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Sis isradimas skirtas i3 3Slapimo i3skirtam folikulus
stimuliuojan¢iam hormonui bei ji turinCioms vaistinems

kompozicijoms.

Folikulus stimuliuojantis hormonas (FSH), kaip zZinoma,
naudojamas gydant nevaisingumg. S$i hormong turintys pre-
paratai naudojami iSsaugant néStumg in vivo ir in
vitro. Zmogaus FSH iSskirtas i Zmogaus hipofizio ir i
poklimaksinio periodo moters Slapimo. Neseniai FSH

gautas panaudojant rekombinantinés DNR metodikg.

Pirmo komercinio preparato, turinc¢io FSH, sudétyje buvo
(pavyzdZiui, Fergonal® Serono) Zmogaus menopauzeés gona-
dotropinas (ZMG), ekstrahuotas i3 poklimaksinio $§lapi-
mo. Tai buvo FSH, liuteinizuojandio hormono (LH) bei
kity Slapimo baltymy miSinys. Tiek moksliniams, tiek ir
terapiniams tikslams stengtasi gauti i8valytus FSH
preparatus. Siuo metu parduodamas produktas Metrodin®
(Serono) yra 18 Slapimo iSskirtas FSH preparatas, tu-
rintis ir kity Slapimo baltymuy, tac¢iau LH kiekis jame
minimalus, ir jis naudojamas gydant nevaisingumg. Sis
produktas ypal naudotinas tais atvejais, kai nepagei-
dautina drauge su FSH ijvesti ir egzogenini LH, pa-
vyzdZiui, esant kiau$idZiy polikistozeés sindromui (KPS).

Iki Siol gydymo tikslais FSH buvo naudojamas injekcijuy
i raumenis pavidalu. Kadangi $ias injekcijas daro gy-
dytojai ar kiti profesionalds medikai, ligoniams tenka
lankytis reguliariai chifurgo kabinete ar 1ligoninéije
tam, kad gauty gydyma. Tai sudaro tam tikrus sunkumus.
Be to, ligoniai daZnai i3reiSkia nepasitenkinimg ry$ium
su tuo, kad gydymas uZsitesia keletg savai&iy ar net
menesiy ir visg ta laikotarpi reikia gaidti laikg vais-

tiniy preparaty ivedimui.
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Poodinés injekcijos suteikty galimybe ligoniui paciam

susileisti vaistus ir jis pats labiau galety dalyvauti

gydyme.

Zmogaus menopauzés gonadotropino (ZMG) poodines injek-
cijos jau apradytos (Nakamura ir kt., Vaisingumas ir
nevaisingumas, 46(i), p. 46-54, 1985) moters nevaisin-
gumo gydymo metu peristaltinio poodinio siurbliuko
pagalba pulsuojanciai jvedant ZMG. Poodines injekcijas
gali lydeti vietinés alergijos reakcijos, sukeltos pre-
parate esanciy priemaidy, ir gali tekti nutraukti gy-

dymg .

P. Ruz ("Zmogaus folikulus stimuliuojantis hormonas",
Acta Endocrinologica Supplementum, 131, 1968) aprasé ir
apibtdino hipofizio ir &lapimo FSH iS8grynintus prepa-
ratus, i3skirtus atitinkamai i% uZ8aldyty hipofiziy ir
poklimaksinio &lapimo koncentrato. Hipofizio FSH bio-
loginis aktyvumas buvo apie 14000 tarptautiniy vie-
nety/l mg, o 3lapimo FSH - 780 tarptautiniy vienety/l mg.
Tikimasi, kad daugumoje aktyviy hipofizio ir 3lapimo
preparaty LH priemaiSa sudaro apytikriai 0,1% mases.
Preparato valymui naudojama viena ar daugiau sekanciy
metodiky, kaip antai chromatografija dietilaminoetil-
celiuliozéje, Sefadekso G-100 gel-filtracija, hidrok-
silapatitiné chromatografija, elektroforezé poliakril-

amido gelyje 1ir pan.

Donini ir kt. ("Klimaksinio 3lapimo FSH i3valymas ir
dalinis fizikocheminis i3tyrimas" Gonadotropinai 1ir
kiaudidziy vystymasis, Dviejy darbiniy susitikimy me-
d?iaga, E. ir C. Livingston, Edinburgas ir Londonas,
1970) aprasé vieng 18 labiausiai 1i3valyty FSH pre-
paraty, kuris turéjo 1255,6 tarptautiniy vienetu/l mg
biologini aktyvumg, o LH priemaiSa sudaré iki 3,2 tarp-
tautiniy vienety/l mg. Siam atvejui pradine medZiaga

pasitarnavo Zmogaus klimaksinis gonadotropinas (ZKG)
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preparato Pergonal® pavidalu, kuris, kaip buvo nurodyta
auk3&iau, yra FSH, LH bei kity Slapimo baltymy miSinys.
Galutinis rezultatas buvo pasiektas periodidkai valant
pradini ZKG dietilaminoetilceliuliozes koloneleje, gel-
filtruojant Sefadekse G-100 ir paskutinéje stadijoje
panaudojant preparatyvine poliakrilamido gelio-elekt-

roforeze.

Dar didesnio efektyvumo pasieké H. van Hell ir kt.
("Zmogaus &lapimo FSH ir LH valymas ir kai kurie ypa-
tumai", Gonadotropinai, I tarptautinio simpoziumo gona-
dotropiny klausimu medZiaga, 1971, Uili, Intersaiens,
Niujorkas) prie tradiciniuy chromatografinio valymo me-
tody pridéjes dar papildomas imunochromatografijos ir
gel-filtracijos stadijas. Imunochromatografija atlikta
panaudojant pririStus prie Sefarozes antikunus Zmogaus
chorioniniam gonadotropinui, tam, kad baty i35 dalinai
i3valyto FSH paSalintas LH. Labiausiaili iSvalytos FSH
frakcijos FSH aktyvumas buvo 4720 tarptautiniy vie-
nety/1 mg, o LH aktyvumas tesudare tik 15 tarptautiniy

vienety/l mg, isSmatuojant radioimuncanalizes budu.

Donini ir kt. apra$é imunochromatografini wvalymo buada
("FSH ir LH isSvalymas ir i3skyrimas i3 ZKG", Acta
Endocrinologica, 52, p. 186-198, 1966), kuomet dar 1966 m.
gavo FSH preparatg, kurio aktyvumas buvo 329,7 tarp-
tautiniai vienetai/l mg ir LH-2,4 tarptautiniai viene-
tai/l mg. Kadangi preparato, pasiZyméjusio FSH aktyvumu
329,7 tarptautiniai vienetai/l mg, Jjokia radicimuno-
analizé nebuvo daryta, todel galima prielaida pagal
analogija su H. van Helo rezultatais (Zr. iki pat S$la-
pimo sekrecijos. Cheminé-fizine diferenciacija parodyta
eksperimente, lyginant labai iSvalyta FSH, i3skirtg 1i§
Slapimo pagal $§i iSradimg, su labai iSvalytu FSH pre-

paratu, iSskirtu i§ hipofizio.
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Iki- ir po- transliacineés modifikacijos, matyt, ir su-
darc FSH mikroheterogeniS$kumo pagrindg. FSH- tai gli-
koproteidas, sudarytas is dviejuy skirtinguy glikozilinty
nekovalentiskai sujungty polipeptidiniy grandiniu, Zi-
nomy kaip alfa ir beta subvienetai. Beta- subvienetas

salygoja molekulés biologini specifis$kumg.

Be wvisa kita, $8is straipsnis bando paaiskinti esminj
skirtumg, stebimg lyginant biologini aktyvumg/mg labai
18valyty FSH, i&skirty i§ Slapimo ir i8 hipofizio. Ga-
lima prielaida, kad tai sglygoja angliavandeninés da-

lys, o konkreciai, sialo riOgSties galinés liekanos.

Tenka paZymeti, kad, neZidrint to, kad tiek hipofizio
FSH, tiek ir S3Slapimo FSH vadinami "FSH", tadiau néra
tvirto irodymo, kad Sios molekuleées, iSskirtos i3 skir-
tingy dviejy 3altiniy yra cheminiu poZitriu vienodos ir

ekvivalentiSkos.
ISradimo aprasSymas

Siuo metu Zinoma, kad i poklimaksinio Slapimo koncent-
rato galima iSskirti 1labai 1i3valytg Zmogaus 3Slapimo
FSH, neturinti net peédsakiniy kiekiy LH ar kity Slapimo
baltymy. Be to, atlikus i3skirto pagal 3i i3radimg
Slapimo FSH aminorg§¢&iy analize, netikétai i3aiskintas
naujas FSH beta- subvienetas, susidedantis i3 111 ami-
norugsc¢iy, vietoje 118 ar 108, kaip tai buvo nurodyta
anksCiau (Zr. pvz., Skotas ir kt. auk3&iau) apibudinant
Zinomg FSH beta- subvieneta. Sis iSradimas siialo naujag

FSH beta- subvieneto aminorugsdiy sekga:
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Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu
20
Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr
30
Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr
40 50
Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys Ile Gln Lys Thr Cys Thr
60
Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg Val Pro Gly
70
Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val
80 90
Ala Thr Gln Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser
100
Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys
110
Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu

o taip pat naujg baltyma, turinti nauja gonadotropino
alfa-subvieneta ir beta-subvienetg, susidedanti 1S 111
auks&iau idvardinty aminorugiciy. Baltymas pasizymi fo-
likulus stimuliuojanc¢io hormono (FSH) biologiniu akty-
vumu. Jis daZniausiai sutinkamas glikozilintoje formo-
je. Jo didZiausias privalumas, kad jis neturi liuteini-
zuojan&io hormono ir kity Slapimo baltymy priemaidy

pédsaky.

$io isradimo realizacijos kitas variantas yra farmacine
kompozicija, turinti pagal iSradimg iSvalyta baltymy ir
farmaciniu poZitariu tinkama uZpilda. Tinkamiausia jai
forma yra poodinés injekcijos. Po oda i3virksti sie
vaistai nesukelia alerginiuy reakcijy, badingy vartojant

zinomus FSH preparatus.
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Pagal Sio 1i3radimo kita varianta sitlomas naujo 1ir
labai i&valyto FSH gavimo budas. Bidas grindZiamas
imunovalymo stadijos ir atvirk3ciu faziy auksSto slegio
skys&iy chromatografijos kombinacija. Imunovalymo sta-
dijoje naudojami imobilizuoti monokloniniai antikinai
lygiai taip, kaip tai apraSyta auk3¢iau pamineto pa-
tento (DidZioji Britanija, Nr. 2173803A) paraiskoje, su
vieninteliu esminiu skirtumu, kad FSH i5 imunokomplekso

elivojamas esant aukStesnems pH reikSmems.

Pagal 3iame i3radime pateikiamg budg eliucijai patogu,
naudoti vandenini tirpala, kurio pH apytikriai 10 ir
moliaringumas - apytikriai 0,5. Pateikéju atlikti eks-
perimentai parodé, kad esant tokioms salygoms, imobi-
1izuoti antikiinai neinaktyvuojami. Tai prieStarauja
auk3&iau paminétos patento paraiskos (DidZioji Brita-
nija) (1 psl., 36-37 eilutes) doktrinai, skelbianciai
"Eliuenty, turinéiy tokias aukStas pH reik3mes, pa-
naudojimas praktikoje neimanomas, kadangi tai sukelia

greita antikiny inaktyvacija" .

i skirtumg gali salygoti metody, naudoty antik@no su-

ridimui su polimeru, skirtumai.

Pagal 3i i3radimg eliuento geresnis pH auks¢iau 11, o

geriausias yra intervale nuo 11,3 iki 11,7.

Moliaringumo reik3mé geresné daugiau 0,8 ir geriausia

apie 1.

Pagal i3radimg tinkami eliuentai yra amoniakas, dietil-
aminas ir tokie buferiai kaip TRIS-buferis, glicinas-

NaOH ir pan.

Sekanti atvirk3&iy faziu auk3to slégio skysCiy chroma-
tografijos stadija leidZia paSalinti bet kuri i3 prie-

maidiniy baltymy. Imunovalymo stadijos vienos nepakanka
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tokiam idvalymui pasiekti. Tai pripaZzistama ir DidZio-
sios Britanijos patento parai$kos tekste. Panaudpta pa-
pildoma auk3¢iau paminéeta valymo stadija ne tik efek-
tyviai isvalo preparata nuo priemaidy pédsaky, bet taip
pat issaugo pilna FSH aktyvuma. Pastarasis rezultatas
yra visai netikétas P. Chalino ir S.A. Chano straipsnio
gviesoje (J. Lig. Chromat., 9/13, p, 2855-2868/198¢6),
kuriame skelbiama, kad jaudio FSH ir Zmogaus FSH (ZKG
standartas) praranda bioclogini aktyvumg atvirks¢iy fa-
ziy skysé&iuy chromatografijos metu. Kita vertus, tame
patiame straipsnyje parodomas patenkinamas biologinio
aktyvumo atstatymas, taciau pasiekiamas tik dalinis 13-
valymas, kuomet Zmogaus $lapimo preparatas, turintis

tiek FSH, tiek ir LH, valomas auk3¢iau nurodytu budu.

Po atvirk3&iy faziuy auk3to slégio skysCiy chromato-
grafijos stadijos FSH atstatomas panaudojant gradiento
metodikas. Produkta galima liofilizuoti saugojimo ir/ar
manipuliavimo tikslu. Produkto koncentracijai, stabili-
zacijai ar kitam apdorojimui numatomos kitos tam tiks-

lui tinkamos metodikos.

Be abejo, poklimaksinis 3lapimas yra Zymiai prieinames-
né medziaga negu Zmogaus hipofizis. §i aplinkybé su-

teikia 3iam i8radimui ry3ky privalumg.

FSH-specifinius monokloninius antik@nus, naudojamus pa-
gal 8i isradimg gavimo budui, galima gauti panaudojant

inomas metodikas.

Tipidku atveju hibridomos 9/14 linijos lasteles skri-
ninguojamos optimalaus afinifkumo FSH atzvilgiu Kembri-
d?o Universitete. Lastelés kultivuojamos ir monokloni-
niai antik@nai produkuojami i supernatanto terpe, 18§
kurios jie iSskiriami panaudojant 50% amonio sulfata

(skaidiuojant svori tGriui). Po to naudojama atvirk3ciy
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faziu jonine chromatografija ir auk3to slégio skysciy

chromatografineé gel-filtracija ir dialize.

Lasteliy 9/14 linijos produkuojami ir nurodytu auk3ciau
biddu iSvalyti monokloniniai antikGnai atitinka $iuos
techninius reikalavimus:

a) baltymo Svarumas ne mazZiau 90%;

b) imunoglobulino klasé: IgG 1;

c) afiniskumo konstanta: 3,5x10°% 1.mol’!

d) specifidkumas:

Antigenas % kryZminés reakcijos
FSH 100
ChGH 1
ChGH-beta-subvienetas 1
LH 1
TSH 1

e) susijungimo su FSH geba tirpale: apie 1000 tarp-
tautiniy vienety FSH 1 mg MoAK.

FSH-specifiniai monokloniniai antikunai chemiZkai suri-
Sami su Sefaroze 4B panaudojant divinilsulfong pagal me-
toda, kuri aprasé DZ. Poratas "Methods in Enzymology",
34, p. 13-30, 1974.

TipiSkame pavyzdyje 1 litras Sefarozés 4B praplaunamas
porétame stikliniame 3viesofiltre i pradZiy 5 litrais
distiliuoto vandens, o po to 5' litrais 1 M natrio
karbohidrato tirpalo, pH 11. I3plauta sefarozé suspen-
duojama 1 litre 1 M natrio karbonato tirpalo (pH 11).

Nuolat maiSant, laSais pridedama 200 ml divinilsulfono.
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Reakcija pabaigiama per 70 min kambario temperatiroje

ir nutraukiama pridedant 1 N HCl tirpalo (pH iki_7,0).

Aktyvuota smala suspenduojama 1 litre 0,25 M natrio bi-
karbonato tirpalo (pH 9,0), turinCio 2g anti-FSH mono-
kloniniy antiklny, gaunant didesni negu 90% antikiny
susiriSimg su aktyvuota derva. Gauta imunoderva saugoma

4°C temperatiroje.

1 pavyzdyje pateikiamos $io 1i3radimo dvi wvalymo buado
stadijos, tinkamos komerciniam ZKH, t.y. Pergonalo®

preparato (Serono) aktyviam ingradientui.

Reikia suprasti, kad nors ZKH yra geresné i3eitiné me-
dZiaga 3io iSradimo budui, taciau visa tai tinka ir
kitoms maZiau iSvalytoms medZiagoms, tokioms kaip po-
klimaksinio 3lapimo koncentratai ir panaSioms. Geri re-
zultataili gauti naudojant kaip iSeitine medZiaga $lapimo
koncentrata, turinti tik 1 tarptautini vienetg FSH/1 mg.

Kiti Sio iSradimo variantai ir privalumai bus akivaiz-
dius susipaZinus su sekanCiais pavyzdZiais, kuriais i3-

radimas neapsiriboja.
1 pavyzdys: Labai iSvalyto Slapimo FSH gavimas

1 stadija: Imunovalymas panaudojant anti-FSH MoAK-DVS-
Sefaroze.

ZKH naudojamas kaip iSeitine medZiaga.

Imunoderva anti-FSH MoAK-DVS-Sefaroze inkubuojama su
0,1 M Tris-HCL, 0,3 M NaCl buferyje, pH 7,5 4°C tem-
peratiroje. I kolonéle ivedamas tam tikras FSH kiekis
tarptautiniais vienetais (RIA), atitinkantis 80-90%

bendros FSH ris3an¢ios gebos.
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Laisvi baltymai eliuojami buferiu tol, kol eliuato op-

tinis tankis ties 280 nm (OD,g,) nebus maziau 0,02.

Absorbuotas 3Slapimo FSH eliuojamas 13 imunodervos 1 M
amoniako tirpalu 4°C temperatiroje. Amoniakiniai eliua-
tai, atitinkantys apytikriai 4-kartini imunodervos ti-
ri, yra grupuojami, pH pasiekiamas iki 9,0 kaip galima
greic¢iau 4°C temperatiiroje pridedant ledinés acto rugs-
ties. Po to tirpalas ultrafiltruojamas Amikon aparate
{membrana C.0.10000 daltonu) ir koncentruojamas 1iki ma-

Z0 tario.

2 stadija. Atvirkscéiy faziy auksSto slégio chromatogra-

fija

Gauto tirpalo pH privedamas iki 5,6, po to jis ivedamas
i, kolonéle C;3 su atvirksCiomis fazemis (Pre Pak
waters), kuri pried tai buvo sulygsvarinta 0,05 M bu-
feriniu amonio acetato tirpalu kambario temperatiroje.
Tirpiklio fronto judéjimo greitis - 100 ml/min. Eliua-

tas matuojamas ties 280 nm.

Valymui naudojamas aparatas Prep 500 A (Waters), tu-
rintis UV-detektoriy ir preparatyvaus gradiento genera-

toriy.

Biologiskai aktyvus labai isSvalytas Slapimo FSH eliuo-
jamas izopropanolio gradientu iki 50% judrios fazés.
Frakcijos tikrinamos panaudojant analitine gel-chroma-

tografija ir radioimunoanalize.

Organinis tirpiklis paSalinamas distiliuojant vakuume
40°C temperatiiroje. Po to tirpalas uZSaldomas ir lio-

filizuojamas.
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2 pavyzdys: FSH tyrimas

Pagal 5i 1i3radima gautg labai isvalyta Slapimo FSH
preparata tiria keliais cheminiais-fiziniais, biologi-
niais ir imunologiniais metodais tam, kad gauty Jjo
pilng charakteristika. Kaip nurodyta Zemiau, dauguma
tyrimy atlikta lyginant su labai iSvalytu FSH prepa-
ratu, iSskirtu 18 hipofizio, gautu pagal Zemiau apra-

Syta metods.

ISeitine medZiaga panaudotas neisvalytas Zmogaus hipo-
fizio ekstraktas, gautas kaip pa3alinis produktas eks-

trahuojant Zmogaus augimo hormong.
Metodika susideda i§ sekanc¢iy stadijuy:

l1)NeiSvalyto Zmogaus hipofizio ekstrakto pirminis isva-
lymas ekstrahuojant 40% etanoliu, turindiu 6% amonio
acetato, pH 5,6, precipituojant supernatanta 96% $al-

tu etanoliu.

2)Tolimesnis valymas panaudojant jonine chromatografija
dietilaminoetilceliuliozéje su 0,15 M natrio acetato
tirpalu, pH 7,0 kaip eliuentu, ir po to precipi-
tuojant 96% Saltu etanoliu.

3)FSH frakcijos tolimesnis valymas gel-filtracijos
Sefadekse S 100 budu panaudojant kaip buferi 0,05 M

amonio bikarbonatsg.

4)FSH valymo paskutiné SP stadija panaudojant jonine
chromatografijg kolonéléje Sefadeksas S 50. Labai is-
valytas hipofizio FSH eliuojamas 0,1 M fosfatiniu
buferiniu tirpalu pH 6,2 ir po to liofilizuojamas.

Kaip buvo nustatyta, hipofizio FSH biologinis santy-
kinis aktyvumas in vivo (Stilmano-Rolei testas; tarp-



10

15

20

25

30

35

LT 3999 B
12

tautinis vienetas antrojo IRP-NMS) sudaro 4770 tarptau-
tiniy FSH vienety 1 mg liofilizuoty milteliy. Siam nu-
statymui naudota metodika, apraSyta Zemiau po antraste

"Biologinio aktyvumo kiekybinis nustatymas".
Atliekami sekantys tyrimai:
Kontaminacija LH

$is testas atliekamas panaudojant specifine LH (liutei-
nizuojantis hormonas) radioimunoanalize su LH standarto
pagalba, graduoto pagal antraji IRP-ZKH p'*> f-LH kaip
yyméta atoma, naudojant trigubag KIT (kodas 10204),
pagamintg Biodata® kompanijos. Kaip antiserumas naudo-
tas oZkos anti-ChGH (Zmogaus choriono gonadotropinas)
antiserumas, kuri gavo pareiskéjas. Sis antiserumas
rodé 100% kryZmine reakcija su LH ir maZiau negu 0,1%
su FSH.

Radioimunoanalizés metodas bitinas patikrinant, ar gau-
tas pagal 1 pavyzdi labai iSvalytas $lapimo FSH néra

uzterstas liuteinizuojanc¢iu hormonu.

Auk3Ciau pateikti rezultatai patvirtinti panaudojant
kita Jjautresni metoda DELFIA (disociacija-pagerinta
lautanid-fluoro-imunoanalizeé), kuriam ijranga pateikia

firma LKB-Farmacija.

Elektroforezé poliakrilamido gelyje su natrio dodecil-

sulfatu

Blokineé elektroforezé plok3Ciame gelyje su natrio do-
decilsulfatu vykdoma redukcinémis salygomis 13,5% po-
liakrilamido gelyje, pH 8,8 pagal metoda, aprasSyta
Lemli Zurnale Nature, 227, p. 680-685 (1970).
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Dazoma briliantiniu Kumasi méliu R-250, 0,25% 25% meta-

nolio / 75% acto rugsties.

Siuo metodu tiriamas tiek labai isvalyto FSH prepa-
ratas, gautas kaip apraSyta auks¢iau. Bandymo rezul-
tatai parodyti Fig. 1, kur parodytos tiek Zlapimo, tiek
hipofizio FSH preparaty juostos drauge su molekulinés

mases markeriais (M.M.).

Abiejuose FSH preparatuose pagrindiné didzioji juosta,
budinga glikoproteidams, sutinkama vienos ir tos pacios
molekulinés maseés, apytikriai 20000 daltonuy, kas ati-
tinka literatUrinius duomenis. Dél Zinomo glikoproteidy
elgesio 5ios elektroforezeés salygomis gautas dydis yra

Siek tiek didesnis nei yra i3 tikrujy.
Mainy chromatografija

Labai iSvalyti FSH preparatai, i3skirti i3 &lapimo ir
18 hipofizio, analizuojami kolonéléje TKG 2000 SW nau-
dojant 0,1 M buferini fosfatini tirpala, pH 6,8, + 0,2 M
NaCl kaip eliuenta. Tirpiklio fronto judéjimo greitis

0,7 ml/min, matuojama ties 230 nm.

Fig. 2 pateikiami duomenys, kurie rodo iprastus pagrin-
dinius S$lapimo ir hipofizio FSH pikus, kuriy laikai

panadus (atitinkamai 13,37 ir 13,35 min).
Izoelektrofokusavimas

ITzoelektrofokusavimas atliekamas 5% plonasluoksniame
poliakrilamidiniame gelyje (Anfolin, LKB®, pH 3,5-9,5),
fiksuojama 11,5% (masés) trichloracto rugstimi ir 3,5%
(masés) sulfosalicilo rugdtimi, daZoma sidabru i3 BIO-

RED® rinkinio.
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Fig. 3 pateikti duomenys apie labai iSvalytus FSH pre-
paratus, i3skirtus 18 3lapimo ir hipofizio, iskaitant
ir izoelektrinio ta3ko markerius. Kaip matyti 13 pa-
veikslélio, abu preparatai rodo keleta juosty, taciau
ju pieSinys skiriasi. Slapimo FSH pagrindinés juostos
yra pH intervale maZiau kaip 4,8, kai tuo tarpu hipo-
fizio FSH pagrindinés juostos pasireidkia aukStesniame

pH intervale.

Sie bandymai rodo, kad 8lapimo ir hipofizio FSH néra
identis8kos molekulés ir kad juy skirtumus salygoja ang-
liavandeniniy, o gal ir pac¢iy baltyminiy daliy skir-

tumai.
Biologinio aktyvumo kiekybinis nustatymas

Labai isvalyto $lapimo FSH preparato biologini aktyvumg
in wvivo nustato Stilmano- Rolej metodu (Endokrinolo-
gija, 53, p. 604-616, 1953) naudodami kaip etalong ZKH-
Haus etalona, graduotg pagal 2-3ji Tarptautini Etalo-
nini, Preparata ZKH, skirta biologinio aktyvumo kieky-
biniam nustatymui. Sig analize priémé visos pagrindinés
Farmakopéjos 1ir Tarptautiniy Vienety nustatymo Svei-
katos apsaugos Tarnybos FSH biologinio aktyvumo nu-

statymui.

Nustatyta, kad labai i3valytas Slapimo FSH preparatas,
gautas pagal auk3Ciau pateikta pavyzdi, pasizymi san-
tykiniu aktyvumu lygiu 6200 T.V. FSH/1 mg liofilizuoty

milteliy, tai didZiausias kada nors aprasSytas 1§ 3la-

pimo iSskirto FSH aktyvumas.
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Aminoriags$éiy sekos nustatymas
a) Slapimo FSH subvienety i3skyrimas

Slapimo FSH subvienetai i3skiriami panaudojant auk3to
slégio skysCiy chromatografijos sistemg Waters, turin-
¢cia kolonele Akvapor RP-300, 200 x 4,6 nm, 7 um
(Braunli Lebs). Eliuentai sekantys: A=0,1% TFA (tri-
fluoracto rugs$Stis, Iners), B=0,055% TFA acetonitrile.
Tirpiklio fronto judéjimo greitis - 1 ml/min prie 35°C.
Pradinis reZimas - 15% B. Per 20 min gradientas pa-
didinamas 40% B. UV-detektorius dirba ties 229 nm. Ive-
dama analiziné serija - 20 pul 0,5 mg/ml FSH tirpalo ir
0,5% TFA. Pradiné inkubacija TFA tirpale nebitina.
Preparatyviai i8skiriama toje palioje koloneléje. Gau-
nama gera skiriamoji geba, kuomet jvedama 0,5 mg labai
isvalyto Zmogaus Slapimo FSH (serija Nr. 032), is-
tirpinto A buferyje. Frakcijos renkamos rankiniu badu
ir dZiovinamos koncentratoriuje Spid Vak. Subvienetai
iStirpinami vandenyje, analizuojami auk3to slégio skys-
¢iy chromatografija ir saugomi minus 20°C tempera-

tiroje.

Beta-subvienetas eliuojamas apytikriai po 10,5 min kaip
platus pikas, alfa-subvienetas eliuojamas per 15 min
kaip smailus pikas. Kiekvienas pikas identifikuojamas
kaip alfa- ir beta-subvienetas radioimuninés analizés
buidu. Paprastai redukuojama apie 50% subvieneto, kai

tuo tarpu alfa-subvieneto redukuojama daugiau kaip 90%.

b) Alfa- ir beta-subvienety redukavimas ir karboksi-

metilinimam

Isskirty, kaip aprasyta a) dalyje, subvienety-reduka-
vimas atliekamas panaudojant 0,5% Tris; 0,1% EDTA, 6 M
guanidin-HCl, pH 8,5 2 val bégyje 37°C temperatiroje
pridéjus DTT (ditiotreitolio, Serva) 15-karty didesniu
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moliaringumu negu cisteino. Po to i reakcijos miSini
pridedama natrio jodacetato (2,1 moliaringumo negu DTT)
ir paliekama 30 min tamsoje. Reakcija sustabdoma pri-
déejus 1% merkaptoetanolio it TFA. Karboksimetilintus
subvienetus valo auk3to slégio skyséiy chromatografija.
Beta-karboksimetilintas subvienetas blogaili tirpsta van-

denyje, todél galutiné iSeiga nereik3minga.

c) Beta-subvieneto redukavimas, piridiletilinimas ir

poveikis tripsinu.

I5skirto kaip apradyta a) dalyje, beta-subvieneto redu-
kavimas atliekamas kambario temperatiroje 2 val begyje
S§iuo bddu: 0,1 mg beta-subvieneto inkubucjama su 0,5 ml
0,5 M Tris tirpalo, 0,1% EDTA, 6 M guanidin-HCL,
pH 8,5, 2,7 mg ditiotreitolio. Piridiletilinama pride-
jus 0,02 ml 4-vinilpiridino prie auk3¢iau pamineto
tirpalo. Reakcija vyksta 2 val kambario temperatiroje.
Pagaliau, reakcijos miSinys patalpinamas i S4-patrona
(Beiker), su 0,1% TFA. Patronas praplaunamas 0,1% TFA
ir piridiletilintas beta-subvienetas eliuojamas 40%
acetonitrilu, 0,1% TFA. Eliuotos frakcijos dZiovinamos
ir valomos auk3to slégio skys¢iu chromatografija kaip
tai apradyta auks$Ciau. I8valytas piridiletilintas beta-

subvienetas i3tirpinamas 1% NH,HCO; tirpale, pH 8.
d) Alfa-subvieneto sekvenavimas

Alfa-subvieneto, karboksimetilinto alfa-subvieneto arba
viso labai i3valyto 3&lapimo FSH sekvenavimas (amino-
rigsciy liekany sekos nustatymas) atliekamas panardi-
nant 5 nmoliy ar maZiau i baltymini sekvenseri (470 A,
Eplaid Biosistem) 1ir panaudojant standartine programg
03PRTH, pateikta Eplaid Biosistem, arba specialig prog-
ramg, kurioje ciklai, skaldantys P o arba Cly, pakeisti
specialiu ciklu 03CPPO.
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Pradedant nuo molekules NH, galo identifikuojama pirmos
45 liekanos, 38ie rezultatai patvirtina seka, Zinomg i$
literatdros (J. Biol. Chem., 250, p, 6735/1975). Asn 52
padétyje ir 78 padétyje Zinomoje sekoje prasidedandioje
Ala, 1ir yra tos aminortgstys, kur vyksta glikozilini-
mas. NH, gale visada yra nevienodumas ir jis visada
toks pats visuose sekvenuotuose méginiuose. Visa mole-
kulé (t.y. prasidedanti Ala) bana 65% grandiniy, mo-
lekule, neturinti pirmyjy dviejuy aminortgs$ciy (t.y.
prasidedanti Asp), pasitaiko 5% molekuliuy, o neturinti
pirmyjy trijy aminorugs$c¢iy (t.y. prasidedanti Val) pa-

sitaiko 30% atvejy.

1 5
65% grandiniy Ala Pro Asp Val Glu.
5% grandiniy Asp Val Glu...
30% grandiniy Val Glu...

Alfa-subvieneto nevienodumas

e) Beta-subvieneto sekvenavimas

Atliekamos kelios sekvenavimo serijos, panaudojant be-
ta-subvienetus, karboksimetilintus beta-subvienetus,
visg labai iSvalyta Zmogaus $lapimo FSH ir piridil-
etilinto beta-subvieneto tripsinizuotus peptidus. Me-
giniai panardinami i baltymy sekvenseri (470 A9 Eplaid
Biosistem) ir panaudojama programa O3PPTH, pateikta
Eplaid Biosistem. Duomenys rodo, kad 8&is subvienetas

turi 111 aminortgdc¢iy ilgi ir sekanciag seka:
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10
Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu
20
Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr
30
Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr
40 50
Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys Ile Gln Lys Thr Cys Thr
60
Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg Val Pro Gly
70
Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val
80 90
Ala Thr Gln Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser
100
Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys
110
Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu

Asn 7 ir 24 padétyje, pradedant nuo Asn 1 padétyje, yra
tos aminorug3tys, kur vyksta glikozilinimas.

Beta-subvieneto NH, gale visada yra nevienodumas, kuris
vienodas visuose sekvenuotuose méginiuose. Pilna mole-
kule (t.y. prasidedanti nuo Asn) pasitaiko 35% gran-
diniy, molekule, neturinti pirmos aminortg3ties (t.y.
prasidedanti Ser) pasitaiko 15%, o molekulé, neturinti
pirmyjuy dviejy aminorig$¢iy (t.y. prasidedanti Cys) pa-
sitaiko 50%.

1 5
35% grandiniy Asn Ser Cys Glu Leu..
15% grandiniy Ser Cys Glu Leu.
30% grandiniy Glu Leu...

Beta-subvieneto nevienodumas.
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3 pavyzdys: Vaistiniai preparatai

Farmaciniy vaisto formy, turincé¢iy labai i3valytg 3Sla-
pimo FSH, gauta pagal $§i iSradimg, gavimas nesudaro
sunkumy. Kadangi medZiaga iSlaiko savo biologini ak-
tyvumg po liofilizacijos, pastaroji talkina gaunant

formg, tinkamg injekuojamiems preparatams.

Liofilizuotas preparatas, turintis labai i3valyta 3la-
pimo FSH, tirpinamas fiziologiniame tirpale ir/ar ki-
tokiame tinkamame skiediklyje ir gaunamas 3&virk3ciamas

tirpalas.

Kai kurie wuZpildai gali bGti panaudoti kompozicijoje
kaip jos dalis, pavyzdZiui, manitas, laktozé, glicinas,
gliukoze, sacharozé ir jy miSiniai. Galima naudoti ir

kitus tradicinius uZpildus ar jy midinius.

Bandymuose, atliktuose pagal i3radima, &virk3&iamiems

preparatams kaip uZpildas panaudota laktoze.

Gaminant injekcinius preparatus, pasirinktinai gali
keisti pH iki tam tikros reik3més, pridedant tradiciniy
rugStiniy ar Sarminiy medZiagy. Kaip rugstine medzZziaga
gali buati naudojama acto rugstis ir pan. I3 Sarminiy
medziagy naudojamas natrio Sarmas ir pan. Galima nau-

doti misSinius.

Sio isradimo rémuose galima panaudoti vieng ar daugiau

stabilizatoriy, pavyzdZiui, albuming ir pan.

20000 ampuliy, kuriy kiekviena turi 75 tarptautiniy
vienetuy FSH, partijos vaisty gamybos pavyzdys atrodo

sekanciai:

Liofilizuoty FSH milteliy paskaidiuotas kiekis (biolo-

ginio aktyvumo vienetais) i3tirpinamas 700 ml Salto
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apirogeninio vandens, skirto injekcijoms. Jeigu reika-
linga, pH pasiekiamas intervale nuo 6,2 iki 6,8 tam
tikslui panaudojant acto rug3ti ar natrio Sarmg. Po to
tirpalas sterilinamas filtruojant per filtrg, kurio po-

ros 0,2 pm dydzZio.

200 g laktozeés iStirpinama 2 litruose apirogeninio van-
dens, skirto injekcijoms, sterilizuoja kaip aprasyta

auk3Ciau ir prideda prie FSH tirpalo.

Apirogeninis vanduo injekcijoms pridedamas tam, kad ba-
ty pasiektas galutinis 15 litry taris. Po to tirpalas
iSpilstomas i ampules (po 0,75 ml kiekviena) ir liofi-
lizuojama steriliame liofilizatoriuje. Gaunamos ampu-
lés, kuriy kiekviena turi po 75 tarptautinius vienetus

FSH ir 10 mg laktozeés.

Geresniame variante kiekviena ampulé gali turéti 150

tarptautiniy vienety FSH ir 10 mg laktozés.

Pagal kitg wvaistinio preparato pavyzdi gaunamos am-
pulés, turincios be laktozes kaip uZpildo dar po 1 mg

albumino kaip stabilizatoriaus.

Nors $8is iSradimas iliustruojamas specifiniais pavyz-
dZiais reikia suprasti, kad ivairtGs variantai gali bati
papildomai realizuoti 38io iSradimo apimties ir esmés

ribose.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Baltymas, turintis alfa- ir beta~subvienetus, kurio
alfa-subvienetas yra gonadotropino alfa-subvienetas ir

beta-subvienetas turi sekancCig aminorugséiy sekyg:

10
Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn Ile Thr Ile Ala Ile Glu
20
Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys Ile Ser Ile Asn Thr Thr
30
Trp Cys Ala Gly Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr
40 50
Lys Asp Pro Ala Arg Pro Lys Ile Gln Lys Thr Cys Thr
60
Phe Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr Val Arg val Pro Gly
70
Cys Ala His His Ala Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val
80 90
Ala Thr Gln Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp Ser
100
Thr Asp Cys Thr val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys
110
Ser Phe Gly Glu Met Lys Glu

2. Baltymas pagal 1 punkta, be s i s kiriantis
tuo, kad turi beta-subvienets, susidedanti i§ 110
aminorigséiy ir turintj Ju seka, nustatyta pagal 1
punktg, tacdiau be pradinio Asn (1 padetis).

3. Baltymas pagal 2 punkta, be s iskiriantis
tuo, kad turi beta-subvienetg, susidedanti i3 109 ami-
noragsciu ir turinti jy seka, nustatytg pagal 1 punkta,
taC¢iau be pradiniy Asn ir Ser (2 padétis).
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4. Baltymas pagal 1 punkta, b e s i skiriantis
tuo, kad gonadotropino alfa-subvienetas turi sekancig

aminorugsciy seka:

10

Ala Pro Asp Val Gln Asp Cys Pro Glu Cys Thr Leu Gln
20

Glu Asn Pro Phe Phe Ser Gln Pro Gly Ala Pro Ile Leu

30

Gln Cys Met Gly Cys Cys Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr

40

Pro Ley Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu Val Gln Lys Asn

60
val Thr Ser Glu Ser Thr Cys Cys Val Ala Lys Ser Tyr
70
Asn Arg Val Thr Val Met Gly Gly Phe Lys Val Glu Asn
80 90
His Thr Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His Lys

Ser Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly Pro Ser Tyr Cys

5. Baltymas pagal bet kuri i¥ 1-4 punkty, besiski-
riant is tuo, kad turi alfa-subvienets, suside-
danti i3 90 aminorugSc¢iy ir turinti ju seka, nustatytg
pagal 4 punkta, tacCiau be pradiniy Ala ir Pro (2 pa-
detis) .

6. Baltymas pagal bet kuri i$ 1-5 punktuy, b e s iski-
riant i s tuo, kad turi alfa-subvieneta, suside-
danti i% 89 aminortg3ciy ir turinti ju seky, nustatyta
pagal 4 punktg, taciau be pradiniy Ala ir Pro (2 pa-
détis) ir Asp (3 padétis).

7. Baltymas pagal bet kuri i 1-6 punkty, b e s iski-

riantis tuo, kad yra glikozilintoje formoje.
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8. Baltymas pagal 7 punkta, be s i s kiriantdis
tuo, kad glikozilinami beta-subvieneto (beta-subvie-
netuy) Asn 7 1ir 24 padetyse ir alfa-subvieneto (alfa-

subvienety) Asn 52 ir 78 padétyse.

9. Baltymas pagal 7 punkta, be s i skiriantdis
tuo, kad pasiZymi folikulus stimuliuojandio hormono

(FSH) aktyvumu.

10. Baltymas pagal bet kuri i3 1-6 punkty, b e s i -
s kiriantis tuo, kad neturi liuteinizuojancéio

hormono ir kity Slapimo baltymy priemaidy pédsaky.

11. Baltymas pagal 10 punktg, be s i s kiriantis

tuo, kad ji ekstrahuoja i3 Zmogaus klimaksinio $lapimo.

12. Biologiskai aktyvus 1% 3lapimo i3skirtas folikulus
stimuliuojantis hormonas, neturintis liuteinizuojancio

hormono ir kity Slapimo baltymy priemaidu pédsaky.

13. Biologiskai aktyvus hormonas pagal 12 punktg, b e -
s 1iskiriantdis tuo, kad turi gonadotropino
alfa-subvienetg ir beta-subvieneta, kurio aminorigsciy

seka apibrezta 1 punkte.

14. Baltymas pagal 9 ar 12 punktus, be s i s ki r i a n-
t i s tuo, kad pasizZymi santykiniu aktyvumu, ne ma-
zesniu kaip 6200 tarptautiniy vienety FSH 1 mg liofili-
zuoty milteliy.

15. Vaistinis preparatas, b e s i s k i riant i s
tuo, kad turi baltymo pagal bet kuri i% 1-14 punkty
terapisSkai efektyvy kieki.

16. Vaistinis preparatas pagal 15 punktgy, b e s i s k i -
riantis tuo, kad turi tinkamg uZpilds.
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Vaistinis preparatas pagal 16 punkta, besiski1i-
antis tuo, kad uiZpildas yra laktoze.

Vaistinis preparatas pagal bet kuri i3 15-17 punk-
bes is kiriantis tuo, kad yra lio-

filizuotoje injekcijoms skirtoje formoje.

19.
ty,

20.
r i
FSH

21.
r i
FSH

22.
tu,

Vaistinis preparatas pagal bet kuri is 15-18 punk-

skirtas poodiniam isdvirkdtimui.

Vaistinis preparatas pagal 15 punkta, besiski-
antis tuo, kad turi 75 tarptautiniy vienety

ampuleéje.

Vaistinis preparatas pagal 15 punkta, besiski-
an t i s tuo, kad turi 150 tarptautiniy vienety

ampuleje.

Vaistinis preparatas pagal bet kuri 13 15-20 punk-

besiskirdiantis tuo, kad turi Zmogaus

albuming kaip stabilizatoriy.

23.

Baltymo pagal bet kuri 15 1-14 punkty panaudojimas

vaistinio preparato pagal 15 punkta gamybai.
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