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Aprasyti nauji polipeptidai, dalinai arba pilnai pasizymintys Zinduoliy eritropoetino (EPO) pirmine
struktiirine konformacija bei viena arba daugiau biologiniy savybiy, ir kurie pageidaujama forma skiriasi tuo, kad
yra egzogeninés DNR sekos ekspresijos prokariotiniame arba eukariotiniame Seimininke produktas. Genominés
DNR, kDNR ir sukonstruotos DNR sekos, koducjangios dalinai arba pilnai EPO arba jo analogy aminorugsciy
liekany seka, iliustracijai jvestos | savireplikuojancias plazmides arba virusinius vektorius, naudojamus tinkamy
prokariotinio arba eukariotinio $eimininko lasteliy transformavimui arba transfekavimui, kaip antai bakterijy,
mieliy ar zinduoliy lgstelés kultiiroje. I$skiriant i8 kultdriniy terpiy, lasteliniy lizaty arba fragmenty, DNR seky
ekspresijos produktai pasizymi, pavyzdZiui, Zmogaus ir bezdzionés EPO imuninemis savybémis ir biologiniu
aktyvumu in vitro ir in vivo. Atskleisti chemiskai sintetinti polipeptidai, turintys EPO biologines ir imunines
savybes. Taip pat atskleisti patobulinti specifiniy vienasidliy polinukleotidy heterogeniniame Igsteliniame arba
virusiniame pavyzdyje, gautame, pavyzdZiui, i$ plazmidéje esanéios DNR, arba i$ virusg neSancios kDNR, arba
i genominés DNR "bibliotekos", nustatymo bidai.
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Sis iSradimas priskiriamas manipuliacijai genetinémis
medziagomis ir, dalinai, rekombinantiném metodikom, jgalinanéiom
gauti polipeptidus, pilnai ar dalinai pasizymin¢ius pirmine
strukturine konformacija ir/arba viena ar daugiau laisvai
sutinkamo eritropoetino biologiniy savybiy.
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A. Manipuliacija genetinémis medZiagomis

Pla¢iaja prasme genetines medziagas galima apibrézti kaip
chemines medziagas, kurios programuoja ir valdo lasteliy bei
virusy komponenty gamyba ir apsprendzia lasteliy bei virusy
atsakus. Ilgos grandinés polimerinis junginys, Z2inomas kaip
dezoksiribonukleininé rigdtis (DNR), turi savyje visy gywvy
lgsteliy ir virusy genetine medziaga, i8skyrus kai kuriuos
vVirusus, programuojamus ribonukleinine ragStimi (RNR) .
Struktdrinémis grandimis DNR-polimeruose yra keturi skirtingi
nukleotidai, kuriy kiekvienas sudarytas arba i$§ purino
(adeninas ir guaninas), arba 1§ pirimidino (timinas ir
citozinas), suriSty su dezoksiribozo-cukrumi, prie kurio
prijungta fosfatiné grupe. Nukleotidy prisijungimas linijinio
polimero pavidalu vyksta susijungiant vieno nukleotido 5'-
fosfatui su kito nukleotido 3'-hidroksilo grupe. Funkcionaliné
DNR sutinkama stabiliy dvisilliy sanplaky, sudaryty i atskiry
nukleotidy siuly (zinomy kaip dezoksioligonukleotidai)
pavidalu, kuriy sanplakos susidaro vandenilinés jungties tarp
purininiy ir pirimidininiy baziy deka, t.y. "komplementarinés"
sanplakos, egzistuojanios arba tarp adenino (A) ir timino
(T), arba tarp guanino (G) ir citozino (C). Nukleotidus
priimta vadinti pagal ijuos sudaran¢iuy purininiy arba
pirimidininiy baziy pavadinimus, 0 nukleotidy
komplementarines sanplakas dvisitléje DNR (t.y. A-T ir G-C)
mineti kaip "azotiniy baziy poras". Ribonukleininé rigS$tis yra
polinukleotidas, turintis dazniau adenina, guaning, citozina
ir uracilg (U), nei timing, suris$ta su riboze arba fosfatine
grupe.

Trumpiau kalbant, DNR programuojanti funkcija dazniausiai
realizuojama procesu, kurio metu DNR nukleotidy specifineés
sekos (genai) “transkribuojasi" i santykinai nestabilius
informacinés RNR (iRNR) polimerus. Savo ruoztu iRNR tampa
struktdriniy, reguliatoriniy ir katalitiniy baltymy susidarymo
i$ aminorfg8&iu matrica. Sis iRNR “transliacijos" procesas
apima  smulkiy RNR sildly (tRNR)  funkcionavimg. kurie
transportuoja ir i$lygina individualias aminorug$tis i$ilgai
iRNR siuly, leisdami reikiama aminorig$¢iy seka susidaryti
nukleotidams. 1iRNR ‘"informacija", gaunama 1§ DONR ir sukuria
galimybe tRNR padavimui bei bet kurios i$ dvideSimties amino
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rugsciy orientacijai polipeptido "ekspresijai", yra
tripletiniy ‘"kodony" (trijy nukleotidiniy baziy tam tikro
eiliskumo grupuo&iy) pavidale. Tam tikra prasme baltymo
susidarymas yra galutiné genetiné informacija (apsprendziama
geno nukleotidiniu eiliSkumu) programuojama “ekspresijos’
forma.

DNR “promotorinés" sekos paprastai atsiranda ankséiau nei
genas DNR-polimere ir paruo$ia vieta transkripcijos i RNR
inicijavimui. DNR "reguliatorinés" sekos taip pat dazniau yra
"auk$&iau prie$§ tékme" (t.y. ankséiau) nei genas Siame DNR-
polimere, suri$a baltymus, apsprendzian¢ius transkripcinio
inicijavimo dazni (arba greiti). Kolektyviai jivardijamos
“promotorine/reguliatorine" arba "valdanCigja" DNR seka, 3ios
ankséiau nei konkretus genas (ar geny grupés) atsirandancios
funkcionaliniame DNR-polimere sekos apsprendzia ar 1ivyks
transkripcija ir, galy gale, geno ekspresija. DNR sekos,
"lydin¢ios" gena DNR-polimere ir uZztikrinanfios komandg baigti
transkripcijg 1  iRNR, jvardijamos kaip  transkribavimo
"terminatorinés" sekos.

Paskutinio deSimtmeio mikrobiologinés technologijos
démesio centre yra bandymai pagaminti industrijai bei
farmacijai svarbias medZziagas, panaudojant mikroorganizmus,
kurie arba neturi iS5 anksto genetiSkai koduotos informacijos,
skirtos iterptam i jy ODNR pageidaujamam produktui, arba
(Zinduoliy 1lasteléms kultiiroje) iprastu keliu neidreiskia
pastebimame lygmenyje chromosominio geno. Papras¢iau kalbant,
genas, apsprendZziantis pageidaujamo polipeptidinio produkto
struktlirg yra arba izoliuotas nuo donorinio mikroorganizmo,
arba chemis$kai susintetintas ir stabiliai introdukuotas i kitg
mikroorganizma (geriausiai save reguliuojanti vienalgsti
mikroorganizmg), kaip antai bakterijas, mieles arba zinduoliy
lasteles kultiroje. Egzistuojanti  geny ekspresijos 1
"transformuotas" ar “transfektuotas" S$eimininko mikrobines
lasteles jranga, kurdama  pageidaujamg produkta  dirba
panaudodama ekzogenine DNR kaip iRNR transkripcijos matrica,
kuri po to pertransliuojama i nesibaigian¢ig amino rugséiy
liekany sek3.

Si technikos sritis daznai sutinkama patentinése ir
literaturinése publikacijose, susijusiose su "rekombinantines
RNR" metodikomis, . skirtomis genetiniy medziagy (naudojamy
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atrinkty Seimininko mikroorganizmy transformacijai)
i$skyrimui, sintezei, wvalymui bei amplifikacijai. JAV
patentas Nr. 4237224, i%duotas Cohen et al., pavyzdZiui,
- skirtas vienalas¢iy 3eimininko mikroorganizmy su "hibridine"
virusine ar Ziedine plazmidine DNR transformacijai,
apjungian¢iai rinktines ekzogenines DNR sekas. Cohen et al.
patento metodikose pirmg kartg panaudota transformacijos
vektoriaus gamyba, besiremianti fermentidkai atskeliamos
virusinés arba Ziedinés plazmidinés DNR, reikalingos linijinés
DNR sidlams formuoti. Atrinkti svetimi (<“egzogeniniai” arba
"heterologiniai") DNR siulai, paprastai turintys pageidaujamg
produkta koduojancias sekas, gaunami linijiniame pavidale
panaudojus panasSius  fermentus. Tiesine virusineé arba
plazmidiné DNR  auginama su svetima DNR  dalyvaujant
"susiuvantiems" fermentams, sugebantiems realizuoti atstatymo
procesa, o0 "hibridiniai" vektoriai susidaro turédami atrinktg
ekzogeninés DNR segmenta, "supinta" i virusinés ar Ziedinés
DNR plazmide.

Suderinamy Seimininko vienalasciy mikroorganizmy
transformacija hibridiniu vektoriumi baigiasi daugkartiniu
ekzogeninés DNR kopijy Seimininko 1lasteliy populiacijoje
susidarymu. Kai kuriais atvejais pageidaujamu rezultatu yra
tiesiog svetimos DNR amplifikacija, o iSaugintu "produktu" yra
DNR. Dazniau transformacijos tikslu yra ekspresija,
realizuojama Seimininko lasteliy ekzogeninés DNR, kaip plataus
masto pramonei svarbiy baltymo fragmenty arba polipeptido,
koduojamy svetimos DNR, sintezé. ZiGréti, taip pat, pavyzdziui
JAV  patentus: Nr.4264731 (iSduotas Shine), Nr.4273875
(iS8duotas Manis), Nr.4293652 (iSduotas Cohen), bei Europos
patentine paraidkg Nr.093619, publikuotg 1983 mety spalio 9d.

Specifiniy DNR seky iSvystymas iki supynimo i DNR
vektorius pasiekiamas panaudojant eile techniniy priemoniy,
Zymia dalimi priklausanciy nuo donoro "svetimumo"
projektuojamam $eimininkui laipsnio, bei nuo Seimininko
formuojamo polipeptido dydzio. Bijant pernelyg didelio

supaprastinimo, galima  tvirtinti, jog egzistuoja  trys
pagrindiniai alternatyvis bidai: 1) dvisitlés DNR sekos
“i§skyrimas” nuo donoro genominés DNR; 2) DNR sekos,

sukurian¢ios dominan¢io polipeptido koda, cheminé sinteze; 3)
dvisiulés DNR sekos sintezé in vitro, naudojantis 1RNR,
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igskirtos 1§ donoro 1lasteliy, fermentine  "atvirk3tine
transkripcija". Minéti bUdai, kuriuose naudojamas DNR-1iRNR
"komplemento" susidarymas, paprastai jvardijami kaip “kDNR"-
bldai.

DNR seky gavimas daZnai yra pasirinkimo metodu, kuomet
sinoma pilna pageidaujamo polipeptido aminorigd¢iy liekany
seka. DNR gavimo metodikos apra$ytos lygiagrefiai perzilrimoje
parai$koje JAV patentui Nr.483451 (paduotoje 1983m. balandzio
15d. ir, atitinkamai, parai$koje PCT US 83/0085, publikuotoje
1983m. lapkri&io 24d. numeriu W083/04053), pavyzdziui, sukuria
priemones tokiy ypatingai laukiamy rezultaty pasiekimui, kaip:
1) numatymas besikaitaliojanéiy kodony, paprastai stebimy
geimininko mikroorganizme, atrinktame ekspresijai (pvz.,
"geriausiy" kodony numatymas mielése arba E.Goli); 2)
netransliuojamy "introniniy" seky iSvengimas (paprastail
sutinkamy Zinduoliy genominése DNR sekose, bei jy RNR
matricose), kurios yra be vargo apdorojamos Seimininko
lasteliy; 3) nepageidaujamy polipeptidiniy seky iSvengimas
(paprastai koduojamy genominémis DNR ir kDNRsekomis taCiau
daznai sunkiai atskiriamomis, naudojant bakterines ar mielines
geimininko lasteles, nuo dominanéio polipeptido); 4) numatymas
lengvo DNR *"imontavimo" i tinkamus ekspresyvinius vektorius
samplakose su pageidaujamomis promotorinémis/reguliatorinemis
ir terminatorinémis sekomis; 5) numatymas lengvo geny
"sumontavimo", kurie koduoty polipeptidinius fragmentus bei
pageidaujamy polipeptidy analogus.

Kuomet pilna pageidaujamo polipeptido aminorugs¢iy
liekany seka néra Zinoma, betarpiSkas DNR seky gavimas yra
neimanomas. DNR seky, koduojanéiy polipeptidus kDNR metodu,
izoliavimas tampa parinkimo metodu, nezidrint 1 galimus
ekspresijos vektoriy (sugebangiy uztikrinti auk$tg, kaip
minéta anks&iau, mikrobinio ekspresyvumo 1lygi) montavimo
sunkumus. Tarp standartiniy kDNR seky izoliavimo metodiky yra
plazmidiniy kDNR-"biblioteky", atsirandanCiy déka atbulines
kKDNR transkripcijos, daznai sutinkamos donoro lgstelese,
atrinktose atsakingomis uz geny auk3to lygio ekspresijg (pvz.
KDNR bibliotekos, atsiradusios 1% lgsteliy, i$skirianciy
santykinai didelius augimo hormony produkty kiekius). Kuomet
inomos didelés polipeptidy amino riug$c¢iy sekos dalys, tuomet
zymétas, zondines vienasililes DNR sekas, dubliucjanCias seka,
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spejamai esan€iag “planinéje" KDNR, galima panaudoti
metodikose, apraSytose JAV patente Nr.439443, isduotame
Weissman et al. Ilgy oligonukleotidines hibridizacijos zondy
‘panaudojimas aptariamas $iuose darbuose: Wallace et al., Nucl.
Acids Res., 6, p.3543-3557(1979), Reyes et al. P.N.A.S. (USA),
79, p.3270-3274(1982) ir Iaye et al., Nucl. Acids Res., 11,
p.2325-2335(1983). Taip pat zilrékite JAV patentg Nr.435835,
iSduota Falkow et al. ir aprasanti DNR/DNR-hibridizacijy
(diagnostikos metu) metodikas; publikuotas Europos patentines
parai$kas Nr.0070685 ir Nr.0070687, priskirtinas Sviesg
skleidZian¢iom  Zymém vienasilliuose polinukleotidiniuose
zonduose; darba: Davis et al. "Manual for Genetic Engineering
anoanced Bacteriae Genetics", Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Spring Harbor, N.Y. p.55-58 ir p.174-176(1980), skirta
hibridizacijos metodikoms bei epideminiams susirgimams ir New
England Nuclear (Boston, Mass), “Genc. Screen" Hybridization
Transfer membrane materials.

Vienas svarbiausiy neseny pasiekimy metodikose, skirtose
rekombinantiniy klony ekranavimo hibridizacijai, yra Zymeéty
misriy oligonukleotidiniy zondy panaudojimas, kuriy kiekvienas
potencialiai yra specifinés DNR sekos, apimandéios heterogenini
vienasilliy DNR ir RNR midinj, pilnu komplementu. $ios
metodikos pripaZintos ypatingai naudingomis iSaikinant KDNR-
klonus, gautus i§ $altiniy, sukuriandiy labai maZus dominanéio
polipeptido iRNR seky kiekius. Trumpiau kalbant, griezty
hibridizacijos salygy naudojimas (siekiant iSvengti
nespecifiniy sujungimy), kartais ijgalina specifinio
klonoautoradiografine vizualizacija KDNR hibridizacijos
pabaigoje tam vieninteliam mi$inio zondui, kuris yra jos pilnu
komplementu. Daugiausiai Zidrekite: Wallace et al., Nuc.
Acids, Res., 9, p.879-897(1981); Suggs et al., P.N.A.S. (USA),
78, p.6613-6617(1981); Choo et al., Nature, 299, p. 178-
180(1982); Kurachi et al., P.N.A.S. (USA),79, p.6461-
6464(1982); Ohkubo et al.,P.N.A.S. (USA), 80, p.2196-2200
(1983); Kornblihtt et al., P.N.A.S. (USA), 80, p.3218-
3222(1983).

Aplamai, darbo: Wallace et al.(1981) midriy zondy metodikos
jvairiy autoriy buvo i3pléstos iki momento, kuomet buvo
praneSama apie gautus patikimus rezultatus izoliuojant kDNR
klonus, panaudojant midry 32-nariy oligonukleotidiniy zondy
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pulgy, kuriy ilgis 16 pagrindy (16-men), tolygiai
besikeiiandiy DONR seky kartu su vienetiniu 11-men, skirty
dvipoziciniam "teigiamam" dominanéio kDNR patvirtinimui.
Zilrékite darba Singer-Sam et al., P.N.A.S. (USA), 80, p.802-
806(1983).

Genominés DNR izoliaty panaudojimas i§ trijy anksc¢iau
minéty bldy yra maziausiai paplites specifiniy seky, naudojamy

rekombinantinése  metodikose, iSvystymui. Tai ypatingai
teisinga rekombinantiném metodikom, skirtom zinduoliy
polipeptidy mikrobinio ekspresyvumo uztikrinimui, ir

daugiausia apsprendziama Zzinduoliy genominés DNR sudétingumu.
Tuo biidu, nors ir egzistuoja patikimos metodikos Zmogaus bei
kity Zinduoliy genominés DNR vystymui [ Zilrékite, pavyzdziui,
darbag Lown et al., 15, p.1157-1174(1978), skirta Zmogaus
genominés bibliotekos (paprastai jvardinamos kaip "Maniatis
biblioteka") generavimo metodikoms; darbg Karn et al.,
P.N.A.S. (USA), 77, p.5172-5176(1980), nagrinéjanti zmogaus
genomine biblioteka endonukleazineés fragmentacijos
alternatyvaus apribojimo metodu; darbg Blatnes et al.,
Science, 196, p.161-169(1977), aprasanti jauCio genomines
bibliotekos struktiira ], atlikta keletas gana sékmingy bandymy
panaudojant hibridizacijos izoliuotoje genominéje DNR
metodikas, nesant perspektyvinio amino radg$¢iy ar DNR seky
numatymo. Kaip pavyzdi galima pateikti darbg Fiddes et al. J.
Mol. and App. Genetics, 1, p.3-18(1981), kuriame pranesama
apie sékmingai izoliuota gena, koduojanti alfa-subvienetg
smogaus hipofizariniy glikoproteidiniy hormony, panaudojant
"maksimaliai ilga" zonda, apimanti pilng 621 azotiniy baziy
pory (i% pried tai alfa-subvienetui izoliuotos kDNR sekos)
fragmenta. Kitame darbe Das et al., P.N.A.S. (USA), 80,
p.1531-1535(1983) pranedama apie Zmogaus genominiy klony
izoliavima HLA-DR Zmogui, panaudojant 175 poras azotiniy baziy
turinti sintetini oligonukleotida. Ir, pagaliau, darbe
Anderson et al., P.N.A.S. (USA), 80, p.6838-6842(1983)
prane$ama apie jaudio genominio klono pankreatino tripsininio
inhibitoriaus (BPTI) izoliacijg panaudojant vienetini zonda,
turinti 86 azotiniy baziy ilgj bei sumontuotg pagal Zinomg
BPTI amino rig$&iy seka. Autoriai pazymi prastas perspektyvas
izoliuojant iRNR, tinkamos KkDNR bibliotekos sintezei, nes
stebimi akivaizdziai Zemi iRNR lygmenys pirminiai



8 LT 4012 B

pasirinktuose S$Saltiniuose: paausinéje liaukoje ir plaudio
audiniuose. Po to iSrei$kiama viltis, jog pavyks genominés
bibliotekos =zondavimas panaudojant 2yméty zondy midini ir
-konstatuojama: "MiSriy seky oligodezoksinukleotidiniai zondai
daugiausiai buvo naudojami nezinomos sekos baltyminiy geny
iSskyrimui i$ kDNR biblioteky. Tokie zondai paprastai yra 8-32
oligonukleotidy misSinys, turintis 14-17 nukleotidy ilgi ir yra
kiekvienos imamos nedidelio ilgio (5-6 liekanos) aminorugs¢iy
sekos kodony kombinacijos tipiski atstovai. GrieZtomis
hibridizacijos salygomis, kuomet susidaro prasta Situacija
neteisingai suporuoty azotiniy liekany zondams, $ie midiniai
sugeba lokalizuoti geny specifines sekas nedidelio sudétingumo
klonalinése bibliotekose. Nezilirint to, dél savo menko ilgio
bei nevienalytiskumo, misris zondai daznai netenka
specifiskumo, reikalingo zonduojant tokias sudétingas sekas,
kaip zinduoliy genomas. Dél to &§is bldas tampa nepraktidku
izoliuojant Zinduoliy baltyminius genus, kuomet atitinkamos
iRNR yra nepasiekiamos." (Nuorody néra).

Tuo buUdu Sioje technikos srityje i8liko poreikis
tobulinti greitos ir efektyvios kDNR klony izoliacijos metodus
ypa¢ tais atvejais, kuomet maZai Zzinoma apie aminorigsSciy
sekas bei  "jsodrinti" iRNR audinio $altiniai nelabai
pasiekiami kDNR biblioteky montavimui. Tokie patobulinti
metodai bdty ypatingai naudingi, jei galéty bGti panaudojami
Zinduoliy genominiy klony izoliavimui, kuomet informacija apie
amino rig$tines polipeptido (koduojamas ieskomo geno) sekas
buty nepilna.

B. Eritropoetinas, kaip dominantinis polipeptidas

Eritropoeze (raudonyjy kraujo kineliy gamyba) vyksta visg
Zmogaus gyvenimg tam, kad kompensuoty suirusias lasteles.
Eritropoeze - tai labai tiksliai reguliuojamas fiziologinis
mechanizmas, kuris leidZzia kraujuje pasigaminti pakankamam
kiekiui  raudonyjy kraujo kineliy, reikalingy teisingai
organizmo oksigenacijai, bet ne tokiai didelei, kad lastelés
trukdyty kraujotakai. Raudonyjy kraujo kineliy gamyba vyksta
kauly C¢iulpuose kontroliuojant hormonui eritropoetinui.

Eritropoetinas - rug3tus glikoproteidas, kurio molekuliné
mase apie 34000 Daltony, gali bdti sutinkamas trijose formose:d
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, P ir asialo. & ir P formos nezymiai skiriasi
angliavandeniniais komponentais, tadiau turi vienoda
potencija, biologini aktyvumg bei molekulinge mase. Asialo
forma - tai ¢ ir P forma be galinio angliavandenio (sialo
rigdties). Kai organizmas yra sveikas ir audiniai gauna
pakankamg oksigenacija is esancio eritrocity kiekio,
eritropoetino koncentracijos plazmoje yra labai Zemos. Si
normaliai Zema koncentracija yra pakankama, kad vykty normali
raudonyjy kraujo kineliy, kurie paprastai 2zlva oksidacijos
procese, kaita.

Eritropoetino kiekis kraujo plazmoje didéja hipoksijos
salygomis, kai sumazeja kraujotakoje deguonies pernedimas
kraujo lastelémis. Hipoksija gali blti del prarasto didelio
kraujo kiekio kraujuojant, yrant raudoniesiems  kraujo
kineliams radiacinio  spinduliavimo pasékoje, sumazéjus
deguonies gavimui auk$tumose ar ilgai uztrukus biklei be
samonés, o0 taip pat prie jvairiy anemijos formy.

Veikiant hipoksijos paveiktiems audiniams, eritropeptinas
padidina raudonyjy kraujo kiineliy gamyba, stimuliuojant
pirminiy kraujodaros lasteliy virtimg proeritroblastais kauly
&iulpuose, kur palaipsniui subresta, sintezuoja hemoglobing ir
realizuojasi kraujotakoje kaip raudonieji kraujo kineliai. Kai
raudonyjy kraujo kineliy kiekis kraujuje didesnis, negu
bitina, kad apripinti audinius deguonimi, eritropoetino kiekis
kraujotakoje sumazéja.

7iGrékite daugiausia $iuos darbus: Testa et al., Exp.
Hematol, 8(Supp.8), 144-152(1980); Tong et al., J.Biol Chem,
056 (24), 12666-12672(1981); Goldwasser, J.Cell Plupiol,
110(Supp.I), 133-135(1982); Finch, Blood., 60(6), 1241-
1246(1982); Sytowski et al., Exp. Hemat., 8(Supp.8), 52-
64(1980); Naughton, Cenn, Clin. Lab. Sec, 13(5), 432-
438(1983); Weiss et al., Am. J..Vet Res, 44(10), 1832-
1835(1983); Lappin et al., Exp.Hematol, 11(7), 661-666(1983);
Murphy et al., Acta Hematologica Japonica 46(7), 1380-
1396(1983); Dessypris et al., Brit. J. Haematol, 56, 295-
306(11984); ir Enumananael et al., Am. J. Physiol, 247(1 pt
2),168-76(1984).

Kadangi eritropoetinas yra svarbus susidarant
raudoniesiems kraujo kdneliams, hormonas turi potencialiai
naudinga panaudojimg kaip diagnostikoje, taip ir gydant kraujo
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pakitimus, susijusius su maZzu ar nepakankamu raudonyjy kraujo
kineliy kiekiu. Zidrekite 8$iuos darbus: Penathur-Das et al.,
.Blood, 63 (5), 1168-1171 (1984) ir Haddy, Asn. Yuor. Ped.
Hematol./Oncol., 4, 191-196 (1982) apie eritropoeting gydan{
ligas, o taip pat Eschbach et al., J. Clin. Invest., 74 (2),
434-441 (1984), kur apradytas terapinis rezimas ureminei airai,
remiantis reakcija in vivo, i plazmos, praturtintos
eritropoetinu, ipylimg, ir pasiGlyta dozé 10 V EPO/kg per dieng,
kuri koreguoja tokio tipo, susijusia su létiniu inksty funkcijos
nepakankamumu, anemijg 15-40 d. bégyje. Taip pat zidrékite
darbus Krane, Henry Ford, Hosp. Med. J., 31 (3), 177-181 (1983).
Neseniai buvo nustatyta, kad pakankamy eritropoetino kiekiy
buvimas vien JAV per metus i$gydys nuo anemijos 1600000 Zmoniy.
Zilreékite, pvz., Morrison, “Bioprocessing in Space on Overview”,
psl. 557-571 in the World Biotech. Report 1984, Volume 2: USA,
Online Publications, New York, N.Y. (1984) . Paskutiniai tyrimai
sudare pagrinda numatytos eritropoetino terapijos efektyvumg
hematologiniy susirgimy, sutrikimy ir bikliy jvairovei: Vedaoto
et al., Acta Haematol., 71, 211-213 (1984) (beta-talasemija);
Oichinsky et al., J. Pediatr., 105(1), 15-21 (1984) (cistineé
fibrozé); Cotes et al., Brit. J. Obstet. Gyneacol., 94(4), 304-
311 (1983) (néStumas, menstruacijy ciklo sutrikimai); Haga et
al., Acta Pediatr. Scand., 72, 827-831 (1983) (ankstyvoji
neiSneSiotumo anemija); Claus-Walker et al., Arch. Phys. Med.
Rehabil., 65, 370-374 (1984) ( stuburo smegeny pazeidimai); Dunn
et al., Eur. J. Appl. Physiol., 52, 178-182 (1984) (kosminis
skrydis); Miller et al., Brit. J. Haematol., 52, 545-590 (1982)
(Umus kraujo netekimas); Udupe et al., J. Lab. Clin. Med.,
103(4), 574-580 ir 581-588 (1984); Lipschitz et al., Blood,
63(3), 502-509 (1983) (senéjimas); Dainiah et al., Cancer,
51(6), 1101-1106 (1983) ir Schwartz et al., Otolaryngol., 109,
269-272 (1983) (jvairios noeplastiniy blkliy ligos, 1lydimos
nenormalios eritropoezés).

Ankstesni bandymai gauti eritropoeting su gera iseiga 1i$§
kraujo plazmos ar $lapimo yra santykinai nesekmingi. Sudeétinga
ir reikalaujan¢ia tikslumo laboratorine technika paprastai
gaunami mazi uZterS8ty ir nestabiliy ekstrakty, turinciy
eritropoetino, kiekiai.
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JAV patente Nr.3033758 apra$ytas budas kaip dalinai iSvalyti
eritropoeting i§ avino plazmos, kai gaunama mazai bepriemaisinio
eritropoetino ekstrakto, turin¢io eritropoetino. Pirminiuose
bandymuose i$skirti eritropoeting i$ S$lapimo gauti nestabilus,
biologiskai neaktyvls hormono preparatai. JAV patente Nr.3865801
aprasdytas bidas kaip stabilizuoti iSskirtos i§ Slapimo
medziagos, turindios eritropoetino, biologini aktyvumg. Gaunamas
eritropoetino preparatas, pasizymintis 90 % eritropoetino
aktyvumo ir yra stabilus.

Kitas eritropoetino i8skyrimo i§ 1ligoniy, serganciy
aplastine anemija, $lapimo bldas aprasSytas Miyake et al., J.
Biol. Chem., 252, 15 (1977 rugpjiéio 10) p.5558-5564 darbe. Si
septyniy stadijy metodika apima jony mainy chromatografija,
nusodinimg etanoliu, gelio filtracija, adsorbcine
chromatografija. Gaunamas eritropoetinas, kurio aktyvumas 70400
V/mg baltymo, esant 21 % iSeigai.

JAV patente Nr.4397840, iSduotame Takezawra et al.,
apradyti “eritropoetininio produkto gavimo” i§ sveiky Zmoniy su
skausmingais katijonitais $lapime bddai ir tvirtinama, kad gauti
mazos molekulinés masés produktai “neturi inhibuojanéio poveikio
eritropoetinui”.

ParaisSkoje Didziosios Britanijos patentui Nr.2085887,
Sigimoto et al., i$spausdintame 1982 m. geguzés 6 d., apraSytas
biidas, kaip gauti hibridines limfoblastoidines Zmogaus lasteles
ir prane$ama, kad eritropoetino produkavimo 1lygis yra 3-420
vienety/ml 1lasteliy suspensijos (paskirstyty kulturoje po

dauginimo Seimininke-zinduolyje, esant 107 lgsteliy/ml
koncentracijai).
Esant patiai auk§€iausiai produkcijai, kuri kaip

tvirtinama, turi bdti pasiekta, eritropoetino produkavimo
greitis sudaro nuo 40 iki 4000 vienety/10° lasteliy per 48 val.
in _vitro kultdroje su vélesniu 1lgsteliy perkélimu i dauginimo
sistemas in vivo. (Zilrékite atitinkamg ekvivalentidka JAV
patentg Nr.4377513).

Buvo daug pasidlymy, kaip iS$skirti eritropoeting i$
audininiy $altiniy, taéiau jo i$eiga buvo labai maza. Zidreékite,
pvz., darbus Jekman et al., Exp. Hematol., 11(7), 581-588
(1983); Tambaurin et al., P.N.A.S. (USA), 80, 6269-6273(1983);
Katsuoka et al., Gann, 74, 534-541 (1983); Hagiwara
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et al., Blood, 63(4), 828-835 (1984); ir Choppin et al., Blood,
64(2), 341-347 (1984).

Kitos iéskyrimo technologijos, naudojamos gauti iSvalyta
. eritropoeting, apéme imunologines metodikas. Poliklonas, esantis
plazmos antikiny dariniu, nukreiptu prie$ eritropoeting, vystosi
injekuojant i Ziurke ar triu$j Zmogaus eritropoeting. Injekuotas
zmogaus eritropoetinas bus atpazintas kaip antigeninis
svetimkinis gyvulio imuninéje sistemoje ir sukels antikuny
gamybg prie$§ antigeng.

Skirtingos lastelés, reaguodamos i stimuliavimg antigenine
medziaga, gamina ir paskleidZia kraujotakoje antikinus, &iek
tiek besiskirianéius nuo ty, kuriuos gamina kitos reaguojancios
lgstelés. Kuomet gyvino kraujas yra ekstrahuojamas, antikuny
aktyvumas jo plazmoje i$lieka. Ir nors nevalyta plazma arba
antikiny preparatai, iSvalyti kaip imunoglobulino G plazmos
frakcija, po to gali bDbati panaudoti nustatant kompleksy
susidarymg su Zmogaus eritropoetinu, tai néra patogu. Sis
plazmos antikdinas, sudarytas 1i$§ jvairiy skirtingy antikiny,
gaminamy atskiry lgsteliuy, pagal savo prigimti yra polikloninis
ir bendruose ekstraktuose su komponentais sudaro kompleksus
kitaip negu vienetinis eritropoetinas.

Kuriant $i iSradima, domino naujausi pasiekimai tokiy
nepazeisty lgsteliy kultiry iSauginimo srityje, kurios sugeba
gaminti vienetine antikiny rasj, specifiSkai imunologiskai
aktyvig pasirinkto antigeno vienetinés antigeninés determinantés
atzvilgiu. ZilGrékite darba: Chisholm, High Technology, 3 t.,
Nr.1, p.57-63 (1983). Buvo méginama  panaudoti lasteliy
susiliejimg bei hibridizacijos metodikas, skirtas “monokloniniy”
antikiny vystymui i eritropoeting bei $iy antikuny panaudojimui
izoliavimui ir kiekybiniam Zmogaus eritropoetino nustatymui.
Kaip pavyzdi galima paminéti pranesimg, esanti anotacijos
pavidale, darbe: Leo-Huang, Abstract Nr.1463, Fed. Proc., 41,
p.520 (1982), kuriame kalbama apie sékmingg 1lasteliy linijos
pelé-pele hibridomos sukirimg, sugebantios i$skirti Zmogaus
eritropoetinui monokloninius antikiinus. Kitu pavyzdziu galéty
buti nuoseklus monokloninio prieSpoetininio antikino gavimo ir
panaudojimo aprasymas darbe: Weiss et al., P.N.A.S. (USA), 79,
5465-5469 (1982). Taip pat zilrékite darbus: Sasaki, Biomed.
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Biochim. Acta, 42/11/12. p.202-206(1983); Yanagawa et al.,
Blood, 64(2), 357-364(1984); VYanagawa et al., J.Biol.Chem.
259(5), 2707-2710(1984) bei JAV patenta Nr.4456624.

Kuriant i&radima taip pat domino pranesimai apie
sintetiniy peptidy imunologini aktyvuma, kurie 13 esmés
dubliuoja aminorigdtine seka, 1Slikusig laisvai randamuose
baltymuose, glikoproteiduose bei nukleoproteiduose. Konkreciau,
polipeptidai su santykinai mazesne molekuline mase parodyti
dalyvaujanéiais imuninése reakcijose, pagal trukme artimoms
fiziologiskai  svarbiy  baltymy (kaip antai  virusiniai
antigenai, polipeptidiniai hormonai ir t.t.) imuninéms
reakcijoms. Tarp tokiy polipeptidy imuniniy reakcijy yra ir
specifiniy antikiiny pas imunologi$kai aktyvius gyvlnus
susidarymo provokavimas. Zilrékite, pavyzdziui, darbus: Lerner
et al., Cell, 23,309-310(1981); Ross et al., Nature, 294, 654-
656(1981); Walter et al., P.N.A.S. (USA), 77,5197-5200(1980);
Learner et al., P.N.A.S. (USA), 78, 3403-3407(1981); Walter et
al., P.N.A.S. (USA), 78, 4882-4886(1981); Wangetal, P.N.A.S.
(USA), 78,7412-7416(1981); Breen et al., Cell, 28, 477-
487(1982); Niggetac et al.; P.N.A.S. (USA), 79,5322-
5326(1982); Baron et al., Cell, 28, 395-404(1982); Dresman et
al., Nature, 295, 158-160(1982); Lerner, Scientific American,
248, Nr.2, 66-74(1983). Taip pat Zilrekite darba: Kaiser et
al., Science, 223, p. 249-255(1984), lieCianti sintetiniy
peptidy imunologini bei biologini aktyvuma, kurie apytikriai
atitinka antrines peptidiniy hormony struktlras, taCiau gali
tureti skirtinga pirmine struktirine konformacija. Zinoma, §ie
tyrinéjimai lieCia kity nei eritropoetinas baltymy
aminorlgdtines sekas, nes apie pastarojo aminorligSting seka
nebuvo paskelbta jokios esminés informacijos. Bendroje
paraiSkoje JAV patentui Nr.463724, pateiktoje J.Egrie 1983m.
vasario 4d., bei publikuotoje 1984m. rugpju¢io 22d. Europos
paraidkoje patentui Nr.0116446, apradyta hibridomos pelé-pele
lasteliy linija (A.T.C.C. Nr.HB8209), kuri gamina labai
specifini monoklonini priederitropoetinini antiking, beje
imunoneaktyvy polipeptidui, turinéiam $ia aminorlig$Ciy seka:
NH2-Ala-Pro-Pro-Arg-Leu-Thr-Cys-Asp-Ser-Arg-Val-Leu-Glu-Arg-
Tyr-Leu-Leu-Glu-Ala-Lys-COOH.

Polipeptidiné seka - tai tokia seka, kuri prirista prie
pirmyjy dvide$imties Zmogaus subrendusio eritropoetino amino-
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rugsciy liekany, i$skirta pagal metodika, apraSyta darbe: Meyake
et al., J. Biol. Chem., 252, 5558-5564 (1974), kuriai atlikta
aminorugSciy analize dujy faziniu sekvenseriu (Applied
‘Biosystems) pagal metodika: Hewik M., J.Biol. Chem., 256, 7990-
7997 (1981). Taip pat zilrékite darba: Sue et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. (USA), 80, 3651-3655 (1983), aprasanti polikloniniy
antikuny (prie$ sintetini 26-men besiskirianéio aminorugSciy
seka pagrindu) vystymgsi, bei darbg: Sytowski et al., J. Immun.
Methods, 69, 181-186 (1984).

Nors  monokloniniai ir polikloniniai antikunai, kaip
aprasyta ankséiau, turi labai naudingy medziagy imuniniams
tyrimams, siekiant atrasti bei kiekybiskai nustatyti
eritropoeting, ir gali bdti naudingi gryninant eritropoeting,
atrodo mazai tikétina, kad $ios stambaus masto iSskyrimui
skirtos medziagos gali uztikrinti Zinduoliy kilmés eritropoetino
kiekius, pakankamus tolimesnei analizei, klinikiniams tyrimams
ir galimai plafiam medZiagos terapiniam panaudojimui, gydant,
pavyzdziui, chronigkas inksty ligas, kuomet paZzeisti audiniai
nebegali uZtikrinti eritropoetino gamybos. Todél spéjama. kad
pilnai Zinduoliy eritropoetino charakteristikai bei dideliy jo
kiekiy gamybai (galimai diagnostikai ir klinikiniam vartojimui)
perspektyviausios yra rekombinantinés junginio stambaus masto
mikrobinés sintezés metodikos.

Nors bandant i$skirti DNR sekas, koduojanCias zmogaus ir
kity zinduoliy eritropoeting, buvo nemaZai stengiamasi, né
vienas bandymas nebuvo sekmingas. Tai apsprendziama trakumu
audiniy (ypatingai Zmogaus), tiek turtingy iRNR, kad bity galima
sumontuoti kDNR biblioteka, i%§ kurios (panaudojus zZinomas
metodikas) boty galima i&skirti eritropoeting koduojandias DNR
sekas. Be to, mazai Zinoma apie nenutrikstancias eritropoetino
aminordgsCiy liekany sekas, ko pasékoje negalima, pavyzdziui,
sumontuoti ilgy polinukleotidiniy zondy, tinkamy patikimam
DNR/DNR-hibridizuotai kDNR ir ypad DNR genominiy biblioteky
atrinkimui. DvideS$imties aminorig8¢éiy seka, naudojama anks&iau
minéto monokloninio antikino, generuoto A.T.C.C. Nr.HB8209,
neleido  sukonstruoti vienareik$mio &$e$iasde$imties baziy
oligonukleotidinio zondo tokiu bidu, kuris
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aprasytas Anderson et al., Supra. Nustatyta, jog Zmogaus
eritropoeting koduojanti genetine medziaga, matyt sudaro
maziau nei 0,00005% bendros zmogaus genominés DNR, kuri turi
biti genominéje bibliotekoje.

Sékmingiausi $iai dienai Zinomi bandymai sukonstruoti DNR
sekas rekombinantiniais blddais, tinkancéiais zinduoliy
eritropoetino izoliuojamy kiekiy mikrobinei ekspresijai né i$
tolo nepasieké tikslo. Pavyzdziui galima paminéti darba:
Farper et al., Exp. Hematol, 11, Supp. 14, Abstract,
101(1983), kuriame prane$ama apie 1iRNR ekstrakcija 1§ babuiny

inksty audiniy, apdoroty fenilhidrazinu, bei iRNR
injekcionavimu i Xenopus Laevis oocitus su gana laikinu
"transliaciniy produkty”, kurie turejo iSreik$tas

eritropoetino biologines savybes, miginio gavimui in vyitro.
Visai neseniai Farber et al., Blood, 62, Nr.5, Sapp. Nr.t1,
Abstract 392, p.122a(1983) prane$é apie smogaus inksty 1RNR
transliacija in vitro varles oocitais. Gautas transliacijos
produkto misinys buvo jvertintas, kaip turintis mazdaug 220 mg
transliacijos  produkto, turinéio aktyvuma eritropoetino
mikrogramui  jvestos  iRNR. Ir nors ekzogenines 1RNR,
koduojan¢ios eritropoeting transliacijos in vitro lygmenys
buvo pripazinti visiSkai zemais (netgi palyginus su anksiau
paskelbtais babuino iRNR transliacijos 3 ieSkomg produkta
lygmenimis), nuspresta, jog rezultatai patvirtina, kad Zmogaus
inkstas yra eritropoetino ekspresyvumo sritis, igalinanti
sumontuoti sodrinta Zzmogaus inksto KDNR-biblioteka, i3 kurios
galima iSskirti norimg geng. [Ziorékite taip pat Farber, Clin.
Res., 31(4), 769A(1983).]

Nuo to laiko, kai buvo paduotos paraiskos JAV patentams
Nr.561024 ir Nr.582185, publikuotas tik vienintelis pranesimas
apie to, kas pripazinta kaip ymogaus = eritropoetino KDNR,
klonavima ir ekspresija i E.Coli. Trumpiau kalbant, visa eile
KDNR klony buvo ineSta i E.Coli plazmides, 1ir ﬁ>-laktamazés
susiliejimo produktai buvo pripazinti imunoreaktyviais (su
monokloniniu ' antiklnu) Zmogaus eritropoetino nenustatyto
"epitopo" atzvilgiu. 7iGrékite Lee-Huang, P. Nat. Acad.
Sci.(USA), 81, p.2708-2712(1984).
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TRUMPAS DESTYMAS

Pirma syki sidlomi nauji i8gryninti bei i8skirti
polipeptidiniai produktai, pilnai arba dalinai turintys
laisvai sutinkamo eritropoetino bei jo aleliniy varianty
konformacija (t.y. nenutrikstanéig aminorlg$tiniy liekany
sekg) ir viena ar daugiau jo biologiniy savybiy (pvz.,
imunologinés savybés ir biologinis aktyvumas in vivo bei in
vitro). Sie polipeptidai taipogi vienareiks$miai skiriasi tuo,
jog yra prokariotinio arba eukariotinio $eimininko (pvz.,
bakterijy, mieliy ar Zinduoliy lastelés kultlroje) egzogeniniy
DNR seky, gauty genominio ar kDNR-klonavimo arba geny in-
7inerijos budu, ekspresijos produktas. Mikrobinés ekspresijos
produktai stuburiniy (pvz., Zzinduoliy ir pauk$éiy) lastelése
gali skirtis kartu patekusiais baltymais ir kitais ter$alais
nuo Zmogaus ir kurie gali asocijuotis su eritropoetinu jo
naturalioje zinduoliy lasteliy aplinkoje arba tokiose terpeése
kaip kraujo plazma ar $lapimas. Tipidky mieliniy (pvz.,
Saccaromyces arevisial) arba prokariotiniy (pvz., E.Coli)
Seimininko lasteliy produktai nesusije su jokiais Zinduoliy
baltymais. Priklausomai nuo pasirinkto $§eimininko, siGlomi
polipeptidai gali bdti glikozilinti arba neglikozilinti
Zinduoliy ar kity eukariotiniy angliavandeniais. Siilomi
polipeptidai taip pat gali turéti pradinio metionino
aminorigstine liekanag (1 padétyje).

Sitlomi nauji glikoproteininiai produktai apima tuos,
kurie turi pirmine struktirine konformacija, pakankamai
dubliuojancig laisvai sutinkamo (pavyzdziui Zzmogaus)
eritropoetino konformacijg tam, kad baty perimta viena ar
daugiau pastarojo biologiniy savybiy, bei tuos, kurie turi
besiskirianéiag nuo laisvai sutinkamo (pvz., zmogaus)
eritropoetino angliavandenine kompozicijg. Stuburiniy lastelés
(pvz., COS-I ir CHO) sidlomos $iame i$radime, kaip nustatyta
radioimuniniais tyrimais, gali be perstojo daugintis in vitro
ir auginami kultlroje gali savo augimo terpéje produkuoti virs
1000 V (pageidautina vir$§ 5000 V, o geriausiai vir$ 1000-5000

V) eritropoetino per 48 valandas, skaifiuojant 10° lasteliy.
Taip pat siulomi sintetiniai polipeptidai, pilnai arba

dalinai dubliuojantys nenutrukstancias eritropoetino

aminordg$tiniy liekany sekas. Sios sekos, atskiriant pirmines,
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antrines arba tretines strukturines ir konformacines
charakteristikas, su laisvai sutinkamu eritropoetinu gali
pasizyméti biologiniu aktyvumu ir/arba imunologinémis savybémis
ir gali bOti naudojamos kaip biologiskai aktyvlis arba
imunologiniai eritropoetino pakaitalai terapiniuose ir
imunologiniuose procesuose. Atitinkamai sitlomi monokloniniai ir
polikloniniai antikinai (gaminami standartiniais bodais), kurie
yra imunoreaktyVDs tokiems peptidams ir, geriausiai,
imunoreaktyvis laisvai sutinkamam eritropoetinui.

§i isradima iliustruoja Zmogaus ir bezdzionés riSiniy
pagrindy klonuotos DNR sekos, bei i§ jy isskirtos polipeptidinés
sekos ir, atitinkamai, atstovaujantios zmogaus 1ir bezdzionés
riéiniy pagrindy pirmine struktiring konformacija.

Taip pat siOlomi nauji, biologiskai funkcionalls virusines
ir ziedinés plazmidinés DNR vektoriai, apimantys iSradimo DNR
sekas, bei §iy vektoriy stabiliai transformuojami arba
transfektuojami  $eimininko mikrobiniai (pvz., bakterineés,
mielinés bei zinduoliy lastelés) organizmai. Taigi sidlomi nauji
naudingy polipeptidy gavimo badai, apimantys tokiy
transformuojamy arba transfektuojamy mikrobiniy Seimininky
kultivuojamg auginimg salygose, palengvinanCiose egzogeniniy
vektoriniy DNR seky plataus masto ekspresijg bei pageidaujamy
polipeptidy idskyrimg i$§ maitinan¢ios terpés, lasteliniy lizaty
ar lasteliniy membrany frakcijy.

Mikrobiniy polipeptidy i$skyrimg ir gryninimg, siulomus
Siame iSradime, galima realizuoti  tradiciniais badais,
apimanc¢iais, pavyzdziui, preparatyvinius chromatografinius bei
imunologinius atskyrimus, turin¢ius  monokloniniy ir/arba
polikloniniy antikuny preparatus.

I§siaiskines eritropoetino aminorug$Ciy liekany seka,
igradimo autorius sitlo pilng ir/arba daline struktirg DNR sekuy,
koduojanciy eritropoeting ir turincéiy tokias palankias
charakteristikas, kaip kodonu, atrinkty “pageidaujamy”
Seimininky-nezinduoliy ekspresijai, iSskaidymo viety paruos$img,
naudojant ribojanc¢ius endonukleazinius fermentus, bei parupinimg
papildomy pradiniy, galiniy ar tarpiniy DNR seky, padedanciy
konstruoti lengvai i$reiSkiamus vektorius. Taigi siulomas
konstravimas (bei vystymas specifines kDNR ir
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genominés DNR mutagenezés budu) DNR seky, koduojanéiy
mikrobine ekspresija tokiy polipeptidiniy analogy arba
eritropoetino dariniy, kurie skiriasi nuo laisvai sutinkamy
formy vienos ar keliy aminorugS$tiniy liekany skaidiumi arba
vieta (t.y. analogy, turinéiy mazZesni visy liekany kieki,
rasta EPO, ir/arba pakeitimo analogy, kuriuose viena ar
daugiau liekany pakeistos kitomis, ir/arba papildomy analogy,
kuriuose viena ar daugiau aminordg$tiniy liekany pridéta prie
galinés ar vidurinés polipeptido dalies); ir kurie turi dalj
arba visas laisvai sutinkamy formy savybes.

Sillomos naujos DNR sekos apima visas sekas, tinkamas
uztikrinti ekspresijg polipeptidiniy produkty $eimininko
prokariotinese arba eukariotinése lastelése, kurie turi bent
dali pirmineés struktirinés konformacijos ir viena ar daugiau
eritropoetino biologiniy savybiy, kurios apima: a) DNR sekas,
pateiktas 5 ir 6 lentelése, arba jy komplementarinius sillus;
b) DNR sekas, kurios hibridizuojamos (iliustruojamose ¢&ia,
arba grieztesnémis hibridizacijos salygomis) i (a) apibréztas
DNR sekas ar jy fragmentus; c¢) DNR sekas, kurios genetinio
kodo degeneracijos pasekoje turi hibridizuotis i (a) arba (b)
apibréZztas DNR sekas. Ypa¢ apima (b) dalies genomines DNR
sekas, koduojanfias beZdZionés ir Zmogaus eritropoetino
aleliniy varianty formas ir/arba koduojanéias kity 2Zinduoliy
eritropoeting. Ypa¢ apima (c) dalyje sumontuotas DNR sekas,
koduojan¢ias EPO, EPO fragmentus ir EPO analogus, kuriy DNR
sekos gali apimti kodonus, padedan¢ius transliuoti informacine
RNR bestuburiuose Seimininkuose.

Sillomame iSradime apimama ta polipeptidy klasé, kuri
koduojama DNR komplemento dalimis j vir$utine genominés DNR
dali, pateiktg 6 lenteléje, t.y. "komplementariskai invertuoti
baltymai", kaip apradyta darbe Tpamontano et al., Nucleic
Acids Research, 12, p.5048-5059(1984).

ISradimas taip pat apima farmacines kompozicijas,
turin€ias veiklius $io i$radimo polipeptidiniy produkty
kiekius kartu su tinkamais skiedikliais, stimuliatoriais
ir/arba neSikliais, i1galinanciais sukurti eriptropoetino
terapija, ypaC gydant aneminius 1ligy stovius ir, labiausiai,
tokius aneminius stovius, kurie sukelia chroni8kg inksty
nepakankamumag.
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Sidlomus polipeptidinius produktus galima “pazymeti”
kovalentine asociacija su nustatoma zymin&ia medziaga (pvz.,
radiozymetas 1251), kad bity galima  identifikuoti ir
kiekybidkai nustatyti eritropoetina kietame audinyje ar
skystuose pavyzdziuose, kaip antai kraujyje ar §lapime. DNR
produktus taip pat galima pazyméti nustatomais "zymekliais"
(pvz., radiozymés ir neizotopinés 2ymés, kaip antai biotinas)
ir panaudoti DNR hibridizacijos procesuose lokalizuojant
eritropoetininio geno padeti ir/arba bet kurios giminingos
geninés $eimos padéti zmogaus, be?dzionés ar kity Zinduoliy
chromosominiame Jemélapyje. Juos taip pat galima panaudoti
identifikuojant eritropoetininio geno pazeidimus DNR lygmenye
bei panaudoti kaip genini 7ymekli identifikuojant kaimyninius
genus ir jy pazeidimus.

Kaip smulkiai apradyta anksciau, §is i¥radimas uZztikrina
esminius aptikimo buady patobulinimus specifiniams
vienasiiliams neZinomos sekos polinukleotidams, esantiems
heterogeniniame 1lasteliniame arba virusiniame pavyzdyje
(apimanciame kartotinius vienasiulius polinukleotidus),
kuriame:

a) gauna zyméty vienasilliy polinukleotidy su tolygial
kintanéiomis  paziy ' Sekomis zondy misini, be to kiekvienas
i$§ nurodyty zondy yra potencialiail specifiskai komplementarus

baziy - sekai, kuri spéjamai unikali apatiniam
polinukleotidui;

b) suri$a pavyzdi su standziu substratu;

c) apdoroja substratg (turinti suridta su juo pavyzdi),
siekiant apsunkinti tolimesni polinukleotidy surisima;

d) apdorota substratg (turintji suridta su juo pavyzdi)
laikinai sulie&ia su minétu Zzyméty zondy miiniu tokiomis
salygomis, kurios skatina hibridizacija tik tarp pilnai
komplementariy polinukleotidy;

e) specifini polinukleotida aptinka pagal hibridizacijos
reakcijos tarp jo ir pilnai komplementaraus zondo (esancfio
minétame Zyméty zondy mi$inyje) buvimg. Tai stebima Zymetosios
medziagos kiekio padidejimu substrate su specifiniu
polinukleotidu, lyginant su Zymeétosios medziagos kiekiu
substrate be $io nukleotido.

§ios metodikos ypal¢ efektyvios situacijose, kurios
reikalauja naudoti 64, 128, 256, 512, 1024 ar daugiau
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sumaisSyty polinukleotidiniy zondy, Kkuriy ilgis DNR/DAR,
RNR/RNR arba DNR/RNR hibridizacijose yra nuo 17 iki 20
.baziq.

Kaip apraSyta infra, anks¢iau minétos patobulintos
metodikos jgalino identifikuoti kDNR-klonus, koduojan&ius
bezdzioniy eritropoeting bibliotekos (gautos 1§ anemisky
beZdzioniy inksty lasteliy iRNR) ribose. Konkred&iau 128

tolygiai kintanciy 20-men zondy misinys, paremty
aminorigStinés sekos informacija, gauta i$ besikaitaliojandiy
zmogaus eritropoetino frakcijuy, panaudota kolonijy

hibridizacijos metodikose identifikuojant septynis “"teigiamus"
eritropoetino kDNR klonus 200000 kolonijy. Netgi daugiau, $io
iSradimo patobulinty metodiky panaudojimo praktika jgalino
greitai iSskirti i8 Zmogaus genomine biblioteka sudaranéiy
1500000 steriliy démiy ekranavimo riby tris teigiamus klonus.
Tai buvo atlikta panaudojant anks¢iau minétg 128 20-men zondy
misini kartu su antru 128 17-men zondy rinkiniu remiantis
aminorigStine analize, pasizyminéia nenutrikstan&ia Zmogaus
eritropoetino seka.

AnksCiau minétos iliustracinés metodikos yra pirmasis
Zinomas pavyzdys, kuomet panaudojami midrds kartotiniai
oligonukleotidiniai zondai DNR/DNR hibridizacijos procesuose,
skirtuose Zinduoliy genominiy klony izoliavimui ir pirmasis
Zinomas pavyzdys, kuomet izoliuojant KDNR klonus panaudojamas
daugiau nei 32 oligonukleotidiniy zondy misinys.

Daugelis iSradimo aspekty bei privalumy specialistams
taps akivaizdlis perzilréjus Zemiau pateikiama nuodugny
iSradimo apraSyma, suteikianti i$radimo praktinio panaudojimo
pavyzdi geriausiuose jo realizavimo variantuose.

NUODUGNUS ISRADIMO APRASYMAS

Sutinkamai su Siuo  iSradimu buvo izoliuotos ir
charakterizuotos DNR sekos, dalinai arba pilnai koduojanc¢ios
Zmogaus ir beZdzionés eritropoetino polipeptidine sekg (toliau
"EPO"). Be to, Zmogaus ir bezdzionés DNR tapo eukariotinés ir
prokariotines ekspresijos objektu, sukurianéios igskiriamus
kiekius tokiy polipeptidy, kurie pasizymi laisvai sutinkamo
EPO biologinemis (pvz., imuninémis) savybémis, bei EPO
biologiniu aktyvumu in vivo ir in vitro.



. LT 4012 B

Besd¥iones riadiniy pagrindy DNR buvo 1iSskirta i§ kDNR
bibliotekos, sumontuotos iRNR, kuri gauta i§ chemiskai sukelto
aneminio bidvio beZdzionés inksty audinio ir kurio serumas
(kaip nustatyta imunologiniu bidu) turéjo aukStesnius EPO
lygius nei normalios be?drionés serumas. Reikalingy KkDNR

klony, turinéiy EPO koduojantig DNR, izoliavimas buvo
realizuotas panaudojant DNR/DNR hibridizacijos kolonijas bei
rinkini i3 128 sumaisyty, radiopazymety 20-men

oligonukleotidiniy zondy 1ir apémé greita 200000 kolonijy
ekranavima. Oligonukleotidiniy zondy skaitiavimas rémesi
aminorig$tinés sekos informacija, gauta i§ fermentinés
fragmentacijos ir nedidelio bandinio Zmogaus EPO sekos
nustatymo.

Zmogaus DNR buvo isskirta i§ genominés Zmogaus DNR
bibliotekos. Klony, turinéiy EPO koduojantig DNR, izoliavimas
realizuotas panaudojant DNR/DNR hibridizacijos démes bei
anks&iau minétus 128 midrius 20-men oligonukleotidinius zondus
ir antra 128 radiozyméty 17-men zondy rinkini, kuriy sekos
rémési aminordg$tinés sekos  (gautos i§ besiskirianéio
fermentinio Zmogaus EPO fragmento) informacija.

Teigiamos kolonijos ir démeés buvo patikrintos klonalines
DNR sekos dideoksi - nustatymu, panaudojant 16 seky rinkini
20-men zondy pulo ribose, o atrinkty klony nukleotidiné seka
analizuojama su EPO polipeptidy pirmines struktirines
konformacijos galutine dedukcija, koduojan¢ia juos. Dedukuotos
polipeptidinés sekos demonstravo auk$ta homologiskumo laipsni
tiek viena kitos atzvilgiu, tiek ir dalinei sekai, generuotai
3mogaus EPO fragmenty aminorig$tines analizes bldu.

Atrinktas teigiamas beZdZionés kDNR klonas bei atrinktas
teigiamas Zmogaus genominis klonas buvo perkelti i Saudiklini
DNR vektoriy, kuri amilifikavo i E.Coli ir panaudojo Zzinduoliy
lasteliy kultOroje transfekcijai. Kultdrinis transfektuoty
Seimininko Seimininko lasteliy augimas atsispindéjo
preparatuose, plaukiojan¢iuose kultlrines terpés pavir$iuje ir
turinéiuose iki 3000 V EPO vienam kultUrinio skysCio ml.

Kiti pavyzdziai pateikiami iSradimo iliustravimui ir ypac
akcentuojant metodikas, anks¢iau realizuotas EPO
identifikavimui, kurios koduoja befdzionés KkDNR klonus ir
zmogaus genominius klonus, bei imunologini EPO ekspresijos
tokiose sistemose patvirtinimg.
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KonkreCiau, 1 pavyzdys skirtas 2Zmogaus EPO fragmenty
aminorlgStinés sekos nustatymui ir, remiantis $io seky
nustatymo rezultatais, radiozyméty zondy miSiniy montavimui. 2
“pavyzdys daugiausia skirtas metodikoms, panaudotoms
identifikuojant beZdzioniy teigiamus kDNR klonus ir padeda
gauti informacija apie gyviny gydyma bei jy serumo
radioimunotyrimo (RIA) . preliminaria analize. 3 pavyzdys
skirtas kDNR bibliotekos gavimui, hibridizaCijos kolonijy
ekranavimui ir teigiamy klony patikrinimui, teigiamo kDNR
klono DNR sekos nustatymui, o taip pat beZdZzionés EPO
polipeptidy pirmines struktlrines konformacijos
(aminorig$tinés sekos) informacijos generavimui. 4 pavyzdys
skirtas metodikoms, panaudotoms  identifikuojant  Zmogaus
teigiamus genominius klonus ir, tokiu bldu, uZtikrina
informacijg apie genominés bibliotekos $altini, déemiy
hibridizacijos metodikas bei teigiamy klony patikrinimga. 5
pavyzdys skirtas teigiamo genominio klono DNR sekos nustatymui
ir informacijos apie Zmogaus EPO polipeptidy aminorig$tine
seka generavimui (iskaitant palyginimg su beZdZionés EPO
seka). 6 pavyzdys skirtas metodikoms, jgalinanéioms sumontuoti
vektoriy, apimanti EPO koduojan¢ig DNR (kilusig i¥ beZdZzionés
teigiamo kDNR klono), vektoriaus panaudojimui transfektuojant
COS-I lasteles bei transfektuoty lasteliy kultdriniam augimui.
7 pavyzdys skirtas metodikoms, jgalinanéioms sumontuoti
vektoriy, apimanti EPO koduojantig DNR (kilusia i$ 2mogaus
teigiamo genominio klono) vektoriaus panaudojimui
transfektuojant COS-I 1lasteles bei transfektuoty 1lasteliy
kulturiniam augimui. 8 pavyzdys skirtas imuniniy tyrimy
metodikoms, realizuojamoms vir$ nuosédy esanciose skystose
terpése, gautose transfektuoty lgsteliy kultdrinio auginimo
metu (pagal 6 ir 7 pavyzdzius). 9 pavyzdys skirtas mikrobigkai
iSreikSto EPO (6 ir 7 pavyzdZiai) biologiniam aktyvumui in
vitro ir in vivo. 10 pavyzdys skirtas bezdZzioniy EPO kDNR bei
Zmogaus genominés DNR ir Zinduoliy $eimininko ekspresijos
sistemy vystymuisi, jskaitant kinieti$ko ziurkéno kiau$ineéliy
lgsteles (CHO) ir  imunologiniam bei  biologiniam  §iy
ekspresijos sistemy produkty aktyvumui, o taip pat tokiy
produkty charakteristikai. 11 pavyzdys skirtas geny, kurie
koduoja Zmogaus EPO, EPO analogy, kuriy genai turi eile
pageidautiny kodony ekspresijai E.Coli ir mielinése Seimininko
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lastelése, gavimui, o taip pat tokios ekspresijos sistemoms.
12 pavyzdys priklauso imunologinio ir biologinio aktyvumo
profiliams 11 pavyzdyje pateikty sistemy produktuose.

1 _PAVYZDYS

A.Zmogaus EPO. fragmento aminorig$tinés sekos nustatymas

Zmogaus EPQ igskiriamas i$ $lapimo, kuri skaldo tripsinu ir
gauna ir i8skiria 17 atskiry fragmenty. Jy kiekiai yra
apytiksliai 100-150 pikomoliy. _

Fragmentams laisvai priskiriami numeriai ir analizuojama
jy aminorfg$tine seka naudojant dujini sekvenseri (Applied
Biosystems). Gauta aminordg3tiné seka, pateikta 1 lenteléje,
kur panaudoti raidiniai kodai ir "X" reidkia vienareik3Smiskai

neapibrézta liekana.



1 LENTELE

10

15

20

25

30

35
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Sekos analizés rezultatas

A-V-S-G-L-R
L-F-R

K-L-F-R

Y-L-L-E-A-K

L-I-C-D-S-R

L-Y-T-G-E-A-C-R
T-1-T-A-D-T-F-R
E-A-1-S-P-P-D-A-A-M-A-A-P-L-R
E-A-E-X-I-T-T-G-X-A-E-H-X-S-L-
N-E-X-I-T-V-P

V-Y-S-N-F-L-R

S-L-T-T-L-L-R

V-N-F-Y-A-W-K
G-Q-A-L-L-V-X-S-S-Q-P-W-
E-P-L-Q-L-H-V-D-K
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B.0ligonukleotidiniy zondy misiniy skaiéiavimas 1ir
montavimas

Aminorigdtinés sekos, pateiktos 1 lenteléje, nagrinéjamos
genetinio kodo degeneracijos aspektu siekiant i§siaiskinti
misriy zondy  metodikos panaudojimo galimybes DNR/DNR
hibridizacijai KDNR ir/arba DNR genominése bibliotekose. 8i
analizé parodo, jog fragmento Nr.T-35 ribose egzistuoja 7
aminorug$tiniy liekany eile (Val-Asn-Phe-Typ-Ala-Trp-Lys),
kuria vienareik$miSkai galima charakterizuoti kaip koduojama
viena 1§ 128 galimy DNR seky, apimanc¢ia 20 azotiniy baziy
pory. Todél sintetinamas pirmas rinkinys 1§ 128 20-men
oligonukleotidy, panaudojant standartinius fosfoamidinius
bidus (zilrekite, pavyzdziui, darbg Beaucage et al.,
Tetrahedron Letters, 22, p.1859-1862(1981), panaudojant kieta
ne§iklj ir sutinkamai su 2 lenteléje pateikiama seka.

2 LENTELE

Liekana - Val - Asn Phe Typ Ala Trp Lys

3' CAA TT AAG AT CGA ACC TT - &'

T A A A T
G C
C C

Papildoma analize atskleidzia, jog fragmento Nr.T-38
ribose egzistuoja 6 aminorigstiniy liekany eilé (Gln-PnO-Tnp-
Glu-PrO-Leu), kurios pagrindu galima gauti 128 misriy
oligonukleotidiniy 17-men zondy pula, kaip parodyté 3
lenteleje.

3 LENTELE

3' GTT GGA ACC CTT GGA GA - 5'
C T C T A
C C
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Oligonukleotidinius zondus 5' gale pazymi gama -32p-ATP,
7500-8000 Gy (mmol/JCN), panaudojant polinukleotidine kinaze

T4 (NEN) .

2 PAVYZDYS

A.Bezdzioniy apdorojimo metodikos ir RIA-analizé

BezdZzioniy Macaca fasicularias pateles Cynomologus (2,5-3
kg, 1,5-2 metai) apdoroja poodinémis fenilhidrazino
chlorhidrato tirpalo (pH 7,0) injekcijomis, dozuojant 12,5
mg/kg 1,3 ir 5 diens. Prie$ kiekvieng  injekcija

kontroliuojamas hematokritas. 7-ta dieng (arba kai tik
hematokrito 1lygis nukrenta Zemiau 25% pirminio lygio),
suleidziamas ketamino chlorhidratas (dozuojant 25 mg/kg) ir
paimamas serumas bei inkstai, kurie i§ karto uZdaldomi skystu

azotu ir laikomi -70° ¢ temperaturoje.
B. RIA - analizeé

Kiekybiniam EPO  nustatymui pavyzdziuose naudojami
radioimuniniai tyrimai pagal Sias metodikas:

Eritropoetino standartas arba nezinomas pavyzdys dvi
valandas inkubuojamas kartu su antiserumu 37° ¢ temperaturoje.

Po to mégintuvéliai su pavyzdZiais atSaldomi ledu, pridedama

125, pazyméto eritropoetino, ir inkubuojama ne maziau 15

valandy 0° C temperatiuroje. Kiekviename tiriamame
mégintuvélyje yra 500 mkl inkubacinio misinio, kuriame yra
praskiesta: 50 mkl imuninio  serumo, 10000 cp 1251-

eritropoetino, 5 mkl trasilolio ir 0-250 mkl EPO standarto
(arba nezinomo pavyzdzio), o taip pat PBS, turinéio 0,1% BSA,
likusio tidrio uzpildymui. Naudojamu serumu yra antrame
méginyje nuleistas triudio kraujas, imunizuotas 1% gryno
Zmogaus S$lapimo eritropoetino preparatu. Galutinis antiserumo
praskiedimas yra reguliuojamas, kad 12$I-eritropoetino,
suristo su antiktnui!, kiekis nevirSyty 10-20% bendro kiekio.
Aplamai, tai atitinka galutini antiserumo praskiedimg nuo
1:50000 iki 1: 100000.
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1251-eritropoetina, suridta su antikdnu , nusodina
pridéjus 150 mkl Staph A. Po 40 minuéiy inkubavimo pavyzdziai
centrifuguojami, atskirtos nuosédos du kartus plaunamos 0,75
ml 10 mM Tris-HCl tirpalo (pH 8,2), turinéio 0,15 M NaCl, 2 mM

EDTA ir 0,05% Triton X-100. Nustatant 1251-eritropoetino rys$io
procehta, matuojamas iS$plauty nuosedy gama spinduliavimo
intensyvumas. Nespecifinio nusodinimo korekcijai, kiekiai,
suridti pre-imuniniy serumy yra igskaidiuojami i3 rezultaty.
Nezinomuose pavyzdziuose esantis eritropoetinas nustatomas
lyginant su standartine kreive.

Sioje metodikoje naudojamas be?dzioniy serumas gautas
pagal A dalyje apradyta blda. Normalaus serumo lygmenys, Kkaip
nustatyta, apytiksliai yra 386 mv/ml, tuo tarpu apdoroty
be?dzioniy serumas siekia nuo 1000 iki 1700 mv/ml.

3 PAVYZDYS

A.Bezdzioniy kDNR bibliotekos montavimas

Informacine DNR igskiria 1i$ normaliy ir anemisky
bezdzioniy inksty panaudojant guanidino tiocianata pagal
metodika, apradyta darbe Chirgwin et al., Biochemistry, 18,
p.5294(1979), ir poli/A/ 1iRNR valo du kartus praleidziant per
chromatografine kolonéle, uZzpildyta oligo /dT/-celiulioze,
kaip apra$yta 197-198 psl. darbo Maniatis et al., "Molecular
Cloning, A Laboratory Manual” (Cold Spring Harbor Laboratory,
Cold Springs, Harbor, N.Y., 1982). kDNR biblioteka montuojama
pagal $iek tiek pakeistas pagrindines metodikas, aprasytas
darbe Okayma et al., Mol. and Cell.Biol., 2, p.161-170(1982).
Siuo metu pripazinty metodiky esminiai momentai yra: 1) pVC8
naudojamas pagrindo vektoriumi, perpjaunama Psti ir po to,
naudojantis oligo dT, sukuriama 60-80 baziy ilgio uodega; 2)
HindII iskaidymas naudojamas atkabinant oligo dT uodega nuo
vieno vektoriaus galo; 3) pirmo sitlo sintezé 1ir uodegos
prijungimas, naudojant 0ligo, realizuojamas pagal publikuota
metodika; 4) BamHI iSskaidymas naudojamas atkabinant oligo dC-
uodega nuo vieno vektoriaus galo; 5) RNR sillo pakeitimas i
DNR realizuojamas dalyvaujant dviem rigan¢ioms grandims
(GATCTAAAGACCGTCCCCCCCCC 1ir ACGGTCTTTA) su trigubu moliariniu
pertekliumi, lyginant su oligo dG-uodega turinéiu vektoriumi.
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B.Kolonijy hibridizavimo metodikos, skirtos beZdzioniy
kDNR bibliotekos skryningui

I 10x10 ocm dydZzio 1lékSteles su maitinanéia terpe,
turindia 50 mkg/ml ampicilino, tolygiai iSbarstoma 9000
kolonijy transformuoty E.Coli. Genesoreen filtrus (New England
Nuclear Catalog - 1972) i8 anksto sudrékina BHJ-CAM lékSteléje
(37 g/1 baktoekstrakto smegenys/Sirdis, 2 g/l Casamino rugs$c¢iy
ir 15 g/1 agaro, turin€io 500 mkg/ml chloramfenikolo) ir
naudoja lékStelése esanCiy koloniju maitinimui. Kolonijos
auginamos toje pafioje terpéje 12 ar daugiau valandy, siekiant
amplifikuoti plazmidiniy kolonijy skaiCiy. Amplifikuotas
kolonijas (jy 3onus) apdoroja, patalpinus filtrus vir$ dviejy
3 mm storio vatmano gabaliuky, imirkyty $iuose tirpaluose:

1) 50 mM gliukozés, 25 mM Tris-HCl(pH8,0), 10 mM
EDTA(pH8,0) - 5 minutes

2) 0,5 M NaOH - 10 minudiy

3) 1,0 M Tris-HC1(pH7,5) - 3 minutes,

Véliau filtrai 2 valandas dZiovinami vakuume 80° ¢
temperatiroje. Po to filtrai skaidomi proteinaze K, apdorojant
tirpalu, turinéiu 50 mkg/ml proteazinio fermento buferyje
K[{0,1 M Tris-HC1(pH8,0) - 0,15 M NaCl, 10 mM EDTA(pH8,2) -
0,2% SDS]. Konkrefiai, ant kiekvieno filtro uzla$inami 5 ml
tirpalo ir skaidymg tesia 30 minuéiy 55° ¢ temperatlroje, o po
to tirpala paSalina.

Veliau filtrai apdorojami 4 ml parengtinés hibridizacijos
buferiu (5xSSPE - 0,5%, SDS - 100 mkg/ml SS, E.Coli DNR -
5xBFP).

Parengtiné hibridizacija vykdoma 559 ¢ temperatiroje 4 arba
daugiau valandy, o po to tirpalas pasalinamas.

Hibridizacijos procesas vykdomas tokiu bldu. ] kiekvieng
filtra pridedama po 3 ml hibridizacinio buferio (5xSSPE -
0,5%, SDS - 100 mkg/ml SS, mieliy tRNR), turinéio po 0,025
pikomolius kiekvienos iS5 128 zondy sekos, pateikty 2 lenteléje
(pilnas miSinys pazymétas EPY), o filtrai 20 valandy laikomi

48° ¢ temperatiroje. Si temperatiira 20 zemesné, nei bet kurio
i§ zondy disociacijos temperatira (Td).
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Pasibaigus hibridizacijai, filtrai tris kartus po 10
minudiy plaunami 6xSSC-0,1% SDS tirpalu kambario
temperatiroje, o po to 0.3 kartus 6xSSC-0,1% SDS tirpalu
hibridizacijos temperatlroje (48° C).

Tarp paséty 200000 kolonijy filtry autoradiografijos budu
randami septyni teigiami klonai.

Vieno i§ menamy beZdzionés KDNR klony (pazyméti - klonas
83) pradinés sekos analize atliekama taikiniy patikrinimui
pakoreguota metodika, apradyta Wallace et al., Gene, 16, p.21-
26(1981). Trumpiau, DNR-plazmide 18 bezdzioneés kDNR klono 83
linearizuoja skaidydami EcoRI ir denatiiruoja kaitindami
vonioje su verdanCiu vandeniu. Nukleotidine seka nustato
dideoksi - badu, apradytu Sanger et al., P.N.A.S.(USA), 74,
p.5463-5467(1977). EPV-midinio zondy rinkinys, sudarytas is 16
seky, naudojamas seky reakcijy inicijavimui.

C.Be>dzioneés EPO kDNR sekos nustatymas

Klono 83 nukleotidiniy seky analizé atliekama pagal
metodikas, apradytas Messing, Methods in Enzymology, 101,
p.20-78 (1983). 4 lenteléje pateikti parengtinio ribojimo
semeélapio analizés rezultatai, nustatyti EcoRI/HindIII klono
83 klonuotam fragmentui, turintiam mazdaug 1600 paramiazotiniy
baziy. Nukleotidiné seka nustatoma randant atskiry ribojanCiy
fragmenty sekas, siekiant suporuoti persiklojan&ius
fragmentus. PavyzdZiui, sekos informacijos persiklojimas,
pateiktas ribojanCio fragmento nukleotidy analizéje, Zymimas
CII3 (Sau 3A prie ~ III/Smal prie 324), o sekos su priedinga
tvarka nustatymas Zymimas C73 (Alul prie ~424/BstFII prie
~203).
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4 LENTELE
Apribojancio fermento
indentifikavimo sritis Apytikris redimas(ai)

EcoR1 1
Ssu3A 111
Smal 180
BstEIl 203
Smal 324
Kpn1l 371
Rsal 372
Alul 424
Pstl 426
Alul 430
Hpal b66
Alul 546
ESEI 601
Pvull 604
Alul 605
Alul 782
Alul 788
Rsal 792
E_'?_EI 807
Alul 841
1lut 927
neel 946
Sgu3A 1014
Alul 1072
Alul 1115
Alul 1223
Pstl 1301
Rsal 1343
Alul 1384
HindIII 1449
Alul 1450
Hind111I 1585
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Mazdaug 1342 azotiniy baziy (ribose nuo 3' iki EcoRI bel
HindIII) sekos nustatymas ir visy galimy nuskaitymo sistemy
analize padeda vystyti DNR ir 5 lenteléje pateiktos
aminoridgdtinés sekos informacija. Lenteléje subrendusio EPO
aminogallnés menama pirmine aminordg$tiné liekana (kaip
patikrinta dvideSimties amino-galdniy liekany sekos ankséiau
minétos analizes koreliacijos bidu) Zymima skaitmeniu 41.
Apsprendzianéio metionin-ATC kodono (pazymeétas - 27) buvimas,
"nukreipto prie$ tékme" pirminio amino galutinés alaninines
liekanos, kaip pirmos liekanos, pazymetos subrendusio baltymo
aminordgétinei sekai, yra tikroviskumo rodiklis to, kad EPO
pradzioje iSreikStas citoplazmoje pirmtako pavidale,
apimanc¢iame "lemiamg" 27 aminorGgdtiniy liekany sriti, kuri
i&pjaunama prie§ patenkant subrendusiam EPO 1 kraujotaka.
Potencialaus glikozidavimo sritys polipeptido ribose pazymétos
yvaigzdutémis. Transliavimo srityje apskai¢iuota molekuline
masé yra 21117 Daltony, o 165 polipeptido liekany, sudaranciy
be*dzionés subrendusi EPO, molekuliné mase yra 18236 Daltonai.
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LENTELE
BeZdZionés kDNR EPO transliacija

Sau3Aa C C : : .
nbqnnnonnnnnnnqoo»nbonoonnnﬂﬂﬂnnqOObonnnnnqnnomoamonnnqonno

nnnﬁnbnnqqnnnmmonquOODnqhnnmn40ﬂno40»00909ﬂﬂ00*bnnﬂnnnqnnn

27 . SR 220
Met Gly val Hls Glu'Cys Pro Ala Trp
GGACCCCGGCCAGGCGCGGAGATG GGG GTG CAC' GAA TGT CCT GCC TGG:

: - -10 .
Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu Val Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro
CTG TGG CTT CTC CTG TCT CTC GTG TCG C7C CCT CTG GGC CTC CCA

| -1+l | o 10
Val nﬁﬁ_m~< Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg val Leu
GTC CCG mnn GCC CCA CCA CGC CTC ATC TGT GAC .AGC CGA GTC CTG

20 *
Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Val Thr Met
nbo.pnm.qpn CTC TTG GAG GCC AAG GAG GCC GAG AAT GTC ACG ATG

30 . ¥ 40
Gly Cys Ser Glu Ser Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro
GGC TGT TCC GA2 AGC 1GC AGC TG AAT GAG AAT ATC ACC GTC CCA
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5 LENTELE (tesinys)

150 . 160
Leu Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Arg
CTC CGG GGA AAG CTG AAG CTG TAC ACG GGG GAG GCC TGC AGG AGA

165
Gly Asp Arg OP

. GGG GAC AGA TGA nnbnOﬂOOannDDOADQDODObqonbnnbnnqnnnqnpnnbbnb

CTGCCTGTGCCACACCCTCCCTCACCACTCCCGAACCCCATCGAGGGGCTCTCAGCTAAG

nmnnboonﬂoqnnnpqOODODOﬂnODOﬂOOODDODDAnbnpﬂnqnbmonnnnhnbmnnbn
qmanﬁbﬁbonbnbrndnﬂ0>quﬂthGODaOHOOODDGQOODrDAﬁDDQﬂQOOODQDDD
DQOyDanqqnbnbobonbnnqqqb>>ﬂ4ﬂ>00>ﬂﬂbﬂ>ﬁb0h>ﬂmmbnnnhbbbnbnnﬂ
obon4nqunmmnnpnOAOd>bpbqﬂﬁmhﬁOOnonDnbnnanqonbnmnbpqqunnao
TTTTTGCACCTACCATCAGGGACAGGATGACTGGAGAACTTAGGTGGCAAGCTGTGACTT
CTCAAGGCCTCACGGGCACTCCCTTGGTGGCAAGAGCCCCCTTGACACTGAGAGAATATT
qqonbquﬁOODQGDOODDDDDqqbnnobnbom+ﬂ4ﬁnoponqanm>onmqDnqqnhnpn
nqnqnqnnonbpnnnnnnnnOﬂDoomoqoopnnqnmnpﬁonODQqODnDDOOOAODDObO

AGGATGGGGGCTGGCCTCTGGTTCTCGTGGGGTCCAAGCTT
HindIII
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S5-tos lentelés polipeptidiné seka gali b0ti nesunkiai
analizuojama, ieskant ypatingai hidrofiliniy sri¢iy ir/arba
antriniy kbnformaciniu charakteristiky (kurios yra potencialiai
labai imunogeniniy sriciy rodiklis) budais, pasilGlytais Hopp et
al., P.N.A.S. (USA), 78, p. 3824-3828 (1981), Kute et al., J.
Mol. Biol., 157, p. 105-132 (1982) ir/arba Chou et al.,
Biochem., 13, p. 222-245 (1974) bei Advances in Enzymology, 47,
p.45-47 (1976). Analizées kompiuterizacija Hopp et al., bidu
tampa galima, naudojant programg, pazyméta PEP Reference Section
6,7, pateikta Intelligenetics, Inc., 124 University Avenue, Palo
Alto, California.

4 PAVYZDYS

A. Zmogaus genominé biblioteka

Zmogaus fetaliniy kepeny genomine bibliotekg (turincia
AhC4A faga), gauta pagal Lown et al., Cell, 18, p.533-543 (1979)
metodikas, iSsaugo démiy hibridizacijos tyrimams.

B. Demiy hibridizacijos metodikos, skirtos Zmogaus genominés
bibliotekos paséjimui

Fagy daleles lizuoja ir DNR fiksuoja ant filtry (50000
demiy ant filtro) pagal metodikas, aprasSytas Woo, Methods in
Enzimology, 68, p.389-395 (1979), su iSimtimi, kad naudojami
Gene Screen Plus filtrai (New England Nuclear Catalog Nr.NET-
976) bei NZYAM 1lékstelés (NaCl - 5 g/1, MgCl,.6H,0 - 2 g/l, NZ-
AminA - 10 g/1, mieliy ekstraktas - 5 g/1l, casamino rigstys - 2
g/1, maltozé - 2 g/1, agaras - 15 g/l1).

Ore i8dzZiovintus filtrus pakaitina 1 valandg 80 °C
temperatiuroje, o po to skaido proteinaze K, kaip aprasyta 3
pavyzdzio B dalyje. Parengiamoji hibridizacija vykdoma 55 °C
temperatlroje, naudojant 1 M NaCl - 1 % SDS buferi, 4 arba
daugiau valandy, o po to buferis pasalinamas. Hibridizaciniai ir
pohibridizaciniai perplovimai vykdomi kaip ir 3 pavyzdzio B
dalyje. Naudojamas tiek 128 20-men zondy miSinys (pazymétas
EPO), tiek ir 3 lentelés 128 17-men zondy miSinys (pazymétas
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EPQ). Naudojant EPV zondy mi$ini, hibridizacija vyksta 48° ¢

temperatiroje, o naudojant EPO zondy miSini - 46° ¢
temperatiroje, t.y. 4 O  semiau apskaifiuotos miSinio
komponentams Td. Pakartotinei hibridizacijai  pasalinami
hibridizuoti zondai virinant 1xSSC - 0,1% SDS terpeje 2

minutes. Filtry autoradiografija atranda tarp paséty 150000
faginiy démiy tris teigiamus klonus (aktyvius su abiem zondy
misiniais). Teigiamy klony patikrinimas EPO-kodavimui
realizuojamas DNR seky nustatymu bei heterodupleksinés
formacijos su 3 pavyzdzio bezdZioneés KDNR elektronine
mikrografine vizualizacija. $i metodika taip pat irodo
kartotiniy introny buvimg DNR sekoje.

5 PAVYZDYS

Atliekama teigiamy klony nukleininiy seky (zymimy  hE1)
analizeé ir rezultatai, gauti iki Sios dienos, pateikiami 6
lenteléje.
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6 LENTELE (tesinys)

>Adononp>mpnnqnooqonoq«n>>mopnnnonm>04ﬂmanbhﬂOpnnonOODDQGDnmponoonoqnnn
onbonnqnnbnmqmnnonmmnmbnqamooonbmaqna4omnOhﬂonnbpnbbnnanonnqnqqnbnomonp
nboaqAonomqqononponpooaﬂﬁanOAqnqnoaoqonbmqﬁoqnanmqqnqnbnﬁoqnqnnHH S. u

4AODDODOOODnbopﬁnbnqpbonnnmDonnbmnbnOAOquonquOannq4nmn>ODnnDbnnbnnDn

OAOOOQODODODOOaﬂﬂOOquDDOmbbonqmqnnqqnﬂbnbmnnpnnnqqnﬂnnnnnnnnnnnﬂmbnanq

-23 -20 .
_ “Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu
CAGCCTGGCTATCTGTTCTAG AA TGT CCT GCC TGG CTG TGG CTT CTC CTG TCC C1G
-10 , 1 +1

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys
CTG TCG CTC CCT.CTG GGC CTC CCA GTC CTG GGC GCC CCA CCA CGC CTC ATC TGT

10 | . 20 .
Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyt Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile
GCAC AGC CGA GTC CTG GAG AGG TAC CTC TTG GAG GCC AAG GAG GCC GAG AAT ATC

26
Thr )
ACG GTGAGACCCCTTCCCCAGCACATTCCACAGAACTCACGCTCAGGGCTTCAGGS ppnannqnnnnrn_

nﬂbmobbnnﬁﬂoﬂ>O440044ﬂmooaﬁmmbaaqmombbonﬂDODODOamnﬁnﬂmmﬂpﬁbdhbmbbﬂbbmqn
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6 LENTELE A&@mwsﬁmw

DDDDDODDDDODDDDDDODDDDDabpqopmmnﬂqmqpqOnpbqpﬂbaqnbaapﬂanpaqnbﬂqﬂrnﬂnroq
OpnﬂnbﬂﬁnpﬁqnbaﬂnhﬁanpqanbnnpboanﬂqbqqoanbonqqnﬂnqﬂqmﬂﬁODmﬂqAOOﬂmﬂqqnm

oonﬂmnqnponomo>onbonOanDnoqnbananqoponqoopnqnnnnobnqnnpnqnnnﬂnqbo

.56 60 . 70
val Gly Gln Gln Ala. Val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala
GTC GGG CAG CAG GCC GTA GAA nqanno CAG GGC CTG GCC CTG CTG TCG GAA GCT

, . 80 * -~ 90 ,
val Leu Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro Leu
GTC CTG CGG GGC CAG GCC CTG TTG-GTC AAC TCT TCC CAG CCG TGG GAG CCC CTG

100

- Gln rma His val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu

CAG CTG CAT GTG GAT AAA GCC GTC AGT GGC CTT CGC AGC CTC ACC ACT CTG CTT

110 R . 115
Arg Ala Leu Gly Ala Gln :
CGG GCT CTG GGA GCC CAG OaODOﬂDQODDGDOPODnqqnqnnqqnnnnaqqnaaanbnbrnono>

nbbmnoqnqqnn4>>00hnabnbnmbhnﬂnqnnnﬂraqonqﬁnnnqqqnamqnonhnqmnpmnnbnnqond
116 120

_ Lys Glu Ala Ile Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Als
GTTT77CTCCTTGGCAG AAG GAA GCC ATC TCC CCT CCA GAT GCG GCC 7CA GCT GCT
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6 lenteléje pirminé nepertraukiama DNR seka pazymi
virgutine 620 baziy granding taip, kad, matyt, yra
netransliucjama seka, po Kkurios tuoj pat seka transliucjama
. zmogaus EPO geno dalis. Tiksliau, seka susideda i§ 5 galy geno,
kuris veda prie transliuojamos DNR dalies, koduojancios pirmas 4
aminordg$tis (nuo -27 iki -24) “lyderio” sekoje (“pre-seka”).
Keturios azotiniy baziy poros sekoje, einantioje prie$
pastaraja, koduoja lyderio pradzig, taciau dar nenustatytos
vienareiksmiai ir todél Zymimos “X”. PO to seka 1intronas,
susidedantis mazdaug 18 639 pory azotiniy baziy (439 baziy
poroms nustatyta seka, o kitoms 200 baziy pory zymima “I.S.”),
uy kurio tuoj pat seka glutamino kodonas, kuris vaizduojamas
kaip -23 transliuoto peptido liekana. Toliau einanti egzono seka
koduoja aminorug$Ciy liekanas per adenino liekanas (zymimas kaip
subrendusio EPO geno +1 aminorigSciy liekana) iki = kodono,
nusakanéio treonina +26 padétyje, po to seka antras intronas,
susidedantis i$ 256 baziy, kas specifiSkai ir pazyméta. Sekanti
uy §io introno egzono seka 27-55 aminorugsciy liekanoms, tesiasi
tred¢iu intronu, susidedanc¢iu i$§ 612 pory azotiniy baziy. Toliau
einantis egzonas koduoja 56-115 ymogaus EPO liekanas. Po jo eina
ketvirtasis intronas i$ 134 pory azotiniy baziuy, kurias pratesia
egzonas, koduojantis 116-166 liekanas, ir “sustabdymo” kodonas
(TGA). Galiausiai 6 lenteléje identifikuojama 568 pory azotiniy
baziy seka taip, kad susideda i§ netransliuojamos srities 3’
smogaus EPO geno. Dviejy azotiniy baziy pory (“X”) eiliSkumas
néra vienareiks$midkai nustatytas.

6 lentelé leidzia identifikuoti subrendusio zmogaus EPO
konformacijos (aminoriig8Ciy sekos) pirmine struktdra, kuri
susideda i& 166 nustatyty aminordg$¢iy liekany (su nustatyta
molekuline mase = 18399). Lenteleje taip pat pavaizduota DNR
seka, koduojanti lyderio sekg is 27 liekany kartu su DNR seka 5’
ir 3’, kuri gali boOti reiksminga promotoriaus/operatoriaus
funkcijai, vykdomai geno operatoriaus. Segmentai potencialiam
7mogaus EPO polipeptido glikozidinimui lenteleje pazymeti
svaigzdutémis. Butina pazymeti, kad 6 lenteléje specifine
aminorig8&iy seka, tikriausiai, sudaro laisvai randamos zmogaus
eritropoetino alelinés formos seka. Pagrindimas tokiam teigimui
yra nenutrokstamy bandymy rezultatai, gauti nustatant zmogaus
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Slapimo eritropoetino izoliaty seka, kuri leidzia disponuoti
tokia informacija, kad Zymi eritropoetino molekuliy dalis turi
metioning 126-je liekanoje kaip prieSprie$a serinui, kas
pavaizduota lenteléje.

7 lentele iliustruoja homologijos laipsni tarp Zmogaus ir
beZzdzionés polipeptidinés sekos. VirSutinéje nepertraukiamoje
lentelés 1linijoje raidiniai zyméjimai panaudoti tam, kad
Zmogaus EPO dedukuotas ir transliuotas sekas, pradedant nuo -
27 liekanos. Apatiné nepertraukiama linija vaizduoja
beZzdZzionés EPO dedukuota polipeptiding seka, prasidedanéia nuo
27-to skaiCiaus, reiskianéio liekang. Zvaigzdutés naudojamos
seky homologijai paZyméti. Reikia paZyméti, kad Zmogaus ir
bezdZziones EPO dedukuotas polipeptidinés sekos isrySkina
‘papildoma” lizino (k) liekang 116 padetyje (Zmogui). Nuoroda
1 6 lentele, reis$kia, kad &i liekana yra gale isivaizduojamo
iRNR ir genominés grandinés junginio. Lizino liekanos buvimas
zmogaus polipeptidinéje grandineje  tikrinamas nustatant
Zmogaus kDNR klono (kuris gautas i iRNR), iSskirto i§ CO0S-1I
lasteliy, kurios transformuotos su Zmogaus genomine DNR 7
pavyzdyje, infra, seka.



LT 4012 B

Zmogus

Bezdzioné

7mo gus

BeZzdZioné

7mogus

Rezdzioné

7 LENTELE

Ymogaus ir befdZionés polipeptidy EPO palyginimas

20 -10 +1 10 20 30 Y
zm<ImnﬁbirzrrrmrFmrvrnrﬂ<rODwnmrHnomm<rmm<rrm>xmbmzHAHOODmIOmrzmqu<ﬁOA-

'TEEEEREEREE R L L DR Ke ke hd hkpheprhahhhkhrhkrRrparhhkrrk & Kk * *hERAERAEREE

zo<1mnv>£rzrrrmr<mrnrnrm<vobvﬂmrHoowm<rmm<rrmbxmpmz<qznnmmmnmrzmzH4<ﬁO4_

50 60 70 ‘80 90 100 . 110 |
<2ﬂ<Dixmzm<msop<m<i8ﬂrbrrmmD<fDDQDFr<zmmomimﬂrOFI<OXb<MOfmmrﬁqrrmeODDE

Rk R a AR Rk E N AR RN T RNk & KakRA kAR OAR AAK ERARE RERAARE RN

<Zﬂ<D£xmzm<moap<m<iamrbrrmmb<rmmab<rbzmmDmﬂmnrDFIIOXDHmnrmmHﬂqrrmbrmbol

120 130 140 150 160
AISPPOAASAAPLRTITADTFRKLFRYYSNFLRGKLKLYTGEACRTGOR

Ak Mk xdrrEE XTI LR KX Kkhhkk R kR kAR ke Rk kEkkkk X&k¥

AISLPDAASAAPLRTITADTFCKLFRVYYSNFLRGKLKLYTGEACRRGOR



LT 4012 B

44

6 PAVYZDYS

Pirminés  mikrobiologinés sintezés bandymuose gauti
1zoliuoty kiekiy polipeptidine eritropoetino medziaga,
koduojamag beZdZionés KDNR, gautos, kaip apradyta 3 pavyzdyje,
budu, parinkta ekspresijos sistema yra sistema, kurioje yra
Z2induolio lastelé-3eimininké (pvz., COS-I lastele, A.T.C.C.
Nr.CPL-1650). Nurodytos lastelés vykdo transfekcijg
"Saudyklinio" vektoriaus pagalba, kuris turi sugebejimg
spontaniskai replikuotis E.Coli lasteléje (déka DNR derivaty
i$ pBP322 plazmidziy buvimo) ir Zinduoliy Zeimininkuose (déka
DNR derivaty i$ virusy SV-40 buvimo).

Konkrefiau, ekspresijos vektorius sudaromas pagal Zemiau
nurodytas metodikas. 83 plazmidZiy klonas, gautas 3-me pvz.,
amplifikuojamas i E.Coli bakterijas ir, pervirinant EcoRI ir
HindIII, izoliuoja apytikriai 1.4 kbeZdZionés DNR, koduojanctiag
eritropoeting. IS pBR322 plazmidZiy atskirai iskirta 4.0 kb
fragmento  HindIII/Sall. I8 DNR, kurios turi M13mp10
pasikartojimus R-DNR (R ir I laboratorijos) gauta apie 30 pory
azotiniy baziy (bp) "jungianfios grandies" EcoRI/Sall
fragmento. Nurodyta "jungianti grandis" nuosekliai susideda i%
EcoRI lipnaus galo, po kurio seka atpazinimo zonos SStI, Smal,
BamHI ir Xbal ir lipnus Sall galas. Trys ank$&iau nurodyti
fragmentai susiuvami su gautu mazdaug 5.4 kb tarpinés
plazmidés ("pERs") EPO-DNR, kuris i3 vienos pusés ribojamas
naudojant naudingy srifiy “bloka" ribojanti endonukleozés
atpazinima. Po to PERs plazmide transformuojama HindIII ir
Sall bakterijy, gaunant eritropoeting i% DNR ir EcoRI b
"jungian¢ig grandi" Sall (M13mp10).

AnksCiau nurodytos 1.4 kb ilgio DNR fragmentas susiuvamas
Su plazmidés pBP322 BamHI/Sall sritimi, kurios ilgis apie 4.0
kb ir kitomis fragmento M13mp10 HindIII/BabIHI "jungianc¢iomis
grandimis". "Jungian¢ios grandies" M13mp10 fragmentas yra
HindIII-lipnusis galas, po kurio seka atpazinimo fragmentai
Pstl, Sall, Xbal ir BamHI lipnusis galas. Susiuvimo produktu
vel gaunama naudinga tarpiné plazmidé "pBR-EPO" turinti
savyje EPO-DNR, kuri i3 abiejy pusiy ribojama ribojanéios
zonos "kaupianCiomis eilémis".
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Parinktas EPO-DNR ekspresijai COS-I ("pDSVL1") lastelése
vektorius pagaminamas i$ anksto, tam, kad bUty galima vykdyti
E.Coli atranka ir autoduplikacija. Nurodytos charakteristikos
‘pasiekiamos deka replikacijos pradZios 1ir DNR geny sekos,
atspariy ampicilino veikimui, kuris yra zonoje vykdancioje
pBP322 plazmides nukleotidy 2448 ir 4362 suartinimg. Nurodyta
eiles seka struktiridkai modifikuojama deka "jungian€iy zony"
jvedimo, kurios uztikrina HIndIII atpazinimg iSkart kai tik
2448 nukleotidas prisiglaudzia dar nespéjus jam jsitraukti
nurodyta vektoriy. Salia vektoriaus parinkimo EPO-DNR
ekspresijai savybés, prie naudingy savybiy priskiriama
sugebéjimas autoduplikuotis C0S-1 lastelése ir eiliskumo
buvimas, kuris veikia sustiprinanéiai virusg Zinduolio
lastelese. Nurodytos charakteristikos pasiekiamos deka
replikacinés DNR eiles pradzios ir ‘“"vélyvojo" DNR geno
eilidkumo, Kkuris yra viruso sustiprintojas, dalyvaujantis
grandinéje, susidedancioje i§ 342 baziy pory, sutraukianciu
Sv40 genomo nukleotidus nuo S170 iki 270. Unikali ribojanti
sritis (BamHI) susidaro ant vektoriaus, tuoj pat priglusdama
prie viruso sustiprintojo eiles déka sustiprintojo
standartinés sekos buvimo naudojant "jungiancios grandies”
seka esan&ia rinkoje (Collaborative Research). Papildomai i}
vektoriy jvesta 23 azotiniy pory seka (kaip viruso SV40
nukleotidy skaigiaus nuo 2553 iki 2770 idvestineé) turinti
virusines iRNR "velyvojo geno" poliadenilinimo signala
(paprastai zinomas kaip transkripcijos terminatorius).
Nurodytas fragmentas iS$sidésto vektoriuje atitinkama tvarka
“vélyvojo geno" viruso sustiprintojo atzvilgiu per unikalig
BamHI sritji. Nurodytame vektoriuje atstovaujamas taip pat
kitas Zinduolio genas, esantis nematerkalinéje padeéetyje
galimos geno transkripcijos atzvilgiu, kuris iSsidestys
nurodytoje unikalioje srityje tarp viruso sustiprintojo eiles
ir terminatoriaus. [Nurodytas 2Zinduolio genas turi savyje
mazdaug 2500 bp dihidrofoliat - reduktozeés (DHFR) -peles
minigeno, iskirto i§ pMG-I, Gresser plazmidés ir kt.,
P.N.A.S. (USA), 79, p.6522-6526, 1982m.] Ir velgi dauguma
veikian&ios plazmidés pDSVL1 komponenty susideda i§ 2448-4362
nukleotidy i$§ pBR322 plazmidés kartu su 5/A1-270 (342 bp) ir
2353-2770 (273 bp) nukleotidais viruso DNR, turinéiai SV40
virusg.
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Pagal anksdéiau aprasSytas metodikas, pvz., Maniatis et al.,
eritropoeting koduojania DNR i&skiria ig PBP-ERO plazmidés
BamHI fragmento pavidalu ir isiuva i pDSVL1 plazmide, iSpjauta
BamHI. Norint isitikinti, ar teisingai jvestas EPO-genas,
dviejuose i§ gauty kloniniy vektoriy (duplikuoti H ir [
vektoriai) vykdoma analizé, naudojant ribojantj fragmenta (zidr.
fig.2, iliustruojandia PDSVL1-MeE  plazmide). Neteisingos
orientacijos EPO-genu vektorius palikome kaip neigiamy dydziy
reguliatorius transfekcijos eksperimentuose, skirtuose EPO
ekspresijos 1lygio pagalba nustatymui Seimininkuose, kurie
transformuojami vektoriy su teisinga EPO-DNR orientacija
pagalba.

M, L, X, G vektorius sujungiame DNR ne$ikliu (peliy kepeny
ir bluzZnies DNR). Transfekcijai naudojamos 60 mm ploksteles,
naudojant mikronusodinimo kalcio fosfatu metodus. Dvigubas 60 mm
plokSteles transfektavo DNR neSikliu, kaip negatyviy dydziy
transformacijos valdymo “imitacija”. Po 5 dieny nauja kultdrine
terpé buvo tirta nustatant polipeptidy buvimg, kurie turi
imunologines gamtinio eritropoetino savybes.

7 PAVYZDYS

A. Pradinio EPO ekspresijos sistema, naudojant COS-I
lgsteles

Parinkti pirminiame etape mikrobiologineés sintezés veikiami
izoliuoti polipeptidinio Zmogaus eritropoetino kiekiai,
koduojami DNR genomo EPOQ klony bldu, be to, sistema apima
Zinduolio lasteliu-éeimininkiu pozymiy ekspresija (pvz., COS-I
lgstelés, A.T.C.C. Nr.CL-1650). Pradzioje Zmogaus EPO-geng
subklonuoja (suskaldo) i “Saudyklini” vektoriy, kuris turi
sugebéjimg autonomigkai replikuotis abiejose Seimininko E.coli
(déeka DNR, iSvestos i PBR322 plazmidés) ir COS-I linijos
zinduoliy lasteleje (déka buvimo SV40 viruso viruso-isvestos
DNR) . “éaudyklinis vektorius”, turintis EPQ polipeptiding
medziaga, susidaro transfektuotose lastelése ir ji i&skiriama
1 lasteline kultlirine terpe. Konkreéiau, pozymiy ekspresijos
vektorius  kuriamas pagal Zemiau nurodytas metodikas. DNR
isskirta i§ ériuko hE1 klono, turinéio genominj EPO-
gena, pervirinama BamHI ir HindIII ribojancios
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endonukleazés pagalba ir izoliuojasi 5.6 DNR-fragmentu, kaip
nustatyta, turingiu pilng EPO geng. Nurodyta DNR fragmenta
sumai%o ir susiuva su bakterijos pVCB plazmide (Bethesda
Research Laboratories, Inc.) . kuri analogi$kai perdirbama,
sukuriant tarpine "puC8-EVE" plazmideg, sukuriant tokiu budu,
tinkama organinio fragmento $altini.

Parinkti EPO-DNR ekspresijai vektoriai COS-I lasteleje
sukuriami 1% anksto. pSV4SEt plazmide, turinti DNR seka,
suteikia pasirinkimo ir autoduplikacijos galimybe E.Coli
bakterijoje. Nurodytos charakteristikos pasiekiamos déka
replikacijos pradzios ir DNR geno sekos tvarkos, atsparios
ampicilinui, kuris yra toje srityje, suartinancioje
nukleotidus nuo 2442 iki 4332 pBR322 bakterines plazmides.
Nurodyta seka keifia struktira deéka "jungianéios grandies"
ivedimo, kuris apripina atpazinimo sritji tuoj pat, kai ji
prisilieCia prie 2443 nukleotido. pSV4SEt plazmidé taip pat
gali autoduplikuotis COS-1I lastelese. Nurodytos
charakteristikos pasiekiamos déeka 342 bp fragmento
panaudojimo, kuris turi viruso replikacijos pradzia SV40
viruso pagalba (nukleotidy skai¢ius nuo 5171 1iki 370).
Nurodytas fragmentas modifikuojamas jvedant "jungiancia
grandi", kuri apripina ECORI atpazinimo sriti, kuri yra Salia
270 nukleotido ir jvedant "specialig" grandi, apripinanéia
sriti, esancia prie 5171 nukleotido. Siame vektoriuje yra
SvV40 viruso 1061 bp fragmentas (nukleotidy skai¢ius nuo 1711
iki 2772) su papildoma "jungiantia grandimi®, kuri aprupina
Sall atpaZinimo sriti, esan&ia prie 2772 nukleotido.

Nurodyto fragmento ribose yra unikali atpazinimo BamHI
seka. Apibendrinant tai, kas pasakyta, PpV4SEt plazmidé turi
savyje unikalias atpazinimo sritis BamHI 1ir HindIII, Kkas
leid?ia jvesti 2zmogaus EPO gena. Nurodytos -sekos suteikia
galimybe vykdyti replikacijag ir selektyvy parinkimg E.Coli
bakterijoje ir replikacijg COS-I lastelese.

Tam, kad jvesti EPO gena i pSV4SEt plazmide, p40-HUE
plazmidé pervirinama BamHI ir HindIII pagalba iki ribojancios
endonukleazés ir yra izoliuojami 5,6 kb EPO, koduojanc¢io DNR
fragmenta. pSV4SEt plazmidé t.p. pervirinama BamHI ir HindIII
pagalba ir pagrindiné fragmento dalis, susidedanti i$ 2513
pory baziy, izoliuojama, (iSlaikant visas budtinas funkcijas).
Nurodyti fragmentai sumai$omi ir susiuvami, sudarydami
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galutini vektoriy "pSVgHu EPO" (2idr. 3 pav.). Sis vektorius
skiedZziamas E.Coli lgsteléje, o IIIKt vektorius 1zoliuojamas.
Tam, kad jisitikinti, ar jvestas EPO genas, vykdoma ribojanc¢io
fermento analize.

DNR pSVgHu EPO plazmidé naudojama tam, kad idry$kinti
EPO-polipeptidinés medZiagos pozymius COS-1I lgstelese.
Detaliai aprasant, DNR pSVgHu EPO plazmidés susijungia su DNR

neSikliu ir transportuojama i COS-I lasteliy triplikatines 60 mm
plokSteles.DNR neS$iklio kontrolei vienas transfektuojamas COS-I
lasteleése.

Lasteliy kultlriné terpé atrenkama praéjus 5-7 val. ir
yra istiriama dél polipeptidy buvimo, kurie turi imunologines
savybes, budingas laisvai sutinkamai Zmogaus EPO.

B.Antroji EPO pozymiy ekspresijos sistema COS-1I lastelése

Dar viena ekspresijos sistema naudojama gauti geresnius
Zmogaus eritropoetin-polipeptidinés medziagos produktus,
koduojamus Zmogaus genominés DNR klono pagalba, sudaranti EPO
COS-I lastelése (A.T.C.C. Nr. CRL-1650).

Ankstesnéje sistemoje EPO pozymiai COS-I lastelése
pasireiskia naudojant ten esantji stiprintuva, kuris yra
ribojancio fragmento BamHI srityje, atitinkamai pagal HindIII,
ir yra 5,6 kb ilgio. Kitoje struktiroje EPO genas keidiasi
gaunant poZymiy ekspresija, naudojant velyvaji viruso Sv40
stiprintuva. Konkrefiau, 2mogaus genominio EPO ribojantis
fragmentas, t.y. klonuotas 5,6 kb BamHI atitinkantis HindIII
modifikuojamas pagal 3ig metodika. Kaip apraSyta anksciau,
pVC8-HUE plazmidé suskaldoma dalyvaujant BamHI ir ribojanciai
endonukleazei BStEII. Ribojanti endonukleazé BStEII suskaldo
5,6 kb ribose EPO geng toje vietoje, kurioje yra 44 poros
baziy &' iki pradiniy ATG, koduodama peptida-pirmtakg ir
apytiksliai 680 pory baziy 3' iki ribojanéios srities HindIII.
Po to atsiskiria fragmentas, kuriame yra apie 4900 pory baziy.
DNR  fragmentas su sintetine "jungianéia grandimi", kuria
sudaro Sall ir BStEII lipnds galai ir vidiné BamHI atpazinimo
sritis, sintezuojama ir idvaloma. Abu nurodyti fragmentai
susimai$o ir susijungia su plazmide pB322, kuri iskerpama Sall
ir BamHI pagalba, kad gauti tarpine plazmide pBRgHe. Zmogaus
EPO genomini geng galima i$ jos izoliuti kaip fragmenty Baml
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su 4900 pory baziy, kuriame yra pilna geno struktura su
vienetine ATG 44 bp 3' atitinkanéig BamHI sriti, kuri yra
greta koduotos aminogrupés srities galo.

Gauta fragmenta izoliuoja ir jveda kaip fragmenta BamHI 1
plazmide pDSVLI iSskaidyto ekspresijos vektoriaus BamHI (zidr.
6 pavyzdi). Gauta plazmide pSVLgHu EPO, kaip parodyta fig.4.,
naudojama i3ry$kinti EPO polipeptidines medziagos pozymius i$
CO0S-I lasteliy, kaip apraSyta 6 ir 7a pavyzdyje.

8 PAVYZDYS

Kultdrine terpe, i8auginta i§ 6 transfektuoty C0S-1I
lasteliy kultdry 6 pavyzdyje iSanalizuota radioimunine analize
pagal metodika, nurodyta 2 pavyzdyje, B dalyje. Kiekvienas
pavyzdys buvo analizuojamas esant alikvotinio  méginio
reikdmems 250, 125, 50, 25 mkl. Sluoksniai i§ augantiy
lasteliy "tariamai”  transfektuoty vektoriy pagalba su
neteisinga EPO geny orentacija, turejo neigiamg
imunoreaktyvumo reik3meg. Kiekvienam dviejy skys€io sluoksniy
pavyzdziui, gautam i§ COS-I lasteliy, kurios transfektuotos
vektoriais (H ir L) su teisinga EPO DNR orentacija, R5I-EPO
inhibicijos procentas, sujungto su antikdniu, svyruoja nuo 72
iki 88%, kurie sutalpina visas reikSmes 1 virsutine
standartinés kreivés dalj. Todel negalima tiksliai
apskaiciuoti tikros eritropoetino koncentracijos
plaukiojanéiuose kultdros sluoksniuose. Buvo atlikti nedideli
apskaig¢iavimai, 1lygls 300 mv/ml, taciau skai¢iavimai buvo
atlikti esant paéiam didZiausiam alikvotiniam meginiui (250
mkl).

Kultirinio skys&io pavyzdys, gautas pagal 6 pavyzdi ir 5-
7 dieny kultiriniai skys&iai, aprasSyti pavyzdyje 7a buvo
analizuojami radioimunologiniu metodu, kad palyginti
besd¥ionés ir Zmogaus rekombinantiniy EPO medziagy aktyvuma su
laisvai sutinkamu Zmogaus EPO, kuris atitinka standarta. Gauti
rezultatai pateikti fig.1 grafike.

Trumpiau tariant, gauti rezultatai netikétai parodé, kad
rekombinantinis beZdzionés EPO i8 esmés konkuruoja del
antikdinio, suri$to su Zmogaus anti-EPO, kurio nepavyko pilnai
inhibuoti bandymy metu.



50 LT 4012 B

Maksimalus inhibicijos reiksmiy procentas zmogaus
rekombinantiniam  eritropoetinui vis tiek yra artimas
standartiniams rodikliams. Dozés-efekto kreivés paralelinis
tipas parodo seky (epitopy) imunologini identidkuma. Prie$
skaiCiuojant beZdzionés EPO koncentracijas kultlriniuose
skysCiuose buvo atlikti pakartotiniai jvertinimai, esant
didelems nurodyto praskiedimo reik$méms. Buvo nustatyta, kad
jos svyruoja intervale nuo 2,91 iki 9,12 V/ml. Suskaidiuoti
Zmogaus EPQO produkcijos lygiai nustatyti atitinkamai 392 V/ml
pavyzdyje, kuris buvo kultivuotas 5 dienas ir 567 mVv/ml
pavyzdyje, kuris buvo kultivuotas 7 dienas. Apskaidiuoti
bezdzionés EPO produkavimo lygiai 7B pavyzdyje ekspresijos
sistemos, buvo analogi$ki arba geresni.

9 PAVYZDYS

Kulturiniai skys¢iai, gauti pagal 6 ir 7 pavyzdi buvo
analizuoti in vitro, kad nustatyti EPO aktyvuma pagal
Goldwasser et al., Endocrinology, 97, 2 p. 315-313(1975)
metodika. Paskailiuotos bezdZzionés EPO reik3més tiriamuose
kultlUriniucse skysCiuose svyravo nuo 3,2 iki 4,3 V/ml. Zmogaus
EPO  kultiriniai skys¢iai taip pat buvo aktyvis gautuose
apskaiiavimuose in vitro tyrime ir be to nurodyta aktyvumg
galima neutralizuoti veikiant antikunu- anti-EPO.
Rekombinantinio beZdzionés EPO  kultlriniai skyséiai 6
pavyzdyje taip pat buvo tiriami kiekybiniu biologinio aktyvumo
nustatymu 1in vitro, pagal bendrag metodikg Cotes et al.,
Nature, 191, p. 1065-1067(1967) ir Hammand et al., Ann. N.Y.
Acad. Sci., t. 148, p. 516-527(1968). Nurodyti aktyvumo lygiai
svyravo nuo 0,84 iki 1,24 V/ml.

10 PAVYZDYS

Ankstesniuose pavyzdziuose rekombinantinio 2Zmogaus arba
bezdziones EPO medziaga gaunama i3 vektoriy, kurie naudojami
transfektuoti COS-I 1lgsteléms. Nurodyti vektoriai atlieka
replikacija COS-I lgstelése dél viruso SV40 T antigeno buvimo
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lgsteles viduje, prasidedant replikacijai nurodytuose
vektoriuose. ,

Nors gauti vektoriai atgamina gerasias EPO savybes COS-I
1lastelése, 3ios savybes yra laikinos (7-14 dieny) dél galimo
vektoriaus praradimo. Be to tik nedidelis procentas atgaminty
COS-1I tampa produktyviai transfektuotomis nurodytais
vektoriais. Sis pavyzdys apraSo pozymiy ekspresijos sistemas,
naudojan&ias kinietiSko ziurkeéno kiau$idés DHFR lasteles (CHO)
ir selektuojama markeri, DHFR.

Giminingy ekspresijos sistemy apsvarstyma rasite JAV
patente Nr. 4.399.216 ir paraiskoje i$duoti Europatentui Nr.
117058 1/7059 ir 117060, i$leistuose rugpjucio 29d. 1984
metais.

CHO DHFP lagstelése (Dux-B1ll) CHO KI, Urlaub et al., Proc.
Nat. Acad. Sci.(JAV), t.77, p. 4461(1980) del mutacijy, kurios
vyksta struktiriniuose genuose, triksta enzim-dihidrofoliat-
reduktazés (DHFR), ir todel butinas glicinas, hipoksantinas ir
timidinas kultlrinéje terpéje.

Plazmidés pDSVL-MKE (6 pavyzdys) pDSLV-gH4EPO (78
pavyzdys) transfektuojamos kartu su DNRneSikliu i DHFR  CHO
lasteles, kurias iSaugina terpéje, turinéioje hipoksantino,
timidino ir glicino 60 mm kultdrinése plok$tése. Plazmide
pSVgH4EPO (7a pavyzdys) sumai$o su plazmide pMG,, kurioje yra
pelés genas dihidrofoliat-reduktazés pagrindu, klonuotas 1
vektoriy bakterinés plazmides pRR 322 (pagal Gasser et al.,
Supra). Plazmidziy ir DNRNeSikliomiSini transfektuoja 1 DNR-
CHO lasteles (lasteles, kurios paima vieng plazmide, paprastai
taip pat paims ir antra plazmide). Po 3 dieny gautos lasteleés
disperguojamos tripsinizavimo badu keliose 100 mm kultdrinese
plok3telése, terpéje, kurioje triksta hipoksantino ir
timidino. Tiktai tos lastelés, kurios transformuojasi 1
stabilia biiseng, veikiant genui DHFR, parodo EPO geno i8likimg
toje terpéje. Po 7-21 dienos tampa matomos gyvy lasteliy
kolonijos. Nurodytos transformanty kolonijos po dispergavimo
tripsinizavimo- budu gali nenutrikstamai daugintis terpeje,
kurioje triksta hipoksantino ir timidino, sukurdamos naujus
lasteliy kamienus (pvz., CHO pDSVL-MKEPO, CHO pSVgH4EPO, CHO

pPDSVL -9B4EPO) .
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Kultiriniai skys€iai, gauti i§ auksciau minéty lasteliy
kamieny, tiriami radioimuniniu metodu, ieSkant besdziones ar
Zmogaus rekombinantinio EPQ., Terpé kamienams CHO pDSVL -MKEPO
turi EPO su tokiomis pat imuninémis savybeémis, kaip ir EPO,
gautas is$ lasteliy COS-1I, transfektuoty plazmide PDSVL-MKEPO. 65
valandy kultirinio skysCio pavyzdys turi bezdZzioneés EpPQ 0,6
v/ml.

Kultdriniai Skyséiai, gauti i§ CHO PSVQH4EPO ir CHoO pDSVL -
gH4EPO, turi rekombinantini Zmogaus EPO, kuris pasizymi tokiomis
pat imunologinémis savybemis, kaip ir EPO, gautas i3 lgsteliy
COS-1, transfektuoty plazmide PSVQH4EPO arba PDSVL-gH4EPO. 3
dieny kultirinio skysc¢io pavyzdys, gautas i§ CHO PSVQH4EPO, turi
2,99 v/ml Zmogaus EPO, o pavyzdys, islaikytas 5,5 dienas, gautas
i§ CHO PDSVL-gH4EPO, turi 18,2 V/ml Zmogaus EPO, kaip rodo
radioimuninés analizes rezultatai.

EPO  kokybe, gautg 1§ auk$déiau minéty, galima padidinti
sustiprinant genus, sukuriant naujus lagsteliy kamienus, kuriy
efektyvumas baty didesnis. Fermentas dihidrofoliatreduktaze
(DHFR), kuri yra DHFR geno koduojamas produktas, gali biti
inhibuota metotreksaty (MTX) . Lagstelés, kurios dauginasi
terpéje, kurioje nepakanka hipoksantino ir timidino,
inhibuojamos arba uzmu$amos metotreksatu. Tam tikrose sglygose
(pvz., esant minimaliai metotreksato koncentracijai) galima
gauti Igsteliy atsparumg ir ju galimybe augti metotreksate
(MTX) . Nustatyta, kad nurodytos lgstelés tampa atsparios MTX del
to, kad sustipréja eile jy DHFR geny, dél to padidéja fermento
produkcija. Gyvas lasteles, savo ruoztu, galima apdoroti
padidintomis metotreksato koncentracijomis, ko pasekoje lasteliy
kamienuose padidés DHFR geny kiekis. “Prabégantys genai” (pvz.
EPO) pernesami ekspresijos vektoriaus kartu su DHFR genu arba
transformuojami su juo, kaip daznai nustatoma, padidina savo
reprodukcijy skaiéiy.

Amplifikacinés sistemos praktines realizacijos pavyzdys yra
lasteliy CHO pDSVL -MKE kamienas, apdorotas metotreksatu didinant
jo koncentracijq (0O nM, 30 nM, 100 nMm) . Pavyzdziai, kultivuoti
65 valandas kiekviename amplifikacijos etape, radioimunines
analizés duomenimis turi eritropoetino, kurio kiekiai vyra
atitinkamai 0,60, 2,45 ir 6,10 V/ml. CHO pDSVL - QH4EPQ lgsteliy
kamienai apdorojami metotreksatu, didinant jo koncentracijq
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serijose: 30 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM, 1 mkM ir 5 mkM.
Pavyzdys, kuriame yra 3 dieny virdnuosédinis skystis ji
apdorojant 100 nM metotreksato (MTX) koncentracija
‘radioimuninio tyrimo duomenimis turi ?mogaus eritropoetino
3089+129 V/ml. PavyzdZiai, kuriuose buvo 48 valandy kultlrine
terpé, apdoroti metotreksatu, kurio koncentracija 100 nM ir 1
mkM  turi Zmogaus eritropoetino radioimuninés  analizes
duomenimis atitinkamai 466 ir 1352 V/ml (tai vidutiné reik3mé

gauta 3 kartus tiriant pavyzdZius). Pagal nurodyta metodikag 60

mm Petri lék$teleje, kurioje yra 5 ml terpés iSséjama po 1x10°8

lasteliy. Po 24 valandy terpé padalinama ir pakeiCiama nauja
terpe (5 ml), kurioje nera serumo DMEM su dideliu gliukozés
kiekiu i kurig papildomai pridedama 0,1 M ne pagrindiniy amino-
riagsé¢iy ir L-glutamino.. Eritropoetinas kaupiasi 48 valandas
terpéje, kurioje néra  serumo. Po to terpé tiriama
radioimuniniu metodu, o lastelés tripsinizuojamos ir po to
suskaiiuojamos. Vidutinés eritropoetino reik8més pavyzdziuose
tiriant radioimuniniu metodu yra apie 467 ir 1352 V/ml
lasteléms, iSaugintoms apdorojant 100 nM ir 1 mkM metotreksato
koncentracijomis. Faktinis eritropoetino kiekis Petri
lékSteléje buvo 2335 ir 6750 V. Vidutinis lasteliy kiekis

lek$teléje buvo atitinkamai 1.94%10% ir 3.12%10°.

Tokiu bddu, efektyvaus produkavimo greitis nurodytose

salygose turi reik3mes 1264 ir 2167 V/106 lasteliy per 48
valandas.

Anks&iau apra8ytos 1lasteliy kultdros yra genetiskai
jvairi produkcija. Tam, kad izoliuoti genetisSkai negyvus
klonus, kurie turi didziausias produkcijos galimybes,
naudojami standartiniai atrinkimo metodai. (ziur. A skyriy, 2
dalj "Points to Consider 1in Characterisation of Cell Lines
Used to Produce Biologics", liepos 1d. 1984 m., JAV
biopreparaty mokslinio patikrinimo skyrius, vaistiniy
preparaty ir biopreparaty centras, maisto produkty ir vaisty
valdyba).

Ankséiau apradytas CHO 1lasteliy linijy, produkuojancéiy
eritropoeting, produktyvumas gali biti padidintas naudojant
atitinkamas lasteliy kultivavimo metodikas. Zinduoliy lasteliy
dauginimuisi kulturinéje terpéje paprastai reikalingas
serumas. Eritropoetinc gavimo i§ CHO lasteliy terpéje, kurioje
néra serumo biudas palengvina eritropoetino rektifikacija i3
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kultlrinés terpes. Zemiau apradytu bidu galima gauti didelius
eritropoetino kiekius terpéje be serumo, kuriy pakanka
gamybai.

CHO pPDSVL-gH,EPO linijas lgsteles, i8augintos
standartinése lasteliy kultivavimo salygose, paseliui
naudojami flakonai su paséjama lasteline kultira. Nurodytos
lastelés dauginasi flakonuose kaip suspensiné lasteliné
linija, kurioje yra perséta lgsteliy kultira, terpéje, kuri
sudaryta 50:50 DHEM su dideliu gliukozés kiekiu ir Fi2Ham, i
kuri pridéta 5% karvés embriono serumo, L-glutamino:,
penicilino, streptomicino 0,05 mM nepagrindiniy aminorfig$ciy
ir atitinkamos koncentracijos metotreksato midinio.

Suspensijos pavidalo lgstelinése kultirose yra galimybé
greitai daugintis eritropoetinui, kuris gaunamas i§ CHO
lasteliy. CHO lastelés, kurios auginamos suspensijos pavidalu,

naudojamos lasteléms paséti i besisukandius indus. Pirminis

2 nurodyto

paselio tankis 1,5*107 gyvybingy 1lagsteliy 850 cm
indo, kuriame yra 200 ml terpés.

3 dienas nurodytos lastelés auginamos iki monosluoksnio
susidarymo, santykinai tankiai prisiSliejusiy lasteliy linijy.
Naudojama Sioje fazéje lgsteliy auginimo terpe yra analogiska
terpei, kuri naudojama lasteliy kultivavimui suspensijoje. 3
dieny lgsteliy augimo periodo pabaigoje terpg, kurioje yra
serumas, atskiria ir pakeidia jg i 100 ml terpe, kurioje neéra
serumo. Sioje terpéje yra 50:50 midinys DHEM su dideliu
gliukozés kiekiu ir F12Ham, i kuri papildomai prideta 0,05 mM
nepagrindiniy aminorug$¢iy ir L-glutaminas.. Besisukan&ius
indus su paruo$ta terpe patalpina 2-3 valandoms j inkubatoriy.
Po to terpé paSalinama ir pakeidiama i 100 ml naujos,
neturinCios serumo terpés. Po 1-3 valandy inkubacijos terpéje
be serumo sumazéja baltymy uzter$imo serumu koncentracija. Po
to besisukanCius indus vél patalpina 7 dienoms } inkubatoriy.
Tuo  periodu kultirinéje  terpéje be serumo  kaupiasi
eritropoetinas. Po to senoji terpé pa$alinama ir pakei&iama i
nauja, neturinfia serumo terpe, kuri yra reikalinga antram
produkavimo ciklui. Praktinis nurodytos sistemos realizavimo
pavyzdys, laikytas 7 dienas terpéje be serumo, radioimuninio
tyrimo  duomenimis  turéjo 3892-409 V/ml eritropoetino.
Atsizvelgiant i 1lasteliy tankio paskaidiavimus apie 0,9-

1,8*105 lasteliy cm2, kiekviename besisukaniame inde, kurio
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plotas 850 cm2 yra nuo 0,75 1iki 1,5*108 lasteliy. Tada
eritropoetino produkcijos greitis per 7 dienas 100 ml kulturos

yra ribose tarp 750 ir 1470 V/1O6 lasteliy per 48 valandas.

virénusediminiai skyséiai 1§ 1lastelinés 1linijos CHO
pDSVL -MKEPO, amplifikuoti metotreksate esant 10 nM
koncentracijai buvo tirti radioimuniniu metodu bandant
eritropoetino aktyvumg in vitro ir in vivo. IStirtas
radioimuniniu metodu pavyzdys, pagamintas koncentruotoje
terpéje turi 41,2%1,4 V/ml eritropoetino; 41,2+0,064 V/ml
nustatytas biologinis aktyvumas in vitro, o 42,55 V/ml
tiriant biologinji aktyvumg in vivo. Nustatant aminorugsciy
liekany polipeptidiniy produkty sekas, aptinkama
eritropoetininiy produkty, kuriy dominantinis tipas turi 3
liekanas "pirmaujan¢ios" sekos, kuri prijungiama prie numanomy
aminogrupiy, kurios baigiasi alaninu. Siuo metu neaisku ar tai
yra CHO lasteliy polipeptido branduolio neteisingo apdorojimo
rezultatas, ar tai Zmogaus ir beZdziones eritropoetiny
struktiros skirtumai aminogrupiy pabaigose.

Virdnusédimini skysti, paruo$ta i3 CHO lasteliy linijos
pDSVL-gHEPO tyré 3 bandymais. Radioimuninio tyrimo duomenimis
5,5 V/ml rekombinantinio Zmogaus eritropoetino tyrime in vitro
- 15,8+4,6 V/ml, tyrime in vivo 16,8%3,0 V/ml.

Paruodta 1% CHO 1lasteliy linijos pDSVL-gH,EPO ir
laipsniskai amplifikuojamg 100 nM metotreksatu tyre 3
bandymais. Radioimuninés analizes duomenimis 3 dieny pavyzdys
turi 3089+129 V/ml rekombinantinio Zmogaus eritropoetino;
tyrime in vitro - 2589£71,5 V/ml, o tyrime in vivo - 2040160
v/ml. Aminordg$diy seka demonstruoja atitikimg 4 lenteleje
pateiktiems duomenims.

Kondicionuota lasteline terpe, paruos$ta is CHO lasteliy
ir transfektuota plazmide pDSV-MKE 10 nM metotreksate,
sujungia ir metotreksata dializuoja keliy dieny bégyje, ko
pasékoje susidaro kultlra su eritropoetino aktyvumu mazdaug
221+5,1 V/ml (eritropoetinas - kondicionuota lasteliy terpeé)
(EPO-CCM). EPO-CCM poveikio paprastos daleles hematokritui
linijoje Balb/c jvertinimui atliktas toks eksperimentas.
Kondicionuota lasteline terpe, paruosta i§ netransfektuoty
CHO(CCM) lasteliy ir EPO-CCM reguliuoja naudojant standartini
buferini tirpala retikulocitams (PB). Kondicionuotg lasteling
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terpg panaudoja kontrolinei gyviny grupei (3 pelytés), o
eksperimentinéms grupéms (2 pelytés grupei) naudoja 2 EPO-CCM
dozavimo lygius: 4 wvienetai injekcijai ir 44 vienetai
injekcijai. 5 savaifiy kurso beégyje 7 pelytém po 3 kartus
savaiteje suleidziamos injekcijos i pilva. Buvo nustatyta, kad
kontrolinéje grupeéje po 8-tos injekcijos vidutiniai
hematokrito rodikliai buvo 50,5%, 4 vienetus EPO-CCM
gaunanCioje grupéje 55,1%, 0 44 vienetus -67,9%.

Gana grynus Zzinduoliy lasteliy ekspresijos produktus be

sunkumy galima i8skirti 1§ kultlrinés terpes naudojant
HPLC(C4) su etaloniniu gradientu, pageidautina esant pH7.

Atliktas iSankstinis méginimas nustatyti rekombinantiniy
glikoproteininiy produkty, gauty i% kondicionuotos COS-I
lasteliy ir eritropoetino (i$§ 2Zmogaus $lapimo) CHO geno
ekspresijos terpés, savybes, naudojant tiek Western blot
(nuspalvinimo), tiek ir SDS-PAGE analizes. Minéti tyrimai
parodé, jog eritropoetininé medziaga, gaminama CHO lasteliy,
turi $iek tiek didesne molekuline mase, nei COS-I lasteliy
ekspresijos produktai, kuriy savo ruoZtu, truputij didesné, nei
Zmogaus $lapimo ekstrakto. Tam tikru laipsniu visi produktai
yra heterogenisSki. Sialo rig$ties pa$alinimui panaudotas
fermentas - neiraminidazé sukelia tai, jog rekombinantiniai
lgsteliy COS-I ir CHO produktai turi mazdaug vienoda
molekuling mase, ir kurios (tiek viena, tiek ir kita) yra
didesnés nei Zmogaus $lapimo ekstrakto, turin&io azialo
grupes, molekuliné maseé. Apdorojimas fermentu -
endogliukozidaze (EC 3.2.1) CHO 1lasteliy rekombinantini
produkta bei Slapimo ekstrakto produkta (pilnam angliavandeniy
pasalinimui) jgalina gauti beveik homogeniskus produktus,
kuriy molekulinés masés beveik vienodos.

ISgryninta eritropoeting, gauta i$ Zmogaus $lapimo, bei
rekombinantini, gauta i$§ CHO lgsteliy, eritropoeting pagal $§i
iSradimg, analizuoja ie$kodami angliavandeninés sudéties pagal
metodika (Zedcen et al., Methods in Enzymology, t.83, p.139-
191(1982)), kuri modifikuota, panaudojant hidrolizés metods,
aprasSyta Nesser et al., Anal. Biochem., t.142, p.58-67(1984).
Eksperimentidkai nustatyti $lapimo izoliato angliavandeninés
sudeties rodikliai (iSreik$ti moliniais santykiais) yra &ie:
heksozé - 1.73, acetilgliukozaminas - 1, neizamininés ragsSties
acetilas - 0.93, fukozé - 0, acetilgalaktozaminas - 0.
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Atitinkami rekombinantiniy produkty (lagsteliy linijos CHO
pDVSL-gH ir EPO dariniy) rodikliai (po 3 dieny kultdrineje
terpéje, sustiprintoje 100 nM  metotreksatu) turi $ias
reik&mes: heksozé - 15.09, N-acetilgliukozaminas - 1,
neizamininés riag$ties acetilas - 0.998, fukozé - 0, N-
acetilgalaktozaminas - 0. Gauti rezultatai sutampa su ankséiau
minety analiziy (Western blot ir SDS-PAGE) rezultatais.

Glikoproteininiy produkty, gauty pagal $8i iSradima,
pirminé struktiriné konformacija pakankamu lygiu atkartoja
laisvai sutinkamo eritropoetino konformacija, kad igyty vieng
ar daugiau jo biologiniy savybiuy, tadiau jy angliavandeniy
kiekybiné sudétis skirtinga.

11 PAVYZDYS

Sillomas pavyzdys apima visa eritropoetiny gavimo cikla,
montuojant nukleotidines dviejy struktiriniy geny, koduojanciy
mogaus eritropoetino sekg bazes, pateikty 6 lenteléje 1ir
turingiy pozymiy ekspresijos kodonus E.Coli ir mielinese
lastelése (S.Cerevisial) .

Siame pavyzdyje papildomai aprasyta geny, koduojanéiy
eritropetino analogus, konstrukcija. Trumpiau kalbant, naudoti
protokolai pateikti anksCiau minetame apraSyme Alton et al.
(WO 83/04053). Minéti genai sukonstruoti pirminiam sudétingo
diploido oligonukleotidy dedamyjy montavimui, kurie savo
ruoztu sumontuoti trijose diskretidkose sekcijose (blokuose).
die blokai sumontuoti amplifikacijai, o paSalinant 1i$
amplifikacijos sistemos gali bdti sumontuoti nuosekliai arba
per sudétingos struktlros fragmenta- ligatira 3 tinkamg
ekspresijos vektoriy.

8-14 lentelése parodyta schema ir konstravimas geno,
koduojanéio eritropoetino transliacijos produkta, kuriame néra
jokios prie$ tai einan¢ios sekos ar sekos-lyderio, taciau yra
pradinis metionino likutis padétyje - 1. Dar daugiau, jivestas
i pagrindine 1lastelés E.Coli dali genas teikia pirmenybe
kodonams, o minéta konstrukcija vadinama "ECEPO" genu.
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1 dalies ECEPO oligonukleotidai

1. AATTCTAGAAACCATGAGGGTAATAARARATA

2. CCATTATTTTATTACCCTCATGGTTTCTAG
3. ATGGCTCCGCCGCGTCTGATCTGCGAC
4. CTCGAGTCGCAGATCAGACGCGGCGGAG
5. TCGAGAGTTCTGGAACGTTACCTGCTG
6. C1TCCAGCAGGTAACGTTCCAGAACT
7. GAAGCTAAAGAAGCTGARAACATC

8. " GTGGTGATGTTTTCAGCTTCTTTAG

9. ACCACTGGTTGTGCTGARCACTGTTC
10. CAAAGAACAGTGTTCAGCACAACCA
11.  TTTGAACGARAACATTACGGTACCG
12. GATCCGGTACCGTAATGTTTTCGTT

9 LENTELE

 ECERO 1 dalis

xbal
RI . 3
TCTAG AAFCGATGAG GGTAATAAAA TARTGGCTCC GCCGCGTCTG
GATC TTTIGGTACTC CCATTATTTT ATTAC 3AGG CGGCGCAGAC
2 4

— —

E

—

co
AAT

5
ATCTGCGAC CGAGAGTTCT GGAACGTTAC CTGCTGEGAAG CTRRAGAAGC
TAGACGCTGA GCIC|TCAAGA CCTTGCAATG GACGACCTTQ GATTTCTTCG
6 .

7 A il
TGAAARACATC RCCACTGGTT GTGCTGAACA CTGTTCITTTG AACGARAARACA
ACTTTTGTAG TGGTGRCCAA CACGACTTGT GACAAGAAAC| TTGCTTTTIGT

8 | 10

Kpnl BamHI
TTACGGTACC G

RATGCCATGG CCTAG
12
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o dalies ECEFO oligonukleotidai

AATTCGGTACCAGACACCAAGGT
GTTAACCTTGGTGTCTGGTACCG
TAACTTCTACGCTTGGRRACGTAT
TTCCATACGTTTCCAAGCGTAGAA
GGAAGTTGGTCAACAAGCAGTTGAAGT
CCAAACTTCAACTGCTTGTTGACCAAC

TTGGCAGGGTCTGGCACTGCTGAGCG

GCCTCGCTCAGCAGTGECAGACCCTE

AGGCTGTACTG&GTGGCCAGGC&
ccAGchcrccccncscncTac%
CTGCTGGTARACTCCTCTCAGCCGT
TTCCCACGGCTGAGAGGAGTTTACCA
GGGAACCGCTGCAGCTGCATGTfGAC
GCTTTGTCAACATGCAGCTGCAGCGC
AAAGCAGTATCTGGCCTGAGATCTG

GATCCQGATCTCAGGCCAGATACT
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16.
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12 IENTELE

ECEPO 3 delis

GATCCAGATCTCTGACTACTCTGC
ACGCAGCAGAGTAGTCAGAGATtTG
TGCGTGCICTGGGTGCACAGAAAGAGC
GATAGCCTCTTTCTGTGCACCCAGAGL
CTATCTCTCCGCCGGATCCTGCATCT
CAGCAGATGCAGCATCCGGCGGAGA
GCfGCACCGCTGCGTACCATCACIG
AICAGCAGTGATGGTACGCAGCGGTG
CTGATACCTTCCGCARACTGTTTCG
RTACACGAAACAGTTTGCGGAAGGT
TGTATACTCTAACTFTCCTGCGTGGTA
CAGTTTACCACGCAGGAAGTTAGAGT
AACTGAAACTGTATACTGGCGAAGC
GGCATGCTTCGCCAGTATACAGTTT
ATGCCGTACTGGTGACCGCTAAfRG

TCGACTATTAGCGGTCACCAGTAC

LT 4012 B
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13 LENTELE

ECEPO 3 dalis

EamHI Baglll

GA TCCAGATCTCTG
GTCTAGAGAC

1 3 5
ACTACTCTGC [TGCGTGCTCT GGGTGCACAG AARAGAGGLTA TcTcTecGee
TGATGAGACG ACGCALCGAGA CCCACGTGTC TTTCTCCGART AGRAGAGGCGG

2 4

7 | s
GGATGCTGCA TCTECTGCAC CGCTGCGTAC CATCACTGET GATACCTTCC
CCTACGACGT AGAEGACHTG GCGACGCATG GTAGTGACGA CTATGGAAGE
6 | 8

11 12

GCAAACTGTT TCGIFGTATAC TCTAACTTICC TGCGTGGTAR ACTGARACTG

CGTTTGACAA AGCACATAITG AGATTIGAAGG ACGCACCATT T1GA(TTTGAC
10 12

15 - Sell
TATACTGGCG AAGCRTGCCG TAETGGTGAC»CGCTAATAG
RTATGACCGC TTICGIACGQRC ATGACCACTG GCGATTATC AGCT
la 16
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14 LENTELE

1o

15

25

Xbal
cTAG

ATCTGCGACT
TAGACGCTGA

TGARAACATC
ACTTTTGTARG

TTACGGTACC
ARTGCCATGG

GTTGGTCARAC
CAACCAGTTG

GGCTGTACTG
CCGARCATGAC

EACCGCTGCA
TTGGCGACGT

ACTACTCIGC
TGATGAGRCG

GGATGCTGCA
CCTARCGACGT

GCAAACTGTT
CGTTTGACAR

TATACTGGCG
ATATGACCGC

AAACCATGAG
TTTGGTACTC

CGAGAGTTCT
GCTCTCAAGA

ACCACTGGTT
TGGTGACCAA

AGACACOAAG
1cTGTedTTC

AAGCAGT|TGA
TTCGTCAACT

CGTGGCCAGG
GCACCGGTCC

GCTGCATGTT
CGACGTACAA

TGCGTGCTCT
ACGCACGAGA

TCTGCTGCAC
AGACGACGTG

TCGTGTATAC
AGCACATATG

. RAGCATGCCG

TTCGTACGGC

ECEPO Genas

GGTAATAAAA
CCATTATTTT

GGAACGTTAC
CCTTGCAATG

GTGCTGAACA
CACGACTTGT

GTTAACTTICT
CAATTGAAGA

AGTTTGGCAG
TCAAACCGTC

CACTGCTGGT

QTGACGACCA

GACARAGCAG
CTIGTTTCGIC

GGGTGCACAS
CCCACGTGTC

CGCTGCGTAC

GCGACGCATG

TCTRACTTCC
AGATTGAAGG

TACTGGTGAC
ATGACCACTG

-1 1
MetAls
TAATGGCTCC
ATTACCGAGG

CTGCTGGAAG
GACGACCTTC

CIGTTCTTIG
GACAAGAAARC

ACGCTTGGAA
TGCGAACCTT

GGTCTGGCAC
CCAGACCGTG

AAACTCCTICT
TTTGAGGAGA

TATCTGGCCT
ATAGACCGGA

RAAGAGGCTA
TTTCTCCGAT

CATCACTGCT
GTAGTGACGA

TGCGTGGTAA
ACGCACCATT

GCCGCGTCTG
CGGCGCAGAC

CTAAAGARAGC
GATTTCTTCG

BACGAAAACK
TTIGCTITTGT

ARCGTATGGAA
TGCATACCTT

TGCTGAGCGA
ACGACTCGCT

CAGCCGTGGG
GTCGGCACCC

GAGATCTCTG
CTCTAGAGAC

TCTCTCCGCC
AGAGAGGCHG

GATACCTTCC
CTATGGAAGE

ACTGAAARCTG
TGACTTTGAC

Sall
CGC.TAATAG

GCGATTATCA

GCT
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Tiksliau 8 lenteleé iliustruoja oligonukleotidy
panaudojimg ECEPO geno galinés liekanos I-mos dalies,
koduojancios galines zmogaus polipeptido liekanas,
generavimui. Oligonukleotidai ' sujungiami po du (1 ir 2, 3
ir 4 ir t.t.), kuriuos veéliau susiuva tam, kad gauty I ECEPO
dali, kaip 9 lenteléje. Reikia pazyméti, kad surinkta dalis
turi EcoRI ir BamIII lipnieji gallGniy galai, be to pagal
lipnaus galo EcoRI ‘"srove' nukreipta ribojancio fermento Xbal
atpazinimo sritis, o prie§ lipnaus galo Bamll “srove"
nukreipta Kpnl atpazinimo sritis.

I dali galima lengvai amplikuoti, naudojant fago MI3
faga, naudojamg dalies eiliSkumui patikrinti. Kai kuriy
sunkumy netikeétai kyla iSskiriant dali fragmento XbaIKpnl i3
DNRPF, generuojamo E.Coli, tikriausiai, del atpazinimo srities
Kpnl baziy metilinimo $eimininko =zonoje. Todel DNR faga
izoliuoja ir atgamina dvispiralinéje formoje in vitro pradmens
prailginimo bldu ir po to izoliuoja reikiama dvispiralini
fragmentgq.

2 ir 3-&ia ECEPO geno dalys (9 ir 13 lentelés) sukuriamos
tokiu pat badu i% oligonukleotidy atitinkamai 10 ir 12
lentelése. Kiekviena dalji amplifikuoja MI3 vektoriuje, kuris
naudojamas sekos patikrinimui ir i8skiria i§ DNR fago. Kaip
aidku i% 11 lenteles, 2-ra ECEPO dalis sudaroma su lipniais
galais BamIII ir Sall ir gali biti iSskirta is DNR PF kaip
BglII/Sall fragmentas. Tokiu biddu gautas tris dalis galima
lengvai surinkti i DNR pirmine seka (14 lentele), koduojancCig
pilna Zmogaus EPO polipeptida su metionino galunes kodonu
(ATG) inicijuoti transliacinei E.Colil pradziai. Reikia
pazyméti, kad prie$ pirminés ATG "srove' nukreipta eile azoto
baziy, pakankamai duplikuojanéiy fragmento seka suri$ancios
ribosomos stipriai iSreik$to OMP-f geno E.Coli.

ECEPO perne$imui galima panaudoti bet koki tinkama
ekspresijos  vektoriy. Specifinis vektorius ECEPO geno
ekspresijai kaip jautri temperatirai plazmide pCFM536 yra
plazmidés pCFM414 [A.T.C.C. 40076] - kaip apraSyta tuo paciu
laiku perziirimoje paraiskoje JAV patentui 636727, pateiktoje
1984m. rugpjucio 6d.

Konkrediau - pCFM536 skaido su Xbal ir HindIII; didelji
fragmenta izoliuoja ir naudoja dvipusiam susiuvimui su genu
ECEPO. Dalis I/XbAI/Kpnl/, 2/Kpnl/Bgl/ ir 3/BglII/Sall/
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preliminariai surenka teisinga tvarka i MI3 1ir EPO geng
igskiria 1% ten kaip atskira fragmenta Xbal/HindIII. I §i
fragmenta ijungié dali polisuri$anc¢ios grandies 1§ MI3 Mp9-
fago, sutraukianéio jame fragmentus Sall ir  HindIII.

Ekspresijos kontrolé gautoje ekspresijos plazmideje, pS536,
vykdo pagalba promotoriaus liambda PL, kuris pats gali

kontroliuotis represeriniu genu C1857 (tokiu, kaip tas, kuris
gautas KI2 Htrp grandinés E.Coli).

Pagamintas ECEPO genas gali bdti modifikuotas jvairiais
metodais eritropoetino analogy, tokiy, kaip auk3&iau aprasyti,

[ASnz,des-Pro2 pagal ILeG]hEPO ir [His7]hEPO kodavimui.
A. [ASnz,des~Pro2 pagal ILeG]hEPO

Plazmidé 536, ned$anti pagaminta ECEPO gena, lentelé XIV,
kaip intarpa Xbal i HindIII skaido su HindIII ir Xhol.
Pastarojo endonukleazé perpjauna ECEPO geng universaliame
atpazinimo fragmente, turinéiame 6 poras azoto baziuy,
sutraukdama paskutine kodono baze, koduojancCig Asp3, su antra

kodono baze Arg10. Statoma ‘"suri$anéios grandies" seka
Xbal/Xhol, turinti tokig seka:

+1 2 7 8

Xbal Me Ala Asn. Cys Asp
5'-CTAG ATG GCT AAT TGC GAC-3 Xhol
8' -TAC CGA TTA ACG CTG AGCT-5

Suri$an¢ia grandi Xbal/Xhol ir geno ECEPO fragmenta
Xhol/HindIII jistato i dideli fragmenta, gauta skaidant Xbal ir
HindIII plazmidés pCFM526 - plazmidés pCFM414 (A.T.C.C. 40076)
darinio - kaip apradyta tuo padiu metu perzilrimoje paraiskoje
JAV patentui Nr.636727, pateiktai 1984m. rugpjiCio 6d. Charles

P.Morris, generavimui  plazmidés, neSantios DNR  seka,

1

koduojan¢ia E.Coli ekspresijg, Met ' norimo analogo formos.
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B. [His]hEPO

Plazmide 536 skaido su HindIII ir Xbal, kaip A dalyje.
Surisanti grandis Xbal/Xhal pagaminta tokia seka:

Xbal +1 2 3 4 5 6 7 8 9
Xhol

Me Ala Pro Pro Arg Leu Ala His Asp
5'-CTAG ATG GCT CCG CCA CGT CTG ATC CAT GAC-3
8' TAC CGA GCC GGT GCA GAC AG GTA CGT
AGCT-5

Suri$anfig grandi ir ECEPO sekos fragmentg Xhol/HindIII
po to jterpia i pCFM plazmide ne3an¢ios DNR generacijai,
koduojan¢iai ekspresija E.Coli formos Me’c'1
analogo _

Ekspresija geno - ("SCEPO"), turin¢io savyje mieliy
dominantinius kodonus, vyksta, kaip aprasyta lentelese XV-XXI.
Taip pat kaip ir geno ECEPO atveju, pilna struktura turi
trijy rinkiniy oligonukleotidy dariniy (lenteles 15, 17 1ir
19), kurie sudaro dupleksus ir susirinko i sekcijas (lenteles
16, 18 ir 20). Reikia pazyméti, kad sintezé 1S dalies
palengvinama, panaudojant kai kuriuos suboptimalius kodonus
abejose EPO ir ECEPO struktiirose, t.y. oligonukleotidai 7-12 I
sekcijos abiems genams buvo identiskos, taip pat, kaip buvo
identidki 1-6 2 sekcijos oligonukleotidai kiekviename gene.

pageidaujamo
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15 LENTELE
1 delies SCEPO oligonukleotidai
. AATTCAAGCTTGGATARRAGAGCT
2. GTGGAGCTCTTTTATCCAAGCTTG
3, CCACCAAGATTGATCTGTGACTC
4. TCTCGAGTCACAGATCAATCTTG
5, GAGAGTTTTGGAAAGATACTTGTIG
6. CTTCCAACRAGTATCTTTCCARAAC
7. GAAGCTAARGAAGCTGARRACATC
8. GTGGTGATGTTTTCAGCTTCTTTAG
9. ACCACTGGTTGTGCTGAACACTGTTC
10.° CARAGAACAGTGT TCAGCACAACCA
11. TTTGAACGAAAACATTACGGTACCG
12. GATCCGGTACCGTAATGTTTICGTT
16 LENTELE
SCEPO 1. dalis
EcoRl HindIID 1
TATTCA AGCTIGGATA
GT TCGAACCTAT
2
2 .
AARGAGCTEC ACCAAGATTG ATCTGTGACT C AGAGTTTT
T11CTCCAGE TCGTTCTAAC TAGACACTGA GCTCILARARA
4
-] 7 .
GGAARGATAC TTGTTGGARG CTAARGAAGC TGARAACATC RCCACTGGTT
CCTITCTATG AACAACCTIC| GATTTCTICG ACTTTTGTAG TGGTGACCAA
6 8
11 Kgnl BamHI

9
GTGCTCARCA CTGTTChTTG-AACGQAAQCA TTACGGTACC G
CACGACTTGT GACAAGAAAC\TTGCTTT1GT ARTGCCATGG CCTAG
12
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11.

12.

la.
15.

16.
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17 LENTELE

2 dalies SCEPO oligonukleotidal

AATTCGGTACCAGACACCAAGGT

GTTAACCTTGGTGTCTGGTACCG
TAACTTCTACGCTTGGAAACGTAT
TTCCATACGTTTCCAACCGTAGAA
GGAAGTTGGTCAACAAGCAGTTGAAGT
CCARACTTCAACTGCTTGTTGACCAAC

TTGGCAAGGTTTGGCCTTGTTATCTG

.GCTTCAGATAACAAGGCCAAACCTTG

AAGCTGTTTTGAGAGGTCARAGCCT
AACAACGCTTGACCTCTCAAAACA
TGTTGGTTAACTCTTCTCAACCATGGG
TGGTTCCCATGGTIGAGAAGAGTTAACC
AACCATTGCAATTGCACGTCGAT
CTTTATCGACGTGCAARTTGCARA

RARGCCGTCTCTGGTTTGARGATCTG

" GA:CCAGATCTCAARACCAGAGACGG
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EcoRl

O
O

18 LENTELE

SCEPC 2 dalis

1 :
K ATTCGGTACC AGACACCAAG
GCCATGG TCTGTGGTTC

3

GTIAACTICT
CARTTGRAGA
AGTIFTGGCAA
TCARACCHGTT
ccThGTTGGT
GGARCANCCA
GATERAGCCG
CTATTICHGC

2

ACGCTTGGARA
TGCGARACCTT
4

;

GGTTTGGCCT

CCAARACCGGA
8

11

TAACTCTTCT

ATTGAGAAGA
12

15 _
TCTCTGGTTT
AGAGACCAAR

5

ACGTATEGAA GTTGGTCAAC
1GCATAECTT CAACCAGTTG

: 9
TGTTATCTGR AGCTGTTTIG
ACAATAGACT TCGRCARAAC

13
CAACCATGGG RACCATTGCA
GTTGGTACCC TIGGTRACGT

. Bolll

BamHI
GAGATCTG
CTCTAGACCTA G

LT 4012 B

AAGCTGTTGA
TTCGACAACT
6

AGAGGTCRAG
TCTCCAGTTC
10

ATTGCACGTC
TARCGTGCAG
14
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11.
12.
13.
la,
15.
16.
17.

18.

20.
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19 LENTELE

3 delies SCEPO oligonukleotidai

,GATCCAGATCTTTGACTACTTTGTT

TCTCAACAARAGTAGTCAAAGATCTG
GAGAGCTTTGGGTGCTCAAAAGGAAG
ATGGCTTCCTTTTGAGCACCCAAAGE
CCATTTCCCCACCAGACGCTGCTT
GCAGAAGCAGCGTCTGGTGGGGAA
CTGCCGCTCCATTGAGAACCATC

CAGTGATGGTTCTCAATGGAGCG

ACTGCTGATACCTTCAGAAAGTT

GAATAACTTTCTGAAGGTATCAG
ATTCAGAGTTTACTCCAACTTCT
CTCAAGAAGT TGGAGTAAACTCT
TGAGAGGTAAATTGAAGT TGTACAC
ACCGGTGTACAACTTCAATTTACCT
CGGTGAAGCCTGTAGAACTGGT
CTGTCACCAGTTCTACAGGCTTC
GACAGATAAGCCCGACTGATAR
GTTGTTATCAGTCGGGCTTAT
CAACAGTGTAGATGTAACAAAG

TCGACTTTGTTACATCTACACT

LT 4012 B
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SCEPO 3 dalis

BamHl Bglll 1 -
GATC' CAGATCTTTG ACTACTTTGT T AGAGCTTT
GTCTAGAAAC TGATGAARACA AL GAAA

2

3 5
GGGTGCTCAA AAGGAARG CA TTTCCCCACC AGACGCTGCT TCTGCCGCTC
CCCACGAGTT TTCCTTCGGT PRAGGGGTGG TCTGCGACGA AGACGGCGAG
4 6 .

— —

7 9 , 11
CRTTGAGKAC CATCRCTGCT GATACCTTCA GAAAGTTRIT CAGAGTTTAC
GTAACTCTTG GTAGTGAC[GA CTATGGAAGT CTTTCARTAA GFCTCAARTG
8 10 12
13 15
TCCAACTICT UGRGAGGTAA ATTGAAGTTG TACACpGGTG AAGCCTGTAG

AGGTTGAAGA ACT TCCATT TAACTTCARC ATGTGGCCA- TTCGGACATC
: 14 ' 16

17 - 19
RACTGGTEAC AGATAAGCCC GRCTGATAA" AACAGTGTAG
TIGACCALTG TEFATTCGGG CTGACTATTG TTGTCACATC
. 18 .. '
Sall
ATGTRRACARAA G
TRCATICGTTT CAGCT
20

20 LENTELE LT 4012 B
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HindlIl
AGCTTGGATA
ACCTAT/

GGAAAGATAC
CCTTTCTATG

GTGCTGAACA
CACGACTIGT

GTTAACTTCT
CARTTGAAGA

AGTTTGGCAA
TCARACCGTT

CCTTIGTTGGT
GGAACAACCA

GATRARAGCCG
CTATTTCCGC

GGGTGCTCAR
CCCACGAGTT

CATTGAGAAC
GTARCTCTTG

TCCAACTTCT
AGGTTGAAGA

RACTGGTGAC
TTGACCACTG

ATGTAACRAA
TACATTGTTT

-1 +1
ArgRle

AARAGAGCTCC

TTTCTCGAGG

TTGTTGGAAG
AACAACCTTC

CTGTTCTITG
GACARAGAAAC

PCGCTTGGAR
TGCGAACCTT

GGTITTGGCCT
CCAAACCGGA

TAACTCTTCT

ATTGAGAAGA

TCTCTGGTTT
AGAGACCARA

AAGGAAGCCA
TTCCTTCGGT

CATCACTGCT

GTAGTGACGA

TGAGAGGTARA
ACTCTCCATT

AGATAAGCCC
TCTATTCGGG

Sall
G
CAGCT

LT 4012 B

21 LENTELE

SCEPQO genas

ACCAARGATTG
TGGTTCTAAC

CTAARAGARAGC
GATTTICTTCG

AACGAAAACA,
TTGCTTTTGT

ACGTATGGAA
TGCATACCTT

TGTTATCTGA
ACAATAGACT

CAACCATGGG
GTTGGTACCC

GAGATCTTIG
CTCTAGARAC

TTTCCCCACE
AAAGGGGTGG

GATACCTTCA
CTATGGARAGT

ATTGAAGTTG
TAACTTCAAC’

GACTGATAAC
CTGACTATITG

ATCTGTGACT
TAGACACTGA

TGAARACATC
ACTTTTGTAG

TTACGGTACC
ARTGCCATGG

GTTGGTCAAC
CAACCAGFTG

AGCTGTTTIG
TCGACARAAC

AACCATTGCR
TTGGTAACGT

ACTACTTTGT
TGATGARAACA

AGACGCTGCT
TCTGCGACGA

GARAGTTATT
CTTTCAATAA

TACACCGGTG
ATGTGGCCAC

AACAGTGTAG
TTGTCACATC

CGAGAGTTTT
GCTCTCARAA

ACCACTGGTI
TGGTGACCAA

AGACACCARG
TCTGTGGTIC

AAGCTGTTGA
TTCGACHRACT

AGRGGTCARG
TCTCCAGTTC

ATTGCACGTC

TAACGTGCAG

TGAGAGCTTT
ACTCTCGAAA

TCTGCCGCTC
ARGACGGCGAG

CAGAGTTTAC
GTCTCRAATG

AAGCCTGTAG
TTCGGACATC
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Surinktos sekcijos SCEPO eina i MI3 ir 1, 2 ir 3 sekcijos
i8siskiria i$§ fago HindIII/KpnI/BglII ir BglII/Sall.

Pirmenybine  dabar ekspresijos sistema geno  SCEPO
‘produktams yra ekspresijos sistema S.Cerevisial dJ&-faktoriaus
pagrindu, kaip aprasyta tuo pat metu esanCioje perziliroje
paraiskoje JAV patentui Nr.487753, pristatytoje 1983m.
balandzio 22d. Crant A.Bitter, atspausdintoje 1984m. spalio
31d. kaip paraiska Europos patentui 0123294. Trumpiau tariant,
sistema turi savyje konstrukcija, kur DNR, koduojanti mieliy
-faktoriaus geno vedanciaja seka, iSsidésto i§ karto 5
iSreiSkiamo ekzogeninio geno koduojanéios srities atzvilgiu.
To pasékoje transliuojamas geny produktas turi vedan¢ia arba
signaline seka, kuri "apdorojama" mieliy endogeniniu fragmentu
likusios produkto dalies sekrecijos kryptimi. Kadangi
konstrukcija duoda galimybe panaudoti kodong inicijuojanti dA-
faktoriaus (ATG) transliacijg, nereikeéjo sukurti toki kodona
SCEPO geno padétyje -1. Kaip galima padaryti iSvadag i$
lenteles 21, alaninas (+1), koduojantis seka, stovi po
suriSanf¢ios grandies sekos, kas leidzia atlikti betarpiska
intarpa i plazmide, turincéig DNR pirmiems 80-Ciai likuliy o -
faktoriaus pradinés sekos, sekan¢ios po & -faktoriaus
promotoriaus. Specifine dominuojanti struktlGra CEPO geno
ekspresijai turi Kketurpusi susiuvima, iskaitant auk$c¢iau
nurodyta sekcijos CEPO fragmenta ir didelji skaidymo fragmenta
HindIII/Sall plazmidés p C3. I8 gaunamos plazmidinés p
C3/SCEPO iSskiria d.-faktoriaus promotorine ir lyderine sekas,
o taip pat SCEPO gena, kaitinant su BamIII ir susiuva skaidymo
budu gautg plazmidine pYE BamHI, susidarant plazmidinei
pYE/SCEPO ekspresijai.

12 PAVYZDYS

Sis pavyzdys priklauso ekspresijai rekombinantiniy
produkty, pagaminty ECEPO ir SCEPO - geny, 11 pavyzdzio
ekspresijos sistemos ribose.

Naudojant ekspresijos sistemg, apskai¢iuoja panaudojimui
S8eimininko E.Coli 1lagstelése. 11 pavyzdzio plazmg p536
transformuoja lastelese E.Coli AM7, ankséiau transformuotas su
tinkama plazmide pMWI, priémusia i save gena Cig57- Lasteliy
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kultiras buljone (50 mkg/ml ampicilino, 5 mkg/ml kanamicino,
geriau su 10 mM MgSO;) laiko 28 °C temperaturoje ir lgsteliy

augimo periode kultiroje iki 0.Decoc = 0,1, EPO ekspresija
indukuoja, pakeliant temperatira iki 42 °C. Lastelés auga
apytikriai iki 40 0.D., sudarydamos salygas EPO gavimui

(ivertinta geliu) apie 5 mg/0D 1.

Lasteles surenka, lizuoja, susmulkina prancuzisku presu
(10000 psi) ir apdoroja lizicinu ir detergentu NP-40.
Centrifuguojant (24000g) gautas nuosédas iStirpina guanidino Hcl
ir toliau vykdo vienkartini valymg su Cs; (Vydac) atvirks¢iy
faziy HPLC (EtOH, 0-80 %, 50 mM NHsAc, pH 4,5). Baltymy baziy
sekos nustatymas parodo, kad produktas Svaresnis nei 95 %, o
gauti produktai turi du skirtingus NH;-galus, A-P-P-R..... ir P-
P-R...., esant kiekybiniam santykiui 3:1. Sis pastarasis hEPO ir
[de-ala]hEPO produkty stebéjimas reisSkia, kad amino galy
“apdorojimas” $eimininko lastelése tarnauja paSalinimui galinio
metionino, 0 kai kuriais atvejais, pradinio alanino.
Radioimuniniais tyrimais nustatytas izoliaty aktyvumas yra
150000-160000 V/mg 1lygyje; in vitro nustatytas aktyvumas yra
30000-62000 V/mg; ir in vitro nustatytas aktyvumas kinta 120-720
V/mg ribose (sulyginta su Zmogaus $lapimo izoliato standartu,
lygiu 70000 V/mg kiekvienam bandymui). Kreivé dozé-efektas
rekombinantiniam produktui, atliekant bandymg in vitro, Zzymiai
skiriasi nuo Zmogaus S$lapimo EPO standarto kreivés.

EPO-analogo plazmidés, padarytos 11 pavyzdzio A ir B
dalyse, kiekviena transformuojama i pMWI-transformuotos lgstelés
E.coli AM7 ir 1lastelés kultivuojamos, kaip aprasSyta aukS$c¢iau.
ISvalytus izoliatus tiria kaip RIA, taip ir in vitro. ReikSmés,
gautos tiriant RIA ir in vitro [Asn?, de-Pro pagal Ile®]hEPO
produkty ekspresijai sudaro atitinkamai apytikriai 11000 V/mg ir
6000 V/mg baltymo, tuo tarpu [His’]hEPO analizés reik$més sudaro
41000 V/mg baltymo. Tai reiSkia, kad analogy produktai yra
“aktyvus” 1/4 - 1/10 taip pat kaip “gimdytojo” ekspresijos
produkty tyrimuose.

Ekspresijos sistemoje, skirtoje panaudoti  Seimininko
S.Cerevisial lgstelése, pYE/SCEPO plazmide transformuoja i du
skirtingus kamienus, YSDP4 (oapep4-3trpI genotipas)/ ir PK81
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genotipas wdvpep4-3trpl). Transformuoti Seimininkai YSDP4
auginami terpéje SD (mieliy genetikos metodai, Cold Spring
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. 62 psl.(1983)
'vykdomoje casamino ragStimis 0,5%, pHs6,5, 30° ¢ temperaturoje.
Terpes, surinktos, kai lastelés iSauga iki 36 0.D. turi
produkty EPO mazdaug 244 V/ml/97 mkg/ODl 1lygyje, kas
iSaiskinama naudojant RIA). Transformuotos lastelés RK8I,
isaugintos iki 6,5 0.D. arba 60 0.D., sudaro terpes su EPQ
koncentracija apie 80-90 V/ml/34 mkg/0.Dl, kas i$aidkinta
RIA/. Preliminariniai tyrimai nustato Zymy heterogeniskumg
produktuose, gautuose naudojant ekspresijos sistemas, kas,
tikriausiai, nulemta pakitimais ekspresuoty baltymy
glikozidinime, o taip pat palyginus auk3ta prijungto
angliavandenio koncentracija.

Plazmidés PdC3 ir pYE lastelése E.Coli HBIOI buvo
pateiktos registracijai pagal JAV Patenty reikaly Zinybos
taisykles nuo 27 bugséjo 1984m. Amerikos tipiniy kultdry
kolekcijos, 12301 Parklown Drive, Rockville, Maryland
depozitinis numeris A.T.C.C. 39881 ir A.T.C.C.39882
atitinkamai. Plazmidés pCFM526 lastelése MIO3  ir pMWI
lastelése MIO3 buvo uzZregistruotos pana$iu bldu 21 lapkricio
1984m., kaip A.T.C.C. 33932, 33934 ir 33933 atitinkamai.
Kamienai YSPDA ir RK8I Saecharomyces  Cerevisial buvo
uzregistruoti 21 lapkrigio 1984m., kaip A.T.C.C. 20734 ir
20733 atitinkamai.

IS auk$Ciau pateikty iliustraciniy pavyzdziy turety bdti
aisku, kad $is iSradimas daugeliu aspekty sillo ypad vertingus
produktus ir bldus.

Sidlomi polipeptidai yra ai$kiai naudinga medZiaga ar tai
baty mikrobiniu ar sintetiniu bldu gauti produktai, kuriy
pirminé, antriné ir tretiné konformacijos tapo pirmg kartg
Zinoma $io i$radimo déka.

Kaip anksCiau buvo pasyméta, rekombinantidkai gaminami ir
Ssintetiniai iSradimo produktai skiria nevienodu laipsniu i§
naturaliy Saltiniy EPO izoliaty aktyvumg in vitro ir todél
projektuojami tam, kad tikty kaip EPO izoliaty pakaitalai
kultirineése terpése, naudojamose eritropoetino lasteliy
auginimui  kultlUroje. Taip pat, kadangi Sio  iSradimo
polipeptidiniai produktai skiria natiraliy EPO izoliaty
aktyvuma in vivo jie gali bdti tinkami eritropoetiny terapijos
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metodikoje, naudojamoje Zinduoliams, jskaitant Zmogy, gavimui bet
kurio ar visy efekty, bddingy EPO in_ vivo, pavyzdziui,
retikulocifq atsakymo stimuliavimui, ferokinetiniy efekty
igvystymui (tokiy, kaip geleZies apykaita plazmoje ir perejimo i
smegeny medziagg laiko efektas), eritrocity mases mainy,
hemoglobino C sintezés stimuliavimas (zZidr. Eschlach et al.,
Supra) ir, kaip pazyméta 10 pavyzdyje, hematokrito lygio
padidinimas Zinduoliuose. I grupe Zmoniy, gaunanciy sidlomus
produktus, ieina pacientai, kaip taisyklé tie, kuriems reikalingas
kraujo perpylimas, iskaitant traumy aukas, chirurginius ligonius,
inksty ligoniai, iskaitant dializuojamus 1ligonius, pacientus su
kraujo sudéties ypatybe, i$8aukian¢ia sutrikimus, tokius kaip
hemofilija, fiziologiné anemiazé ir panasios. Kraujo perpylimo
bUtinumo minimizacija terapijoje eritropoetino terapijos
panaudojimo déka, galima laukti, sumazins infekcines 1igos
sukéléjo perneSimg. Rekombinantiniu bidu gauti sillomi produktai,
reikia manyti, neturi pirogeny, natdraliy slopinanCiy produkty, ir
todél be abejonés turi uztikinti padidintg bendra efekta terapijos
metoduose, palyginus su gamtiniais produktais. Eritropoetiny
terapija, naudojant siGlomus produktus, turety biti naudinga,
pakeliant individualy deguonies pralaidumo sugebejima, palyginus
su hipoksinémis iSorinés aplinkos salygomis ir, gal but,
uztikrinant palankius $irdies kraujagysliy efektus.

Sidlomy polipeptidiniy produkty geriausias jivedimo budas yra
parenterialinis (pavyzdziui, i vena, i raumenis, i poodi ar i
pilva), ir ivedamos kompozicijos turi, kaip jprasta, tureti
terapiskai efektyvy produkto kieki derinyje su tinkamais
skiedikliais, neSikliais ar stimuliatoriais. Preliminarus
farmakokinetiniai tyrimai pazymi ilgesni skilimo pusperiodi in
vivo bezdzionés EPO produktams, leidZiant juos i raumenis, negu i}
veng. Kaip spéjama, efektyvios dozés gali zymiai keistis
priklausomai nuo salygy, tafiau terapinés dozés, kaip laukiama,
gali svyruoti nuo 0,1-7 iki 100-7000 V/mkg aktyvios medziagos
kilogramui kOno svorio. Standartiniai skiedikliai, tokie kaip
plazminis Zmogaus albuminas, numatomas farmacinése S$io iSradimo
kompozicijose greta standartiniy nes$ikliy, tokiy kaip fiziologinis
tirpalas.

Siglomose kompozicijose tinkamos stimuliuojantios medziagos
turi junginiy, savarankiskai nurodyty eritropoetiniams
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stimuliuojantiems efektams, kaip pvz., testosteronas, 1lgsteliy
pirmtaky stimuliatoriai, augimo  faktorius insulino tipo,
prostoglandinai, serotoninas, ciklinis AM® prolaktinas ir
trijodtironinas, o taip pat priemonés, paprastai naudojamos
aplastinés anemijos gydymui, tokios kaip metendenas, stanozolas ir
nandrelonas [Zidr., pvz., Resegott et al., Panminerva Medica, 23,
243-248 (1981); McGonigle et al., Kidney I nt, 26/2, 437-444
(1984); Pavlovic-Kantera et al., Exp. Hematol., 8 supp., 283-291
(1980); Kurtz, FEBS Letters, 14a/I/, 105-108 (1982)]. Kaip
stimuliatorius taip pat numatoma naudoti medziagas,
sustiprinantias arba sinergizuojantias eritropoetino arba asialo
EPO veikimg, pavyzdziui, adrenerginiai antagonistai, tiroidiniai
hormonai, adrogeniniai ir BPA [Zilr. Dunn “Current Concepts in
Erythropoiesis”, John Willy & Sons / Chichester, England, 1983;
Weiland et al., Blut, 44(3), 173-175 (1982); Kalmanti, Kidney I
nt, 22, 383-391 (1982); Shahid, New Eng. J. Med., 289, 72-80
(1973); Fischer et al., Steroids, 30(6), 833-845 (1977); Urabe et
al., J.Exp. Med., 149, 1614-1325 (1979) ir Billat et al., Exp.
Hematol., 10(1), 133-140 (1982)], o taip pat klasés junginiy,
Zzymimy kaip hepatiniai, eritropoetiniai faktoriai [zitr.Naughton
et al., Acta Haemat., 69, 171-179 (1983)] ir “eritrotropiniai”
[kaip apraSyta Congote et al., Zurnale Abstract 364, Proceedings
7th Interpational Congress of Endocrinology (Qebec City, Qebec,
1984 m. liepos 1-7 d.; Congate, Biochem. Biophys. Res. Comun.,
115(2), 447-483 (1983) ir Congate, Anal. Biochem., 140, 428-433
(1984)] ir “eritrogeniniai” [kaip apradyta darbe Rothman et al.,
J. Surg. Oncol., 20, 105-108 (1982)]. Preliminarus skryningas,
skirtas eritropoetiniy atsakymy iSmatavimui ekshipoksiniy
policiteminiy peliy, is anksto apdoroty arba 5-a-
dihidrotestosteronu arba pandrodonu, 0 po to siulomu
eritropoetinu, davé abejotinus rezultatus.

Siulomy polipeptidy panaudojimas diagnostikai taip pat yra
platus, ir jiskaitant zyméty ir nezyméty formy panaudojimg imuniniy
tyrimy metodiky jvairovéje, jiskaitant RIA, ELISA ir panadiai, o
taip pat ivairovéje analiziy, atliekamy norint i$ry$kinti aktyvuma
in vitro ir in vivo. Zidr., pvz., Dum et al., Exp. Hematol.,
11(7), 649-660 (1983); Gibson et al., Pathology, 16, 155-156
(1984); Krystal, Exp. Hematol., 11(7), 649-660 (1983); Saito et
al., Jap. J. Med., 23(1), 61-71 (1984);
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Nathan et al., New Eng. J. Med., 308(9), 520-522 (1983); 1ir
jvairios nuorody medziagos, turincios ry$i su paminétais Siuose
darbuose tyrimais. Siolomi polipeptidai, jskaitant sintetinius
peptidus, kurie turi pirma kartg iSrySkinto EPO liekany sekas,
taip pat turi ypatingai vertingy gryny medziagy gamybai
polikloniniy antikdny ir monokloniniy antikuny bloky, specifiniy
nepertraukiamiems ir pertraukiamiems EPO epitopams. Kaip vienas
pavyzdys, preliminariniai VI lentelés aminorugs$C¢iy sekos tyrimai,
sutinkamai su Hopp et al., P.N.A.S. (USA), 78, 3824-3828 (1981) ir
antriniy struktdry sutinkamai su Chon et al., Ann. Rev. Biochem.,
47, 251 (1978) isaiskino, kad sintetiniai peptidai, duplikuojantys
nepertraukiamas liekany sekas, sutraukiancias 41-57 padétis
imtinai, 116-118 dimtinai ir 144-166 imtinai, tikriausiai turi
produkuoti ypa¢ antigenine reakcijg ir gaminti naudingus
monokloninius ir polikloninius antikinus, imunoreaktyvius kaip su
sintetiniu peptidu, taip ir su visu baltymu. Tokios medziagos,
kaip tikimasi, turéty bdti naudingos aptinkant ir giminingai
valant EPO ir su juo suriStus produktus.

Iliustracijai imti trys sintetiniai peptidai:

(1) hEPO, 41-57 V-P-D-T-K-N-F-Y-A-W-K-R-M-E-V-G;
(2) hEPO, 116-128 K-E-A-I1-S-P-P-D-A-A-S-A-A;
(3) hEPO, 144-166 V-Y-S-N-F-L-R-G-K-L-K-L-Y-T-G-E-A-C-R-T-G-D-R.

Preliminarus imunizacijos tyrimai, naudojant aukSc¢iau
nurodytus polipeptidus, parodé palyginti silpng teigiamg reakcijg
i hEPO 41-57, neiSmatuojamg reakcijg i hEPO 116-128 ir stiprig
teigiama reakcijg i hEPO 144-166, kaip nustatyta triuSio serumo
antikdny sugebéjimu imunonusodinti 2Zmogaus §lapimo EPO, zyméto
257 izoliatu. Preliminards aktyvumo in vivo tyrimai, atlikti su
trimis peptidais, neparodé zymaus aktyvumo nei atskirai, nei
kombinacijose.

NezilGrint i tai, kad jvestos zinduoliy EPO aminorugsciy
sekos, pateiktos iliustraciniuose pavyzdziuose, i§ esmés nustato
pirmine subrendusio EPO konformacijg, reikia suprasti, kad 5
lenteléje pateikta specifiné bezdzionés EPO 165 aminorigsciy
liekany seka ir 6 lenteléje pateikta Zmogaus EPO 165 aminorigsciy
liekany, neapriboja naudingy polipeptidy, sitlomy iSradejuy,
kiekio. Sis iSradimas apima tas jvairias laisvai sutinkamas
alelines EPO formas, kurios praeityje iéjo i biologiSkai aktyviy
7induoliy polipeptidy tyrimus, kaip, pavyzdziui,
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zmogaus interferonas. (Palyginkite, pavyzdziui, 2Zmogaus
imunini interferong, turinti arginino liekang 140 EPO
padéetyje, apie kuri buvo praneSama paskelbtoje paraidkoje
patentui Nr.0077670 ir turintys glutaming padétyje Nr.140,
kaip praneSta darbe Gray et al., Nature, 295, 503-508(1982).
Abi rusys skiriasi tuo, kad sudaro sekas "subrendusio" Zmogaus
¥-interferono). _

Subrendusio EPO alelinés formos gali skirtis viena nuo
kitos ir nuo seky, pateikty 5 ir 6 lenteléje pagal ilgi ir
seka ir/arba pagal delecijas, pakaitus, dintarpus ar amino
rigs¢iy priedus i sekg greta su logi8kai sekan&iomis
variacijomis pagal sugebéjima glikozidintis. Kaip ankséiau
buvo pazyméta, zmogaus EPO aleliné forma, atrodo, turi turéti
metionino liekang 126 padétyje. Spéjama, kad laisvai
sutinkamos alelineés formos DNR seky ir EPO - koduojancios
genominés DNR, tikriausiai, taip pat gali pasitaikyti, be to,
auk$€iau nurodyti aleliniai polipeptidy tipai koduojan&iais ar
paprastai naudojanCiais skiriasi kodonai skirti susidarymui
tokiy paiy polipeptidy, kurie nurodyti.

Prie laisvai sutinkamy subrendusio EPO aleliniy formy,
$§is iSradimas taip pat turi kity “"EPO produkty"', tokiy kaip
EPO polipeptidy analogai ir subrendusio EPO fragmentai. Pagal
anksCiau paminétg ir spaudoje paskelbtg paraiskag patentui
Alton et al., /WO/83/04053/, galima nesunkiai iS$skaiCiuoti ir
pagaminti genus, koduojancius mikrobine ekspresija
polipeptidy, turinéiy pirmine konformacija, kuri skiriasi nuo
konformacijos, C€ia nurodytos subrendusiam EPQ identid$kumo ir
vieno ar daugiau liekany padéties atzvilgiu (pavyzdziui,
pakaity galiniai ar tarpiniai priedai ir delecijos). Ir dar,
DNR modifikacijos ir genominiy EPO geny gali bUti 1lengvai
jgyvendinti gerai Zinomy sait-nukreipty mutagenezés metodiky
ir naudojami EPO analogy ir jo dariniy generavimui. Tokie EPO
produktai turi turéti bent jau vieng i$§ biologiniy EPO
savybiy, bet gali skirtis kitomis. Kaip pavyzdZziai, $io

iSradimo projektuojami EPO produktai apima tuos, Kkurie

sutrumpinti keliu, pvz., delecijy [ASn®, des-Pro2

116%1hEP0, [des-Thr'®3 iki Arg'®®1hEPO ir " 27-55hEPO", be to
pastaroji turi likuéiy, koduojamy iSbrauktu visu egzonu; arba
kurie atsparesni hidrolizei (ir, to pasékoje, gali turéti
stipriau iSreik$tg ar ilgiau trunkantj poveikji, negu laisvai

iki
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sutinkamas EPO); arba kurie buvo pakeisti iSbraukiant vieng ar
daugiau potencialiy srifiy glikozidinimui (kuris gali suteikti
didelj aktyvuma mieliy gaminamiems produktams); arba, kurie
turi viena ar daugiau cisteino liekany, isSbraukty arba
pakeisty, pavyzdZiui, histidinu arba serinu (kaip, pavyzdziui,
[His7]hEPO analogas), ir potencialiai lengviau iSsiskiria
aktyvioj formoj i3 mikrobinés sistemos; arba kurie turi vieng
ar daugiau tirozino, pakeisto fenilalaninu 1likuciy (kaip,
ovz., [Phe'S1nEPo, [Phe*®1nEPO, [Phe'#°]hEPO analogai) ir gali
daugiau ar maziau lengvai jungtis su EPO receptoriais ant
planiniy lasteliy. Taip pat apimti polipeptidy fragmentai,
duplikuojantieji tik dali nepertraukiamos amino rigs¢iy sekos
arba antriniy konformacijy subrendusio EPO ribose, be to
fragmentai gali turét viena EPO aktyvumg (pavyzdZiui,
eritropoetinis aktyvumas). Ypa¢ svarbus $ia prasme tie EPO
potencialiniai  fragmentai, kurie paaiSkinti apzvelgiant
Zzmogaus DNR genomines sekas, pateiktas 6 lenteléje, t.y.
"fragmentai" pilnos nepertraukiamos EPO sekos, kuri apibreéZta
introninémis sekomis ir kuri gali sudaryti rySkiai iSreik$tus
biologinio aktyvumo "domenus". Reikia atkreipti demesi, kad
aktyvumo nebuvimas in vivo bet kuriam vienam ar daugiau “EPO
produkty", pateikty Siame iSradime, apskritai nekenkia
terapiniam naudingumui (zidr., Weiland et al., Supra) ar
naudingumui kituose kontekstuose, tokiuose kaip EPO-bandymai
ar EPO-antagonizmas. Eritropoetino antagonistai gali buti
labai veiksmingi gydant policetemiaze ar EPO perprodukcijos
atvejais ([zitr., pvz., Adamson, Hosp.Practice, 18/12/, 49-
57(1983) ir Hellman et al., Clin.Lab. Haemat., 5, 335-
342(1983).

Kita $io iSradimo ypatybé yra ta, kad ¢&ia apradytos
klonuotos DNR sekos, kurios koduoja Zmogaus ir bezdzionés EPO
polipeptidus, yra vertingos informacijai, kuria jie siulo
Zinduoliy eritropoetino aminorig$¢iy sekos, kurios anks¢iau
nebuvo prieinamos, nepaisant de3imtmedius vykdyto laisvai
sutinkamy produkty izoliaty analitinio apdorojimo atzvilgiu.
DNR sekos taip pat labai vertingos kaip produktai, tinkami
stambiai mikrobinei eritropoetino sintezei, naudojant ivairias
rekombinantines metodikas. Be to, silulomos DNR sekos
naudingos, gaminant naujus ir tinkamus vektorius virusinei ir
Ziedinei plazmidinei DNR, naujy ir naudingy transformuoty ir
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transfektuoty mikrobiniy prokariotinio ir eukariotinio:
Seimininko lasteliy (jskaitant bakterijy ir mieliy lasteles,
bei zinduoliy lasteles, iSaugintas kultdroje), o taip pat
nauji tinkami budai kultivuojamo tokiy mikrobiniy $eimininko
lasteliy, galinCiy uZtikrinti EPO ir EPO produkty ekspresija.
Sitlomo iSradimo DNR sekos taip pat yra gana tinkama medZiaga
naudoti kaip zymétus zondus izoliavimui EPO ir su juo suri$to
baltymo, koduojanfio DNR sekas ir Zinduoliy DNR genomines,
kitokias, negu beZdzionés ir Zmogaus, ¢&ia iliustruojamas
specifiskai.

DNR seky panaudojimo laipsnio jvairiuose baltymy sintezés
bluduose (pavyzdZiui, vabzdZiy lastelése) arba genetinei Zmoniy
ar kity zinduoliy terapijai dar negalima nustatyti. Sillomos
ONR sekos, kaip laukiama, turi bdti naudingos iSvedant
transgenines Zinduoliy rid$is, kurie gali tarnauti kaip
eukariotiniai “"Seimininkai" eritropoetino produkty gavimui
dideliais kiekiais. Zilrékite, pirmiausia, darba:
Palmiteretal, Science, 222/4625/ 803-814(1983).

Cia iZnagrinéti konkretds paaiskinamieji pavyzdziai, be
abejo, neapriboja Sio iSradimo apimties, ir specialistai matys
daugybe kitimy ir modifikacijy. Nors DNR sekos turi
paaiSkinamuosius pavyzdZius, vienu pavyzdZziu apima DNR ir
genomines DNR sekas, kadangi duota paraiska pateikia
informacija apie aminorugS¢iu  seka, svarbia DNR sekos
sudarymui. ISradimas taip pat numato pagaminima tokios DNR
sekos, kurig galima pagaminti remiantis Ziniomis apie EPO
aminorigsCiy seka. Jie gali koduoti EPO (kaip 12 pavyzdyje) o
taip pat EPO fragmentus ir EPO polipeptidinius analogus (t.y.
"EPQ produktus"), kurie gali tureéti vieng ar daugiau laisvai
sutinkamy EPO biologiniy savybiy, taéiau neturi kity (ar turi
kity jvairiu laipsniu).

DNR sekos, siulomos $iame iSradime, tokiu bldu turi
apimti visas DNR sekas, tinkamas panaudoti ekspresijai
prokarioto ir eukarioto $eimininko 1lasteléje polipeptidinio
produkto,  turinfio, kras$tutiniu atveju, dali pirminés
strukturinés konformacijos struktdros ir viena ar daugiau
eritropoetino biologiniy savybiy ir atrenkamos i%: a) DNR-
seky, pateikty 5 ir 6 lentelése; b) DNR seky, kurios
hibridizuoja i DNR sekas, apibréztas (a) ar jy fragmentus; C)
DNR  seky, kurios dél genetinio kodo degeneracijos turi
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hibridizuotis i DNR sekas, apibrézitas (a) ir (b). Todél,
demesio verta tai, kad Zmogaus ir beZdzionés alelinio EPO geny
sekos ir kity Zzinduoliy geny sekos, kaip laukiama, turi
hibridizuotis i sekas, nurodytas 5 ir 6 lentelése ar juy
fragmentus. Be to dél genetinio kodo degeneracijos genai CEPO
ir ECEPO ir pagamintos ar mutavusios sekos i KDNR ar genoming
DNR, koduojan&ios jvairius EPO fragmentus ir jo analogus, turi
taip pat hibridizuotis i ank3Ciau minétas DNR sekas. Tokias
hibridizacijas galima nesunkiai jvykdyti Cia aprasytose
salygose dél DNR pirminés izoliacijos, koduojanéios Zmogaus
ir beZdzionés DNR ar grieztesnése salygose, jei norima
sumazint fono hibridizacijsg.

Nors anksiau pateikti pavyzdziai iliustruoja iSradimg
EPO produkty mikrobinés ekspresijos kontekste zinduoliy DNR
ekspresijos, istatytos 3 hibridinius vektorius bakteriniy
plazmidiniy ir genominiy rd$iy virusy, panasiai iSradime yra
pateiktos jvairesnés sistemy ekspresijos. Ypa¢ atkreiptas
démesys 1 ekspresijos sistemas, turinias genominiy rusiy
vektorius, priklausanéius jvairovei bakteriniy, mieliy ir
Zzinduoliy 1lgsteliy kultliroje, o taip pat 1 ekspresijos
sistemas, neturincias vektoriy (pavyzdziui, lgsteliy
transfekcija kalcio fosfatu). Todel bus aisku, kad
ekspresijos, pavyzdziui, beZdzionés DNR lastelése Seimininko
beZdzionés kultlroje ir lastelése Seimininko Zmogaus kultlroje
i$§ tikryjy sudaro DNR “egzogeninés” ekspresijos pavyzdi,
kadangi DNR EPO, kurio auk$to 1lygio ekspresija iesSkoma,
neturés savo $altiniy $eimininko genome. Sio i%radimo
ekspresijos  sistemos, be to, numato  Siuos  veiksmus,
i$plaukianCius i citoplazmatini EPO produkty susidarymg 1ir
glikozidinty ir neglikozidinty EPO produkty susikaupimg
lastelés $eimininko citoplazmoje arba membranose (pavyzdZiui,
susikaupima bakterinése periplazmos erdvése) arba kulturos
terpés vir$nuosédy esanCiuose skys¢iuose, kaip anks¢iau buvo
paais8kinta, arba gana retose sistemose, kaip pavyzdziui, Pige
reginosa ekspresijos sistemose (apradytose darbe Gray et al.,
Biotechnology, 2, 161-165(1984).

Patobulintos $iame iSradime hibridizacijos metodologijos,
nors ir buvo auk3&iau iliustracijai panaudotos skryningui.
DNR/DNR-hibridizacijos, taip pat tinka RNR/RNR ir RNR/DNR

skryningui. Mi$riy zondy metodikos, kaip Cia paaiSkinta,
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pirmiausia, sudaro eile patobulinimy hibridizacijos
procesuose, 1igalindamos greiiau ir patikimiau atlikti
polinukleotidy izoliacijg. Sie daugelis atskiry apdorojimo
patobulinimy apima: pagerinta kolonijy perne$ima ir i$laikymo
metodikas; filtry nailono pagrindu tokiy kaip Gene Screen ir
Gene  Screen  Plus, panaudojimag, igalinanti pakartoting
zondavimg $iais filtrais ir pakartoting filtro panaudojima,
panaudojimg naujy gydymo proteaze metodiky (palyginkite, pvz.,
Su Taub et al., Anal Biochem., 126, 222-230(1982); labai Zemy
atskiry koncentracijy panaudojimg (0,025 pikomolio eilés)
didelio kiekio mis$riy zondy (pavyzdZiui daugiau negu 32); ir
atlikimas hibridizacijos ir post-hibridizacijos cikly
grieZtuose temperatlros intervaluose arti priartéjanéiuose
(t.y. 4% ¢ ribose ir, geriau 29 ¢ ribose) prie mazZiausios
iSskaifiuotos bet kurio i§ naudojamy misriy zondy disociacijos
temperatiros. Sie patobulinimai siejasi su gavimu rezultaty,
kuriy nebuvo galima laukti. Tai pilnai paaiSkinama tuo, kad
misSriy zondy metodikos, turin&ios 4-guba zondy kieki, kurie,
kaip buvo nurodyta, ankséiau visada sékmingai buvo naudojami
net DNR sietuose, palyginti mazo skaitlingumo informacinés DNR
rasims, buvo sékmingai panaudoti unikalios sekos geno
izoliacijai, persijojant genomine bibliotekg 1§ 1500000
steriliy demiy. Sis Zygdarbis buvo atliktas, i$ esmes, sutapo
Su nuomones publikacija Anderson et al., Supra, kad skryningo
bldai, naudojant midrius zondus buvo "... nepraktiski
Zinduoliy geny atskyrimui, kai atitinkamos DNR neprieinamos".

Skiriamieji  iSradimo  bruozai, atskleisti  aprasSyme,
sekantioje iSradimo apibréztyje ir/arba pridedamuose
bréZiniuose, gali atskirai ir bet kokioj jy kombinacijoj tapti
medziaga iSradimo jgyvendinimui lvairiose jo formose.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. I&grynintas ir i$skirtas polipeptidas, turintis daling
arba pilng pirmine stuktdrg bei vieng arba daugiau gamtinio
eritropoetino biologiniy savybiy, besiskiriantis tuo, kad jis
yra prokariotineés arba eukariotinés egzogeninés DNR sekos
ekspresijos produktas.

2. Polipeptidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis
yra neuzter$tas jokiais Zinduoliy baltymais.

3. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
egzogeninés DNR seka yra kDNR seka.

4. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
egzogeninés DNR seka yra sukonstruotos DNR seka.

5. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
egzogeninés DNR seka yra genominés DNR seka.

6. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
egzogeninés DNR sekg perneSa ant Zziedinés DNR arba virusinio
vektoriaus savireplikuojan¢ios plazmides.

7. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
turi daline arba pilng Zmogaus eritropoetino arba bet kurio jo
gamtinio alelinio varianto pirming strukturg, parodytg 6
lenteléje, o 6 lentelé yra Sios apibréZties dalis.

8. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
turi daline arba pilna bezdzionés eritropoetino arba bet kurio
jo gamtinio alelinio varianto pirmine strukturg, parodyta 5
lenteléje, o 5 lentelé yra Sios apibrézties dalis.

9. Polipeptidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis
pasizymi gamtinio eritropoetino imunologinémis savybemis.

10. Polipeptidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad
jis pasizymi gamtinio eritropoetino biologiniu aktyvumu in vivo.

11. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
jis pasizymi gamtinio eritropoetino biologiniu aktyvumu in
vitro.

12. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
jis yra kovalenti$kai sujungtas su nustatoma Zymeta medziaga.

13. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad
minéta nustatoma Zzymé yra radiozymeé.
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14. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji uZtikrina
prokariotinio arba eukariotinio Seimininko lasteléje ekspresijg
tokio polipeptidinio produkto, kuris turi bent daline gamtinio
eritropoetino pirming struktdrg ir vieng arba daugiau jo
biologiniy savybiy, pasirenkama i$:

a) DNR seky, pateikty 5 ir 6 lentelése, o 5 ir 6 lentelés
yra 8ios apibrézties dalis, arba jy komplementariy grandziy;

b) DNR seky, kurias hibridizuoja 1 DNR sekas, apibréztas
(a), arba jy fragmentus; ir

c) DNR seky, kurios dél genetinio kodo degeneracijos turi
bliti hibridizuojamos i DNR sekas, apibréztas (a) ir (b).

15. Prokariotinio arba eukariotinio S$eimininko lastele,
besiskirianti tuo, kad ji yra transformuota arba transfektuota
DNR seka pagal 14 punkta, suteikian¢ia galimybe S$eimininko
lastelei ekspresuoti minétg polipeptidini produktg.

16. Polipeptidinis DNR sekos pagal 14 punkta ekspresijos
produktas prokariotiniame arba eukariotiniame $eimininke.

17. Isgryninta ir iSskirta DNR seka, besiskirianti tuo, kad
ji koduoja prokariotinio arba eukariotinio eimininko lastelése
ekspresijg tokio polipeptido, kuris turi daline arba pilng
eritropoetino pirmine struktirg bei vieng arba daugiau jo
biologiniy savybiy.

18. DNR seka pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra
KDNR seka.

19. Bezdzionés eritropoetinas, besiskiriantis tuo, kad jis
koduoja DNR sekg pagal 18 punktag.

20.DNR seka pagal 19 punkta, besiskirianti tuo, kad ji turi
baltyma, koduojanti 5 lenteléje pateiktag sriti, o 5 lentelé yra
§ios apibrézties dalis.

21. DNR seka pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra
genominé DNR seka.

22. Zmogaus eritropoetinas, besiskiriantis tuo, kad jis
koduoja DNR sekg pagal 21 punkta.

23. DNR seka pagal 22 punkta, besiskirianti tuo, kad ji
turi baltymg, koduojanti 6 lenteléje pateiktg sriti, o 6 lentele
yra Sios apibrézties dalis.

24. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 14 punktg.
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25. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 24 punktg ir turi viena arba daugiau kodony, reikalingy
ekspresijai £.Coli lastelése.

26. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 25 punktg ir koduoja zmogaus eritropoetino ekspresijg.

27. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 26 punkta ir turi baltymag, koduojanti 14 lenteleje
pateikta sriti, o 14 lentelé yra Sios apibrézties dalis.

28. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 24 punktg ir turi vieng arba daugiau kodony, reikalingy
ekspresijai mieliy lgstelese.

29. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 28 punkta ir koduoja Zmogaus eritropoetino ekspresijg.

30. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 29 punktg ir turi baltymg, koduojanti 21 lenteleje
pateiktq sriti, o 21 lentelé yra $ios apibrézties dalis.

31. DNR seka pagal 17 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra
kovalenti$kai sujungta su nustatoma Zyméta medZiaga.

32. DNR seka pagal 31 punkta, besiskirianti tuo, kad
nustatoma zymé yra radiozymé.

33. DNR seka pagal 31 punkta, besiskirianti tuo, kad ji
yra viengrandés DNR seka.

34, DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji koduoja gamtinio
eritropoetino polipeptidini  fragmentg arba polipeptidini
analoga.

35. DNR  seka, besiskirianti  tuo, kad ji koduoja
[Phe'®]hEPO, [Phe*®hEPO, [Phe'**]hEPO, [His"]hEPO, [Asn®des-Pro’
pagal I1e®]hEPO, [des-Ihr'®® pagal Arg'®°]hEPO arba [27-55]hEPO.

36. DNR seka, besiskirianti tuo, kad ji yra sukonstruota
pagal 34 punkta.

37. Biologi$kai funkcionali Ziediné plazmidé arba virusinis
DNR vektorius, besiskiriantys tuo, kad juose yra DNR seka pagal
bet kuri i§ 14, 17, 34 arba 35 punkty.

38. Prokariotinio arba eukariotinio Seimininko lastelé,
besiskirianti tuo, kad ji yra stabiliai transformuota arba
transfektuota DNR vektoriumi pagal 37 punkta.

39. Polipeptidinis DNR sekos pagal 17 arba 34 punktg
ekspresijos prokariotinio arba eukariotinio seimininko lgsteléje
produktas.
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40. Glikoproteininis produktas, besiskiriantis tuo, kad jis

turi pirming struktira, kuri pakankamai dubliuoja gamtinio
eritropoetino struktirg, kad jgyty vieng arba daugiau jo

biologiniy savybiy, bei turi vidurine angliavandeniy
kompozicija, besiskirianc¢ig nuo gamtinio eritropoetino
kompozicijos.

41. Glikoproteininis produktas, besiskiriantis tuo, kad jis
turi pirmine struktirg, kuri pakankamai dubliuoja Zmogaus
gamtinio eritropoetino struktira, kad igyty viena arba daugiau
jo biologiniy savybiy, bei turi vidurine angliavandeniy
kompozicija, besiskirianéig nuo Zmogaus gamtinio eritropoetino
kompozicijos.

42.Stuburiniy lgstelés, besiskirianios tuo, kad jos gali
be perstojo daugintis in vitro ir augimo kultdroje metu sugeba
gaminti daugiau nei 100 vienety (10° lasteliy) eritropoetino per
48 valandas (pagal radioimuniniy tyrimy duomenis).

43. Stuburiniy Ilastelés pagal 42 punkta, besiskirianéios
tuo, kad jos sugeba pagaminti daugiau nei 500 vienety (10°
lasteliy) eritropoetino per 48 valandas.

44. Stuburiniy lastelés pagal 42 punkta, besiskiriandios
tuo, kad jos sugeba pagaminti daugiau nei 1000 vienety (10°
lgsteliy) eritropoetino per 48 valandas.

45. Stuburiniy lastelés pagal 42 punkta, besiskiriandios
tuo, kad jos yra zinduoliy arba pauk$c¢iy lasteles.

46. Stuburiniy lastelés pagal 45 punkta, besiskirianéios
tuo, kad jos yra COS-I arba CHO lastelés.

47. Sintetinis polipeptidas, besiskiriantis tuo, kad jis
turi daline arba pilng aminorlig8Ciy seka, parodyta 5 lenteléje,
0 5 lentelé yra Sios apibrézties dalis, ir turi vieng arba
daugiau gamtinio bezdzionés eritropoetino biologiniy aktyvumy in
vivo ir in vitro.

48. Sintetinis polipeptidas, besiskiriantis tuo, kad jis
turi daline arba pilng aminorig$€iu seka, parodyta 6 lenteléje,
0 6 lentelé yra Sios apibrézties dalis, bet kitokia nei seka
bendroje sekoje pazyméta 1-20, ir pasizymi Zmogaus gamtinio
eritropoetino biologinémis savybémis.

49. Sintetinis polipeptidas, besiskiriantis tuo, kad jis
dalinai arba pilnai pasizymi dalies arba visos aminorlg$éiy
sekos, parodytos 6 lenteléje, o 6 lentelé yra Sios apibrézties
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dalis, antrine konformacija, bet kitokia nei seka bendroje
sekoje pazyméta 1-20, ir pasizymi Zmogaus gamtinio eritropoetino
biologinémis savybémis.

50. Polipeptidy, turinéiy daline arba pilng pirming
stuktirg ir vieng ar daugiau gamtinio eritropoetino biologiniy
savybiy, gavimo bldas, besiskiriantis tuo, kad

prokariotines arba eukariotines Seimininko  lagsteles,
transformuotas arba transfektuotas ODNR vektoriumi pagal 37
punkta, augina tinkamo maitinimo sglygose ir

i8skiria  pageidaujamus  DNR sekos §iame  vektoriuje
ekspresijos produktus.

51. Medziaga-antikinas, besiskiriantis tuo, kad jis
pasizymi imunoreaktyvumu eritropoetino ir sintetinio polipeptido
atzvilgiu ir turi pirmine struktlra, pakankamai dubliuojancig
nenutrikstanCig aminorugscéiy seka, isskyrus bet kuri
polipeptida, turinti aminorig$¢iy seka, pilnai apimta sekos

A-P-P-P-L-I-C-D-S-R-V-L-E-R-Y-L-L-E-A-K

ribose.

52. Antikinas pagal 51 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis
yra monokloninis antikdnas.

53. Antikinas pagal 51 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
yra polikloninis antikunas.

54, Antikinas pagal 51 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
pasizymi imunoreaktyvumu eritropoetino ir sintetinio polipeptido
atzvilgiu ir turi seka, pasirinktg i$§ 8iy seky:

V-P-D-T-K-N-F-Y-A-W-K-P-M-E-V-G,
K-E-A-I-S-P-P-D-A-A-S-A-A,
V-Y-S-N-F-L-R-G-K-L-K-L-Y-T-G-E-A-C-R-T-G-D-R.

55. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad joje yra
efektyvus polipeptido pagal bet kuri is 1, 16, 39, 40 arba 41
punkty kiekis bei farmaciSkai tinkamas tirpiklis, stimuliatorius
ir/arba nesSiklis.

56. Isgryninta ir iSskirta DNR seka, pateikta 5 arba 6
lentelése, o 5 ir 6 lentelés yra S$ios apibréZzties dalis, ar jos
fragmentas, arba tokios sekos ar fragmento komplementari
grandine.

57. DNR sekos pagal 56 punkta ekspresijos prokariotinéje
arba eukariotinéje Seimininko lasteleje polipeptidinis
produktas.
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58. Nezinomos sekos specifinio viengrandZio polinukleotido
heterogeniniame lgsteliniame pavyzdyje, apimanéiame kartotinius
viengrandzius polinukleotidus, nustatymo budas, besiskiriantis
tuo, kad

a) gauna zyméty viengrandziy polinukleotidy su tolygiai
besikeiCianCiomis baziy sekomis zondy mi$inj, kuriame kiekvienas
i§ minéty =zondy vyra potencialiai specifiSkai komplementarus
baziy sekai, kuri, kaip galima laukti, yra unikali nustatomam
polinukleotidui,

b) suriSa pavyzdi su kietu substratu,

C) apdoroja substratag, turinti suri$tg su juo pavyzdi,
susilpnindami tolimesni polinukleotidy susiri$ima su juo,
isskyrus hibridizacijos tikslu suri$tus minéto pavyzdZio
polinukleotidus,

d) apdorotg substratg (turinti suri$tg su juo pavyzdi) tam
tikrg laikg sulie¢ia su minétu 2zZyméty zondy mi$iniu tokiomis
salygomis, kurios skatina hibridizacija tik tarp pilnai
komplementariy polinukleotidy,

e) specifini polinukleotidg nustato pagal tai, ar yra
hibridizacijos reakcija tarp $io nukleotido ir pilnai
komplementaraus zondo (esanéio minétame zondy misinyje), kurig
stebi pagal Zymétosios medziagos kiekio padidéjima substrate su
specifiniu polinukleotidu, lyginant su Zymétosios medZziagos
kiekiu be $io nukleotido;

be to, jis apima daugiau nei 32 sumai$yty zondy panaudojimg
bei atlikimg vieno ar daugiau tokiy veiksmy:

1) kietu substratu naudojamas popierius nailono pagrindu;

2) (c) stadijoje apdorojama proteaze;

3) naudojamos 0,025 pikomolio atskiry Zyméty zondy
koncentracijos;

4) kaip viena 1§ hibridizacijos salygy (d) stadijoje
naudojamos grieZztos temperatlry ribos, priartéjanéios 4° prie
zemiausios i$ naudojamiems zondams apskai¢iuoty Td reik3miy.
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Fig.2
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