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Si paraiska yra tesinys parai§kos, kurios registracijos Nr 573616, iSduotos 1990
rugpjudio 24 d., kuri yra tesinys parai$kos reg. Nr 537198, pateiktos 1990 birzelio 11 d.,
kuri yra tesinys parai$kos reg. Nr 422383, paduotos 1989 spalio 16 d; ViSOS jos
jtrauktos kaip iSnasos aprasyme.

Siuo i$radimu pateikiami nauji faktoriai, kurie stimuliuoja primityvias pirmines
lasteles, jskaitant ankstyvasias kraujodaros pirmines lasteles pagal DNR sekas,
koduojandias tokius faktorius. I$ dalies, $is iSradimas susijes su Siais naujais faktoriais,
ju fragmentais ir polipeptidy analogais ir DNR, koduojancios $iuos fragmentus ir
analogus, sekomis.

ISradimo pagrindimas

Zmogaus kraujo susidarymo sistema (kraujodaros sistema) jjungia daugybe baltyjy
kraujo kineliy (tai neutrofilai, makrofagai, bazofilai, bazinés Igsteles, eozinofilai, T- ir V-
lastelés, raudonieji kraujo kineliai (eritrocitai) ir trombolgsteles (megakariocitat,
trombocitai).

Manoma, kad nedidelis kiekis tam tikry kraujodaros augimo faktoriy iSSaukia
diferenciacija nedidelio kiekio “kamieniniy lgsteliy®, kurios yra kaip pirmines kraujo
lastelés, sukelia labai greitg $iy lasteliy dauginimasi ir salygoja galuting Siy linijy
subrendusiy kraujo lagsteliy diferenciacijg. Kraujodaros regeneraciné sistema gerai
funkcionuoja esant normalioms salygoms. Tuo tarpu paveikus chemoterapiskai,
apdvitinus arba esant natlraliems mielodiplastiniams pazeidimams pasireiSkia
periodas, kuric metu pacientui atsiranda rimta leukopenija, anemija ar
trombocitopenija.

Kraujodaros faktoriy suaktyvinimas ir panaudojimas pagreitina kauly Ciulpy
regeneracijg §iuo pavojingu periodu. Esant kai kuriems virusiniams pazeidimams, pvz.
imuninio deficito sindromui (AIDS), kraujo elementai tokie kaip T-lastelés, gali buti
specifiskai suardomi. Tokiais atvejais sustiprintas T-lasteliy produkavimas gali turéti
terapinj veikima.

Kadangi kraujodaros faktoriai egzistuoja labai mazais kiekiais, jy aptikimas ir

identifikavimas remiasi analiziy sistema, kuriy metu jmanomas tiktai iSskirstymas pagal
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skirtingus faktorius, remiantis stimuliuojanciais efektais, kurie veikia kultivuojamas
lasteles dirbtinése salygose.

Rekombinantiniy genetiniy metody panaudojimas jgalino suprasti individualiy
augimo faktoriy biologinj aktyvuma. Pvz., buvo gautos aminorigsciy sekos ir DNR
zmogaus eritropoetinui (EPO), kuris stimuliuoja eritrofily gamybag (zr., Lin, JAV patentas
4703008, jtrauktas j apraSymus kaip iSnaSa). Rekombinantiniai metodai taip pat buvo
panaudojami komplementarios DNR granuliocitinio faktoriaus iSskyrimui, Kkuris
stimuliuoja kolonijas (G-CFS) (zr., Souza, JAV patentas 4810643, jtrauktas | apraSymus
kaip i$nasa) ir faktoriaus, stimuliuojantio makrofagines zmogaus granuliocito (GM-
CFS) kolonijas (Lee ir kiti, Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 1985, 82 t., 4360-4364 psl.; Vong
ir kiti, Science, 1985, 228 t., 810-814 psl.), peliy granuliocitinio ir zmogaus granuliocito-
makrofaginio-CFS (Yokota ir kiti, Proc Nat. Acad. Sci. USA, 1984, 81 t., 1070 psl.; Fung
ir kiti, Nature, 1984, 307t., 233 psl; Hoyhx ir kiti, Nature, 1984, 309 t., 763 psl.) ir
faktoriaus, stimuliuojan¢io Zzmogaus makrofago (CFS-1) kolonijas (Kavasaki ir kiti,
1985, 230 t., 291 psl.).

Lastelés, sudarancios kolonijas su auk$tu audringo dauginimosi potencialu (HPP-
CFS), ir jy analizés sistema buvo iSbandytos faktoriy poveikiu (Zont, J. Exp. Med.,
1984, 159 t., 679-690 psl.). Literatlroje yra nemazai pranesimy apie faktorius, kurie yra
aktyvis analizuojant HPP-CFS. Siy faktoriy $altiniai nurodomi 1 lenteléje. Zemiau
aptariami geriau charakterizuoti faktoriai.

Zmogaus bluznies aktyvumas kondicingje terpéje isreidkiamas sinergizmo faktoriumi
(SF). Kai kurie Zmogaus audiniai, taip pat zmogaus ir peliy lgsteliy linijos gamina
sinergetinj faktoriy, pavadintg SF-1, kuris sgveikauja sinergeti$kai su CSF-1, stimuliuoja
isankstinj HPP-CFS. Sinergetinis faktorius SF-1 pasireiSkia Zmogaus bluznies
kondiciniy lgsteliy terpéje, taip pat juo pasizymi Zmogaus placentos lgstelés, lgstelés
5637 (puslines karcinomos Iasteliy linija) ir EMT-6 (peliy pieno liauky karcinomos
Iasteliy linija). Taciau nenustatytas SF-1 Igsteliy identiSkumas. Pirmiausiuose
praneSimuose pateikiamas interleukino-1 su SF-1 aktyvumo blokavimas (Scebo ir kiti,
Blood, 1988, 71 t., 962-968 psl). Taciau paskutiniais pranesimais buvo

pademonstruota, kad interleukinas-1 (IL-1) sgveikoje su CSF-1 negali stimuliuoti tokiy
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kolonijy susidarymo, kurios bity gautos i§ CSF-1 kartu su dalinai iSvalytu kondicinés
terpes 5637 preparatu (MacNiec. Blood, 1989, 73 1., 919 psl).

Sinergetiniu faktoriumi, esanciu apvaisintos pelées gimdoje yra CSF-1. WEHL-3
lasteliy (peliy mielomonocitinés leukemijos Igsteliy linija) produkuojamas sinergetinis
faktorius, kuris, kaip pasirodé, yra identiSkas interleukinui-3. Kaip CSF-1, taip ir IL-1
stimuliuoja kraujodaros pirmtakai, kurie yra labiau subrendg, negu SF-1 taikinys.

Buvo parodyta, kad TC-1 lasteliy (stromalinés lastelés, gautos i§ kauly Ciulpy)
kondicinéje terpéje yra kitos klasés sinergetinis faktorius. Si lasteliy linija produkuoja
faktoriy, kuris stimuliuoja ankstyvojo mieloidinio tipo, o taip pat limfoidinio tipo Igsteles.
Jis buvo pavadintas kraujolimfodaros augimo faktoriumi-1 (HLG-1). Jo molekuline
masé 120000 (MakNies ir kiti, Exp. Hematol. 1988, 16 t., 383 psl.).

1§ zinomy interleukiny ir CSF faktoriy nustatyta, kad IL-1, IL-3 ir CSF-1 pasizymi
aktyvumu analizuojant HPP-CSF. Kiti sinergetinio aktyvumo Saltiniai paminéti | lenteleje
ir struktariskai neidentifikuoti. Remiantis polipeptidine seka ir biologinio aktyvumo

profiliu, pateikiamas molekulés iSradimas, kuri skiriasi nuo IL-1, IL-3, CSF-1 ir SF-1.

| lentele
Saltinis’ ISnasa
Zmogaus bluznies kondiciné terpé Kriegler, Blood, 31888860, 503(1982)
(CM)
Pelés bluznies CM Bradley, Exp.Hematol.Today, Baum, 285(1980)
Ziurkés bluznies CM Bradley, supra, (1980)
Peles plauciy CM Bradley, supra, (1980)
Zmogaus placentos CM Kriegler, supra (1982)
Vaisingos pelées CM Bradley, supra, (1980)
GTC-CCM Bradley, supra, (1980)
RH3 CM Bradley, supra, (1980)
PHA PBL Bradley, supra, (1980)
WEHL-3B CM McNience, Cell Biol.Int.Rep., 6,243 (1982)

EMT-6 CM McNience, Exp.Hematol., 15,854 (1987)
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CML-lgstelés Kriegler, Exp.Hematol., 12,844 (1984)
5637 CM Stanley, Cell, 45, 667 (1986)
TC-1 CM | Song, Blood, 66, 273, (1985)

" CM - kondiciné terpé

Naudojant parenteralinj buda, baltymai daznai (greitai) igskaidréja nuo cirkuliacijos ir
todél gali pasireiksti santykinai trumpu farmakologinio aktyvumo periodu. To pasekoje,
norint iSlaikyti terapinj efektg, gali prireikti dazny injekcijy ir atitinkamai dideliy doziy
bioaktyviy baltymuy. Zinoma, kad baltymai modifikuoti kovalentigkai prijungiant
vandenyje tirpstancius polimerus, tokius kaip polietilenglikolis, polietilenglikolio
polipropilenglikolio polimerus, karboksimetilceliulioze, dekstrana, polivinilo alkoholj,
polivinilpirolidong arba poliproling, pasizymi atitinkamai dideliu skilimo periodu kraujyje,
juos jvedus intraveniskai, lyginant su nemodifikuoty baltymy i$siskaidymo periodu
(Abuchovskii ir Kiti, Fermentai it medikamentai, red. CHolcenberg ir kiti, Wiley-
Interscience, New York, 367-383 psl. (1981), Newmark ir kiti, V.Appl. Biochem., 1982, 4
t. 185-189 psl.; Katre ir kiti, Proc. Natl. Acad. Sci. 5A, 1987, 84 t., 1487-1491 psl). Be
to, tokios modifikacijos gali padidinti baltymy tirpuma vandeniniuose tirpaluose,
igvengti agregavimo, sustiprinti baltymo fizikinj ir cheminj stabiluma ir Zymiai sumazinti
baltymo imunogeniskuma, ir antigenikuma, To pasekoje gali bati pasiekiamas norimas
biologinis aktyvumas jvedus gyvam organizmui tokius polimero-baltymo aduktus
rediau, arba mazesnémis dozémis, lyginant su nemodifikuotais baltymais.

Ypac¢ yra naudingas polietilenglikolio (PEG) prijungimas prie baltymy, nes PEG
pasizymi labai zemu toksiskumu Zinduoliams (Karpenter ir Kkiti, Toxicol, Appl.
Farmacol. 1971, 18 t., 35-40 psl). Pvz, JAV leidziama naudoti polietilenglikolio ir
adenozindeaminazés adukta, gydant zmogaus stipry kombinuotg imunodeficito
sindroma. Kitas pranasumas, pasiekiamas PEG konjugacija, yra tas, kad efektyviai
sumazéja  heterologiniy baltymy imunogeniSkumas  ir antigeniSkumas.  Pvz,,
polietilenglikolio aduktas su ymogaus baltymu gali bati naudingas gydant kito tipo
induoliy susirgimus, nebijant imunines reakcijos efekty pasireiskimo.

Polimerus, tokius kaip PEG, galima patogiai prijungti prie vienos ar keliy sugebanciy

reaguoti baltymo aminorigsdiy liekany, tokiy kaip alfa-amino grupés amino-galo



5 LT 4019 B

aminoriigééiy, epselon-aminogrupes goniniy lizino grandiniy, sulfhidrilines grupes
cisteino $oniniy grandiniy, karboksilinés grupeés aspartilo ir glutamilo $oniniy grandiniy,
alfa-karboksiline grUpés karboksi-galo aminoriigsties, tirozino $oninés grandinés arba
aktyvuotos glikozilinés grandines, prijungtos prie asparagino, serino ar treonino kai
kuriy liekany.

Apradyta daugybé PEG aktyvuoty formuy, tinkamy saveikai su baltymais. Naudingi
polietilenglikolio reagentai reakcijai su baltymy aminogrupémis apima aktyvius anglies
rigéties esterius arba karbonato darinius, ypac tuos, kuriuose atskeliama grupe yra N-
hidroksisukcinimidas, para-nitrofenolis, imidazolas arba 1-hidroksi-2-nitrobenzen-4-
sulfonatas. Polietilenglikolio dariniai, turintys maleimido- ar halogenacetilo grupes yra
naudingi reagentai modifikuojant sulfihidrilines grupes, nesuriStas su baltymais.
Analogigkai, polietilenglikolio reagentai, turintys amino-, hidrazino- ar hidrazido grupes,
yra naudingi saveikoje su aldehidais, kurie susidaro baltymuose, veikiant
angliavandeniliy liekanas periodatu.

Sio idradimo tikslas yra pateikti faktoriy, i$$aukiantj ankstyvyjy pirminiy kraujodaros
Iasteliy augima,

iISradimo reziume

Siuo iSradimu yra pateikiami nauji faktoriai, ¢ia vadinami “kamieniniy lasteliy
faktoriai” (CSF), kurie pasizymi savybe stimuliuoti primityviy pirminiy, jskaitant
ankstyvasias kraujodaros lasteles, augima, Sie faktoriai taip pat gali stimuliuoti
nekraujodaros kamienines lasteles, tokias kaip neuralines kamieninés lgstelés ir
gemalinés kamieninés lastelés. Be to, Sis iSradimas taikomas polipeptidams
nesutinkamiems gamtoje, kurie turi pakankama dubliuojanéig aminorugsciy seka,
lyginant su natiiraliai egzistuojandiy kamieniniy Igsteliy faktoriumi.

Sis isradimas taip pat pateikia i$skirta DNR seka, naudojamg iSskyrimui ekspresijos
prokarioty ar eukarioty Igstelése-$eimininkése polipeptidiniy produkty, turinciy
aminoriigéciy sekas, pakankamai panasias lyginant su natiralios kilmés kamieniniy
lasteliy faktoriaus seka, siekiant aprapinti pakankamu kraujodaros biologinio aktyvumu
natliralios kilmés lasteliy kamieny faktoriy. Tokios DNR sekos apima:

a) DNR sekos arba jy komplementarios grandinés, pateiktos Fig.14B, 14C, 15B,
15C, 42 ir 44,
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b) DNR sekos, kurios hibridizuotos pagal sekas, nurodytas a) arba jy fragmentus;

c) DNR sekos, iSskyrus genetinio kodo i$sigimima, kurios gali hibridizuotis su DNR
sekomis, nurodytomis a) ir b).

Be to, susidaro vektoriai, turintys tokias DNR sekas, ir tokiais vektoriais
transformuotos ar transfekuotos eimininko lastelés. Taip pat $is iSradimas apima CSF
gavimo budus, naudojant rekombinantines metodikas ir paZeidimy gydymo bidus. Be
to, pateikiamos vaistinés kompozicijos, apimanc¢ios CSF ir antikinus specifiskai
suriSancius CSF.

ISradimas taip pat apima efektyvy kamieniniy lgsteliy i$skyrimo i§ medziagos,
turin¢ios CSF, metodg, be to, Sis metodas apima jony mainy stadijg, chromatografinj
iSskyrimg ir/arba iSskyrima skysciy chromatografija.

Siuo i$radimu pateikiamas biologiSkai aktyvus aduktas, turintis pailginta skilimo
periodg ir padidintg potencialg veikiant Zinduolius, jskaitant CSF, kovalentiékai sujungtg
su vandenyje tirpstanciu polimeru, tokiu kaip polietilenglikolis ir polipropilenglikolis,
kuriame nurodytas polimeras yra nepakeistas ar pakeistas i§ vieno alkilo grupés galo.
Kitu Sio iSradimo aspektu pateikiamas ankséiau aprasyto adukto gavimo bidas,
apimantis sgveikg CSF su vandenyje tirpstanéiu polimeru, turinéiu maziausiai viena
galing reakcijoje dalyvaujancig grupe, o taip pat gauto adukto valymo biidas, norint
gauti produktg su pailgintu skilimo cirkuliuojant periodu ir padidintu biologiniu
aktyvumu.

Trumpas figury aprasymas

Fig.1 - zinduoliy CSF valymas anijonine chromatografija.

Fig.2 - Zinduoliy CSF valymas gel-filtracine chromatografija

Fig.3 - chromatograma valant Zinduoliy CSF agliutining (i§ daiginty kvieciy) -
agarozes koloneleje

Fig.4- zinduoliy CSF valymas katijonine chromatografija

Fig.5 - C4 chromatograma valant Zinduoliy CSF

Fig.6- C4 frakcijos i§ Fig.5 elektroforezé (SDS)-poliakrilamidiniame gelyje (SDS-
PAGE) su natriododecilsulfatu

Fig.7 - zinduoliy CSF C4 analitiné C, chromatografija

Fig.8 - C4 frakcijos SDS-PAGE
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Fig.9 - i$valyto zinduoliy CSF ir deglikozilinto Zind. CSF SDS-PAGE

Fig.10 - ivalyto Zinduoliy CSF C4 analitine chromatografija

Fig.11 - parodyt'a sinduoliy CSF faktoriaus aminoriig8¢iy seka, iSvesta i$ baltymy
sekos.

Fig.12 - parodyta: A. Oligonukleotidai ziurkés kamieniniy lasteliy faktoriaus
komplementariai DNR. B. Oligonukleotidai 7mogaus kamieniniy lasteliy faktoriaus DNR.
C. Universalus oligonukleotidéi

Fig.13 - parodyta: A. Polimerazés ciklines reakcijos (PCR) sustiprinimo schema
siurkés faktoriaus (CSF) komplementariai DNR. B. Polimerazes ciklinés reakcijos
(PCR)sustiprinimo schema zmogaus faktoriaus (CSF) komplementariai DNR.

Fig.14 - parodyta: A. Ziurkés genominés DNR sekos paieskos strategija. B. Nukleino
rig$ciy seka ziurkés genominei DNR. C. Ziurkeés faktoriaus SCF komplementarios DNR
nukleino rigééiy seka ir aminorigéciy seka ziurkés baltymo SCF.

Fig.15 - parodyta: A. Sekos paieSkos strategija Zmogaus genominei DNR. B.
Nukleino rigséiy seka 2mogaus genominei DNR. C. Zmogaus faktoriaus CSF
komplementarios DNR nukleino riigéc¢iy sekos ir Zmogaus baltymo CSF aminorugsciy
sekos kompozicija.

Fig.16 - parodytas palyginimas aminorigs¢iy sekos zmogaus, bezdzionés, Suns,
pelés ir ziurkés SCF baltymo.

Fig.17 - parodyta zinduoliy lastelés ekspresijos vektoriaus V19.8 SCF struktura.

Fig.18 - parodyta zinduoliy CHO Iastelés ekspresijos vektoriaus pDSVE struktura.

Fig.19 - parodyta E.coli ekspresijos vektoriaus pCFM 1156 struktura.

Fig.20 - parodyta: A. Zinduoliy SCF radicimuninés analizés duomenys. B. Imuno-
i$sodinto zinduoliy CSF SDS-PAGE.

Fig.21 - parodyta Zzmogaus rekombinantinio CSF Vesterno analize.

Fig.22 - parodyta Ziurkés rekombinantinio CSF Vesterno analize.

Fig.23 -pateikiama diagrama, i$ kurios matyti Ziurkes COS-1 lIgsteles produkuojamo
rekombinantinio SCF faktoriaus veikimas kauly ¢iulpy transplantacijai.

Fig.24 - parodytas ziurkés rekombinantinio CSF efektas gydant Stilo peliy

makrociting anemija,
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Fig.25 - parodytas skaigius periferiniy baltujy kraujo kuneliy (WEC) Stilo peliy,
apdoroty ziurkes rekombinantiniu CSF.

Fig.26 - parodytas Stilo peliy, apdoroty siurkeés rekombinantiniu CSF, trombocity
skaicius.

Fig.27 - parodytas Stilo peliy (WEC) diferenciacinis skaigius, apdorojant ziurkes
rekombinantiniu SCF''®* PEG 25.

Fig.28 - parodytas Stilo peliy limfocity rinkinys, apdorojant 3iurkés rekombinantiniu
SCF''® PEG 25.

Fig.29 - parodytas paprasty primaty apdorojimo rekombinantine CSF seka efektas,
isaugant periferiniy WEC skaiciui.

Fig.30 - parodytas paprasty primaty apdorojimo rekombinantine CSF seka efektas,
iSaugant hematokrity ir trombocity skaiCiui.

Fig.31 - parodytos fotografijos: A. smogaus kauly ciulpy kolonijos, stimuliuotos
smogaus rekombinantiniu SCF"'®2. B. Rait-Gemzo dazytos lastelés i§ kolonijos Fig.
31A.

Fig.32 - parodyti duomenys SDS-PAGE frakcijos i kolonélés su S-sefaroze i$ Fig.33
chromatogramos.

Fig.33 - pateikiama chromatograma zmogaus rekombinantinio SCF, i$skirto is E.coli
kolonéléje su S-sefaroze.

Fig.34 - parodyti duomenys SDS-PAGE frakcijos i koloneles Cs i$
chromatogramos, parodytos Fig.35 : A. su redukuojandiu agentu, B. be redukuojancio
agento.

Fig.35 - pateikia chromatograma zmogaus rekombinantinio SCF, i§skirto i§ E.coli
kolonéléje Ca.

Fig.36 - pateikiama chromatograma siurkés rekombinantinio SCF, i§skirto i§ CHO
kolonéléje su Q-sefaroze.

Fig.37 - pateikiama chromatograma Zziurkes rekombinantinio SCF, iSskirto i§ CHO
kolonéléje Ca.

Fig.38 - parodyti duomenys SDS-PAGE frakcijos i C,4 kolonélés i§ chromatogramos
parodytos Fig.37.
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Fig.39 - parodyti duomenys SDS-PAGE rekombinantinio Zziurkes SCF, iSskirto i$
idvalyto CHO, iki ir po deglikozilinimo.

Fig.40 - parodyta: A. gelfitraciné chromatograma rekombinantinio ziurkes
pegiliruoto SCF''® reakcijos misinio. B. geliltraciné chromatograma rekombinant.
siurkés nemodifikuoto SCF''®,

Fig.41 - parodytas zyméto SCF suri§imas su $vieziais leukeminiais blastais.

Fig.42 - parodyta zmogaus SCF komplementarios DNR seka, gautos iS
fibrosarkomos Igsteliy linijos HT1080.

Fig.43 - parodyta autoradiograma lasteliy COS-7, isreiskiandiy zmogaus SCF'**® ir
CHO lasteliy, i$reidkiandiy zmogaus SCF'"*.

Fig.44 - parodyta zmogaus SCF komplementarios DNR seka, gauta i$ puslines
karcinomos Igsteliy linijos 5637.

Fig.45 - parodytas ap$vitinty peliy iSgyvenimo procento padidéjbimas, apdorojus
SCF.

Fig.46 - parodytas ap$vitinty peliy iSgyvenimo procento padidéjimas, po kauly Ciulpy
su 5% klubo kaulo transplantacijos ir apdorojimo SCF.

Fig.47 - parodytas ap$vitinty peliy iSgyvenimo procento padidéjimas po kauly Ciulpy
su 0.1 ir 20% klubo kaulo transplantacijos ir apdorojimo SCF.

Daugybé $io iSradimo aspekty ir pranasumy akivaizdas Sios biochemijos srities
specialistams, perzitréjus sekantj detaly aprasymag, kurj papildo praktinio iSradimo
igyvendinimo iliustracijos optimaliems variantams Sioms dienoms.

Detalus iSradimo aprasymas

Siuo i§radimu pateikiami nauji kamieniniy lasteliy faktoriai ir DNR sekos, kurios
koduoja visus arba dalj tokiy SCF faktoriy. Cia naudojamas terminas “kamieniniy
Iasteliy faktoriai” arba SCF yra SCF naturalios kilmes (pvz. Zzmogaus SCF), o taip pat
polipeptidai dirbtinés kilmés (t.y. besiskiriantys nuo randamy gamtoje), kurie turi
aminorhg$ciy sekas ir glikozilinimg pakankamai pana$ius lyginant su tokiais naturalios
kilmés kamieniniy lasteliy faktoriais, kurie apsprendzia gamtinio kraujodaros kamieninio
faktoriaus biologinj aktyvuma. Kamieniniy lgsteliy faktorius pasireiSkia sugebéjimu
stimuliuoti ankstyvyjy kraujodaros pirmtaky augima, kurie gali subresti ir virsti

eritroidais, megakariocitais, limfocitais ir makrofaginémis Igstelemis. Zinduoliy gydymas



LT 4019 B
10

CSF faktoriumi jgalina absoliuty kraujodaros lasteliy, tiek mieloidiniy, tiek ir limfoidiniy,
padidejimg. Viena i§ kamieniniy lgsteliy kritiniy charakteristiky yra jy sugebéjimas
diferencijuotis | mieloidines ir limfoidines Igsteles (Waisman, Science, 1988, 241 t., 58-
62 psl.). Veikiant Stilo (8B pavyzdys) peles rekombinantiniu Ziurkiy faktoriumi SCF,
pastebimas granuliocity, monocity, eritrocity, limfocity ir trombocity padidéjimas.
Veikiant paprastus primatus rekombinantiniu zmogaus SCF faktoriumi, pastebimas
mieloidiniy ir limfoidiniy lasteliy padidéjimas (pavyzdys 8C).

Egzistuoja embrioniné ekspresija SCF Igstelémis migraciniuose takuose ir
chomingoviniuose melanoblasty, gemaliniy Igsteliy kraujodaros lgsteliy centruose,
galvos smegenyse ir nugaros smegeny chordoje.

Ankstyvosios pirminés kraujodaros lgstelés kaupiasi zinduoliy kauly ¢&iulpuose,
kuriuos veikia 5-fluoruracilas (5-FU). Chemoterapinis medikamentas 5-FU selektyviai
iSsekina vélesnius kraujodaros pirmtakus. SCF faktorius yra aktyvus kauly ¢iulpams po
apdorojimo su 5-FU.

SCF biologinis aktyvumas ir pasiskirstymo audiniuose charakteris rodo jo pagrindinj
vaidmenj embriogenezéje ir kraujodaroje, o taip pat potencialg gydant jvairius
kamieniniy Igsteliy trukumus.

Sis i$radimas pateikian DNR sekas, kurios apjungia: kodony, “pageidaujamy”
ekspresijai iSrinkty Seimininky-nezinduoliy jjungimo; skaldymo vietos pateikimg veikiant
restrikcinés endonukleazés fermentams; aprupinimg papildomomis pradinés,
terminalinés ir tarpinés DNR sekomis, kurios palengvina lengvai ekspresuojamy
vektoriy konstravima. Sis i§radimas taip pat pateikia DNR sekas, kurios koduoja
polipeptidy analogus ar iSskiriamg SCF, kuris skiriasi nuo randamy gamtoje formy
identiSkumu ar keletu aminortgsc¢iy liekany (pvz. deleciniai analogai, turintys ne visas
liekanas, skirtas SCF; pakeitimo analogai, kuriuose viena arba keletas specifiniy liekany
pakeistos kitomis liekanomis; adityviniai analogai, kuriuose viena arba keletas amino
rug$cCiy liekany pridedama prie terminalinés arba medialinés polipeptido dalies) ir kurie
pasizymi kai kuriomis arba visomis gamtoje sutinkamomis savybémis. Sis i$radimas
ypac taikomas DNR sekoms, koduojan¢ioms visg neapdorotos aminorugsciy sekos

ilgj, o taip pat DNR sekas, koduojancias apdorotg SCF forma,
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Sio igradimo naujos DNR sekos apima sekas, naudingas esant iSskirtai ekspresijai
prokariotinése ar eukariotinése polipeptidiniy produkty geimininky lgstelése, turin€iose
maziausiai dalj pirminés struktrinés konformacijos ir vieng arba keletg gamtinés kilmés
SCF biologiniy savybiy. Specifiskai, DNR sekos apjungia: a) DNR sekas, pateiktas
Fig.14B, 14C, 15B, 15C, 42 ir 44, arba jy komplementarias spirales; b) sekas, kurios
hibridizuotos (hibridizacijos salygomis, aprasytomis 3 pavyzdyje, arba dar grieztesnése
salygose) su DNR sekomis Fig.14B, 14C, 15B, 15C, 42 ar 44 arba jy fragmentais; ir c)
DNR sekas, kurios, idskyrus genetinio kodo degeneracijg, gali hibridizuotis prie DNR
seky Fig.14B, 14C, 15B, 15C, 42 ar 44. SpecifiSkai apimtos dalyse b) ir c) yra
genominés DNR sekos, koduojantios SCF formos alelinius variantus ir/arba
koduojanéios SCF i$ kity zinduoliy rasiy, ir gautos DNR sekos, koduojancios SCF, Sio
faktoriaus fragmentai ir jo analogai. DNR sekos gali jjungti kodonus, palengvinancius
informacinés RNR transkripcijg ir transliacijg mikrobiniuose $eimininkuose. Tokios
gautos sekos gali bti lengvai sukonstruotos pagal Altono ir kt. metodus, publikuotus
paraiSkoje PST WO 83/04053.

Remiantis kitais $io i$radimo aspektais, ¢ia aprasytos DNR sekos, kurios koduoja
polipetidus, turinius SCF aktyvuma, yra vertingos del informacijos, kurig jos suteikia
apie zinduoliy baltymy aminoriigsciy seka, kuri iki $iol buvo nepasiekiama. Sios DNR
sekos taip pat yra vertingos kaip produktai, naudingi esant dideliy masteliy SCF
sintezei, padedant daugybei rekombinantiniy metodiky. Kitais ZodZiais tariant, Siuo
iSradimu pateikiamos DNR sekos naudojamos dirbant su naujais ir naudingais
virusiniais ir cirkuliariniais DNR plazmidés vektoriais, naujomis ir naudingomis
transformuotomis ir transfekuotomis prokariotinémis ir eukariotinémis Seimininky
lastelémis (jskaitant bakterijy ir mieliy Igsteles ir kultlroje auginamas Zinduoliy Igsteles),
ir naujais ir naudingais tokiy lasteliy-Seimininky kultivavimo metodais, tinkamy SCF
ekspresijai ir Siam faktoriui giminingiems produktams.

Sio isradimo DNR sekos taip pat yra tinkamos panaudojant jas kaip zymetus
pavyzdzius izoliuojant 2mogaus genomine DNR, koduojanCig SCF ir kitus genus
giminingiems baltymams, o taip pat komplementarios DNR sekoms ir kity Zinduoliy

rusiy genominei DNR.
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DNR sekos taip pat gali biti panaudojamos |jvairiuose alternatyviuose baltymy
sintezés buduose (pvz., vabzdziy Igstelése) arba zmogaus ir kity zinduoliy genetinés
terapijos atveju. Manolma, kad Sio iSradimo DNR sekos gali buti panaudojamos dirbant
su transgeninémis zinduoliy rasimis, kurios galima panaudoti kaip eukariotinius
“Seimininkus” gaminant SCF faktoriy ir jo produktus dideliais kiekiais. Zr. Palmitero ir
kity bendrame straipsnyje zurnale Science 1983. 222 t., 809-814 psl.

Sis isradimas pateikia iéskifta ir iSvalytg gamtinés kilmés SCF (t.y. iSvalytg iS
gamtinio ir padarytg taip, kad pirmine, antriné ir tretiné glikozilinimo konformacija ir
charakteris buty identiSki natUralios kiimés medziagai), o taip pat dirbtinés kilmes
polipeptidus, turinCius pirmine strukturing konformacijg (t.y. nepertraukiamg
aminorugsciy liekany seka) ir glikozilinimg, pakankamai duplikaty naturalios kilmés
kamieniniy Igsteliy faktoriui, tam kad jie pasizyméty naturalios kilmés SCF faktoriaus
kraujodaros biologiniu aktyvumu. Tokie polipeptidai apjungia darinius ir analogus.

Ypac siulomame SCF variante, jis charakterizuojamas kaip prokarioto ar eukarioto
Seimininko ekspresijos (pvz., bakterijy, mieliy, aukstesniyjy augaly, vabzdziy ir
zinduoliy Igsteliy kultaroje) DNR egzogeniniy seky produktas, gautas klonuojant
genomineg ar komplementarig DNR arba genetinés sintezés budu. T.y., siullomame SCF
variante jis charakterizuojamas kaip “rekombinantinis SCF”. Ekspresijos produktai
tipiSkuose mieliy (ass agomuse cerevisiae) ar prokarioty (pvz., E.coli) lastelése-
Seimininkése laisvi nuo susijungimo su kokiais nors zinduoliy baltymais. Ekspresijos
produktai stuburiniy (pvz., zinduoliy, besiskirianCiy nuo zmogaus (COS ir CHO), ir
pauk3Ciy) lastelése laisvi nuo susijungimo su kokiais nors zmogaus baltymais.
Priklausomai nuo panaudojamo $eimininko, S$io iSradimo polipeptidai gali bt
glikozilinti zinduoliy angliavandeniais arba kitais eukarioty angliavandeniais, arba gali
bati neglikozilinti. Lastelé- Seimininké gali biti pakei¢éiama panaudojant metodikas,
tokias kaip aprasytos Lii ir kity darbe, J.Biol.Chem. 1989, 264 t., 13848 psl., kuris
aminorug$ciy liekanas (I-padétyije).

Papildomai gamtines kilmeés SCF alelinéms formoms, Sis iSradimas taip pat apima
kitus SCF produktus, tokius kaip SCF peptidinius analogus. Tokie analogai jjungia SCF

fragmentus. Naudojant ankscCiau paminétos Altono ir kity (WO 83/04053) paraiSkos



LT 4019 B
13

metodikas, galima lengvai sukonstruoti ir gauti genus, kurie koduoja ekspresijg
mikrobiniy, turinéiy pirming konformacija, polipeptidy, besiskiriantys nuo Cia aptariamy
identiSkumo termihais arba i§sidéstymu vienos ar keliy liekany (pvz., pakeitimai,
terminaliniai ir tarpiniai prijungimai ir delecija). Alternatyviai, komplementarios DNR ir
genomo geny modofikacijos gali biti lengvai jgyvendinamos su gerai zinomy lokaliskai
nukreipty mutageneziy metodiky pagalba ir naudojamos SCF degeneruotiems
analogams ir dariniams. Tokie produktai dalyvauja maziausiai viena i$ biologiniy SCF
savybiu, bet gali skirtis nuo kity. Kaip pavyzdZziai, iSradimo produktai gali apjungti
sutrumpintus produktus, pvz., delecijomis arba tuos, kurie stabilesni hidrolizei (ir todél
gali turéti labiau i$reiksty ar ilgaamziskesniy efekty, negu natralios kilmes produktai);
arba tie, kurie pakeisti pasalinimui ar pridéjimui vieni ar keliy potencialiy centry O-
glikozilinimui ir/arba N-glikozilinimui, arba tie, kurie turi vieng ar keletg cisteino liekany,
pasalinty arba pakeisty, pvz., alanino ar serino liekanomis ir potencialiai lengviau
aktyvioje formoje issiskiria i§ mikrobiniy sistemuy; arba tie, kurie turi vieng ar kelias
tirozino liekanas, pakeistas fenilalaninu, ir lengviau ar sunkiau susiri$a su baltymais
taikinio ar receptoriais ant taikinio Igsteliy. Be to, iSradimas apima polipeptidinius
fragmentus, dublikuojancius tik dalj nepertraukiamos amino rugsciy sekos ar antring
SCF vidaus informacija, ir Sie fragmentai gali pasizyméti vienomis SCF savybemis
(pvz., receptoriaus rysSiu), o ne kitomis (pvz., ankstyvyjy kraujodaros lgsteliy augimo
aktyvumu). UzZtenka paminéti, kad aktyvumas néra batinas kokiam nors vienam ar
keliems iSradimo produktams, bet pasizymi terapiniu naudingumu (zr., Weiland ir kiti,
Blood, 1982, 44 t., 173-175 psl.), arba nauda kituose kontekstuose, tokiuose kaip SCF
antagonizmo analizés. Konkurentiniai antagonistai gali bati visai naudingi, pvz., SCF
perprodukcijos atveju arba Zmogaus leukemijos atvejais, kada piktybinés Igsteles
perprodukuoja receptorius SCF, kg parodo SCF receptoriy perprodukcija
leukeminiuose blastuose (13 pvz.).

ISradimo panaudojamais polipeptidy analogais yra praneSimai apie imunines
savybes sintetiniy peptidy, kurie i§ esmés dubliuoja aminortig8Ciy sekg, islikusig
natiiralios prigimties baltymuose, glikoproteinuose ir nukieoproteinuose. Konkreciau
buvo parodyta, kad santykinai mazo molekulinio svorio polipeptidai dalyvauja

imuninése fiziologiskai svarbiy baltymy reakcijose, tokiy kaip virusiniai antigenai,
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polipeptidiniai hormonai ir tt. Tokiose imuninése reakcijose polipeptidai apima:
specifiniy antikiiny susidarymo provokacijas imunologiskai aktyviuose gyvunuose
[(Lerner ir kt., Cell, 23,v 309-310 (1981); Ross ir kt., Nature, 294, 654-656 (1981); Walter
ir kt., Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 77, 5197-5200 (1980); Lerner ir kt., Proc.Natl.Acad. Sci.
USA, 78, 4882-4886 (1981); Wong ir kt., Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 79, 5322-5326
(1982); Baron ir kt., Cell, 28, 395-404 (1982); Dressman ir kt., Nature, 295, 185-160
(1982); Lerner, Sci.Amer., 248, .66-74 (1983).7r. t.p. Kaiser ir kt., Sci. 223, 249-255
(1984)] reaguojanciy j sintetiniy baltymy, kurie artimai atkartoja peptidiniy hormony
antrine struktiirg, bet negali atkartoti jy pirminés struktarinés konformacijos, biologines
ir imunologines savybes.

Be to, Sis iSradimas apima ty polipeptidy klase, kurie uzkoduoti DNR dalimis,
komplementaria ir baltymus koduojancia spirale Zzmogaus k-RNR ar genominémis DNR
SCF sekomis, t.y. “komplementariai invertuotais baltymais”, kaip aprasyta (Tramontano
ir kt., Nuc.Acid Res., 1984, 12 t., 5049-5059 psl.).

Siuo isradimu pateikiami SCF polipeptidai apima, bet neapsiriboja SCF faktorius: 1-
148, 1-162, 1-164, 1-165, 1-183 (Fig.15C); 1-185, 1-188, 1-189 ir 1-248 (Fig.42); ir 1-157,
1-160, 1-161 ir 1-220 (Fig.44).

SCF faktorius gali bdti iSvalytas naudojant metodikas, kurios yra Zzinomos
specialistams Sioje biochemijos srityje. Tyrimo objektas apjungia SCF valymo metodus
I medziagos, turinCios SCF, tokios kaip kondicinés terpés ar zmogaus Slapimo,
plazmos, be kita ko metodas apima vieng ar kelias stadijas, tokias kaip: medziagy,
turiniy SCF, gryninimas jony mainy chromatografija (katijonine ar anijonine
chromatografija); medziagy, turin¢iy SCF, gryninimas skysCiy chromatografija,
naudojant imobilizuojancias C4 ar C6 dervas; gryninimas skysCiy chromatografija
panaudojant imobilizuojantj lekting, t.y. SCF pririsa prie imobilizuojancio lektino ir
eliuuoja naudojant cukrus, kurie yra konkurentai tokiam “priri§imui”. Siy metody
panaudojimo detalés paaiskés i§ SCF valymo apraSymo pateikto 1, 10 ir 11
pavyzdziuose. Metodikos, aprasytos 2 pvz. JAV patente 4667 016 (Lay ir kt.), jtrauktos |

apraSyma su iSnasa, taip pat yra naudojamos, valant kamieniniy Igsteliy faktoriy.
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SCF izoformos iskiriamos naudojant standartines metodikas, tokias kaip
metodikos, iédestytos JAV paraiSkoje reg. Nr. 421444 1989 spalio 13, pavadintoje
“Eritrodariniy izoformos” (bendras valdymas), ¢ia jtraukta kaip iSnasa.

Sis isradimas taip pat pateikia farmacines kompozicijas, apimancias terapiskai
efektyvius polipeptidiniy produkty kiekius kartu su atitinkamais tirpikliais, konservantais,
tirpinamais priedais, emulgikliais, promotoriais ir/arba nesikliais, naudojamais SCF
terapijoje. Cia naudojamas terminas “terapiskai efektyvus kiekis” yra toks kiekis, kuris
uztikrina terapinj efekta esant tam tikrai biklei ir paskyrimo rezimui. Tokios
kompozicijos yra skyséiai ar liofilizuotos formos arba kitaip iSdziovintos pagal
receptiirg, ir jjungia tirpiklius su skirtingo turinio buferiais (pvz., Tris-HCI, acetatas,
fosfatas), pH ir jony jégos reguliatoriai, tokie kaip albuminas ar zelatina, tam kad
sutrukdyti adsorbcijg pavirSiuje), detergentai (pvz., Tween-20, Tween-80, Pluronic F68,
skrandZio riigégiy druskas), tirpinancius agentus (pvz., glicerinas, polietilenglikolis),
antioksidantus (pvz., askorbino ragstj, natrio metabsulfitg), konservantus (pvz.,
tiomersalj, benzilo alkoholj parabenzeng), turio medzZiagas ar koncentracijos
modifikatorius (pvz., laktozé, manitolas), polimery, tokiy kaip polietilenglikolis,
kovalenti§kai priri§ty prie baltymy (aprasyta Zemiau, 12 pavyzdyje), komplekso
sudarymas su metalo jonais ar preparato jvedimas j/arba ant polimeriniy medziagy
granuliuoty preparaty, tokiy kaip pieno riigstis, poliglikolio ragstis, hidrogeliai ir kt., ar
liposomos, mikroemulsijos, miceliai, vienasluoksniai ar daugiasluoksniai nesikliai,
eritrocity “Se$éliai” ar sferoplastai. Tokios kompozicijos gali turéti jtakos fiziniam baviui,
tirpumui, i$siskyrimo gyvame organizme stabilumo laipsniui ir SCF buvimo gyvam
organizme laipsniui. Kompozicijos pasirinkimas priklausys nuo baltymy, turinc¢iy SCF
aktyvuma, fiziniy ir cheminiy savybiy. Pvz., produktas, gautas i§ membranoje-suristos
formos SCF, gali reikalauti receptiros, turin¢ios detergenty. Kompozicijos su
reguliuojamu ar pastoviu i§skyrimu turi lipofiliniy formy recepturg (pvz., riebiosios
rugstys, vaskai, aliejai). Taip pat iSradimas apima granuliuotas kompozicijas,
padengtas polimerais (pvz., poloksamerais ar poloksaminais) ir SCF, suristas su
antiknais, nukreiptais prie$ audiniy specifinius receptorius, ligandus ar antigenus ar
suriStus su ligandais audinyje specifiniais receptoriais. Kiti iSradimo jgyvendinimo

variantai apima granuliuotas formas, apsauginius apvalkalus, proteaziy inhibitorius ar
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prasiskverbimo sustiprintojus jvairiems jvedimo budams, jskaitant parenteralin, per
kvépavimo takus, per nosj ar per burna,

I$radimas taip pat apima vieng ar kelis papildomus kraujodaros faktorius, tokius kaip
EPO, G-CSF, GM-SCF, CSF-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11,
IGF-1 ar LIF (leukemijos inhibicijos faktorius).

Sio isradimo polipeptidai gali bdti “zyméta” priemone sujungimui su detekticine
7zyméta medziaga (pvz., su Jodo-125 radioaktyvia zyme ar biotinilinimu), siekiant
pateikti reagentus, tinkamus detekcijai ir kiekybiniam SCF ar jo lasteliy, turinciy
receptorius, jvertinimui tvirtuose audiniuose ir skystuose pavyzdziuose, tokiuose kaip
kraujas ar Slapimas.

Biotinilintas SCF naudojamas kartu su imobilizuotu streptavidinu siekiant “praplauti”
leukeminius blastus i§ kauly &iulpy autologingje kauly Ciulpy transplantacijoje. SCF
toksiniai konjugatai, tokie kaip ricinas (Ur, Prog Clin.Biol.Res. 1989, 288 t., 403-412
psl.), difteria-toksinas (Moolten,J. Natl. Con. Inst. 1975, 55t., 473-477) ir radioizotopai
naudojami anti-neoplastinéje terapijoje (13 pvz) ar sudarant kauly ciulpy
transplantacijoje kondicinj rezima.

I$radimo nukleino rtgééiy produktai naudingi, jeigu pazymeti detekcinémis zymemis
(tokiomis kaip radioZymés ir neizotopinés zymes, tokios kaip biotinas) ir panaudojami
hibridizacijos procese, zmogaus SCF faktoriaus geno vietos nustatymui ir/arba bet
kokio giminingo geno vietos nustatymui chromosominiame zemelapyje. Jie taip pat
panaudojami zmogaus SCF geno pazeidimy nustatyme genetiniame lygyje ir
naudojami kaip genetiniai markeriai kaimyniniy geny identifikacijai ir jy pazeidimams
nustatyti. Zmogaus SCF genas koduojamas ant 12 chromosomos, o peliy SCF ant 10
chromosomos zemeélapiy 1 aplinkoje.

SCF faktorius naudojamas pats vienas arba kartu su kitomis terapijomis gydant eile
kraujodaros pazeidimy. SCF galima panaudoti vieng arba su vienu ar keliais
kraujodaros faktoriy, tokiais kaip EPO, G-CSF, GM-SCF, CSF-1, IL-1-IL-11, IGF-1 ar IIF,
gydant kraujodaros pazeidimus.

Egzistuoja kamieniniy Igsteliy pazeidimo grupé, kuri charakterizuojama funkcinés
kauly @iulpy masés sumazéjimu, kurig i$8aukia toksiniai, radiaciniai ar imunologiniai

pazeidimai ir kurie gali bt i$gydyti su SCF. Aplatiné anemija yra taip pat kamieniniy
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lasteliy pazeidimas, ir $iuo atveju kraujodaros audiniai pakeiCiami riebaliniais, ir
pancitopenija. SCF sustiprina kraujodaros proliferacijg ir yra naudinga gydant aplasting
anemiijg (8B pvz.).' Kaip zmogaus aplastinés anemijos modelj panaudoja Stilo peles
(Jons, Exp.Hematol. 1983, 11t., 571-580 psl). Buvo gauti perspektyvis rezultatai
panaudojus aplastinés anemijos gydymui giminingg citoking, GM-SCF (Antin ir kt.,
Blood, 1987, 70 t., 129a psl.). Paroksizmaliné nokturaliné hemoglobinurija (PNG) yra
kamieniniy lasteliy pazeidimas ir charakterizuojama defektyviy trombocity ir
granuliocity, o taip pat nenormaliy eritrocity, susidarymu.

Egzistuoja daugybé susirgimy, kurie gali buti i§gydomi SCF faktoriumi. Tai apima:
mielofibroze, mieloskleroze, osteopetrioze, metastating karcinomg, umig leukemija,
daugybine mieloma, Chodzkinso ligg, limfomg, Ga$é liga, Niemano-Piko susirgima,
Letterere-Sivo liga, refraktorine eritroblastine anemijg, di Guglielmo sindroma,
kongesting splenomegalija, Kala azarg, sarkoidoze, pirmine bluznies pancitopenija,
miliaring tuberkulioze, iSbérimy grybelinius susirgimus, fulminacing senticemija,
maliarija, vitamino B, ir folinés ragsSties deficit, piridoksino deficita, Daimondo
Blakfano anemijg, hipopigmentinius pazeidimus, tokius kaip piebaldizmas, vitiligo. SCF
eritroidinés, megakariocitinés ir granuliocitinés stimuliuojancios savybés pailiustruotos
8B ir 8C pvz.

Kraujodaros kamieniniy Igsteliy, tokiy kaip pirmosios gemalines Igsteles,
melanocitai, iSsivyste i§ nervinés skiauterés, komisuraliniai aksonai, iSsivyste I8
dorsalinés nugaros chordos, normaliy mezonefritiniy irmetanefritiniy kepeny kanaléliy
kripty lastelés, ir apgaubianc¢iy iSaugy augimo sustipréjimas pagerina jy bukle, kai
ivyksta audiniy pazeidimas $iose vietose. SCF naudojamas neurologiniy pazeidimy
gydymui ir yra nervo lasteliy augimo faktorius. SCF naudojamas apvaisinimo ne
organizme metodikose ir nevaisingumo atvejais. SCF naudingas gydant Zarnyno
pazeidimus, atsiradusius dél spinduliavimo ar chemoterapijos.

Yra mieloproliferaciniy kamieniniy lasteliy pazeidimai, tokie kaip policitemija,
chroniné mielogenoziné leukemija, mieloidiné mataplazija, pirminé trombocitemija ir
uminés leukemijos, kurios gali buti gydomos naudojant SCF, anti-SCF antikunus ar

SCF-toksiny konjugatus.
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Yra daugybé atvejy, kur uzfiksuota iSaugusi leukeminiy lasteliy proliferacija paveikus
kraujodaros lgsteliy augimo faktoriams G-SCF, GM-SCF ir IL-3 (Delvel ir kt., 1988, 72 t.,
1944-1949 psl.). Kadahgi daugelio chemoterapiniy medikamenty sékmé priklauso nuo
to, kad neoplatinés lastelés daug aktyviau praeina vystymosi ciklg, negu normalios
lastelés, SCF, kaip toks, ar kartu su kitais faktoriais, veikia kaip augimo faktorius
neoplatinéms lasteléms ir padidina jy jautrumg  toksiniams chemoterapiniy
medikamenty efektams. SCF reéeptoriq padidinta ekspresija leukeminimas blastams
parodyta 13 pvz.

Atliktas eiles rekombinantiniy kraujodaros faktoriy tyrimas, nustatant ju sugebejimg
sumazinti kritinj leukocity sumazéjima, jvykstantj dél chemoterapijos ir radiacinés
chemoterapijos. Nors $ie faktoriai yra pakankamai naudingi $ioje aplinkoje, egzistuoja
ankstyvasis kraujodaros atsiskyrimas, kuris pazeistas ypa¢ spinduliavimu, turi buti
pakartotinai atnaujintas anksciau, negu $ie vélesni augimo faktoriai pasireik$ optimaliu
veikimu. Vieno ar kartu su $iais faktoriais SCF naudojimas papildomai sumazina ar
eliminuoja kritinj leukocity ir trombocity sumazéjima, i$§auktg chemoterapinio ar
radiacinio poveikio. Be to, SCF jgalina padidinti antineoplatinio ar ap$vietimo rezimo
doze (19 pvz.).

SCF yra naudingas ankstyvyjy kraujodaros pirmtaky iSplétimui singeninéje,
alogeningje ar antologinéje kauly Ciulpy transplantacijoje. Buvo parodyta, kad
kraujodaros augimo faktoriy panaudojimas pratgsia neutrofilinio audinio atsistatyma po
transplantacijos (Donahwu ir kt. Nature, 1986, 321 t., 872-875 psl. ir Welt ir kt.
J.Exp.Med. 1987, 165 t., 941-948 psl.). Kauly giulpy transplantacijai naudojami tokie
trys scenarijai, vieni ar kartu: a) donoras apdorojamas vienu SCF ar kartu su kitais
kraujodaros faktoriais iki kauly Ciulpy iSsiurbimo ar periferinés kraujo leukoferozes tam,
kad padidinti Igsteliy, tinkanciu transplantacijai, kiekj; b) kauly Ciulpai apdorojami ne
organizme tam, kad juos aktyvuoti ar padidinti lasteliy skaidiy iki transplantacijos; ir c)
recipientas apdorojamas siekiant sustiprinti donoro kauly Ciulpy priémima.

SCF faktorius naudojamas kraujodaros kamieniniy lasteliy efektyvumo genetingje
terapijoje, transfekcijos pagrindu (arba infekcijos su retrovirusiniu  vektoriumi)
sustiprinimui. SCF galima kultivuoti ir multiplikuoti ankstyvasias kraujodaros pirmtaky

lasteles, kurios tinkamos transfekcijai. Kulttira gali biti padaroma su vienu SCF ar kartu
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su IL-6, IL-3 arba ir su tuo ir kitu. Po transfekcijos $ios lastelés supilamos j kauly Ciulpy
transplantus pacientams, nukentéjusiems dél genetiniy pazeidimy (Lim, Prs, Nali,
Acad. Sci. 1989, 86 t., 8892-8896 psl.). Genai, kurie naudojami gydant genetinius
pazeidimus yra: adenozin-deaminaze, glikocerebrozidazé, hemoglobinas ir cistiné
fibrioze.

SCF naudojamas gydant imunodeficita (AIDS) ar sunkias kombinuotas bukles, kaip
toks arba kartu su kitais faktoriais, tokiais kaip IL-7 (zr. 14 pvz.). Tokio efekto iliustracija
yra SCF terapijos sugebéjimas padidinti absoliuty cirkuliuojanciy limfocity T-helperiy
viruso (HIV), privedanc¢io prie imunodeficito buklés pacientus su AIDS (Montanier
knygoje Nima T-Ceff Leukemia a/Lumphoma virus, red. Gallo, Cold spring harbor,
New Yor, 1984 369-370 psl). Papildomai, SCF naudojamas kaip prieSnuodis
mielosupresiniam anti-HIV medikamenty, tokiy kaip azidotimedinas (AZD), veikimui
(Gogi, Life Sci. 1989, 451., Nr 4).

SCF naudojamas kraujodaros sugebéjimams atsistatyti po stipraus nukraujavimo,
sustiprinimui. |

Gyvo organizmo apdorojimas SCF naudojamas kaip reimunizacija imunines
sistemos kovoje su neoplazija (véziu). Terapeutinés naudos tiesioginio imuninés
funkcijos sustiprinimo su neseniai klonuotu citokinu (IL-2) pavyzdys apraSytas
(Rozenbergo ir kt., N.Eng.J.Med., 1987, 313 t., 1485).

SCF jvedimas su kitais agentais, tokiais kaip vienu ar keliais kraujodaros faktoriais,
vykdomas palaipsniui arba i$ karto. lki apdorojimo SCF, padidinamas pirmtaky kiekis,
kas jgalina terminalinj veikiant] faktoriy, tokj kaip C-CSF ar EPO. |vedimo budas gali
buti intraveninis, | pilvg, po oda ar | raumenis.

Sis isradimas taip pat apima antikiinus specifi$kai suriancius kamieniniy lgsteliy
faktoriy. Zemiau 7 pvz. aprasoma polikloniniy antikiiny gamyba. Papildomas i$radimo
jgyvendinimas yra monokloniniai antikiinai, specifiSkai suriSantys SCF (2r.20 pvz.).
Skirtingai nuo tradiciniy (polikloniniy) antikiiny preparaty, kurie paprastai apima jvairius
antiklinus, nukreiptus prie$ jvairius determinantus (epitopus), kiekvienas monokloninis
antiklinas nukreiptas prie$ vienintelj determinuotg antigeng. Monokloniniai antikunai

naudojami pagerinti diagnostiniy ir analitiniy metody selekcijai ir specifiSkumui,
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naudojant antigeno-antikiino suris$ima. Be to, jie naudojami neutralizacijai ar SCF
pasalinimui i$ plazmos. Antras monokloniniy antikiiny pranasumas yra tas, kad jie gali
biti susintetinti naudojant hibridines Igsteles  kultliroje, neuzterStoje  kitais
imunoglobulinais. Monokloniniai antikunai gali bt paruo$iami i§ kultivuoty hibridomos
lasteliy nuosédy skyscio arba i$ ascity, indukuoty peliy pilvo ertméje hibridominiy
lgsteliy inokuliatu. i hibridomine metodika aprasyta pirmiausiai Kelero ir Milsteino
(Eug.J.Immun. 1976. 6 t., 511-519 psl.), placiai buvo naudojama hibridinéms lgsteliy
linijoms, kurios i$skiria dideles koncentracijos antikiinius prie$ daugybe specifiniy
antigeny, gamybai.

Sekantys pavyzdziai taikomi iSradimo pilnesnei iliustracijai, taciau neapribojant

iSradimo apimties.

1 pavyzdys.
Kamieniniu lasteliy, gauty i§ Bufalo ziurkés kepenu lasteliy _kondicinés terpés.

faktoriaus valymas/charakterizavimas.

A. Biologiniai bandymai ne organizme.
1. HPP-SCF bandymas

Egzistuoja daugybé biologiniy aktyvumuy, kurie gali biti priskirti natiraliam ziurkes

SCF faktoriui, o taip pat rekombinantiniam Zziurkés baltymui SCF. Vienas i$ tokiy
aktyvumy yra.jo poveikis ankstyvosioms kraujodaros Igsteléms. Sis aktyvumas gali biti
ismatuotas analizuojant lasteles, kurios sudaro kolonijas su auks$tu dauginimosi
potencialu (HPP-SCF) (Scebo ir kt., cit. auk$&iau, 1988). Faktoriy efekty ankstyvosiose
kraujodaros lastelése tyrimui, HPP-SCF sistemoje, naudojami peliy kauly Ciulpai, paimti
i§ gyviiny praéjus dviems paroms po apdorojimo 5-fluoruracilu (5-FU). Chemoterapinis
medikamentas 5-FU selektyviai alina vélesniuosius kraujodaros pirmtakus, dél ko
galima ankstyvuju pirmtaky lgsteliy detekcija ir faktoriai, kurie pasizymi tokiy lasteliy
veikimu. Ziurkés SCF uzne$a ant pusiau kiety agarizuoty kultiry esant CF-1 ar IL-6.
Agarizuotos kultlros turi pilng MakKoiso terpe (D1BCO), 30% jaucio serumo, 0.3%
agaro ir 2.10°/ml kauly ciulpy lgsteliy. Pilna MakKoiso terpé susideda i§: 1xMakKois
terpé, papildyta 0.1mM piruvato, 0.24x bitinomis aminorugétimis, 0.24x nebutinomis

aminorigstimis, 0.027% natrio bikarbonatu, 0.24x vitaminais, 0.72 mM glutaminu, 25
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ng/ml serinu ir 12 ug/mi L-asparaginu. Kauly giulpy lastelés buvo gautos i$ Balb/c
peliy, kurioms buvo daromos 150 mg/kg 5-fluoruracilo injekcijos. Kaulus iSémé praejus
2 paroms po apdorojimo 5-FU, ir i§ jy iéplove kauly Giulpus. Raudonos kraujuotos
lastelés iki patalpinimo ant ploksteliu, buvo lizuojamos raudonujy kraujo kuneliy
lizavimo reagentu (firma Bekton Dikenson). Tiriamajg medziagg patalpino | 30 mm
leksteles su klampiu misiniu. Po 14 pary skaiciavo kolonijas (didesnes kaip 1 mm
diametro), kurios turi tikstangius lgsteliy. Sis bandymas buvo naudotas gryninant
natGraly, gaminama zinduoliy, ziurkés SCF faktoriu.

Tipiniu tyrimo atveju ziurkés SCF isSaukia proliferacijg mazdaug 50 HPP-
CSF/200000 lasteliy. Ziurkés SCF pasizymi sinergetiniu veikimu peliy kauly Ciulpy
lasteléms, apdorotoms 5-FU; HPP-SCF kolonijos negaléjo susiformuoti esant
vieninteliams faktoriams, tagiau kartu su SCF ir SCF-1, ir IL-6 Siame bandyme turejo

aktyvuma,.

2. MC/9 tyrimas

Kitas naudingas tiek gamtings, tiek rekombinantines kilmes Ziurkés SCF biologinis

aktyvumas yra sugebéjimas i$$aukti peliy vaisiniy Igsteliy linijos, priklausancios nuo IL-
4, MC/9 (ATCC CRL 8306), proliferacijg. MC/9 Iastelés buvo kultivuotos su IL-4 Saltiniu,
pagal protokolg ATCC CRL 8306. Siame biologiniame bandyme naudojama terpé buvo
RPML 1640, 4% jaucio serumo, 5.10° mol/l 2-merkaptoetanolio ir 1x glutamin-pen-
strap. MC/9 Iagstelés greitai dauginosi paveikus SCG, nereikalaudamos kity augimo
faktoriy. Si proliferacija iSmatuojama pirmiausiai lasteles kultivuojant 24 val. be augimo
faktoriaus, po to esant po 5000 Igsteliy kiekvienoje i$ 96 plokstelés duobudiy Ir su
tiriamuoju pavyzdziu kultivuojant 48 val., purtant 4 val. su 0.5 3H-timidinu (santykinis
aktyvumas 20 kiuri/mmol).Po to tirpalg iSpyle ant stiklo pluosto filtro ir po to iSmatavo
specifinj radioaktyvuma, Sis bandymas buvo naudojamas valant Ziurkés SCF, gautg i8
sinduoliy lasteliy po ACA 54 gel-filtracijos stadijos, 2r. Sio pavyzdzio 2 skyriy. Paprastai,
SCF ig$aukia 4-10 kartinj CPM augima lyginant su fonu.

3. CFU-GM
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Zinduoliy i$valyto SCF, tiek gamtinés kilmés tiek rekombinantinio, veikimas
nepriklausomai nuo ‘trukdanc':iq faktoriy, stimuliuojanciy kolonijas (CSFs), buvo
jvertinama ant normaliy neigsekinty pelés kauly Ciulpy. SCF veikimo ant normaliy kauly
¢iulpy bandymui buvo naudotas CFU-GM (Broksmeer ir kt., Exp. Hemat. 1977 5 t., 87
psl). Trumpiau, bendras kauly Ciulpy lgsteliy kiekis po raudonuyjy kraujo kuneliy
lizavimo patalpinamas ant pusiau kietos agarizuotos kultdros, turinCios tiramajg
medziagg. Po 10 paru, skaic":iavb kolonijy kiekj, turin€iy klasterius i daugiau kaip 40
lasteliy. Agarizuotos kulttiros gali biti iSdziovintos ant stikliniy ploksteliy, ir lasteliy
morfologija gali buti nustatoma su specialiais histologiniais dazais.

Ant normaliy peliy kauly Ciulpy iSvalytas zinduoliy Ziurkiy SCF buvo labai potencialus
SCF, stimuliuojantis kolonijy, turinéiy nesubrendusiy Igsteliy, neutrofily, makrofagy,
eozinofily ir megakariocity augima, nereikalaujant kity faktoriy. IS 200 tukst. Igsteliy
daugiau kaip 100 tokiy kolonijy auga 10 pary laikotarpyje. Kaip Zziurkiy, taip ir Zzmogaus
rekombinantinis SCF faktorius stimuliuoja eritroidiniy lgsteliy produkcijg, kartu su EPO,

zr. 9 pvz.

B. Kondiciné terpe
Bufalo ziurkés (BRI), iS Amerikos tipo kultlry (ATCC CRI 1442), kepeny lIgsteles SCF

gamybai augino ant mikronesikliy 20-litrinéje perfuzinéje kultivavimo sistemoje. Sioje

sistemoje buvo naudojamas Biolafit (modelis 1CC-20) fermentatorius, iSskyrus tinklus,
kurie buvo naudojami iSlaikyti mikrone$ikliams ir vamzdeliai paragstinimui. Tinklai, kuriy
pory diametras 75 pum buvo saugomi nuo uzsikim§imo mikroneS$ikliu periodiSkai
prapuciant, tai atliekama reguliuojamy voztuvy ir siurbliy sistemos pagalba, valdoma
ESM. Kiekvienas tinklas funkcionuoja kaip mitybiné terpé ir kaip derliaus surinkimo
vieta. Tokia osciliruojancios srovés savybé jgalina tinklo darbg be uzsikim§imo.
ParGgstinimo padavimas buvo vykdomas per silikonines zarnas (50 pédu/15.4 m ilgio,
vidinis diametras 0.25 d/6,3 mm, sienelés storis 0.03 d/0.76 mm). ERL 3A lIgsteliy
kultivavimui naudojama auginimo terpé buvo sudaryta i minimalios terpés (Erlzo,
F.Gibko druskomis), 2 mmol glutamino, 3 g/l gliukozeés, 2.95 g/l triptozés fosfato, 5%
jaucio serumo ir 5% verSiuko serumo. Galutine terpé buvo tokia pati, iSskyrus serumus.

Reaktoriuje buvo 2 Citodex (Pharmacia) mikroneSikliai, kuriy koncentracija 5 g/l, ir buvo
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supilamas 3.10° Igsteliy ERL 3A inokuliatas, i$augintas kratomuose buteliuose ir
i$skirtas tripsinizacija. Sioms lasteléms leido prisijungti prie mikrone$ikliy ir 8 paras ant
ju augti. Augimo ferpe perfuzavo per reaktoriy pagal gliukozes poreikj. Gliukozes
koncentracija buvo palaikoma 1.5 g/l. Po 2 pary, reaktoriy perfuzavo SeSiais terpes,
neturinéios serumo, tdriais, kad pasisalinty didzioji dalis serumo (baltymo koncentracija
maziau 50 mg/ml). Po to reaktorius dirbo integruotu rezimu, kol gliukozés koncentracija
nenukrito iki 2 g/l. Nuo o momento reaktorius dirbo esant pastoviam perfuzijos
grei¢iui, mazdaug 10 l/per parg. pH buvo palaikomas 6.940.3, reguliuojant anglies
dioksido padavima. IStirpusio deguonies koncentracija buo palaikoma 20% aukstesné,
negu prisotinant oru, kadangi pagal poreikj buvo paduodamas grynas deguonis.
Temperatura buvo palaikoma 3740.5°C.

Tokia nurodyta sistema generuoja mazdaug 336 | kondicinés terpés, neturincios
serumo ir ja panaudoja kaip Zzaliavg gauti gamtiniam, gautam i$ zinduoliy lgsteliy,

ziurkés SCF faktoriui.

B. Valymas
Visos valymo operacijos atliekamos 4° C temperaturoje, jeigu kitaip nenurodyta.

1. Anijoniné chromatografija ant DEAE celiuliozés

Kondicine terpe, generuotg auginant BRI 3A lgsteles ir neturinéig serumo, skaidrina
filtracijos budu per 0.45 unm Sartokapsules (firma Sartorius). Keletg jvairiy partijy (41 1,
27 1, 39 1, 30.2 |, 37.5 | ir 161 1) atskirai koncentruojama, diafiltruojama/buferiniais
mainais ir vykdoma jony mainy chromatografija ant DEAE-celiuliozeés vienodai visoms
partijoms. Po to DEAE-celiuliozés partijas apjungia ir toliau papildomai apdoroja kaip
vieng pavyzdj, kaip B2-5. lliustracijai aprasytas 41 | apdorojimas. Nufiltruotg kondicing
terpe koncentruoja iki 700 |, naudojant tangentinés srovés ultrafiltracijos jrenginius
(firma Millipor Pellicon) su 4 kasetémis polisulfonine (molek.mase 10000) membrana.
Bendras membranos plotas -20kv.pédy (1.8 m?, pratekéjimo greitis-1095 ml/min ir
filtracijos greitis 250-315 mi/min. Po to vykdomi diafitraciniai/buferiniai mainai anijony
mainy chromatografijos aparate, pridedant j koncentratg 500 ml buferio (50 mmol/l)
Tris-HCI pH-7.8. Tirpalg pakartotinai koncentruoja iki 500 ml, naudojant ultrafiltracijos

jrenginius su tangentine srove ir Sig procedirg pakartoja dar 6 kartus. Galutinai
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koncentruotas/diafiltruotas preparatas gaunasi 700 ml turio. Sj preparatg paleidzia per
anijony mainy kolonéle su DEAE-celiulioze (5x20.4 cm; derva DE-52, f.Batman), kurig
privedé prie pusiausvyros 50 mmol/l Tris-HCI buferiu pH-7.8. Jvedus méginj | kolonelg
praplaunama 2050 ml Tris-HC! buferiu ir jvedamas drusky gradientas (0-300 mmol/l
natrio chlorido Tris-HCI buferyje, bendras taris 4l). Frakcijos imamos po 15 ml esant
tekejimo greidiui 167 mi/val. Chromatograma parodyta Fig.1. Kolony skaicius atitinka
biologinj aktyvumag HPP-CCF béndyme. Tiriama nurodyty frakcijy 100 pl. Sioje Fig.1
pie$. neparodytos frakcijos, paimtos jvedant méginj | kolonéle ir praplauta frakcija. Jos
neturéjo biologinio aktyvumo.

Visy kondicinés terpés partijy po koncentravimo, diafiltraciniu/buferiniy mainy ir
anijony mainy chromatografijos charakteristikos buvo identiskos. Siy partijy baltymy
koncentracija nustatyta pagal Bredfordo metodg (Apl.Bioch. 1976, 72 t., 248-254 psl.)
su jaudio serumo baltymu, kaip standartu, ir sudaré nuo 30 iki 50 ug/ml. Bendras

kondicinés terpés, naudojamos $iam preparatui, tiris buvo apie 336 ul.

2. Gel-filtraciné chromatografija ACA 54

Apjungiamos frakcijos, turindios biologinj aktyvumg pagal naudotg metodg ant
DEAE-celiuliozés kolonélés. Kiekvienai i $eiy kondicinés terpés partijy, aptarty
auk$giau (pvz., frakcija 87-1114, pavaizduota Fig.1.), ir koncentruoja iki sumarinio turio
74 ml, naudojant maidomas Amikon kiuvetes ir membranas UM 10. Si medziaga
paduodama ant geliltracinés ACA 54(firma EKB) kolonéles (Fig.2.) privestos iki
pusiausvyros Tris-HCI buferiu (50mmol/l), 50mmol/l natrio chloridu esant pH-7.4.
faktoriai eliuuojasi kartu su aktyviomis frakcijomis, aktyvumo pikas (HPP-CSF kolonijy
skaidius) pasidaro iskaidytas. Tatiau pagal ankstesnes chromatogramas, bedras
eliuaty aktyvumas koreliuoja su pagrindiniu baltymy piku ir todél Sios frakcijos

apjungiamos.

3. Chromatografija ant agliutinino (i$ daiginty kvieciu)-agarozes.

Frakcijos 70-112 i§ gel-filtracinés kolonos ACA 54 buvo apjungtos (500ml). Gautg

midinj padalijo perpus, naudojant agliutinino (i$ daiginty kvieciy)-agarozes kolonele
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(5x24.5cm; derva i§ E-U Labaratoris, San-Mateo, Kalifornia) (daiginty kvieCiy
agliutininas turi atitinkamg angliavandeniy struktdra), privestg iki 20 mmol/l Tris-HCL
buferio, 500 mmoi/l natrio chlorido esant pH-7.4. Po méginiy jvedimo, kolonelg
praplauna mazdaug 2200 mi kolonos buferiniu misiniu, po to atliekamas suristosios
medziagos eliuavimas, paduodant N-acetil-D-gliukozamino 350mmol/l tirpala, istirpinta
kolonos buferiniame tirpale, pradedant nuo 210 frakcijos (Fig.3.). Pila frakcijas po 13.25
ml esant tekéjimo greiciui 122 mljval. Vieno chromatografijos bandymo rezultatai
parodyti Fig.3. Frakcijy dalys, kurios buvo tiriamos, buvo dializuotos fiziologiniame
tirpale su fosfatiniu buferiu. Dializés medZziagos (5 pl) tiriamos bandyme MC/( (Fig.3
duotos CPM reikémeés impulsai/min) ir po 10 ul HPP-SCF bandymui (Fig.3 parodyta
kolonijy skaicius). Galima matyti, kad aktyvi medziaga susiri$a kolonoje ir eliuojasi N-
acetil-D-gliukozaminu, tuo tarpu kai didzioji dalis priemai§y praeina per kolonele
uzne$ant meéginius ir praplaunant.

4. Greitos srovés katijonu mainy chromatografija ant S-sefarozes

Frakcijos 211-225 i§ agliutinino (i$ daiginty kviediu)-agarozés chromatografijos,
parodytos Fig.3 ir ekvivalencios frakcijos i$ antrojo bandymo buvo apjungtos (375ml) ir
dializuotos 25 mmol/l natrio formiate pH 4.2. Siekiant sumazinti tokiu ragsciu tirpalu
veikimo laika, dializé buvo atliekama 8 val. Sio dializés periodo pabaigoje méginio turis
buvo 480 ml, kai pH reikdmé ir méginio pralaidumas buvo artimi dializes buferiui.
Dializés metu meginyje atsiranda nuosédos. Jas pasalina centrifuguojant 30 min.
22000x9.8 m%/sek. Po centrifugavimo supernatantg jveda ant greitos srovées koloneles
su S-sefaroze (3.3x10.25cm, derva fimos Pharmacia), kuri privedama natrio-fosfato
buferiu. Esant tekéjimo greidiui 465 ml/val, paima frakcijas po 14.2 ml. Po meginio
padavimo kolonélé praplaunama 240 ml kolonos buferiniu tirpalu ir eliuoja suristg
medziaga gradientu 0-750 mmol/l natrio chloridu (natrio chloridas istirpintas kolonos
buferyje; bendras gradiento tiris 2200 ml), pradedant nuo 45 frakcijos, Eliuavimo
profilis parodytas Fig.4. | surinktas frakcijas jdeda 200 pl Tris (0.97mol/l) privedus jo pH
iki 7-7.4. Impulsy skai¢ius per min. (CPM) taip pat parodytas rezultatu, gautu
biologiniame bandyme MC/9. Nurodyty frakcijy dalys dializuojamos fiziologiniame

tirpale su fosfatiniu buferiu ir 20 ul méginj atiduoda bandymams. 1$ Fig.4 galima matyti,
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kad didZioji dalis biologiSkai aktyvios medziagos praeina per kolong nesusiriSusi.
PrieSingai, didesné priemaisy dalis susiriSa ir eliuojasi drusky gradientu.

5. Chromatografija panaudojant angliavandeniy dervas, suri$tas su silikageliu

Frakcijos 4-40 i$ kolonélés su S-sefaroze (Fig.4) apjungia, gaudami 540 ml misinio.
450 ml $io miSinio su tokiu paciu buferio kiekiu (25% amonio acetato /100 mmol / 1/ +
75 % izopropilo alkoholio) leidzia srove 540 mi/val greiCiu per C4 kolonéle (Vidac
Proteis C4; 2.4x2 cm), kuri priveéta A buferiu (62.5% amonio acetato (60 mmol/I+37.5%
izopropanolio). |vedus meginius, tekejimo greitj sumazina iki 154 mil/val ir kolong
praplauna 200 ml A buferio. Po to veikiama linijiniu gradientu nuo bufero A iki buferio B
(bendras turis 140 ml) ir surenka frakcijas po 9.1 ml. Misinio porcijas, gautas po
kolonélés su S-sefaroze, kolonélés C4 pavyzdys, praéjusj miSinj ir praplauta misinj
priveda iki jau¢io serumo baltymy kiekio 40 pg/ml, pridedant atitinkamus turius
zaliavinio tirpalo 1 mg/ml ir produktas dializuojamas fiziologiniu tirpalu fosfatiniame
buferyje. AnalogiSkai, gradiento frakcijy alikvotos po 40 upl apjungia su 360 pl
fiziologinio tirpalo su fosfatiniu buferiu, turin€iu 16 mg jaucio serumo baltymo ir §j misinj
dializuoja fiziologiniame tirpale su fosfatiniu buferiu. Sios skirtingos frakcijos
analizuojamos MC/9 bandyme (alikvotos po 6.3 pl paruosty gradiento frakcijy; impulsy
skaiCius per min.-zr Fig.5). Bandymo rezultatai rodo, kad mazdaug 75% aktyvios
medziagos yra praeinancioje ir praplovimo frakcijose, o 25% gradiento frakcijose,
parodytose Fig.5. SDS-PAGE (Laemli Nature, 1970, 227 t., 680-685 psl.)
koncentruojantys geliai turi 4% akrilamido, o skiriamieji geliai-12.5% akrilamido
(skirtingy frakcijy alikvotos parodytos Fig.6). Demonstruojamy geliy alikvoty
pavyzdzius dziovino vakuume ir po to pakartotinai itirpino, naudojant 20 ul pavyzdzio
apdoroto buferio (neredukuojantis, t.y. be 2-merkaptoetanolio) ir virino 5 min. prie§
uzneSant j gelj. A ir B juostos atitinkamai atvaizduoja zaliavine kolonos medziaga (75 pl
18 890 ml) ir praéjusig frakcijag (75 pl i$ 880 ml).

Kairiojoje figuros dalyje sunumeruoti zyméjimai rodo migradine padet] markeriy
(sumazinti), turingiy molekulinj svorj 10° didesnj uz nurodytus numerius. Sie markeriai
yra fosforilazé (mol. sv. 97400), jaucio serumo baltymas (mol. sv. 66200), kiausinio
baltymas (mol. sv. 42700), anglies anhidrazé (mol. sv. 31000), sojos tripsino inhibitorius

(mol.sv. 21500) ir lizocimas (mol. sv. 14400). 4-9 juostos atitinka fakcijas, paimtas po
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gradiento (60 p! i 9.1ml). Gelis buvo nudazytas sidabru (Morisey, Anal. Bioch. 1981,
117 t., 307-310 psl.). Galima i§ A ir B juosty palyginimo matyti, kad didzioji medziagos
dalis kuri gali nusidaﬁyti, praeina per kolona. Nudazyta 4-6 frakcijy medziaga truputj
aukédiau ir Zemiau esandiose dalyse mol sv. 31000- standartas-pagal biologinj
aktyvuma sutampa su frakcijy gradientu (5 pies.) ir yra biologiSkai aktyvi medziaga.
Bitina pazyméti, kad $i medziaga vizualiai matosi 4-6 juostose, bet ne A ar B todél, kad
daug didesné dalis nuo bendrb tario (0.66% nuo 4-6 frakcijy sumos, pries 0.0084% nuo
sumos A ir B) buvo uzkrauta pirmu atveju. IS Sios kolonos 4-6 frakcijos buvo apjungtos.

Kaip buvo minéta anksciau, mazdaug 75% iSaiskinto aktyvumo praeina per kolong
C4 (Fig.5). Si medziaga buvo pakartotinai valyta chromatografiskai naudojant C4 dervg,
praktiskai tokig, kaip aprasyta auk$Ciau, iSskyrus tai, kad buvo naudojama daug
didesné kolona (1.4x7.8 cm) ir sumazintas srovés tekejimo greitis (50-60 mi/val.)
Mazdaug 50% i$aiskinto aktyvumo turéjo praeinanti frakcija ir 50% gradiento frakcija,
kas yra analogiska SDS-PAGE aktyvioms gradiento frakcijoms bandyme, (Fig.6)
Aktyvios frakcijos buvo apjungtos (29 ml).

Analitiné kolonélé C4 praktiskai dirbo kaip ir aprasyta, gi frakcijos buvo istirtos abiem
biologiniais metodais. Kaip parodyta Fig.7, frakcijy, i$ dios analitines kolonos,
biologiniai aktyvumai MC/9, o taip pat HPP-CSF eliuojasi analogiSkai. Esant SDS-PAGE
analizei (Fig.8) buvo i$aiskintas baltymo, kurio molekulinis sv. 31000, kolonos frakcijoje
buvimas, kuris ir sulaiko medziagg, turindig biologinj aktyvumag abiejuose bandymuose.

Aktyvi medziaga, atitinkanti antrg (santykinai mazesnj) aktyvumo pika, registruotg
chromatografijoje ant S-sefarozés (pvz. Fig.4, 62-72 frakcijos, ankstyvosios frakcijos
drusky gradiente) taip pat buvo iSvalyta C4 chromatografijos metodu. Ji
pademonstravo tokias padias charakteristikas ant SDS-PAGE ir turéjo tokig pacig N-
galo amino riigé&iy sekg (r. 2D pvz.), kaip ir medziaga, gauta C4 chromatografijoje i$
praeinanciy frakcijy ant S-sefarozes.

6. Valymo reziume

Apradytos aukééiau 1-5 apibendrintos valymo stadijos pateiktos 2 lenteleje.
2 lentelé

Zinduoliy CSF faktoriaus valymo apibendrinti duomenys

Stadija Taris, ml Baltymo kiekis,
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mg’
Kondicine terpe 4 335700 13475
DEAE celiuliozé' 2900 2164
ACA-54 1513
Agliutininas (i$ kvie¢iy daigu)-agarozé® 375 431
S-sefarozé 540* 10
Derva C4° 57.3 0.25-0.40°

'Pateiktos reikdmeés rodo dydziy suma skirtingoms partijoms, aprasytoms tekste.

’Kaip aprasyta auk3éiau pavyzdyje, aptarta medzZiaga, kuri pasirodo preparate,
skirtame chromatografijai ant S-sefarozés Sio pavyzdzio dializés eigoje, buvo pasalinta
centrifuguojant. Po centrifugavimo pavyzdys turéjo mazdaug 264mg baltymo.

SAktyviy gradiento frakcijy i$ dviejy bandymy ant C4 kolonos suderinimas paeiliui,
kaip ir aprasyta.

“Sekangioje stadijoje (Sis pvz. auk3éiau) buvo naudota tik 450 ml $ios medziagos.

°Nustatyta Bredfordo metodu (zr. aukséiau, 1976), iSskyrus aptartus atvejus.

®vertinimas, remiantis intensyvumu nudazius sidabru po SDS-PAGE, ir po

aminorugSciy sudéties analizés, kaip apraSyta 2 pavyzdzio skyriuje.

D. SDS-PAGE glikozidazinis apdorojimas

Apjungty gradiento frakcijy po dviejy praleidimy ant C4 dideliy iSmatavimy kolonos,
SDS-PAGE duomenys pateikti Fig.9. | pirmg C4 kolonéle pakrové 60 pl misinio (1
juostele) ir | antrg C4 kolong-40 p! miSinio (2 juostelé). Sios gelio juostelés buvo
nudazytos sidabru. Molekulinio svorio markeriai buvo tokie patys, kaip aprasyta Fig.6.
Kaip buvo paminéta, difuziSkai migruojanti medziaga, kurios molekulinis svoris
auks$tesnis ir zemesnis lyginant su markeriu 31000, yra biologiSkai aktyvi medziaga.
Didelio laipsnio heterogeniSkumg apsprendzia glikozilinimo heterogeniSkumas.

Norint charakterizuoti glikozilinimg, iSvalyta medziaga paveikiama jodo izotopu J-
125, apdorojama daugybe glikozidaziy ir analizuojama SDS-PAGE metodu
(atstatytomis saglygomis) autoradiografijos pagalba. Rezultatai parodyti Fig.9. 3 ir 9
juostelés yra zymeta jodo izotopu medziaga be jokio glikozidazinio apdorojimo. 4 ir 8

juosteles atitinka izotopu zymetg medziaga, apdorotg glikozidazémis, kaip aprasyta
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Jemiau: 4 juostelé-neuraminidaze, 5-neuraminidaze ir O-glikanaze, 6-N-glikanaze, 7-
neuraminidaze ir  N-glikanaze.  Apdorojimo  sglygos: 5 mmol/l  3-((3-
cholamidopropil)dimetilamonio)-1-propansulfonato ~ (CHAPS), 33 mmol/l  2-
merkaptoetanolio, 10mmol/l Tris-HCI buferio, pH 7-7.2, 3 valandas, esant 37°C temp.
Neuraminidazé (i§ Arthrobacter ureafaciens organizmo, firma Calbiochem) buvo
naudojama galutine koncentracija 0.23 U/ml. O-glikanazé (Genzim; endo-alfa-N-acetil-
galaktozaminazé) buvo naudojama 45 mU/ml koncentracijos; N-glikanazé (Genzim,
peptidas: N-glikozidazé F; peptidas-N* (N-acetil-beta-gliukozaminil asparaginamidazeé)
naudojama 10 U/ml koncentracijos.

Gauti rezultatai buvo analogiski tiems, kurie pateikti Fig.9, apdorojant zymetg iSvalytg
SCF glikozidazémis ir vizualiam jvertinimui po SDS-PAGE dazant sidabru.

Esant batinumui, buvo atliekami jvairls kontroliniai kultivavimai. Juos sudaré:
kultivavimas atitinkamame buferyje, be glikozidozes siekiant patvirtinti, kad rezultatus
jtakojo glikozidaziy preparaty pridéjimas. Kultivavimas su glikoziduotais baltymais
(pvz., glikozilintu rekombinantiniu Zmogaus eritropoetinu) kaip zinoma, yra substratai
glikozidazéms, norint patvirtinti, kad naudoti glikozidaziniai fermentai buvo aktyvus; ir
kultivavimas su glikozidazémis, ta¢iau ne su substratais, siekiant patvirtinti, kad pacios
vienos glikozidazés nejtakoja ar netrukdo vizualiniam gelio juosteliy jvertinimui.

Be kita ko, glikozidazinis apdorojimas buvo vykdomas su endo-beta-()-
acetilgliukozamidaze F (endo F; ()E()Diupon) ir su endo-beta-()-acetilgliukozaminidaze
H (endo H; firma ()E()Diupon) ir Siose kultivavimo operacijose esant atitinkamai
kontrolei. Endo apdorojimo salygos buvo tokios: 3 min. virinama esant 1 mases %
SDS, 100 mmol/l 2-merkaptoetanoliui, 100 mmol/l etilendiamintetra-acto rugsdiai, 320
mmol/l natrio fosfatui, pH 6; po to seka 3-kartinis praskiedimas jvedant Nonidet Pi-40
(1.17 thrio% galutiné koncentracija), natrio fosfato (200 mmol/l galutiné konc.) ir endo F
(7 U/ml galutiné koncentracija). Endo H apdorojimo sglygos buvo analogiskos,
iSskyrus tai, kad SDS koncentracija buvo 0.5% (mase/turis) ir endo H buvo naudojama
1u1g/ml koncentracijos. Rezultatai su endo F buvo tokie patys kaip ir su N-glikanaze,
tuo tarpu kai endo H neveike iSvalytos SCF medziagos.

I$ auk$diau aprasdyty glikozidazés eksperimenty galima padaryti eile iSvady. |vairus

apdorojimai N-glikanaze (kuri paSalinama kaip kompleksinis, taip ir N-suriSantis
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angliavandenis su dideliu manozés kiekiu (Tarentino ir kt. Biochem, 1985, 24 t., 4665-
4671 psl) endo F, kuri veikia analogiSkai N-glikanazei (Elder ir Alexander,
Proc.Nat.Acad.Sci. USA, 1982, 79 t., 4540-4544 psl.), endo H, kuri pasalina didelius
manozinius ir kai kuriuos N-suri$angius hibridinio tipo angliavandenius (Tarentino ir kt.
Meth.Enzym. 1978, 50C t., 574-580 psl.), neurominadaze, kuri pasalina sialinés rugsties
likugius, ir O-glikanaze, kuri pasalina kai kuriuos O-suristus angliavandenius (Lambin ir
kt. Bioch. Soc.Trans, 1984, 12 t., 599-600 psl.), jgalina manyti sekanciai. Egzistuoja
kaip N-, taip ir O-suri$ti angliavandeniai; didesné N-suristy angliavandeniy dalis
priklauso kompleksiniam tipui; egzistuoja sialiné riigstis, be kita ko nemazesne jos
dalis jeina j O-suri$ancias funkcines grupes. 18 duomeny apie amino ragsciy seka (2
pvz.) gali biti gaunama kokia nors informacija apie N- suri§imo centrus. Tas faktas,
kad apdorojant N-glikanaze endo F ir N-glikanaze/neuraminidaze heterogening
medziaga, matomai, SDS-PAGE pagalba, gali paversti j grei¢iau migruojancias formas
kurios daug homoheniSkesnés, atitinka tas iSvadas, kad visa §i medziaga yra vienas ir
tas pats polipeptidas, kurio heterogeniskumas i§8auktas heterogeniskumo glikozilinimo
metu. Taip pat pazymétina, kad mazos formos, gautos kombinacijy, apdorojant
skirtingomis glikozidazémis metu, turi molekulinj svorj nuo 18 iki 20 tukst., markeriy,
naudojamy SDS-PAGE, molekulinio svorio atzvilgiu.

Patvirtinimui to, kad difuziskai-migruojanti medziaga artima sriciai, kur molek sv. yra
31 thkst., esant SDS-PAGE, yra biologiskai aktyvi medziaga, turinti tg pacig pagrinding
polipeptidine grandine, yra tas faktas, kad amino rug$ciy sekos duomenys, gauti i$
medziagos, migruojancios Sioje srityje (pvz., po elektroforezés ir apdorojimo
bromcianu, 2 pvz.), atitinka, kas pademonstruota iSskirtam genui, kurio ekspresija
rekombinantinés DNR priemonémis priveda prie biologiSkai aktyvios medziagos (4

pvz.).

2 pavyzdys. Zinduoliu SCF faktoriaus amino rig$diy sekos analizé

A. l8valyto baltymo atvirk$éiy faziy auksto efektyvumo skysCiy chromatografija

(HPLC)
Mazdaug 5 ng SCF faktoriaus, i$valyto kaip parodyta pvz. 1 (koncentracija 0.117

mg/ml) leidziama atvik$Cios fazés HPLC sistemoje, naudojant C4 Zemo poringumo
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kolong (Widak, pory plotis 30 mm, kolonos dydis 2x15 cm). Baltymas eliuojasi
linijiniame gradiente nuo 97% mobilios fazés A (0.1% trifluracto rigsties)/3% mobilios
fazés B (90% acefonitrilo 0.1% triftoacto rugstyje) iki 30% judancios fazés A/70%
judangios fazés B 70 min., su sekan&iu trumpalaikiu eliuavimu dar 10 min., esant
srovés tekéjimo greiiui 0.2 ml/min. Baigus chromatografijg tusciu buferiniu tirpalu 5C,
isry$kéja vienintelis simetriskas pikas, esant sulaikymo laikui 70.05 min., kaip parodyta
Fig.10. Siomis salygomis négalima buvo stebéti kokiy nors piky, kuriuos duoty

pagrindiniai ter§iantys baltymai.

B. Baltymo juosty sekos tyrimas po elekroforezes

SCF faktorius, i$valytas kaip 1 pavyzdyje (0.5-1.0 nanomoliu) apdorojamas tokiu
bidu: ()-glikanaze, fermentu, kuris specifiSkai atriSa asparagino-suristas
angliavandeniy funkcines grupes, kurios kovalentiSkai pririStos prie baltymy (zr., 1D
pvz.). 6 ml sumaidytos medziagos i§ 4-6 kolonos C4 (Fig.5) frakcijos isdZiovino
vakuume. po to pripylé 150 ul CHAP5 tirpalo (14.25 mmol/l), 100 mmol/l 2-
merkaptoetanolio, 335 mmol/l natrio fosfato pH -8.6 ir kultivavo 95 min. 37°C
temperatiroje. Pridéjo dar 300 ul 74 mmol/l natrio fosfato tirpalo, 15 U/ml //-glikanazes
pH-8.6 ir dar kultivavo 19 val. Po to pavyzdj uzneSé | 9-18% SDS-poliakrilamidinj
gradientinj gelj (0.7 mm storio. 20x20 cm). Baltymines juostas gelyje elekroforetiskai
pernesé ant polivinildifluorido (PVDF. firma Millipor Corp.), naudojant 10 mmol/l Kapso
buferj (pH 10.5), esant pastoviai 0.5A srovei 1 val. (Macudaira, J.Biol., Chem. 1987, 261
t., 10035-10038 psl.). Vizualizavimui pernestos baltymy juostos buvo nudazytos
Coomasi Blue. Buvo aptiktos juostos, kuriy molek. sv. 29-33 tukst. ir 26 tukst., t.y.
deglikozilinimas pragjo tiktai dalinai (lyginti su 1D pvz., Fig.9.). Pirma juosta atitinka
nesuardyta medziaga, o paskutiné-medziaga, i§ kurios paSalintas N-suriSantis
angliavandenis. Gelio dalis iSpjauna ir patalpina (40%-molek. sv. 29-33 tukst. ir 80%-
baltymui su molek. sv. 26000) j baltymy seky analizatoriy (Appl Biosystem Inc., modelis
477). Baltyminiy seky analize atlieka naudojant programas, kurias pateikia gamintojas
(Hevik ir kt., J.Biol.Chem. 1981, 256 t., 7990-7997 psl), o iSsiskyrusias
feniltiohidantoinines aminortgétis analizuoja srovéje, naudodami atvirk$¢iy faziy auksto

efektyvumo skysciy chromatografijg su C18 mikroporomis. Abi pusés nerodé signaly
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20-23 seky ciklams, dél ko manoma, kad abi §ios medziagos nepraeina seky analizes,
naudojant metodologija su Edmano chemija. Tokio seky eilés iSaiSkinimo bandyme
fono lygis yra 1-7 pikbmoliai, kas yra daug Zzemiau uz tokj baltymy kiekj, koks yra
juostose. Pagal $iuos duomenis galima teigti, kad baltymas juostose blokuojamas N-

gale.

C. Elektroforetiskai pernesto 'baltymo skaldymas ciano bromidu in situ ir_sekos

analize

Norint patvirtinti tai, kad baltymas i tikrujy buvo blokuotas, i$ seky analizatoriaus (B
dalis) pasalino membrana ir in situ démétas juostas suskaldé ciano bromidu CNBr (5%
tirpalas 70%-tinéje skruzdziy rugstyje) 45°C temperatiroje, 1 val. Po to isdziovino ir
analizavo sekas. Buvo fiksuoti stipriis seky signalai, atitinkantys vidinius peptidus,
gautus suskaldzius metionilo-peptidinj ry$j ciano bromidu. Abi juostos dave identiSkus

sumaidytos sekos signalus, iSvardintos Zemiau pirmiems penkiems ciklams.

Ciklai Identifikuotos aminorugstys
1 Asp, Glu, Val, lle, Leu
2 Asp, Tre, Glu, Ala, Pro, Val
3 Asn, Ser, His, Pro, Leu
4 Asp, Asn, Ala, Pro, Leu
5 Ser, Tyr, Pro

Be to, abi juostos davé vienodus signalus per visus 20 cikly. Pradinés iSeigos buvo
40-115 pikomoliai juostai, kurios molek. sv. 26000 ir 40-150 pikomoliai 29-33 tukst.
juostai. Sios reiksmés buvo sulygintos su baltymo, pakrauto | seky analizatoriy,
faktoriy, turéjo blokuotg N-galg. Metodikos, naudotos naudingos informacijos apie N-
galo blokuojamy baltymy sekas, gavimui, yra: a) N-galo deblokavimas (zr. D skyriy) ir
b) peptidy generavimas vidinio skaldymo ciano bromidu badu (Zr. E skyriy), tripsinu
(zr. F skyriy) ir proteaze (Glu-Si) i§ Staphiloccocus aureus (U-8 kamienas) (zr. C
skyriy). Sekos analize galima vykdyti po amino rligsc¢iy, blokuoty N-gale, pa$alinimo ar

po peptidiniy fragmenty i§skyrimo. Zemiau smulkiai apradyti pavyzdziai.
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D. Kamieniniu lasteliy faktoriaus BRL, apdoroto piroglutaminés rugsties

aminopeptidaze, seky analizé

Buvo sunku nuspéti blokuojanéios funkcijos, esangios prie SCF galinés
aminogrupés, chemine prigimtj. Sis blokavimas gali biti potransliacinis gyvam
organizme (F.World, Ap.Rev.Bioch. 1981, 50t., 783-814 psl.) arba gali vykti valymo
metu ne organizme. Dazniausiai buvo stebimos dvi potransliacinés modifikacijos. Gali
vykti atitinkamy N-galo aminoriigé¢iu, tokiy kaip Ala, Ser ir kt., acetilinimas, kurj ir
katalizuoja N-alfa-acetil-transferazé. Tai galima patvirtinti izoliacija ir N-galo blokuoto
peptido maseés-spektrofotometrine analize. Jeigu baltymo galineé aminogrupe yra
glutaminas, tai gali vykti jo gama-amido deamidinimas. Po to gali vykti ciklizacija,
jjungianti gama-karboksilatg ir laisvag N-terminalg susidarant piroglutamatui. Norint
aptikti glutamatg, gali biti naudojamas fermentas piroglutamato aminopeptidaze. Sis
fermentas pa$alina piroglutamato likutj, palikdamas laisvg galing aminogrupe. Seky
analizei po to galima naudoti Edmano chemija,

SCF (i$valytg kaip | pvz., 400 pikomoliy) kultivuoja 50 mmol/I natrio fosfatiniame
buferyje (pH 7.6, kuriame yra ditiotreitolas ir etilendiamintetraacto rugstis) su 1.5
vienetais piroglutamino rigsties i$ ver$iuko kepeny (pE-AP) amidopeptidazés 37°C
temperaturoje 16 val. Po to reakcijos miSinj patalpina j baltymy seky analizatoriy.
Pagrindiné seka gali biti identifikuota per 46 ciklus. Pradiné iSeiga buvo mazdaug 40%,
o galutiné - 94.2%. SCF N-galo sekos, jskaitant piroglutamino rugstj, buvo:

pE-AP suskaldymo vieta 10

20

piroGlu-Glu-lle-Cys-Arg-Asn-Pro-Val-Tre-Asp-Asn-Val-Lys-Asn-lle-Tre-Lys-Leu-Val-
Ala-

30

40

Asn-Leu-Pro-Asn-Asp-Tyr-Met-lle-Tre-Leu-Asn-Tyr-Val-Ala-Gly-Met-Asp-Val-Leu-Pro-
Ser-

His-xxx-Trp-Leu-Arg-Asp-........... xxx, 43 padétyje neissifruota. Sie rezultatai rodo, kad

SCEF turi piroglutamino rugstj kaip N-galine grupe.
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E. Bromcian-peptidy iSskyrimas ir analize.

SCF faktorius, i$valytas kaip parodyta 1 pavyzdyje, (20-28 ng; 1.0-1.5 nanomoliy)

apdorojamas N-glikanaze, kaip aprasyta 1 pvz. Siuo atveju fiksuojamas pilnas
pavertimas | medziaga, kurios molek. sv. 26000. Sj pavyzdj dziovino ir suskaldé ciano
bromidu 70% skruzdziy rugstyje (5% bromciano) 18 val. kambario temperaturoje.
Suskaldyta produktg skiede vandeniu, dziovino ir pakartotinai istirpino 0.1% trifluoracto
riigstyje. Bromciano peptidai buvo isskirti atvirk$céiy faziy skysciy auksto efektyvumo
chromatografijos metodu, naudojant Zzemo poringumo C4 kolong ir eliuavimo sglygas
identi$kas aprasytoms Sio pavyzdZio A skyriuje. Buvo iSskirta keletas pagrindiniy
peptidy frakcijy ir iSanalizuota jy seka. Rezultatai pateikiami lenteléje:

Pepti-  ISlaikymo Seka

das trukmé

T-1 7.1 E-S-L-K-K-P-E-T-R

T-2' 28.1 V-S-V-()-K

T-3 32.4 I-V-D-D-L-V-A-A-M-E-E-N-A-P-K

T-4°>  40.0 N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-()-R

T-5° 464 a. L-V-A-N-L-P-N-D-Y-M-I-T-L-N-Y-V-A-G-M-D-V-L-P-S-H-C-W-
L-R
b. S-I-D-A-F-K-D-F-M-V-A-S-D-T-S-D-C-V-L-S-( )-( )-L-G----

T-7* 728 E-S-L-K-K-P-E-T-R-(N)-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-( )-R

T-8 73.6 E-S-L-K-K-P-E-T-R-N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-D-R

'Padétyse 12,13 ir 25 aminoriigétys nenustatytos. Peptidas b nebuvo i$analizuotas
iki galo.

%(N) CB-15 nebuvo aptiktas; buvo padaryta prielaida, kad jis yra potencialiame
glikozilinimo N-suriS§imo centre. Peptidas nebuvo iSanalizuotas iki galo.

*Reigkia centra, kur Asn gali biti paverstas j Asp, pasalinant N-suri$antj cukry N-
glikanaze.

*Buvo naudotas vieningas raidziy kodas: A-Ala, C-Cys, D-Asp, E-Glu, F-fen, G-Gly,
H-His, I-lle, K-Lys, L-Leu, M-Met, N-Asn, P-Pro, O-Glin, R-Arg, S-Ser, T-Thre, V-Val, W-
Trp ir U-Tyr.
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BRL kamieniniu lasteliy faktoriaus triptiniy fragmenty iSskyrimas ir analize.

I$valytas SCF, kaip 1 pvz. (20 ng) 160 pl bikarbonatiniame moliariniame tirpale buvo
degeneruotas su 1 pg tripsino 37°C temperatiroje. 3.5 val. Degeneravimo produktas
buvo i§ karto pernestas | kolong su atvirkScia faze G4 (zemo poringumo). Auksto
efektyvumo skysc¢iy chromatografijg vykde identiSkomis eliuavimo salygomis, kaip
apradyta $io pavyzdzio A skyriuje. Visi eliuoty peptidy pikai turéjo sulaikymo periodus
besiskiriangius nuo tu, kurie buvo pastebéti nedegeneruoto SCF atveju (A skyrius).
I$skirty peptidy seky analizé pateikiama:

Peptidas Sulaikymo Seka

trukme

CB-4 15.5 L-P-P---

SB-6' 22.1 a. I-T-L-N-Y-V-A-G-(M)
b. V-A-S-D-T-S-D-C-V-L-S-( )-( )-L-G-P-E-K-D-S-R-V-S-
V-()-K-—

SB-8 28.0 D-V-L-P-S-H-C-W-L-R-D-(M)

CB-10 30.1 (CB-8 seka)

CB-152 43.0 E-E-N-A-P-K-N-V-K-E-S-L-K-K-P-T-R-(N)-F-T-P-E-E-F-F-
S-I-F-D*R-S-I-D-A------

CB-14 IR 373 abu peptidai turi identi8kg sekg CB-15

CB-16

'4 padétyje aminoragstis neissifruota.

212 padétyje aminorugstis neissifruota.

*T.5 SeStame peptide 20 ir 21 padétyse aminoriigstys neisifruotos: joms buvo
priskirta cukraus O-suri§imo centry struktura.

10 padétyje aminoriigstis nebuvo aptikta; padaryta iSvada, kad ji yra Asn
glikozilinimo potencialaus N-suri§imo centre.

21 padétyje aminorugstis nebuvo aptikta.

BRL-SCF peptidy seky, po Saurens Glu-C proteazinio skaldymo, iSskyrimas ir

nustatymas
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SCF valé pagal 1 pavyzdj (20 mg/150ml 0.1 M amonio bikarbonato tirpale) ir veiké
Glu-C proteaziniu skaldymu, santykiu proteazé-substratas 1:20. Procesas vyko 18 val.
37°C temperaturoje. Pfoduktas tirtas auksto efektyvumo atvirk3ciy faziy siaurakanaline
skys&iy chromatografija. Buvo surinktos 5 pagrindinés frakcijos ir paskirstytos taip:

Peptidas Sulaikymo Seka

trukmé
S-1 5.1 N-A-P-K-N-V-K-E
S-2 27.7 S-R-V-S-V-(N)-K-P-F-M-L-P-P-U-A-(A)
S-3 46.3 seka nenustatyta
S-5 71.0 S-L-K-K-P-E-T--N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-(N)-R-S-I-D-A-F-K-D-
F-M-U-A-S-D
S-6 72.6 S-L-K-K-P-E-T-R-N-F--T-P-E-E-F-F-S-I-F-(N)-R-S-I-D--A-F-K-

D-F--M-U-A-S-D-T-S-D
'Peptido S-2 aminoriigstis 6 pozicijoje nebuvo nustatyta: tai galéjo buti padetis,
kurioje prisijungia O- suri$tas cukrus. Peptido S-2 Ala 16 pozicijoje rasta maza iseiga.
23-3 peptidu gali bati N-galo blokuotas peptidas, SCF N- liekanos darinys.

3(N) buvo priskirta potenciali vieta N-suristo cukraus prijungimui.

H. SCF sekos analizé po BNPS-skaldymo.

SCF (2mg) 10 ml amonio bikarbonato iSdziovino iki pastovaus svorio vakuuminiu
centrifugavimu ir po to dar kartg istirpino 100 mi ledinéje acto ragstyje. | tirpalg jpyle 10-
20-kartinj moliarinj BNPS-skatolo pertekliy ir miSinj termostatavo 50°C 60 min.
Reakcijos mi§inys po to buvo i$dziovintas vakuuminiu centrifugavimu. 18dziovintas
likutis po to buvo ekstrahuotas 100 ml vandens ir dar kartg 50 ml vandens. Apjungtus
ekstraktus po to analizavo, kaip aprasyta auk$ciau. Buvo stebima tokia seka:

10

20

Leu-Arg-Asp-Met—VaI—Thr—His—Leu—Ser»VaI—Ser-Leu-Thr—Thr-Leu-Leu-Asp-Lys-Phe-Ser-
Asn- |

30

40
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lle-Ser-Glu-Gly- Leu-Ser-(Asn)—Tyr-Ser-Ile-IIe—Asp-Lys-Leu-GIy—Lys-lIe-VaI-Asp--——
Padétis 28 nebuvo tiksliai nustatyta: ji buvo nustatyta kaip Asn, esanti potencialaus

glikozilinimo N-suri§imo vietoje.

|. BRL SCF C-qgalo aminorugs$ciy nustatymas.

SCF-baltymo (500 pikomoliy) alikvota buvo patalpinta j 10 mM natrio acetato buferj,
pH 4.0 (galutinis taris 90 ml) ir pridéta Brij-35 iki 0.05% (maséftariui). Kiekybiniam
baltymo nustatymui émé 5 ml alikvota. 40 ml pavyzdzio praskiedé iki 100 ml auksciau
minétu buferiu, po to pridéjo karboksipeptidazes P (i Penicillium janthinellum)
santykiu fermentas-substratas 1:200. Procesg vykdé 25°C; 20 ml alikvotas eme po 0,
15, 30, 60 ir 120 min. Procesg nutraukdavo kiekvieng kartg nurodytu laiku pridedami
trifluoracto rigsties iki galutinés koncentracijos 5%. Pavyzdziai buvo iSdziovinami ir
aminorug$¢iy i$siskyrimas buvo nustatomas reakcija su dabsilchloridu (dimetil-
aminobenzensulfonilchloridu) 0.2 mM NaHCOs (pH 9.0) 70°C temperatiroje 12 min.
(Chang ir kt. Meth.Enzym. 90, 41-48, 1983). Susidariusios aminoriigstys (16 kiekvieno
pavyzdzio) buvo analizuojamos siaurakanaliu atvirk$¢iy faziy HPLC metoduy,
modifikuotu Chang ir kt. (Techn. in Protein Chem, T.Hugli, ed. Ac.Press, NY (1989),
305-311 pp). Kiekvieng nurodytag momentg kiekybiniai rezultatai buvo gauti palyginant
su standartinemis zinomomis aminoriigétimis (1 pikomolis). PradZioje buvo stebimas
suardytas glicinas. Inkubacijos metu vienintelé aminortgstis, kurios iSaugo kiekis, buvo
alaninas. Po 2 inkubacijos val., buvo nustatytas bendras kiekis Ala 25 pikomoliai:
ekvivalentiskas 0.66 moliui Ala, i$laisvintas i§ molio baltymo. Sis rezultatas rodo, kad
gamtiné SCF molekulé Zinduoliy organizme turi Ala karboksilines liekanos pavidale,
kas atitinka C-galo S-2 peptido sekos analizg, kuri turi C-galo Ala. Si i$vada taip pat
sutinka su zinomu karboksipeptidazés specifiskumu, PtLu ir kt., J.Chromat. 447, 351-
364 (1981). Pvz., skaldymas nutraukiamas, jeigu sutinkama seka Pro-Val. S-2 peptidas
turi sekg S-R-V-S-V-(T)-K-P-F-M-L-P-P-V-A-(A) ir apsprestas C-galo peptidu SCF (zr. $io
pavyzdzio skyriy).

C-galo seka ---P-V-A-(A) riboja proteazinj skaldyma tiktai iki Ala. Peptido S-2
aminoriigé¢iy sudétis parodo atliekamas 1 Thr, 2 Ser, 3 Pro, 2 Ala, 3Val, 1 Met, 1Leu, 1

Phe, 1 Lys, 1Arg, viso 16 liekany. Nustatytos 2 Ala liekanos rodo, kad gali buti 2 Ala
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liekanos Sio peptido C-gale (zr. lentele skyriuje G). Tokiu biidu BRL SCF baigiasi Ala
185.
1. SCF sekos

Apjungus rezultatus, gautus po nepazeisto SCF, po jo N-galo pirogliutamino
ragsties, (2) CNBr-peptidy, (3) tripsino peptidy, (4)4 Glu ir C-peptidazés fragmenty
pasalinimo sekos analizés, buvovnustatytos N- ir C-galo sekos (11 pie$.) N-galo seka
prasideda pirogliutaminine rdgstimi ir baigiasi Met*®, C-galo seka turi 84/85
aminorugstis (padetys nuo 82 iki 164/165). Seka nuo 49 iki 81 padédiy nebuvo
pastebéta nei viename iSskirtame peptide. Tuo labiau didelio, po BNPS-skatolinio
skaldymo, peptido nustatyta seka buvo kaip aprasyta $io pavyzdzio H skyriuje. I$ $iy
papildomy duomeny, o taip pat i§ DNR sekos, gautos i$ Ziurkés SCF (3 pvz.), C- ir N-
galo sekos gali biti suprastos ir gali biti nustatyta bendra seka, kaip parodyta Fig.11.
Molekulés N-gale yra pirogliutamimno rgstis; C-gal-Ala, kg patvirtina
pirogliutamataminopeptidazinis ir atitinkamai karboksipeptidazinis procesas.

I$ seky duomeny iSplaukia, kad Asn-72 glikozilinta; Asn-109 ir Asn 120, matomai,
glikozilintos kai kuriose molekulése. Asn-65 gali biti pastebéta analizuojant sekas ir,
tuo paciu, gali buti tik i$ dalies glikozilinta, jeigu i$ viso gali. Ser-142, Thr-143, Thr-155,
spéjami iS5 DNR sekos, negaléjo biti nustatyti aminoriigééiy analizés metu, ir to
pasekoje galéjo bati O-suridto angliavandenio prijungimo vietoje. Sios galimos
angliavandenio prijungimo vietos nurodytos Fig.11. N-suri§tas angliavandenis i§skirtas

storu $riftu; O-suristas angliavandenis nurodytas paprastu Sriftu.

K. BBL SCF aminoriig$diu kompoziciné analize

Aminortigsciy kompozicinei analizei buvo paruo$ta medziaga i§ C4 kolonos, Fig.7,
gauta koncentravimo ir buferiniy mainy 50 mM amonio bikarbonate, budu. Du
pavyzdziai po 70ml buvo atskirai hidrolizuoti 6 N HCI, turingioje 0.1% fenolio ir 0.05% 2-
merkaptoetanolio 110°C 24 val. vakuume. Hidrolizatus isdiovino, patalpino | natrio
citrato buferj ir analizavo, naudojant jony mainy chromatografijg (@aminoragséiy

analizatorius Beckman Model 6300).
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Rezultatai pateikti 3 lenteléje. 164 aminorugsciy panaudojimas (i§ baltyminiy seky
duomeny) siekiant nustatyti aminorugsciy sudétj, labiau atitinka spejamoms
reikémeéms, negu 193 aminorigééiy naudojimas (kaip nustatyta i§ PCR-DNR-dariniy

sekos duomeny. (Fig.14C).

3 lentelé
Zinduoliy SCF kiekybiné aminoriig&¢iy sudetis
Aminorugsciy sekos Spéjamos
Moliai moliui baltymo liekanos molekulei

Aminorugstis 1 bandymas 2 bandymas (A) (B)
Asn 24.45 24.28 25 28
Thr 10.37 10.43 11 12
Ser 14.52 14.30 16 24
Glu 11.44 11.37 10 ‘ 10
Pro 10.90 10.85 9 10
Gly 5.81 6.20 4 5
Ala 8.62 8.35 7/8 8
Cys nerasta nerasta 4 4
Val 14.03 13.96 15 15
Met 4.05 3.99 6 7
lle 8.31 8.33 9 10
Leu 17.02 16.97 16 19
Tyr 2.86 2.84 3 7
Phe 7.96 7.92 8 8
His 2.11 2.11 2 3
Lys 10.35 11.28 12 14
Trp nerasta nerasta 1 1
Arg 4.93 4.99 5 6
Viso: 158 158 164/165 193

Paskaiciuotas molekulinis svoris-18424.

‘Remiamasi baltyminés seky analizés 158 liekanomis (i8skyrus Cys ir Trp).
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*Teoriniai dydziai paskaiciuoti i$ baltymo sekos duomeny (A) ir DNR sekos (B)
duomenuy. '

*Remtasi 1-64 seka.

Zinomo vidutinio kiekio standarto jvedimas i aminorug$¢iy kompozicijos analize taip
pat jgalina kiekybiSkai nustatyti baltyma pavyzdyje: Analizuojamo pavyzdzio dydis buvo

gautas 0.117 mg/ml.

3 pavyzdys
Ziurkiy ir >mogaus SCF genu klonavimas

A. Ziurkiy SCF kDNR fragmenty amplifikacija ir sugrupavimas

Ziurkiy SCF baltymo fragmenty aminorig$cCiy seky nustatymas leido sudaryti
sujungta, specifing Ziurkés SCF oligonukleotidy seka. Oligonukleotidai imami kaip
hibridizacijos testas Ziurkés kDNR genomo duoty baziy atskyrimui ir kaip pradmuo
bandyme aplifikuojant kDNR dalis, naudojant polimerazés ciklings reakcijos (PCR)
strategijg (Mullis ir kt. Meth. in Enzym. 155, 335-350 (1987). Oligonukleotidus sintetino
pagal fosfatinj metodg (Beansage et al, Tetrahedron Lett, 22, 1859-1862, 1981); (Mc
Bride et al, Tetrahedron Lett, 24, 245-248, 19983); ju sekos parodytos Fig.12A.
Raidemis pazyméta A-adeninas; T-timinas; C-citozinas; G-guaninas; l-inozinas. Fig.12A
zenklu “** pazymeéti oligonukleotidai, kurie turi apribojimy atpazjstant endonukleazines
sekas, sekos parasytos 5 -3’

Naudojant sumaisyty ologonukleotidy su Zzymétu 32-fosforu tyrimus, buvo atrinktas
ziurkiy genominio kepeny kDNR ir du BRL kDNR banky duomenys 219-21 ir 219-22
(Fig.12A), kuriy sekos remiasi aminorligééiy sekomis, gautomis pagal 2 pavyzd,.
Siuose eksperimentuose su standartinio metodo kDNR-klonavimu nebuvo iéskirti klonai
SCF (Maniatis et al, Molec.Cloning, Cold Spring Harbor, 212-246, 1982).

Alternatyvus priartéjimas ir rezultate i$skirtos SCF nukleino rigééiy sekos, apeme
PCR technikos naudojimg. Pagal $ig metodologija DNR sritis, apsupta dviem
pirminemis DNR, naudojant daugkartinius replikacijos ciklus, katalizuojamus priimtina
DNR-polimeraze (tokia kaip Tag DNR polimerazé), esant trifosfato dezoksinukleozidui,
selektyviai amplifikuojasi in vitro termocirkuliatoriuje. PCR-amplifikacijos specifiskumas

bazuojasi ant dviejy pirminiy oligonukleotidy, flankiruojangiy DNR fragmenty, kurie
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amplifikuojasi, ir hibridizuojanciy prie prie§ingos spiralées. PCR su dvipusiu
specifiskumu nustatant DNR sritis sudétingame misinyje ir pasiekiamas naudojant du
pradmenis su sekomis, pakankamai specifiSkomis Siai srigiai. PCR su vienpusiu
specifiskumu naudoja vieng erdvinj specifinj pradmenj ir antra, kuris gali uzimti
uzplanuotg vieta, esancig visose ar daugelyje atitinkamo misinio DNR molekulese. (Loh
et al, Csi. 243, 217-220, 1989).

DNR produktai sékmingai'pravestose amplifikacijose yra informacijos apie DNR-
sekas $altiniai (Gylbensten, Biotechniques, 7, 700-708, 1989) ir gali tarnauti tam, kad
symétos hibridizacijos produktai buty didesnio ilgio ir didesnio specifiSkumo, negu
oligonukleotidiniai. PCR su atitinkama seka produktams taip pat galima uzplanuoti
klonavima | plazmidinius neSiklius, kurie, kaip atrodo, turi uzkoduoto peptidinio
produkto charakterj.

Ziurkés SCF kDNR-sekos gavimo pagrindiné strategija pateikta Fig.13A. Mazos
strelytés rodo PCR-amplifikacija, didelés-DNR eiliskumo reakcijg. PCR 90.6 96.2 su
KDNR-eilikumo buvo naudojami Ziurkés SCF kDNR nepilnai nukleino rugSciy sekai
gauti. Siose PCR pradmenys buvo sumaisyti oligonukleotidai, pagristi aminorugsciy
seka parodyta Fig.11. Naudojant informacijq apie sekg, gautg i PCR 90.6 ir 96.2, buvo
paruo$ti unikallls seky pradmenys (224-27 ir 224-26, Fig.12A), naudojami vélesnéese
amplifikacijos ir sugrupavimo reakcijose. DNR, turinti 5’-galg kDNR, buvo gauta PCR
90.3, 96.6 ir 625.1 naudojant vienpusio specifiskumo PCR. SCF baltymo papildoma
DNR seka C-gale buvo gauta PCR 90.4. DNR seka koduojamos ziurkes SCF kDNR
srities likudiui buvo gauta i§ PCR produkty. PCR 630.1, 630.2, 84.1 ir 84.2, kaip
apradyta zemiau Sio pavyzdzio C skyriuje. Technologija, naudojama gauti Ziurkes SCF
kDNR apraSyta zemiau.

RNR ruose i§ BRL lasteliu, kaip aprasyta Okajamos ir kt., Meth.Enzym. 154, 3-28
(1987). PolyA+RNR buvo iSskirta oligo (T) celiuliozinés kolonos pagalba, apraSyta
Jakobsono Meth in Enzym, 152 t., 254-261 (1987).

Pirma spiraliné kDNR buvo susintetinta naudojant 1 mg BRLpolyA+RNR kaip
gablong ir (dT) 12-18 kaip pradmenj, teikiamg fermento Mo-MLV revers-transkriptazés
(Bethesda Reseach Lab). RNR spiraline degradacija vyko su 0.14 M NaOH 84°C

temperatiroje 10 min. arba inkubuojant verdandio vandens vonioje 5 min. Tirpalo
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neutralizacijai pridéjo amonio acetato pertekliy; kDNR i pradziy ekstrahavo
fenoliu/chloroformu, po to chloroformu/izoamilo alkoholiu ir iSsodino etanoliu. Esant
galimybei naudoti oligb (dC)- pradmuo PCR reakcijoje turintis vienpusin specifiSkumg
3'-galui kDNR alikvotos su terminaline transferaze i$ versiuko skydliaukés (Boeringer
Manheim) buvo pridétas poli (dG) -"uodega”, kaip anksCiau apraSyta (Deng et al,
Meth.Enz., 100, 96-103, 1983).

Paskutiniuose aprasymuose, jeigu specialiai neaptarta, denatiracijg kiekviename
PCR cikle vykdé 1 min., 94°C; prailginima-3 ar 4 min. 72°C. Aneliavimo temp. ir trukme
varijavo i§ PCR j PCR, daznai primant kompromisg tarp dviejy PCR. Mazinant
pradmens koncentracijg siekiant kad susikaupty maziau medziagos su pradmeniu
(Watson, Amplific., 2, 56, 1969), buvo naudojamos didesnés aneliavimo trukmes; esant
PCR didelei produkto koncentracijai didinant iSeiga, naudojama mazesne trukme ir
didesné pradmeny koncentracija.

Nustatant aneliavimo temperatiira, pagrindinis faktorius buvo pradmens Td
sujungimo jvertinimas ir tikslai. (Suggs et al, Daylopmen.Biol.Using Purified Genes,
Brown, D.D., Fox, C.F. Acad, NY, 683-693, 1981). Cia naudojamus fermentus gavo i$
tiekejy: Stratagene, Promega, arba Perkin-Elmer Cetus. Reakcijos suriSéjai buvo
naudojami pagal tiekéjy rekomendacijas. Amplifikacijas vykde arba Soy Tempcycle
arba Perkin-Elmer Cetus DNR thermosus. SCF kDNR fragmenty amplifikacijg paprastai
vykdé agaro gelio pagalba esant etidiumbromidui ir stebéjo DNR jungtis fluorescencija,
stimuliuojant UV spinduliais. Kai kada, kai buvo laukiami mazi fragmentai, PCR
produktus analizavo naudojant elektroforeze poliakrilamidiniame gelyje. Patvirtinti tam,
kad stebimos jungtys yra kDNR fragmentai, buvo stebimi atitinkami jungCiy sekancCiy
amplifikacijy su vienu ar daugiau viduje esanciy pradmeny. Galutinis patvirtinimas
gautas dideksi-sutvarkymu (Sanger et al, Proc.Natl.Acad.Sci.,, USA, 74, 5463-5467,
1967) PCR produkto ir tuos produktus palyginant su informacija apie SCF peptiding
seka.

Pirmuose PCR eksperimentuose naudojo maiSytus oligonukleotidus, SCF baltymo
sekos pagrindu (Gould, Proc.Natl.Acad.Sci, USA, 86, 1934-1938, 1989. Zemiau
patektas PCR amplifikacijos aprasymas, kuri buvo atlikta norint gauti informacijg apie

DNR sekas ziurkés kDNR, uzkoduoty aminorug$c¢iy, nuo 25 iki 162.
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PCR 90.6 BRL kDNR aplifikavo su 4 pikomoliais 222-11 ir 223-6 kiekvieno po 20 ml.
PCR 90.6 produkto alikvotg tyré elektroforetiSkai agaro gelyje ir pastebéjo jungtj artimg,
norimam dydziui. 1 ml PCR 90.6 produkto amplifikuotas toliau su 20 pM 222-11 ir 223-6
pradmeny, kiekvieno po 50 ml 15 cikly, aneliavo 45°C. Dalis $io produkto toliau buvo
amplifikuota 25 ciklais esant 222-11 ir 219-25 pradmenims (PCR 96.2), ir tas dave
vienodg jungtj agaro gelio elektroforezéje. PCR 96.2 produkto asimetirne amplifikacija
su tais paciais pradmenimis davé matrica, kuri buvo sutvarkyta. Toliau SCF 96.2
produkto sekas selektyviai amplifikavo naudojant PCR amplifikacijos produktg su 222-
22 ir 219-21 pradmenimis. Sios PCR produktg naudojo kaip etalong ir pavyzdzius,
Zymetus izotopais.

Siekiant atskirti ziurkés SCF kDNR 5'-gala, (dC), turinCias sekas, priimtinas poli-
(dG)-"galy” kDNR, naudojo kaip nespecifines. PCR 90.3 turejo (dC)12 (10 pM) ir 223-6
(4 pM) kaip pradmenis ir BRL kDNR kaip etalong. Reakcijos produktas pasireiské kaip
agregatas su labai dideliu molek. sv., agaro gelio elektroforezéje likdamas arti
uznesimo ribos.

1 ml produkto tirpalo buvo amplifikuotas su 25 pM (dC)12 ir 10 pM 25 ml 223-6 15
cikly, aneliuojamy 45°C. 0.5 ml $io produkto po to buvo amplifikuota 25 cikluose su
219-25 ir 201-7 pradmenimis (PCR 96.6). Fig.12C parodyta 201-7 seka. Agaro gelio
elektroforezéje jungties nebuvo. Dar po 25 PCR cikly (aneliavimas 40°C) buvo viena
matoma jungtis. Po blokingo buvo matoma viena ry$ki hibridiné jungtis.Papildomi 20
PCR cikly (625.1), (aneliavimas 45°C) buvo vykdomas, naudojant 201.7 ir 224-27
pradmenis. Po asimetrinés PCR amplifikacijos, buvo sutvarkymas, ko pasekoje gavo
seka, ilgesrie, negu N-galas peptidinio koduoto pre-SCF.

Sig seka naudojo oligonukleotidy pradmens 227-29, turingio 5'-galo koduotg Ziurkeés
SCF kDNR dalj, planavimui.

Panasiai, 3-DNR seka, besibaigianti 162 aminorugstimi, buvo gauta PCR 90.4

sutvarkymu (zr., Fig.13A).

B. RCF genominés DNR klonavimas

PCR rezultatai, iSpleCiant koduoto ziurkés SCF kDNR, kaip aprasyta A sk., buvo

naudojami sudarant duomeny baze su ziurkés genomo sekomis (gauti i
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ClonTech.Lab., No RI1022j). Buvo sukurta bakteriofago pradmens EMBL-3sP6/T7
biblioteka naudojant DNR, gauta i§ Zziurkés S praque Dawley suaugusio patino.
Biblioteka turi 2.3x10° hepriklausomq klony su vidiniu vidutiniu dydziu 16kD.

PCR naudojo sukuriant %2p_7ymes, naudojamas bibliotekos sudarymui. PCR
(Fig.13A) atliko reakcijoje su 16.7 mM *P (alfa)-dATP, 200 mM dGTP, 200 mM dCTP,
200 mM dTTP, reakcijos buferiu, pateiktu Pertin Elmer Cetus, Tag-polimeraze (Pertin
Elmer Cetus) 0.05 vnt/ml, 0.5 mM 2192 6, 0.05 mM 223-6 ir 1 ml etalono 90.1, turintis
pradmeny prisijungimo vietas. PCR2 vykdé analogi$komis salygomis, iSskyrus tai, kad
pradmenys ir etalonas buvo pakeisti - naudojo 0.5 mM 222-11, 0.05 mM 219-21 ir 1 ml
etalono, gauto PCR 96.2.

Apie 10° bakteriofagy patalpino | leksteles, kaip aprasyta Maniatis et al, 1982.
Plokstelés buvo pernestos ant filtry Gene Screen Plus (22x22 cm, Nen/Du Pont), kurie
buvo denatiiruoti, neutralizuoti ir i$dziovinti pagal tiekéjo instrukcijg. Kiekvieng lekstele
filtravo du kartus.

Filtrus prehibridizavo 1 M NaCl, 1% jaucio serumo albuminu, 0.1% fikoliu, 0.1%
polivinilpirolidonu (hibridizavimo tirpalas) 16 val., 65°C ir saugojo -20°C. Filtrus perneseé
i $viezig hibridizacijos tirpala su *P Zymétu PCR produktu prie 1.2x10° crm/ml ir

hibridizavo 14 val. 65°C. Filtrus plové 0.9 M NaCl, 0.09 M natrio citratu, 0.1% SDS, pH

7.2 (plovimo tirpalas) 2 val. kambario temp., po to - antras plovimas 30 min. Svieziame
vandens tirpale 65°C. Bakterofagy klonai lékstelese atitinkantys radiaktyvias demes,
buvo pasalinti i$ lételiy ir sortiruoti su PCR1 ir PCR2 pvz.

DNR i§ teigiamy klony buvo paveikta endonukleazémis BamHl|, Sphl ar Ssti ir gauti
fragmentai subklonuoti (Fig.19) ir i§ eilés sutvarkyti. Sutvarkymo schema Zziurkes
genominio SCF DNR parodyta Fig.14A. Piesinio virSutingje dalyje - Ziurkés genominio
SCF DNR. Tarpai linijose - sritys, kurios nebuvo sutvarkytos. Dideli boksai - SCF geno
koduoty daliy aksonai. Strélémis nurodytos sritys, kurios buvo sutvarkytos ir
naudojamos ziurkés geno SCF seky jungtims. Ziurkés SCF seka parodyta Fig.14B.

Naudojant PCR1 Ziurkés genomo bibliotekai, buvo iSskirti klonai, atitinkantys
koduoty SCF aminortgstimis nuo 19 iki 176, aksonus. Norint gauti klonus aksonams,
19 aminorigé¢iy kodavimo srityje atrinkta biblioteka naudojant oligonukleotidy 228-30

meginius. Tas pats filtry rinkinys, kaip ir PCR1, buvo prehibridizuotas ir hibridizuotas
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tirpale su **P 2ymétu oligonukleotidu 228-30 (0.03 pM/ml) 50°C 16 val. Filtrus plové 30
min. kambaro temperaturoje praplovimo tirpale, po to antras praplovimas Svieziame
vandeniniame tirpéle 15 min., 45°C. Bakterofagy klonai buvo iSimti i$ Iéksteliy ir
sortiruoti su 228-30 pvz. DNR i$ teigiamy klony buvo paveikta endonukleazémis ir
subklonuota. 228-30 tyrimai jgalino gauti klonus, atitinkancius koduotas amino ragstis
nuo 20 iki 18 aksonuose.

Buvo keletg karty bandyté iSskirti klonus, atitinkancius aksonus (a), turin€ius 5'-
netransliuotas sritis ir aminoriigé&iy nuo -25 iki -21 kodavimo sritis. Sioje srityje Ziurkés

SCF klonai nebuvo isskirti.

C. Ziurkés kKDNR klonavimas ekspresijai zinduoliy lastelése

Tam, kad jsitikinti ar gali ziurkés SCF aktyvus polipeptidinis produktas bati iSreikStas
ar sekretuojamas Zinduoliy Igsteliy, buvo naudotos Ziurkés SCF (SCF''®%, SCF''%%) ir
SCF''*® baltymo ekspresijos sistemos, Zzinomos i§ geno transliacijos, (Fig.14C).

Siuose eksperimentuose naudojamas ekspresijos perneséjas turi pVC119, SV40 ir
HTLV sekas. Perneséjg naudojo autonomingje replikacijoje zinduoliy ir E.coli lastelése
ir egzogeninés DNR ekspresijai, kontroliuojant virusinés DNR sekai. Sis perne$¢jas
pazymétas V19.8, esantis E.coli DH5, pteiktas Amer. TypeCultureColiect., 12301
Parklawn Drive Rockville, M (ATCC#68124). Sis pernedéjas yra pSVDM19 darinys,
apraSytas JAV patente 4 810 643.

kDNR ziurkés SCF buvo jvesta | plazmidinj neSiklj V19.8. kDNR seka parodyta
Fig.14C. Sioje konstrukcijoje naudojo DNR, sinezuotg PCR 630.1 ir 630.2 reakcijose,
kaip parodyta Fig.13A. Sios PCR yra nepriklausomos amplifikacijos ir naudojo
sintetinius oligonukleotidy pradmenis 227-29 ir 227-30. Sekos Siems pradmenims buvo
gautos iS kDNR, generuotos PCR, kaip aprasyta $io pvz. A skyriuje. 50ml reakcijos
miSinys buvo i§ reakcijos buferio (i$ rinkinio Perkin Elmer Cetus), 250 mM dATP, 250
mM dCTP ir 250 mM dGTP, 250 mM dTTP, 200 mg oligo (dT), 1 pM 227-29, 1 pM 227-
30 ir 2.5 vnt Tag-polimerazés (Perkin Elmer Cetus). kDNR amplifikavo per 10 cikly,
denaturavimo temp. 94°C 1 min., uzgradinimo temp. 37°C 2 min., prailginimo temp.
72°C 1 min. Po 8iy PCR cikly j kiekvieng reakcijg pridéjo po 10 pM 227-29 ir 10 pM 227-

30. Amplifikacijg vykdé 30 cikly tomis paciomis sglygomis, iSskyrus tai, kad aneliavimo
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temp. buvo iki 55°C. PCR produktai veikti endonukleazémis Hind il ir Sstil. V19.8

analogiskai veiké Hindlll ir Sstil ir, vienu atveju, plazmidinj nesiklj veiké verSiuko
skrandzio fosfataze, kitu atveju-izoliavo didelj fragmentg ardyto produkto i$ agarinio
gelio. kDNR ligavo V19.8 naudojant polinukleotidine ligaze T4. Ligavimo produktus
transformavo j kompetentinj kamiena. E.coli DH5, kaip apradyta (Okajama et al, Supra,
1987). DNR gauta i$ bakterijy kamieny ir sutvarkyta pagal Sangeria didezoksi metoda,
Fig.17 parodyta V19.8. Sias plazmides naudojo zinduoliy lasteliy transfekcijoje, kaip
parasyta 4 ir 5 pvz.

Ziurkés SCF1-164 ekspresijos perne$éjas buvo sukonstruotas pagal metoda,
naudojama SCF1-162, kur kDNR susintetinta PCR amplifikacijos pagalba ir jvesta |
V19.8. KDNR buvo susintetinta PCR amplifikacijoje su V19.8, turinéiu SCF'"®* kDNR
(V19.8:SCF''%9) kaip matrica, 227-29 kaip pradmuo geno 5-galui ir 237-19, kaip
pradmuo geno 3’-galui. Dublikacijos reakcija (50 ml) turéjo reakcinj buferj Ix, 250 mM
dATP. dCTP, dGTP, dTTP, 2.5 vnt Tag polimerazés, 20mg V19.8:SCF''* ir po 20 pM
pradmens. kDNR amplifikavo 35 cikluose 94°C 1 min., 55°C 2 min., 72°C 2 min. Gautus
produktus veiké endonukleaze Hindlll ir Sstil ir jterpé | V19.8. perne$éjas turi
aminorigééiy SCF kodavimo sritj nuo -25 iki 164. kDNR 193 aminorugsciai (Ziurkes
SCFE'®® numatomas i§ DNR seky transliacijos,Fig.14C) taip pat buvo jterpta | V19.8,
analogiskai SCF''®2. Cia naudojama kDNR susintetinta PCR reakcijose, 84.1 ir 84.2
(Fig.13A) su 227-29 ir 230-25 oligonuleotidy pagalba. Dvi amplifikacijos reakcijos
prasideda nuo skirtingy RNR preparaty. Pagal Sio pavyzdzio A skyriy, PCR reakcijoje
buvo gauta seka 227-29; 230-25 gauta i$ Ziurkés genomo DNR (Fig.15B). Reakcijos (50
ml) turéjo reakcijos buferj Ix, (Perkin Elmer Cetus), po 250 mM dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, 200 mg oligo (dT)/ 10 pM 227-29, 10 pM 230-5 ir 2.5 Tag (Perkin Elmer Cetus).

kDNR amplifikavo 5 ciklais, 94°C 1.5 min., 50°C 2 min., 72°C 2 min. Po iy cikly
amplifikacija buvo vykdoma dar 35 ciklus tokiomis pat salygomis, iSskyrus tai, kad
aneliavimas buvo 60 °C. PCR amplifikacijos produktus veiké endonukleazémis Hindlll,
Sstil: V19.8 DNR veike Hindlll ir Sstil i§ agaro gelio i$skyré didelj fragmenta. kDNR
ligavo iki V19.8 polinukleotidinés ligazés T4 pagalba. Ligandus transformavo |
kompetentinj E.coli kamieng ir sutvarké DNR, paruosta i§ individualiy klony. Sias

plazmides naudojo zinduoliy lIgsteliy transfekcijai 4 pvz.
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Zmogaus CSF kDNR PCR produkto amplifikacija ir sutvarkymas
Zmogaus SCF kDNR gavo i§ hepatomos HepS2 lasteliy linijos (ATCC HB 8065) PCR

amplifikacijos pagalba, parodyta Fig.13B. Amplifikacijg vykdé su pradmenimis, kuriy
seka buvo gauta i$ Ziurkés SCF .

RNR ruosé pagal Maniatis et al, (1982). PoliA+RNR gavo naudojant oligo (dT)
celiulioze pagal tiekejo (Collab.Res. | nc) instrukcija.

Pirmos grandinés kDNR ruosé kaip ir BRL kDNR, i§skyrus tai, kad sinteze iniciavo 2
mM oligonukleotidu 228-28, parodytu Fig.12C, turiniu trumpg 3’ seka, prijungta prie
ilgesneés unikalios sekos. Dalis unikalios sekos 228-28 apsprendzia tiksling vietg PCR
amplifikacijai su 228-29 pradmeniu. Zmogaus kDNR sekos giminingos Ziurkés kDNR
sekoms, buvo amplifikuotos i§ HepG2 per PCR, naudojant 227-29 ir 228-29 pradmenis
(PCR 22.7, zr. 13B pie$.); 15 aneliavimo cikly 60°C, po to 15 cikly 55°C.

Agaro gelio elektroforezé neiSryskino jungciy, tik démes heterogenines DNR dydZio
atzvilgiu. Sekanti PCR buvo vykdoma su 1 ml PCR 22.7 produkto, naudojant Ziurkés
SCF 222-11 ir 228-29 pradmenis (PCR 24.3; 20 aneliavimo cikly 55°C). Agaro gelyje vél
buvo heterogeninés DNR démeés. Dvipusé specifiné PCR amplifikacija PCR 24.3
produkty su 222-11 ir 227-30 pradmenimis (PCR 25.10, 20 cikly) padidino produkto
ordinaring pagrindine jungtj iki ziurkés SCF kDNR PCR produkto reik§més. Asimetrinés
PCR (PCR 33.1) DNR, naudojant 224-24 pradmenj, produkto sutvarkymas davé apie
70 zmogaus SCF seky.

Ampilifikacija PCR 22.7 1 ml produkto su 224-25 ir 228-29 pradmenimis (PCR 24.7,
20 cikly), o po to su 224-25 ir 227-30 pradmenimis (PCR 41.11) davé vieng pagrindine
tokio pat dydzio jungtj, kaip ir ziurkés SCF atveju, ir po asimetrinés amplifikacijos (PCR
42.3) dave didelio homogeniskumo sekas, lyginant su ziurkés SCF sekomis, naudojant
224-24 pradmenj. Buvo susintetinti unikalis oligonukleotidai, planuoti Zzmogaus SCF
kDNR; ju sekos pateiktos Fig.12B.

Norint gauti PCR generuotos, koduotos ziurkés SCF sekomis, kurias naudojo tiriant
ekspresijg ir aktyvumg, zmogaus SCF dublikata, buvo vykdoma PCR su 227-29 ir 227-
30 pradmenimis 1 ml PCR 22.7 produktui, 50 ml tdrio (PCR 39.1). Amplifikacijg vykdé
SoyTempcycter.



LT 4019B
48

Kadangi buvo nezinomi neatitikimai tarp zmogaus SCF kDNR ir su unikaliu 227-30
pradmeniu siurkes SCF, pirmuose trijucse cikluose aneliavima naudojo tik 37°C, po to
55°C. Pasirodé aiski tokio pat dydzio jungtis (apie 590 Dp), kaip ir Ziurkés homologo,
papildomai amplifikavo istirpintas nedideles porcijas PCR 39.1 ir PCR su priedais (PCR
41.1). Dél to, kad PCR 41.1 produktuose buvo daugiau kaip viena jungtis, sekancias
PCR daré su tikslu nustatyti bent dalj seky klonavimu. Ordinariné intensyvi jungtis
pastebéeta po PCR 23 cikly su 231-27 ir 227-29 pradmenimis (PCR 51.2). Asimetrines
PCR su 227-29 ir 231-27 ir sutvarkymas patvirtino Zmogaus SCF kDNR seky buvima,
PCR 41.1 SCD kDNR klonavimg | V19.8 vykdé kaip aprasyta C skyriuje, Ziurkes SCF"
162 pCR fragmentams. DNR i$ atskiry bakteriniy klony sutvarkyta pagal Sangerio

didezoksi metoda.

E Zmogaus SCF genominés DNR klonavimas

Meginj PCR7, sudaryta i PCR amplifikuotos KDNR, sr. Fig.13B, naudojo bibliotekos
sudarymui, turin€ios zmogaus genomines sekas. Ribomeginj, tinkamg daliai zmogaus
SCF kDNR (zr. Zzemiau), naudojo teigiamiems trombocitams perséti. PCR7 meginj
paruo$é pradedant nuo PCR 41.1 produkto (zr. Fig.13B). PCR 41.1 produktg
amplifikavo su pradmenimis (PCR 58.1). PCR 58.1 produktg skiedé 1000 karty 50 ml
reakcijos misinio , turincio 20 pM 233-13 ir amplifikavo 10 cikly. Pridéjus 10 pM 227-30,
PCR pailgino dar 20 cikly. Pridéjo papildomai 80 pM 233-13, reakcinj tarj padidino ik
90 mi ir PCR pailgino 15 ciklu. Reakcijos produktus skiedé 200 karty 50 ml ir pridéjo 20
pikoM 231-27 ir 20 pikoM 233-13, ir PCR tesé 35 cikly aneliavimo temp. 48°C 96.1
reakcijoje. Zymétos P-32 PCR vykdé panadiai, iSskyrus: PCR 96.1 50 ml turyje 100
karty skiedé; 5 pikoM 231-27 naudojo kaip vienintel] pradmenj; 45 PCR ciklus vykde
94°C 1 min., 48°C 2 min., 72°C 2 min.

Riboméginiu 1 buvo *P zyméta RNR, tinkanti nukleotidy 2-436hSCF DNR-sekoms,
parodytoms Fig.15B. Sudarant perne$éja, PCR 41.1 (Fig.13B) produkta DNR veiké su
Hindlll ir EcoRl, kionavo j polilinker (polyLinker) plazmidinio nesiklio pGEM3 (Promega,
Madison, Wisconsin). Rekombinantinis pGEM3:SCF plazmidinés DNR veiké su Hindlill.
2p yymetas meginys | gautas i$ plazmidines DNR, transkribuojant polimeraze T7 RNR

pagal instrukcijas, pateiktas firmos Promega. Reakcija apémeé (3 mi) 250 mg
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plazmiding DNR ir 20 mM **P-STR (katalog.No NEG-008H, NewEngiand Nuclear (NEN)
su papildoma nezymeéta STR.

Zmogaus genominé biblioteka buvo gauta i§ stratogeno (LaJolla, CA; cat.No
946203). Bibliotekg konstravo bakterofaginiame neSiklyje LambadaFix Il, naudojant
DNR, gautg i$ kaukazisko ezio placentos. Biblioteka turéjo 2000000 pirminiy demiy
(plagues), su vidiniu vidutiniu dydziu daugiau kaip 15kD. Apie 1000000 bakteriofagu
patalpino | lékstele, kaip aprasyta Maniatis ir kt.(Supra, 1962). Krivius pernesé ant
Gene Screen Pius filtry (22 kv.cm; NEN Dupont)pagal instrukcijas. Kiekvienai lékstelei
buvo du fitravimai. Filtrus prehibridizavo 6xSSC (0.9 m NaCl, 0.09 M natrio citrato, pH
7.5), 1% SDS 60°C temperatiiroje. Hibridizavo filtrus Svieziame tirpale 6xSSC, 1% SDS,
turingiame *? P 2ymétg PCR7 méginj 200000 srm/ml ir hibridizavo 20 val. 62°C.

Filtrus plové 6xSSC, 1% SDS 16 val. 62°C. Bakterofago meéginius, atitinkancius
radioaktyvias démes, pasalino i$ lekstelés persortiruotos su PCR7 riboméginiu | tokiu
badu: Filtrus prehibridizavo 6xSSC, 1% SDs ir hibridizavo 18 val. 62°C, 0.25 M NazPO,,
(pH 7.5), 0.25 M NaCl, 0.001 M EDTA, 15% formamido, 7% SDS ir 1x10° srm/ml. Filtrus
plové 6xSSC, 1% SDS 30 min. 62°C. DNR i$ teigiamy klony veiké endonukleazémis
BamH, Sphl ar Sstl ir gautus fragmentus subklonavo pNC119.

PCR 7 meginio pagalba gavo klong, turintj koduojamy amino rags$é&iy nuo 40 iki 176,
aksong ir §j klong perkelta | ATCC (depozitas#40681). Norint gauti klong papildomiems
aksonams SCF, zmogaus genominé biblioteka sortiruota riboméginiu 2 ir
oligonukleotidy meginiu 235-29. Sortiravo kaip paprastai, iSskyrus: hibridizacijg su 235-
29 meginiu vykdé 37°C ir praplovimai buvo p‘o 1 val. 37°C ir 44°C. Teigiami klonai
sortiruoti su riboméginiu 2, 3 ir oligonukleotidy meginiu 235-29 ir 236-31. Riboméginius
2 ir 3 gavo naudojant analogiSkg ribomeéginj 1, iSskyrus: rek. pGEM3:hSCF plazmidinés
DNR veike endonukleaze P ir (ribomeéginys 2e ar Psi (riboméginys 3) ir (d) riboméginio
3 sintezei naudojo SP6 RNR polimeraze (Promega).

Fig.15A parodyta strategija, naudota zmogaus genominés DNR sutvarkymui.

F. Zmogaus SCF kDNR 5’-galo seka

PCR 9 produkty sutvarkymas, inicijuotas dviem genospecifiniais pradmenimis,

duoda sekg srities, apribotos pradmeny 3’-galais. PCR 9, kaip parodyta 3 A pvz., gali



50 LT 4019B

duoti flankiruoty sri¢iy sekas. Vienpuse PCR buvo naudota zmogaus SCF 5'-
netransliuotos srities seky iSplétimui.

Pirmos linijos kDNR gavo i§ poli (A+) RNR i§ mogaus vézio cistos lgsteliy linijos
5637 (ATCC HTB 9), naudojant oligonukleotidg 228- (Fig.12C), kaip pradmen;, kaip
aprasyta 3 pvz. Sios DNR su 6 liekanomis pailginimas, sekantis po PCR amplifikacijos
su (dC)n pradmenimis, nedavé kDNR fragmenty iSplétimo.

I$ PCR produkty antros linijos sintezés, inicijuotos 228-28 oligonukleotidu (Fig.12C),
gavo mazai informacijos apie sekas. Bet turinti “uodega’ pirmos linijos 5637 kDNR,
(apie 50 ng) ir 2 pikoM 228-28, inkubavo su Klionovo polimeraze ir po 0.5 pikoM
kiekvieno dATP, dCTP, dGTP ir dTTP prie 10-12°C 30 min., | 10 ml 1xNick-translation
buferio (Maniatis et al, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Lab., 1982).

Gautos kDNR amplifikacija su 228-29, kombinacijoje su SCF-pradmenimis (tokia
tvarka: 235-30, 233-14, 236-31 ir 235-29) davé sudetingus misinius, turinCius démiy
agaro gelyje, iSvaizda. SCF fragmenty praturtéjimas buvo: specifinés produkto jungties
intensyvumas  stebimas, kai palyginamieji produktai buvo amplifikuoti dviem
pradmenimis (227-29 ir 235-29), pvz., duodant produktg apie 150 dr. Bandymai paimti
eile produkty pagal individualius dydzius, igskiriant démes i8 agarizuoto gelio ir
preamplifikuojant PCR, dauguma atvejy nebuvo gauta tiksliai apibrézta jungtis, turinti
SCF sekas.

Viena PCR 16.17 reakcija, turinti tik 235-29, jtakojo jungties augima, kuri iSaugo del
iniciavimo 235-29 pagalba nezinomoje vietoje, 5’ koduojancios srities priedus, kaip
parodyta zemélapyje Fv Il ir Fst | su fermentais ir PCR analize su pradmenimis. Si
produktg idvalé i$ gelio ir peramplifikavo su 235-29, sutvarké pagal Zangerio didezoksi
metoda, naudojant %2p_jymeétq 228-30 pradmenj. Gauta seka buvo bazé konstruojant
254-9 oligonukleotidg (Fig.12B). Naudojant 3'-nukreiptg pradmenj vélesnese PCR
kombinacijoje su 5'-nukreiptais SCF pradmenimis, buvo gautos norimy dydziy sekos.
Sutvarkius pagal Zangerj tokius PCR produktus, buvo gauti nukleotidai su 180 iki 204
Zmogaus SCF kDNR sekomis (Fig.15C).

Norint gauti didesne seka 5’-gale hSCF kDNR, buvo paruosta kDNR pirmos linijos is
5637 poli A+RNR (apie 300ng), naudojant SCF-specifinj pradmenj (2 pikomoliai 233-14)

16 ml misinio, turindio 0.2 vnt MMLU reversinés transkriptazes ir 500 mM kiekvieno
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dNTP. Po ekstrakcijos fenoliu/chloroformu ir chloroformu ir iSsodinimo etanoliu (i$ 1 M
amonio acetato), nukleino rugstys buvo suspenduotos 20 ml vandens, patalpintos |
verdancio vandens ‘vonial 50 min., po to atSaldytos ir pailgintos terminaline transferaze
esant 80 mM dATP CaCly-turiniame buferyje (Dengand W, Meth.Enzim., 100, 96-103).
Pirmos linijos kDNR su (dA)n-"uodega” produktas buvo iSvalytas fenolio-chloroformo
ekstrakcija ir etanolio i§sodinimu ir perresuspenduotas 20ml 10 mM Tris pH 8.0 ir 1 mM
EDTA. Zmogaus SCF kDNR 5’ fragmenty, apie 20 ng svorio (dA)n- 5637 praturtinima, ir
amplifikacijg vykde taip: pirmus vienpusés PCR 26 ciklus vykdé esant SCF-pradmeniui
236-31 arba pradmeny miSiniui, turinCiam (dT)n-sekas ar kartu su 3' galu, pvz,
pradmuo 221-1 ar misinys 220-3, 220-7 ir 22011 (12C pie$.). Siy PCR produktai (1 ml)
buvo po to amplifikuoti antroje PCR, kur buvo 221-12 ir 235-29. Apie 370 bp produkto
pagrindine jungtis stebéta kiekvienu agaro gelio atveju. Gelio méginys, turintis dalj Sios
jungties, buvo iSimtas Pastero pipetés galiuku ir pernestas | mazg megintuvélj. Pridéjo
10 ml vandens ir tirpde kaitinimo bloke, kur temp. 84°C.

PCR su 221-12 ir 235-29 (8 pikomoliai kiekvienoje) inokuliuota 40 ml su 2 ml
istirpinto gelio. Po 15 ciklu, analizuojant ant agaro gelio, stebéjo lengvg difuzine jungtj,
apie 370 bp. Vykdé asimetrinius PCR siekiant sudaryti matricas su virSutiniais ir
apatiniais siulais: kiekvienai reakcijai 4 ml produkto ir 40 pikomoliy 221-12 ar 235-29
pradmeny, 100 ml turj veiké 25 PCR ciklais (1 min., 95°C; 30 sek., 55°C; 4 sek., 72°C).
Tiesioginis PCR produkty miSiniy, inicijuoty 221-12 (po standartinés ekstrakcijos ir
issodinimo etanoliu) su *P-zymétu 262-13 (Fig.12B) sutvarkymas, jgalino gauti 5’sekg,
nuo nukleotido 1 iki 179 (Fig.15C).

G. Zmogaus genominés DNR pirmojo koduojancio SCF aksono srityje amplifikacija

ir sutvarkymas

Zmogaus genominés bibliotekos su SCF oligonukleotidy méginiais atranka nedavé
klony, turin€iy pirmojo koduojancio aksono garsig sritj, po ko buvo méginta naudoti
vienpusés PCR technikg Sio aksono supanciy genomo seky, amplifikacijai ir
klonavimui.

Pradmeny iSplétimg denaturuotoje Zmogaus placentinéje DNR (gauta i§ Sigmos)

vykdé su DNR polimeraze | (Klionovo fermentas, didelis fragmentas) naudojant ne SCF
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pradmenis 228-28 ar 221-11 Yemoje temperaturoje (12°C), kas jtakoja iniciavimg
daugelyje skirtingy centru Kiekviena reakcija po to buvo skiesta 5 kartus Tag | DNR
polimerazés buferyje, kur buvo Tag | polimerazé ir 100 mM kiekvieno dNTP,
pailginimas buvo 10 min,, 792°C. Produktas buvo praturtintas SCF oligonukleoitais
pirmojo aksono (kaip 254- 9), PCR reakcijoje su neSCF pradmenimis (228-29 ir 221-11).
Elektroforezé parodé, kad dauguma produkty buvo trumpi (<300 bp). Kad pailginti,
kiekvieno tarpo gelyje dalis buvo idpjauta ir eliuota. Po issodinimo etanoliu i
resuspendavimo vandenyje, i§ gelio i$valyti produktai buvo klonuoti pGEM4 dariniui,
turindiam Stil dalj, kaip Hind Il fragmentg iki Stil.

Buvo atsétos kolonijos su %2p_zymétais SCF pirmojo aksono oligonukleotidais.
Kelios teigiamos kolonijos buvo identifikuotos Zangerio pagalba. Seka, kuri tesiasi
Yemyn nuo pirmo aksono per atitinkama_jungtj eksonitrono | kitg introng, parodyta

Fig.15B.

H. SCF kDNR, koduojanéio peliy, besdzioniy ir $uny sritis, amplifikacija_ir

sutvarkymas
Pirmo pakrovimo kDNR ruo$é i$ bendros RNR ar poli A+RNR i$ bezdziones kepeny

(gauta i$ Clontechi) ir Igsteliy linijos NIH-3T3 (pelés, ATCC CRL 1858), ir D17 (Suns,
ATCC CCL 183). DNR sintezéje naudojamu pradmeniu buvo arba nespecifinis 228-28,
ar SCF-pradmuo (227-30, 237-19, 237-20, 230-25 ar 241-6). PCR amplifikuota su 227-
29 ir viena i§ 227-30, 237-19 ar 237-20 davé laukto dydzio fragmenta, kuris buvo
sutvarkytas arba tiesiai, arba klonuojant | V19.8 ar pGEM.

Papildomos sekos prie SCF kDNR 5’ galo gautos i§ PCR, naudojant SCD specifinj
pradmenj, 254-9 ir 228-29 kombinacija.

Papildomas sekas prie 3' galo gavo po 230-25 DNR, (pelés atveju) ar 241-6
inicijuotos kDNR  (bezdZionés atveju) su 230-25 ar 241-6, ir 3’ nukreipto SCF-
pradmeniui, PCR. PanaSiais atvejais, amplifikuojant DNR D17, negavo SCF PCR
produkty jung&iy. Nespecifinis 228-28 buvo naudojamas pirmo pakrovimo i$ bendros
RNR D 17 sintezés inicijavimui, ko pasekoje susidares misinys buvo praturtintas SCF
sekomis, naudojant PCR 3'galo SCF pradmenis, 227-29 ar 225-31 kombinacijoje su
228-29. Produkty misinj klonavo | pGEM4 darinius (Promega, Madison, Wisconsin),
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turinius Stil sritj bukajame fragmento gale. Gauta heterogeniné biblioteka buvo atséta
su radiozymeétu 237-20, keletas teigiamy klony buvo sutvarkyta, kas dave Suns SCF3'-
galo sekas. 2mogéus (Fig.42), bezdzioneés, Suns, pelés ir ziurkés SCF subrendusiy
baltymy amino ragsciy sekos pateiktos Fig.16.

Zinomos SCF-aminoriigdgiy sekos yra homologiskos per visg ju ilgj. Identigki
sutapimai signaliniy peptidiniy seky yra subrendusio baltymo amino galo koduojamose
srityse, lyginant su ziurkes SCF. Ji pazyméta No 1. Suns kDNR seka turi neapibréztg
aminoriigséiy seka, kas yra valino rezultatas 129 kodone. Zmogaus, bezdzioneés, $uns,
pelés aminoriigdtiy sekos pateikiamos be kokiy nors jtarpy ar iskirpimy. Suns
aminorug$diy seka turi vieng papildoma liekang 130 pozicijoje. Zmogaus ir bezdzionés
skiriasi tik vienoje pozicijoje, valino pakeitime (Zmogaus) | alaning (bezdZionés) 130
pozicijoje. Numatyta SCF seka iki ar po spéjamo procesinio centro prie 164 liekanos

labai pastovi rusiy atzvilgiu.

4 pavyzdys
Rekombinantinio zZiurkés SCF ekspresija COS-1 lastelése

Pereinamajai ekspresijai COS-1 Igstelése (ATCC SRL 1650), nesiklis V19.8 (3C pvz.),
turintis SCF1-164 ir SCF1-193 genus, transfekuotas dubliuotose 60 mm lékstelése
(Wigler et al, Cell, 14, 725-731, 1978). V19.8 SCF plazmidé parodyta Fig.17. Kaip

kontrolé, neSiklis taip pat buvo transfekuotas. Plaukiojantys ant paviriaus kultliros
audiniai buvo surinkti skirtingais post-transfekcijos momentais ir analizuotas jy
biologinis aktyvumas. 4 lenteléje sumuojami rezultatai Hpp-SCF, 5 lentelgje - MC/9°H-
timidino duomenys i$ tipiniy transfekcijos eksperimenty. Bioméginiy, plaukiojandiy
COS-1 Igsteliy, transfekuoty tomis plazmidémis, pavir$iuje rezultatai pateikti 4 ir 5
lentelese; C-galo ziurkés SCF su C-galu aminoriigstis 162 pozicijoje (V19.8 Ziurkés
SCF1-162), SCF1-162, turinCio glutamino riigstj 81 pozic. (V19.8 ziurkés SCF1-162 (Glu
81)) ir SCF1-162, turincio Ala 19 pz. (V19.8, ziurkés SCF1-162 (Ala19)). Aminortgséiy
pakaitalais buvo PCR, vykdytos SCF1-162 amplifikacijoje, produktai, kaip parodyta 3
pvz. Ziurkés SCF1-162 individualGis V19.8 klonai buvo sutvarkyti ir buvo nustatyta, kad
du klonai turi aminortgs$c€iy pakaitalus. Kaip matyti 4 ir 5 lent., rekombinantinis Ziurkes

SCF aktyvus méginiuose, naudotuose gamtinio zinduoliy SCF i§valyme.
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4 lentele
Pavir§iaus COS-1 Ié;steliq, transfekuoty ziurkés SCF DNR, HPP-SCF tyrimas

Pavyzdys Tiriamos medziagos taris  Kolonija #/200000 Igst.

(mi)
V19.8 (be intarpy) 100 0

.50 0

25 0

12 0
V19.8 ziurkés SCF1-162 100 50

50 50

25 50

12 50

6 30

3 8
V19.8, Ziurk. SCF1-162(Glu81) 100 26

50 10

25 2

12 0
V19.8, ziurk. SCF1-162(Ala19) 100 41

50 18

25 5

12 0

6 0

3 0

5 lentele

MC/9%H-timidino duomenys, tiriant pavir§iaus COS-1 i$ last. transfekcijy su ziurkes
SCF DNR,

Pavyzdys Tiriamos medziagos *)cpm

taris (ml)

V19.8 (be intarpy) 25 1.936
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12 2.252
2.182
1.682
V19.8 Ziurkes SCF1-162 25 11.648
12 11.322
6 11.482
3 9.638
V19.8, ziurk. SCF1-162(Glu81) 25 6.220
12 5.384
6 3.962
1.980
V19.8, ziurk. SCF1-162(Ala19 25 8.396
12 6.646
6 4.566

*) cpm - caunt per minute (impulsy skai€ius per min.)

Rekombinantiniai ziurkés SCF ir kt. faktoriai buvo tirti Zmogaus CFU-GM (Broxmaer
et al., 1977) analize, matuojant normaliy kauly Ciulpy lasteliy dauginimasi; duomenys 6
lent. PavirSiaus COS-1 duomenys po 4 dieny po transfekcijos su V19.8 SCF1-162,
kombinacijoje su kitais faktoriais, parodyta 6 lent. Kolonijy skaitlingumas -triplikatiniy
kulttry vidurkis.

Rekombinantiniis Ziurkés SCF turi sinergetinj aktyvumg normalioms kauly ciulpy
lastelems CFU-GM tyrimuose. Eksperimente (6 lent.) SCF veiké kartu su zmogaus GM-
SCF, LI-3 ir zm. SCF-1. Kituose tyrimuose, sinergizmas pasireikeé taip pat su G-SCF.

Zmogaus kauly Ciulpy proliferacija po 14 dieny su SCF turéjo jtaka; grupése buvo

<40 Igsteliy.

6 lentelé
Paviréiaus/COS-1 lasteliy, transfekuoty Ziurkés SCF DNR, tikrinimas zmogaus CFU-
GM

Pavyzdys Kolonijy skaicius/1000000 lgst. (xEM)

Fiziolog. tirpalas 0
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GM-SCF 7+
G-SCF | 24:+1
IL-3 541
SCF-1 0
SCF1-162 0
GM-SCF+SCF' 1% 2936
G-SCF + SCF'"® 201
IL-3+ SCF''%2 1141
SCF-1+ SCF''®2 410
5 pavyzdys

Rekombinantinio SCF ekspresija kinisko Ziurkéno kiausidZziy lastelese -

Sis pavyzdys taikomas stabiliai Zinduoliy ekspresijos sistemai, SCF sekrecijai i$
CHO (ATCC CCL 61, dHFR-).

A. Rekombinantinis ziurkés SCF

V19.8 (Fig.17) buvo ekspresijos, naudojamos SCF gavimui, nesikliu. Pasirenkamu
markeriu gauti stabiliems genams buvo dihidrofolinés reduktazés plazmidéje pDSVE |,
genas. pDSVE 1(18 pies.) yra darinys, sukonstruotas pDSVE veikiant sall fermentu ir
liguotas iki oligonulkleotidy fragmento.

5 TCGAC CCGGA TCCCC &

3 GGGCCT AGGGG AGCT ¥

Perne$éjas pDSVE apraSytas US.Nr. 025344 ir 152045, iSnasose. Dalis V19.8 ir
pDSVE pernesiklio turi ilgas homologijas, jskaitant bakterinj replikacijy Saltinj CO 1Elir
ampilininio pasiprie$inimo geng ir 2-40 replikacijy $altinj. Tai apsprendzia homologine
rekombinacijg transformacijos proceso metu ir, ryium su tuo, salygoja transformacija.

Kalciofosfatinés nuosédas V19.8 SCF konstrukcijos ir pDSVE-1 ruoSe esant 10 mg
peliy DNR nesiklio, naudojant 1 ar 0.1 mg pDSVE-1, kurj veiké endonukleaze FVUl ir 10
mg V19.8 SCF. Kolonijas atrinko pagal geno ekspresijg DHFR i8 pDSVE-1. Kolonijas,
kurios auga nesant hipoksantino ir timidino, atrinko klonuojanciy cilindry pagalba ir
isplété kaip last. linijas. Virdutinio sluoksnio lgsteles tyre pagal MC/9® H timidino

sugérimg. Rezultatai pateikti 7 lent.
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7 lentelé

Stabiliy CHO péviréiaus lasteliy i§ transfekuoty Ziurkés CHO-DNR lasteliy, MC/9 °H

timidino sugerimas

Transfekuota DNR

Transfek. DNR Tirlamosios kondicinés terpés Impulsy sk./min
taris

V19.8 SCF''¢ 25 33926
12 34973
6 30657
3 14714
1.5 7160

néra 25 694
12 1082
6 860
3 672
1 1354

B. Rekombinantinis Zmogaus SCF

SCF ekspresija CHO Igstelése buvo pasiekta naudojant pDSVRa2 ekspresijos
pernesiklj, kuris apraSytas serNo 501904 nuo 1990.03.29, pateikto iSnasose. Sis
vektorius turi geng selekcijai ir klony amplifikacijai, paremtai geno DHFR ekspresija.
Klonas pDSVRa2 SCF buvo generuotas dviejy stadijy procese. V19.8 SCF veikée
fermentu BamHI ir ligavo pGEM3. DNR i§ pGEM3SCF veiké Hindlll ir Sall ir ligavo
pDSRa2, paveiktg Hindlll ir Sall. Procesg pakartojo 2mogaus genams, uzkoduojant
COOH-galg 162, 164 ir 183 aminorgséiy pozicijose (Fig.15C) ir 248 - Fig.42.

Sukurtos lIasteliy linijos buvo patikrintos su metotreksatu (Shimre, Meth.in Enzym.,
151, 85-104, 1987) esant 10 nm, siekiant padidinti geno DHFR ir SCF geno ekspresija.
Rek. zmogaus SCF ekspresijos lygj analizavo radioimuniniu bidu, kaip 7 pvz., irfarba
kolonijy suformavimo in vitro, indukcija, naudojant Zmogaus periferinius kraujo

l
leukocitus. Tyrimg atliko kaip aprasyta 9 pvz., (12 lent.), i§skyrus, kad inkubacija buvo
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esant 20% deguonies, 5% anglies dvideginio ir 75% azoto, esant zmogaus EPO (10
vnt/ml). 8 lent.-tipinio eksperimento rezultatai. CHO klono 2mogaus SCF1-164
ekspresija buvo patalp'inta j ATCC (CRL 10557, 1990.09.25) ir pavadinta HiISCF17.

8 lentelé
Kondicinés terpés i§ CHO stabiliy Igsteliy linijos, trasfekuoty zmogaus SCF DNR,
HPBL kolonijy analizé '

Transfekuota DNR Vidutinis meginys (ml) Kolonijy sk/100000
pDSRa2 hSCF'"** 50 53
25 45
12.5 27
6.25 13
pDSRa2 hSCF''®? 10 43
5 44
2.5 31
1.25 17
0.625 21
néra (CHO kontrolé) 50 4
6 pavyzdys

Rekombinantinio SCF ekspresija E.coli

A. Rekombinantinis ziurkés SCF

Sis pavyzdys yra SCF polipeptidy ekspresija E.coli, koduojant DNR sekas /Met-
1/ziurkes SCF''® (Fig.1£iC). Nors baltymy ekspresijoje gali biti naudojamas bet koks
nesiklis, naudojama 3i DNR plazmidé pCFM 1 156 (Fig.19). Si plazmidé lengvai
konstruojama i$ pCFM 836 (JAV patentas Nr.471 0473) suardant dvi endogenines Ndel
dalis, naudojant polimeraze T4, einancig po buko galo ligavimo ir pakeiciant nedidele
DNR seka tarp dal ir Kpnl, dalimis su nedideliais nukleotidais, parodytais zemiau.

5 CGATTTGATTCT AGAAGGAGGAAT AAC ATA TGGTTA ACG CGT TGG AAT
TCGGTAC 3

3' TAAMACTAAGATCTTTCCTCCT TAT TGTATACC AATTGCG CAACCTTAAC &
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Kontroliavo baltymo ekspresijg pCF M 1156 plazmoje, naudojant sintetinj
stimuliatoriy. Apruapinant Met-iniciavimo kodong ir atstatant kodong, pirmoms trims
ziurkés SCF polipetido aminorugs$ciy liekanoms (Glu, Gin, lie) buvo paruostas sintetinis
oligonukleotidinis linkeris.

5 TATGCAGGA &

3 ACGTCCTCTA & _

su Nd el ir Bglll Iiekanomié. Ziurkés SCF geno nedidelis nukleotidas ir fragmentas
buvo jterpti | pCFNI 156 liguojant unikalioje padétyje Ndel ir Sstil plazmidéje,
parodytoje Fig.19. SCF1-193 ekspresijos pCEMI plazmidé yra Sios reakcijos produktas.

Plazmidé pCFM | 156 Ziurkés SCF1-193 buvo transfekuota j kompetentines FM E.coli
lasteles. Plazmidziy selekcijg vykdé pagal atsparumg markerinio geno antibiotikui
(kanomicinui). Plazmidés buvo atskirtos nuo kultdriniy Igsteliy ir sintetiniy
poligonukleotidy DNR sekas ir jy susijungimg su ziurkés SCF genu patvirtino DNR
sutvarkymo budu.

Plazmidés pCFM | 156 ziurkés SCF''®? koduoto (Met™) Ziurkés SCF''®2 polipeptido
fragmento i EcoRL iki Sstll, buvo i$skirtas i§ V19.8 Ziurkés SCF''® ir liguotas | pCEM
Ziurkés SCF''* unikaliose padétyse, tokiu biidu pakeiciant koduojangias sritis Ziurkes
SCF geno karboksilinémis liekanomis.

Plazmidés pCFM 1156 ziurkés SCF''® ir pCEM 1156 SCF''®, koduoty (Met")
ziurkés SCF"'** ir (Met™) Ziurkes SCF''® polipeptidy, atitinkamai buvo izoliuoti EcoRL
ir Sstll fragmentai i§ PCR DNR, uzkoduojantys 3’ galo SCF ir pakeité DNR koduoto SCF
geno karboksilinio galo padétj. DNR ampilifikacijg vykdé su pradmenimis 227-29 ir 237-
19 konstruojant pCFM | 156 Ziurkés SCF''® ir 227-29 ir 237-20, konstruojant pCFM
1156 SCF'%,

B. Rekombinantinis ziurkés SCF

Sis pavyzdys apraSo ekspresijg E.coli lastelése zmogaus SCF polipeptido,
koduojant DNR (Met ') zmogaus SCF''® ir (Met") Zmogaus SCF''® (Fig.150).
Plazmidé su V19.8 zmogaus SCF''® | turinti zmogaus SCF''®? gena, naudojo kaip

matricag PCR zmogaus SCF geno amplifikacijoje.
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Oligonukleotidinius pradmenis 227-29 ir 237-19 naudojo PCR DNR generavimui ir
veiké endonukleazémis Pstl ir Sstl. Apripinant Met-iniciavimo kodong ir atstatant
kodonus pirmoms keiurioms smogaus polipeptido SCF aminordgstims (Glu, Gly, lle,
Cys), buvo paruostas sintetinis oligonukleotidinis linkeris su Ndel ir Pstl galunemis

5TATGGAAGGTATCTGCA 3’

3’ ACCTTCCATAG 5’

Nedidelis oligolinkeris, gautés i& rmogaus SCF geno, ligavimo pagalba buvo
jstatytas | pCEM 1156 (kaip aprasyta anksCiau) unikaliose vietose Ndel ir Pstl
plazmidéje, parodytoje Fig.19.

Plazmidé pCEM 1156 2mogaus SCF'"®* transformuota | FM5 E.coli kompetentines
lasteles. Lagsteliy su plazmidémis selekcijg vykdé pagal atsparumag markerinio geno
antibiotikui (kanomicinui). Plazmides buvo atskirtos nuo kultdriniy lasteliy ir DNR geno
sekas patvirtino DNR sutvarkymo budu.

Plazmides pCEM 1156 zmogaus SCF'** koduojancio polipeptido (Met™) zmogaus
polipeptido  SCF''®®  (Fig.15C), apribojantys fragmentai nuo EcoRL iki Hindlll,
koduojantys zmogaus SCF geno karboksilinj gala, buvo izoliuotas i§ pGEM zmogaus
SCF 114-183 (apra$yta Zemiau), apribojantis fragmentus nuo Sstl iki EcoRl,
koduojantis N-galg zmogaus SCF geno ir buvo izoliuotas i§ pCEM 1156 zmogaus
SCF1-164, o taip pat buvo izoliuotas didelis fragmentas nuo Hindlll iki Sstl i§ pCEM
1156. Trys DNR fragmentai buvo kartu liguoti sudarant pCEM 1156 zmogaus SCF1-
183, kuris buvo transformuotas [FMS E.coli. Po selekcijos pagal atsparumg
kanomicinui, buvo izoliuota plazmidiné DNR ir DNR seky teisingumas tikrintas
sutvarkymu.

Plazmidés pGEM3 2mog\aus SCF114-183 yra pGEM3 darinys, kuris turi EcoRI-SpHI
fragmentg, apjungiantj nukleotidus nuo 609 iki 820 seky, parodyta Fig.15C. EcoRI-Sphl
jjungimas buvo izoliuota i§ PCR, kurioje naudojo oligonukleotidinius pradmenis 235-31
ir 241-6 (Fig.12C) ir PCR 22.7 (Fig.13B), kaip matrica. 241-6 seka remiasi Zmogaus

seka nuo 3’-galo aksono, turincio 176 aminorigsties kodona.

C. E.coli fermentacija susidarant mogaus SCF'"*
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SCF''®* gavimui fermentacijg vykdé 16 litry fermentatoriuose, naudojant FM5 E.coli
K12, turincig plazmidg pCFM 1156 Zmogaus SCF 1-164. Kultiros kamienus laike -80°C
17% glicerine Luria terpéje. Paséjamosios medziagos gavimui 100 ml atSildyto kamieno
paséjamosios pernesé | 500 ml Luria terpés dviejy litry Erlenmejerio kolbg ir paliko per
naktj 30°C temperaturoje kratytuvuose (250 aps/min).

Norédami gauti E.coli biomasg, naudojamg kaip prading medziagg zmogaus SCF"
"84 valymui, naudojo tokias fermentacijos salygas.

Kamieniné kulttira aseptiSkai buvo pernesta j 16 litry fermentatoriy, kuriame buvo 8 |
terpés (zr. 9 lentele). Kulturg augino iki optinio tankio ODgyp=3.5. | fermentatoriy
peristaltinio siurblio pagalba steriliai supylé paséjamgjg medziagg (1 uzséjimas, 10
lent.), kontroliuojant uzséjimo greitj. Paséjamosios augimo greitis buvo eksponentinis ir
augimo greitis 0.15 I/val. Augimo fazés metu, temperatura buvo apie 30°C. Istirpusio
deguonies koncentracija fermentatoriuje buvo kontroliuojama automatiskai, palaikant
50% |sotinimg deguonimi, kontroliuojant oro padavimg, maiSymo greitj, slégj inde ir
deguonies padavimg kontrolei. pH 7.0 buvo reguliuojamas automatiSkai, naudojant
fosforo ragstj ir amoniakg. Esant ODggo ~ 30, temperatiira nuo 30°C pakeliama iki 42°C
ir tuo jvykdoma indukcija. Tuo padiu metu nutrauktas 1 uZséjimas ir pradétas 2
uzséjimas (11 lent) 200 ml/val greiciu. Praéjus mazdaug 6 val. po temperatiros
pakelimo, fermentatoriaus turinj atSalde iki 15°C. SCF 1-164 iSeiga buvo mazdaug 30
mg/OD-L. Biomase centrifugavo Beckman J6-B, 3000xg 1val. Biomasé buvo laikoma -
70°C Saldytuve.

SCF 1-164 parinktas metodas analogi$kas metodui, apradytam auk$ciau, iSskyrus
Sias modifikacijas:

1. 1 paséjamoiji nepaduodarr;\a, kol kulttros ODego nepasiekia 5-6.

2. Paséjamosios padavimo greitis iSauga léCiau, ir tai duoda mazesnj augimo greit]
(mazdaug 0.08).

3. Kultura indukuojama, kai ODsqo yra 20.

4. 2 pasejamoji jvedama 300 mi/val greiciu.

Visos kitos operacijos analogiskos aprasytoms auks$ciau, jskaitant terpe.

1-164
F

Pagal §j procesg SC iSeiga buvo gauta mazdaug 35-40 mg/OD-|, esant OD-25.

9 lentelé
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Terpés sudetis:
Mieliy ekstraktas 10 g/l
Gliukozé 5 g/l
KoHPO4 3.5 g/l
KH2PO4 4 g/l
MgSO, 7H20 1 g/l
NaCl | 0.625 g/l

Puty gesintojas DowF-2000 5 ml/l

Vitaminy tirpalas 2ml/l

Metaly pédsaky tirpalas 2 ml/l

Metaly pédsaky tirpalas: FeClax6H20 - 27 g/l; ZnClox4H.0 - 2 g/l; CaClx6H20 - 2 g/l;
Na,MoOx2H,0 - 2 g/l; CuSO4x5H20 - 1.9 g/l; koncentruota HCL, 100 ml/I.

Vitaminy tirpalas: riboflavinas 0.42 g/l; pantoteno ragstis 5.4 g/l; niacinas 6.0 g/l,
piridoksinas 1.4 g/l; biotinas 0.06 g/I; foline ragstis 0.04 g/l.

10 lentelé
Terpés sudétis:

Mieliy ekstraktas 50 g/l
Gliukoze 450 g/l
MgSO.7H20 8.6 g/l
Vitaminy tirpalas 10 ml/i

Metaly pédsaky tirpalas 10 ml/l

Metaly pédsaky tirpalas: FeClsx6H,0 - 27 g/l; ZnClox4Hz0 - 0.2 g/l; CaClox6H0 - 2
g/l: NazMoO4x2H,0 - 2 g/l; CuSO4.x5H20 - 1.9 g/l; koncentruota HCL, 100 ml/l.

Vitaminy tirpalas: riboflavinas 0.42 g/i; pantoteno ragstis 5.4 g/l; niacinas 6 g/l,
piridoksinas 1.4g/l; biotinas 0.06 g/I; foliné ragstis 0.04 g/l.

11 lentele

2 uzséjimo terpés sudetis:

Triptonas 172 g/l

Mieliy ekstraktas 86 g/l

Gliukozé 258 g/l
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7 pavyzdys

Imuniniai bandymai SCF nustatymui

Radioimuniniy meginiy proceduras (RIP) naudojo SCF kiekybiniam nustatymui
meéginiuose ir vykde sekanciu budu.

SCF preparatg i§ BRL 3A Igsteliy, iSvalyta, kaip 1 pavyzdyje, inkubavo kartu su
antiserumu 2 val. 37°C. Po 2 val. inkubacijos mégintuvélius su pavyzdziais atSaldé lede,
pridéjo '2°J-SCF, mégintuvélius inkubavo 4°C temp. 20 val. kiekviename mégintuvélyje
buvo 500 ml inkubacinio misinio, sudaryto i$ 50 ml skiesto antiserumo, -60.000 ort'*°J-
SCF (3.8x10” sp/mg) 5ml trazilolo ir 0-400 ml standartinio SCF su buferiu (fosfatinis
uzbuferintas fiz.tirpalas, 0.1% verSiuko albumino serumo, 0.05% tritono X-100, 0.025%
azido), iSlaikydami patovy tdri. Antiserumu buvo antrojo testo triusio kraujas,
imunizuotas 50%-nio Svarumo natdraliu SCF i$ BRL 3A preparatu. Galutinis antiserumo
praskiedimas méginyje buvo 1:2000.

Suridtas su antikinu '®J-SCF buvo i$sodintas pridedant 150 ml Staph A
(Calbiochem). Po 1 val. inkubacijos kambario temperatiroje pavyzdzius centifugavo ir
nuoseédas du kartus praplové 0.75 ml Tris-HCI pH 8.2, kuriame buvo 0.15 M NaCl, 2
mM EDTA, 0.05% Tritono X-100. Praplautas nuosédas perskaiciavo gama-skaitliuku,
nustatydami ***J-SCF suri§imo procenta. Paskaigiuoti rysiai i meégintuvéliy be serumo,
buvo atskirti i$ galutiniy reikSmiy, siekiant koreguoti nespecifinj i$sédimag. Tipinis RIP
parodytas Fig.20. '**J-SCF-ry$io, gauto su neZymétu standartu, inhibavimo procentas
priklauso nuo dozés (Fig.20A), ir kaip parodyta Fig.20B, tiriant imuno-i$sodintas
nuosédas SDS-PAGE ir autoradiografija susilygino *°J-SCF-baltymo jungtis (Fig.20B)
dalis 1-'*J-SCF, 2,3,4,ir5-imuno-i§sodinti '2°J-SCF, sulyginti su 0.2, 100 ir 200 g SCF
standarto, atitinkamai. Kaip nustatyta abiem metodais, i§sodinty antikiniy
sumazejimas, stebimas RIP mégintuvéliuose ir imuno-i$sodinty '®J-SCF-baltyminés
jungties (migracija prie mazdaug M, = 31.000) sumazéjimas ir poliklonalinis
antiserumas atpazjsta standartinj SCF, iSvalytg pagal 1 pvz.

Rekombinantinio SCF, i8skirto E.coli, nustatymui, COS-1, CHO Igstelése taip pat
naudojo Western procediiras. 1§ dalies i$valytas, iSreikstas E.coli, iurkés SCF'"'*® (10
pvz.), iSreikdtas lasteléje COS-1 Ziurkés SCF '®* ir SCF "% taip pat, kaip 2mogaus
SCF %2, (4 ir 9 pvz.), ir i$reikstas lasteléje CHO Ziurkés SCF "'®2 (5 pvz.) buvo tirti
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SDS-PAGE. Po elektroforezés proteininius rysius perne$é ant 0.2 mM nitroceliuliozes
aparato Bio-Rad Transbiot pagalba, esant 60 V per 5 val. Nitroceliuliozing membrang
blokavo 4 val. fosfatini"ame buferyje pH 7.6, turin¢iam 10% ozio serumo, po to - 14 val.
inkubavo kambario temperatiiroje kiekvieng triudio preimuninj ar imuninj serumg
skiedziant 1:200 (imunizacija apraSyta auksciau). Serumo-antikiiny kompleksus stebéjo
naudojant su peroksidaze konjuguotus ozio antitriusio 1gG reagentus (Vector
Laboratories) ir spalvos reagenté 4-chlor-1 naftol;.

Dviejy Western analizés pavyzdziai pateikti Fig.21 ir Fig.22. Fig.21 sritys Zi 5-200 ml
gauti i$ lasteliy COS-1 Zmogaus EPO (COS-1, transfekuoti su V19,8 EPO); 8 sritis-
dazyti molekuliniy masiy markeriai..

1-4 inkubavo su preimuniniu serumu. Imuninis serumas specifiSkai atpazjsta difuzin]
ry&i M,=30.000 daltony su SCF""®, gautu i§ COS-1 Igsteliy, bet ne su smogaus EPO,
gautu i$ COS-1 Igsteliy.

Fig.22 1 ir 7 sritys dalinai i8valytas Ziurkés SCF 193 gautas i§ E.coli; 2 ir 8 sritys -
siurkes SCF'"'®%, gautas i§ COS-1 Iasteliy i kvieciy grady, ivalyty agliutinin-agarozeje;
4ir 9 - siurkes SCF''®2, gautas i§ COS-1 lasteliy i$ kvieciy griidy, 5 ir 10 sritys, iSvalyty
agliutinin-agarozéje; 6 sritis - Ziurkés SCF''*, gautas i§ kvieciy Seimos CHO lasteliu,
igvalyty agliutinin-agarozéje; ir 6 sritis - dazyti molekuliniy masiy markerial.

1-5 ir 6-10 sritis inkubavo atitinkamai triusio preimuniniu ir imuniniu serumu. Gautas
i E.coli siurkés SCF'% (1 ir 7 sritys) migruoja su M, = 24.000 daltony, tuo metu, kai
siurkes SCF'%, gautas i§ CO-1 Igsteliy (2 ir8 sritys) migruoja su M, = 24-36,000
daltony. Sis molekuliniy masiy skirtumas lauktas todel, kad zinduoliy lastelés, bet ne
bakterijos, tinkamos glikozilinimui.

Koduoty siurkés SCF''%2 seky transformacija j COS-1 Igsteles (4 ir 9 sritys) ar CHO
lasteles (5 ir 10 sritys), duoda ekspresijg SCF su mazesne molekuline mase, negu
esant transfekcijai su SCF''** (2 ir 8 sritys).

Jiurkes SCF 2 i§ COS-1 Iasteliy ir CHO ekspresijos produktai-tai ry$iy serija, turinti
matoma M, tarp 24-36,000 daltony. Ekspresuoto SCF heterogeniskumas, matomai,
apsprendziamas angliavandeniy variantais, kur polipeptidinis SCF glikozilinasi

skirtingais dydziais.
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Apskritai, Western analizé rodo, kad triusiy, imunizuoty zinduoliy gamtiniu SCF,
imuninis serumas priima rekombinantinj SCF, gautg i$ E.coli lgsteliy, COS-1 ir CHO,
bet nepriima bet kékiq rySiy kontroliniame pavyzdyje, sudarytame i§ gauty EPO lIgsteliy
COS-1. Toliau palaikant SCF antiserumo specifiSkumg SCF, i§ anksto imunizuotas to
pacio triusio serumas nereagavo su bet kokiu Ziurkés ar zmogaus SCF ekspresijos

produktu.

8 pavyzdys
Rekombinantinio SCF aktyvumas gyvame organizme

A. Ziurkés SCF kauly &iulpy persodinime

COS-1 Iagsteles transfekavo V19.8 SCF1-162 pilnoje eksperinﬁentq eiléje (T175 cm?
kolbos vietoje 60 mm Iéksteliy), kaip aprasyta 4 pvz. Buvo surinkta mazdaug 270 ml
pavirSinio sluoksnio, kurj chromatografavo kviec¢iy gridy agliutinin-agarozéje ir S-
sefarozéje, kaip apradyta 1 pvz. Rekombinantinij SCF jvertino kauly diulpy
transplantacijos modelyje, remiantis w/w’ genetika. Pelés w/w" turi rasinj lasteliy
defekta, kuris kartu su kitais priveda iki mokrocity anemijos (didelés raudonos lgstelés)
ir jgalina kauly Ciulpy transplantacijg i§ normaliy gyviny neprisireikiant ap$vitinti
recipientus (Russel et al, Sci. 144, 844-846, 1964). Normalias donorines rsines lasteles
po transplantacijos perauga defektinés lasteles.

Pateikiamame pavyzdyje kiekvienoje grupéje buvo po 6 subrendusias peles. Kauly
Ciulpus surinko i§ normaliy peliy-donoriy ir transplantavo | w/w’ peles. Gyviino-
recipiento kraujas buvo tiriamas kelis kartus po transplantacijos; Kauly &iulpy per-
sodinimas atliekamas perkeliant periferinio kraujo i§ recipiento donoriniam fenotipui.
Konversija i$ recipiento donoriniam fenotipui pasireiSkia pasekminio raudony kraujo
Iasteliy iSsibarstymo profilio (FASCAM, Becton Dickenson) stebéjimu. Kiekvieno
transplantuoto gyvino profilis buvo lyginamas su kontroliniy gyviny donory ir
recipienty profiliais kiekvieng laiko momenta. Palyginimas buvo atliekamas naudojant
kompiuterines programas, paremtas Kolmogorovo-Smirnovo statistika bégandiy
sistemy histogramy analizei (Young.J.Histochem & Cytochem, 25, 935-941, 1977)).
Priauginimo nepriklausomu kokybés indikatoriumi yra hemoglobininis tipas,

nustatomas hemoglobino recipiento kraujyje elektroforezés bidu (Wong et al,
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Mol.&Cell.Biol., 9, 798-808, 1989), ir gerai sutinka su Kolmogorovo-Smirnovo statistikos
nustatymo savybémis.

Mazdaug 300000 Igsteliy transplantavo be SCF apdorojimo (kontroline grupé 23
pie$.) i§ C56BL/6J donory w/w’ recipientams. Antra grupé gavo 300000 Igsteliy,
apdoroty SCF (600 vnt/ml) esant 37°C, 20 min. ir jvesty | organizmg kartu (grupé iki
apdorojimo, Fig.23). Vienas SCF vienetas, kaip rasta, duoda pusiau maksimalig
stimuliacijg MC/9 bioméginyje. Trecios grupés pelés buvo injekuotos po oda (sub-Q)
mazdaug 400 vnt. SCF/per dieng, 3 dienos po 30000 donoriniy lasteliy transplantacijos
(grupé poodiniy injekciju, Fig. 23 ). Kaip parodyta Fig.23, abiejose apdorotose SCF
grupése, kauly Ciulpai prigyja greiciau, negu neapdorotoje kontrolingje grupéje. Po 29
dieny po transplantacijos, i$ anksto apdorota grupé buvo konvertuota | donorinj tipa.

Sis pavyzdys iliustruoja SCF terapijos nauda, persodinant kauly Ciulpus.

B. Ziurkés SCF aktyvumas gyvose pelése

Dél Sl-lokuso mutacijy, atsiranda nepakankamumas kraujodaros, pigmentinese,
séklidziy lasteléese. Dél kraujodaros defekto sumazéja raudonujy kraujo kuneliy
skaitius (Russel & Al Gordon, Regulation of Hematopoises, 1 t., 649-675, Appieton-
Cent.-Crafts, NY, 1970), neutrofily (Ruscetti, Proc.Soc.Exp.Biol.Med., 152, 398, 1976)),
monocity (Shibata, J.Imm. 135, 3905, 1985), megakariocity (Ebbe, Exp.Hemat., 6, 201,
1978), lasteliy-zudiky (Clark, Immunogenetics, 12, 601, 1981) ir mast Igsteliy (Hayachi,
Dev.Biol, 109, 234, 1985). Broniruotos pelés yra blogi recipientai persodinamy kauly
Siulpy dél sumazéjusiy sugebejimy palaikyti prigimtines Igsteles (Banneman,
ProgHematol, 8, 131, 1973).

SCF koduojantis genas pasalintas broniruotai (51/51) pelei.

Broniruotos pelés jautrios SCF aktyvumui in vivo modelyje. Skirtingi SCF
rekombinantiniai baltymai buvo tiriami pelése Steel-Dickie (S1/S1) jvairius laiko tarpus.
Steel peliy (WCB6F1-S10S19), 6-10 savai¢iy amziaus gavo is Jackson Labs, Bar
Harbor, ME. Periferinj kraujg stebéjo Igsteliy skaitiklyje SYSMEX F-800 (Baxter, Irvine,
CA): raudonas lasteles, hemoglobing ir trombocitus. Baltyjy kraujo kineliy
paskai¢iavimui (BKK) naudojo Goulter Channelizer 256 (Coulter Electronics, Marietta

GA).Eksperimente, 24 pie., Steel-Dickie peles buvo apdorojamos SCF1-164,



LT 4019 B
67

gaminamu E.coli, idvalytu, kaip 10 pvz., 100 mg/kg/per dieng doze 30 dieny
laikotarpyje, po to 30 mg/kg/per dieng doze - 20 dieny. Baltymas buvo fiziologiniame
tirpale (Abbots La'b, N.Chicago), IL+0.1% jaucio serumo. Injecijos darytos po oda
kiekvieng dieng. Periferinio kraujo monitoringg atliko per uodegy kraujavimg po 50 ml
nurodytu Fig.24 laiku. Kraujg rinko 3% EDTA praplautais SvirkStais ir supylé |
perskalautus EDTA mikrofuginius mégintuvélius (Brinkmann, Westburg NY). Buvo
stebima Zymi apdoroty gyvﬁnq makrocitines anemijos korekcija lyginant su
kontroliniais gyvanais. Apdorojimus nutraukus, apdoroti gyvunai grizo | pradine
makrocitines anemijos padet;.

Eksperimente, parodytame Fig.25 ir Fig.26, Steel-Dickie pelés buvo apdorotos
skirtingomis rekombinantinio SCF formomis, kaip apraSyta auk$c¢iau, bet 100
mg/kg/per dieng doze 20 dieny. Dviejy formy E.coli-ziurkés SCF, SCF ''®* ir SCF 1%

F "% modifikavo pridedant

darinius ruo$é kaip nurodyta 10 pvz. Papildomai E.coli SC
polietilenglikolio (SCF "®* PEG 25), kaip buvo patikrinta 12 pvz. CHO-darinys SCF''%
gautas, kaip 5 pvz ir iSvalytas, kaip 11 pvz., buvo taip pat patikrintas. Gyvuny kraujas
buvo imamas Sirdies punktira, 3% EDTA praplautais SvirkStais ir supilamas j EDTA
praplautus mégintuvélius. Periferinio kraujo, po 20 dieny apdorojimo profiliai parodyti
Fig.25 baltoms kraujo Igsteléms (BKK) ir Fig.26 - trombocitams. Skirtingi BKK SCF ¢4
PEG 25 grupei parodyti Fig.27. Fiksuojami absoliutis neutrofily, monocity, limfocity ir
trombocity padidéjimai. Ypag stiprus efektas stebimas su SCF "% PEG 25.

Buvo taip pat atliktas nepriklausomas limfocity rinkiniy i$matavimas; duomenys
pateikti Fig.28. Zmogaus CD4 murininis ekvivalentas, ar T-pagalbiniy Igsteliy markeris
yra L3T4 (Dialinas, J.Immun. 131, 2445, 1983.

Lut-2 yra murininiu antigenu citoksiniy T-lgsteliy (Ledbetter, J.Exp.Med, 153, 1503,
1981). Apdoroty gyvuny T-Igsteliy rinkiniy jvertinimui naudojo monokloninius antikiinius
prie$ $iuos antigenus.

Visg kraujg T-limfocity rinkiniui nudazé sekanciu badu. 200 pl viso kraujo buvo
paimta i§ gyvuny individualiai | EDTA apdorotus mégintuvélius. Kiekvieng kraujo
pavyzd] lizavo steriliu dejonizuotu vandeniu 60 sek, ir po to padaré izotoniniu
naudodami 10xDilbecco fosfatinj buferinj fizioginj tirpalg (FBF) (Gibco, Grand Islan,

NY). Sj lizuota krauja praplové 2 kartus IXDulbecco fosfatiniu buferiniu fiziologiniu
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tirpalu (Gibco, Grand lIsland, NY), pateikiamu su 0.1% jaucio serumu (Flow Lab.
McLean, Va) ir 0.1% natrio azidu. Lasteliy nuosédas (turinGias 200000-105 Igsteles)
resuspendavo su 20 ul ziurkes priedpeliniu L 34T, konjuguotu su fikoeritrinu (FE)
(Beckton Dickinson, Mountain View), ir 20 pl Ziurkés priespeliniu Lyt-2, konjuguotu su
fluoresceino izotiocianatu, inkubuotu lede (4°C) 30 min. (Beckton Dickinson). Po
inkubacijos Iasteles 2 kartus praplové IX FBR. Kiekviena kraujo pavyzdj po to analizavo
AC sap lgsteliy analizés sistemoje (Beckton Dickinson, Mountain View, CA).

Si sistema buvo standartizuota standartiniy prieskompensaciniy procedury ir
kalibraciniy granuliy pagalba (Beckton Dickinson, Mountain View, CA). Sie duomenys

parodé tiek Igsteliy T-pagalbininky, tiek ir citoksiniy T-lgsteliy absoliuty augima,

C. SCF aktyvumas gyvuose primatuose

Zmogaus SCF "%, iskirtas i§ E.coli (6B pvz.), ir suvienodintas, kaip 10 pvz., tyre in
vivo biologinj aktyvuma. Babuiny (Papio sp.) suauge patinai buvo suskirstyti | 3 grupes:
1) neapdorotus, n-3; 2) SCF 100 mg/kg/per dieng, n-6; 3) SCF 30 mg/kg/per dieng, n-
6.

Apdorojamiems gyviinams kiekvieng dieng buvo daromos poodinés injekcijos.
Pilniems kraujo, retikuliocitiniams ir trombocitiniams paskai¢iavimams pavyzdziai imti 1,
6, 11, 15, 20 ir 25 apdorojimo dieng.

Visi gyviinai iSkenté procedirg ir neturéjo neigiamy reakcijy SCF terapijai. BKK
skaitius i3augo pas gyviinus, gavusius 100 mg/kg.per diena, kaip parodyta Fig.2S.
Diferencijuotas skaiciavimas atliktas pagal Wright Giemsa periferiniy kraujo demiy
dazyma, ir taip pat nurodytas Fig.29. Buvo fiksuotas absoliutus neutrofily, limfocity ir
monocity augimas. Paip parodyta Fig.30, buvo taip pat hemtokrity ir trombocity
augimas, esant 100 mg/kg/per dieng dozei.

Zmogaus SCF (hSCF 1-164, modifikuotas polietilenglikolio pridéjimu, kaip 12 pvz.),
taip pat buvo tikrintas su babuinais duodant 200 mg/kg/per dieng doze, pailgintu
intraveniniu jvedimu ir lyginamas su nemodifikuotu baltymu. Gyvunai SCF gavo nuo 0
iki 28 dienos. Periferinio BKK rezultatai pateikti sekancioje lenteléje. PEG modifikuoti
SCF rodé ankstesnj periferinio BKK augima, negu nemodifikuoti SCF.

Apdorojimas 200 mg/kg/per dieng hSCF 1-164
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Gyvunai M88320 Gyvunai M88129
diena BC diena BC
0 5800 0 6800
+7 107000 7+ 7400
+14 12600 +14 209000
+16 22000 +21 18400
+22 311 Od +23 24900
+24 28100 +29 13000
+29 9600 +30 23000
+36 6600 +37 12100
+43 5600 +44 10700

+51 7800

Apdorojimas 200 mg/kg/per dieng PEG-hSCF 1-164

Gyvunai M88350 Gyvunai M89116
diena BC diena BC
-7 12400 -5 7900
-2 11600 0 7400
+4 24700 +6 16400
+7 20400 +9 17100
+11 24700 +13 18700
+14 32600 +16 19400
+18 33600 +20 27800
+21 626400 +23 20700
+25 16600 +27 20200
+28 26900 +29 18600
+32 9200 +33 7600
9 pavyzdys

Rekombinantinio Zmogaus SCF aktyvumas
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Zmogaus SCF , atitinkantj amino rigstis 1-162, gautg PCR reakcijos pagalba,
aprasyta ED pvz., ekspresavo COS-1 Igsteléje atitinkamai su aprasytu SCF 4
pavyzdZiu. COS- 1 Igsteliy skystj bandé zmogaus kauly Ciulpuose, o taip pat
meginiuose ant murininés HPP-SCF ir MC/9. Zmogaus baltymas buvo neaktyvus
tiriamajame koncentracijy intervale bet kokioje murino analizéje; tuo tarpu, jis buvo
aktyvus tiriant zmogaus kauly &iulpuose. Analizés kultivavimo salygos buvo tokios:
sveiky savanoriy kauly Giulpus centrifugavo Fcol1-Hypaque gradiente (Pharmacia) ir
kultivavo sistemoje i§ 2.1% metilceliuliozés, 30% verSiuko serumo, 6x10° M 2-
merkaptoetanolio, 2 mM gliutamino, Iskovo terpéje (GIBCO), 20 vnt/ml EPO ir 1x1 0°2
last./ml 14 dieny atmosferoje, kurioje buvo 7%0z, 10% CO, ir 83% N. 12 lenteleje
nurodyti kolonijy, generuoty esant rekombinantinio zmogaus ir Ziurkés SCF COS-1
nuosédy skysciams, numeriai. Nurodytos tos kolonijos, kuriy dydis 0.2 mm arba
didesneés.

12 lentele

Kolonijy, kurias paveiké SCF, augimas Zmogaus kauly Ciulpuose

Plazmidiné transfekcija Tiriamo CM taris Kolonijos/100000
(ul) last.+standart.nukryp.
V19.8( ) 100 0
50 0
V19.8 zmogaus SCF 1-162 100 3317
50 2213
V 19.8 ziurkes SCF 1-162 100 13+1
50 10

Kolonijos, iSaugusios per 14 dieny, parodytos Fig.31A. (12-karty padidinta). Strele
pazyméta paprasta kolonija. Pagal savo dydj, tokia kolonija primena murino HPP-SCF
kolonijas (vidutiniskai 0.5 mm). Dél EPO buvimo, kai kurio tokios kolonijos
hemoglobunizuotos. I$skiriant tokias kolonijas ir jas centrifuguojanr ant objektiniy
stikleliy naudojant Citosping (Shandon) su po to sekanciu dazymu Baltuoju Gemaza,
tam tikras lgsteliy tipas turéjo nediferencijuotg lastele su dideliu santykiu
branduolys/citoplazma, kas parodyta Fig.31B. (padidinta 400 kartu). Fig.31B strélemis

parodyta tokios struktiros: 1 strélé-citoplazma; 2-branduolys; 3-vakuole. Nesubren-
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dusios Igstelés, kaip klasé, yra didelés ir tokios lgstelés tampa mazesnes, priklausomai
nuo subrendimo laipsnio (Digss et al, Morfologija zmogaus kraujo lgsteliy, Abbot Labs,
3, 1978). Ankstvagjq Igsteliy branduolys pagal hemopoetinj subrendimg atitinka
citoplazma. Be to, nesubrendusiy lIgsteliy citoplazma nusidazo Baltuoju Gemza giliau,
negu branduolys. Pagal Igsteliy subrendima, branduolys jgauna tamsesne spalva,
negu citoplazma. Zmogaus kauly ¢&iulpy, gauty i§ kultiros dalyvaujant rekom-
binantiniam SCF, Igsteliy moﬁologija sutinka su iSvadomis apie tai, kad taikinys ir SCF
produktas yra santykinai nesubrendes kraujodaros pirmtakas.

Zmogaus rekombinantinj SCF bandé agarizuoty kolonijy analizéje pagal poveik|
kauly ¢iulpams kombinacijoje su kitais augimo faktoriais, pagal ankstesnj aprasyma,
Gauti rezultatai pateikti 13 lenteléje.

Sinergizmas pasireiSkia esant G-SCF, GM-SCF, IL-3 ir EPOn, individualiais SCF
atvejais padidinant kauly Ciulpy taikinio proliferacijos laipsnj.

13 lentele

Zmogaus rekombinantinio SCF, esant kitiems faktoriams, stimuliuojantiems

Zzmogaus kolonijas, sinergizmas

Imitacija Kolonija, 10°last./per 14 dieny
hG-SCF 3243
hG-SCF + hSCF 74+
hGM-SCF 1442
hCM-C + hSCF 10815
hIL-3 23+1
hiL-3 + hSCF 10843
hEPO 105
hEPO +ilL-3 1741
hEPO + hSCF 86110
hSCF 0

Kitas zmogaus rekombinantinio SCF aktyvumas pasireiSkia sugebéjimu i§Saukti
umios zmogaus mieologeninés anemijos lgsteliy linijos proliferacijg (AMIl) KG-1(ATCC
CCl 246) pusiau kietame agare. Nuosedy skystis COS-1 nuo transfekuoty Igsteliy buvo
klonuotas ant agaro KG-1 (Koefflor et al, Sci. 200, 1153-1154, 1978) praktiskai pagal
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aprasyta metodikg i$skyrus tai, kad lgsteles i$séjo 3000/ml kiekiu. 14 lenteleje pateikti
kultGiry trijy paraleliy bandymy rezultaty vidurkiai.

14 lentelé
Klonavimo bandymas ant pusiau kieto agaro KG-1
Transfekuotos plazmideés Tiriamasis taris, ul 30000 Igsteliy kolonija+vidut.
nukr.
V19.8 25 2+1
V19.8 Zmogaus SCF1-162 25 14140
12 810
6 915
3 6+4
1.5 616
V19.8 ziurkes SCF 1-162 25 61
zmogaus GM-SCF 50/5 mg/ml 1445

10 pavyzdys
Rekombinantinio SCF ekspresuoto E.coli produkty valymas

E.coli fermentacijg zmogaus SCF '®* vykdé pagal 6C pavyzdzio metodikg. Biomase
(svoris $Slapios biomasés 912 g) suspendavo vandenyje iki 4.6 | turio ir ardeé tris kartus
leisdami per laboratorinj homogenizatoriy (Gaulin 15MP-8TBA), esant 55158 kPa
slégiui. Centrifuguodami gavo susmulkinty lastelés granuliy frakcijg (17700xg, 30 min.,
4°C), praplové vandeniu (resuspendavimas ir recentrifugavimas) ir pagaliau
suspendavo vandenyije iki 400 ml.

Po centrifugavimo nuosédy frakcijg, turinCig netirpstant] SCF (jvertintas kiekis SCF
10-12 g) sudéjo | 3950 ml atitinkamo miSinio taip, kad galutiné miinio komponenty
koncentracija buvo 8 M karbamido (ypatingo Svarumo), 0.1 mM EDTA, 50 mM natrio
acetato, pH 6-7, SCF koncentracijg jvertino kaip 1.5 mg/ml. Siekiant istirpinti SCF,
inkubavo kambario temperatiroje 4 val. Likusig neiStirpusig medziagg pasalino
centrifuguodami (17700xg, 30 min., kambario temp.). Pakartojant (parugstéjimas
iStirpusio SCF), nusédusig frakcija létai, maiSant supylé | 39.15 | atitinkamo misinio taip,

kad galutinés komponenty koncentracijos buvo: 2.5 M karbamido (ypatingo Svarumo,
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0.01 mM EDTA, 5 mM natrio acetato, 50 mM Tris-HCL, pH 8.5, 1 mM gliutationo, 0.02%
(masé/tariul) natrio -azido. SCF koncentracijg nustate 150 pg/ml. Po 60 val. kambario
temperattroje (galima laikyti maziau, pvz. 20 val.), maiSant, miSinys buvo du kartus
koncentruotas naudojant Millipor Pelicon ultrafiltracijos jrenginj su trimis mem-
braninémis i$ polisulfono, molek. masé 10000, kasetémis (bendras plotas 1,39 m? ir
po to diafiltravo atitinkamai 7 tariais 20 mM Tris-HCI, pH8. Temperatura koncentravimo
(ultrafiltracijos) metu buvo 4°C, tekéjimo greitis-5 I/min ir filtracijos greitis 600ml/min.
Galutinis taris buvo 26.5 |. Naudojant SDS-PAGE operacijg, kurig vykdé su pavyzdZiais
arba be jy, darosi aiSku, kad didesneé dalis (>80%) frakcijos SCF nuosédy po
centrifugavimo iStirpsta inkubuojant su 8 M karbamido ir kad po parigstéjimo,
sistemoje egzistuoja daug SCF formy, kg rodo neatstatyto pavyzdzio SDS-PAGE.
Pagrindine forma, kuri yra kaip teisingai partigtintas SCF (zr. Zemiau), migruoja su M,
mazdaug 17000 (neredukuota) santykinai markeriy (redukuoty), aprasyty Fig.9 su
iSnasa, molekulinei masei. Daugelis formy turi medziaga, migruojandig su M, 18-20000
(neredukuotas), matomai, turi SCF neteisingais disulfidiniais rySiais; sudarandiais SCF
polipeptidines grandines kovalentiSkai suriStas su dimery ar stambiy oligomery
susidarymu. Paskutinés frakcionavimo stadijos priveda prie likusiy £.coli priemaidy ir
nepageidaujamy SCF formy pasalinimo ir to rezultate pasiekiamas SCF idvalymas iki
homogenisko ir biologiskai aktyvaus bivio.

Ultrafiltruoto retentato pH nustate lygy 4.5, pridedant 375 ml 10% (tdris/tariui) acto
rugsties, ir to pasekoje medziaga i$sédo. Po 60 min., kada didZioji dalis i$sédusios
medziagos nusédo ant dugno, virSutinius 24 | dekantavo ir filtravo, kad nuskaidréty per
Sipo 30 SP filtrus 500ml/val greiciu. Po to filtratg skiedé 1.5 karto vandeniu ir 4°C temp.
leido per kolong (9x18.5 cm) greita tékme S-sefarozés (Pharmacia) iSlygsvarintg 25 mM
natrio acetato, pH 4.5. Kolonéléje tekéjimo greitis buvo 5 I/val ir temperatira 4°C. Po
pavyzdzio praleidimo, kolong praplové 5 tiriais (6 I) buferio ir SCF, suridto su kolonos
medZiaga eliavo 0-0.23 M NaCl kolonos buferio eliuentu. Bendras gradiento tiiris buvo
20 | ir frakcijas emé po 200 ml. Eliuavimo profilis atvaizduotas Fig.33. Frakcijos
alikvotos (10 pl) surinktos i$ kolonos su S-sefaroze analizavo SDS-PAGE metodu, kurj

vykde kaip su pavyzdzio redukavimu (Fig.32A), taip ir be jo (Fig.32B). I3 tokios analizés
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duomeny matyti, kad praktiskai visas sugérimas buvo 280 nm srityje (Fig.32 ir Fig.33) ir
gali biti priskirtas SCF.

Teisingai oksiduota 'forma pirmiausiai atitinka sugerimo pikg (22-38 frakcija, Fig.33).
Formos su nedideliu kiekiu, kurj galima vizualiai stebéti frakcijose, jjungia neteisingai
oksiduotg medziagg su M, 18-20.000 ant SDS-PAGE (neredukuotas) atstojant]
pagrindinio piko sugérimo petj (10-21 frakcijos, Fig.32B); o disulfidiSkai suriSta
dimerineé medziaga randasi visame sugerimo intervae (10-38 frakcijos, Fig.32B).

Frakcijos 22-38 i$ kolonos su S-sefaroze nupyle ir pH gauto misinio nustaté 2.2,
pridedant mazdaug 11 ml 6 N HCI ir praleido per C4 Vudac kolong (aukstis 8.4 cm,
diametras 9 sm) nulygsvarintg 50% etanoliu (turis/tariui), 12.5 mM HCI tirpalu (A) prie
4°C. Dervg kolonai paruo$é sausa, dervg suspenduodami 80% etanolio (turis/turiui),
12.5 mM HCI (tirpalas B) ir islygsvarino tirpalu (A). Prie§ gaunant pvyzdzius naudojo
tusCig gradientg nuo tirpalo A iki tirpalo B (bedras turis 6 I) ir po to kolong vél
iSlygsvarino tirpalu A. Gavus pavyzdzius, kolong plové 2.5 | A tirpalu ir SCF medziagg
suristg su kolonos medziaga eliuavo tirpaly A-B gradientu (bendras turis 18 |), greitis
2670 ml/val. Buvo paimtos 286 frakcijos po 50 ml ir alikvotos analizuotos pagal
sugeérimg ties 280 nm (Fig.35), o taip pat SDS-PAGE metodu (25 ul i$ frakcijos)
atitinkamai aukSciau esancio apraSymo (Fig.34A, redukuojancios salygos; Fig.34B
neredukuojancios salygos). 62-161 frakcijos, turincios teisingai oksiduotas SCF gerai
iSvalytame bivyje nupyle, (santykinai didelius kiekius neteisingai oksiduoto monomero
su M, 18-20000 (neredukuotas) véliau eliuavo gradiento terpéje (166-211 frakcijos),
disulfidiSkai suriStg dimerine medziagg elivavo taip pat véliau (mazdaug 199-235
frakcijos) (Fig.35).

Etanolio pasalinimui i§ gauto 62-161 frakcijy misinio ir SCF koncentravimui naudojo
metodika, naudojant jony-mainy dervg su greitu O-sefarozés tekéjimu (Pharmacia).
Misinj (5 1) skiedé vandeniu iki 15.625 | tirio, etanolio koncentracijg sudarydami
mazdaug 20% (turis/turiui). Po to siekiant nustatyti pH-8, pridéjo 1 M Tris-bazés (135
mi) ir papildomai 1 M Tris-HCI: pH 8, (23.6 ml) nustatydami bendrg koncentracijg Tris
10 mM. Po to pridéjo 10 mM Tris-HCI, pH 8 (15.5 ) privedant iki bendro sistemos tario
31.26 | ir etanolio koncentracijg iki 10% (turis/turiui). Po to medziagg leido per O-

sefarozés kolong 4°C greita tékme (aukstis 6.5 cm, diametras 7 cm) nulygsvarintg 10
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mM Tris-HCI. pH 8, po to kolong praplove 2.5 | kolonos buferiu. Tekéjimo greitis imant
pavyzdzius ir praplaunant buvo 5.5 I/val. Siekiant eliuuoti su SCF suristg medziaga, per
kolong prieSinga kryptimi leido 200 mM NaCl, 10 mM Tris-HCL, pH 8, 200 ml/val.
greiciu. Frakcijas émeé po 12 ml ir jas analizavo 280 nm sugerimo bangoje ir taip pat
SDS-PAGE metodu, aprasytu auk$ciau. 16-28 frakcijas nupylé (157 ml).

Po to miSinj turintj] SCF analizavo dviem atskiromis chromatografijomis (po 78.5 ml
kiekviename bandyme) ant gel-filtracinés kolonos (5x138 cm) su Sefakrilu S-200 HP
(Pharmacia); nulygsvarinus fosfatiniu buferiu 4°C temperatiroje. Frakcijas émé po 15
ml esant 75 ml/val tekeéjimo greiCiui. Kiekvienu atveju, pagrindinj pika, esant sugérimo
bangos ilgiui 280 nm. eliuavo atitinkamais tur| kiekiais 1370-1835 ml. Frakcijas i$ dviejy
nurodyty kolony, duodancias pikus, apjungeé j vieng misinj 525 ml tirio, turintj mazdaug
2.3 g SCF. Sig medziaga steriliai filtravo naudojant Millipor Milipak membranas.

IS kitos pusés, medziaga i§ kolonos C4 gali buti koncentruota ultrafiltracija ir pries
sterilig filtracijg veikiama buferiniais mainais.

I3skirta rekombinantiné zmogaus SCF ''* medziaga turi didele $varumo klase
(>98% pagal SDS-PAGE analize dazant sidabru) ir laikoma, kad toks §varumas atitinka
farmakologinius reikalavimus. Naudojant metodus, aprasSytus 2 pvz., buvo nustatyta,
kad gauta medziaga turi aminortigs¢iy sekg atitinkancig gautg SCF geny analize ir turi
N-galo amino rugsciysekg Met-Glu-Gly-lle..., kaip ir buvo laukta atitinkamai su Met
koduojanciu iniciatyviniu kodonu.

Pagal metodus lyginamus su aprasytais Zmogaus SCF ''® ekspresuoto E.coli, gali
bti isskirtas SCF '"'** (taip pat esant netirpios formos Igstelés viduje) isvalytoje bikléje
auksto laipsnio biologiniu aktyvumu. Analogisku badu gali bdti i$skirtas Zzmogaus SCF
"8 ir ziurkés SCF %%, Ziurkes SCF ' susidarymo eigoje (oksidavimas turi
tendencijg sudaryti jvairius oksiduotus darinius) gali apsunkinti pasalinimg chroma-
tografijos eigoje. Ziurkés SCF ' ir smogaus SCF '® gali biti proteolitiskai
degraduoti ankstyvose iSskyrimo stadijose. Pirminé proteolizés vieta yra tarp 160 ir 170
liekany. Proteolizé gali bati minimizuota reguliuojant salygas pvz., SCF koncentracija,
pH pakeitimu, 2-56 mM EDTA jvedimu | sistemg ar kity proteaziy (inhibitoriy) jvedimu, o
taip pat degraduoty formy tokiu kiekiu, kokiu egzistuoja sistemoje, pasalinamu

atitinkamose frakcionavimo stadijose.
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Nors nurodoma, kad karbamido naudojimas stabilizuojant yra pirmaeilis, taip pat
sekmingai galima naudoti kitus stabilizacijos agentus, tokius kaip guanidino
hidrochloridg (pvz., 6 M ir 0.25 M), o taip pat N-lauroil-sarkozing. Pa$alinant agentus po
pakeitimo/partgstinimo, iSvalytas SCF, pagal SDS-PAGE analize, gali buti
regeneruotas naudojant atitinkamas frakcionavimo stadijas.

Be to, nors geriau dubliavimo/oksidinimo metu naudoti 1 mM konc. gliutationg lygiu
ar artimu efektyvumu, gali biti naudojamos ir kitos salygos. Pavyzdziui, naudojant
vietoje 1 mM gliutationo, 2 mM gliutationo ir 0.2 mM oksiduoto gliutationo, ar 4 mM
gliutaniono ir 0.4 mM oksiduoto gliutationo, ar 1 mM 2-merkaptoetanolio ar kitus
tiolinius reagentus.

Be aprasyty chromatografijos metodiky, kurios gali biti naudojamos SCF aktyvios
formos iSskyrimui, gali bati naudojamos hidrofobiné chromatografija (pvz., naudojant
fenil-Sefaroze (Pharmacia) su pavyzdzio neutralia pH reik§me, esant 1.7 M amonio
sulfatui ir gradientiné eliuacija, mazinant amonio sulfato kiekj); chromatografija su
imobilizuojanciais metalais (pvz., naudojant chelatine Sefaroze (Pharmacia), pakrautg
Cu®* jonais , pavyzdzio pH esant artimam neutraliam naudojant 1 mM imidazolo) ir
hidroksilapatitiné chromatografija (naudojant neutralaus pH pavyzdj su 1 mM fosfato ir
eliavimg gradientu, padidinanciu fosfato kiekj); o taip pat kitos Sos srities specialistams
zinomos metodikos.

Kitos zmogaus SCF formos, visiSkai ar dalinai atitinkandios atvirg koduoty
aminorug$sciy 1-248 seka ar atitinkancios atviro skaitymo rémelj (Fig.44) taip pat gali
buti ekspresuotos E.coli ir iSskirtos $varioje formoje pagal metodika, analogiska Gia
aprasytai, o taip pat kitus $ios srities specialisty zinomus metodus.

Formy turinCiy taip vadinamg transmembranine dalj, kurig rodo 16 pavyzdys,
valymas ir formavimas, apima detergenty utilizavima, jtraukiant nejoninius detergentus,

o taip pat lipidus, jtraukiant fosfolipidus turincias liposomines struktiras.

11 pavyzdys
Rekombinantinis SCF i$ zinduoliy Iasteliy

A. CHO lasteliu, produkuojanciy SCF, fermentacija
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Rekombinantinius kiniSko ziurkéno kiausidziy (CHO) Igsteliy, CHO pDSPa2hSCF1-

162 kamienus augino ant mikronesikliy perfuzinéje kultivavimo sistemoje, siekiant gauti
produkuojamg zmogaus SCF''®*, Fermentatoriaus sistema analogiska BRI 3A lasteliy
auginimo i$ 1B pavyzdzio, iSskyrus: CHO lgsteléms naudojama kultivavimo terpé buvo
modifikuotos Dulbeko (DMEM) ir mitybines Chamso 12 terpés misinys, santykiu 1:1
(GIBCO), kurig papilde 2 mM gliutamino, nebutinomis aminorags$timis (tam, kad
padvigubinty esamg koncentracija, praskiedus 1:100 Gibco terpe) ir 5%versiuko
serumu. Galutiné terpé buvo identiska, i8skyrus seruma. Reaktoriy uzséjo 5.6x10° CHO
lgstelémis, iSaugintomis 3 | kolbose. Lasteles augino iki koncentracijos 4x10° last/ml.
Po to jpylé 100 g i$ anksto i$sterilinto citodeks-2 mikrones$iklio (Pharmacia) 3 | fosfatinio
buferio. Lagsteléms leido susiriti ir augino ant $iy mikronesikliy 4 dienas. Kultivavimo
terpe perfuzuodavo per reaktoriy pagal gliukozés isnaudojima. Gliukozés koncentracija
buvo palaikoma mazdaug 2.0 g/l. Po 4 dieny, fermentatoriy perfuzavo $eSiais terpés,
neturincios serumo, tlriais, kad baltymo koncentracija baty <50 mg/ml.

Po to reaktorius dirbo periodiniu rezimu, kol gliukozés koncentracija nesumazéjo iki
2 g/l. Po Sito, reaktorius dirbo pastovaus perfuzijos greicio rezimu, lygiu 20 I/diena.
Kultirines terpeés pH buvo 6.910.3, palaikomas reguliuojant CO, tekéjimo greit].
IStirpusio  deguonies kiekis buvo palaikomas auk$&iau 20% jsotinimo oru, esant
batinumui, paduodant gryng deguon;.

Temperatura palaikoma 3740.5°C.

AnkscCiau apradytoje sistemoje gavo maZdaug 450 | neturingios serumo kondicinés
terpes ir jg naudojo kaip iSeiging medziaga rekombinantinio Zmogaus SCF "¢ valymui.

AnalogiSkai vykdytoje sistemoje, naudojant CHO pDSPa2hSCF1-162, gavo
mazdaug 589 | neturin¢ios serumo kondicinés terpés ir jg naudojo kaip Zaliava gauti

iurkes SCF 11182

B. Rekombinantinio ekspresuoto Ziurkés SCF 1-162, valymas

Jeigu atskirai nepazymeéta, tai visos valymo operacijos atliekamos 4°C.

<

1. Koncentravimas ir diafiltracija

Kondicine terpe be serumo, gautg auginus lasteliy pDSRa2 Ziurkés SCF 1162
kamieng, pagal A skyriuje apraSytq metodika, filtravo per 0.45 um Sartokapsules
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(Sartorius). Keletg skirtingy partijy (36 1, 101 1, 102 1, 200 |, 150 1) atskirai koncentravo ir

veike diafiltraciniais/buferiniais mainais. lliustracijai aprasyta operacija su 36 |
Nufiltruota kondicine terpe koncentravo iki 500 ml naudojant tangentinj ultrafiltracijos
aparatg Millippor Pelikon su trimis membrany i$ acetatceliuliozés, molek. masé 10000
(bendras membranos plotas 1,39 m?, tekéjimo greitis 220ml/min), kasetémis. Po to
vykdé diafiltracijg/buferinius mainus anijony mainy chromatografijos preparate,
pridedant 2000 ml 10 mM Tris-HCI, pH 6.7-6.8 iki 500 ml turio | antrinio koncentravimo
koncentrata, naudojant ultrafiltracijos aparatg su tangentine srove ir 5 kartus
pakartojant operacija. Koncentruotas/diafiltruotas preparatas galutinai buvo 1000 ml.
Visy kondicinés terpeés partijy koncentravimas ir diafiltracija buvo vienodas. Baltymo
kiekis partijose nustatytas Bredfordo metodu (Anal.Bioch. 72, 248-253, 1976),
naudojant kaip standartg verSiuko albuming, ir sudaré 70-90 pg/ml. Bendras kondicinés

terpés kiekis buvo 589 I.

2. Anijony-mainy greitos tekmeés chromatografija su Q-Sefaroze

Koncentruoti/diafiltruoti preparatai i§ visy penkiy kondicinés terpés partijy buvo
apjungti (bendras tlris 5000ml). pH nustaté 6.75, pridedant 1 M HCI, 2000 m! 10 mM
Tris-HCI, pH 6.7, pralaidumas 0.700 mm o.

Preparatg leido per anijony-mainy kolong su Q-Sefaroze greita tékme (36x14 cm;
Sefaroze greitos tekmes, Pharmacia), nulygsvarinant 10 mM Tris-HCI buferiu, pH 6.7.
Po pavyzdzio praleidimo, kolong praplove 28.700 ml Tris buferiu. Po to kolong plove
23.000 ml miSiniu i§ 5 mM acto ragsties (1 mM glicino/6 M $lapalo), 20 uM CuSO,
esant pH 4.5. Po to plové 10 mM Tris-HCI, 20 mM CuSQ,, esant buferio pH 6.7, siekiant
pH priartinti prie neutralaus ir pa$alinti karbamidg ir po to naudojo drusky gradienta (0-
700 mM NaCl/10 mM Tris-HCI, 20 mkM CuSQs, buferio pH 6.7; bendras taris 40 I).
Frakcijas émeé po 490 ml, esant tekéjimo greiGiui 3.250 ml/val. Gauta chromatograma
parodyta Fig.36. “MC/9 imp./min.” atspindi biologinj aktyvuma, tiriant MC/9; auk&giau
nurodytas frakcijas analizavo po 5 pl. Pie$. neparodyti surinkti pavyzdziy eigoje

eliuantai, o taip pat plovimo tirpalai; kurie $iose frakcijose neturéjo biologinio aktyvumo.
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3. Chromatografija, naudojant dervas angliavandeniu, suriSty su silicio oksidu,

paqgrindu. :
Fig.36 parodyto bandymo 44-46 frakcijas apjunge (11.200 ml) ir pridejo EDTA iki

galutinés koncentracijos 1 mM. Medziaga 200 ml/val greiciu uznesta ant kolonos C4
(Vidak baltymai C4; 7x8 cm) nulygsvarintos buferiu (A) 10 mM tris pH 6.7 (20%
etanolio). UzneSus pavyzdj, kolong plove 1000 ml A buferiu. Po to naudojo linijin
gradientg nuo buferio A iki buferio B (10 mM tris su pH 6.7/94% etanolio) (bendras taris
6000 ml) ir frakcijas émé po 30-50 ml. IS kolonos C4 iSeiginés medziagos porcijos,
nupylus medziagas gautas bandyme ir praplovimo tirpalus, o taip pat gradiento
frakcijos 0.5 ml alikvotas atitinkamai dializavo fosfatiniu buferiu. Tokias skirtingas
frakcijas tyré MC/9 analize, 5 ul alikvotas, gautas frakcijy gradiente; imp./min. Fig.37.
SDS-PAGE duomenys (Lazmli, Nature, 227, 680-685, 1970); skirtingy frakcijy
alikvoty koncentruojantys geliai su 4% (mase/turiui) akrilamido ir skiriamieji geliai su
12.5% (sv./turiui/akrilamido) parodyti Fig.38. Geliy pavyzdziy alikvotas (100 ul )dziovino
vakuume ir po to pakartotinai istirpino naudodami 20 pl apdorojancio buferio
(redukavimas pvz., su 2-merkaptoetanolio) ir viré 5 min. prie$§ uzneSant ant gelio. Pies.
kairiame kampe skaiCiais pazymétos markeriy molek. maseés (redukuoti), kaip ir Fig.6.
Skaiciy eilutés rodo atitinkamas frakcijas, surinktas paskutinéje gradiento dalyje. Geliai

buvo dazyti sidabru (Morisei, Anal.Bioch., 117, 307-310, 1981).

4. Anijony-mainu greitos tékmés chromatografija su Q-Sefaroze.

IS kolonos C4, parodytos Fig.36, 98-124 frakcijas nupylé (1050 mi), ir praskiede 1:1
santykiu 10 mM Tris-buferiu pH 6.7, sumazinant etanolio koncentracija. Po to tirpalg
uznesé ant anijony mainy greitos tékmes kolonos su Q-sefaroze (3.2x3cm, Q-sefarozé
greitos tekmes, Pharmacia), iSlygsvarino 10 mM Tris-HCI buferiu, pH 6.7. greitis 463
ml/val. Po pavyzdzio, kolong praplové 135 ml kolonos buferio ir surista medziagg
elivavo plaunant 10 mM tris-HCI, 350 mM NaCl, pH 6.7. Tekejima prieSinga kryptimi
kolonoje keité tam, kad minimizuoti eliuanto kiekj ir eliuavimo eigoje emé frakcijas po

7.8 ml.

5. Gel-filtraciné chromatografija naudojant Sefakrila S-200 HP
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Frakcijas su eliuuotu baltymu, gautas i$ drusky praplovimo stadijos po anijony
mainy greitos tékmeés kolonos su Q-Sefaroze, apjungé (31 ml). 30 ml tokio miSinio
uznesé ant ge|—fi|tracijds kolonos su Sefakrilu S-200 (Pharmacia), (5x55.5 c¢m) islyg-
svarinta fosfatiniu buferiu. Frakcijos po 6.8 ml buvo renkamos 68 mi/val greiciu.
Frakcijas, atitinkan¢ias 280 nm sugerimo pika, apjungé kaip galutinj iSvalytg produkta,

15 lenteléje susumuoti valymo rezultatai.

15 lentele
Ekspresuoto zinduoliuose ziurkés SCF valymo rezultatai
Stadija Taris (ml) Bendras baltymo kiekis (mg)*
Kondicineé terpeé (konc.) 7.000 28.420
Q-Sefarozé greitos 11.200 974
tékmes
C4 derva 1.050 19
Q-Sefaroze greitos 31 20
tékmes
Sefakrilas S-200 H 82 19**

*Nustatyta Bredfordo metodu (Zr. auksciau, 1976)

*Nustatyta kaip dydis 47.3 mg, naudojant kiekybing amino rugsciy analize,
analogiskai 2 pvz. aprasytam metodui.

Idvalyto Ziurkés SCF ""'®? N-galo aminoriig$ciy seka yra mazdaug puse Gly-Glu-lle....
ir pusé piroGlu-GIn-ILE... atitinkamai 2 pavyzdzio nustatymo budui. Gautas rezultatas
rodo, kad ziurkés SCF "' yra proteolitinio apdorojimo produktas (skaldymo liekanos
pazymétos (-1) (Thr) ir (+1) (GIn) Fig.14C). Analogiskai iSvalytas is kondicines terpés
transfekuoty CHO Igsteliy mogaus SCF "'** (zr. Zzemiau) turéjo N-galo aminorigsciy
seka GIn-Glu-lle, kaip apdorojimo produktg (skaldymas tarp liekany zymimas
skaiciais(-1) (Thr) ir (+1) (GIn) Fig.15C.

Naudojant auk$¢iau apradytas seky operacijas, gauna iSvalytg CHO ekspresuoty

lasteliy arba natdralios kilmés Zmogaus rekombinantinés formos SCF baltyma,
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Papildomi valymo budai, naudojami zinduoliy Igsteliy rekombinantinio SCF dariniy
valyme apima ir tuos bdus, kurie nurodyti 1 ir 10 pvz., o taip pat kitus Zinomus $ios
srities specialistams metodus.

Kitos Zzmogaus SCF formos, pilnai ar dalinai atitinkancios atviro skaitymo rémelio
koduotas aminorugstis 1-248, parodytas 42 pieS., arba uzkoduotas kita atviro skaitymo
remelio KRNR (pvz., tomis, kurios pavaizduotos kDNR sekoje, Fig.44) taip pat gali biti
ekspresuotos zinduoliy Iastélése ir iSskirtos valymo metodais, analogiSkais Siam

pavyzdziui, o taip pat kitais specialisty zinomais metodais.

C. SDS-PAGE ir glikozidinimas
SDS PAGE apjungty frakcijy i§ gelfiltracinés kolonos su Sefakrilu S-200 HP

duomenys parodyti Fig.39; tokius pavyzdzius uzne$é po 2.5 ul (1 eilé). Dazé sidabru.
Molekulines masés markeriai (6 pozicija) buvo tokie patys, kaip nurodyta Fig.6.
MedZiaga, migruojanti truputj aukd¢iau ir Zemiau markerio M, 31000 yra biologigkai
aktyvi medziaga; o atsirades heterogeniSkumas susijes su  glikozilinimo
heterogeniskumu.

Siekiant charakterizuoti, iSvalytg glikozilinimu medziagg apdorojo dideliu kiekiu
glikozidaziy, analizavo SDS-PAGE metodu (redukuojanciomis saglygomis) ir jvertino
vizualiai po dazymo sidabru. Gauti rezultatai pateikti Fig.39. Pozicija 2-neuraminidazé,
pozicija 3- neutraminidazé ir O-glikanazé, 4-neuraminidaze, N-glikanazé ir N-glikanaze,
5-neuraminidazeé ir N-glikanaze, 7- N-glikanazé, 8-N-glikanazé be substrato, 9- N-
glikanaze be substrato. Sglygos buvo vykdomos sistemoje, kur buvo 10 mM 3-(chola-
midopropil(dimetilamonio)-1-propano sulfonato) (CHAP), 66.6 mM 2-merkaptoetanolio
0.04% (masé/tariui) natrio azido fosfatinis buferinis tirpalas, 30 min. esant 37°C
inkubacijai, ir esant koncentracijoms per puse mazesnéms nurodytoms ir esant
glikozidazei 18 val.-37°C. Neuraminidaze (i§ Arthrobacter vreafaciens, teikiama
Callbiochem) naudojo 0.5 vnt/ml galutinés koncentracijos. N-glikanaze (Genzim, endo-
alfa-acetil-galaktozaminidazé) naudojo 7.5 milivnt/ml kiekj. N-glikanaze (Genzim,
peptidas: N-glikozidaze F; peptidas-N“/N-acetilbeta—gIiukozaminil(asparin amidazeé)

naudojo 10 vnt/ml kiek;j.



LT 4019 B
82

Esant batinumui, daré kontrolines inkubacijas. Tokios operacijos yra: inkubacija be
glikozidaziu, siekiant patvirtinti ta, kad gauti rezultatai susije su glikozidaziniy preparaty
jdéjimu; inkubacija esant glikozilintiems baltymams (pvz., glikozilinto rekombinantinio
zmogaus eritropoetino), kurie kaip zinoma, yra glikozidaziy substratai, siekiant
patvirtinti naudojamy glikozidaziniy fermenty aktyvumus; ir inkubacija su glikodazemis,
bet nesant substratui, siekiant gauti informacijg apie teigiamg ar neigiamg
glikozidaziniy preparaty role, vizualiai stebint juostas gelyje (Fig.39, 8 ir 9 pozicijos).

IS aprasSyty eksperimenty galima padaryti eile iSvady. Skirtingi apdorojimai N-
glikanaze (kurie pasalina tiek kompleksinius, tiek didelius manozinius N-suritus
angliavandenius (Tarentino et al, BioChem, 24, 4665-4671, 1988), neutraminidazémis
(kurios pasalina sialo ragsties likucius) ir O-glikanazés (kurios pa$alina kai kuriuos O-
suriStus angliavandenius) (Lambin et al, Biochem. Soc.Trans., 12, 599-600, 1984),
leidzia daryti iSvadas, kad: sistemoje egzistuoja tiek N-suristi, tiek O-suristi anglia-
vandeniai; ir kad yra sialo rugstis, ir kai kuriais atvejais jos kazkoks kiekis sudaro O-
suriSus fragmentus. Faktas, kad apdorojimas N-glikanaze sugeba, pagal SDS-PAGE,
paversti heterogenine medziagg j greitai migruojancig forma, kuri yra homogeniSkesne,
rodo tai, kad visa medziaga yra vienas ir tas pats peptidas ir heterogeniSkumg i$$aukia

heterogeniSkumas glikozilinimo metu.

12 pavyzdys
Rekombinantinio SCF'"'** PEC gavimas

Ziurkés SCF''® gautq ekspresavimo sistema pagal pavyzdziy GA ir 10 metodikas i$
rekombinantinio E.coli, naudojo kaip zaliavg polietilenglikolio modifikacijai, aprasytai
Zemiau.

Metoksipolietileno  glikolio-sukcinimidilsukcinatg (18.1 mg=8.63 molio; SS-
MPEG=Sigma, No M3152, molek. masés =5000) pridéjo j 0.327 ml dejonizuoto
vandens ir pridéjo 13.3 mg (0.727 molio) rekombinantinio Ziurkés SCF'®*  1ml 138
mM natrio fosfato, 62 mM NaCl, 0.62 mM natrio acetato, pH 8.0.

Gautg tirpalg atsargiai purté (100 aps/min) kambario temperattroje 30 min. Po to
galutinio reakcijos misinio 1 ml alikvotg (10 mg baltymo) leido per gel-filtracine kolong

su Superdeksu 75, Pharmacia (1.6x50 cm) ir eliuavo 100 mM natrio fosfato buferiu, pH
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6.9, 0.25 m/min grei¢iu kambario temperatiroje. 10 ml eliuanto atmeté ir po to eme
frakcijas po 1.0 ml. Nepertraukiamai registravo eliuanto UV sugérimg (280 nm) ir gautg
spektrg pateiké Fig.40A. Frakcijas 25-27 apjunge ir sterilino ultrafiltracija per 0.2 um
polisulfoning membrang (Gelman Sci., No 4454) ir gautg tirpalg pazymejo indeksu
PEC-25. Analogi$kai apjungé 28-32 frakcijas, sterilizavo ultrafiltracija ir pazymejo
indeksu PEC-32. Apjungta frakcija PEC-25 turéjo 3.06 mg baltymo, o frakcija PEC-32
turéjo 3.55 mg baltymo i§ paskaiCiavimy, naudojant Aszso (sugérimo ties 280 nm)
kalibruote i$matavus 0.66/1mg/ml nemodifikuoto Ziurkés SCF'"* tirpalo. Nereagaves
siurkés SCF''® turintis 11.8% viso rekombinantinio miinio baltymo, eliuavosi 34-37
frakcijose. Analogi§komis chromatografinio skyrimo sglygomis nemodifikuotg Zziurkés
SCF'"'% gliuavo kaip pagrindinj pika, 45.6 ml tlriu (Fig.40B). 77-80 frakcijos (Fig.40A)
turéjo N-hidroksisukcinimida, pasalinj SCF''®* reakcijos su SS-MPEC produkta,
Potencialios reakcijai ziurkés SCF''®* amino grupés turi lizino liekanas ir alfa amino
grupe N-galo gliutamininéje liekanoje. PEG-25 apjungta frakcija turéjo 9. 3 molio
reakcingy amino grupiy moliui baltymo, kaip buvo nustatyta spektrofotometriskai
titruojant  trinitrobenzensulforiigstimi  (TNBS) naudojant Chabibo aprasyta metéda
(Anal.Biochem., 14:328-336, 1966). AnalogiSku biidu, apjungta frakcija PEG-32 turéjo
10.4 molio, o nemodifikuotas Ziurkes SCF''®* atitinkamai turéjo 13.7 molio reakciniy
amino grupiy/moliui baltymo. Tokiu bidu, vidutini$kai 3.3 (13.7 minus10.4) ziurkes
SCF''® amino grupiy sujungtoje frakcijoje PEG-32 modifikuojasi pagal reakcijg su SS-
MPEC. Analogiskai, vidutiniskai 4.4 Ziurkés SCF''® aminogrupiy maidytoje frakcijoje
PEG-25 tinka modifikavimui. Zmogaus CF/nSCF''®* gautas pagal 10 pvz. metodika taip
pat buvo modifikuotas naudojant auk$ciau nurodytas metodikas. 714 mg (38.5
molio)SCF1-164 reagavo su 962.5 mg (192.5 molio) SS-MPEG 75 ml 0.1 M natrio
fosfatinio buferio. pH 8.0 kambario temperattroje 30 min. Reakcijos misinj leido per
kolona su Sefakrilu S-200 HR (5x134 cm) ir eliuavo naudojant PB (fosfatinis buferinis
tirpalas Gibko Dulbeko be CaCl, ir MgClp), 102 mi/val greiCiu ir frakcijas eme po 14.3
ml. Analoginio miSinio 39-53 frakcijas PEG-25, apraSyto auksciau ir parodyto Fig.40A,
apjungé ir nustaté, kad jos turi 354 mg baltymo. Tokio modifikuoto SCF duomenys in

vivo primatuose pateikti 8C pavyzdyije.
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13 pavyzdys
SCF receptoriné ekspresija leukemijos blastuose

Leukeminius blastus surinko i$ paciento su leukemija maiSytos sekos periferinio
kraujo. Lasteles centrifugavo veikiant tankio gradientu ir veike adhezikai. Zmogaus
SCF''®* yméjo jodu pagal aprasytg 7 pavyzdyje metodika. Lgsteles inkubavo skirtingy
koncentracijy SCF pagal aprasytg Brodi, Blood, 75, 1622-1626, 1990. Receptoriy
susiriS§imo rezultatai pateikti Fvig.41. Receptoriaus paskaiCiuotas tankumas buvo

mazdaug 70000 receptoriy lgstelei.

14 pavyzdys
Ziurkés SCF aktyvumas ankstyvuose limfoidiniuose pirmtakuose

Rekombinantinio Zziurkes SCF®* (rrSCF1-164) aktyvumas sinergetiniam veikimui su
11-7 siekiant sustiprinti linfoidiniy lgsteliy proliferacijg, buvo tiriamas peliy kauly Ciulpy
agarizuotose kultirose. Sioje analizéje kolonijos suformuotos tiktai rSCF''* pagalba ir
turéjo monocitus, neutrofilus ir blastines Igsteles tuomet, kai kolonijos buvo

F1% ir turéjo geriausiu atveju pre-B

stimuliuotos tik su 11-7 ar kombinacijoje su rrSC
Iasteles. Pre-B lgstelés charakterizuojamos kaip B220%, slg’, cu” ir buvo identifikuotos
apjungty lasteliy FACS analize, naudojant fluorescuojancius 2Zymétus antikunus
antigenams B220 (Kofman, Immunol.Rev., 69, 5, 1982) ir pavirSiaus Ig (ozio ITC anti-K,
Piety biotechnologiné asociacija, Birmenhem, Al); o taip pat citonugariniy skaidriy
analize citoplazminei p ekspresijai, naudojant fluorescuojancius zymetus antikunus
(ozio TRITC anti-u, Piety biotechnologiné asociacija). Rekombinantinj zmogaus 11-7
(rh11-7) gavo i§ Tarptautinio bioSaltinio (Westlike vill, JA). Pridedant rrSCF1-164,
kombinacijoje su lgsteliy pirmtako B augimo faktoriumi, buvo pastebeétas kolonijy

susidarymo greicio sinergetinis padidéjimas (16 lentelé), kas rodo stimuliuojant rrSCF"

'64 yeikima ankstyvosioms B lgsteléms.

16 lentele
Pre-B Igsteliy kolonijy susidarymas, stimuliuojant rrfSCF1-164 kombinacijoje su cht1-

7 veikimu

Augimo faktoriai Kolonijy skaiéius’
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Fiziologinis tirpalas 0
CF1-164 200 ng 1342
100 ng 7+4
50 ng 412
rhii-7 200 ng 2116
100 ng 1816
50 ng 1346
25ng 412
rhi11-7 200 ng +1SCF1-164 200 ng 6040
100 ng+ 200 ng 4818
50 ng+ 200 ng 24110
25 ng+ 200 ng 212

1-kolonijy skaicius, skaiciuojant 5x10* peliy kauly Giulpy lasteléems.
Kiekvienas dydis yra trijy paraleliy bandymy vidutiné reik§me = vidutinis kvadratinis

nukrypimas.

15 pavyzdys
Receptoriaus identifikavimas ant SCF

A. c-kit yra receptorius ant SCF''**

Atsakant j klausima ar SCF''®* yra c-kit ligandas, pilng murininj c-kit kDNR (Qu et al,
EMBO J., 7, 1003-1011, 1988) sustiprino naudojant PCR i$ reaguojancios su SCF1-164
Iasteliy linijos MC/9 (Nabeli et al, Nature, 291, 332-334, 1981), esant pradmenims,
sukonstruotiems i§ publikuoty seky. Ligandinius rySius ir transmembranines zmogaus
c-kit sritis, koduojancias aminorlgstis 1-549 (Jarden et al, EMBO J., 6, 3341-3351,
1987), naudojant analogiskas metodikas, klonavo i§ Zzmogaus eritroleukemijos Igsteliy
linijy, HEI (Martin ir Capajonnopulu, Sci., 216, 1233-1235, 1982). kDNR c-kit state |
zinduoliy ekspresijos vektoriy V19.8, paveiktg transfekcijos | CO-1 Igstele ir gavo
membranines frakcijas analizei, ry$iui naudojant Ziurkés ir zmogaus '*°1-SCF1-164,
pagal aprasytus Zemiau, skyriuose B ir C, blidus. 17 lenteléje pateikti tipinés surisimo
analizés duomenys. Specifinio suri$imo '**1 zmogaus SCF''® su COS-1 Iastelémis

transfekuotomis tiktai su V19.8, nebuvo rasta. Taciau, COS-1 Igstelés ekspresuojancios
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rekombinantinio Zzmogaus hc-kit ligandinj ry§j, plius transmembranings sritys (hc-kit-
LT) nesurisa '°SCF''® (17 lentelé). Nezyméto 2mogaus SCF''®* 200-kartinio
moliarinio pertekliaus pridéjimas, suri$§imo laipsnj pazemina iki fono lygio. AnalogiSkai,
CO-1 Igstelés transfekuotos murininiu pilno ilgio c-kit (hckit-LTl) suriga Ziurkés '#°1-
SCF''®.  Nedidelj kiekj suristo ziurkes '#*1-SCF™'® aptiko COS-1 Igsteliy
transfektantuose binant tiktai V19.8 ir vél buvo stebima netransfekuotose lgstelese
(pie$. neparodyta), kas reiskia, kad COS-1 lgstelés ekspresuoja endogeninj c-kit.
Gautas rezultatas atitinka platy c-kit ekspresijos lasteliy paplitima. Ziurkés '#°1-SCF'%*
analogidkai susiri$a tiek su Zmogaus, tiek su murininiu c-kit, tada kai zmogaus '**1-
SCF''® susiri$a esant Zemesniam aktyvumo laipsniui su murininiu c-kit (17 lentelg). Sie
duomenys atitinka SCF'"'®* kross-reakcijos savybiy tarp fragmenty, zemélapiui. Ziurkés
SCF""®* indukuoja 2mogaus kauly &iulpy proliferacijg esant santykiniam aktyvumui
analogisko SCF''®* tada, kai Zmogaus SCF''® indukuoja murininiy Igsteliy
proliferacijg, kas yra 800 karty maziau negu ziurkes baltymo atveju.

Sumuojant auk$c&iau gautus rezultatus, galima sakyti, kad jie patvirtina tg faktg, kad
fenotipiniai nukrypimai ekspresuoty w ar SI mutantiniy peliy yra pirminiy receptoriy-

ligandiniy rySiy su c-kit, pasekmé, ir turi lemiama reikSme vystytis jvairiy tipy lasteléems.

17 lentele

SCF''® susirisimas su rekombinantiniu c-kit, ekspresuotu COS-1 lastelése

Plazmidé Zmogaus SCF''® Suristas CPM?
iurkés SCF'%
2J-SCF*  '%).SCF+cold® '25J-SCF '25)-SCF+cold®
Transfekuotas
V19.8 2.160 2150 1.100 550
V19.8:hckit-LTI  59.350 2.380 70.000 1.100
V19.8:mckit-LI 9.500 1.100 52.700 600

a-vidurkiné reikSmé i$ dviejy iSmatavimuy; eksperimentg nepriklausomai atliko 3
kartus ir gavo analogiSkus rezultatus.
b-1.6 nM Zmogaus '**J-SCF'1%

c-1.6 nM Zmogaus '#*J-SCF'"** 4320 nM nezyméto zmogaus SCF''*



LT 4019 B
87

d-1.6 nM ziurkes '2°J-SCF'"®
6-1.6 M Ziurkes 25)-SCF%* 4320 nM nezymeto Ziurkés SCF''**

B. Rekombinantinio c-kit ekspresija i COS-1 lgsteles

kDNR ir murininio c-kit klonus gavo naudodami PCR metodus (Saiki et al, Sci., 239,
487-491, 1988) i§ pinos RNR, i$skirtos ekstrakcijos sistemos parugstintas
fenolis/chloroformas metodu A(Choméinski ir Sasi, Anal.Bioch, 162, 156-159, 1987),
atitinkamai i§ zmogaus eritroleukemijos Igsteliy linijos HEI ir Igsteliy MC/9. Speciali
oligonukleotidy seka buvo sukonstruota i$ publikuoty zmogaus ir murininiy c-kit seky.

Viengrande kDNR susintetino i§ pilnos RNR pagal metodikas, numatancias
fermenting, Mo-M1V atgaline transkripcijg (Betesda Riserch lab., Betesda, MD)
naudojant antijautrius c-kit oligonukleotidus vietoje pradmens. Persidengianciy c-kit
daliy ligandinio ry$io ir tirozinkinazés sri¢iy sustipréjimas buvo vykdomas atitinkamai
naudojant porg pradmeny c-kit. Tokias sritis klonavo | ekspresuotg zinduoliy vektoriy
V19.8 (Fig.17) dél COS-1 lasteliy ekspresijos. Keliy klony DNR sekos nustatymas
jgalino nustatyti nepriklausomas mutacijas, atsiradusias kiekviename klone, matomai,
PCR sustiprinimo metu. Neturintys tokiy mutacijy klonai buvo konstruoti i$ atskiry klony
pa$alinant mutacijy nesudariusius fragmentus. Kai kurie skirtumai su publikuotomis
sekomis buvo rasti visuose arba beveik visuose klonuose; ir buvo padaryta iSvada, kad
tikros sekos blna naudojamose lasteliy linijose ir jos gali tureti aleliniy skirtumy nuo
publikuoty sekuy. Pateiktos zemiau plazmidés buvo konstruojamos V19.8, V19.8:mckit-
LTI pilnam murininiam c-kit; o taip pat V19.8:hckit-LI, turin€iame ligandinius rySius plius
zmogaus c-kit transmembraning sritj (1-549 aminortgstys).

Plazmidés buvo transfekuotos | COS-1 Iasteles atitinkamai pagal 4 pvz. metodika.

C. 125 J.SCF''® susiri§imas su COS-1 lastelémis, ekspresuojanciomis c-kit

Po dviejy dieny po transfekcijos COS-1 Igsteles nukrap$té nuo objektinio stikliuko,
praplové PBS ir uzsalde iki kito naudojimo.

Po atSildymo lasteles pakartotinai suspendavo 10 mM Tris-HCI, 1 mM MgCl,
turingiu 1 mM PMSF, 100 pg/ml aprotinino, 25 ng/ml leupeptino, 2 pg/ml pepstatino ir
200 ng/ml TICK-HCI. Suspensijg dispergavo 5-kartiniu pipetavimo budu, inkubavo lede
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15 min. ir Igsteles homogenizavo 15-20 Daunso homogenizatoriaus ciklais. |
homogenatg pridejo sacharozés (250 mM) ir branduoliy frakcijos ir likusias
nesuardytas lgsteles céntrifugavo 500xg, 5 min. Virsutinj sluoksnj centrifugavo 25000xg,
30 min. 4°C temperaturoje, kad nusésty likusios lgsteliy nuolauZzos.

Zmogaus ir ziurkés SCF''®* Zyméjo radoaktyviu jodu naudojant chloraming-T
(Chanter ir Greenvod, Nature, 194, 495-496, 1962). COS-1 membranine frakcijg
inkubavo kartu su #mogaus ar ziurkés '2°J-SCF'® (1.6 nm) esant arba nesant 200
kartiniam moliariniam pertekliui nezyméto SCF''®* surisangiame buferyje, sudarytame
i5 RPM 1 pridedant 1% verSiuko serumo albumino ir 50 mM HEPES (pH 7.4) 1 val.
kambario temperatlroje. Po inkubacijos, membraniniai preparatai atsargiai uzne$ami
sluoksniais ant 150 pl ftalio aliejaus ir buvo centrifuguoti 20min. Beckmano mikrofugoje
11, siekiant atskirti membraninius-surigtus '**J-SCF'" nuo nesuristy '°J-SCF''®*. po

centrifugavimo nuosédas iSmeté ir jvertino surigto su membranomis **°J-SCF'* kieki.

16 pavyzdys
Zmogaus SCF DNR i§skyrimas

A. HT-1080 kDNR bibliotekos konstravimas
Pilng RNR igskyré i§ HT-1080 zmogaus fibrosarkomos Igsteliy linijos (ATCC CCl 121)

ekstrakcijos sistemoje: rig$tus tiocianat-guanidinas -fenolio-chloroformas (Chomginski
ir kt., Anal.Bioch., 162, 156, 1987), ir poli(A) RNR i$skyré naudodami oligo (dT) kolong
firmos Clontech. Dvisidle DNR gavo i$ 2 g poli (A) rnr pagal BRI metodika (Betesdo
Reach.Lab.) kDNR sintezes pagal tiekéjy rekomenduojamas sglygas. Mazdaug 100 ng
kolonoje frakcionuotos dvisitlés DNR, kuriy vidutinis dydis apie 2 kD, ligavo su 300 ng
Sa 11/Notl perdirbtu vektoriniu pSPORT 1 (d’Alessio ir kt., Focus, 12, 47-50, 1990) ir
transformavo | DN5a (Bl, Betesda, MD) Igsteles elektroporacijos badu (Dayer ir kt.,
Nucl.Acids Res., 16, 6127-6145, 1988).

B. kDNR bibliotekos skriningas

Apie 2.2x10° pirminiy transformanty paskirsté | 44 grupes, kiekvienoje po mazdaug
5000 individualiy klony. Plazmidine DNR gavo i§ kiekvienos grupés nusodinimo
metodu CTAB-DNR (Del Sal ir kt., Biotechnique, 7, 514-519, 1989).
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2 ng kiekvienos plazmidinés DNR veiké ribotu fermentu Not 1 ir atskyre del-
elekroforeze. Linearizuotg DNR perne$é ant GenSkreen Plius membranos (Diupon) ir
hibridizavo su 32F’—é‘ymétu PCR-generuojandiu zmogaus SCF kDNR (3 pvz.) anksCiau
aprasytomis sglygomis (Leen ir kt., Proc.Nat.Acad.Sci., JAV, 82, 7580-8584, 1985).
Hibridizacijos rezultate identifikavo 3 grupes turindias teigiamg signala. Sias kolonijy
grupéms pakartotinai atliko skryningg pagal kolonijy hibridizacijos metodikg (Leen ir
kt., Gene, 44, 201-209, 1986) iki to laiko, kol i§ kiekvienos grupés gavo po vieng
kolonija. kDNR dydziai tokiuose trijuose iSskirtuose klonuose buvo 5.0-5.4 kD.
Ribojantis fermenty poveikis ir nukleotidy seky 5’ gale nustatymas parode, kad 2 klonai
i$ trijy yra identiSki vienas kitam (10-1a ir 21-7a). Abu tokie klonai turi koduojama sritj ir
apie 200 kD 5' netransliuotos srities (5 UTR). Tredias klonas (26-1a) 5’ gale 400 kD
trumpesnis, negu kiti du klonai. Tokia zmogaus SCF kDNR seka parodyta Fig.42.
Reikia ypa& pazyméti hidrofobine transmembranine sekg, prasidedancia aminorugstimi

186-190 srityje ir besibaigiancig ties 212 aminorugstimi.

C. pDSRa2hSCF'?*® konstravimas

pDSRa2hSCF'?*® generavo naudodami plazmide 10-1a (pagal 16B aprasyma) ir
pGEM3hSCF''®  tokiu bidu: Hind Il i§ pCEM3 SCF"™® perkélé | M13 p18.
Nukleotidus, esangius vir§ ATG inicijuojantio kodono pakeité sait-kontroliuojama
mutageneze CTTTCCTT ATC | GCCGCCGCC ATC naudodami antijautry
oligonukleotidg

5-TCT TCT TCATGG CGC CGG CAAGCT T3

ir mutagenezés sistemas in vitro valdomas oligonukleotidais pagal Amersh.Corp.
metodikas, siekiant M13mp18 hSCF*"'® Tokig DNR veiké su HIND Il ir jterpé |
pDSRa2, kurig veiké HIND llI: kionas pDSRa2 hSCF'"'*%. DNR i§ pDSRa2 hSCF*'""
veiké Xdal ir gavo DNR bukais galais, pridéje Klionovo ir keturis dNTP. Po tokio DNR
reakcijos nutraukimo papildomai veiké fermentu S pel. Klong 10-1a veiké Dral, kad
susidaryty bukas galas 3’ ir Spel nupjauna Siame saite geno viduje kaip ir pDSRa2
hSCF<''® taip ir 10-1a. Tokias DNR kartu ligavo, kad gauty pDSRa2 hSCF"'?**

generacija.
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D. COS Igsteliy transfekcija ir imunonusédimas esant pDSRa2 hSCF***® DNR.

COS-7 lgsteles (ATCC SR | 1651) transfekavo DNR pagalba pagal ankstesn)
apradyma. 4x10° Igsteliy sistemoje i§ 0.8ml DEM+5%FBS veiké elektroporacija, 1600 V
itampa, esant 10 ng pDSRa2 hSCF*'#*® DNR arba 10 pg pDSRa2 vektorine DNR
(kontrolés vektorius). Po elektroporacijos pakartotinai iSsejo | dvi lekSteles po 60 mm
diametro. Po 24 val. terpe pakeite Sviezia pilna terpe.

Po 72 val. po transfekcijos kiekvieng lékstele yméjo **S-terpe pagal Jardeno ir kt.
(PNAS 87, 2569-2573, 1990) modifikacijos protokolg. Lagsteles praplové fosfatiniu
buferiu ir po to 30min. inkubavo DMEM neturin¢ia metionino ir cisteino (Met-Cys-
DMEM,).

Terpe nupyle ir | kiekvieng lékStele pridéjo 1ml Met-Cys-DMEM, kurioje buvo 100
uCi/ml Tran®*S-2ymeés (ICN). Lasteles inkubavo 8 val. 37°C temperatiiroje. Terpé su
kultara buvo centrifuguota siekiant paSalinti Igsteliy nuolauzas ir uzsaldyta -20°C.

Zymétos kondicinés terpés COS/ pDSRa2 hSCFX'?*® ir vektorinés kontrolés
COS/pDSRa2 alikvotos imunoi$sodintos kartu su Igsteliy **S-2ymétos CHO/ pDSRa2
hSCF'*** terpés 17 klono pavyzdziais (2r. 5 pvz.) pagal Jardeno ir kt., (EMBO, 6,
3341-3351, 1987) metodo protokolus. Vienas ml kiekvieno kondicinés terpés pvz.
veiktas 10 ul preimuniniu triusio serumu (## 1379 P.1.). Pavyzdzius inkubavo 5 val. prie
4°C. | kiekvieng mégintuvélj pridéjo po 100 pl 10% Staphylococcus aureus suspensijos
(Pansorbin, Calbiochem) | 0.15 M NaCl, 20 mM Tris pH 7.5, 0.2% tritono X-100.
Pavyzdzius inkubavo dar 1 val. 4°C temp. Imuninius kompleksus nucentrifugavo
13.000xg 50 min. Supernatantus supylé | naujus meégintuvélius ir inkubavo su 5 pl
triusio polikionalinio serumo (## 1381 TB4), i$valyto kaip parodyta 11 pvz., atitinkamai
gauto i§ CHOhSCF''®? per naktj 5°C. Valandos bégyje pridéjo 100 pl pansorbino ir
Imuninius kompleksus nusodino pagal ankstesnj aprasyma,

Po centrifugavimo likusias nuosédas praplové lizavimo buferiu (0.5% Na-
dezoksicholato, 50 mM NaCl, 256 mM Tris pH 8), tris kartus vandeniniu buferiu (0.5 M
NaCl, 20 mM Tris pH 7.5, 0.2% Tritono X-100) ir vieng kartg 20 mM Tris pH 7.5.
Nuosédas pakartotinai suspendavo 50 ul 10mM Tris pH 7.5, 0.1 % SDS, 0.1 M B-
merkaptoetanoliu. SCF baltymg eliuavo verdant 5 min. Pavyzdius centrifugavo 13000xg

5 min. ir iSskyré supernatanta.
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Glikozidazemis veike tokiu badu: 3 ul 756 mM CHAP turingio 0.6 mU O-glikanazes ir
0.02 U neuraminidazés pridéjo | 25 pl inkubuotus 3 val. prie 37°C, imuninius pavyzdzio
kompleksus. Pridéjo tokj pat] turj 2x PACE buferio ir pavyzdzius virino 3 min. Virti ir
nevirti pavyzdziai uznesti j elektoforeze ant 15 % SDS-poliakrilamidinio redukuojancio
gelio per naktj prie 8 mA sroves. Gelj fiksavo metanolio-acto ragsties sistemoje, su
sustiprintoju Enlightening (NeN) 30min., dziovino ir eksponavo ant Kodak XAR-5
plévelés -70°C.

Fig.43 parodyta gauty rezultaty autoradiograma. 1 ir 2 pozicijose yra kontroliniy
COS/pDSRa2 kultiiry pavyzdziai, 3 ir 4-pavyzdziai COS/pDSRa2 hSCFX124®
ir 6-COS/pDSRa2 hSCFX1%. 1, 3 ir 5 pozicijos yra nesuardytos imuninés nuosedos; 2,

pozicijos 5

4 ir 6 buvo suardyti dalyvaujant glikanazéms, kaip apraSyta auksciau. Kaireje parodyta
markeriy molekulinés masés. Apdorojimas SCF COS transfekuoty pDSRa2 hSCFK!248
aiskiai parodo, kad yra analogi$kas hSCF'"'®, sekretuoto i§ CHO ir transfekuoto
pDSRa2 hSCF*'® apdorojimui (pvz. 11). Gautas rezultatas patvirtina tg fakta, kad
prigimtinis  proteolitinio veikimo i$skiriantis i§ lIgsteliy SCF saitas yra arti 164

aminortgsties.

17 pavyzdys
Zmogaus SCF ketvirtinés struktdros analizé

Kalibruojant gelfiltracine kolong (ACA 54) aprasyta 1 pvz., valant SCF i$ BRI Igsteliy
kultdrinio skyscio, molekulinés masés standarty pagalba ir eliuuojant iSvalytg SCF is
kity gel-filtraciniy kalibraciniy kolony Zinoma, kad iSvalytas SCF i§ BRI Iasteliu terpes
yra medziaga, kurios molekuliné masé apie 70000-90000 lyginant su molekulinés
masés standartais. Skirtingai nuo $ito, mol. masé pagal SDS-PAGE yra apie 28000-
35000.

Nors zinoma, kad glikozilinti baltymai gali elgtis anomaliai tokiose analizése, gauti
rezultatai patvirtina tg fakta, kad Ziurkés SCF, esantis BRI darinys, gali egzistuoti kaip
nekovalenti§kai suritas dimeras nedenatiruojanéiomis sglygomis. AnalogiSki rezultatai
yra ir su rekombinantiniémis SCF formomis (pvz., Ziurkés ir zmogaus SCF''®, kurie yra
E.coli dariniai, o Ziurkés ir 2mogaus SCF''® yra CHO Igsteliy dariniai), todél, kad

molekulinis dydis nustatytas gel-filtracijos metodu nedenaturuojanciomis sglygomis du
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kartus yra didesnis po gel-filtracijos denattruojanciomis salygomis (pvz., esant SDS ar
SDS-PAGE metodu) kiekvienu konkreciu atveju.

Be to, analize pagal nusédimo greitj, kas atitinka molekuline mase, duoda
molekulinés masés dydzius apie 36000 rekombinantinio 2mogaus SCF''®* i§ E.coli .
Sis dydis taip pat beveik du kartus didesnis, negu buvo gauta SDS-PAGE metodu (apie
18000-19000). Todél, nors yra zinoma, kad gali buti daug oligomeriniy dariniy

(jskaitamt monomerus), matomai,‘ kai kuriais atvejais tirpale dominuoja dimerai.

18 pavyzdys
Zmogaus SCF kDNR klony i§skyrimas i$ 5637 lasteliy linijos

A. Bibliotekos 5637 kDNR konstravimas.

Pilng RNR iSskyre i§ Zzmogaus Slapimo puslés karcinomos lgsteliy (ATCC HTB-9)
naudojant ekstrakcijos metodus su ragstaus tiocianato guanidino-fenolio-chloroformo
sistema (Chomcinski ir kt., Anal.Bioch., 162, 156, 1987) ir poli(A) BNR iSskyré
naudodami oligo(dT) nugaros kolonas, teikiamas Klontex firmos. Dviejy sitily kDNR
gavo 8 2 pg poli(A) RNR naudojant B | rinkinj kDNR sintezei tiekéjo
rekomenduojamomis saglygomis. Apie 80 ng frakcionuotos kolonoje dviejy sitily KDNR |
kur vidutiniskai 2kD ligavo su 300 ng Sall/Notl vektoriu pSPORT | (d’Alessio ir ki.,
Focus, 12, 47-50, 1990) ir transformavo | lasteles DN5a elektroporacija (Dover ir kt.,
Nucl.Acids, Res, 16, 6127-6145, 1988).

B. kKDNR bibliotekos sudarymas

Apie 1.5x105 pirminiy transformanty suskirsté j 30 porcijy, kuriy kiekviena turéjo apie

5000 individualiy klony. Plazmidine DNR gavo i§ kiekvienos partijos CTAB-DNR
nusodinimo metodu (Del Sal ir kt., Biotechniques, 7, 514-519, 1989). Du pg i$
kiekvienos partijos plazmidines DNR ardée fermentu Notl ir skyré gel-elektroforeze.
Linijing DNR perneSe ant Henskrin Plius membranos (Liupon) ir hibridizavo su kDNR
%2.P-zymétu zmogaus pilno ilgio SCF, i§skirtu i§ HT1080 linijos (16 pvz.) naudojant
ankscCiau aprasytas sglygas (Leen ir kt., Proc.Natl.Acad.Sci, USA, 82, 7580-7584, 1985).

Hibridizacijoje identifikavo 7 partijas, turinCias teigiamg signalg. Partijy koloniijas

pakartotinai i$skirsté pagal kDNR %2-P-zyméto zmogaus SCF PCR (3 pvz.), pagal
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kélonijq hibridizacijos metodikg (Leen ir kt., Gene, 44, 201 -209, 1986) tol, kol i$ keturiy
partijy liko tik viena. Keturiy iSskirty klony dydis buvo apie 5.3 kD. Ardymas ribojanciu
fermentu ir 5’-galo ’klonq nukleotidiniy seky analizé jgalino identifikuoti keturis klonus.
Tokios zmogaus kDNR seka parodyta Fig.44. Fig.44 kDNR koduoja polipeptidas, kurio

149-177 aminoriig$¢iy seka, pavaizduota Fig.42, pakeistos viena Gly liekana.

19 pavyzdys
I$gyvavimo po letalinio ap$vitinimo iSaugimas, veikiant SCF

A. SCF in vivo aktyvumas jtakojantis iSgyvavima po letalinio apsvitinimo.

Buvo tiriamas SCF padedantis iSgyventi peléms po letalinio apSvitinimo. Kaip
tiiamuosius oblektus naudojo BAlb/c peliy pateles 10-12 savaiciy amziaus. Grupes
buvo po 5 peles ir kiekvienam eksperimentui peles buvo parenkamos pagal svorj.
Peles $vitino vienkartinemis dozemis 850 ir 950 rad. Peléms jvede tik faktorius arba
faktorius su normaliomis kauly &iulpy lgstelémis BAIb peliy. Pirmu atveju, per 24 val po
apévitinimo peléms | veng buvo suleista ziurkés PEG SCF (20 ng/kg), isskirto is E.coli,
ir modifikuoto, pridedant polietilenglikolio pagal 12 pvz. metodikg, o kontroliniams
gyviinams - fiziologinj tirpala. Praéjus 4 val. po ap$vitinimo, pelems j veng suleido

skitingas dozes normaliy BAib peliy kauly &iulpy lasteliy. Ziurkés PEG-SCF'™®

F1 -164

apdorojima vykdeé pridédami 200 pg/kg Ziurkés PEG-SC j lasteliy suspensijg likus

1 val. iki injekcijos ir vykdant vienkartine faktoriaus kartu su lgstelemis, injekcija.

Po apévitinimo 850 rad. doze peléms jvedé Ziurkés PEG-SCF'™'®

arba fiziologinj
tirpalg. Gauti rezultatai pateikti Fig.45. Ziurkés PEC-SCF'"'®* jvedimas Zymiai prailgino
peliy i§gyvenimo trukme po ap$vitinimo, lyginant su kontroline grupe (P<0.001). Peles,
injekuotos fiziologiniu tirpalu i§gyveno vidutiniSkai 7.7 dienos, kai peles su PEC-SCF"
184 j§gyveno vidutinidkai 9.4 dienos (Fig.45.)

Rezultatai, pateikti Fig.45, yra sumuoti duomenys skirtingy eksperimentu, naudojant
kiekvienoje bandymo grupéje po 30 peliu.

Peliy, apdoroty PEG-SCF'"® isgyvenimas rodo SCF jtakg ap$vitinty gyviiny kauly
Siulpy lasteléms. ISankstiniai tokiy gyviiny hematologiniy parametry tyrimai rodo tam
tikrus trombocity lygio padidéjimus po 5 dieny po ap$vitinimo, lyginant su kontroliniais

gyviinais. Tagiau po 7 dieny po ap$vitinimo trombocity lygis tik nezymiai skiriasi nuo
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kontrolinés grupés. Nebuvo uZfiksuoti skirtumai RBC ir SBC lygio kauly Ciulpy lasteliy

strukturoje.

B. Transplantuotu peliy, apdoroty SCF, iSgyvenimas

Normaliy BAIb/c peliy kiuby kauly ¢iulpy lasteliy 10 % dozés transplantuotos 850 rad
apévitintoms peléms, gali iSgelbéti 90 % ir daugiau gyviny (duomenys nepateikti).
Todél 850 rad doze buvo naudojama dozuojgnt transplantantg j 5 % klubo kaulo,
siekiant nustatyti ziurkés PEG-SCF''® jtakq iSgyvenimui. Esant tokiai dozei, buvo
laukiama, kad didelis procentas peliy, negavusiy SCF negali igyventi; jeigu Ziurkes
PEG-SCF'"'® gali stimuliucti transplantuotas Igsteles, tai gali biti didesné iSgyvenimo
galimybé. Kaip parodyta Fig.46, apie 30 % kontroliniy peliy iSgyvena 8 dienas po
ap&vitinimo. Apdorojimas ziurkés PEC-SCF'*®* zymiai sustiprina i§gyvenima, nors 95 %
tokiy peliy iSgyvena kratutiniu atveju, net 30 dieny (Fig.46). Fig.46 pateikti rezultatai
yra 4 atskiry eksperimenty, kuriuose naudojo po 20 peliy kontrolingje ir tiek pat
apdorotose PEG-SCF''®* grupése, vidurkiai. Esant daug didesnems ap$vitinimo
dozéms, veikimas Ziurkés PEG-SCF''® kartu su kauly transplantantu taip pat zymiai
padidina i§gyvavimg (Fig.47). Kontrolinés pelés ap$vitintos 950 rad doze ir
transplantuotos 10% kluby kaulo, zuvo 8 diena, kai mazdaug 40% peliy paveikty
iurkes PEG-SCF'®* i§gyveno 20 dieny ir 20% kontroliniy peliy transplantuoty 20%
kluby kauly i§gyveno per 20 dieny, kai 80% gyviiny, paveikty SCF, iSgyveno §j laikg
(Fig.47).

20 pavyzdys
Monokloniniy antikinu prie§ SCF produkavimas

BAlb peliy pateléms, 8 savaiciy amziaus (C.River, Wilmington. MA) buvo daromos
poodinés injekcijos 20 ng zmogaus SCF''® ekspresuoto E.coli, Freundo pilname
stimuliatoriuje (H37-Pa; Difco lab., Detroit, MI). Pakartotinai imunizavo 50 pg Sio
antigeno Freundo stimuliatoriuje 14, 38 ir 57 dienas. Praéjus trims dienoms po
paskutinés injekcijos, 2 peles papjové ir paémé jy bluznis su mielomine linija SP 2/0

pagal metodika, apradytg Novinskio ir kt., (Virusologija, 93, 111-116, 1979).
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Lasteliy kultirai SP 2/0 ir hibridomai naudojama terpé buvo modifikuota Dulbeko
terpe igla (DMEM) (Gibco, Ohaio) papildyta 20% termodezaktyvuotu verSiuko serumu
(Fibro, Chem., NY); 110 mg/ml natrio piruvato, 100 vnt/mi streptomicino (Gibco). Po
lasteliy sujungimo hibridus selekcino HAT terpéje, kurioje buvo 10“ M hipoksantino,
4x10”" M aminopterino ir 1.6x1 0° M timidino dvi savaites, po to dvi savaites kultivavo
terpéje turinioje hipoksanting ir timidina.

Hibridomas rasiavo tokiu bﬁdu: polistirolinius rezervuarus (Costar, MA) sensibilizavo
0.25 pg *mogaus SCF''®* (E.col) 50 ul 50 mM bikarbonatinio buferio, pH 9.2 dvi
valandas kambario temperatiiroje, po to per naktj 4°C. Po to ploksteles blokavo 5%
BSA/PBS 30 min. kambario temperatiiroje, po to inkubavo hibridominés kulturos
nuoséduy sluosniu 1 val. 37°C temperataroje.

Tirpalg dekantavo ir suridtus antikiinus inkubavo skiedziant 1:500 ozio anti-peles IgG
konjugatu su peroksidaze (Boeringer Manhaim Biochemicals, | N) 1 val. 37°C.
Ploksteles plové plovimo buferiu (KPI, Haitsburg, MD), po to rySkino HxO. ir ABT
miginiu (KPI).Matavo kolorimetriSkai ties 405 nm.

Lasteliy hibridomineés kultiiros sekretuojangios specifinius SCF'** (E.coli) antikiinus
analizavo ELISA. Hibridomas subklonavo ribojancio praskiedimo metodu. 55
rezervuarai tiriamy hibridy pasifyméjo aktyvumu zmogaus SCF'™®* (E.coli); 9 i§ ju
pasizymeéjo aktyvumu zmogaus SCF'"®* (CHO) atzvilgiu.

Kai kurias hibridomos Igsteles klonavo tokiu buadu:

Monoklonas IgG tipas Reakcija | zmogaus SCF® (CHO)
4Q12-13 IgGl néra

6CSA IgGl nera

8H7A IgGl yra

Hibridomos 4C12-13 ir 8H7A buvo deponuotos ATCC 1990 rugsejo 26 d.

Nors &is iSradimas buvo aprasomas remiantis prieslaikiniu jgyvendinimu, reikia tureti
omenyje, kad &ios srities specialistas gali tureti reikaly su pakeitimais ir
modifikacijomis. Todél laikoma, kad pateikta iSradimo formule apima ekvivalentinius

variantus, kuriuos apima $io iSradimo sfera.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Negamtinés kilmés polipeptidas, turintis aminoruagsciy sekg, S esmeés
dubliuojancig seka, randamg gamtoje kamieniniy lgsteliy faktoriuje, kurios déka jgyja
gamtinio kamieniniy Igsteliy faktoriaus hemopoetinj biologinj aktyvuma.

2. I8valytas polipeptidas, esantis randamu gamtoje kamieniniu lgsteliy faktoriumi.

3. Polipeptidas pagal 1 ir 2 punktus, besiskiriantis tuo, kad yra prokariotines ar

eukariotinés egzogeninés DNR sekos ekspresijos produktas.
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4. Polipeptidas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad yra CHO lasteliy ekspresijos
produktas. ’

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

6. Polipeptidas pagal 1 ir 2 punktus, besiskiriantis tuo, kad nurodytas kamieniniy
lasteliy faktorius yra zmogaus kamieniniy lasteliy faktorius.

7. Polipeptidas pagal 3 pQ‘nktaL, besiskiriantis tuo, kad egzogeninés DNR seka yra
genomines DNR seka.

8. Polipeptidas pagal 3 punkta, besiskiriantis tuo, kad egzogeninés DNR sekg
perneda ant autonomi$kai replikuojancios plazmidinés DNR arba virusinio vektoriaus.

9. Polipeptidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis pilnai ar dalinai turi
zmogaus kamieniniy lgsteliy faktoriaus aminoriig8diy seka, parodytg Fig.15B, 15C, 42 ir
44,0 Fig.15B, 15C, 42 ir 44 yra Sios apibrézties dalis, arba bet kokj gamtoje randamg
jos alelinj varianta.

10. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad in vivo pasizymi gamtoje
randamo kamieniniy lgsteliy faktoriaus biologiniu aktyvumu.

11. Polipeptidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad in vitro pasizymi gamtoje

randamo kamieniniy lgsteliy faktoriaus biologiniu aktyvumu.

12. Polipeptidas pagal 1 ir 2, punktus papildomai besiskiriantis tuo, kad yra
kovalenti§kai sujungtas su detekcine medziaga-zyme.

13. Izoliuota DNR seka, naudojama polipeptidinio produkto, turin¢io aminoragsciy
seka, i§ esmés dubliuojantia gamtoje randamo kamieniniy lgsteliy faktoriaus seka, ir
dél to turindio gamtoje randamo kamieniniy lasteliy faktoriaus kraujodaros biologin;
aktyvuma, ekspresijai prokariotingje ar eukariotingje lasteléje, ir kai nurodyta DNR
priklauso:

a) DNR sekoms, pateiktoms Fig.14B, 14C, 15B, 15C, 42, 44, o Fig. 14B, 14C,
15B, 15C, 42 ir 44 yra $ios apibrésties dalis, arba joms komplementarioms
grandinems;

b) DNR sekoms, kurios hibridizuojasi su DNR sekomis, nurodytomis a) ar juy

fragmentams; ir
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c) DNR sekoms, turint omenyje genetinio fondo iSsigimima, hibridizuojamoms
su DNR sekomis, nurodytomis a) ir b).

14. Prokariotiné af eukarotiné lgstele-Seimininké, besiskirianti tuo, kad yra
transformuota ar transfekuota DNR seka, nurodyta 13 punkte, tokiu budu, kad lgstele-
Seimininke ekspresuoja nurodytg polipeptidinj produkta.

15. DNR sekos, nurodytos 13 punkte, ekspresijos prokariotinese ar eukariotinése
lastelése, polipeptidinis produktas.

16. Izoliuota DNR seka, koduojanti ekspresuojamg prokariotinéje ar eukariotingje
lasteleje polipeptida, turintj aminorugsCiy sekg i esmeés dubliuojancig gamtoje
randamo kamieniniy lgsteliy faktoriaus sekg, kas jgalina jj turéti gamtoje randamo
kamieniniy Igsteliy faktoriaus kraujodaros biologinj aktyvuma.

17. Seka pagal 16 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra kDNR-seka.

18. Seka pagal 16 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra genominé DNR-seka.

19. Seka pagal 16 punkta, besiskirianti tuo, kad ji koduoja Zmogaus kamieniniy
lasteliy faktoriy.

20. DNR seka pagal 19 punktg, besiskirianti tuo, kad ji turi vieng ar daugiau kodonu,
pageidaujamy ekspresijai E.coli Igstelése.

21. DNR seka pagal 16 punkta, besiskirianti tuo, kad ji atitinka sekas, parodytas
Fig.15B, 15C, 42 ir 44, o Fig.15B, 15C, 42 ir 44 yra Sios apibrézties dalis.

22. DNR seka pagal 16 punktg, besiskirianti tuo, kad ji turi vieng ar daugiau kodony,
pageidaujamy ekspresijai mieliy lastelése.

23. DNR seka pagal 16 punkta, besiskirianti tuo, kad ji kovalentiSkai sujungta su
detekcine medziaga-zyme.

24. DNR seka, koduojanti gamtoje randamo kamieniniy lasteliy faktoriaus
polipeptidinj fragmentg ar polipeptidinj analogg .

25. DNR seka pagal 24 punkta, besiskirianti tuo, kad ji koduoja kamieniniy lgsteliy
metionilintg faktoriy.

26. Biologiskai funkcionali plazmidé ar virusinés DNR vektorius, turintis DNR sekg
pagal 16 punktg.

27. Prokarioting ar eukariotiné Igstelé-Seimininké, besiskirianti tuo kad ji yra stabiliai

transformuota ar transfekuota DNR-vektoriumi pagal 16 punkta,
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28. DNR sekos pagal 16 punktg ekspresijos prokariotinése ar eukariotinese lgstelese
polipeptidinis produktas.

29. Polipeptidas, turintis daling ar pilng aminorig$ciy seka, parodytg Fig.15C, 42 ar
44, o Fig.15C, 42 ir 44 yra $ios apibrézties dalis,ir pasizymintis in vitro vienu ar daugiau
gamtoje randamo kamieniniy lgsteliy faktoriaus biologiniu aktyvumu.

30. Polipeptidas, turintis daling ar pilng antring gamtoje randamo kamieniniy lasteliy
faktoriaus konformacija ir turintis daling ar pilng aminortg$c¢iy seka, parodytg Fig.15C,
42 ar 44, o Fig.15C, 42 ir 44 yra $ios apibrézties dalis, ir pasizymintis gamtoje randamo
smogaus kamieniniy lasteliy faktoriaus biologinémis savybemis.

31. Kamieniniy lasteliy faktoriaus gavimo biidas, besiskiriantis tuo, kad:

tinkamose mitybinése terpése augina prokariotines ar eukariotines lgsteles-
Seimininkes,
transformuoja ar transfekuoja DNR pagal 13 punkta, ir
i$skiria pageidaujamus nurodyto vektoriaus DNR-sekos ekspresijos
polipeptidinius produktus.

32. Kompozicijos, besiskirian¢ios tuo, kad turi i$skirtg ir iSvalyta Zzmogaus kamieniniy

lgsteliy faktoriy, nesujungta su kokiu nors Zmogaus baltymu glikozilintoje ar
neglikozilintoje formoje.

33, Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad ji turi efektyvy polipeptido pagal 1
punkta kiekj ir farmakologi$kai priimting tirpiklj, adjuvantg ar nesiklj.

34. Polipeptidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis yra skirtas kauly Ciulpy
prigijimo laipsnio transplantacijos metu padidinimui, bei kauly ¢iulpy atsistatymo,
gydant kauly &iulpy aplazijg ar mielosupresija, atsiradusig dél radiacijos, cheminiy
reagenty poveikio ar chemoterapijos, laipsnio padidinimui,

35, DNR seka, koduojanti zmogaus kamieniniy lasteliy faktoriaus analoga, iSrinkta is
grupeés, kuriai priklauso:

a) (Met™)kamieniniy lasteliy faktorius; ir
b) kamieniniy Igsteliy faktorius, kuriame vienas ar daugiau cisteiny pakeisti alaninu
ar serinu.

36. DNR sekos pagal 35 punktg polipeptidinis produktas, ekspresuotas

prokariotinése ar eukariotinése lgstelése-Seimininkese.
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37. Farmciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad turi rekombinantin] kamieniniy
lasteliy faktoriy, turintj Zmogaus faktoriaus aminortigsciy sekg ir farmakologiskai
priimting tirpiklj, adjuvantg ar nesikl].

38. Antikiinai, besiskiriantys tuo, kad jie specifiSkai suriSa kamieniniy lgsteliy faktoriy.

39. Antikunai pagal 38 punkta, besiskiriantys tuo, jie yra monokloniniai antiktnai.

40. Kamieniniy Igsteliy faktoriaus i§ SCF-turinCios medziagos efektyvaus iSskyrimo
budas, besiskiriantis tuo, kad vykdo tokios medziagos jony-mainy chromatografinio
skyrimo stadijg.

41. Budas pagal 40 punktg, besiskiriantis tuo, kad nurodytas jony-mainy chro-
matografinis skyrimas yra anijony-mainy chromatografinis skyrimas.

42. Budas pagal 40 punkig, besiskiriantis tuo, kad papildomai atlieka atvirksScios
fazés skyscCiy chromatografijos skyrimo stadija.

43. Polipeptidas, turintis gamtinés kilmés kamieniniy lgsteliy kraujodaros faktoriaus
biologinj aktyvumag ir turintis aminorugsciy sekg, pateiktg Fig.15C, 42 ar 44, o Fig.15C,
42 ir 43 yra Sios apibreézties dalis, arba jo bet koks alelinis variantas, darinys, delecinis
analogas arba adityvinis analogas, besiskiriantis tuo, kad jis yra egzogeninés DNR
ekspresijos prokariotinése ar eukariotinése lgstelése, produktas.

44. Polipeptidas pagal 43 punktg, besiskiriantis tuo, kad jj parenka i§ grupés, kuriai
priklauso:

SCF'"*® SCF''®2 SCF''®* SCF'™'®, (pateikti Fig.15C); SCF''® SCF'1%¢ SCF1# i
SCF'#*, (pateikti Fig.42); SCF"'*", SCF''®°, SCF''®! ir SCF'?* (pateikti Fig.44), o
Fig.15C, 42 ir 44 yra Sios apibrezties dalis.

45. BiologiSkai aktyvi kompozicija, besiskirianti tuo, kad turi polipeptida pagal 44
punktg, kovalentiSkai sujungtg su vandenyje tirpstancéiu polimeru.

46. Kompozicija pagal 45 punktg, besiskirianti tuo, kad nurodytg polimera iSrenka i$
grupes, kuriai priklauso polietilenglikolis arba polietilenglikolio ir polipropilenglikolio
kopolimeras, o nurodytas polimeras pakeistas ar nepakeistas i$ vieno alkilo grupés
galo.

47. Kompozicija pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad polipeptidas yra (Met)SCF"
164
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48. Kompozicija pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad nurodytas polimeras turi
vidutine molekuling mase 1000-100000 D.

49, Kompozicijé'pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad nurodytas polimeras turi
vidutine molekuling mase 4000-40000 D.

50. Kompozicija pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad nurodytas polimeras yra
nepakeistas polietilenglikolis ar monometoksipolietilenglikolis.

51. Kompozicija pagal 45 .punktal, besiskirianti tuo, kad nurodytg polimerg prijungia
prie nurodyto peptido reakcija, kurios metu naudojamas aktyvus karboksi- rugsties
esteris ar nurodyto polimero karboksi-darinys.

52. Kompozicija pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad nurodyto baltymo viena ar
daugiau aminogrupiy suritos su  nurodytu polimeru reakcijoje su N-
hidroksisukcinimidu, p-nitrofenoliu ar 1-hidroksi-2-nitro-benzen-4-sulfonatiniu polimero
eteriu.

53. Kompozicija pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad viena ar daugiau laisvy
cisteino sulfhidriliniy grupiy konjuguotos su nurodytu polimeru reakcijos su
maleinimidu ar halogenacetilintu polimero dariniu pagalba.

54. Kompozicija pagal 45 punkta, besiskirianti tuo, kad polipetidas yra glikozilintas
produktas, o polimerg prijungia jo aminohidrazino ar hidrazido darinio reakcijos su
viena ar keliomis aldehidinémis grupémis, gautomis angliavandeniy fragmentu
oksidinimo metu, pagalba.

55. Biologiskai aktyvaus polimero-polipeptido adukto gavimo bldas, besiskiriantis
tuo, kad polipeptido pagal 45 punktag, reakcijg atlieka su vandenyje tirpstanciu polimeru
salygose, leidzianciose kovalentiskai prijungti polimerg prie nurodyto polipeptido ir
iSskirti tokiu budu gauto adukta,.

56. Ankstyvyjy kraujodaros pirmtaky transfekcijos genu blidas, besiskiriantis tuo,
kad vykdo:

1) kraujodaros pirmtako ankstyvujy lgsteliy kultivavima, esant SCF; ir
2) kultivuojamy lgsteliy transfekcijg 1) stadijoje genu.

57. Geno perkélimo badas zinduoliui, besiskiriantis tuo, kad vykdo stadijas:
1) kraujodaros pirmtako ankstyvujy Igsteliy kultivavima, esant SCF;

2) kultivuojamy lasteliy transfekcijg 1) stadijoje genu; ir
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3) zinduoliams naudoja transfekuotas Igsteles.
58. Polipeptidas pagal 43 punkta, besiskiriantis tuo, kad ji parenka i§ grupés, kuriai
priklauso:
(Met™) SCF', (Met') SCF''®, (Met) SCF''®, (Met™) SCF™'®, (Met") SCF''®,
(15C pied); (Met!) SCF''® (Met’) SCF'®, (Met”) SCF"'®, (Met') SCF"**, (42
pied.); (Met") SCF"'5, (Met™) SCF™®, (Met") SCF"'®" ir (Met™) SCF'*.
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Fig.2
HPP-CFC Kolonijy skaicius
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Fig.3
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Fig.7
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Oligo
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Fig.12a

Seka
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c c c
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G G T G T
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cC ¢Cc ¢ C
-
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G G T
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G G C G G
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Fig.12b

Oligo Scka Issidestymas
531-27 CTTARTGTTGAAGAAACC 703686
533-13  GATGGTAGTACAATTGTCAGAC ' 410-431
233-14 GTCTGACAATTGTACTACCATC 431-410
235-29 CAATTTAGTGACGTCTTTTACA E 362-323
535-30 TTAGATGAGTTTTCTTTCACGCAC 5567533
535231 AARATCATTCAAGAGCCCARGRACCC 556—589
236-31 AACATCCATCCCGGGGAC 366-383
238-31 CTGGCAATATTTTAAGTCTCAAGAAGACC

241-6 GCGCCGCGGCTCCTATAGGTGCTAATTGG

254-9 CCTCACCACTGTTTGTGCTGGATCGCA 153-179

262-13 GSTGTCTAGACTTGTGTCTTCTTCATAAGGA 209-190 *
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Fig.12c

Seka

CCCCCCCCGG

T

A
TTTTTTTTTTTTTTTTTTGG
TTTTTTTTTTTTTTTTTTAG
TTTTTTTTTTTTTTTTTTCG
TTCGGCCGATCAGGCCCCCCCCCC
TTCGGCCGGATAGGCCTTTTTTTTTTTTTT

GGCCGGATAGGCCTCACNNNNNNT

GGCCGGATAGGCCTCAC
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Fig.14b

AAAGTATCTTTCTATTGGCGAAGGACATGTTTTCCCATAAGTGGT
AAACANACTGTCTGCACATAATAATTATCTTGCTGCCGTAAAGAT
TAGGTTAAATTCTGCcCTTCGATCTAAAAACACACCCTTCTGTCAA
TCCGAGGAGCAGTGTGCTAGTCTAGAGGTCTAAATGAAGGCTCCT
TTCACGGTTGTATTTCTG;TCCCCAAATTGTCCACATTTAAAAGG
AGAGTGCTTCTTTTCAGCCTTAGGCTCTGAATTTCATGCATTCCT
CCATTTTCCGAGGTCCCCcCCAAGTGATAATTCTGTTACACGTTG
CTACAAGTTCATCCCTAATTGCCGTCAAGAAACTGACTGTAGAAG
GCTTACCACAGACGTTGTAACCGACAGTAAAGCCATTGARAGAGT
AATTCAAACAGGATGGAAGCCAGGAGTATTTTGTGGCTGTTGCTC
TTTTTCTTTTCAGTTTGGTGAGAGCAGCTTGAATGCTTAACATTT
AAGCCATCAGCTTAAAACAAAACAAAACAAAACARAAARAAACCC
CGCTCTGGCATATTTGCACTTAACACATACGGTATAAGGTGTTAC

TGGTTTGCATAGTTCTGGATTTTTTTTTTTTAAAAACTGATGGAC

-20
ThrTrpIleIleThrC

ACCAAGAAATGTTTCTGTTCTTTGTTTAGACTTGGATTATCACTT

-10
ysIleTyrLeuGlnLeuLeuLeuPheAsnProLeuValLysThrG
GCATTTATCTTCAACTGCTCCTATTTAATCCTCTCGTCAAAACTC

1 10
lnGluIleCysArgAsnPréValThrAspAsnValLysAspIleT
AGGAGATCTGCAGGAATCCTGTGACTGATAATGTAAAAGACATTA

18
" hrLysLeu
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Fig.14b(tesinys)
CAAAACTGGTAAGTAAAGAATGATTTTGGCATCTATAAGTCTTCC 810
CTGTGCTTGCTGACCACATAGGTTCAGGGCACTCCCGACAGGAGT 855
TCCCAGCTTTCTAAGATAAGGAATCACTGTACGAGTCTGAAGTGC 900
TTCTTCfGGGCAAATGGGAGATGCTTAGGTCATGGAGGGTTTATC 945

TGTATAACTGGCCCTTIGCACACCAACAAAGTGACTGACTGGCTT 390

TTGCCTGTTACCTACTG 1007

|siterpianti seka nezinomo ilgio

TCTCCAGTCCTGGGCATGGTATATACTTAGGCACCC.AAGATTGGA 45
TTTACAACTCAAGCATTATATATTGGACAACnACGGGGTATGAGA 90
TATTAATGATATGTCAGGTTGGATGGATGAGTTTTCTCAAGAAAT 135
19
val
TCTCTTGTA’I‘TTACTCACGTTTTCATTTCTTGGTCTCTGTAGGTG 180
30

AlaAsnLeuP roAsnAspTyrMetIleThrLeuAsnTeralAla
GCGAATCTTCCAAATGACTATATGATAACCCTCAACTATGTCGCC 225

39
GlyMetAspValLeu
GGGATGGATGTTTTGGTATGTAGTCCACACACTTCTGAGTTGCCT 270
TTTAGTAGCTAATGGGTGACCTGTGCTTATTCACATTGAAGACAT 315
TATTTGCTCTTTGTCGTTTTTAGATGTTGACCTATAATTTTTCCT 360

TCAAGCTGCTGCTAAGATTATCAGTGAGCATTTCAGTATGTGTTT 405

TAAGCCTACTCATTAAAAGGAAATGGCTCATCTTAGACGTAGCAA 450
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Fig.14b(tesinys)
CCGATGTTAATTTTTCCCCAGGCATCTCTCAGAGGGACTTGAATG 495

TTAAAATCATGTTAAATTTCCTCCTTGGCTATGTTATTTCTCATG 540
GCTATGTTATTCCTATTCGTATTTCATTTAAAGGGACGGAATATT 585

TATTGTATTTCTGAACTTTTTCAGGCATGCATCCGGGTCTTTGAA 630

TARAA 635

|siterpianti seka nezinomo ilgio

CACTAAGACTCCTTCTAGTAATGTTTGTAATCCTGTCTGTATCGA 45

ATGTCTTTGAAAACGCAGTGACTAAGCCATAAATAATCTTCCACA 30

GAACGTCCAGTGGTTCATGAACTTTGTATGTGGGGGTGGGGCAAG 135
AATTGTCTCACTATTGGTCAAGGAAGAGAAGGTAAGGTATGCAAG - 180
GGTGGTTTAATCTTCTTCCGTGGAAGGACAAAATCATCTATCATT 225
TCCTCTGATCTCTATGCATTTGTTTGTTTTGAACTGAATCTGACT 270
TGAGCAAGAGTTGGCGTCCTGTGTTCTGAGGAAACTCTTTGTCCT 315
GCAGTCAGTGACTAAAAGTGCTGAGAGATCTGAAGAGCACTCTGA 360

ATCTGCCATATTTTTAATAGATGCTTTGTCTTCTCTTTGAATTTC 405

40 50
ProSerHi sCysTrpLeuArgAspMetValThrHi sLeu

TTCCAGCCTAGTCATTGTTGGTTACGAGATATGGTAACACACTTA 450

60
SerValSerLeuThrThrLeuLeuAspLysPheSerAsnI leSer
TCAGTCAGCTTGACTACTCTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCT 495

70 80
GluGlyLeuSerAsnTyrSerIleIleAspLysLeuGlyLysIle



Fig.14b(tgsinys)
GAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAACTTGGGAAAATA

90 96
ValAspAspLeuValAlaCy sMetGluGluAsnAlaProLys
GTGGATGACCTCGTGGCATGTATGGAAGAAAATGCACCTAAGGTA

ACTTGGTATTCATCAGAATTATTTTTCTTATACT

|siterpianti seka nezinomo ilgio

GAGCTCATGATGAGCAATTCACAACCACTTGTAATTCCAGCTCCA
GAGGACATTATCCCCTCTTTGGATGCCATAGGAATCTGCTCTCAA
ATATGTAGATACCACCTCTGCCACCTCAGCACATACATACACATA
ATTAAAAAATAGAAACATTAAAGGAGTTCCAATCAATCCTTATTC
TTTTCTGTATTCAGTATGCCCAGATGTAAATTCTAGGAATATGTT
.TTAAAGGCTAATTCTTATTTTGTAATAAGCAGCTTTAAAATTCTT
AATTGTTTTTTCGGGTCACTTTATTGTCCTATTGCCACGACATTG
TCCTGTCCCATTGTCTGTTATTCCTTCTGTTTTGTTTATTGTTCC
CTAGTTACTTTGATCATGAGATTGACCTGTTACCCGTTGTTATTC
TCTGTAGCCATTTTGAGTTGTGTCTATTAGAACAGCTGTTAAATT
ACTTGAATCATTGAGGACATAGTCAATAATCTATTATGCTGATCC

AGTCAAGTCTATGAGTTATTTGAAAACTAGAATCTTTGTTAATTA

97
AsnVallys
TTTGTTTGCTTGTTTGTTTGTTTATTATTTGTCTAGAATGTAAAA

100 110
GluSerLeuLysLysProGluThrArgAsnPheThrProGluGlu
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Fig.14b(tgsinys)
GAATCACTGAAGAAGCCAGAAACTAGAAACTTTACTCCTGAAGAA

120
PhePheSerIlePheAsnArgSerIleAspAlaPheLysAspPhe
TTCTTTAGTATTTTCAATAGATCCATTGATGCCTTCAAGGACTTC

130 - 140
MetValAlaSerAspThrSerAsprsValLeuSerSerThrLeu

ATGGTGGCATCTGACACTAGTGATTGTGTGCTCTCTTCAACATTA

148

GlyProGluLysA ‘

GGTCCTGAGAAAGGTAAGGCTTTTAAGCATTTCTTGTTTAAATGT
ACATAGAAAGCCTGAACTTCTGTAAGCCTCTACTGCTGAATCAAC
TAAATGTGTTGCTGTAGAARAGAACGTGTGGGTTTTTCTGATAAAA
ACAAAAAGCAAATATCAATGACTACCAATGATTATTATCTAGCTT
éAGAGATATGCCCTAAGACAGCGATTCTCGATATTTCTAAATTAA
AGAATTGTGTGATGGTGGCTCACATATTTTCTAACTGTGATATTT
GCCAGGAGAGTAGAATAATGTTATTCTTCATCCCCAGAARTTCCTA
AGATTTCACGTCTCATGTCTTTTCCATAAGGTTCAAACTCTGAGA
CTTGAGTTCTGAGCCTCAGCAGGTCATTCTGAATCCCCACTCTCC
CCGAGCTGGGTCCCTATGGGGGAACTAACTTCATTGCTTTCTTTT
AAAACATGACGAGTTACCAACAGCTCCTCGCTATTATAAACATGT
TCCTAAGCATGTCTGTGCATGCaATAAGCCTTCACTCTACAAGAC
AGTTATGGTGTATCGCTTGACAAAACTGAGCAGCCAAGCTGAGTA

TGAAATAATAATCTAGACTTGGGAGGCAGACCCAGCACCTACTGT

GATATTGCACTTCGCCTTTGGGGGACTCTATGATTCAAAAGTTCA

630

675

720

765
810
855
900
945
990
1035
1080
1125
1170
1215
1260
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1350
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Fig.14b(tesinys)

150
spSerArgV
CCATGTAACACTGACACATTATTGCTTTCTATTTAGATTCCAGAG
160

alSerValThrLysProPheMetLeuProProValAlaAlaSerS
TCAGTGTCACAAAACCATTTATGTTACCCCCTGTtGCAGCCAGTT

170 176
erLeuArgAsnAspSerSerSerSerAsn_
CCCTTAGGAATGACAGCAGTAGCAGTAATAGTAAGTACACATATC
TGATTTACTGCATGCATGGCTCCAAGTATCCTCTATAGGAGTGTT
GCATGGACTTAAAGTTTATAAATCACTACTAATAATGCTGTTCTG
TCACTGTTATTCCTTGTATGGGCTTCCTGACAATTAAATATCTGG
TTTGTAGAATCGGATCTCCTTAGAGGTTAAGATGACCATGACAAA
ATTAG@CCAATCAACTTTCTGCGAAGGTTATTTTAAATAAGGCAC
GAAATTAATTGAAGGAAAAAAAAATACAAGCAAGGCCTTATTTTG
AATCATGGTAGGCTTAAAATAGACTTTGTGGAGAATGTCCCTGAT
CAAAGTGGAGTTTTCAGATTTCAAGTGCATGTGCTAACTCTCCAC
AATGTCAAGGCTATTTTCAGTTTTGTGTCTCCATATTTACTACTG
CATGTTTGGAAATTTGCTGATGCTGTTAGATTACCTAAGAATGTA
TGTTGAAGAAGAATGGACTTCTTTCCCTAAAATTTCTGTCCTCTT
TGcCCAAGAACCCAcGTTCCTGGAAGACTATCTTATTTTCATGTC
TGTGCAATGATCATTATAAAGATTATTGAATATACTGGGAATACT

CTGGTTTCTGTTTTTACAGATTCATAATAGCTTATTCAGTCTTTA

AAGAAAGTTCTCTGAAGTCCATGCTTTAGAATGTTTCTCTATCAA
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Fig.14b(tesinys)

AACTTGACCTGGACCTTAAATAAAGCTATATTTAGTCTTTTTATC
CCTGAAAAATATATTTCACAGTGTAGACATTTGATATACATCTAA
GGGAAGGATGCTGCCAGAATGCTCGGGCTGGCAGTCTACAAAGTC
CACTGCTCTCAGGATGGACTTCTGAAAGCGGAAATTGTGAACTGC

ATGCATATAACATATCAGATCCTCGAGC

2250

2295

2340

2385

2413
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Fig.14c

-25 -20
M K K T Q T W I I T C I
CTGGATCGCAGCGCTGCCTTTCCTTATGAAGAAGACACAAACTTGGATTATCACTTGCAT

-10 1
Y L Q L L L F N P L V K T Q E I C R N P
TTATCTTCAACTGCTCCTATTTAATCCTCTCGTCAAAACTCAGGAGATCTGCAGGAATCC

10 20
vV T DNV K D I T K L V A N L P N D Y M
TGTGACTGATAATGTAAAAGACATTACAAAACTGGTGGCGAATCTTCCAAATGACTATAT

30 40
I T L N Y V A GM D VL P S H C W L R D
GATAACCCTCAACTATGTCGCCGGGATGGATGTTTTGCCTAGTCATTGTTGGTTACGAGA

.50 60
M vV T HL SV S LTTTULTULUDIK. F S N I S
TATGGTAACACACTTATCAGTCAGCTTGACTACTCTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTC

70 80
E G L §$ N Y S$S§ I I D K L G K I VvV D D L V
TGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAACTTGGGAAAATAGTGGATGACCTCGT

90 100
A C M E E NAUP KNV K E S L K K P E T
GGCATGTATGGAAGAAAATGCACCTAAGAATGTAAAAGAATCACTGAAGAAGCCAGAAAC

60
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180

240

300

360
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Fig.15b

-21
hrGln

CACAAGTGAGTAGGGCGCGCCCGGGAGCTCCCAGGCTCTCCAGGA
AAAATCGCGCCCGGTGCCCCGGGGaAGCCGGCGCTCCCTGGGACT

TGCAGCTGGGGCGTGCAGGGCTGTGCCTGCCGGGTG

|siterpianti seka nezinomo ilgio

AGATACTACAAAGATAAATCAGTTGCACAAGTTCTTGAAACTCTA
CAGTGTAATAAGGAAAAATAAGTCATGCATAAAAGCAACTATAAT
ACATAATAGAAARATGTTATTTTCAAGCCGATGTGTAGGTTATGTG
TGTTCGAGAGAGAGAGAGAGAAGACAGATTACTTTCTGCTAGGGT
TCAAGAATGCCTTCCTGTTGGCTAAGGAAATATTTTCCTTAAGTG
GCTAAAAAGCTGTGTTTCAAAATATTCTTTTGATGTCTCACAAAT
TCAGTGGAATTCTCTTAGGTCTAAAAATATACATCTCTCTCACTT
TAACTTGGTGTGCTATTGTAGATTATTGGATTAAAGCACTGCTCA
GGGATTATGCTGCTTCTTGCCAAGCAGTCTACATTTAAAGTAGAA
ATAAGATGTTTCTTTTGGTGCCATAAGGTATACATTTTATGCATT
CTCTAGTTTTTAGAAGATACCCTAAGGGCTAAGTCTTTAACATGC
TGCTACAAGTTTATTCCTAATTGCCATTGGGARATTGGCTGAAGA
AAGTTTTTAACAAAAGTTAACAATATTGTCATTGAGAGAATAATT
CAAAATGGATTTTAACTAAAAGCTTTTAAARACTTTGGTGAGCAT

AGCTTGAATGCGTAATATTTAATTGCATTTAAGCCAATAACATAT
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126
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180
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Fig.15b(tesinys)
ATTAGACTGGTCTTTTTGTGCATCAAGGCATTAGATGTTAAAAGT 720
TTGAATGATTACAGATCTTAACTGATGATCACCAAGCAATTTTTC 765

-20 -10
ThrTrplleLeuThrCysIleTyrLeuGlnLe
TGTTTTCATTTAGACTTGGATTCTCACTTGCATTTATCTTCAGCT 810
1
uLeuLeuPheAsnProLeuValLysThrGluGlyIleCysArgAs
GCTCCTATTTAATCCTCTCGTCAAAACTGAAGGGATCTGCAGGAA 855

10 18
nArGValThrAsnAanalLysAspValThrLysLeu
TCGTGTGACTAATAATGTAAAAGACGTCACTAAATTGGTAAGTAA 900
GGAATGCTTTACCGTGCTGTGTAAAAAAGAGCTGTGGCTCTTTTT 945
CCTGTGCTTGTTGATAAAAGATTTAGATTTTTCTTGCCCCAAAGT 990
AATGTTTTCCTAAAGTGGGGAAAGTAATCACTGGGTTACAATAAA 1035
GGGTTTATAGAAAGCAGGTAGTGAGATATTTAGGGTCATGGATAA 1080
TTTGTTGGTAAAACTGGCTAGTTGCACACCACTGCTGTGACTGCT 1125
TCTTTGCTGGTCTTCTCCCCATCCTTCATAGGCAGTGAAGGACCT 1170
TGGAGAGTTCGCTGTGTGCTGATGGGCTTGCCCCAGCTTGTTCCC 121°¢
CATAATCTCTCCAGTGGGTTTCCCAGCATGTTCTATTCCCCTTCA 1260
CATGTCTTCCTACTCTTCTTTAAAAAGCCTAACGAAAGGAAATCT 1305
GAAATGGCTATTCTCCCAATTCAATCAGCAGGAAGACCCTGTCAC 1350
ATGTCAGTGGGTGTTTGCTCCTTCAGGGAACATAGAGAGGTGATT 1395

CATTGCCCACATGTTGAAGGGACTCATCTCCCTGGTTTGTCACAT 1440

TGAACTCTTCCCTCAGCGAAAGCATTTGCATTGCTTCCC 1479
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Fig.15b(tesinys)

Isiterpianti seka nezinomo ilgio

GAATTCCAAGATCACAGGTGGAAGCTGAAATTCAGATCATGTTTC
CAAAACTCAGTAGGTTATACCTAGCCAGGCATAACTGAATTTGGA
GTCTAAAAGATCTGTATTATCACTTTTTTATTTTGAAGGATGCCT
TTTGATTACAGAGGGAAATCAAGGATTAAAARATCAATATACATGT
AAATATTGAAATTCATTGGTAACTTTAAAAAGCACAACAGTTTTG

TGTGCTTTTCTCCAAAGCACTACAARATATGATTAATTGATGTATA

19
ValAlaA

AGAATTTTCTTATGGAATTTTTTTTTTTGTCTCTGTAGGTGGCAA
30

snLeuProLysAspTeretIleThrLeuLysTeralProGlyM

ATCTTCCAAAAGACTACATGATAACCCTCAAATATGTCCCCGGGA

39

etAspValLeu
TGGATGTTTTGGTATGTAAACTACATTTCTGAGTTTCATTTTAGT

AGCTCATAGAAGAAATGGGATCATTCATATTGAGATAGTACACTA
GCTGCTATTTAGGAGCTTGCTTATTGTCAGGATTTGAAGAATTTA

TCTTTGGAATTTGACTTGCAGGCTTTTTTTTCCCCCTCTT 535

|siterpianti seka nezinomo ilgio

CCTGTTACAAGAGTCCCTCCTCCTATTACAATAGTCCCTCCTCCT

" CCTGTCACACTAGTCCCTTCTCTTCCTGTTACAATAACCCCTGTC
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90
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360

405
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45

90



Fig.15b(tesinys)

CTCCTATTACAACRTTTTAAGTAATGTAATATTAATTTTAAAAAT
CTGGCCAGGCACGGTGGTTCATGCTTGTAATCCCAGCACATTGGG
AAGCTGAGACGGGTGGATCATTTGAGGTCAGGAAGTTTGAGACAG
CCTGGCCAACATGGTGAAACTTCCTCTCTACTAAAAATAAAAAAG
TAGCCAGGCATGGTGGCAGGCACTTGTAATCTGAGCTACTCGAGA
GGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAGTAACTAAAACGATAGCTTTG
AAGAGTACTCCGAGTTTTATGGCACTTACTTATTAAAATAGCTGT
40
ProSerHisCysTrpIleS
TTTGTCTCTTTTTTCATATCTTGCAGCCAAGTCATTGTTGGATAA
50 60
erGluMetValValGlnLeuSerAspSerLeuThrAspLeuLeuA
GCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGATCTTCTGG
70
spLysPheSerAsnIleSerGluGlyLeuSerAsnTyrSerIleI
ACAAGTTTTCAAATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCA
80 90
leAspLysLeuValAsnIleValAspAspLeuValGluCysValL
TAGACAAACTTGTGAATATAGTGGATGACCTTGTGGAGTGCGTGA
96
ysGluAsnSerSerLys
AAGAAAACTCATCTAAGGTAACTTTGTGTTCATTGGGATTATTTT
TCATTACGCTTCTCTAAAAACCCATGCTTCTTGGTGCTGTTGGGG
AAAATGAGGCACCTTTATTTATGATATTTTGATTGTATAAACTTC

AAATTTAAAAATCTTGTTCAGATGAGCAAAGAAAACAAGTATTTG

CAGTTATACTGCAATACTGAAGTGCACATTC 796
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Fig.15b(tesinys)
Isiterpianti seka nezinomo ilgio

TTGTGTTCACTGCCCCAGATTCAACTTGTGATCCCACTGGGATCA
CTACCCTGCATTACCAATCTGAATTACATACGTTAAAACAGCCAT
CTAAAAGTGCTAGTTGTAAGAGTCTAAATACTTGAATCTTTGAGA
GACATATTTATAGTCCATTATCTTCACCTCAGTTAAGTCTGAAGA
97
AspleulysL
CTATTTGAARAATGTAATCCTATTTTTTCTTCTAGGATCTAAAAA
110

ysSerPheLysSerProGluProArgLeuPheThrProGluGluP
AATCATTCAAGAGCCCAGAACCCAGGCTCTTTACTCCTGAAGAAT

120 130

hePheArgIlePheAsnArgSerIleAspAlaPheLysAspPheV
TCTTTAGAATTTTTAATAGATCCATTGATGCCTTCAAGGACTTTG

140
alValAlaSerGluThrSerAspCysValValSerSerThrLeu$S
TAGTGGCATCTGAAACTAGTGATTGTGTGGTTTCTTCAACATTAA

148
erProGlulLysA
GTCCTGAGAAAGGTAAGACATGTAAGCATTTCCAGTTCAAATGTA
AACAACAAACTTAAATCTTCCCTATGTAGTAAGAATCTACCTCTG

TGTTAAGCTGTAGCAAGATACATGCATGTACGTCTAATAAAAAAG

CAGATATCAATAGCACAGAAGAAA

90

135

180

225

270

315

360

405
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519



Fig.15b(tesinys)

CTCTATAACTCATACAAATCACCATATAACACTGACACATTATTG

150 :
spSerArgValSerValThrLysProPheMetL
CTTTCTATTTAGATTCCAGAGTCAGTGTCACAAAACCATTTATGT

170
euProProValAlaAlaSerSerLeuArgAsnAspSerSerSerS
TACCCCCTGTTGCAGCCAGCTCCCTTAGGAATGACAGCAGTAGCA

176
erAsnA
GTAATAGTAAGTACATATATCTGATTTAATGCATGCATGGCTCCA

ATTAGCACCTATAGGAGTATTGCATGGGCTTTCAAGGAAACTTCT
ACATTTATTATTATTGATACTGTTCTGTTACTGTTATTCCTTTTA
TGGTCTTCTTGAGACTTAAGTTTGTAGAATTAAATTTCCCTAGAG

CTGGAGATAATGTTTAGAGAATTAGGCCAATAAATTT
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Fig.15c(tgsinys)
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Fig.44a
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-10 . 1
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10 20
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40 v 50
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Fig.44c
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210
Asn Glu Glu Asp .Asn Glu Ile Ser Met Leu Gln Glu Lys Glu Arg
AAT GAA GAG GAT AAT GAG ATA AGT ATG TTG CAA GAG AAA GAG AGA 870

220
Glu Phe Gln Glu Val 9alas

GAG TTT CAA GAA GTG TAA TTGTGGCTTGTATCAACACTGTTACTTTCGTA 920
ObHHOOOHQQH?&Q?OHHOWHOHHHOOHHObﬁbbbﬂmwbmObmﬂﬂﬂﬂbbbﬂbbbﬂﬂobﬂb 980
HHOHOHﬂHOObmHObObeOO?ObHOHHH?HOHOHHOHHQOHbOOOPHQbOHHH>H>HQO 1040

ATGATTCAGAAATTGGAACAGAATGTTTTACTGTGAAACTGGCACTGA 1088
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