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trombopoetino gavimo ir gryninimo biidai. Buvo parodyta, kad jvairios trombopoetino formos turi jtakos kraujo
lasteliy, ypa& megakariocity ir megakariocity pirmtaky replikacijai, diferenciacijai arba brendimui. Todé! 3ie
junginiai gali biiti naudojami gydant trombocitopenija.
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ISRADIMO SRITIS

5 , Sis i3radimas susietas su baltymu, itakojandiuy
hemopoetiniy lasteliuy, ypac trombocitu pirmtakuy, iéli—
kima, proliferacija, diferencijacija arba brendima,
igskyrimu, gryninimu, o taip pat su genoinZinierine
arba chemine sinteze. Sis i3radimas susijes su nukleino

10 rigsciy, koduojanciu baltymini liganda, kuris susirisa
su citokiny receptoriuy superSeimos nariu mpl ir akty-
vuoja ji, klonavimu ir ekspresija. Toliau 3is iSradimas
susietas su 3iuy baltymu (atskirai ir kartu su kitais
citokinais) pritaikymu, gydant imunines arba hemopoe-

15 tinés sistemos sutrikimus, tame tarpe ir trombocito-

penija.

ISRADIMO PAGRINDAS
1. Hemopoetiné sistema.

20 Hemopoetiné Ssistema produkuoja subrendusias
specializuotas kraujo lasteles, bGtinas Zinduoliuy
isgyvenimui. Sios subrendusios lastelés vyra: eritro-
citai, transportuojantys deguoni ir anglies dvidegini,
T- ir B-limfocitai, atsakingi uZ lastelini ir humora-

23 lini imuninji atsaka, trombocitai, btGtini kraujo kreSé-
jimui, Dbeil granuliocitai ir makrofagai, kurie vyra
specilizuoti fagocitozei ir veikia kaip pagalbinés
lastelés kovojant su infekcija. Savo ruoZtu tarp granu-
liocituy iSskiriami: neutrofilai, eozinofilai, bazofilai

0 ir tukliosios lastelés; kiekvienas 8§iu lasteliu tipas
turi savo atskiras funkcijas. Pasirodo, visos $§ios
subrendusios specializuotos lastelés kyla 1§ wvienin-
telio bendro primytyvaus lasteliu tipo, kuris vadinamas

pliuripotentinemis (daugiapotentinémis &arba totipo-

35 tentinémis) kamienineémis lastelémnis, pirma karta



10

15

20

25

35

2 - LT4120B

atrastomis kauly c&iulpuose (Dexteer et al., Am. Rev.
Cell Biol., 3:423-441[1987]).

Subrendusios specializuotos kraujo lastelés turi
bati produkuojamos dideliais kiekiais per visg
Zinduolio gyvenimg. DidZioji dauguma S5iuy specializuoty
kraujo lasteliy iSlieka funkcionaliai aktyvioje bikléje
nuo keliuy valanduy iki keliy savaic¢iu (Cronkite et al.,

Blood cells, 2:263-284 [1976]). Todél Zinduolio kraujo

lasteliy homeostazei palaikyti bttinas visuy brendimo

etapu lasteliu pastovus atsinaujinimas: pradedant nuo
paciy kamieniniy lasteliy, tarpiniy, dalinai speciali-
zuoty pirmtaku ir Dbaigiant subrendusiomis kraujo
lastelémis.

Visos hemopoetinés sistemos pagrindas yra pliuri-
potentinés kamieninés lastelés. Siuy lasteliy kiekis yra
sglyginai maZas; jos pastovial atsinaujina pasidalin-
damos 1 dukterines kamienines lgsteles arba vystosi
diferenciacijos keliu, kai transformuojasi per eile
diferenciacijos etapuy i1 vis labiau subrendusias ivairom
Sakom specifines lagsteles-pirmtakus, kol pasiekia
aukSciausia diferenciacijos 1lygi - specializuotas
subrendusias kraujo lasteles.

PavyzdZziul, tam tikros multipotentinés lagstelés-
pirmtakai, vadinamos CFC-Mix, kilusios i3 kamieniniy
lasteliy, gali arba proliferuoti (atsinaujinti) arba
diferencijuotis ir sudaryti kolonijas, kuriu sudétyje
yra ivairios mieloidinés lastelés: eritrocitai, neutro-
filai, megakariocitai, trombocitu pirmtakai, makrofa-
gai, bazofilai, eozinofilai ir tukliosios lastelés.
Kitos lastelés-pirmtakai priklauso limfoidinei at3akai
ir po proliferacijos bei brandos iSsivysto i T- ir B-
lgsteles.

Be to, tarp CFC-Mix pirmtaky 1r mieloidiniu
lasteliuy yra eilé Zemesnio rango lasteliy-pirmtakuy,
kuriy galimybés diferencijuotis yra ribotos. Sie

specifiniai pirmtakai klasifikuojami pagal ju pali-
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kuonis. Zinomi 38ie tarpiniai mieloidinés at3akos
lasteliy pirmtakai: eritroidiniai kolonijas formuo-
jantys vienetai (CFU-E) - eritrocitams; granulio-

citu/makrofagy kolonijas formuojancios 1lastelés (GM-
CFC) -~ neutrofilams ir makrofagams; megakariocity
kolonijas formuojancios lastelés (Meg-CFC) - megakario-
citams; eozinofily kolonijas formuojancios lastelés
(Eos—-CFC) = eozinofilams; ir bazofily kolonijas

formuojancios lastelés (Bas—-CFC) tukliosioms lasteléms.

" Tarp pliuripotentiniy kamieniniy 1lasteliy ir subren-

dusiuy kraujo lasteliy Zinomi ir kiti tarpiniai
pirmtakai (Zidr. Zemiau). Tikimasi atrasti dar daugiau
tokio tipo 1lasteliuy-pirmtakuy, kurie skirtidsi pagal
specifiSkuma vienai ar kitai lasteliu atSakai ir pagal
savo galimybes atsinaujinti.

Pagrindinis normalios hemopoetinés sistemos
vieklos ©principas yra toks: lasteliuy sugebéjimas
atsinaujinti sumazéja, maZéjant ju multipotencijai ir
didejant specifiSkumui tam tikrai at3akai. Tokiu bidu,
viename hematopoetiniy lasteliy spektro gale yra
pliuripotentinés kamieninés lastelés, kurios sugeba
atsinaujinti ir diferencijuotis i wvisu tipu riboto
potencialumo lasteles-pirmtakus. Bitent S$ia kamieniniy
lasteliu savybe naudojasi kaulu ¢&iulpy transpalanta-
cijos terapija, kai primityvios kamieninés trans-
plantanto lastelés 15 naujo uZsieja visa hemopoetiniy
lasteliy sistema. Kitame spektro gale yra atskirom
hemopoetiném lgsteliy atSakom specifiniai pirmtakai ir
ju palikuonys, kurie jau prarado sugebéjima atsinau-
jinti, bet igijo branduy funkcionaly aktyvuma.

Kamieniniu ir atSakai specifiniuy lasteliu-pirmtaku
proliferacija ir vystymasis kontroliuojami hemato-
loginiais augimo  faktoriais arba citokinais. Siu
faktoriu vaidmuo in vivo yra sudétingas ir nevidiskai
i8aisSkintas. Kai kurie augimo faktoriai, kaip inter-

leukinas-3 (IL-3) gali stimuliuoti ir multipotentines
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kamienines lasteles, ir keliy atSaku ribotos potencijos
lasteles-pirmtakus, tarp ju ir megakariocity pirmtakus.
Ank3¢iau buvo manoma, kad kiti faktoriai, tokie kaip
granuliocity makrofagy kolonijas stimuliuojantis
faktorius (GM-CSF) veikia tik GM-CFC. TacCiau véliau
buvo i%aiskinta, kad GM-CSF taip pat itakoja interalia
magakariocity proliferacija ir vystymasi. Tokiu bidu,
buvo parodyta, kad IL-3 ir GM-CSF biologiniai aktyvumai

persidengia, tac¢iau juy poveikis skiriasi. Neseniai buvo

' taip pat parodyta, kad interleukinas 6 (IL-6) ir inter-

leukinas 11 (IL-11), kurie patys savaime neturi jtakos
meg-kolonijuy formavimuisi, veikiant kartu su IL-3
Zymial sustiprina pastarojo stimuliuojama megakariocity
brendimg (Yonemura et al., Exp. Hematol., 20:1011-1016
[1892}).

Tuo bidu, hemopoetiniai augimo faktoriai gali
veikti wvienos ar daugiau atSakuy lasteliy augima bei
diferenciacija, Jju aktyvumai gali persidengti su kito
augimo faktoriaus  aktyvumu, veikiant tam tikras
lasteles-pirmtakus; vieni augimo faktoriai gali
sustiprinti kity augimo faktoriy poveiki lasteléms.

Taip pat parodyta, kad hemopoetiniai augimo
faktoriai gali wveikti ivairiose lasteliy vystymosi
stadijose: pliuripotentines kamienines lasteles, visy
lygiu tarpinius pirmtakus ir subrendusias kraujo
lasteles. PavyzdZiui, eritropoetinas (EPO) indukuoja
tik eritroidiniy pirmtaku proliferacija. IL-3 wveikia
ankstesnéje vystymosi stadijoje, itakodamas primityviy
kamieniniy lasteliy ir tarpiniy lasteliy-pirmtaky
vystymgsi. Kiti augimo faktoriai, tokie kaip kamieniniy
lasteliu faktorius (SCF) veikia dar primityvesniuy
lasteliy vystymasi.

Vertinant is ateities perspektyvos, naujuy
hemopoetiniy augimo faktoriuy, veikianciy kraujo
lasteliy ir Jju pirmtaku gyvybinguma, proliferacija,

diferencijacija ir Dbrendima, atradimas baty labai
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svarbus, perspektyvus ir naudingas, ypa& atstatant
hemopoetine sistemg, pazZeista ligos, radio- ar

chemoterapijos.

II. Megakariocitopoezé - trombocity produkcija

Megalokariocitopoezés ir tromocity produkcijos
reguliacija nuodugniai apradyta apzvalginiuose
straipsnivose: Mazur, Exp. Hematol., 15:248 [1987] ir
Hoffman, Blood, 74:1196-1212 [1989]. Reziumuojant

4trumpai, kauly c<&iulpuy pliuripotentinés lastelés dife-

rencijuojasi i megakariocity, eritrocity ir mielocity
lasteliy linijas (at3akas). Manoma, kad tarp kamieniniy
lasteliu ir megakariocity egzistuoja tarpiniy mega-
kariocity lasteliy-pirmtaky hierarchija. Identifikuotos
maZiausiai trys megakariocity pirmtakuy klasés: inten-
syvaus augimo Zidinius formuojanc¢iu vienety megakario-
citai (BFU-MK), kolonijas formuojanéiy vienety mega-
kariocitai (CFU-MK) ir maZo tankio megakariocituy
lastelés-pirmtakai (LD-CFU-MK). Megakariocity brendimas
pats savaime yra nenutrikstantis vystymosi procesas,
kurio suskirstymas i atskiras stadijas remiasi stan-
dartinais morfologiniais kriterijais. Akstyviausias
atpazistamas megakariocity (MK arba meg) Seimos narys
yra megakarioblastas. Sios lastelés pradZioje btna 20-
30 pm diametro su bazofiline citoplazma ir turi Siek
tiek netaisyklingos formos branduoli su netankiu, kiek
tinkluotu chromatinu ir keliais branduoléliais. Véliau
megakarioblastai (poliploidiniai) gali turéti iki 32
branduoliuy, bet citoplazma lieka nesubrendusi. Praside-
Jus brendimui, branduolys tampa labiau skilteletas,
citoplazmos kiekis padidéja, ji pasidaro labiau acido-
filiné ir granuliuota. Labiausiai subrendusios &ios
Seimos lastelés gali atrodyti kaip yrantys trombocitai

Q

periferinéje dalyje. Normaliai maZiau kaip 10 % mega-

o

kariocity yra blasto stadijoje ir daugiau kaip 50 % yra
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visi3kai subrende. Pagal salygine morfologine klasifi-
kacija, paprastai taikoma megakariocitams, iSskiriami
megakarioblastai (ankstyvoji forma), promegakariocitai
arba bazofiliniai megakariocitai (tarpiné forma) ir
subrende (acidofiliniai, granuliocitai arba trombocitus
produkuojantys) megakariocitai (vélyvosios formos).
Subrendusieji megakariocitai iSleidZia citoplazminius
filamentus i1 sinusoidaline erdve, kur Sie atsiskiria ir

fragmentuojasi i individualius trombocitus (Williams

Cet. al., Hematology, 1972).

Manoma, kad megakariocitcopoezés procese dalyvauja
daug reguliatoriniuy faktoriy (Williams et al., Br. J.
Haematol., 52:173 ([1982] ir Williams et al., J. Cell
Physiol., 110:101 [1982]). Teigiama, kad ankstyvoji
megakariocitopoezés stadija yra mitotiné ir priklauso
nuo lasteliy proliferacijos, koloniju formavimosi is$
CFU-MK, bet nepriklauso nuo trombocity skaicéiaus krau-
jyje (Burstain et al., J. Cell Physiol., 109:333 [1981]
ir Kimura et al., Exp., Hematol., 13:1048 [1985]).
Vélyvoji brendimo stadija nemitotine, susijusi su bran-
duoliy poliploidizacija ir citoplazmos brendimu ir vei-
kiausiai griZtamai reguliuojama periferiniu trombocity
skaic¢iumi. (Odell et al., Blood, 48:765 {[1976] ir Ebbe
et al., Blood, 32: 787 [1968]).

Apie atskiro specifinio megakariocity kolonijas
stimuliuojancio faktoriaus (MK-CSF) egzistavima buvo
diskutuojama literatiroje (Mazur, Exp. Hematol., 15:
340-350 ([1987]). Daugumos autoriu nuomone, toks gyvy-
biskai svarbus procesas kaip trombocity produkcija
turéty bioti reguliuojamas citokino (citokinuy), atsakin-
go bOtent uZ 3i procesa. Si hipotezé paskatino jau 30
mety besitesiancia tokio specifinio citokino paie$kg,
taciau iki 3iol nebuvo i3skirtas, sekvenuotas 1ir
charakterizuotas joks citokinas, kuris batuy tik MK-CSF

(TPO) .



10

15

20

25

35

LT 4120 B

Nors buvo paskelbti darbai, teigiantys, kad i3
dalies pasiseké iSgryninti MK-CSF i3 keliy 3altiniy: i3
gyvinu su eksperimentiSkai sukelta trombopenija plaz-
mos (Hil et al., Exp. Hematol., 14:752 [1986]); i3
Zmogaus embrioniniy inksty 1lasteliy kultdros kondi-
cionuotos terpés [CM] (McDonald et al., J. Lab., Clin.
Med., 85:59 [1975]); i8 Zmoniy, sergandiy plastine
anemija ir idiopatine trombocitopenija purpura, Slapimo
ekstrakty (Kawakita et al., Blood, 6:556 [1983]) ir
plazmos (Hoffman et al., J. Clin. Invest., 75:1174
[1985]), bet 3iy faktoriy fiziologiné funkcija daugeliu
atvejy lieka neisaiskinta.

Kondicionuotos terpés, kurioje augo Ehytoiacca
americana, mitogeny aktyvuotos bluZnies lastelés (PWM~
SpCM) ar peliuy mielomonocity lasteliy linija WEHI-3
(WEHI-3CM), buvo naudojamos kaip megakariocity stimu-
liatoriai. PWM-SpCM sudétyje yra faktoriai, kurie
paskatina CFU-MK augimg (Metcalf et al., Pro. Natl.
Acad. Sci. USA, 72:1744-1748 [1975]: Quesenberry et
al., Blood, 65:214 [1985] ir Iscove, N. N., in Hemato-
poietic Cell Differentiation, ICN-UCLA Symposia on
Molecular and Cellular Biology, Vol. 10, Golde et al.,
eds. [New York, Academy Press] pp 37-52 [1978]). Vienas
i8 S8iuy faktoriu yra interleukinas 3 (IL-3), daugelio
lasteliy tipu kolonijas stimuliuojantis faktorius
(multi-CSF) (Burstein, Blood Cells, 11:469 [1986]).
Kiti Sioje kondicionuotoje terpéje esantys faktoriai
dar nebuvo identifikuoti ir iSskirti. WEHI-3 yra peliu
mielomonocity linija, kuri sekretuoja 'palyginti daug
IL-3 ir kiek maZiau GM-CSF. Buvo parodyta, kad IL-3
skatina daugelio hemopoetiniuy lasteliu augimg (Ihle et
al., J. Immunol., 13:282 ([1983]), taip pat parodyta,
kad IL-3 sustiprina kity Zinomy hemopoetiny hormony
arba augimo faktoriy efekta (Bartelmez et al., J. Cell
Physiol., 122:362-369 [1985] ir Warren et al., Cell,
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46:667-674 [1988]), tarp ju ir eritropoetino (EPO) bei
interleukino-1 (IL-1) efekta, indukuodamas labai anks-
tyvius multipotentinius pirmtakus ir labai dideliy
misSraus tipo hemopoetiniuy lasteliy kolonijy formavima.
Kiti megakariocity stimuliatoriy 3Saltiniai buvo
rasti terpése, kurios buvo kondicionuojamos peliy
plauciy, kaulu makrofaguy lasteliy linijomis, perito-
nealinio eksudato lastelémis bei Zmogaus embrioniniy
inkstuy 1lastelémis. Nors yra ©prieStaringu duomenu
(Mazur, Exp. Hematol., 15:340-350 [1987]), bet yra ir
irodymy (Geissler et al., Br. J. Haematol., 60:233-238
{1985]), kad ne monocitai, o greidiau aktyvuotos T-
lastelés turi stimuliuojancios jitakos magakariocito-
poezei. Sis faktas leidZia manyti, kad aktyvuoty T-
limfocity sekretuojami faktoriai, tokie kaip interleu-
kinai, gali reguliuoti MK vystymasi (Geissler et al.,
Exp. Hematol., 15:845-853 [1987]). Keletas darbuy yra
skirta iSgryninto eritropoetino EPO jitakos megakario-
citopoezei tyrinéjimui (Vainchenker et al., Blood,
54:940 [1979]; McLeod et al., Nature, 261:492-4 [1976]
ir Williams et al., Exp. Hematol., 12:734 [1984]). S§ie
tyrimai parodé, kad EPO hormonas skatina MK kolonijuy
formavimasi. Sis efektas taip pat parodytas ir beseru-
minése kultlirose, ir kult@irose su serumu, net ir be
pagalbiniuy lasteliuy (Williams et al., Exp. Hematol.,
12:734 [1984]). Teigiama, kad EPO labiau dalyvauja
vienos ir dviejuy lasteliuy megakariocitopoezés stadi-
jose, tuo tarpu PWM-SpCM, kuris veikia megakariocitu,
vystymasi dalyvauja "keturiu lasteliuy" stadijose. Visuy
Siy faktoriuy saveika ir ankstyvojoje ir vélyvoje mega-
kariocity vystymosi fazése dar turi bati iSaiskinta.
Keliu laboratorijy nepriklausomi duomenys rodo, kad
vieninteliai multi-potentiniai faktoriai, kurie turi
individualu MK-kolonijas stimuliuojanti aktyvuma, yra

GM-CSF, IL-3 ir, mazZesniu mastu, B-lasteles stimuliuo -
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jantis faktorius IL-6 (Ikebuchi et al., Proc., Natl.
Acad. Sci. USA, 84:9035 [1987]). Neseniai keli autoriai
paskelbé duomenis, kad IL-11 ir leukemija inhibuojantis
faktorius (LIF), veikdamas kartu su IL-3, padidina
megakariocity dydi ir ploidiSkumg (Yonemura et al.,
British Journal of Hematology, 84:16-23 [1993];
Burstein et al., J. Cell. Physiol., 153:305-312 [1992];
Metcalf et al., quodﬁ 76:50-56 [1990]; Metcalf et al.,
Blood, 77:2150-2153 [1991]; Bruno et al., Exp.
Hematol., 19:378-381 [1991] ir Yonemura et al., Exp.
Hematol., 20:1011-1016 [1992]).

Kitos jdomios publikacijos yra: Eppsten et al.,
JAV patentas Nr. 4962091; Chong, JAV patentas Nr.
4879111; Fernandes et al., JAV patentas Nr. 4604377;
Wissler et al., JAV patentas Nr. 4512971; Gottlieb, JAV
patentas Nr. 4468379; Bennett et al., JAV patentas Nr.
5215885; Kogan et al., JAV patentas Nr. 5250732; Kimura
et al., Eur. J. Immunol., 20(9):1927-1931 [1990]; Secor
et al., J. of Immunol., 144(4): 1484-1489 [1990];
Warren et al., J. of Immunol., 140(1): 94-99 [1988];
Warren et al., Exp. Hematol., 17(11): 1095-1099 {1989];
Bruno et al., Exp. Hematol., 17(10):1038-1043 [1989];
Tanikawa et al., Exp. Hematol., 17(8): 883-888 [1989);
Koike et al., Blood, 75(12): 2286-2291 [1990]; Lotem,
Blood, 75(5): 1545-1551 [1989]; Rennick et al., Blood,
73(7): 1828-1835 [1989] ir Clutterbuck et al., Blood,
73(6): 1504-1512 [1989].

III. Trombocitopenija

Trombocitai yra svarbiausias kraujo kre3éjimo
mechanizmo elementas. Cirkuliuojanciuy trombocituy kiekio
sumazéjimas, vadinamas trombocitopenija, badingas
ivairiems klinikiniams atvejams ir sutrikimams. Pagal

vieSail priimta apibidinimg trombocitopenija yra
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trombocity kiekio sumazéjimas iki 150x10° lasteliy
litre ir dar maZiau. Pagal trombocity gyvavimo trukme,
iSskiriamos trys pagrindinés trombocitopenijos
kategorijos: (1) nepakankama trombocity produkcija
kaulu ciulpuose, (2) trombocituy kaupimasis bluZnyje
(splenomegalija) arba (3) padidinta trombocity
destrukcija periferiniame kraujyje (pvz. autoimunineé
trombocitopenija, trombocity paZeidimas radio- arba
chemoterapijos metu). Be to, kai pacientams greitai
suleidZiami dideli kiekiai kraujo produkty su sumaZintu
trombocity kiekiu, deél praskiedimo taip pat gali
iSsivystyti trombocitopenija.

Klinikiniai trombocitopenijos pasireidkimai, pvz.,
kraujavimas, priklauso nuo trombocitopenijos prie-
zasties, jos sunkumo ir galimuy asocijuotu kity kre-
§éjimo sistemos defekty. Kaip taisyklé, pacientai su
trombocity kiekiu nuo 20x10° iki 100x10° litre
rizikuoja turéti stipruy kraujavima po traumos, tuo
tarpu pacientai, kuriy trombocituy kiekis maZesnis, nei
20x10° litre - gali kraujuoti spontani3kai. Tokie
pacientai yra kandidatai trombocity transfuzijai,
nepaisant 3ia procedirg lydin¢ios imuninés reakcijos ir
virusinio uzZkrato rizikos. Esant vienodam trombocity
skai€iui kraujavimai sunkesni, jei trombocitopenijos
prieZastis yra nepakankama trombocituy produkcija, o ne
ju padidejusi destrukcija. Pastaruoju atveju dél
pagreitintos trombocity apykaitos kraujyje cirkuliuoja
jaunesni, didesni ir hemostatiZkai efektyvesni trombo-
citai. Trombocitopenija gali atsirasti dél daugelio
priezasc¢iu, trumpai apradSomuy Zemiau. Detaly apradyma
galima rasti Schafner, A. I., "Trombocitopenija ir
trombocity funkcijos paZeidimai'" Internal Medicine, 3rd
Ed., John J. Hutton et al., Eds., Little Brown and Co.,
Boston/Toronto/London [1990].
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(a) Trombocitopenija sukelta nepakankamos trombo-
cituy produkcijos

Igimtos trombocitopenijos prieZastimi gali bati
aplastiné anemija (Falkonio sindromas) ir igimta amega-
kariocitiné trombocitopenija, kuri gali biati asocijuota
su kaulu deformacijomis. Igytus trombocitu produkcijos
sutrikimus gali i3Saukti arba megakariocituy hipoplaiija
arba neefektyvi trombopoezé. Megakariocity hipopla-
zijos prieZastys gali biati ivairios, tarp ju kauly
¢iulpuy aplazija (iskaitant ir idiopatines formas ir
chemoterapiniy agentuy arba radioterapijos i33auktas
mielosupresijas), mielofibrozé, leukemija, metastatiniy
augliu bei granulomy invazija i kauly &iulpus. Kai
kuriais atvejais toksinai, infekcijos agentai, vaistai
gali gana selektyviai veikti trombopoeze, pvz., laikinag
trombocitopenija gali sukelti alkoholis ir tam tikros
virusinés infekcijos; neZymi trombocitopenija 1lydi gy-
dyma triazidiniais diuretikais. Pabaigai reikia pami-
néti, kad neefektyvi trombopoezé, kaip antrinis mega-
blastiniy procesuy pasirei$kimas, dél folinés rigsties
ar vitamino B;, trikumo taip pat gali sukelti trombo-
citopenija, tokiais atvejais paprastai lydima anemijos
ir leukopenijos.

Gydant trombocitopenijas, kilusias dél sumaZintos
trombocity produkcijos, stengiamasi iZsiaidkinti prie-
zasti, deél kurios sutriko normali kauly ¢iulpuy funk-
cija, ir ta prieZasti pa3alinti. Trombocity transfuzija
paprastai taikoma tik pacientams su labai rimtais krau-
javimais arba tokiems ligoniams atliekant chirurgines
operacijas, nes izoimunizacija gali sukelti nepakantumg
pakartotinoms trombocitu trasfuzijoms. Gleivinés. krau-
javimo dél sunkios trombocitopenijos atvejais gali
padeéti peroralinis arba intraveninis antifibrinolitiniy
agenty panaudojimas. Taciau ligoniams su i3sétine
intravaskuliarine koaguliacija (DIC) antifibrinolitiniy

agenty naudojimas gali sukelti trombines komplikacijas.
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(b) Trombocitopenija dél trombocity kaupimosi
bluzZnyje

Splenomegalija, nepriklausomai nuo ja sukélusios
prieZasties, gali bati susijusi su silpna arba vidutine
trombocitopenija. Tai didZia dalimi yra pasyvus proce-
sas (hipersplenizmas), kai bluZnyje sulaikomi trombo-
citai ir Sis procesas kardinaliai skiriasi nuo akty—
viosios trombocity destrukcijos bluZnyje, kuri vyksta
imuniniuy reakcijuy sukeltos trombocitopenijos metu (Zr.
Zemiau) . DaZniausia hipersplenizmo prieZastis vyra
splenomegalija, kilusi dél alkoholinés cirozés, taciau
ir kitos stazinés, infiltracinés ar limfoproliferacinés
splenomegalijos formos taip pat susijusios su trombo-
citopenija. Trombocitu kiekis paprastai bina maZesnis
nei 50x10° litre, jei trombocitopenija kilo dél hiper-
splenizmo.

(c¢) Trombocitopenija dél neimuninés trombocity
destrukcijos.

Trombocitopenijos prieZastimi gali biti pagrei-
tinta trombocituy destrukcija, sukelta ivairiuy neimu-
niniy procesy. Tokio tipo sutrikimams priklauso iZsé-
tineé intravaskuliné koaguliacija, intravaskulinis
protezavimas, ekstrakorporiné kraujo cirkuliacija,
trombinés mikroangiopatijos, pvz., trombiné trombo-
citine purpura. Visais $iais atvejais cirkuliuojantys
trombocitai kontaktuoja su dirbtiniu pavir3iumi arba su
pazeista kraujagysliuy sienele, yra 3iose vietose paZei-
dZiami ir anksCiau laiko pa$alinami i3 cirkuliacijos
retikuloendotelinés sistemos pagalba. Ligos ir sutri-
kimai, kuriems bidinga i3sétiné intravaskuliné koagu-
liacija (DIC) detaliai apradyti Braunwald et al.,
(eds.), Harrison's Principles of Internal Medicine,
11th Ed., p. 1478, McGraw Hill [1987]. Intravaskuliniai
protezai, tarp Jju Sirdies voZtuvai ir intraaortiniai

pripuciami kateteriai gali sukelti silpna arba destruk-
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cing¢ trombocitopenija. Laikinoji trombocitopenija gali
atsirasti pacientams, kuriems atliekama ekstrakorporine
kraujo cirkuliacija arba hemodializé, dél trombocity
praradimo arba juy paZeidimo ekstrakorporinéje kraujo
apytakos ciklo dalyje.

(d) Vaistu indukuota imuniné trombocitopenija

Daugiau kaip 100 medikamenty gali sukelti imuhine
trombocitopenija. Taciau gerai charakterizuotas tik
keliu vaisty poveikis. Tai guanidinas, guaninas,
auksas, sulfonilamidai, cefalotinas ir  heparinas.
Vaistuy sukelta trombocitopenija daZnai bGna labai ami
ir paprastai iSsivysto greitai, po keliu dienu nuo
sensibilizuojancio gydymo pradZios.

(e) Imuniné (autoimuniné) trombocitopenija purpura
(ITP)

Suaugusiems ITP yra chronisSkas susirgimas, charak-
terizuojamas autoimunine trombocituy destrukcija. Auto-
antikinai paprastai bina IgG klasés, kitu klasiy
antikiny buvimas taip pat aprasSytas literatiiroje. Nors
autoantikinai siejami su trombocity membranos
GPII,III,, tikslus autoantikinuy specifiSkumas daugeliu
atveju neidentifikuotas. Ekstravaskuliné sensibilizuoty
trombocity destrukcija vyksta DbluZnies ir kepenuy
retikulo-endotelinéje sistemoje. Nors apie pusé ITP
atveju yra idiopatiniai, daug tokiu pacienty serga
reumatinémis, autoimuninémis ligomis (pvz., sistemine
raudongja vilklige) arba limfoproliferaciniais susir-
gimais (pvz., létine limfocitine leukemija).

(£) ZIV sukelta ITP

ITP vis daZniau pasireidkia kaip ZIV infekcijos
komplikacija (Morris et al., Ann. Interrn. - Med.,
96:714-717 [1982]) ir gali atsirasti bet kurioje ligos
stadijoje, tiek pacientams su diagnozuotu AIDS, ar
AIDS-asocijuotu simptomy kompleksu, tiek ir ZIV neSio-
tojams be AIDS simptomuy. ZIV infekcija sukelia liga,

charakterizuojamag dideliu 1lastelinio imuniteto defi-
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citu, o taip pat oportunistiniu infekcijy bei naviky
buvimu. Pirminis imunologinis paZeidimas ZIV infekcijos
metu yra progresuojantis T-limfocituy, ekspresuojanciy
CD4 glikoproteinag, kiekio bei funkcijos nepakankamumas
(Lane et al., Ann. Rev. Immunol., 3:447 [1985]). 8is
funkcionaliy CD4 T-helperiuy praradimas greicdiausiai ir
yra ta prieZastis, dél kurios kyla dideli lastelinio
bei humoralinio imuniteto sutrikimai, pasirei3kiantys
AIDS bidingomis opeortunistinémis infekcijomis ir
navikais (H. Lane supra).

Nors ZIV-asocijuotos ITP mechanizmas neZinomas,
manoma, kad Jjis skiriasi nuo kity, nesusijusiy su ZIV
infekcija, ITP mechanizmy (Walsh et al., N. Eng. J.
Med., 311:635-639 [1984]; Ratner, Am J. Med., 86:194-
198 [1989]).

IV Siuolaikiné trombocitopenijos terapija

Pacienty su trombocitopenija terapijos bido
pasirinkimg apsprendzZia konkreti klinikiné situacija.
ZIV-asocijuotos ir neasocijuotos trombocitopenijos
gydymo blidai yra pana3Qs. Buvo i3bandyti keli terapijos
budai, bet gydymo eiga vis dar tebéra gincytina.

Trombocity kieki pacientams su trombocitopenija
pavyksta padidinti, gydant gliukokortikoidais (pvz.,
prednizolonu), taciau daugeliui pacientuy trombocity
kiekis visiSkai neatsistato. Be to, kai gliukokorti-
koido dozeé sumaZinama arba vaisty vartojimas nutrau-
kiamas, daZnai stebimas ligos recidyvas. Kai kurie ZIV-
asocijuotu ITP tyrimai leidZia daryti prielaidg, kad
gliukokortikoiduy terapija gali sukelti predispozicija
AIDS. Paprastai gliukokortikoidai skiriami, kai trombo-
city kiekis sumaZéja iki 20x10° litre, arba kai vyksta

spontaninis kraujavimas.
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Keliais sunkios ne ZIV-asocijuotos ITP atvejais,
kai gydymas gliukokortikoidais pasirodé neefektyvus,
buvo sékmingai panaudotas junginys:

4-(2-chlorfenil)-9- (metil-2[3~(4-morfolinil)-3-
propropanon-1-il] 6H-tieno[3,2,f][1,2,4]triazolo
[4,3,a]l[1,4)diazepinas (WEB 2086).

Pacientas, kurio trombocity kiekis gydymo pradZio-
je buvo 37000-58000 lasteliy 1 pl, buvo gydomas WEB
2086. Po vienos - dvieju savaic¢iuy gydymo trombocity
kiekis padidéjo iki 140000-190000 lasteliy 1 pl. (EP
361,077 ir Lohman et al., Lancet, 1147 ([1988]).

Nors optimali jigytos amegakariocitinés trombo-
citopenijos purpura (AATP) gydymo schema dar nesurésta,
buvo parodyta, kad antitimocitinis globulinas ATG
(arklio antiserumas pries Zmogaus Ciobrialiaukés
audini) sukelia visi3ka ilgalaike remisija. (Trimble et
al., Am. J. Hematol., 37:126-127 [1991]). Nauji tyrimai
rodo, kad hemopoetinis ATG eféktas priskirtinas mer-
tiolatui, kur baltymas veikia kaip gyvsidabrio perne-
Séjas (Panella et al., Cancer Research, 50: 4429-4435
[1990]).

Geri rezultatai buvo pasiekti, atliekant bluZnies
paSalinimg. Daugumai splenektomija pa3alina svarbiausia
trombocity destrukcijos vieta ir svarbiausia autoanti-
kGnu produkcijos 3altini. DaZnaiusias S$ios procediros
rezultatas yra ilgalaiké remisija, kurios metu pacien-
tams nereikia vartoti jokiu medikamenty. Chirurginé
intervencija nepageidautina, kai paciento imunitetas
yra susilpnéjes, todél splenektomija rekomenduojama tik
labai sunkais trombocitopenijos atvejais (pvz., sunki
ZIV-asocijuota ITP) ir tik tokiems pacientams, kuriems
2 -3 savaifiy kortikoidu terapija nepadeda arba kuriy
bakleé vél pablogéja, nutraukus gliukokortikoido

vartojima. Siuolaikinis moksliniy Ziniy lygis neleidZia
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tvirtinti arba paneigti, kad splenektomija turi poveiki
AIDS predispozicijai.

Be prednizolono terapijos ir splenektomijos, gy-
dant ZIV-asocijuotos ITP, gauti neblogi preliminaras
rezultatai, naudojant kai kuriuos citotoksinius agen-
tus, pvz., vinkristina ir azidotimidinag (AZT, =zidovu-
dina} .

Vienas perspektyviausiy buduy trombocitopenijai
gydyti galéty buati agentas, kuris pagreitinty mega-
kariocity arba ju pirmtakuy diferenciacijag ir brendima.
Tokio agento, paprastai vadinamo trombopoetinu (TPO),
atradimui skirta nemazZai pastangy. Kiti literatiroje
sutinkami TPO pavadinimai: trombocitopoeze stimuliuo-
jantis faktorius (TSF), megakariocitu kolonijas stimu-
liuojantis faktorius (MK-CSF), megakariocitus stimu-
liuvojantis faktorius ir megakariocituy potenciatorius.
Pirmg karta TPO aktyvumas buvo pastebétas 1959 metais
(Rak et al., Med. Exp., 1:125), bet pastangos 5i agenta
i8gryninti ir charakterizuoti tesiasi iki 3iol. Vienuo-
se darbuose skelbiama apie TPO aktyvumg turinéiy poli-
peptidu dalini i3gryninima (ZiGr., pvz., Tayrien et
al., J. Biol., Chem., 262: 3262 [1987] ir Hoffman et
al., J. Clin. Invest., 75:1174 [1985]), kituose - tei-
giama, kad TPO néra atskiras savarankisSkas baltymas, o
tik vienas i8S Zinomo polifunkcionalaus hormono (IL-3)
aktyvumy (Sparrow et al., Prog. Clin. Biol. Res.,
215:123 [1986]). Nepriklausomai nuo savo formos ar
kilmes, molekulé, turinti trombopoetini aktyvuma, ture-
ty didele terapine reik3me. Nors, iki &iol né vienas
baltymas nebuvo tiksliai identifikuotas kaip TPO, dide-
1i susidoméjimg sukelia atradimas, kad mpl (hipotetinio
citokino receptorius) gali vykdyti trombopoetinio sig-

nalo perdavimg.
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V. Mpl yra megakariocitopoetinio citokino recep-
torius
Manoma, kad hemapoetiniy lasteliy proliferacija ir
brendimas grieztai reguliuojami faktoriais, kurie tei-
giamai ar neigiamai moduliuoja pliuripotentinés kamie-
ninés lastelés proliferacija ir diferenciacija. Sie
efektai pasiekiami ekstralgsteliniams baltyminiams fak-
toriams susiriSus su didelio afinidkumo lasteliy pavir-
Siaus receptoriais. Minimi lasteliy pavir3iaus recepto-
rial turi didele tarpusavio homologija ir klasifikuo-
jami kaip citokiny receptoriy superSeimos nariai. I 3ig
superSeima jeina $5iy citokinuy receptoriai: IL-2 (B ir Y
grandinés) (Hatakeyama et al., Science, 244:551—556
[1989]; Takeshita et al., Science, 257:379-382 [19911),
IL-3 (Itoh et al., Science, 247:324-328 [1990]; Gorman
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:5459-5463 [1990];
Kitamura et al., Cell, 66:1165-1174 [199la]; Kitamura
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:5082-5086
{19%1b]), 1IL-4 (Mosley et al., Cell, 59: 335-348
(1989]),IL-5 (Takaki et al., EMBO J., 9: 4367-4374
[1990]; Tavernier et al., Cell, 66: 1175-1184 [1991]),
IL-6 (Yamasaki et al., Science, 241:825-828 [1988];
Hibi et al., Cell, 63: 1149-1157 [1990]), IL-7 (Goodwin
et al., Cell, 60:941-951 [1990]), IL-9 (Renault et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5690-5694 [1992]), granu-
liocity-makrofagy kolonijas stimuliuojandiam faktoriui
(GM-CSF) (Gearing et al., EMBO J., 8: 3667-3676 [1991];
Hayashida et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 244: 9655-
9659 [1990]), granuliocituy kolonijas stimuliuojandiam
faktoriui (G-CSF) (Fukunaga et al., Cell, 61: 341-350
[1990a]); Fukunaga et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87: 8702-8706 [1990b]); Larsen et al., J. Exp. Med.,
172: 1559-1570 ([1990]), EPO (D'Andrea et al., Cell,
57:277-285 (1989} ; Jones et al., Blood, 76:31-35
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[19901), leukemijos inhibicijos faktoriui (LIF)
(Gearing et al., EMBO J., 10:2839-2848 [1991]), onko-
statinui M (OSM) (Rose et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88: 8641-78645 [1991}), o taip pat receptoriams
prolaktinui (Boutin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88:7744-7748 [1988]; Edery et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 86: 2112-2116 [1989]), augimo hormonui (GH)
(Leung et al., Nature, 330:537-543 [1987]) ir cilia-
riniam neurotropiniam faktoriui (CNTF) (Davis et al.,
Science, 253:59-63 [1991]).

Citokiny superSeimos narius galima sugrupuoti i
tris funkcines kategorijas (apZvalga pateikta Nicola et
al., Cell, 67:1-4 [1991]). Pirmaja klase sudaro vien-
grandZziai receptoriai, pvz. eritropoetino receptorius
(EPO-R) ir granuliocituy kolonijas stimuliuojanc¢io fak-
toriaus receptorius (G-CSF-R); 3&ie receptoriai apima
liganda su dideliu afiniSkumu per savo ekstralastelini
domena ir generuoja vidulastelini signala. Antroji re-
ceptoriy klasé, vadinama a-subvienetais, jungia inter-
leukino-6 receptoriy (IL6-R), granuliocity-makrofagu
kolonijas stimuliuojancio faktoriaus receptoriuy (GM-
GSF-R), interleukino-3 receptoriuy (IL3-R) ir kitus
citokiny receptoriuy super$eimos narius. o-Subvienetai
gali prisijungti liganda su nedideliu afiniskumu, ta-
&iau perduoti wvidulastelinio signalo nesugeba. Didelio
afiniskumo receptoriai, sugebantys perduoti signala,
atsiranda, kai «a-subvienetai susijungia i heterodimera
su treCiosios klasés citokinu receptoriais, vadinamais
B-subvienetais; rfokio receptoriaus pavyzdys yra B,
kuris sudaro heterodimerus su IL3-R, ir GM-CSF-R a-sub-
vienetais.

Irodymai, kad mpl yra citokinuy receptoriy super-
Seimos narys kyla i85 strukttGros homologijos (Gearing,
EMBO J., 8:3667-3676 [1988]; Bazan, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 87:6834-6938 [1990); Davis et al., Science,
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253:59-63 [1991) ir Vigon et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 89:5640-5644 [1992]) ir i3 djo sugebéjimo per-
duoti proliferacijos signalg.

Baltymo amino riags¢iy liekany seka, nustatyta i3
klonuoto peliy c-mpl geno irodo,kad S3is baltymas homo-
logiskas kitiems citokiny receptoriams. Ekstralaste-
linis domenas sudarytas i§ 465 amino rigs&iy liekany ir
susideda i35 dviejuy subdomenu, kiekvienas subdomenas
turi keturias konservatyvias cisteino liekanas ir
ypatinga motyva domeno C ir N galuose. Spéjama, kad
liganda risantys ekstralagsteliniai domenai turi panasiag
dviguba cilindrine B klos&iy erdvine struktirag. Sis
dublikuotas ekstralastelinis domenas turi didele homo—
logija su signala perduodan&iag grandine, bendra IL-3,
IL-5 ir GM-CSF receptoriams, o taip pat su LIF maZo
afiniskumo receptoriaus liganda ri3ancéiy domeny (Vigon
et al., Oncogene, 8:2607-2615 [1993]). Tokiu buadu, mpl
gali priklausyti maZo afini3kumo liganda ri%andiai
citokiny receptoriy klasei.,

Peliuy mpl ir Zmogaus mpl P palyginimas parodeé, kad
Sios baltymy sekos yra identi3kos 81 . Konkrec¢iau, N
galo ekstralasteliniai domenai identiski 75 %, o C galo

identiSkumas yra 80 $%. Labiausiai konservatyvi mpl

oo

dalis yra citoplazminis domenas, turintis net 91
identi3ky amino rags&iy liekany, o esantys Salia trans-
membraninio domeno 37 amino rig3diy liekanu peptidai
yra viSiSkai identi3ki. Atitinkamai, mpl yra vienas i3
labiausiai konservatyviy citokiny receptoriy super-
Seimos nariu (Vigon, supra) .

Irodymai, kad mpl yra funkcionalus receptorius,
galintis perduoti proliferacijos signala, buvo gauti
tiriant chimerinius receptorius, susidedancius is
Zzinomo specifidkumo didelio afiniZkumo citokino recep-
toriaus ekstralastelinio domeno ir mpl citoplazminio

domeno. Kadangi tikrasis mpl ligandas neZinomas, rei-
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kéjo sukonstruoti chimerini didelio afiniSkumo ligan-

dui specifisSka ekstralastelini domeng i3 pirmosios

klasés citokino receptoriaus, tokio kaip IL-4R arba G-

CSFR. Vigon et al., supra, suliejo G-CSFR ekstralgste-

lini domena su transmembraniniu ir citoplazminiu c-mpl

domenais. IL-3 priklausoma 1lgsteliu linija BAF/BO3

(Ba/F3) buvo transfekuota su G-CSFR/mpl chimera ir,

lygiagreciai, kaip kontrolé, su pilnu G-CSFR genu.

Transfekuotos chimerine konstrukcija lastelés vienodai

gerai augo terpéje su IL-3 arba G-CSF. Taip pat elgési

ir kontrolinés lastelés, transfekuotos G-CSFR. Visos

lastelés Zudavo be augimo faktoriuy. AnalogisSkas ekspe-

rimentas buvo atliktas Skoda et al., EMBO J., 12(7):

2645-2653 [1993], jie sujungé Zmogaus IL-4R receptoriuy
(hIL-4R) ekstralastelini ir transmembranini domenus su
peliu mpl <citoplazminiu- domenu ir tokia chimerine

konstrukcija transformavo peliy nuo IL-3 priklausomg
lagsteliu linija Ba/F3. Ba/F3 lastelés, transfekuotos

chimeriniu laukinio tipo hIL-4R genu, normaliai dau-

ginosi esant terpéje IL-3 arba IL-4. Ba/F3 lastelés

transfekuotos chimeriniu hIL-4R/mpl, taip pat normaliai

proliferavo terpéje, esant hIL-4 (su ir be IL-3). Tai

irodo,kad Ba/F3 lastelése mpl citoplazminis domenas

turi visus elementus, reikalingus proliferacijos signa-
lo perdavimui.

Sie eksperimentai su chimeriniais receptoriais
irodo, kad mpl citoplazminis domenas gali perduoti
signala, taCiau jie neatsako i klausima, ar gali mpl
ekstralastelinis domenas risti koki nors liganda.
Turimi duomenys neprieStarauja dviem galimybém: 1) mpl
yra viengrandis pirmosios klasés receptorius, kaip EPO-
R arba G-CSFR; 2) mpl yra signala perduodantis [ sub-

vienetas (trecCioji klasé), kuriam reikalingas o sub-

vienetas pana3us i IL-3 (Skoda, supra).
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VI. Mpl ligandas yra trombopoetinas (TPO)

Buvo manyta(ZiGr aukS$ciau), kad serume yra unika-
lus faktorius, vadinamas trombopoetinu (TPO), kuris,
veikiant sinergetiskai su kitais citokinais, paspartina
megakariocity augima ir brendimg. Taciau toks faktorius
dar niekad nebuvo iSskirtas i3 jokio natGralaus 3Salti-
nio, nepaisant dideliy daugelio moksliniy grupiy pas-
tangu. Dar neZinoma, ar mpl gali tiesiogiai risti mega-
kariocitus stimuliuvojanti faktoriuy; neseniai buvo eks-
perimentidkai parodyta, kad mpl dalyvauja perduodant
signala, gauta i3 faktoriaus (ar faktoriu), rastuy paci-
entu su aplastiniais kauly cCiulpais serume (Methia et
al., Blood, 82(5): 1395-1401 [1993]).

Irodymus, kad serume egzistuoja unikalus kolonijas
formuojantis faktorius, skirtingas nuo IL-la, IL-3, IL-
4, I1L-6, IL-11, SCF, EPO, G-CSF ir GM-CSF, ir perduo-
dantis proliferacijos signala per mpl, suteikia c-mpl
geno ekspresijos primityviuose ir komituotuose hemopoe-
tiniy lasteliy linijose tyrimai, beli mpl antisensinés
DNR poveikio vienai tokiuy lgsteliy linijy tyrimai.

Naudodami atvirkStinés transkriptazes (RT) -PCR
analize ir imunologiniais metodais frakcionuotas
hemopoetinése lasteles, Methia ir kt. (cituota auk3-
Ciau) parodé, kad intensyvi mpl informacinés RNR sin-
teze vyksta tik CD34" 1lastelése, megakariocituose ir
trombocituose. cD34° lasteleés isSskirtos is kauluy
Ciulpu, kur Jjos sudaro apie 1 % visuy lasteliuy. Tarp
CD34" 1lasteliy gausu primityviy ir komituoty visu
atsSaky lasteliy-pirmtaky (pvz., eritroidinés, granulo-
makrofaginés bei megakariocitinés at$akuy pirmtakuy).

Mpl antisensiniai oligodezoksinukleotidai supre-
suoja megakariocituy koloniju formavimasi iS pliuripo-
tentiniy CD34" lasteliu, auginamy serume, paimtame i$s
pacienty su aplastiniais kauly ¢&iulpais, (toks serumas

yra turtingas megakariocitu kolonijas stimuliuojacio
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aktyvumo [MK-CSA] Saltinis). Tie patys antisensiniai
oligodezoksinukleotidai neturi jokio poveikio eritroi-
diniy ar granulomakrofaginiy koloniju formavimuisi.

Dar neiSaiSkinta, ar mpl tiesiogiai riSa liganda
ir ar seruminis faktorius, kuris i33aukia megakario-
citopoeze, veikia tiktai per mpl. Buvo spéjama, kad,
jei mpl tikrai tiesiogiai ri%a liganda, tai jo amino
rags$ciy liekanu seka turéty bGti labai konservatyvi ir
turétu vykti kryZminé reakcija tarp peliu ir Zmogaus
mpl dél ju ekstralasteliniy domenu sekuy identiSkumo
(Vigon, et al., supra [1993]).

VII. Tikslas

Ivertinant perspektyva, Sioje mokslo srityje jau-
Ciamas poreikis iS8skirti ir identifikuoti molekules,
sugebancias stimuliuoti - hemopoetiniy lasteliy, ypacd
megakariocity ir Jju pirmtaku, proliferacija ir bren-
dimg, tam, kad bGtuy galima naudoti $ias medZiagas tera-
pijai, gydant trombocitopenija. Manoma, kad tokios mo-
lekulés yra mpl ligandas ir todél toliau reikalinga
toki (tokius) liganda (ligandus) i3skirti ir ivertinti
jo (ju) vaidmeni lasteliu augime ir diferenciacijoje.

Taigi, Sio iSradimo tikslas yra gauti farmaciskai
Svarias molekules, sugebanéias stimuliuoti megakario-
city proliferacija, diferencijacija ir/arba brendimg i
subrendusig trombocitus produkuojancig forma.

Kitas iSradimo tikslas yra Sias molekules pateik-
ti taip, kad juos galima bGtuy naudoti terapijos tiks-
lams, gydant hemopoetinius sutrikimus, ypaé trombocito-
penija.

Toliau, §io isSradimo tikslas yra i8skyrimas,
isgryninimas ir specifinis identifikavimas baltyminiuy
ligandu, sugebanciuy in vivo susiris$ti su citokinu
super$eimos receptoriumi, Zinomu kaip mpl, ir perduoti

per ji proliferacijos signalsa.
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Dar vienas i3radimo tikslas yra gauti nukleino
riigd8¢iuy molekules, koduojancdias tokius baltyminius
ligandus ir jas panaudoti mpl-riSanc¢iy ligandy produk-
cijai rekombinantiniy 1lasteliy kultiGroje diagnostikos
ir terapijos tikslams.

Dar vienas iSradimo tikslas yra pagaminti 3iuy
baltyminiy 1liganduy darinius ir modifikuotas formas,
iskaitant ir variantus su amino rGg3c¢iu liekany pakei-
timais sekoje, ivairiai glikozilintas ligando formas ir
ju kovalentinius darinius.

Papildomas i3radimo tikslas yra paruosSti hibridi-
nes mpl ligando formas, suliejant, 31 polipeptidag su
heterologiniu baltymu ir kovalentiniais dariniais.

Dar vienas iSradimo tikslas yra pagaminti pakeis-
tas polipeptido formas, kuriose mpl ligandas bituy pa-
pildydtas arba i35 dalies pakeistas EPO sekomis, sie-
kiant gauti gauti baltyma, galinti reguliuoti ir trom-
bocitu, ir eritocity pirmtakuy proliferacijg ir augima.

Dar vienas papildomas iSradimo tikslas yra pa-
ruosti imunogenisSkg mpl ligandag arba jo sulietas formas
ir gauti antikQnus, specifinius minétiems ligandams.

Sie ir kiti iSradimo tikslai bus aidkis specialis-

tui, jei jis laikysis viso iSradimo apradymo.

ISRADIMO ESME

ISradimo tikslai pasiekti, pateikus i8skirta
zinduoliuy megakariocity ©proliferacija ir brendimg
skatinanti baltyma, pavadinta "mpl ligandu" (ML) arba
"trombopoetinu" (TPO), kuris sugeba stimuliuoti mega-
kariocity proliferacija, brendima ir diferenciacija i
subrendusia trombocitus produkuojancia forma.

Si homogeni3ka baltyma galima i3gryninti i% nata-
raliu Saltiniy btdais, susidedanc¢iais i35 3iu stadijy:
(1) Plazmai, turinciai mpl ligando molekuliy, kurias
reikia i8gryninti, leidZiama sgveikauti su mpl ligandu,

imobilizuotu receptoriaus polipeptidu, arba mpl hibri-
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diniu polipeptidu, imobilizuotu ant neSiklio. Saveikos
salygos parinktos taip, kad gryninamo mpl ligando mole-
kulés selektyviai sorbuojasi ant imobilizuoto recepto-
riaus polipeptido. (2) Sorbentas su imobilizuotu recep-
toriumi praplaunamas, siekiant paSalinti visas medZia-
gas, kurios nesusiri$o su sorbentu. (3) Eliucijos bufe-
riniu tirpalu mpl ligando molekulés eliujuojamos nuo
imobiblizuoto receptorinio polipeptido, prie kurio jos
buvo prisijungusios. Geriausias natQiralus $altinis yra
Zinduoliy plazma arba $lapimas, turintys mpl ligando.
Pageidautina; kad Zinduolis bity aplastinis, o imobili-
zuotas receptorius bltu mpl-IgG hibridinis polipepti-
das.

Pirmenybé teikiama megakariocitopoetine prolife-
racija ir brendima skatinan¢iam baltymui, kuris yra
isgrynintas, praktiSkai homogeni3kas mpl ligando poli-
peptidas, pagamintas sintetiniu arba genoinZinieriniu
badu.

Siame i8radime apraSytas "mpl ligando"
polipeptidas arba "TPO", kurio amino rag3&iuy liekanuy
seka yra 70 % homologi3ka iSgrynintam praktiskai
homogeniniam kiauliuy mpl ligando polipeptido sekai ir
maziausiai 80 % identiska kiauliu mpl ligando
polipeptido "EPO-domenui". Siame i3radime pateikiamas
mpl ligandas yra subrendes Zmogaus mpl ligandas (hML),
kurio seka pateikta Fig. 1 (SEQ ID Nr. 1), arba po
transkripcijos modifikuotas 3io polipeptido variantas,
kurio seka 80 % identi3ka subrendusiams Zmogaus mpl
ligandui. Sis mpl 1ligando varidntas yra Zmogaus
subrendusio mpl ligando (hML) fragmentas, konkrediai
"EPO-domeno N galas". Sis N baltymo gale esantis
fragmentas bltinai turi tureéti pilna Zmogaus ML amino
ragsciuy liekanuy sekg nuo 1 iki 4 cisteino, bet uZ 3Sios
srities ribuy gali turéti Zymius amino rag3&iy liekany

pakeitimus, delecijas ir intarpus Pagal 3§i varianta
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fragmentinis polipeptidas gali biti pavaizduotas
formule:
X-hML(7-151) ~-Y, kurioje

hML (7-151) atitinka Zmogaus TPO (hML) amino riags&iy
liekany seka nuo Cys’ iki Cys'®! imtinai; X yra Cys’
amino grupé arba vienos ar keliuy N galo amino rigs3c&iy
liekanos, prijungtos prie subrendusio hML sekos arba
amino rug3Ciy liekany papildymas, pvz., Mét, Tyr, arba
lyderinés sekos, turincios, pvz., proteolitinio skélimo
vieta (pvz., faktorius Xa ar trombinas); Y - Cys'!
galiné karboksiline grupé arba viena ar kelios C galo
amino rig3Ciu liekanos i35 subrendusio hML sekos, arba
Sios sekos papildymas kitomis amino rig$¢iy liekanomis.

Mpl ligandas arba jo fragmentas gali biti sulie-
jami su heterologiniu polipeptidu ir sudaryti hibri-
dines (chimerines) molekules. Geriausiai tinkantys
heterologiniai polipeptidai yra citokinai, kolonijas
stimuliuojantys faktoriai, interleukinai, ar ju frag-
mentai, ypacC kit-ligandas (KL), IL-1, IL-3, IL-6, IL-
11, EPO, GM-CSF arba LIF. Geriausias heterologinis
polipeptidas yra imunoglobuliny grandineé, t. y., Zmo-
gaus IgGl, IgG2, IgG3, IgG4, IgA, IgE, IgD, IgM arba ju
fragmentai, ypac¢ tie, kurie sudaro IgG sunkios%os
grandinés pastoviuosius domenus.

Kitas Sio iSradimo aspektas apima kompoziciijg,
turincia iSskirta mpl agonista, kuris yra biologigkai
aktyvus ir gali stimuliuoti Zymétuy nukleotidy (pvz.,
3H—timidino) isijungima i IL-3 priklausomy Ba/F3 laste-
liy, transfekuotuy Zmogaus mpl geno, DNR. Mpl agonistas
gali buti ne kas kitas, kaip aktyvus mpl ligandas,
sugebantis stimuliuoti 295 isijungima i cirkuliuojan-
Cius trombocitus, kaip nustatyta peliu atsakomosios
trombocitozés medodu. Tinkami mpl agonistai : hMLjss,
hML (R153A,R154A), hML2, hML3, hML4, mML, mML2, mML3,
pML ir pML2 arba ju fragmentai.
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Kita 3io iSradimo dalis apima iSskirtus antikinus,
surisanc¢ius mpl liganda. Tokie antikinai arba tokiy
antikinu chimeros su kitails polipeptidais gali bati
panaudoti mpl ligando iSskyrimui bei iSgryninimui i3
ligando $altinio, kaip apra3yta auks¢iau, su imobi-
lizuotu mpl. Toliau 3Siame i3radime pateiktas mpl ligan-
do nustatymo budas in vitro ir in vivo. Budas pagris-
tas antikinuy saveika su pavyzdyje, ypac serume, esanciu
ligandu ir susidariusio komplekso detekcija.

Dar kitoje iSradimo dalyje pateikta iSskirta
nukleino rdgsties molekulé, koduojanti mpl liganda ar
jo fragmenta. Si molekulé gali biiti paZyméta detektuo-
jama Zyme ir panaudota hibridizacijai (vidutinése ir
grieztose salygose) su nukleino riGgSties molekule,
turinc¢ia sekas, komplementarias mpl liganda koduojan-
¢iai sekai. Pirmiausia tai nukleino rdgs&iy molekulés,
koduojancios Zmogaus, kiaulés ir pelés mpl ligandus;
tai gali badti RNR ir DNR, tiek genominé DNR, tiek ir
kDNR. Tolesnis 3ios dalies aspektas apima DNR molekule,
koduojanc¢ig mpl liganda ir ikonstruotg i replikacijos
vektoriy, kuriame 35is DNR fragmentas prijungtas prie
kontroliniy sekuy, kurias atpaZista vektoriumi transfor-
muotos lastelés-Seimininkai. Tinkamiausia DNR yra kDNR,
kurios seka pateikta Fig. 1 5' -3' (SEQ ID Nr. 2), 3'-
5' ar jos fragmentas. Toliau i 8§i aspekta itraukiamos
lastelés-Seimininkai (geriausiai tinkamos CHO lagstelés,
transformuotos minétu vektoriumi), o taip pat DNR pa-
naudojimo budas, stimuliuojantis mpl ligando produkci-
ja, sukeliant kDNR, koduojanc&ios mpl liganda, ekspresi-
ja transformuotuy lasteliy-Seimininku kultGroje ir i3s-
skiriant mpl ligandag i$§ lasteliu Seimininky arba kulti-
vavimo terpiuy, kuriose Sios lastelés buvo auginamos.

ISradimas apima terapiskai efektyviu mpl ligando
kiekiy panaudojimg Zinduoliy, turinc¢iy hemopoetiniu

sutrikimu, ypac¢ trombocitopenija, terapijai. Pasirin-
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ktinai mpl ligandas gali bati suleidZiamas kartu su
kitais citokinais, ypa¢ su kolonijas stimuliuojancdiu
faktoriumi ar interleukinu. Geriausi kolonijas stimu-
liuojantys faktoriai ar interleukinai yra Sie: kit-
ligandas (KL), LIF, G-CSF, GM-CSF, Mpl-CSF, EPO, IL-1,
IL-3, IL-6 ir IL-11.

Toliau iSradime apraSomas TPO (ML) iSskyrimo ir
gryninimo iS5 TPO produkuojan¢iy mikroorganizmy bidas,
kuriame:

(1) lasteles, turincias TPO, suardo arba

| lizuoja;

(2) atskyria tirpias ir netirpias medZiagas,
turiné&ias TPO;

(3) TPO iStirpina i3 netirpios medZiagos
soliubilizuojanc¢iu buferiniu tirpalu;

(4) tirpu TPO iSskiria i8§ kituy tirpiu ir
netirpiy medzZiaguy:;

(5) TPO natyvia konformacija atstato red-oks
buferiniame tirpale;

(6) taisyklingos konformacijos TPO molekules
atskiria nuo netaisyklingai susiformavusiy
molekuliy.

Netirpaus TPO iStirpinimui naudojamas chaotropinis
agentas, kuris pasirenkamas i3 38iuy agentuy: guanidino
druskos, natrio tiocianato arba karbamido. Tolesnis
pro- cesas yra soliubilizuoto TPO atskyrimas i§ kitu
tirpiu bei netirpiy medZiaguy, naudojant viena ar dau-
giau etapu, pasirenkamy is$: centrifGgavimo, gel-filtra-
cijos 1ir atvirks¢&iuy faziy chromatografijos. Natyvios
konformacijos atstatymas vykdomas red-oks buferiniame
tirpale, kurio sudeéetyje yra oksidatorius ir redukto-
rius. DaZniausiai oksiduojantis agentas yra deguonis
arba junginys, turintis mazZiausiail viena disulfidine
jungti, o redukuojantis agentas yra Jjunginys, turintis
bent wviena laisva sulfhidriline grupe. Oksiduojantis

agentas pasirenkamas 1§ oksiduoto gliutationo (GSSG) ar
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cistino, redukuojantis - i35 redukuoto gliutationo (GSH)
ir cisteino. Geriausias oksiduojantis agentas yra oksi-
duotas gliutationas (GSSG), o geriausias redukuojantis
agentas - redukuotas gliutationas (GSH). Patartina, kad .
oksiduojancio ir redukuojanc¢io agentuy molinis santykis
bitu lygus ar didesnis uZ vieneta. Papildomai i red-oks
buferini tirpala ieina detergentas, pasirenkamas i8§
CHAPS ir CHAPSO; jo koncentracija turi biti ne maZesné
kaip 1 %. Be to i red-oks buferinio tirpalo sudéti
ijeina 0,1 -0,5 M NaCl ir 15 % ar daugiau glicerino.
Red-oks buferinio tirpalo pH yra 7.5 - 9.0, konfor-
macijos atstatymo procesas vykdomas 12 - 48 valandas
4°C temperatiroje. Po konformacijos atstatymo etapo
gaunamas biologi3kai aktyvus TPO, kuriame disulfidiné
jungtis yra sudaryta tarp Cys, esancio arciausiai N
baltymo galo ir Cys, esancCio arciausiai EPO domeno C
galo.

Toliau iSradimas apima bida, skirta biologiskai
aktyvaus TPO i3gryninimui i3 mikroorganizmo. $i bada
vykdo taip:

(1) lizuoja bent ekstralgsteline mikroorganizmo
membrang;

(2) lizata, kuriame yra TPO, apdoroja chaotro-
piniu agentu;

(3) atstato TPO natyvia konformacijg; ir

(4) atskiria piemai3as bei netaisyklingos

konformacijos TPO molekules.

TRUMPI FIGURU APRASYMAI
Fig. 1 pateikta Zmogaus mpl ligando (hML) iSvestiné
amino rugsciy liekany seka is§ kDNR (SEQ ID Nr. 1) ir
koduojanciy nukleotiduy sekos (SEQ ID Nr. 2). Nukleo-
tidai sunumeruoti nuo kiekvienos eilutés pradZiocs. 5
ir 3' netransliuojamos sritys pavaizduotos maZosiomis
raidémis. Amino rags$c¢iu liekanu sekos sunumeruotos vir-

Suje, pradedant nuo pirmosios subrendusio mpl ligando
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(ML) amino rugSties liekanos Ser. Spéjamo egzono 3
ribos paZymétos rodyklémis, galimos N-glikozilinimo
vietos yra apibréZtos. Cisteino liekanos yra paZymétos
tadku vir§ liekanos. Mpl ligando, i3skirto i3 kiauleés

plazmos, nustatytas N galas yra pabrauktas.

Fig. 2 pavaizduota mpl ligando nustatymo procedira
pagal 34-timidino isijungima. Nustatant ivairiuose
Saltiniuose mpl liganda, mpl P Ba/F3 lastelés auginamos
be IL-3 24 valandas inkubatoriuje, prisotintame wvandens
garais, 37°C temeratiroje, paduodant ora su 5% CO;. Po
lasteliy auginimo be IL-3 lastelés perneSamos i 96 3u-
linéliy audiniu kultiry plokSteles ir inkubuojamos 24
valandas su praskiestais méginiais arba be juy. Pasku-
tines 6-8 valandas i kiekvieng 3Sulinéli pridedama 20 pl
beseruminés RPMI terpés su 1 pCi 3H-timidino. Lastelés
surenkamos 96 3ulinéliy filtruojamose plok3telése ir
praplaunamos vandeniu. JIvertinamas filtruose esantis

radioaktyvumas.

Fig. 3 pavaizduota pronazés, DTT ir temperatiros jitaka
APP 'sugebéjimui stimuliuoti Ba/F3-mpl lasteliu proli-
feracija. Skaldant APP, pronazé (Boehringer Mannheim)
arba jauCio serumo albuminas imobilizuojami ant Affi-
gell0 (Bio-Rad) ir inkubuojami atskirai su APP 18 va-
landy 37°C temperatiroje. PaSalinus sorbentus centri-
figuojant, analizuojami supernatantai. APP kaitinamas

80°C temperatiiroje 4 minutes arba pridedama 100 uM DTT

ir dializuojama pried PBS.

Fig. 4 pavaizduota mpl ligando eliucija i3 Phenyl?Toyo—
pearl, Blue-Sepharose ir Ultralink-mpl sorbentuy. PaZy-
métos frakcijos F4 -F8 (diziausio aktyvumo frakcijos)

yra surinktos desorbuojant nuo mpl afininés kolonélés.
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Fig. 5 pavaizduota frakciju, desorbuoty nuo Ultralink-
mpl, SDS-PAGE elektroforegrama. I kiekvienos (2-8)
frakcijos 200 pl pridedama 1 ml at3aldyto iki -20°C 1mM
HCl tirpalo acetone. ISlaikius méginius tris valandas
-20°C temperattroje, centrifuguojama, nuosédos praplau-
namos du kartus at3aldytu iki -20°C acetonu. Acetoninés
nuosédos iStirpinamos 30 pl SDS buferiniame tirpale,
pridedama iki 100 puM DTT ir kaitinama 90°C temperatii-
roje 5 minutes. Atliekama meéginiy SDS PAGE elektrofo-
rezé 4-20% koncentracijos poliakrilamidiniame gelyje,

po elektroforezés geliai daZomi sidabru.

Fig. 6 pavaizduotas mpl ligando eliucijos vaizdas i3
SDS-PAGE gelio. 6 frakcija nuo mpl-afininio sorbento
buvo analizuota 4-20% koncentracijos poliakrilamidi-
niame gelyje neredukuojahéiomis sgalygomis. Po elektro-~
forezés gelis buvo supjaustytas i 12 1lygiy daliu,
baltymas aprasytu pavyzdZiuose bliGdu buvo elektroeliu-
juojamas. Eliujuoti méginiai buvo dializuojami pries
PBS ir tiriami praskiedus 20 karty. Buvo naudojami

Novex Mark 12 molekulinés masés standartai.

Fig. 7 pavaizduota mpl ligando itaka Zmogaus megaka-
riocitopoezés procesui. APP be mpl ligando paruodiama
praleidus 1 ml per 1 ml mpl-afinine kolonéle (700 pg

mpl-IgG/ml NHS-Superose, Pharmacia). I Zmogaus peri-

3

feriniu kamieniniuy 1lasteliy kultira jidedama 10 % APP
arba 10 % APP be mpl ligando ir auginamos 12 dieny.
Megakariocitopoezés procesas kiekybiSkai ivertinamas

pavyzdZiuose apradytu bidu.

Fig. 8 pavaizduota mpl-IgG itaka stimuliuojant Zmogaus
megakariocitopoezés procesa APP. I Zmogaus periferiniuy

kamieniniy lasteliy kultdrg idedama 10 % APP ir augina-

mos 12 dieny. PacCioje pradzioje, antra ir ketvirtg
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kultivavimo dienag pridedama mpl-IgG (0,5 pg) arba
ANP-R-IgG (0,5 pg). Po 12 dienu megakariocitopoezés
procesas kiekybiSkai ivertinamas pavyzdZiuose aprasytu
bidu. Dviejuy analiziuy vidurkiail pavaizuoti grafiskai,

skliaustuose nurodyti abiejy analiziuy rezultatai.

Fig. 9 pavaizduotas dvigrandis 390 bp Zmogaus genominés
DNR fragmentas, koduojanis mpl liganda. Taip pat
pateiktos i3vestiné "egzono 3" amino rig3&iy liekany
seka (SEQ ID Nr. 3), koduojanti seka (SEQ ID Nr. 4) ir
komplementari seka (SEQ ID Nr. 5).

Fig. 10 pavaizduotos iSvestiné subrendusio mpl ligando
(hML) amino rag3¢iuy liekany seka (SEQ ID Nr. 6) ir
subrendusio Zmogaus eritropoetino (hEPO) iSvestiné
amino rugs3¢iy liekanu seka (SEQ ID Nr. 7). Identiskos
amino ragsc¢iy liekanos yra apibéZtos, tam, kad bity
geriau parodyta amino riag3¢iy seku homologija, amino
rigsciy sekose palikti tarpai, kurie paZyméti punktyru.
Potencialios N-glikozilinimo vietos hML sekoje paZymé-
tos iStisine 1linija, o hEPO sekoje - punktyru. Dvi
cisteino liekanos, svarbios eritropoetino aktyvumui,

pazZymétos tasku.

Fig. 11 pavaizduotos i3vestinés subrendusiy Zmogaus mpl
ligandy izoformy hML (SEQ ID Nr. 6), hML2 (SEQ 1ID
Nr. 8), hML3 (SEQ ID Nr. 9) ir hML4 (SEQ ID Nr.: 10)
amino rag5¢iuy liekany sekos. Identidkos amino riag3ciy
liekanos yra apibeéZtos, tam, kad bity geriau parodyta
amino radg3¢iy seku homologija, amino rGg3&iy sekose

palikti tarpai, kurie pazZyméti punktyru.

Fig. 12A, 12B ir 12C pavaizduotas Zmogaus mpl ligando
poveikis Ba/F3-mpl lasteliu proliferacijai (A), Zmogaus

megakariocitopoezés procesas in vitro kiekybiskai
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ivertintas naudojant Zymétus pelés monokloninius IgG
antikinus, specifinius megakariocity glikoproteinui
GPIILIII, (B) ir peliuy trombopoezés procesas jivertintas
atsakomosios trombocitozés metodu (C).

293 linijos lastelés buvo trasfekuotos vien pRKS
vektoriumi, pRK5-hML vektoriumi arba pRK5-ML;s; vekto-
riumi kalcio fosfatiniu metodu (Gorman, C. in DNA
Cloning: A New Approach 2:143-190 [1985]) per nakti
(pRK5-ML;s3 vektorius buvo sukonstruotas jiterpiant PCR
metodu stop kodong po 153 hML baltymo amino rugsties
liekanos). Transformantai buvo auginami 36 valandas ir
terpé, kurioje Jjie augo, buvo jivertinama nustatant:
sugebéjima stimuliuoti Ba/F3-mpl lasteliy prolifera-
cija, kaip aprasyta Pavyzdyje 1 (A) arba sugebéjimg

stimuliuoti Zmogaus megakariocitopoze in vitro, kaip

aprad3yta Pavyzdyje 1 (B). Megakariocitopozés procesas
kiekybiskai buvo ivertinamas naudojant Zymétus ?°J
pelés monokloninius IgG antiktnus (HP1-1D), prie§

megakariocity specifini glikoproteinag GPIIL,III, Grant
et al., Blood 69:1334-1339 [1987] apraSytu Dbudu.
Dalinai iSgryninto rekombinantinio ML baltymo (rML)
efektas trombocituy susidarymui in vivo (C) buvo iver-
tintas, naudojant atsakomosios trombocitozés metoda,
kaip apraSyta McDonald, T.P. Proc. Soc. Exp. Biol. Med.
144: 1006-10012 (1973). Dalinai iSgrynintas rML buvo
paruosSiamas iS5 200 ml kondicionuotos terpés, turincios
rekombinantinio ML. Terpé buvo gryninama per 2 ml tario
Blue-Sepharose kolonéle, nulygsvarinta PBS, kolonélé
praplaunama PBS ir sorbuoti baltymai buvo eliujuojami
PBS, pridéjus 2M karbamido ir 2M NaCl. Frakcijos,
kuriose buvo nustatytas aktyvumas, buvo dializuojamos
PBS ir pridedama iki 1 mg/ml koncentracijos BSA be
endotoksinuy. Taip paruosStuose preparato méginiuose
endotoksinu koncentracija buvo maZesné, nei 1 vienetas

mililitre. Peléms buvo suleidZiama 64000, 32000 arba
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16000 rML vienetai arba vien tirpiklis. Kiekviena grupe
sudaré SeSios pelés. Pateikti vidurkiai ir standar-
tiniai nukrypimai kiekvienai grupei. p reik3mes buvo

nustatytos T-analize, jvertinant reikSmiy patikimumg.

Fig. 13 palygintas Zmogaus mpl ligando izoformy ir
varianty poveikis Ba/F3-mpl lasteliuy proliferacijai.
hML, mock, hML2, hML3, hML(R153a, R154A) ir hML;s; itaka
buvo jvertinta ivairiuose preparaty praskiedimuose kaip

apradyta Pavyzdyje 1.

Fig. 14A, 14B 14C, 14D ir 14E pavaizduotos i3vestineé
mpl ligando (hML) arba TPO (hTPO) amino riag3éiy liekany
seka (SEQ ID Nr. 1) ir koduojanti Zmogaus genominés DNR
seka (SEQ ID Nr. 11). Nukleotidy ir amino rag3&iy

liekany numeriai nurodyti- kiekvienos eilutés pradZioje.

Fig. 15 pateikta i3grynintuy 293-rhMLs3; ir 293-rhMLiss
baltymu SDS~PAGE elektroforegrama.

Fig. 16 pateiktos koduojanti kDNR nukleodidy seka
(SEQ ID Nr. 12) ir peliy ML baltymo izoformos i3vestine
amino ragsc¢iy liekanuy seka, koduojama atvirame skaitymo
rémelyje, (SEQ ID Nr. 13). 8i subrendusio peliy mpl
ligando baltymo izoforma sudaryta i3 331 amino rag3éiy
liekanuy, taigi, 8is baltymas keturiomis amino ragsciy
liekanomis trumpesnis, nei visas mML baltymas, todél
jis Zymimas mML2. Nukleotidai sunumeruoti kiekvienos
eilutés pradZioje. Amino rags¢iu liekanos sunumeruotos
vird 1liekanuy, pradedant nuo Ser 1. Potencialios N-
glikozilinimo vietos yra pabrauktos. Cisteino liekanos

pazymétos tasSku.

Fig. 17 pateiktos kDNR nukleodidy seka (SEQ ID Nr. 14)

ir i3vestiné peliy ML baltymo izoformos (mML) amino
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rigsciy liekanu seka (SEQ ID Nr. 15). Nukleotidy nume-
riai nurodyti kiekvienos eilutés pradZioje. Amino rags-
¢iu liekanos sunumeruotos wvirs liekany, pradedant nuo
Ser 1. 8i subrendusio peliu mpl ligando baltymo izofor-
ma sudaryta i3 335 amino rag3¢&iy liekany, tai yra pilno
ilgio mpl ligando baltymas, Zymimas mML. Signaliné seka
yra pabraukta punktyru, spéjama skélimo vieta paZyméta
rodykle. 5' 1ir 3' netransliuojamos sritys paZymetos
mazosiomis raidémis. Dvi delecijos vietos yra pabrauk-
tos, baltymai, turintys 3Sias delecijas, atsiradusias
dél alternatyvaus splaisingo, Zymimi mML2Z ir mML3.
Keturios cisteino liekanos paZymétos taSkais. Septynios

potencialios N-glikozilinimo vietos yra apibrauktos.

Fig. 18 yra palygintos Zmogaus ML baltymo izoformos
hML3 (SEQ ID Nr. 9) ir peles ML baltymo izoformos mML3
(SEQ ID Nr. 16) iSvestinés amino rugsciy liekany sekos.
ISvestiné Zmogaus ~mpl ligando baltymo amino ragsciy
liekanu seka yra sulyginta su peliy mpl ligando baltymo
seka. Identi3kos amino r0gS5¢iy liekanos yra apibrauk-
tos; tam, kad biGtuy geriau parodyta amino rag3&iy seky
homologija, amino rigs$c¢iuy sekose palikti tarpai, kurie
paZzyméti punktyru. Amino rag3&iuy liekanu numeracija yra

kiekvienos eilutés pradzZioje.

Fig. 19 yra palygintos subrendusiy ML baltymo izofor-
mos: pelés-ML (SEQ ID Nr. 17), kiaulés-ML (SEQ ID Nr.
18) ir Zmogaus-ML (SEQ ID Nr. 6) sekos. Amino rag3céiu
liekanuy sekose tam, kad bituy geriau parodyta amino
ragsciu sekuy homologija, palikti tarpai, kurie pazZyméti
punktyru. Amino rags¢iy liekanu numeracija yra kiekvie-
nos eilutés pradzZioje, identiskos amino ruagd&iy lieka-
nos yra apibrauktos. Potencialios N-glikozilinimo vie-
tos yra apibrauktos, cisteino liekanos yra paZymetos
taskais. Konservatyviuy dviejuy baziniu amino ragiciy

liekany motyvas, nurodantis galimg proteinaziuy skélimo
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vieta, yra pabrauktas. Aptinkamos keturios delecijos
vietos visuose trijuose baltymuose (ML2) yra uZtuSuo-

tos.

Fig. 20 pateiktos kDNR nukleodidy seka (SEQ ID Nr. 19)
ir idvestiné subrendusio kiaulés ML baltymo izoformos
(pML) amino ruag3¢iy 1liekanu seka (SEQ ID Nr. 18).5i
kiaulés mpl ligando baltymo izoforma sudaryta is 332
amino rig3¢iy liekany, tai yra pilnas subrendes kiaulés
mpl ligando baltymas, Zymimas pML. Nukleotidu numeriai
nurodyti kiekvienos eilutés pradzioje. Amino rigsciuy

liekanos sunumeruotos virs3uje, pradedant nuo Ser 1.

Fig. 21 pateiktos kDNR nukleodidy seka (SEQ ID Nr. 20)
ir i3vestiné subrendusio kiaulés ML baltymo izoformos
(pML2) amino rag3&iuy liekanu seka (SEQ ID Nr. 21).8i
kiaulés mpl ligando baltymo izoforma sudaryta i3 328
amino rag3¢iy liekanuy, tail yra pilnas subrendes kiaulés
mpl ligando baltymas be keturiy amino rag3ciuy liekanuy,
Zymimas pML2. Nukleotidy numeriai nurodyti kiekvienos
eilutés pradZioje. Amino rig3ciy liekanos sunumeruotos

virSuje, pradedant nuo Ser 1.

Fig. 22 yra palygintos subrendusio kiaulés ML baltymo
izoformos pML (SEQ ID Nr. 18) ir kiaulés ML baltymo
izoformos pML2 (SEQ ID Nr. 21) sekos. ISvestiné pML
baltymo amino rigs§c¢iuy 1liekany seka yra sulyginta su
pML2 baltymo seka. Identiskos amino raug3ciu liekanos
yra apibrauktos; lengvesniam palyginimui palikti paZy-
meti punktyru tarpai. Amino rdagsciuy liekanuy numeriai

nurodyti kiekvienos eilutés pradzZioje.

Fig. 23 vyra pateikta plazmidés pSVIS.ID.LL.MLORF

("pilno ilgio" arba TPOs3;) konstrukcija, Sia plazmide
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buvo transfekuojamos CHO-DP12 1lastelés CHO-rhTPO;s;

produkcijai.

Fig. 24 yra pateikta plazmidés pSVI5.ID.LL.MLEPO-D
("sutrumpinto"™ arba TPO;s3) konstrukcija, 3ia plazmide
buvo transfekuojamos CHO-DP12 1lastelés CHO-rhTPO;s3

produkcijai.

Fig. 25A, 25B ir 25C pateiktas E.coli—rhTPO“wt4;m3,
poveikis normaliuy peliuy trombocitams (A), eritrocitams
(B) ir leukocitams (C). Dviems C57 B6 linijos peliy
pateliy grupéms (po 6 pateles grupéje) buvo kasdien
suleidZiama PBS buferinio tirpalo arba 0,3 ug E.coli-
rhTPO”mg4,n3) (100 pl, sc.)Pried suleidZiant méginius
(diena 0) ir nuo 3 iki 7 dienos kraujas buvo imamas po
40pl i3 peliy akiduobés sinuso. Paimtas kraujas buvo
iSkart praskiedZiamas 10 ml standartiniu skiedikliu ir
atliekama pilna kraujo forminiy elementy analizeé
Serrono Baker Hematology Analyzer 9018 aparatu. Duome-

nys pateikti, kaip vidurkiai * standartiné paklaida.

Fig. 26A, 26B ir 26C pateiktas E.coli-rhTPO“%tdlwa
poveikis subletaliai ap$vitinty peliu trombocitams (A),
eritrocitams (B) ir leukocitams (C). Dviems C57 B6
linijos peliu grupéms (po 10 pateliy grupéje), kurios

buvo subletaliai apSvitinamos 750 cGy galingumo gama

137cs radiacijos Saltinio, kasdien buvo

spinduliais i35
suleidZiama PBS buferinio tirpalo arba 0,3 pug E. coli-
rhTPOet ,153y (100 pl, sc.). Pried suleidZiant méginius
(diena 0) ir tam tikrais intervalais kraujas po- 40 pl
buvo imamas i35 peliu akiduobés sinuso. Paimtas kraujas

buvo isSkart praskiedZiamas 10 ml standartiniu skiedik-

liu ir atliekama pilna kraujo forminiy elementy analize
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Serrono Baker Hematology Analyzer 9018 aparatu. Duome-

nys pateikti, kaip vidurkiai % standartiné paklaida.

Fig. 27A, 27B ir 27C pateiktas CHO-rhTPO33; poveikis
normaliuy peliy trombocitams (A), eritrocitams (B) ir
leukocitams (C). Dviems C57 B6 linijos peliu grupéms
(po 6 pateles grupéje) buvo kasdien suleidZiama PBS
buferinio tirpalo arba 0,3 pg CHO-rhTPOs3; (100 pl, sc.)
Pries suleidZiant méginius (diena 0) ir nuo 3 iki 7
dienos kraujas po 40 pl buvo imamas i3 peliy akiduobés
sinuso. Paimtas kraujas buvo iS8kart praskiedZiamas
10 ml standartiniu skiedikliu ir atliekama pilna kraujo
forminiy elementy analizé Serrono Baker Hematology
Analyzer 9018 aparatu. Duomenys pateikti, kaip wvidur-

kiai * standartiné paklaida.

Fig. 28 pateiktos atsako i doze kreivés ivairiy rhTPO,
gauty 1is8 jvairiu lasteliu 1linijy. Pateiktos atsako
priklausomybés nuo dozés kreivés rhTPO i3 35iy lasteliuy
liniju: hTPO33; i3 CHO (viso ilgio baltymas, i3skirtas
i§ Kinijos ziurkénu kiaudidZiuy lasteliuy), hTPth”'153
(E. coli produktas sutrumpintas nuo N baltymo galo su
Met liekana N baltymo gale), hTPOs33; (pilnas TPO bal-
tymas, i3skirtas i35 Zmogaus 293 linijos lasteliy), be
Met 155 E. coli (sutrumpintas [rhTPO;ss] baltymas be
pirmos metionino liekanos, iSskirtas i§ E. <coli).
Se3ioms C57B6 linijos peliu pateliu grupéms buvo
kasdien 7 dienas suleidZiami rhTPO preparatai. Kiek-
vienga diena buvo paimama po 40 pl kraujo i3 peliny
akiduobés sinuso pilnai kraujo forminiy elementu
analizei. Duomenyse, pateiktuose ankSc¢iau, parodytas
maksimalus atsakas, kuris visuose bandymuose, iSskyrus
Metl1l53 E-Coli, buvo stebimas septinta tyrimuy dieng.

Minétoje "Metl53 E-Coli" grupeje maksimalus efektas
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buvo stebimas penkta tyrimy diena. Duomenys pateikti,

kaip vidurkiai * standartiné paklaida.

Fig. 29 pateiktos atsako kreivés lyginant pilno bal-
tymo aktyvuma ir "sutrumpintuy" rhTPO baltymo formy,
idskirty is§ CHO 1lasteliy, aktyvuma su sutrumpintais
baltymais, i3skirtais i35 E. coli. Se3ioms C57B6 linijos
peliu pateliu grupéms buvo kasdien suleidZiami po

0,3 pg ivairaus tipo rhTPO preparatai. Nuo 2 iki 7

dienos kas dieng buvo paimama po 40 ul kraujo is5 peliu
akiduobés sinuso pilnai kraujo forminiy elementy ana-
lizei. Buvo tirti S$ie preparatai: sutrumpintas TPO -
TPO;s3, iSskirtas i§ E. coli; TPOi33; (frakcijy misSinys)
kuriame yra 80-90% viso ilgio TPO baltymo ir 10-20 %
sutrumpinty 3Sio baltymo formuy; TPOs33; (30K frakcija) -
i8grynintos i85 “frakcijuy miSinio” sutrumpintos formos;
TPOs332 (70K frakcija) - iSgrynintas iS5 frakcijuy misSinio
viso 1ilgio TPO  baltymas. Duomenys pateikti kaip

vidurkiai * standartiné paklaida.

Fig. 30 pavaizduotas TPO baltymo nustatymas KIRA ELISA
analize. Paveikslélyje pavaizduotos MPL/Rse.gD chime-
riné molekulé ir atitinkamos pradinio receptoriaus
dalys, taip pat ir galutinis kompleksas (de$iné pavei-
kslelio dalis) ir analizés diagrama, parodanti tiesio-

gines matavimo stadijas (kairé pieSinelio pusé).

Fig. 31 pateikta KIRA ELISA analizés eigos schema

etapais.

Fig. 32A - 32Z-5 pateikta ekspresijos vektoriaus
pSVI17.ID.LL, panaudoto Pavyzdyje 17 Rse.gD ekspre-
sijai, nukleotiduy seka (SEQ ID Nr. 22).
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Fig. 33A ir 33B pateikta plazmides pMPl konstravimo

schema.

Fig. 34 pateikta plazmidés pMP21 konstravimo schema.

Fig. 35 pateikta plazmidés pMP151 konstravimo schema.
Fig. 36 pateikta plazmidés pMP202 konstravimo schema.
Fig. 37 pateikta plazmidés pMP172 konstravimo schema.
Fig. 38 pateikta plazmidés pMP210 konstravimo schema.

Fig. 39 pateikti penki geriausiai ekspresuojami TPO
klonai, gauti naudojant plazmidés pMP210 banka (SEQ ID
NR. 23, 24, 25, 26, 27 ir 28).

Fig. 40 pateikta plazmidés pMP41 konstravimo schema.
Fig. 41 pateikta plazmidés pMP57 konstravimo schema.
Fig. 42 pateikta plazmidés pMP251 konstravimo schema.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

I. Apibrézimai

Zemiau pateikti ZodZiai ir frazés turi nurodyta
reik3me, kai Jjie panaudoti aprasSyme, pavyzdZiiuose ar
iSradimo apibréztyje.

"Chaotropinis agentas" - junginys, kuris vandeni-
niame tirpale, esant jo pakankamai koncentracijai gali
sukelti baltymo konfiglQracijos ar konformacijos pasi-
keitimus, visiskai ar ne visiSkai pa3alinant saveikas,
atsakingas uZ normalios antrinés bei tretinés baltymo
struktiros palaikyma. Tokiu junginiy pavyzdZiai yra:

karbamidas, guanidino hidrochloridas ir natrio
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tiocianatas. Paprastai baltymo konformacijai paZeisti
reikalingos didelés Siy  junginiy koncentracijos,
daZniausiai nuo 4 iki 9 M.

"Citokinas" - bendras terminas, taikomas balty-
mams, kurie sekretuojami vienos lgsteliuy populiacijos
ir veikia kita 1lasteliy populiacija kaip tarplaste-
liniai mediatoriai. Tokiy citokinuy pavyzdzZiai yra:
limfokinai, monokinai 1ir tradiciniai polipeptidiniai
hormonai. Prie citokiny priskiriami: augimo hormonas
(somatotropinas), i insulina panasis augimo faktoriai,
Zmogaus augimo hormonas, Zmogaus N-metionilsomatotro-
pinas, galvijuy augimo hormonas, paratiroidinis hormo-
nas, tiroksinas, insulinas, proinsulinas, relaksinas,
prorelaksinas, glikoproteininiai hormonai, tokie kaip
folikulus stimuliuojantis hormonas (FSH), tiroidus sti-
mulivojantis hormonas (TSH), liuteinizuojantis hormonas
(LH) , hemopoetinis augimo faktorius, hepatocity augimo
faktorius, fibroblastu augimo faktorius, prolaktinas,
placentinis laktogenas, o- ir P-augliuy nekrozés fakto-
riai, (TNF-a ir TNF-B), peliuy gonadotropin-asocijuotas
peptidas, inhibinas, aktivinas, vaskuliarinio endotelio
augimo faktorius, integrinas, nervy augimo faktoriai,
tokie kaip NGF-B, trombocity augimo faktorius, trans-
formuojantys augimo faktoriai (TGFs), tokie kaip TGF-a
ir TGF-B, panasts i insuling augimo faktoriai I ir II,
eritropoetinas (EPQO), osteoinduktyvis faktoriai, inter-
feronai, tokie kaip interferonas a, B ir y, kolonijas
stimuliuojantys faktoriai (CSFs), tokie kaip makrofagu
CSF (M-CSF), granuliocity-makrofagu CSF (GM-CSF) ir
granuliocity CSF (G-CSF), interleukinai (ILs), tokie
kaip I1L-1, IL-lo, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9, IL-11, IL-12 ir kiti polipeptidiniai fakto-
riai, tarp Jju ir LIF, SCF ir kit-ligandas. Nurodyti
terminai 3iame kontekste apima baltymus, iSgrynintus i3

natGraliy $Saltiniuy ir 1S rekombinantiniuy lasteliy
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kultidry. AnalogiSkai 3Sie terminai apima ir biologiSkai
aktyvius ju ekvivalentus, pvz., variantus, kurie ski-
riasi viena ar daugiau amino rtagS¢iuy 1liekanomis arba
glikozilinimo tipu ir laipsniu.

"mpl ligandas", "mpl ligando polipeptidas™, "ML",
"trombopoetinas" ar "TPO" yra sinonimai, kuriais vadi-
namas bet koks polipeptidas, kuris gali Jjungtis su
citokinu receptoriy super3eimos nariu mpl receptoriumi
ir kuris turi ML badingas biologines savybes, apibrézi-
tas Zemiau. Charakteringiausia biologiné savybé yra
sugebéjimas stimuliuoti Zymétuy nukleotidy (pvz., SH-ti-
midino) isijungima {i IL-3 priklausomy, transformuotuy
Zzmogaus mpl P genu, lasteliy Ba/F3 DNR. Kita charakte-
ringa biologiné savybé yra sugebéjimas stimuliuoti B3
isijungimg i cirkuliuojancius peliuy atsakomosios trom-
bocitozés inhibicijos metodo pagalba. Sis apibréZimas
apima polipeptida, iSskirta i3 mpl ligando Saltinio,
tokio kaip aplastiniy kiauliy plazma, kaip apradyta
Siame iSradime, arba i3 kitu Saltiniu, pvz., kituy gyvi-
ny r43iu, tarp ju ir Zmogaus, arba paruod3ta genoinzZi-
nieriniu ar sintetiniu btdu, o taip pat 35iy formuy
variantus, tarp ju ir funkcionalius darinius, fragmen-
tus, alelinius variantus, izoformas ir analogus.

"Mpl ligando fragmentas'" arba "TPO fragmentas" yra
natyvaus pilno ilgio subrendusio mpl 1ligando ar TPO
amino riugséiy liekanuy sekos dalis, kurioje triksta
vienos ar daugiau amino rugs¢iy liekanu ar angliavan-
deniu. Trikstamos amino r0Og3¢iy liekanos gali biti
molekulés N gale, C gale arba viduryje. Fragmentas turi
bet kur: turéti bent vieng mpl ligando savybiu. Mpl
ligando fragmentas paprastai turi 10, 15, 20, 30 - ar 40
amino ridgs$ciy liekanu, identisky mpl ligando, iSskirto
is8 Zinduoliuy, tarp Jju ir 15 aplastines kiauliu plazmos,
taip pat zZmogaus ar pelés ligando, ypac jo EPO domeny,
sekai. Charakteringi N galinio fragmento pavyzdziail yra

hML;s3 arba TPO(Met™ 1-153).
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"Mpl ligando variantas" arba "mpl ligando sekos
variantas" c¢ia apibrézZiamas kaip biologiSkai aktyvus
mpl ligandas, kurio amino rig3¢iy liekanuy seka iden-
tiSka mazZiau nei 100 % mpl ligando, iSskirto i3 rekom-
binantiniy lasteliy  kultiros arba aplastinés kiauliuy
plazmos, sekai, arba Zmogaus ligando iSvestinei amino
rig8ciu liekanuy sekai, pateiktai Fig. 1 (SEQ ID Nr. 1).
Paprastai biologiSkai aktyvaus mpl ligando varianto
amino r0gs8c¢iy liekanuy seka turi bti ne maZiau kaip
70 % 1identi3ka mpl ligando, 1iSskirto i35 aplastinés
kiauliuy plazmos arba subrendusio Zmogaus ar pelés mpl

ligando ar ju fragmenty, amino rag3¢iuy liekanu sekai

(Zidr. Fig. 1 [SEQ ID Nr. 1]); geriau, jei seky iden-
tiSkumas siekia bent 75 %, dar geriau - bent 80 %, dar
geriau - bent 85 %, dar geriau - bent 90 % ir geriau-
sias variantas - kali yra ne mazZesnis kaip 95 % sekuy
sutapimas.

"Chimerinis mpl ligandas" yra polipeptidas, kuris
sudarytas i3 pilno ilgio mpl ligando ar vieno arba
keliuy ligando fragmentu, kurie sulieti arba sujungti su
kitu heterologiniu peptidu arba jo fragmentu (vienu ar
keliais). Chimerinis junginys turi turéti bent vienag
mpl ligando biologine savybe. Antras polipeptidas turi
btti citokinas, imunoglobulinas arba ju fragmentai.

"ISskirtas mpl ligandas", "iSgrynintas mpl ligan-
das" ar "homogeni3kas mpl 1ligandas" yra sinonimai.
Siais terminais vadinamas mpl ligandas, iSgrynintas i$
mpl ligando Saltinio, arba pagamintas genoinZinieriniu
ar sintetiniu bGdais ir prakti$kai neturintis kitu bal-
tymuy ar peptidq priemai3y. Svarumas nustatomas dviem
metodais: (1) sekvenuojant 15, geriau 20 is§ N baltymo
galo ar molekulés vidurinés dalies amino rGgséiy lie-
kanuy seka, naudojantis geriausiu komerciniu sekvenato-
riumi ir geriausiu Zinomu Siai datai btdu; (2) homoge-

niskumas nustatomas SDS PAGE elektroforeze redukuojan-
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Ciomis ir neredukuojanciomis salygomis, baltymo daZymui
naudojamas Coomasie Blue arba, geriau, kai daZoma si-
dabru. HomogeniSkumas rei3kia, kad kituy baltymuy prie-
maiSos nevirsija 5 %.

"Biologiné savybé", kai naudojama kartu su "mpl
ligandas" ar "iSskirtas mpl ligandas", rei3kia tureéti
trombopoetini aktyvuma, ar turéti in vivo efektorine
arba antigenine funkcijas, arba aktyvuma, kuris tiesio-
giai ar netiesiogiai salygojamas mpl ligando (nesvarbu,
natyvaus ar denatidruoto) ar jo fragmento. Efektorinés
funkcijos apima mpl suriSima, ar kito nediklio suridi-
ma, agonizma ar antagonizmg mpl, ypad proliferacijos
signalo perdavima, o taip pat replikacija, DNR regulia-
torine funkcija, citokiny biologinio aktyvumo modulia-
cija, receptoriu (ypac¢ citokinuy receptoriu) aktyvacija,
inaktyvacija, kiekio sumazéjima ar padidéjima, lasteliy
augima ir diferenciacija ir pana$iai. Antigeniné funk-
cija rei3kia epitopo ar antigeninés determinantés, kuri
gali kryZmiskai reaguoti su antikinais prie$ natyvuy mpl
liganda, buvimas. Principiné antigeniné mpl ligando
polipeptido funkcija yra tai, kad jis jungiasi su anti-
kGnais, pagamintais pried3 mpl 1liganda, i3skirta i3
aplastiniy kiauliy plazmos; 35ios saveikos konstanta
turi biti ne maZesné, nei 10° 1/M. Paprastai Sios sa-
veikos suriSimo konstanta ne maZesné, nei 107 1/M.
Antigenidkai aktyvus mpl ligando polipeptidas, geriau-
siai, yra tas polipeptidas, kuris saveikauja su anti-
kGnais, pagamintais prie5 mpl liganda, pasizZyminti
viena i§ auk3ciau apradyty efektoriniy funkcijy. Anti-
kGnai, taikomi "biologinio aktyvumo" nustatymui, yra
triuSio poliklonaliniai antiktinai. 8iems antiktnams
pagaminti triuSiai imunizuojami, suleidZiant po oda mpl
ligandg (iSskirta i3 rekombinantiniy lasteliy kultdros
ar aplastinés kiauliy plazmos) su pilnu Freund’o adju-

vantu. Pakartotinés imunizacijos tuo padiu preparatu i
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pilvo ertme vykdomos tol, kol pasiekiamas reikalingas
antikiny titras.

Terminas "biologiSkai aktyvus", vartojamas kartu
su terminu "mpl ligandas" ar " iSskirtas mpl ligandas",
reis3kia mpl 1liganda ar polipeptida, kuris pasiZymi
trombopoetiniu aktyvumu, ar turi tokia pat efektorine
funkcija, kaip mpl ligandas, iSskirtas iS5 aplastinés
kiauliu plazmos arba ekspresuotas rekombinantiniy
lasteliy kultGroje. Svarbiausia Zinoma mpl ligando ar
polipeptido efektoriné funkcija yra mpl suridimas ir
Zyméty nukleotidu (*H-timidino) isijungimo i IL-3 pri-
klausomy BA/F3 lagsteliy, transfekuotuy Zmogaus mpl P
DNR, stimuliacija. Kita Zinoma efektoriné mpl ligando
ar polipeptido funkcija yra sugebéjimas stimuliuoti 3°S
isijungimg i cirkuliuojancius trombocitus, ivertinamas
peliy trombocity inhibicijos metodu. Dar viena Zinoma
mpl ligando efektoriné funkcija yra jo sugebéjimas sti-
muliuvoti in vitro Zmogaus megakariocitopoeze, kuria
galima jivertinti, naudojant Zymétus radioaktyvia Zyme
monokloninius antikinus prie$ megakariociotuy glikopro-
teing GPIILIII,.

Savoka "amino «rfigs§¢iuy liekanuy sekos identidkumo
procentas" taikoma, lyginant sekas su mpl ligando seka,
pateikta Fig. 1 (SEQ ID Nr. 1).S8i seka atitinka mpl
ligandg, i3skirta i35 aplastinés kiauliy plazmos, arba
peliuy ar Zmogaus mpl ligandg. IdentiSkos amino riag3ciu
liekanos yra apibéZtos; tam, kad bltu geriau parodyta
amino rags¢iy seku homologija, amino rug3&iy  sekose
palikti tarpai, kurie paZyméti punktyru. "IdentiSkumo
procentas" yra sutampanc¢iy amino rQdgSciy liekanuy pro-
centas nuo visy amino rdgsSc¢iy liekanu sekoje. Konserva-
tyviy amino ragsciuy liekanuy pasikeitimai nelaikomi
sekos identiSkumo dalimi. N ir C baltymo galuose papil-
domos amino ragsciuy liekanos, intarpai ir delecijos mpl

ligando amino rtgsciy liekanu sekoje nelaikomi identi3-
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kuma maZinanciais faktoriais. Tokiu budu, biologiskai

aktyvis mpl 1ligandai, kuriy sekos laikomos identis-

komis, apima: prepro-mpl liganda, pro-mpl liganda ir
subrendusi mpl ligands.

"Mpl ligando mikrosekvenavimas" gali bGti atliktas
bet kokiu tinkamu standartiniu metodu, jei 3is metodas
yra pakankamai jautrus. Vienas bidas yra, kai isgrynin-
tas polipeptidas iSskiriamas 18 SDS PAGE gelio, ar
analizuojama paskutinéje HPLC stadijoje baltymo frakci-
ja ir tiesiogiai sekvenuojama automatizuotu Edmano badu
(fenilizocianatiniu), naudojant Applied Biosystems
dujini sekvenatoriy kartu su 120A feniltiohidantioniniu
(PTH) amino rGg3&iy analizatoriumi. Papildomai mpl
ligando fragmentai buvo gaunami cheminiu (pvz., skal-
dant baltyma CNBr, hidroksilaminu, 2-nitro-5-tiocian-
benzoatu) ar fermentiniu (pvz., skaldant tripsinu,
klostripainu, stafilokokine proteinaze) budais, po
skaldymo fragmentai yra frakcionuojami (pvz. HPLC) ir
panaSiu bitdu sekvenuojami. PTH amino rug3&iy dariniai
yra analizuojami naudojant ChromPerfect duomeny apdoro-
jimo sistemg (Justice Innovation, Palo Alto, CA). Seky
analize atliekama kompiuteriu VAX 11/785 Digital
Equipment Co. kaip aprasSyta Henzel et al., J. Chomato-
graphy, 404:41-52 [1987]. Papildomai HPLC frakcijos

[+

s SDS PAGE, perne-

X

gali buati elektroforezuojamos 5-20
Samos 1 PVDF memrang (ProBlott, AIB, Foster City, CA)
ir daZomos Coomassie Brilliant Blue (Matsurdiara, J.
Biol. Chem., 262:10035-10038 [1987)). Specifidkai iden-
tifikuotos dazZu baltymy zonos i3pjaunamos ir baltymuy N
galo seka nustatoma dujiniu sekvenatoriumi, kaip apra-
Syta auksciau. Nustatant vidines baltymy sritis; HPLC
frakcijos 1liofilizuojamos (SpeedVac), suspenduojamos
tinkamame buferiniame tirpale, skaldoma cianbromidu,
Lys-specifine proteinaze Lys-C (Wako Chemicals, Rich-

mond, VA), ar Asp-N (Boehringer Mannheim, Indianapolis,



10

15

20

35

*e LT 4120 B
IN). Po skaldymo gauti peptidai sekvenuojami miSinyje
ar po frakcionavimo HPLC C4 chromatografinéje koloneé-
léje, naudojant propanolio gradienta su 0,1 % TFA.

"Trombocitopenija" apibréZiama kaip trombocituy
kiekio sumaZéjimas iki ar Zemiau 150x10° trombocity
litre kraujo.

"Trombopoetinis aktyvumas" yra biologinis akty-
vumas, pasirei3kiantis kaip megakariocitu ar megakario-
city pirmtakuy proliferacijos, diferenciacijos ir/arba
brendimo skatinimas. Sioms lasteléms tampant tromboci-
tus produkuojan¢ia forma 3is aktyvumas gali buati iver-
tintas jivairiais metodais, tarp ju in vivo peliy cirku-
liuojanciy trombocity inhibicijos metodu, trombocity
pavirdinio antigeno indukcijos metodu, kuris yra anti-
trombocity imuninis metodas (anti-GPII,III,), taikomas
Zmogaus leukemijos megakariocity linijai (CMK), o taip
pat megakarioblastu lasteliy linijos (DAMI) poliploidi-
zacijos proceso indukcijos metodu.

"Trombopoetinas" (TPO) apibréZiamas kaip junginys,
turintis trombopoetini aktyvuma arba sugebantis padi-
dinti trombocituy kieki Zinduoliu kraujyje. TPO gali
padidinti endogenini trombocity kieki 10%, geriau -
50 %, geriausiai - pakelti trombocitu skaiciu Zmogaus
kraujyje iki 150x10° trombocity litre ar daugiau.

"ISskirta mpl ligando nukleino ruag3tis" yra RNR
arba DNR, turinti ne mazZiau 16, o geriau 20 arba dau-
giau nukleotiduy seka, koduojanc¢ia biologiskai aktyvy
mpl liganda ar jo fragmenta; yra komplementari tokiai
RNR ar DNR, arba hibridizuojasi su ja ir iSlieka sta-
biliai prisijungusi esant vidutinéms arba grieZtom
hibridizacijos salygom. Sie RNR ir DNR preparatai ne-
turi nei wvieno 1§ Saltinio nukleino rug3c¢iu priemaisy,
su kuriomis jie paprastai yra asocijuoti gamtiniuose
Saltiniuose, o taip pat 8Sie preparatai praktiskai netu-

ri kity Zinduoliy DNR ar RNR. Frazé "neturi nei vieno
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i3 Saltinio nukleino rug3c¢iy priemai3y, su kuriais jie
yra paprastai asocijuoti" apima atvejus, kai nukleino
rig3tis yra Saltinyje ar lasteléje, bet yra kitos chro-
mosominés lokalizacijos ar flankuojama tokiomis seko-
mis, kurios paprastai 3altinio lastelése neaptinkamos.
ISskirtos mpl ligando nukleinio riugSties pavyzdys yra
RNR arba DNR, koduojanti biologiSkai aktyvuy mpl ligan-
da, kurio amino ragsc¢iy liekanu seka yra identiska
Zzmogaus, peliy ar kiaulés mpl ligando sekai bent 75 %,

geriau - 80 %, dar geriau - 85 %, dar geriau - 90 % ir
geriausiai - 95 %.

Terminas "kontrolinés sekos", kai jis susijes su
ekspresija, reisSkia DNR sekas, bitinas funkcionaliai
prijungtos koduojancios sekos ekspresijai tam tikrame
Seimininko organizme. Kontrolonés sekos, tinkancios
prokariotams, pvz., apima promotoriaus ir operatoriaus
sekas, ribosomuy prisijungimo vieta ir, gal bit, kitas
sekas, kuriuy vaidmuo néra iSaiskintas. Zinoma, kad
eukariotinés 1lastelés naudoja promotorius, poliade-
nilinimo signalus ir stiprintojus.

Terminas "funkcionaliail prijungta”™, kai jis naudo-
jamas nukleino rig3tims, reiSkia, kad nukleino rag3tis
sujungta su kita nukleino rigSties seka, su kuria ja
sieja funkcionalds «ry35iai. PavyzdZiui, sekretorinio
lyderio DNR funkcionaliai sujungta su polipeptido DNR;
tokiu atveju 3is polipeptidas ekspresuojamas kaip pre-
baltymas, kuris dalyvauja polipeptido sekrecijoje;
promotorius ir sustiprintojas funkcionaliai prijungti
prie koduojancios sekos ir reguliuoja 5ios sekos trans-
kripcija; ribosomu prisijungimo vieta, funkcionaliai
prijungta prie koduojanc¢ios sekos, palengvina translia-
cija. Paprastai "funkcionalus prijungimas" igyvendina-
mas tiesiogiai sujungiant kontroline ir koduojancia
sekas, o lyderinés sekos atveju S5is prijungimas neturi
paZeisti atviro skaitymo rémelio. Tai nebitina sustip-

rintojams. Prijungimas jvykdomas ligavimu tam tikrose
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restriktaziy skélimo vietose. Jei tokiuy vietuy néra,
naudojami sintetiniai oligonukleotidinai adapteriai
arba jungikliai (linkeriai), kaip iprasta klonavimo
praktikoje.

"Egzogeninis" elementas yra nukleino rig3ties
seka, svetima lastelei arba homologiSka lastelei, bet
esanti tokioje pozicijoje, kokioje Sis elementas laste-
lés-3eimininkés nukleino rag3tyje paprastai neaptin-
kamas.

Terminai "lastelé"”, "lasteliy linija"™ ir "lagsteliu
kultiGra" naudojami kaip sinonimai ir apima visas laste-
les arba lasteliy linijos palikuonys. Pvz., toks termi-
minas kaip "transformantai" arba "transformuotos laste-
lés" apima pirmine transformuota lastele ir i3 jos is-
augintg kultdra, nepriklausomai nuo perséjimuy skai-
¢iaus. Suprantama, kad ne visuy palikuoniy DNR grieZtai
identi3ka, nes lastelése vyksta tikslinés arba atsi-
tiktinés mutacijos. Tie palikuonys, kuriuose mutacijos
nepazeidé norimos funkcijos bei biologinio aktyvumo, ir
toliau priskiriami prie transformanty. IS konteksto pa-
aiskés atvejai, kai tokie mutantai speéialiai vadinami
kitaip, nei pradinis transformantas.

“Plazmides” -~ autonomiSkai Dbesireplikuojancéios
Ziedinés DNR molekulés, turincios nepriklausoma repli-
kacijos iniciacijos vieta; tekste Zymimos arba mazZgja
“p” raide pries pavadinima, arba didzZiosiomis raidémis
ir/arba numeriais po pavadinimo. Pradinés plazmidés,
naudojamos Siame i3radime, yra arba perkamos, arba
laisvai prieinamos, arba gali bGti sukonstruotos minétuy
plazmidZiy pagrindu, naudojant publikuotus metodus.
Kitos ekvivalentisSkos plazmidés gerai Zinomos ir priei-
namos eiliniam Sios srities specialistui. |

“Skaldymas restrikcijos fermentais” - kai kalbama
apie DNR, reisSkia katalitini vidiniy DNR fosfodieste-
riniy jungc&iuy skaldyma, naudojant fermentg, kuris vei-

kia tik tam tikrose DNR sekos vietose. Tokie fermentai
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vadinami “restrikcijos endonukleazémis”. Kiekviena res-—
trikcijos endonukleazé atpaZista specifine DNR seka,
vadinama “restrikcijos vieta”, kuri pasiZymi antrine
simetrija. Skirtingi restrikcijos fermentai, naudojami
Siame iSradime, yra komerciniai reagentai;reakcijos sa-
lygos bei kofaktoriai visiSkai atitinka fermenty gamin-
toju rekomendacijas. Vie$ai priimta, kad restrikcijos
fermenty pavadinimué sudaro sutrumpintas mikroorganiz-
mo, 15 kurio 3is fermentas buvo pirmg karta idskirtas,
pavadinimas ir skaiius , Zymintis pati fermenta. Pap-
rastai 1lpg plazmidés arba DNR fragmento suskaldymui
naudojami 1-2 vienetai fermento ir apie 20 pl buferinio
tirpalo. Optimalius buferiy ir substrato kiekius kiek-
vienam restrikcijos fermentui nurodo gamintojas. DazZ-
niausiai reakcija vyksta apie 1 valanda 37°C temperattG-
roje, taiau Sitos salygos gali skirtis, jeigu tai
nurodyta gamintojo specifikacijoje. Po inkubacijos
baltymas arba polipeptidas paSalinamas ekstrahuojant
fenoliu ir chloroformu, o suskaldyta DNR iSskiriama i3
vandens fazés iSsodinant etilo alkoholiu. Po skaldymo
gali bati atliekama 5’ galo fosfatiniy grupiy hidro-
lizé, naudojant bakterine Sarmine fosfataze; tai daro-
ma, kad bdtu i3vengta DNR fragmentuy galy susijungimo,
t.y. Ziedinés struktiaros formavimosi, nes i tokios
struktiros restrikcijos vieta nebus galima iterpti kito
DNR fragmento. Jeigu tai néra specialiai pazymeta, 5
galu defosforilinimas po plazmidés suskaldymo nebuvo
taikomas. Defosforilinimo procedira ir jai reikalingi
reagentai aprasSyti Sambrook, et al. knygos “Molecular
cloning” [New York: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1989] 1.56-1.61 skyriuose.

Tam tikro DNR fragmento “iSskyrimas” ar “izolia-
cija” 18 restrikcijos produktuy apima: fragmenty miSinio
frakcionavimag elektroforezés biadu poliakrilamidiniame
ar agaroziniame gelyje; reikiamo fragmento identifika-

vima pagal jo judrumag elektroforezéje (palyginama su



10

15

20

25

30

35

>0 . LT4120B

Zinomo molekulinio svorio markeriniy DNR fragmenty
judrumu); gelio gabaliuko, kuriame yra norimas fragmen-
tas, i3pjovima; gelio ir DNR atskirima. Si procediira
yra gerai Zinoma(Zitr. Lawn et al., Nucleic Acids Res.,
9:6103-6114 [1981], ir Goeddel et al., Nucleic Acids
Res.,8:4057 [19801).

“Southern analizé” arba “Southern blotingas” -
metodas, kurio pagalba nustatomas vienos ar kitos DNR
sekos buvimas tiek misSinyje, kuriame yra DNR, tiek ir
restrikcijos endonukleazémis suskaldytoje DNR, hibri-
dizuojant su Zinomu Zymétu oligonukleotidu arba DNR
fragmentu. Southern analizé paprastai apima elektro-
foretini DNR frakcionavima agaroziniame gelyje, frak-
cionuotos DNR denatiracija ir perne3img ant nitroceliu-
liozinés, nailoninés ar kitos tinkamos membranos ir
tolesne analize su DNR pavyzdZiu, Zymetu radioaktyvia
Zyme, biotinu ar fermentu (Zidr. Sambrook et al.,
supra, skirsniai 9.37-9.52).

“Northern analizé” arba “Northern blotingas” -
metodas, kurio pagalba identifikuojamos RNR sekos,
besihibridizuojanc¢ios su Zinomu pavyzdZiu, tokiu kaip
oligonukleotidas, DNR fragmentas, kDNR ar jos fragmen-
tas, arba RNR fragmentas. Tokie pavyzdZiai Zymimi
radiocaktyviu izotopu (32P), arba biotinu, arba fermen-
tu. Analizuojama RNR paprastai elektroforetiskai frak-
cionuojama agaroziniame arba poliakrilamidiniame ge-
lyje, perneSama ant nitroceliuliozinés, nailoninés ar
kitos tinkamos membranos ir hibridizuojama su pavyz-
dZiu, naudojant standartines procediras, gerai Zinomas
§ios srities specialistams (Zidr. Sambrook et al.,
supra, skirsniai 7.39~-7.52}).

“Ligavimas” - procesas, kuris formuoja fosfodi-
esterinius ry3ius tarp dvieju nukleino rigsties
fragmenty. Tam, kad ligavimas galéty ivykti, fragmentuy
galai turi vienas kita atitikti. Kai kuriais atvejais

tinkami galai susidaro i35 karto po skaldymo endonuklea-
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zémis. TacCiau daZnai po restrikcijos pirmiausia reikia
bukus galus paversti lipniais - tinkamais ligavimui.
Tam tikslui, DNR maZiausiai 15 min. inkubuojama 15°C
temperatiroje tinkamame buferyje, turin&iame apie 10
vienety DNR polimerazés I Klenow fragmento arba fago T4
DNR polimerazés ir visus keturis dezoksiribonukleotid-
trifosfatus. Po Sitos procediros DNR i3gryninama, eks-
trahuojant fenolio-chloroformo midiniu ir i%sodinant
etilo alkoholiu. DNR fragmentai, kurie turi buati “su-
siati”, sumai3omi tam tikrame tirpale ekvimoliariniu
santykiu. I Sio tirpalo sudéti jeina ATP, ligazés bufe-
rinis tipalas ir ligazé, pvz.: T4 DNR ligazé, apie
10 vienetu/0,5 pg DNR. Jeigu DNR turi bati jisidta i
vektoriy, tai pastarasis pirmiausia suskaldomas tinkama
restrikcijos endonukleaze, tam kad vektorius bty per-
vestas 13 Ziedinés i 1linijine forma. Linearizuotas
fragmentas toliau veikiamas bakterine ar kitos kilmés
Sarmine fosfataze, tam, kad ligavimo metu vektoriaus
galai vél nesusijungtuy, sudarydami Ziedine molekule.

DNR “iSskyrimas” i§ lasteliy reiskia plazmidés DNR
i8skyrimg i$ lasteliuy-3eimininky kultGros. DaZniausiai
taikomi dideliy ir maZy DNR kiekiy iSskyrimo metodai
apradyti (Zidr. Sambrook et al., supra, skirsniai 1.25-
1.33). Po DNR iSskyrimo ji gali bati toliau iSgryninta,
naudojant gerai Zinomus metodus (Zidr. Sambrook et al.,
supra, skirsnis 1.40).

“"Oligonukleotidai” - trumpi, viengrandZiai ar dvi-
grandzZziai polidezoksinukleotidai, susintetinti cheminés
sintezés budu per dezoksinukleozid-H-fosfonatinius tar-
pinius junginius (Froehler et al., Nucl. Acids Res.,
14: 5399—5407 (1986]), arba naudojant tokius Zinomus
metodus kaip fosfotriesterinis, fosfitinis ar fosfor-
amiditinis metodas kietoje fazéje (aprasyti EP 266032
publikuotame 1988.05.04). Kiti metodai apima polimera-
zinge grandinine reakcija, apibréZta Zemiau, ir kitus

autopradmeninius metodus, o taip pat oligonukleotidu
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sinteze ant kieto ne3iklio. Visi 3ie metodai apraldyti
(Engels et al., Agnew. Chem. Int. Ed. Engl., 28:716-734
[1989]). Sie metodai taikomi tais atvejais , kai Zinoma
visa geno nukleino rig3ties seka arba seka, komplemen-
tari koduojanc¢iai grandinei. Kita vertus, jeigu Zinoma
taikinio amino rog8¢iy liekanuy seka, nukleino rig3ties
seka gali biti iSvesta Zinant daZniausial pasitaikan-
¢ius amino rug$tis koduojanc¢ius trinukeotidus. Po sin-
tezés oligonukleotidai 1iSgryninami elektroforetisSkai
poliakrilamidiniame gelyje.

“Polimeraziné grandininé reakcija” arba “PCR” -
metodas, kurio pagalba padauginami labai maZi specifi-
niy nukleino rig3ties, RNR ir/arba DNR fragmenty
kiekiai (2idr.JAV patentas Nr.4,683,195, iSleistas
1987.07.28). Taikant Si metoda, reikia Zinoti norimo
padauginti fragmento galines sekas tam, kad bdtu galima
susintetinti pradmenis; Sie pradmenys turi bidti iden-
tiski arba labai pana3is 1 sekas komplementarias daugi-
namai matricai. 57galiniai pradmenuy nukleotidai gali
sutapti su dauginamo fragmento galais. PCR galima pa-
naudoti dauginant specifines RNR sekas, specifines DNR
sekas 135 totalinés genominés DNR, kDNR, transkribuotos
nuo totalinés lastelés RNR, taip pat bakteriofago bei
plazmidziy sekas ir t.t.(zZidr. Mullis et al., Cold
Spring Harbor Symp.Quant.Biol., 51:263 [1987]; Erlich,
ed., PCR Technology, (Stockton Press, NY, 1989)). PCR
yra vienas, bet ne vienintelis nukleino rag3¢iy poli-
merazinés reakcijos metodas, pritaikytas nukleino rags-
ties pavyzdZio dauginimui, naudojant Zinomas nukleino
rigstis kaip pradmenis ir polimerazine reakcija kaip
bida padauginti arba sukurti specifini nukleininés
rigsSties fragments.

“GrieZtos salygos” - tokios salygos, kurioms esant
(1) plovimams taikomi maZos Jjoninés 3jegos ir auksStos
temperatiros tirpalai, pvz.: 0,015M NaCl/0,0015M natrio
citratas/0,1% NaDodSO4 (SDS) ir 50°C temperattra; (2)
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hibridizacijos metu naudojami denatiruojantis agentai,
tokie kaip formamidas, pvz.: 50 % (taris/taryje) for-
mamidas su 0,1% galvijuy serumo albuminu/0,1% fiko-
1is/0,1% polivinilpirolidonas/50 mM natrio fosfatinis
buferis tirpalas (pH 6,5) su 750 mM NaCl, 75 mM natrio
citrato ir 42°C temperattra. Kitame pavyzdyje hibridi-
zacija vykdoma tokiame tirpale: 50 % formamido, 5xSSC
(0,75mM NaCl, O0,075M natrio citratas), 50 mM natrio
fosfatas (pH 6,8), 0,1% natrio pirofosfatas, 5xDenhar-
dto tirpalas, ultragarsu apdorota laSiSos spermos DNR
(50 pg/ml), 0,1 % SDS ir 10 % dekstransulfatas; hibri-
dizacija vyksta 42°C temperattroje, praplovimus atlie-
kant 42°C temperatiaroje 0,2xSSC su 0,1% SDS.
“VidutiniSkai grieZtos” salygos apraSytos Sambrook
et al., supra, kuriose praplovimo bei hibridizacijos
salygos (temperatiira, Jjoniné jéga ir SDS koncentracija)
ne tokios grieZtos, kaip aprasSyta auks$c¢iau. Vidutini3-
kai grieZtuy salygy pavyzdys pateikiamas Zemiau: inkuba-
cija pernakt 37°C temperatliroje; i hibridizacijos tir-
palo sudéti ieina 20 % formamidas, 5xSSC (150 mM NacCl,
15 mM trinatrio <citratas), 50 mM natrio fosfatas
(pH 7,6), 5x Denharto tirpalas, 10 % dekstransulfatas
ir 20 pl/ml denatiruotos fragmentuotos la3iSos spermos
DNR; membrana atplaunama 1xSSC tirpalu esant 37-50°C
temperatirai. Patyres specialistas mokés parinkti tin-
kamas salygas kiekvienam konkrediam atvejui.
“Antikunai” (Abs) ir ‘“imunoglobulinai” (Igs) -
glikoproteinai, turintys vienodas struktirines charak-
teristikas. Antikinams bidinga specifiné saveika su tam
tikru antigenu, o imunoglobulinai apima ir antikﬁnus,
ir panaSios struktGros molekules, nepasizymincias tokia
specifine saveika. Pastarojo tipo polipeptidus produ-
kuoja mazZais kiekiais limfoidiné sistema, o dideliais -

mielomos.
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“Natyvis antik@inai ir imunoglobulinai” - apie
150 kD molekulinés masés heterotetrameriniai gliko-
proteinai, susidedantys i3 dviejuy identisSku lengvujuy
(L) ir dvieju identisku sunkiuju (H) grandiniy. Lengvo-
ji ir sunkioji grandinés tarpusavy sujungtos viena
kovalentine disulfidine jungtimi, tuo tarpu disulfidi-
niu jungciuy kiekis tarp sunkiyju grandiniuy skiriasi,
priklausomai nuo imunoglobulino izotipo. Kiekvienoje
sunkiojoje bei lengvojoje grandinéje yra taip pat regu-
liariai i3déstyti vidugrandininiai disulfidiniai til-
tai. Viename sunkiosios grandinés gale yra variabilus
domenas (Vy), po kurio seka keli pastovieji domenai.
Kiekviena lengvoji grandiné viename gale turi variabily
domena (V.), o kitame - pastovuji (Cp) domena; pastovu-
sis 1lengvosios grandinés domenas yra ties pirmuoju
pastovaus sunkiosios grandinés domenu, o variabilus
lengvosios grandinés domenas yra asocijuotas su varia-
biliu sunkiosios grandinés domenu. Zinoma, kad tam
tikrose ©pozicijose esanc¢ios amino rGgsciuy liekanos
formuoja lengvosios ir sunkiosios grandiniuy wvariabiliy
domeny tarpa (Clothia et al., J. Mol. Biol.,186:651-663
[1985]; Novotny and Haber, Proc. Natl. Sci. USA,
82:4592-4596 [1985].

Terminas “variabilus” atspindi ta fakta, kad tam
tikru variabiliu domenu daliniy amino rdgsciy liekanuy
sekos yra labai skirtingos ir, bitent, 3ios dalys daly-
vauja formuojant saveikos su antigenu centra ir aps-
prendZia specifine antigeno ir antikino saveika. Taciau
sekos variabilumas netolygiai paskirstytas variabiliame
domene. Tiek lengvosios, tiek sunkiosios grandiniu
variabiliu domeny skirtumai sukoncentruoti trijuose
segmentuose, vadinamuose komplementaruma apsprendZian-
¢iais regionais (CDRs) arba hipervariabiliais regio-
nais. Labiausiai konservatyvios variabiliy domenuy dalys
vadinamos karkasais (Framework, FR). Natyviuy lengvuju

ir sunkiyju grandiniy variabilts domenai turi keturis
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FR, turinCius PB-klosc¢iy struktira, ir sujungtus i kilpa
trimis CDRs, kai kuriais atvejais sudaranéiais B-klos-
Ciy struktdry dali. Kiekvienoje grandinéje CDRg i3si-
laiko Salia vienas kito erdvinéje struktiroje FR regio-
ny deéka ir kartu su kitos grandinés CDRs regionais su-
daro antikino saveikos su antigenu centra (Zitr. Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Inte-
rest, National 1Institute of Health, Bethesda, MD
[1987]). Pastovieji domenai tiesiogiai nedalyvauja
saveikoje su antigenu, tacdiau jie atlieka ivairias
efektorines funkcijas, pvz.: apsprendZia antikiny
dalyvavimg nuo antikidny priklausancioje lasteliy
toksiSkumo reakcijoje. .

Antikdna suskaldZius papainu, susidaro du iden-
tiski antigena riSantys fragmentai, vadinami “Fab”
fragmentais, kurie turi po viena saveikos su antigenu
centrg, ir "Fc" fragmentas, kurio pavadinimas kilo i3
jo savybés lengvai kristalizuotis. SuskaldZius antiking
pepsinu susidaro F(ab’), fragmentas, kuris turi 2 sa-
veikos su antigenu centrus ir todél gali sujungti dvi
antigeno molekules.

“Fv” yra pats maZiausias antikiino fragmentas,
turintis pilna antigeno atpaZinimo ir suri3imo vieta.
Sis fragmentas yra sunkiosios ir lengvosios grandiniy
variabiliy domenu dimeras; iSlaikomas stipria nekova-
lentine saveika. Bitent Sioje konfiglracijoje , kurioje
saveikauja po tris kiekvieno variabilaus domeno CDRg
regionus, susidaro antigeng riSanti vieta Vy-V; dimero
pavir3iuje. 6 CDRg kolektyviai apsprendZia antikino
specifidkumg. Tacdiau net ir vienas wvariabilus domenas
(arba puse Fy, kuris sudarytas tik i3 trijuy CDRs) gali
atpaZzinti ir suristi antigena, nors ir su maZesniu
afiniSkumu, nei pilnas suri3imo centras.

I Fab fragmento sudéti jeina lengvosios grandinés
pastovusis domenas ir pirmasis pastovusis (CH1) sunkio-

sios grandinés domenas. Fab’ fragmentas skiriasi nuo
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Fab fragmento tuo, kad prie sunkiosios grandinés CH1
domeno karboksilinio galo yra keletas papildomy amino
rigs&iy liekanu, tarp ju viena ar daugiau cisteino lie-
kany i3 antikiino talijos regiono. Fab’, turintys ciste-
ino liekany su laisva tioline grupe, vadinami Fab’-SH.
Antikiny F(ab’), fragmentai gaminami kaip Fab’ fragmen-
ty poros, sujungtos talijos regiono cisteinais. Taip
pat Zinomi ir kiti cheminiai antikinu fragmenty sujun-
gimo biddai.

Pagal pastovaus domeno amino rig3ciu liekanu sekg
visy stuburiniy gyvinu antiktny (imunoglobulinuy) "leng-
vosios grandinés" skirstomos i du aiSkiai skirtingus
tipus, vadinamus kapa (k) ir lambda (A).

Priklausomai nuo sunkiosios grandinés pastoviuju
domeny amino rigs8¢iy liekanuy sekos, imunoglobulinai
skirstomi i kelias klases. Yra 5 pagrindinés imunoglo-
bulinuy klasés: IgA, IgD, IgE, IgG ir IgM, ir kai kurios
i$ ju toliau skirstomos 1 poklasius (izotipus), pvz.:
IgGl, IgG2, IgG3, IgG4; IgAl ir IgA2. Sunkiuju grandi-
niy pastoviuosius domenus, atitinkancius Sias pagrindi-
nes klases, Zymime o, 6, € v ir p, atitinkamai. Ivai-
riy klasiy imunoglobulinuy subvienety struktira ir erd-
viné konfigliracija gerai Zinomos.

Terminas “antik@nas” labail plac¢iai naudojamas ir
taikomas tiek monokloniniams antiklnams (tarp ju ago-
nistiniams ir antagonistiniams), tiek ir antikiny misi-
niams su poliepitopiniu specifisSkumu bei antikiny frag-
mentams (pvz.: Fab, F(ab’), ir Fv), Jei pastarieji
iSlaiko norima biologini aktyvuma.

Terminas “monokloniniai antiktnai” ¢ia naudojamas
apraSant antikGnus, gautus is praktiskai homogeniskos
antiklnuy populiacijos, kurioje individualios antikinuy
molekulés yra visiSkai identiskos, i3skyrus nedidelius
kiekius natdraliu budu atsirandanéiaé mutantines mole-
kules. Monokloniniai antikGnai yra labai specifidki ir

reaguoja tik su viena antigenine determinante. Skirtin-
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gai nuo tradiciniy (polikloniniy) antikiny preparatuy,
kuriuos sudaro skirtingi antikonai prie§ skirtingas
antigenines determinantes (epitopus), kiekvienas mono-
kloninis antikiinas reaguoja tik su viena antigeno
determinante. Be didelio specifidkumo kitas monokloni-
niy antikony privalumas yra tas, kad jie gaminami
hibridominiy 1lasteliy kultiroje ir todél neuZtersti
kitais imunoglobulinais. Bidvardis “monokloninis”
nurodo, kad antiklinas iSskirtas i3 praktiskai homo-

geninés antikinu populiacijos ir neapsiriboja vienu

-konkre¢iu antikiny gavimo biduy. Pvz.: monokloniniai

antikinai , naudojami 3iame i3radime, gali biti paga-
minti tiek hibridominiu metodu pagal Kohler &
Milstein, Nature, 256: 495 (1975), tiek genoinzZinie-
riniu metodu (Zitr. pvz., JAV patenta Nr. 4816567
[Cabilly et al.]).

_ Siame iSradime minimi monokloniniai antik@nai
apima “chimerinius” antikinus (imunoglobulinus),
kuriuose dalis sunkiosios ir /arba lengvosios grandinés
identiska ar homologiska atitinkamoms sekoms tuy anti-
kiinuy, kurie iSskirti i§ vienos gyvinuy raSies arba
priklausantys vienai antikinuy klasei ar poklasiui, tuo
tarpu kita grandinés (grandiniy) dalis identidka ar
homologiska sekoms tu antikinuy, kurie iSskirti i& kitos
gyvinu ri3ies arba priklausantys kitai antikinuy klasei
ar poklasiui; ¢ia taip pat ieina ir tokiy chimeriniy
molekuliy fragmentai, jeigu jie turi norimg biologini
aktyvuma (JAV patentas Nr. 4816567 (Cabilly et al.);
Morrison et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA, B81:6851-
6855 [1984]).

“Humanizuoti” ne Zmogaus kilmés antikinai ‘(pvz.:
peliu) tai yra chimeriniai imunoglobulinai, arba Jju
grandinés, arba ju fragmentai (tokie kaip Fv, Fab,
Fab’, F(ab’), arba kitokios antigena riSancios sekos,

gautos i3 antik{ny), kuriuose ne imogaué kilmés sekuy
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kiekis yra sumazintas iki minimumo. Daugeliu atveju
humanizuoti antikinai yra Zmogaus imunoglobulinai
(recipientinis antikiinas), kuriuose komplementarumg
apsprendZian&iuy regiony (CDR) liekanos yra pakeistos
CDR liekanomis i3 ne Zmogaus kilmés, pvz.:pelés, triu-
S5io ar Ziurkeés, turinéiuy norima specifiSkumg ir afinis-
kuma, donoriniuy antikinuy. Kai kuriais atvejais Zmogaus
imunoglobulino Fv karkasinés amino rdg3¢iuy liekanos
gali buati pakeistos atitinkamomis ne Zmogaus kilmés
seky liekanomis. Dar daugiau, humanizuotuose antikinuo-
se gali blti amino rag3c¢iy liekanu, kuriy néra nei re-
cipientinése, nei donorinése CDR ar karkasinese sekose.
Tai daroma tam, kad bty pagerintas ir optimizuotas
antikiniu aktyvumas. Humanizuoti antiktnai susidaro
maZiausiai 18 vieno ar, dazZniausiai, i3 dviejuy variabi-
liy domenu, kuriuose visos arba beveik visos CDR lieka-
nos yra ne Zmogaus kilmés, o visos ar beveik visos FR
liekanos yra Zmogaus. Humanizuotuose antikinuose taip
pat yra bent dalis pastovaus regiono (Fc), paprastai
tai Zmogaus imunoglobulino regiono dalis. Smulkesnius
apraSymus galima rasti (Jones ét al., Nature, 321:522-
525 [1986]); Reichmann et al., Nature, 332:323-329
{1988]; Presta, Curr. Op. Biol., 2:593-596 [1992]).

“Neimunogeniskas zZmogui” reiSkia, kad vaistine
polipeptido forma, esant Jjos atitinkamai terapinei
dozei, kontaktuodama su atitinkamais Zmogaus audiniais,
nesukelia Jjokios jautrumo ar atsparumo polipeptidui
baklés, kuri pasireik3tu vartojant polipeptida antra
karta, praéjus atitinkamam latentiniam periodui (pvz.:

po 8-14 dienuy).

II. Geriausi isradimo variantai
Siame i3radime apradyti polipeptidai yra prakti3-
kai homogenisSkas polipeptidas({polipeptidai), wvadinamas

mpl ligandu(ligandais) arba trombopoetinu'(TPO), kuris
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gali jungtis su mpl, citokiny receptoriy superieimos
nariu, ir turi biologine savybe stimuliuvoti Zyméty
nukleotidy (*H-timidino) isijungimag i IL-3 priklausomy
Ba/F3 lasteliy, transformuotu Zmogaus mpl P genu, DNR.
Siame i3radime aprasytas mpl ligandas(ligandai) - tai
iSskirtas Zinduoliy baltymas(baltymai), turintis hemo-
poetini, ypa¢ megakariocitopoetini ar trombopoetini,
aktyvuma - bltent, sugebantis stimuliuoti nesubrendusiy
megakariocity ar Jju pirmtakuy proliferacija, brendima
ir/arba diferenciacija i subrendusius trombocitus
produkuojan¢ia forma. KonkreCiai Siame iSradime aprasy-
ti polipeptidaitai Zmogaus mpl ligandas(ligandai), arba
jo fragmentai, turintys hemopoetini, megakario-
citopoetini ar trombopoetini aktyvuma. Sie Zmogaus mpl
ligandai nebGtinai glikozilinti. Kiti pateikiami 3Zmo-
gaus mpl ligandai yra ‘hML “EPO-domenas”, vadinamas
hMLjs3 arba hTPO;s3 , sutrumpinta hML forma, vadinama
hML24s arba hTPOyss, ir pilno ilgio subrendes polipepti-
das, turintis Fig. 1 (SEQ ID Nr.: 1) parodyta amino
riagsciy liekany seka, vadinamas hML, hML33, arba TPO332,
o} taip pat Dbiologiskai aktyvus S8io polipeptido
variantas su pakeistomis amino rGg3&iy liekanomis -
hML (R153A, R154A).

Taip pat Siame iSradime apra3yti polipeptidai -
biologiskai arba imunologi3kai aktyvis mpl ligando
variantai, atrinkti i3 hML2, hML3, hML4, mML, mML2,
mML3, pML ir pML2.

Taip pat pateikiami Siame iSradime polipeptidai -
biologiskai aktyvls mpl ligando variantai, kuriy amino
rigsciy liekanuy sekos mazZiausiai 70% identiskos
Zmogaus mpl ligando sekai (Zidr. Fig. 1 [SEQ 1ID
Nr.:1]), pelés mpl ligando sekai (Zidr. Fig. 16 [SEQ ID
Nr.:12 ir 13]), kiaulés rekombinantinio mpl ligando se-
kai (zior. Fig. 19 ([SEQ ID Nr.:18]) arba kiaulés mpl

ligando, i3skirto i& aplastinés kiaulés plazmos, sekai.
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Pateikiamas identiSkumas siekia maZiausiai 75%, o ge-
riausia, jeigu jis siekia 95 % ir daugiau.

mpl ligandas, iS8skirtas i3 aplastiniu kiauliy
plazmos, charakterizuojamas taip:
(1) Dalinai i3grynintas ligandas eliujuojamas i3
gelfiltracinés kolonélés, atliekant chromatografija
PBS, PBS su 0,1 % SDS ar PBS su 4 M MgCl,, 60-70 kD
molekuliniy masiy srityje.
(2) Ligandas aktyvuma praranda paveikus pronaze
(3) Ligandas yra stabilus esant Zemam pH (2,5), esant
0,1 % SDS ir 2 M karbamido;
(4) Ligandas yra glikoproteinas, nes jis yra sorbuoja-
mas ivairiais lecitino sorbentais; '
(5) ISgryninto ligando eliuatai i35 SDS PAGE gelio,
analize atlikus neredukuojanciomis salygomis, yra 25-
25 kD molekuliniy masiu- zonoje. MazZesni jo kiekiai
aptinkami ~18-22 ir 60 kD zonose;
(6) 1I8grynintas 1ligandas SDS PAGE analizéje redu-
kuojanc¢iomis salygomis iSsiskiria i dvi juostas - 28 ir
31 kD;
(7) Ligando formu, iSskirtuy i3 18-22, 28 ir 31 KD zony,
N galo amino rdgs¢iy liekany sekos yra tos pacios -
SPAPPACDPRLLNKLLRDDHVLHGR (SEQ ID Nr.:29); ir
(8) Ligandas yra sorbuojamas ir desorbuojamas nuo 35iy
sorbentuy:

Blue-Sepharose,

CM Blue-Sepharose

MONO-Q,

MONO-S,

Lentil lectin-Sepharose,

WGA-Sepharose,

Con A-Sepharose,

Ether 650m Toyopearl,

Butyl 650m Toyopearl,

Phenyl 650m Toyopearl ir
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Phenyl-Sepharose.

Labiau tinkami mpl ligando polipeptidai yra tie,
kurie koduojami Zmogaus genomine ar kDNR, kuriy amino
ragsc¢iy liekanuy seka yra pateikta Fig. 1 (SEQ 1ID
Nr.:1). »

Kiti gamtiniai biologiskai aktyvis mpl 1ligando
polipeptidai - Sio iSradimo objektai - yra prepro-mpl
ligandas, pro-mpl ligandas, subrendes mpl ligandas, mpl
ligando fragmentai ir glikozilinti variantai.

Kiti Siame iSradime apraSyti polipeptidai apima

- mpl ligando amino ridgs¢&iy liekanu sekos variantus ir

chimeras. Kaip jprasta, priimtinais laikomi tie biolo-
giskai aktyvlis mpl ligando variantai ir chimeros, kuriy
amino rtgsc¢iy liekanuy seky homologiSkumas Zmogaus mpl
ligandui ar mpl ligandui, i3skirtam i$ aplastiniy kiau-
liy, yra ne maZesnis nei- 70 %, geriau, kali homologija
yra bent 75 %, dar geriau, kai - bent 80 %, dar geriau,
kai - bent 85 %, dar geriau, kai - bent 90 % ir geriau-
sia, kai nemaZiau 95 %. Vienas pavyzdiniy mpl ligando
varianty yra hML N galo domenas (vadinamas "EPO-domenu”
dél amino rGgSciy liekanuy sekos homologijos su eritro-
poetinu). Geriausia hML EPO domeng sudaro apie 153
pirmuyju amino rGg3¢iy liekany i35 subrendusio hML ir
todél jis vadinamas hMLjs3. Dar geresnis hML amino rag3-

¢iy liekany sekos variantas yra tas, kuriame viena ar

kelios bazinés arba dvieju baziniy amino rag3&iy lieka-

ny poros, esancios C galo domene, pakeistos i nebazines
amino rug3¢iy liekanas (pvz., i hidrofobines, neutra-
lias, rGgsc¢ias, aromatines, Gly, Pro ar panaiias).
Geriausia hML C galo domeno seka yra tokia, kur 153 ir
154 Arg liekanos pakeistos Ala liekanomis. Sis wvarian-
tas vadinamas hMLi3z; (R153A, R154A). Kiti geriausi hML
variantali yra arba hMLis;, arba hMLis3, kuriuose amino
ragsciy liekanos nuo 111 iki 114 (QLPP arba LPPQ) yra

paSalintos arba pakeistos kitais tetrapeptidais (pvz.,
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AGAG ar pana3iais). Sie deleciniai mutantai vadinami
A4hML33; ir A4hMLjs3.

Geriausia chimera yra baltymas, kur mpl ligandas
arba Jjo fragmentas '(apibréitas Zemiau) sulietas su
heterologiniu polipeptidu arba 3jo fragmentu. Pavyz-
dziui, hML;s3 gali baOti suliejamas su IgG fragmentu,
siekiant prailginti preparato cirkuliacijos kraujyje
laikga, arba su IL-3, G-CSF ar EPO, siekiant gauti
molekule su didesniu trombopoetiniu aktyvumu ar su
chimeriniy komponentuy aktyvumu.

Kita geriausia Zmogaus mpl ligando chimera yra
"ML-EPO domeno chimera", kuri sudaryta is§ 153-157 N
gale esandiy hML amino rug3¢iy liekanuy, kur viena ar
kelios, bet ne visos, liekanos pakeistos Zmogaus EPO
liekanomis, kaip parodyta Fig. 10 (SEQ ID Nr.:7). Siame
iSradime hML chimera turi bGti apie 153-166 amino rag3-
¢iy liekanuy ilgio ir atskiros amino rugs$c¢iy liekanos ar
individualids liekanu blokai yra paimti iS5 Zmogaus EPO
sekos ir iterpti 1 hML baltymo seka, arba pakeista
dalis hML sekos, vietose, kurios nurodytos Fig. 10 (SEQ
ID Nr.:6). Tokiy intarpiniuy seku pavyzdZiai apima:
viena ar kelias N-glikozilinimo vietas, esancias EPO
amino rigsciu liekany sekoje pozicijose 24-27, 38-40 ir
83-85; viena ar kelias i§ keturiy spéjamu amfipatiniuy
o—-spiraliy sric¢iy, esanciy EPO amino rag3&iy liekany
sekoje pozicijose 9-22, 59-76, 90-107 ir 132-152; taip
pat kitas konservatyvias sritis, tarp ju EPO molekulés
N ir C galuy amino rGg38c¢iy liekanuy sekas, bei liekanas,
esancias pozicijoje (epo) 44-52 (Zidr., pvz., Wen et
al., Blood, 82:1507-1516 [1993] ir Boissel et al., J.
Biol. Chem., 268(21): 15983-15993 [1993]). Tikimasi,
kad si "ML-EPO dbmenq chimera" turés miSry trombopoe-
tini-eritropoetini (TEPO)} biologini aktyvumg.

Kiti 3Sio iSradimo polipeptidai apima mpl ligando

fragmentus, turinc¢ius nepertraukiamas bent 10, 15, 20,
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25, 30 ar 40 amino ritg$c¢iy liekanuy sekas, identiskas
mpl ligando, i8skirto 135 aplastiniuy kiauliy plazmos
arba c¢ia apradSyto Zmogaus mpl ligando (Zidr. Lente-
le 14, Pavyzdi 24) amino rhGg3&iy liekany sekoms.
Geriausias mpl ligando fragmentas yra Zmogaus ML[1-X],
kur X yra 153, 164, 191, 205, 207, 217, 229 ar 245
(ZiGr. Fig. 1 ([SEQ ID Nr.:1]). Kiti geriausi mpl 1li-
gando fragmentai yra tie fragmentai, kurie gauti che-
mines ar fermentinés hidrolizés btdu i3 iZgryninto
ligando.

Kitas iS8radimo aspektas yra mpl ligando molekuliy
i8gryninimo budas, kuris apima: mpl ligando 3altinio,
turinio mpl ligando molekuliu, saveika su imobilizuotu
receptoriaus polipeptidu, konkrec¢iai su mpl ar mpl
hibridiniu polipeptidu, tokiomis salygomis, kai gryni-
namos mpl ligando molekulés selektyviai sorbuojasi ant
imobilizuoto receptoriaus polipeptido, sorbento praplo-
vimg, paSalinant nesisorbavusius paSalinius baltymus,
ir gryninamuy molekuliuy eliucija nuo imobilizuoto recep-
toriaus polipeptido eliucijos buferiniu tirpalu. mpl
ligando Saltinis gali btGti plazma, o geriausias imobi-
lizuotas receptorius yra mpl-IgG sulietas polipeptidas.

Taip pat mpl ligando S$altinis gali bGti rekombi-
nantiné kultira, kur mpl ligando koncentracija kultdri-
niame skystyje arba lasteliy lizatuose yra Zymiai di-
desné, nei plazmoje ar kituose gamtiniuose Saltiniuose.
Todél aukSciau apraSytas mpl-IgG imunoafininis bidas
neblitinai gali bOti taikomas, nes gali bati pritaikomi
kiti Zinomi tradiciniai baltymy gryninimo metodai.
Trumpai, geriausias gryninimo btdas, kurio metu gau-
namas homogeniSkas mpl ligandas, apima Seiminko laste-
liy nuolauZuy ar lizavimo fragmentu pa3alinima, pavyz-
dZiui, centiftguojant ar ultrafiltruojant; po to bal-
tymai gali bati sukoncentruojami komerciniais baltymy

koncentravimui skirtais filtrais; toliau seka ligando
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atskyrimas nuo kitu pa3aliniy medZiagy viena ar kelio-
mis stadijomis, pasirenkamomis is: imunocafininés chro-
matografijos, jonu mainy chromatografijos (pvz., DEAE
ar sorbentai su karboksimetil- ar sulfopropil- grupé-
mis), chromatografijos su Blue-Sepharose, CM Blue-
Sepharose, MONO-Q, MONO-S, 1lentil lectin-Sepharose,
WGA-Sepharose, Con A-Sepharose, Ether-Toyopearl, Butyl
Toyopearl, Phenyl Toyopearl, protein-A Sepharose, pre-
paratyvinés SDS-PAGE, atvirksc¢iy faziy HPLC (pvz.,
silikagelis su alifatinémis grupémis) ar gelfiltracijos
su Sephadex sorbentais, ir iSsodinimo etanoliu ar iSso-
dinimo amonio sulfatu. Proteinaziu inhibitorius - me-
tilsulfonilfluoridas (PMSE) gali biti naudojamas bet
kokioje gryninimo stadijoje, siekiant sumazZinti proteo-
lize.

Kitas 8io iSradimo objektas yra iSskirti antik@-
nai, sugebantys jungtis su mpl ligandu. Geriausi anti-
kGinai mpl ligandui iSskirti yra monokloniniai (Kohler
ir Milstein, Nature, 256:495-497 [1975]; Campbell,
Laboratory Techniques 1in Biochemistry and Molecular
Biology, Buxrdon et al., Eds, Volume 13, Elsevier
Science Publishers, Amsterdam ([1985]; ir Huse et al.,
Science, 246f1275—l281 [1989]). Geriausi mpl ligando
i8skyrimui antik@nai yra tie, kurie Jjungiasi su mpl
ligandu ne maZesniu afinidZkumu, nei 10° 1/moliui. Dar
geresni antikf@nai, kuriuy afinisSkumas didesnis, nei
107 1/moliui. Geriausia, kai atikanai yra gaunami prie§
mpl liganda, turinti wvieng i35 aukiciau apradytuy efekto-
riniy funkcijuy. Antiknai, sugebantys jungtis su mpl
ligandu, gali biti sulieti su kitu polipeptidu, ir
antikiinas ar sulietas baltymas gali biti naudojamas mpl
ligando iSskyrimui i3 3Saltiniuy, kaip aprasyta auksciau,
bei gryninimui. Kitas i3radimo objektas yra badas,
kurio pagalba galima nustatyti mpl liganda in vitro ir

in vivo, apimantis antikdny saveika su meéginiu, ypatin-
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4
gai su serumo pavyzdZiais, kuriuose tikimasi rasti
liganda ir susidariusio junginio detekcija, Jjei toks
susidaro.

Kitas iS3radimo objektas yra iS3skirta nukleino
rig3ties molekulé, koduojanti mpl ligandg ar jo frag-
menta. 3i nukleino rig3ties molekulé gali biti paZyméta
arba neZyméta, ir nukleino rigsSties molekulés seka yra
komplementari, galinti hibridizuotis, esant griezZtoms
arba vidutiniSkai grieztoms salygomis, su nukleino
riags8ties molekule, koduojanc¢ia mpl liganda. Geriausia
mpl ligando nukleino ridgsStis yra RNR ar DNR, kuri turi
bent 75 % homologijos su molekule, koduojancia biolo-
gidkai aktyvy mpl liganda, dar geriau, kai homologija
yra bent 80 %, dar geriau - 85 %, dar geriau - 90 % ir
pats geriausias atvejis, kai homologija Zmogaus mpl
ligandui yra 95 %. Geriausia i3skirta nukleino rugsties
molekulé yra DNR seka, koduojanti bioldgiékai aktyvy
mpl liganda, atrinkta i%: (a) DNR 15 Zinduoliuy mpl
ligando geno regiono (pvz., DNR, kurioje yra nukleotidy
seka, pateikta Fig. 1 (SEQ ID Nr.:2) ar jos fragmen-
tai); (b) DNR, sugebancios hibridizuotis su (a) DNR,
esant bent vidutinidkai grieZtoms salygoms; ir (c) DNR,
kuri yra iSsigimusi lyginant su DNR apibréZta (a) ar
(b) . Manoma, kad nauji mpl ligandai, apradyti Siame
iSradime, gali buati ligandy 3eimos nariai ar citokinuy
Seimos nariai, turintys pakankamai identisSkas sekas,
kad ju DNR galéty hibridizuotis su DNR, pateikta Fig. 1
(SEQ ID Nr.:2) (bGtu komplementari 7ji pati arba Jjos
fragmentai), esant nuo silpnuy iki vidutiniSkai griez-
ty, salygoms. Taigi, kitas 35io isSradimo aspektas yra,
DNR, kuri hibridizuojasi esant nuo silpny iki wviduti-
niskai griezty, salygoms su DNR, koduojancia mpl ligan-
duy polipeptidus.

Kitas 3io iSradimo objektas yra nukleino rigSsties
molekulé - kDNR, koduojanti mpl liganda, ir ﬁoje esan-

tis replikacijos vektorius, kuris kDNR funkcionaliai
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sujungia su kontroliuojanciomis sekomis, atpaZistamomis
transformuoto vektoriumi Seimininko. 3is aspektas apima
lasteles-Seimininkus, transformuotus vektoriumi ir
bida, kurio pagalba kDNR apsprendZia mpl ligando pro-
dukcija transformuotu 1lasteliy kultidroje, o taip pat
mpl ligando iSskyrima i35 lasteliuy kultdros. mpl ligan-
das, paruoStas tokiu bildu, yra prakti3kai homogeninis
zmogaus mpl ligandas. Geriausios lastelés-3eimininkés
mpl ligando produkcijai yra Kinietiskuy Ziurkéniy kiau-
§idZiy (CHO) lastelés.

ISradimas taip pat apima terapisSkai efektyvaus mpl
ligando kiekio pasirinkimg ir panaudojimg, Zinduoliy su
imunologiniais ar hematopoetiniais susirgimais, ypacd
trombocitopenija, terapijoje. Mpl ligandas gali btGti
vartojamas kartu su kitais citokinais, ypal su koloni-
jas stimuliuojanéiu faktoriumi ar interleukinu. Geriau-
si kolonijas stimuliuojantys faktoriai ar interleukinas
yra: kit-ligandas, LIF, G-CSF, GM~CSF, M-CSF, EPO,
IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9 ar
IL-11.

III. Isskyrimo principai

Daugelis autoriy ilga laika mané, kad trombocity
produkcija kontroliuojama keliais, jivairioms hemopoeti-
niy lgsteliy atSakoms specifiniais humoraliniais fakto-
riais. Buvo teigiama, kad magakariocitopoezé ir trombo-
poezé reguliuojama dviem skirtingais citokinuy aktyvu-
mails, priskiriamais magakariocitu kolonijuy stimuliuo-
janc¢iam faktoriui (meg-CSF) ir trombopoetinui (Williams
et al., J. Cell Physiol., 110:101-104 [1982]; (Williams
et al., Blood Cells, 15:123-133 [1989]; ir Gordon et
al., Blood, 80:302-307 [1992]). Pagal 38ig hipoteze,
meg-CSF stimuliuoja megakariocity pirmtakuy prolifera-
cija, o trombopoetinas pirmiausia jitakoja labiau dife-

rencijuotuy lasteliy brendimg ir galu gaie trombocity
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produkcijg. Iki 1960 mety tiek meg-CSF, tiek ir trombo-
poetino indukcija bei aktyvumy pasirodymas gyvany ir
Ymogaus plazmoje, serume ir 3lapime,esant trombocito-
penijos epizodams, buvo pakankamai gerai apradyti
(0dell et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 108:428-431
[1961]; Nakeff et al., Acta Haematol., 54:340-344
[1975]; Specter, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 108:146-
149 [1961]; Schreiner et al., J. (Clin. Invest.,
49:1709-1713 [1970]; Ebbe, Blood, 44:605-608 [1974];
Hoffman et al., N. Engl. J. Med., 305:533 [1981];
Straneva et al., Exp. Hematol., 17:1122-1127 [1988];
Mazur et al., Exp. Hematol., 13:1164 [1985]; Mazqr et
al., J. Clin. Invest., 68:733-741 [1981]; Sheiner et
al., Blood, 56:183-188 [1980]; Hill et al., Exp.
Hematol., 20:354-360 [1992] ir Hegyi et al., Int. J.
Cell Cloning, 8:236-244 [1990]). Buvo apradyta, kad S§ie
aktyvumai yra specifiniai tam tikrai hemopoetiniy
lasteliy atSakai ir skyrési nuo Zinomy citokinu akty-
vumy (Hill R. J. et al., Blood, 80:346 [1992];
Erickson-Miller C.L. et al., Brit. J. Haematol.,
84:197-203 [1993]; Straneva J. E. et al., Exp. Hematol.
20:4750 [1992] ir Tsukada J. et al., Blood 81:866-867
[1993]). Bet pastangos iSgryninti meg-CSF ar trombopoe-
ting 15 trombocitopeninés plazmos ar 3Slapimo buvo
nesékmingos.

Remiantis auksCiau minétais trombocitopeninés
plazmos tyrimais, mes nustatéme, kad aplastiniy kiauliu
plazma (APP), gauta 1S apSvitintuy kiauliu, stimuliuoja
zmogaus megakariocitopoeze in vitro. Mes nustatéme, kad
Sis stimuliuojantis aktyvumas panaikinamas tirpiu
ekstralasteliniu c¢-mpl domenu, o tal patvirtina, kad
APP yra potencialus ie3komo mpl ligando (ML) Saltinis.
Mes sékmingai i3gryninome mpl liganda 15 APP, ir nusta-
¢ius mpl ligando amino rtgsc¢iy liekanuy seka, buvo gali-

ma is$skirti pelés, kiaulés ir Zmogaus ML baltymo kDNR.
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Sie ML baltymai pasiZymi seky homologija su eritropoe-
tinu ir turi kaip meg-CSF aktyvumg, taip ir i trombo-

citopoeting panasuy aktyvumg.

ds mpl ligando gryninimas is plazmos ir

identifikavimas

Kaip buvo paZyméta auk3¢&iau, i8§ ivairiy Saltiniuy
gautoje aplastinéje plazmoje buvo aptiktas aktyvumas,
stimuliuojantis hematopoeze in vitro, bet nebuvo i3-
skirtas 13 plazmos Jjoks hemotopoeze stimuliuojantis
faktorius. Vienas 13 aplastinés plazmos Saltiniy yra
apdvitinty kiauliy plazma. Si aplastiniy kiauliy plazma
(APP) stimuliuoja Zmogaus hemopoeze in vitro. Sie-
kiant nustatyti, ar APP yra mpl ligandas, buvo matuo-
jamas °H-timidino isijungimas i Ba/F3 lasteles, trans-
fekuotas Zmogaus mpi P (Ba/F3-mpl). Sio metodo eiga
pateikta Fig. 2. APP stimuliuoja ’H-timidino isijun-
gima i Ba/F3-mpl lasteles, bet ne i kontrolines Ba/F3
lasteles (t.y., netransfekuotas Zmogaus mpl P). Papil-
dant, jokio aktyvumo nebuvo pastebéta, tyrimus atlie-
kant su normaliy kiauliy plazma. Sie rezultatai parodo,
kad -APP yra faktorius arba faktoriai, kurie perduoda
proliferacijos signala per mpl receptoriy ir tai gali
biti natdralus ligandas Siam receptoriui. Tai buvo
patvirtinta apdorojus APP tirpiu mpl-IgG, kuris blokuo-
davo stimuliuojanti APP efekta lasteléms Ba/F3-mpl.

Sis APP faktorius yra baltymas, nes paveikus APP
pronaze, DTT ar pakaitinus, buvo prarandamas APP stimu-
liuojantis aktyvumas (Fig. 3). Aktyvumas nebuvo praran-
damas, dializuojant APP. Sis faktorius stabilus, esant
Zemoms pH reik3méms (2 valandas pH 2,5), buvo parodyta,
kad 3is faktorius yra sorbuojamas keliais lectin-afini-
niais sorbentais, o tai reiskia, kad 35is baltymas yra

glikozilintas. Sekantis etapas, nustatant S$Sio fakto-
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riaus struktira ir identiskuma, buvo afininis 8io fak-

toriaus iSgryninimas i3 APP, naudojant mpl-IgG chimera.
APP buvo apdorojama taip, kaip apraSyta Pavyz-
mpl ligandas buvo gryninamas

(HIC),

dZiuocse 1 ir 2. Trumpai,
naudojant hidrofobinés saveikos chromatografijg
chromatografija su imobilizuotais daZais ir mpl-afinine

chromatografijg. Aktyvumo iSeiga kiekvienoje chromato-

grafijos stadijoje pateikta Fig. 4, o kiekvienos stadi-
jos is8gryninimo faktoriai (kartais) pateikti Lenteléje
1. Bendra faktoriaus iSeiga po mpl-afininés chromato-
grafijos buvo apie 10 %. Aktyvumo pikas (F6) po mpl-
afininés chromatografijos turéjo 9,8x10° V/mg specifini
aktyvuma. Gryninant 5 litrus APP, gryninimo faktorius
buvo 4x10® kartai (nuo 0,8 V/mg iki 3,3x10° V/mg), bal-
tymy kiekis sumaZéjo 83x10° kartuy (nuo 250 g iki 3 pg).
Masuy nustatytas ligando 'specifinis aktyvumas po mpl-

afininés chromatografijos buvo ~3%10° V/mg.

LENTELE 1

mpl ligando gryninimas

Baltymo Specifinis ISgryninimo
Meginys Tiris, koncentra- | V/ml | Vienetai | aktyvumas, ISeiga, faktorius,
ml cija, V/mg % kartai
mg/ml
APP 5000 50 40 200000 0,8 = 1
Phenyl 4700 0,8 40 200000 50 94 62
Blue-Seph. 640 0,93 400 | 256000 430 128 538
mpl (1) 12 5x1077 1666 | 20000 3300000 10 4100000
(Fr. 5-7)
Baltymo koncentracija buvo nustatoma Bradford metodu.
Baltymo koncentracijos frakcijose (5-7) nuo mpl-kolonélés buvo

nustatoma pagal démiy intensyvuma,

dazZant SDS PAGE geli sidabru.

Vienas aktyvumo vienetas 1lygus koncentracijai, kuriai esant
pasiekiama 50 % maksimalaus Ba/F3-mpl lasteliy proliferacijos
stimuliavimo.

Eliujuotos

nuo mpl afinines

buvo analizuojamos SDS PAGE

kuojandiomis saglygomis.

yra

keletas

baltymy

(Fig.

(4-20

Buvo nustatyta,

35).

kolonéles

Intensyvesnés

frakcijos

%, Novex gel)

redu-
kad meéginiuose

baltymu

juostos daZytuose sidabru SDS PAGE geliuose buvo ties

molekulinémis

masemis

66000,

55000,

30000,

28000

ir




10

15

20

25

70

LT 4120 B
18000-22000D. Siekiant nustatyti, kuris i§ 3iy baltymy
stimuliuoja Ba/F3-mpl lasteliuy proliferacijg, baltymai

buvo eliujuojami i85 gelio, kaip aprasSyta Pavyzdyje 2.
Siuo eksperimentu - buvo nustatyta, kad didesniu
aktyvumu pasiZyméjo eliujuoti i3 gelio baltymai i3
molekuliniy masiy juostos 28 - 32 kD, maZesniu aktyvumu
pasiZyméjo baltymai i35 molekuliniy masiy juostos 18 -
22 kD (Fig. 6). Vieninteliai 3iuose molekuliniy masiuy
intervaluose matomi baltymai turéjo 30, 28, ir 18-22 kD

molekulines mases. Siekiant nustatyti '3iuy baltymy

(t.y., Juostos 30, 28, ir 18-22 kD) amino riag3ciy

liekanuy seka, 3ie baltymai buvo perneSami blotuojant
ant PVDF membranos ir sekvenuojami, kaip aprasyta
Pavyzdyje 3. Baltymy N galo amino rig3c¢iuy liekany seka
pateikta Lenteléje 2.

LENTELE 2

mpl ligando N galo amino riugséiy liekany seka

30 kD

1 3 10 15 20 25 (SEQ ID Nr.:30)
(S) PAPPA (C) DPRLLNKLLRDD (H/S) VLH (G) RL
28 kD

i S 10 15 20 25 (SEQ ID Nr.:31)
(S) PAPPAXDPRLLNKLLRDD (H) VL (H) GR

18-22 kD

1 5 10 (SEQ ID Nr.:32)
XPAPPAXDPRLX (N} (K)

Kompiuterine analize buvo nustatyta, kad tokiy ‘N
galo baltymo seku neturi jokie Zinomi baltymai. Kadangi
visos trys N galu sekos yra tos padios, tai tikétina,
kad 30 kD, 28 kD ir 18-22 kD molekuliniuy masiy baltymai
gali bati vieno naujo baltymo skirtingos formos. Sis
baltymas (baltymai) kaip tik gali biti nattralus mpl
ligandas, nes aktyvumas buvo nustatytas toje pacCioje
SDS PAGE gelio (4-20 %) srityje (28-32 kD). Be to,
dalinai iSgrynintas ligandas eliujuoja@as 17-30 kD

srityje nuo gelfiltracinés Superose 12 (Pharmacia)
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kolonélés. Tikétina, kad skirtingy molekuliniy masiy
ligando formos gali buti proteinolizes, skirtingo
glikozilinimo ar kity post- arba prieStransliaciniy
modifikacijuy rezultatas.

Kaip buvo apra3yta ank8Ciau, antisensiné Zmogaus
mpl RNR panaikina megakariocitopoeze Zmogaus kauly
¢iulpy kultaroje, praturtintoje CD 34" lastelémis-pirm-
takais, ir neturi jokios itakos kitu hemopoetiniy
lasteliy linijuy diferenciacijai (Methia et al., supra).
Sie rezultatai leidZia daryti prielaida, kad mpl recep-
torius gali itakoti megakariocitu diferenciacija ir
proliferacija in vitro. Tolesniam i3siaiSkinimui apie
mpl ligando jitaka megakariocitopoezei buvo sulyginama
APP ir APP be mpl ligando itaka Zmogaus megakariocito-
poezei in vitro. APP itaka Zmogaus megakariocitopoezei
buvo ivertinama, naudojant modifikuotus suspensinius
megakariocitopoezés tyrimus, apradSytus Pavyzdyje 4.
Siuose tyrimuose Zmogaus periferinés kamieninés laste-
lés (PSC) buvo paveikiamos APP prieS§ ir po gryninimo
mpl-IgG afinine chromatografija. GPIILIII, megakario-
citopoezés stimuliacija buvo kiekybi3kai jvertinama su
125J-anti-II,III. antikanais (Fig. 7). Kaip parodyta
Fig. 7, 10 $ APP sukelia apie tris kartus didesne
stimuliacijg, tuo metu, kai APP be mpl ligando neturi
jokios itakos. Svarbu, kad APP be mpl ligando neindu-
kuoja lasteliy Ba/F3-mpl proliferacijos.

Kitame tyrime tirpus Zmogaus mpl-IgG buvo prideda-
mas 0, 2 ir 4 dienag i kultGras, kuriose buvo 10 % APP,
kad neutralizuoty APP stimuliacijos efekta Zmogaus
megakariocitopoezei (Fig. 8). Sie rezultatai irodo, kad
mpl ligandas dalyvauja Zmogaus megakariocitopoezés
reguliavime, todél mpl ligandas gali bdti naudingas,

gydant trombocitopenija.
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2. mpl ligando molekulinis klonavimas

Remiantis galine amino rtg3¢iu seka, gauta is
30 kD, 28 kD ir 18-22 kD baltymy (Zr. Lentele 2), du
iSsigime oligonukleotidai buvo panaudoti kiauliy geno-
minés DNR amplifikuoti PCR bidu. Tai buvo atlikta
remiantis tuo, jog, jeigu galiné amino rag3&iy seka yra
koduojama vienintelio egzono, tada teisingas PCR pro-
duktas turéty bati 69 bp ilgio. TokiQ ilgio DNR frag-
mentas buvo gautas ir klonuotas i pGEMT. Oligonukleo-
tidinés PCR pradmeny sekos ir trys gauti klonai yra
parodyti Pvz. 5. Peptido amino rugs&iuy seka (PRLLNKLLR
[SEQ ID Nr.: 33]), koduojama tarp PCR pradmeny, buvo
identiSka galinei baltymo amino sekai gautai, sekve-
nuojant kiauliy liganda (ZiGréti 9-17 amino raGg3&iuy
liekanas 28 ir 30 kD kiauliy baltymo sekas, pateiktas
auksciau). .

Sintetinis oligonukleotidas, paremtas PCR frag-
mento seka, buvo panaudotas Zmogaus genominés DNR
bibliotekos skryningui. 45 baziuy oligonukleotidas,
pavadintas pR45, Dbuvo susintetintas, remiantis PCR
fragmento seka. Sis oligonukleotidas turi tokia seka:
5’ GCC GTG AAG GAC GTG GTC GTC ACG AAG CAG
TTT ATT TAG GAG TCG 3' (SEQ ID Nr.: 34)

Sis dezoksioligonukleotidas buvo panaudotas Zmo-
gaus genominés DNR bibliotekos skryningui Agem 12,
esant negrieztoms hibridizacijos ir atplovimo salygoms,
pagal Pavyzdi.6. Buvo atrinkti teigiami klonai, jie
isgryninti ir analizuoti restriktuojant bei naudojant
Southern blotinga. 390 bp EcoRI-Xbal fragmentas, kuris
hibridizuojasi su 45 baziy poruy ilgio fragmentu, buvo
klonuotas i pBluescript SK-. Sio klono DNR sekos husta—
tymas patvirtino, jog buvo i3Sskirta DNR seka, koduojan-
ti Zmogaus homologa kiauliy mpl ligando dali. Zmogaus
DNR seka ir ja atitinkanti amino rig$iy seka yra paro-

dyta Pie5.9 (SEQ ID Nr.: 3 ir 4). Numatomos intronuy po-
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zicijos genominéje sekoje taip pat yra paZymétos rodyk-
lémis, ir nustatytas numanomas egzonas ("egzonas 3").

Remiantis Zmogaus "egzono 3" seka (Pavyzdys.6)
buvo susintetinti oligonukleotidai, atitinkantys 3' ir
5' egzono sekos galus. Sie du pradmenys buvo naudojami
PCR reakcijose, kaip matrica naudojant kDNR, gautg is
ivairiy Zmogaus audiniuy. Teisingo PCR produkto laukia-
mas ilgis buvo 140 bp. ISanalizavus PCR produktus 12%
poliakrilamidiniame gelyje, laukiamo dydZio DNR frag-
mentas buvo nustatytas kDNR bibliotekose, paruoStose i3
suangusio Zmogaus inksty, embriono inksty 293 lasteliy
ir kDNR paruo3tose i Zmogaus embriono kepenuy.

Embriono kepenu kDNR biblioteka (7x10° klonu) ADR2
toliau buvo analizuojama su tuo paciu 45 baziy oligo-
nukleotidu, kuris buvo naudotas Zmogaus genominés bib-
liotekos ir embriono kepenu kDNR bibliotekos skryninge,
esant negrieZtoms hibridizacijos salygoms. Buvo atrin-
kti teigiami klonai, trombocitai iSgryninti ir jterptos
sekos dydis buvo analizuojamas PCR bddu.Vienas klonas
su 1.8 kbp intarpu buvo atrinktas tolesnei analizei.
Naudojant procediras, apraSytas Pavyzdyje.7, buvo gauta
Zmogaus mpl ligando (hML) nukleotidy seka bei i35 jos
iSvestiné amino rug3&iy liekanuy seka. Sios sekos yra

pateiktos Fig. 1 (SEQ ID Nr.: 1 ir 2).

3. Zmogaus mpl ligando (hML) struktira

Zmogaus mpl ligando (hML) kDNR seka (Fig. 1.[SEQ
ID Nr.: 2]) turi 1774 nukleotidus ir poli(A)uodegy. Tai
sudaro 215 nukleotidu nuo netransliuojamos sekos 5'
galo ir 498 nukleotidus nuo 3' netransliuojamos sri-
ties. Tikétinas iniciacijos kodonas, esantis 216-218
nukleotidu srityje yra konsensiné seka, tinkama euka-
riotinei transliacijos iniciacijai. Atviras skaitymo
rémelis yra 1059 nukleotidy ilgio ir koduoja 353 amino
rags&iy polipeptida, pradedant 220-tu nukleotidu. I3-

vestinés amino riagdc¢iy sekos N-galas yra labai hidro-
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fobinis ir turbit atitinka signalini peptida. Kompiu-
teriné amino rGg3C¢iuy sekos analizé (von Heijne et.al.,
Eur.J.Biochen., 133:17-21[1983]) nurodo potencialig
skélimo vieta signalinei peptidazei tarp 21 ir 22 amino
ragsc¢iy liekanu. Perskélus 5ioje pozicijoje, susidarytuy
subrendes 332 amino ra4g3¢iy liekanu polipeptidas, pra-
sidedantis N galine seka, kuria turi mpl ligandas, i3-
grynintas i35 kiauliy plazmos. ISvestinis neglikozilinto
332 amino rag8¢iuy liekanuy ligando molekulinis svoris
yra apie 38 kD. Yra 6 potencialios N-glikozilinimo vie-
tos ir 4 cisteino liekanos.

mpl ligando sekos palyginimas su Genuy banko seky

- duomeny baze parodé 23% identi3kuma tarp subrendusio

Zmogaus mpl ligando 153 amino galiniu liekany ir Zmo-
gaus eritropoetino (Fig. 10 ([SEQ ID Nr.: 6 ir 71).
Turint galvoje konservatyvius pakeitimus, §is hML
regionas parodo 50% panaSumg su Zmogaus eritropoetinu
(hEPO). Ir hEPO, ir hML turi keturis cisteinus. Trys i3
keturiy cisteiny yra konservatyviis hML, iskaitant pir-
maji ir paskutiniji cisteinus. Kryptingosios mutagene-
zés eksperimentai parodé, kad pirmas ir paskutinis
eritropoetino cisteinai formuoja disulfidine jungti,
kuri yra funkciSkai reikalinga (Wang, F.F., et.al.,
Endocrinology 116: 2286-2292[1983]). Analogiskai pirmas
ir paskutinis hML cisteinai taip pat gali formuoti
kritini disulfidini ry3i. hML neturi konservuatyviu
glikozilinimo viety. Visos potencialios hML N- susiju-
sios glikozilinimo vietos yra lokalizuotos hML polipep-
tido C galo puséije.

Kaip ir hEPO, hML iRNR neturi konsensinés poliade-
nilinimo sekos AAUAAA, nei reguliatorinio elemento
AUUUA, kuris yra daugelio citokinu 3'netransliuojamoje
srityje ir kuris, manoma, turi jitakos mRNR stabilumui
(Shawet al., Cell, 46:659-667 [1986]). Northern blota-

vimo analizé rodo nedideli kieki vienintelio 1.8 kbp
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hML RNR transkripto tiek embriono, tiek suaugusiuy Zmo-
niy kepenyse. Po ilgo ekspozicijos laiko silpna tokio
pat dydZio juostelé gali biti nustatyta suaugusiy Zmo-
niu kepenyse. AnalogisSkai Zmogaus eritropoetinas yra
ekspresuojamas embriono kepenyse, o taip pat suaugusio
mogaus inkstuose ir kepenyse, atsakant i hipoksija
(Jacobs et. al., Nature, 313: 804-809 ([1985] and
Bondurant et. al., Molec.Cell.Biol., 6:2731-2733
[{19861]).

HML C-galinio rajono svarba tebéra aiSkinama.
Remiantis 3eSiu potencialiuy N-susieto glikozilinimo
viety buvimu ir ligando sugebéjimu riStis prie lectin-
afininiuy kolonu, pana3u, jog 3is hML rajonas yra gliko-
zilintas. Kai kuriuose eliucijos i8 gelio eksperimen-
tuose mes pastebéjome, jog aktyvumas yra aptinkamas
ties molekuline mase 60000 D, o tai gali biti pilna
glikozilinta molekulé. Tuo bidu C-galiné sritis gali
stabilizuoti ir padidinti cirkuliuojanc¢io hML gyvavimo
pusperiodi. Eritropoetino atveju neglikozilinta forma
turi pilna biologini aktyvumg in vitro, bet turi Zymiai
sumaZintg plazmos gyvavimo pusperiodi, lyginant su
glikozilintu eritropoetinu (Takeuchi et.al., J. Biol.
Chem., 265: 12127-12130 ([1990]; Narhi et.al., J. Biol.
Chem., 266: 23022-23026 [1991] 4ir Spivack et al.,
Blood, 7:90-99 [1989]). hML C-galinis domenas turi dvi
bazines amino rGgs$c¢iy liekanuy sekas [Arg-Arg motyvai
153-154 ir 245-246 pozicijose], kurios gali tarnauti
kaip potencialios procesingo vietos. Skeliant Siose
vietose gali susidaryti 30, 28,ir 18-22kD ML, isskirto

is APP, formos. Arg,.,-Arg,., sekos yra 15 karto po dome-

no, panaaus 1 eritropoeting, kuris yra ML. Remiantis
$ials pastebéjimais, galima pasakyti, kad pilnas ML
gali bati signalinis peptidas, kuris patiria ribotg

proteolize, tam kad susidarytu subrendes ‘ligandas.
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4. imogaus mpl ligando izoformos ir variantai
Izoformos arba alternatyviai sujungtos Zmogaus mpl

ligando formos buvo nustatytos PCR bidu suaugusio Zmo-

gaus kepenyse. Trumpai tariant, pradmenys buvo susinte-
tinti atitinkamai kiekvienam galui, taip pat ir pasi-
rinktiems wvidiniams hML koduojancios sekos regionams.

Sie pradmenys buvo naudojami RT-PCR, norint padauginti

suaugusio Zmogaus kepenu RNR, kaip aprasSyta Pavyzdyje

10, Be pilno ilgio formos, priskiriamos hML, trys kitos

formos, hML2, hML3 ir hML4 buvo pastebétos arba isves-

‘tos. ISvestinés visy keturiuy subrendusiy izoformuy amino

rigs¢iuy sekos yra parodytos Fig. 11 (SEQ ID Nr.: 6,8,9
ir 10). hML3 turi 116 nukleotidy delecija 700-toje po-
zicijoje, o tai duoda amino rag3ciy delecija ir rémelio
poslinki. kDNR dabar koduoja subrendusi polipeptida,
kuris turi 265 amino rug3tis ir skiriasi nuo hML sekos
ties 139 amino rig3ties liekana. Galiausiai, hML4 turi
12 nukleotidy delecija po 618-tos nukleotido pozicijos
(taip pat randama pelés ir kiaulés sekose [Zidr. Ze-
miaul]) ir 116 baziy poru delecija, randamg hML3. Nors
nebuvo iSskirtuy i85 Zmogaus klonuy tik su 12 baziy poruy
delecija (po 619 nukleotido) (priskiriama hML2), pana-
Su, Jjog 3i -forma egzistuoja, kadangi tokia izoforma
buvo identifikuota peléje ir kiauléje (Zr.zZemiau), ir
kadangi tai buvo identifikuota kartu su 116 nukleotidy
delecija hML4.

Kartu ir pakaitinis hML variantas, kuriame dviejuy
baziniy amino rigsc¢iuy liekany Argl53—Arg154 seka buvo pa-
keista i dvi alanino liekanas, ir "EPO-domenas", su-
trumpinta hML forma, buvo sukonstruotos, norint nusta-
tyti, ar pilno ilgio ML yra bitinas biologiniam" akty-
vamui. Arg,.,-Arg,., dvieju baziniu amino ruagsciu liekany
sekos pakaitinis variantas, vadinamas hML (R153A3,

R154A), buvo sukonstruotas PCR bidu, kaip aprasyta
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Pvz.10. "EPO-domeno" sutrumpinta forma, hML;s;, taip pat

buvo gauta PCR blidu, ivedant stop kodona po Argis;.

5. ﬁmogaus rekombinantinio mpl ligando (rhML)
ekspresija laikinai transfekuotuose zZmogaus
embriono inksty (293) lastelése

Norint patvirtinti, kad klonuota Zmogaus kDNR
koduoja mpl liganda, ligandas buvo ekspresuotas Zinduo-
liy 293 1lastelése, naudojant ekspresijos vektorius
pRKS-hML ar pRK5-hMLjs3, kuriubse mpl ligando kDNR
ekspresija kontroliuoja ankstyviausias citomegalo viru-
so promotorius. Buvo parodyta, kad supernatantai,
kuriuose augo laikinai transfekuotos Zmogaus embriono
293 lastelés, stimuliuoja *4-timidino isijungimg i
Ba/F3-mpl lasteles, bet ne i motinines Ba/F3 lasteles
(Fig. 123). Terpe, kondicionuota 293 1lagstelémis,
transfekuotomis vien pRK vektoriumi, tokiu aktyvumu
nepasizZyméjo. Pridéjus i terpe mpl-IgG, lagsteliy
stimuliacija inhibuojama (duomenys nepateikti). Sie
rezultai jirodo, kad klonuota kDNR koduoja funkcionalu
zmogaus ML (hML).

Siekiant iSaisSkinti, ar "EPO-domenas" vienas gali
saveikauti su mpl ir ji aktyvuoti, sutrumpinta hML for-
ma - rhML;s3 - buvo ekspresucta 293 linijos lastelése.
Transfekuoty lasteliy kondicionuota terpé pasiZyméjo
tokiu pat aktyvumu, kaip ir terpé nuo lasteliu, trans-
fekuoty pilno ilgio hML genu (Fig. 12A). Tai parodo,
kad ML domenas, esantis baltymo C gale, nereikalingas

saveikai su c-mpl bei jo aktyvacijai.

6. mpl ligandas stimuliuoja megakariocitopoeze
ir trombopoeze.
Abi - pilno ilgio rhML ir sutrumpinta rhML;s; — re-
kombinantinio hML baltymo formos stimuliuoja megakario-

citopoeze 1in vitro (Fig. 12B). Sis efektas stebimas
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nesant jokiuy kity egzogeniniy hemopoetiniy augimo fak-
toriy. I3Sskyrus IL-3, ML buvo vienintelis hemopoetinis
augimo faktorius, pasiZymintis tokiu aktyvumu. Testuo-
jant atskirai IL-11, IL-6, IL-1, eritropoetinas, G-CSF,
IL-9, LIF, kit-ligandas (KL), M-CSF, OSM ir GM-CSF
neturéjo itakos megakariocitopoezei (duomenys nepateik-
ti). Sie rezultatai rodo, kad ML pasiZymi megakario-
citus stimuliuvojanciu aktyvumu ir pabréZia jo vaidmeni
megakariocitopoezés reguliacijoje.

Peliy atsakomosios trombocitozés metodu parodyta,
kad trombocitopenidky gyvinuy plazmoje esantys trombo-
poetiskai aktyvis faktoriai stimuliuoja trombocity pro-
dukcija (McDonald, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 14:1006-
1001 [1973] ir McDonald, et al., Scand. J. Haematol.,
16:326-334 [1976]). Siame modelyje peléms suleidus spe-
cifini antitrombocitini antiserumg, sukeliama Gmi trom-
bocitopenija, kuri savo ruozZtu i33aukia nuspéjamg atsa-
komgja trombocitoze. Tokios pelés daug geriau, nei
nomalios reaguoja i egzogenini trombopoetini aktyvumg
(McDonald, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 14:1006-1001
[(1973]), 1lygiai taip, kaip pelés po hipoksijos daug
geriau reaguoja 1 eritropoeting, nei sveikos (McDonald,
et al., d. Lap. Clin. Med., 77:134-143 [1971]). Norint
iSai8kinti ar rML gali stimuliuoti trombocity produk-
cija in vivo, peléms, kurioms buvo sukelta atsakomoji
trombocitozé, buvo suleistas nevisiSkai iSgrynintas
rhML. Po to buvo jivertintas trombocity skaidius ir 3°s
isijungimas i trombocitus. Suleidus peléms 64000 arba
32000 vienetu rML, pasiektas Zymus trombocituy produk-
cijos padidéjimas, kuris pasireiskia trombocity skai-
Ciaus padidéjimu ~20 %, lyginant su kontroline' grupe

(p = 0,0005 ir 0,0001, atitinkamai) ir ¥ isijungimo i

‘trombocitus padidéjimu ~40 % (p = 0,003); kontrolinéms

peléms buvo suleidzZiamas vien tirpiklis (Fig. 12C).

Gautas stimuliacijos 1lygis panadus 1 stimuliacijos
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lygi, kuri Sioje sistemoje rodo IL-6 (duomenys nepa-
teikti). LeidZiant 16000 vienety rML, Zymios trom-
bocity stimuliacijos nebuvo. Sie rezultatai rodo, kad
ML stimuliuoja trombocity produkcija ir preparato efek-
tas priklauso nuo jo dozés. Tokiu budu, ML aktyvumas
atitinka trombopoetino aktyvumsj.

293 linijos lasteles buvo taip pat transfekuotos
kitu hML izoformy konstruktais, apraSytais auksciau, ir
transformanty kondicionuotuy terpiy aktyvumas buvo ana-
lizuotas Ba/F3-mpl proliferacijos metodu (Zidr. Fig.
13). hML2 ir hML3, tiriant $iuo metodu, buvo neaktyvus,
tadiau hML(R153A, R154A) aktyvumas buvo panaSus i hML
ir hML;s3 aktyvumus. Tai rodo, kad Argisz-Argiss dvieju
baziniy amino ruigs¢iy liekanu vieta neturi nei teigia-

mos, nei neigiamos itakos ML aktyvumui.

7. Megakariocitopoezé ir mpl ligandas

Manoma, kad megakariocitopoezé reguliuojama ivai-
riose lasteliy vystymosi stadijose (Williams et al., J.
Cell Physiol., 110:101-104 ([1982] ir Williams et al.,
Blood Cells, 15:123-133 [1989]). Sis pozilGris remiasi
Zinomu faktu, kad vieni hemopoetiniai faktoriai stimu-
liuvoja megakariocitu pirmtaky proliferacija, tuo tarpu
kiti, matyt, itakoja Jju brendimg. ISradime pateikti
rezultatai rodo, kad ML veikia ir proliferacija, ir
brendima. Yra eksperimentiniy duomenuy, kad ML stimu-
livoja megakariocity pirmtaku proliferacijg. Pirma, APP
gali stimuliuoti megakariocitu proliferacija ir bren-
dimg in vitro, ir abu efektai visiSkai inhibuojami pri-
déjus mpl-IgG (Fig. 7 ir 8). Antra, c-mpl antisensiniai
oligonukleotidai inhibuoja megakariocity koloniju for-
mavimasi (Methia et al., Blood, 82:1395-1401 [1993}).
Tas efektas, kad c-mpl gali perduoti proliferacijos
signala i lasteles, kurias jis transfekavo, taip pat

irodo, kad ML stimuliuoja proliferacija (Skoda et al.,
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EMBO, 12:2645-2653 [1993] ir Vigon et al., Oncogene,
8:2607-2615 [1993]). Akyvaizdi c-mpl ekspresija visose
megakariocity diferencijacijos stadijose (Methia et
al., Blood, 82:1395-1401 [{1993]) ir rekombinantinio ML
sugebéjimas greitai stimuliuoti trombocity produkcija
in vivo nurodo, kad ML taip pat jitakoja megakariocity
brendima. Rekombinantinis ML atveria galimybe tiksliai
ivertinti Jjo wvaidmeni megakariocitopoezés ir trombo-
citopoezés reguliacijoje, o taip pat galima jo itakg

kity at3aky hemopoetinéms lastelems.

8. Zmogaus mpl ligando (TPO) geno isSskyrimas

TPO geno Zmogaus genominés DNR klonai buvo i8skir-
ti, atliekant Zmogaus genominés bibliotekos, esand&ios
AGeml2 su pR45, skryninga, kai yra negrieZtos salygos
arba, esant grieZtoms salygoms su fragmentu, atitinkan-
¢iu Zmogaus kDNR 3'dali, koduojancia mpl liganda. Buvo
isskirti du persidengiantys lambda klonai, turintys
35kb. Du persidengiatys fragmentai (BamHI ir EcoRI),
turintys pilng TPO gena, buvo klonuoti ir sekvenuoti
(Zr. Fig. 14A, 14B ir 14C).

Zmogaus genas turi 6 egzonus 7 kbp ilgio genomi-
néje DNR. Jungtys visose egzono/introno susijungimo
vietose atitinka konsensini motyva, nustatyta Zinduoliy
genams (Shapiro, M.B., et.al., Nucl.Acids Res. 15:7155
(1987]). Egzonas 1 ir egzonas 2 turi 5' netransliuojama
seka ir signalinio peptido pirmas keturias aminb rugs-
tis. Sekrecinio signalo liekana ir pirmos 26 subren-
dusio baltymo amino ragStys yra koduojamos egzone 3.
Pilnas C-galinis domenas, 3'netransliuojamas domenas, o
taip pat ir apie 50 amino rig3¢iy i3 domeno, panasaus i
eritropoeting, yra koduojami egzone 6. Keturios amino
riugsStys, dalyvaujancios delecijoje, stebimoje hML-2

(hTPO-2), yra koduojamos 6 egzono 5'gale.

v



10

15

20

25

30

81
Zmogaus genominés DNR analizé, naudojant Sautherno
blotavimg, nurodo, jog TPO genas yra vieninteléje kopi-
joje. Geno chromosominé lokalizacija yra nustatoma
fluorescentine in situ hibridizacija (FISH), naudojama

3q27-28 chromosomai.

9. TPO ekspresija ir gryninimas is 293 lasteliy

ML arba TPO paruo$imas ir gryninimas i85 293 laste-
liy yra detaliai apra3ytas Pavyzdyje 19. Trumpai
tariant, kDNR, atitinkanti TPO pilna atvira skaitymo
rémeli, buvo gauta PCR btidu, naudojant pRKS-hmpl I. PCR
produktas buvo i8valytas ir klonuotas i plazmide
pRKS5tkneo, kuri suskaldyta restrikazémis Clal ir Xbal
(pRK5 vektorius yra modifikuotas ekspresuoti atsparumo
neomicinui gena, esant timidin-kinazés promotoriaus
kontrolei), norint gauti vektoriuy pRKS5tkneo.ORF (vekto-
riuy, koduojanti pilng atvira skaitymo rémeli).

Antrasis vektorius EPO homologiniam domenui buvo
gautas tokiu pat btdu, bet naudojant skirtingus PCR
pradmenis, norint gauti galutine konstrukcija, vadinama
pRK5-tkneoEPO-D.

~Sios dvi konstrukcijos buvo transfekuotos i Zmo-
gaus embrionines inksty lasteles kalcio fosfatiniu
metodu ir buvo atrinkti neomicinui atsparGs klonai,

kurie buvo auginami. ML,., arba ML,,, ekspresija kondi-

cionuotoje terpéje nuo Siu klonu buvo nustatyta, naudo-

jant Ba/F3-mpl proliferacijos bandyma. rhML3372 gryni-

nimas buvo atliekamas, kaip apraSyta Pavyzdyje 19.
Trumpai tariant, terpé su 239-rhML3;; buvo naudojama
Blue-Sepharose (Pharmacia) kolonoje, kuri buvo véliau
plaunama buferiniu tirpalu, turinc¢iu 2M karbamido. Bal-
tymai buvo eliujuoti buferiniu tirpalu, turinéiu 2M
karbamido ir 1M NaCl. Po Blue-Sepharose apjungtos eliu-
juotos frakcijos buvo tiesiogiai uZneSamos ant WGA-

Sepharose kolonos, praplautos su 10 kolonos tiriuy bufe-
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rinio tirpalo, turincio 2M karbamido ir 1 M NaCl ir
eliujuota su tuo pac¢iu buferiniu tirpalu, turindiu
0,5 M N-acetil-D-glukozamino. WGA-Sepharose eliuatas
buvo uZne3tas ant C4-HPLC kolonos (Synchrom, Inc.) ir

eliujuotas propanolio gradientu. ISvalytas 293-rhML_,,

SDS-PAGE juda kaip plati juosta 68-80 kD srityje (Zr.
Fig. 15).

rhML;s3 gryninimas gali taip pat bati atliktas kaip
aprasyta Pavyzdyje 19. Trumpai tariant, terpé su 293-

rhML, ., buvo chromatografuojama ant Blue-Sepharose, kaip

3
apraSyta rhML,,, Blue Sepharose eliuatas iSkart buvo
perneStas ant mpl afininés kolonélés, kaip aprasyta

auksciau. RhML eliujuotas nuo mpl afininés koloné-

153 /
lés buvo iSgrynintas iki homogeniskumo, naudojant C4-
HPLC kolona tomis paciomis sglygomis, kaip ir buvo nau-
dota rhML,,, valyme. Iégryhintas rhML, ., SDS-PAGE iSsis-
kiria i dvi pagrindines ir dvi minorines juostas, kuriuy

molekuliné masé 18 -22 kD (Zr. Fig. 15).

10. Pelés mpl ligandas

DNR fragmentas, atitinkantis Zmogaus mpl ligando
kodﬁojanéia sriti, buvo gautas PCR bidu, iSgrynintas i3
gelio ir pazZymétas radioaktyvia Zyme, naudojant
32P—dATP ir 32P—dCTP. Sis méginys buvo panaudotas atrin-

kti 100 klony -is pelés kepenu kDNR bibliotekos, esan-
¢iu AGT10. Buvo i8skirtas ir sekvenuotas pelés klonas
(Fig. 16 [SEQ ID Nr: 12 ir 13]), turintis 1443 baziuy
poru intarpa. Numanomas iniciacijos kodonas, esantis
138-141 nukleotidy srityje, buvo konsensinéje sekoje,
tinkamoje eukariotinei transliacijos iniciacijai
(Kozak, M. J.Cell Biol., 108:229-241 [1989]). 3i seka
sudaro atvirg skaitymo rémeli is§ 1056 nukleotiduy, kuris
apsprendzia pirmini transliacijos produkta i 352 amino

rig3éiuy. Si atvira skaitymo rémeli supa 137 nukleotidai
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nuo netransliuojamos sekos 5'galo ir 247 nukleotidai
nuo netransliuocjamos sekos 3' galo. Nera poli(A) uode-
gos, einan&ios po 3' netransliuojamos srities, o tai
rei8kia, jog klonas tikriausiai néra pilnas. Numanomos
amino ridg35&iu sekos N galas yra ypa& hidrofobinis ir
tai, turbiit, yra signalinis peptidas. Kompiuterine ana-
lize (von Heijne, G. Eur. J. Biochem. 133:17-21[1983])
buvo nustatyta potenciali skélimo signalinei peptidazei
vieta tarp 21 ir 22 liekanuy. Perskélus Sioje vietoje,
susidaro 331 amino rag3ties subrendes polipeptidas
(35kD), Zymimas kaip mML331 (arba mML2, dél priezZasciy
apradytuy Zemiau). Seka turi keturis cisteinus, visus
konservatyvius Zmogaus baltymo sekoje, ir septynias
potencialias N-glikozilinimo vietas, 5 i§ kuriy yra
konservatyvios Zmogaus baltymo sekoje. vél, kaip su
hML, visos septynios potencialios N-glikozilinimo vie-
tos yra baltymo C galo puséje.

- Lyginant su Zmogaus ML, buvo stebimas abieju ML
nukleotidy seky ir i3vestiniy amino rdgs&iuy seky Zymus
panasSumas "EPO-domenuose”. Taciau palyginus Zmogaus ir
pelés ML iSvestines amino rag3¢iy sekas, pasirodé, jog
pelés ML seka turi tetrapeptidine delecija tarp 111-114
liekanos, atitinkanc¢ig 12 nukleotidu delecijg po 618
nukleotido, kuri yra matoma Zmogaus (Zr.aukSciau) ir
kiaulés (Zr.Zemiau) kDNR. Atitinkamai, buvo isSanali-
zuoti papildomi klonai galimy pelés ML izoformu nusta-
tymui. Vienas klonas, koduojantis 335 amino rag3ciu
polipeptida turi "praleista" tetrapeptida LPLQ. Tiki-
masi, Jjog S$i forma yra pilnas pelés ML ir jis vadinamas
mML arba mMLjss. mML nukleotidiné ir isSvestiné amino
rig8¢iuy sekos yra pateiktos Fig. 17 (SEQ ID Nr.: 14 ir
15). Sis kDNR klonas turi 1443 baziy poras, kurios yra
iki poli(A) uodegos. Tai apima atvira skaitymo rémeli
i 1068 bp, apsupta 134 baziy nuo netransliuojamos
sekos 5'galo ir 241 bazés nuo netransliuojamos sekos 3!

galo. Numanomas iniciacijos kodonas yra tarp 138-140



10

15

20

25

30

35

o LT 4120 B
nukleotidy. Atviras skaitymo rémelis koduoja i3vestini
356 amino ragS¢iu liekany baltyma, kurio pirmosios 21
amino rGg3¢iy liekanos yra ypaé hidrofobinés ir,
panasu, jog jos yra sekrecijos signalas.

Galuy gale, buvo iSskirtas trecias pelés baltymo
klonas, nustatyta seka ir parodyta, kad jis turi 116
nukleotidu delecija, atitinkanéig hML3. Si pelés balty-
mo izoforma pavadinta mML3. Siy dviejuy izoformy iZves-
tiniy amino rag3¢iuy sekuy palyginimas yra pateiktas
Fig. 18 (SEQ ID Nr.: 9 ir 16).

Zmogaus ir pelés ML amino rig3&iu sekos pana3umas
(Fig. 19 [SEQ ID Nr.: 6 ir 17]) yra 72%, bet 3i homolo-
gija néra vienodai paskirstyta. Sritis, vadinama "EPO-
domenu” (Zmogaus sekos amino rGgsStys 1-153 ir 1-149
pelés sekos) yra labiau konservatyvi (86% homologijos),
negu baltymo C-galo sritis (62% homologijos). Tai gali
reiksti, kad tiktai "EPO-domenas" yra svarbus baltymo
biocloginiam aktyvumui. JIdomu, kad i35 dvieju baziniy
amino rugs8¢iy liekanu motyvy, randamuy hML, tiktai
dviejuy baziniu amino ragS¢iy liekanuy motyvas, esantis
iskart po "EPO-domeno" (153-154 liekanos) Zmogaus ML
sekoje, yra pelés ML sekoje. Tai atitinka prielaida,
kad pilno ilgio ML gali turéti signaline seka, kuri
atskeliama ir susidaro subrendes ligandas. Proteolizeé
tarp Argis3-Argis¢ gali palengvinti hML iSskyrima.

Ekspresijos vektorius, turintis pilna mML koduo-
jancia seka, buvo laikinai transfekuotas i 293 lasteliu
linija, kaip aprasyta Pavyzdyje 1. 8Siuy lasteliy kondi-
cionuota terpé stimuliuoja 3H-timidino isijungima i
Ba/F3 latesles, ekspresuojandias arba pelés arba Zmo-
gaus mpl, bet neturi jtakos motininei (be mpl) lasteliy
linijai. Tai rodo, jog klonuota pelés ML kDNR koduoja
funkcionuojanti liganda, kuris gali aktyvuoti ir pelés,

ir Zmogaus ML receptoriy (mpl).
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11. Kiaulés mpl ligandas

Kiaulés ML (pML) kDNR buvo iSskirta RACE PCR badu,
kaip apraSyta Pvz. 13.PCR produktas, 1342 bp kDNR, buvo
rastas inkstuose ir klonuotas. Buvo nustatyta keliuy
klony seka ir rastas 332 amino rag3c¢iuy liekanu kiaulés
mpl ligandas, pavadintas pML (arba pMLsi3z), kurio nuk-
leotidy ir isSvestiné amino ridgS3¢iuy seka yra parodyta
Fig. 20 (SEQ ID Nr.: 18 ir 19).

Po to, buvo nustatyta antra forma, pavadinta pML2
(2r. Fig. 21 [SEQ ID Nr.: 21]), koduojanti baltyma su 4
amino rig3¢iy liekany delecija (228 amino rag3c¢iu lie-
kanos). pML ir pML2 amino rGg3¢iu seky palyginimas
parodé, kad pastaroji forma yra identiSka, iSskyrus
tai, kad tetrapeptido QLPP, atitinkandio 111-114 lie-
kanas triaksta (Zr. Fig. 22 [SEQ ID Nr.: 18 ir 21]).
Keturios amino r@gS$¢iy .-liekanuy delecijos, esancios
pelés ir kiaulés ML kDNR, yra toje pacCioje iSvestiniy
baltymy seku vietoje. '

Palyginus Zmogaus, pelés ir kiaulés (Fig. 19 [SEQ
ID Nr.: 6, 17 ir 18]) subrendusio ML idvestines amino
rigsciu liekany sekas, pasirodo, Jjog tarp pelés ir
Zzmogaus ML visos sekos identiSkumas yra 72 %, 68 % -
tarp pelés ir kiaulés ir 73 % - tarp kiaulés ir Zmogaus
ML. Homologija yra Zymiai didesné ML N-galo puséje (EPO
homologinis domenas). Sis domenas yra nuo 80 iki 84 $
identiSkas tarp bet kuriy rdsiu, tuo tarpu kai baltymo
C-galas (karbohidratinis domenas) yra identiskas tiktai
nuo 57 iki 67 %. Dvieju baziniu amino rugs&iy liekanuy
motyvas, kuris gali bGti proteazés skelimo vieta, vyra
eritropoetino homologo domeno C-gale. Sis motyvas yra
konservatyvus Sioje pozicijoje trijose rutsSyse (Fig. 19
(SEQ ID Nr.: 6, 17 ir 18]). Antros vietos, kur yra dvi
bazinés amino rug3¢iuy liekanos, Zmogaus ML sekoje tarp
245 ir 246 nukleoﬁidq,~néra pelés ir kiaulés ML sekose.
Pelés ir kiaulés ML seka turi 4 éisteinus, visus kon-

servatyvius Zmogaus ML sekoje. Yra septynios potencia-
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lios glikozilinimo vietos pelés ligande ir 3e3ios
kiaulés ML, 5 i3 kuriy yra konservatyvios Zmogaus ML
sekoje. Veél, visos potencialios N-glikozilinimo vietos

yra baltymo C-gale.

12. TPO ekspresija ir gryninimas is$ Kinietisky
Ziurkéniy kiausdZiy (CHO) lasteliy

CHO 1lasteliu transfekcijai panaudoti vektoriai
buvo paZyméti: pSVI5.ID.LL.MLORF (pilno ilgio arba
TPO332) ir pSVI5.ID.LL.MLEPO-D (sutrumpintas arba
TPOys3) . Siy plazmidZiy savybés yra pateiktos Fig. 23 ir
24.

Transfekcijos procesas yra apraSytas Pavyzdyje 20.
Trumpai, kDNR, atitinkanti pilng TPO skaitymo remelj,
buvo gauta PCR pagalba. PCR produktas buvo isgrynintas
ir kldnuotas 1 restrikcijos (ClaI ir Sall) sriti plaz-
midéje pSVI5.ID.LL, taip buvo gautas  vektorius
pSVIS.ID.LL.MLORF. Kitas konstruktas, atitinkantis EPO
homologo domena, buvo gautas tuo padiu buadu, bet
naudojant skirtinga atvirkstini pradmeni (EPOD.Sal).
Galutinis konstruktas, atitinkantis TPO baltymo EPO
homologini domena, buvo pavadintas pSVI5.ID.LL.MLEPO-D.

Sie konstruktai buvo linearizuojami su NotI ir
transfekuoti elektroporacija i Kinietidky Ziurkeéniy
KiausidzZiy Lasteles (CHO-DP12 lastelés, EP 307247, pub-
likuotas 1989.03.15). 10’ lasteliy buvo elektroporuo-
jamos BRL elektroporacijos aparate (350 Vv, 330 mF,
esant maZai talpuminei varZai), pridéjus 10, 25 arba
50 mg DNR, kaip aprasyta (Anderson, G. L. J. Tissue
Cult. Meth., 15,56 [1993]). Praéjus dienai po transfek-
cijos, lastelés buvo perkeltos i DHFR selektyviag terpe
(DMEM-F12 su didele koncentracija gliukozés 50:50 be
glicino, su 2 mM glutamino, 2 - 5 % dializuoto embrio-
ninio galvijy serumo). Po 10 - 15 dienuy atskiri klonai
buvvo perkeliami i 96 3Sulinéliy plokSteles arba palie~

kami augti iki monosluoksnio susidarymo. Siy klony MLiss
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arba ML33; ekspresija kondicionuotoje terpéje buvo iver-
tinama Ba/F3-mpl proliferacijos analize (aprasyta
Pavyzdyje 1).

TPO iSskyrimas ir gryninimas i8 CHO lasteliuy augi-
nimo terpés apra3ytas Pavyzdyje 20. Trumpai, surinkta
lasteliy auginimo terpé (HCCF) buvo sorbuojama Bue-
Sepharose kolonoje (Pharmacia) (100 1 HCCF 1 1litrui
sorbento). Kolona po to buvo praplaunama nuo 3 iki 5
kolonos turiuy buferinio tirpalo, po to praplaunama nuo
3 iki 5 kolonos tiariy to paties buferinio tirpalo su
2,0 M karbamido. TPO baltymas buvo eliujuojamas 3 -.5
kolonos tﬁriais buferinio tirpalo su 2,0 M karbamido ir
1,0 m NaCl.

Surinktos po Blue Sepharose kolonos frakcijos,
kuriose buvo TPO, buvo sorbuotos ant Wheat Germ Lectin
Sepharose kolonos (Pharmacia), nulygsvarintos Blue
Sepharose kolonélés eliucijos buferiniu tirpalu, parin-
kus toki santyki: nuo 8 iki 16 ml eliuato 1 ml sorben-
to. TPO buvo eliujuojamas 2 - 5 kolonos tidriais buferi-
nio tirpalo su 2,0 M karbamido ir 0,5 M N-acetil-D-
gliukozamino.

Eliuatas i8 Wheat Germ Lectin, kuriame buvo TPO,
buvo partgStinamas ir pridedama C;z2Eg iki galutinés Jjo
koncentracijos 0,04 %. Toks tirpalas buvo sorbuojamas
ant atvirk3c&iy faziy kolonélés C4, nulygsvarintos 0,1 %
TFA, 0,04 % Ci2Eg, sorbuojant nuo 0,2 iki 0,5 mg baltymo
vienam ml sorbento.

Baltymas buvo eliujuojamas dvifaziu 1linijiniu
acetonitrilo gradientu su 0,1 % TFA ir 0,04 % C;Eg;
eliujuotos frakcijos buvo apjungiamos po SDS PAGE
analizés.

Po C4 kolonélés apjungtos frakcijos buvo praskie-
dZiamos ir diafiltruojamos prie3 apytikriai 6 tarius
buferinio tirpalo 2Amicon YM aparatu arba naudojant
kitas panasSias ultrafiltracines membranas, kuriuy pra-

laidumo riba yra molekulinés masés nuo 10 iki 30 kD.
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Gautas diafiltratas gali bati tiesiogiai naudojamas
arba toliau sukoncentruojamas uitrafiltruojant. I dia-
filtrata/koncentratg buvo pridedama Tween-80 iki galu-
tinés jo koncentracijos 0,01 %.

Visas diafiltratas/koncentratas arba jo dalis,
atitinkanti 2 - 5 % apskaiciuoto kolonos tidrio, buvo
chromatografuojama Sephacryl S-300 HR kolonéléje (Phar-
macia), nulysvarintoje buferiniu tirpalu, kuriame buvo
0,01 ¥ Tween-80. Frakcijos, kuriose buvo, SDS PAGE
analizés duomenimis, neagregaves ir proteolidkai nede-
gradaves, TPO baltymas, buvo apjungiamos. Sios apjung-
tos frakcijos buvo perfiltruotos ir saugomos 2 - 8°C

temperatiroje.

13. Transformavimo, TPO sintezés indukcijos
mikroorganizmuose, isskyrimo, gryninimo ir
TPO struktiros atstatymo biudai

E.coli TPO ekspresijos vektoriuy konstrukcija yra
detaliai apraSyta Pvz. 21. Plazmidés pMP21, pMP151,
pMP41, pMP57 ir pMP202 buvo sukonstruotos ekspresuoti
pirmgsias 155 TPO amino rug3tis po trumpos lyderinés
sekos, kuri yra skirtinga skirtingose konstrukcijose.
Lyderine seka pirmiausia reikalinga efektyviai trané-
liacijos iniciacijai ir greitam iSvalymui. Plazmidés
pMP210-1, -T8, -21, -22, -24, -25 yra sukurtos ekspre-
suoti pirmasias 153 TPO amino riagstis po iniciacijos
metionino ir skiriasi tiktai kodony panaudojime pirmoms
SeSioms TPO amino ragstims, nors pMP251 plazmidé vyra
sukonstruota i$ pMP210-1 plazmidés, kur TPO C-galas yra
prailgintas dviem amino rags$timis. Visos auk3éiau
pateiktos plazmidés uZtikrina dideli TPO vidulastelinés
ekspresijos lygi E.coli, indukuojant triptofanini pro-
motoriy. (Yansura, D.G.et.al., Methods in Enzymology
(Goeddel,  D.V.Ed.)185:54-60, Academic Press, San Diego

(1990]). Plazmidés pMP1l ir pMP172 yra tarpinés, konst-
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ruojant auk3&iau apraSytas vidulastelinés ekspresijos
plazmides.

Auk3¢iau apra3ytos TPO. ekspresijos plazmidés buvo

naudotos E.coli transformacijoje, atliekant 3jg CaCly

temperatirinio 3oko metodu (Mandel, M. et.al. J. Mol.
Biol., 53:159-162, [1970]) ir kitas procediras, apra-

§ytas Pavyzdyje 21. Transformuotos lastelés buvo augi-

namos pirmiausia 37°C, kol kultiros optinis tankis
(600 nm) pasiekia apie 2-3. Kultira buvo skiedZiama ir,
po auginimo aeruojant, buvo pridéta ragSties. Tada
kultiira vél buvo auginama éeruojant dar 15 valandq,-po
to lastelés buvo surenkamos centrifiguojant.

Pateiktos Zemiau biologi3kai aktyvaus, atstaﬁytos
struktdros Zmogaus TPO ar jo fragmenty iSskyrimo, gry-
ninimo ir struktiros atstatymo procediros yra apraSytos
PavyzdzZiuose 22 ir 23 ir gali bati panaudotos bet kokio
TPO varianto gavimﬁi, iskaitant prapléstas N ir C gali-
nes formas. Kitos procediros, tinkamos rekombinantinio
ar sintetinio TPO struktGros atstatymui, gali btti ran-
damos 3iuose patentuose; Builder et al., JAV patentas
4511502 ; Jones et. al., JAV patentas 4512922; Olson
JAV patentas 4518526 ir Builder et.al., JAV patentas
4620948; apraSanciuose jvairiy rekombinantiniy baltymy,
ekspresuojamu E.coli netirpioje formoje, gavimo ir

struktiros atstatymo process.

A. Netirpaus TPO baltymo iSskyrimas

Mikroorganizmas, toks kaip E. coli, ekspresuojan-
tis TPO, koduojama bet kokia tinkama plazmide, kulti-
vuojamas salygomis, kai TPO produkuojamas netirpus
“intarpiniuose kineliuose”. Lastelés i35 pradZiu pra-
plaunamos lgsteliy ardymo buferiniu tirpalu. Paprastai
apie 100 g lasteliu suspenduojama 10 kartuy didesniame,
nei lasteliy taGris, ardymo buferiniame t%rpale (pvz.,

10 mM Tris, 5 mM EDTA, pH 8) su, pavyzdZiui, Polytron
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homogenizatoriumi, ir lgstelés nucentrifiiguojamos esant
5000xg 30 min. Po to lastelés ardomos, naudojant ipras-
ta tam technika: osmotinis Sokas, apdorojimas ultragar-
su, ciklinis slégio sudarymas ar fermentiniais ir che-
miniais bldais. PavyzdZiui, praplautos, kaip aprasyta
auksiciau, lastelés gali biati suspenduojamos su homoge-
nizatoriumi 10 tdriuose 1lasteliu ardymo buferiniame
tirpale, lasteliy suspensija praleidZiama per LH Cell
Disrupter (LH Inceltech, Inc) lagsteliy ardymo aparata
ar per Microfluidizer (Microfluidics International)
aparata, . pagal gamintoju pateikiamas rekomendacijas.
Nuosédos, kuriose yra TPO, atskiriamos nuo skysCio ir
praplaunamos tam tinkamu tirpalu. PavyzdZiui, lasteliy
lizato suspensija centrifiguojma 5000xg 30 min., sus-
penduojama ir vél centriffiguojama, taip gaunamos at-
plauty intarpiniuy kineliu nuosédos. Taip atplautos nuo-
seédos gali biti panauddotos nebedelsiant arba laikomos

uzsaldytos (pvz., -70°C).

B. Monomerinio TPO tirpinimas ir gryninimas

Netirpis TPO intarpinai kineliai soliubilizuojami
buferiniame tirpale. Sio tirpalo sudétyje yra chaotro-
pinis agentas, paprastai $io tirpalo sudétyje yra bufe-
rinis tirpalas, palaikantis Sarmini pH, ir redukuojan-
tis agentas padidinti monomerinio TPO iSeiga. Chaotro-
piniai agentai gali buati karbamidas, guanidino HC1,
natrio tiocianatas. Geriausias chaotrotropinis agentas
yra guanidino HCl. Chaotropinio agento koncentracija
paprastai gali bGti nuo 4 iki 9 M, geriausia, kai 6 -
8 M. Tirpalo, naudojamo soliubilizavimui, pH palaikomas
nuo 7,5 iki 9,5, geriau, kai pH yra 8,0-9,0 ir geriau-
sia, kai pH 8,0. Geriau, kai buferiniame tirpale yra
redukuojantis agentas, kuris padeda formuotis monome-
riniam TPO. Tinkamas redukuojantis agentas yra organine
medzZziaga, kurioje yra laisvos tiolinés grupés (RSH).

Tokie redukuojantys agentai gali blti: ditiotreitolis
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(DTT), ditioeritritolis (DTE), merkaptoetanolis, gliu-
tationas (GSH), cisteaminas ir cisteinas. Geriausiai
tinkamas redukuojantis agentas yra ditiotreitolis
(DDT). Papildomai soliubilizacijos buferiniame tirpale
gali bati silpnas oksiduojantis agentas (pvz., mole-
kulinis deguonis) ir sulfito druska, kad susidarytu
sulfitolizés metu monomerinis TPO. Siame apra3yme gauto
TPO-S-sulfonato struktiira véliau atstatoma redoks bufe-
riniame tirpale (pvz., GSH/GSSG), ir susidaro taisyk-
lingos struktidros TPO.

TPO baltymas toliau gryninamas, naudojant, pavyz-
dZiui, centrifdgavima, geifiitracine chromatografija ir
atvirk3&iuy faziu chromatografija.

Iliustracijai pateikiamas pakankamos iSeigos mono-
merinio TPO gryninimo pavyzdys. Intarpiniy kGneliuy nuo-
sédos suspenduojamos penkis kartus didesniame, nei
nuosédos, soliubilizacijos buferiniame tirpgle (20 mM
Tris, pH 8, su 6~-8 M guanidino ir 25 mM DTT) ir maisSoma
1-3 valandas ar per nakti 4°C temperatiroje; taip gau-
namas iStirpes TPO baltymas. Galima naudoti ir dideles
karbamido koncentracijas (6-8 M), bet Siuo atveju gau-
namos maZesnés iSeigos, lyginant su guanidinu. Po so-
liubilizacijos tirpalas nuskaidrinamas centrifGguojant
30000xg 30 min., surenkamas supernatantas, kuriame yra
denatiruotas monomerinis TPO baltymas. Supernatantas
chromatografuojamas (pratekéjimo greitis 2 ml/min.)
Superdex 200 gelfiltracinéje kolonéléje (Pharmacia,
2,6x60 cm), baltymai eliujuojami su 20 mM Na fosfatiniu
buferiniu tirpalu, pH 6,0, su 10 mM DTT. Surenkamos
frakcijos, tarp 160 ir 200 ml, kuriose yra monomerinis
denatiruotas TPO baltymas. Toliau TPO baltymas chroma-
tografuojamas pusiau preparatyvinéje C4 atvirk3ciu
faziu kolonéléje (2x20 cm, VYDAC). Baltymuy tirpalas
uZne8amas 5 ml/min greiciu ant nglygsvarintos 0,1 % TFA
(trifluoracto «rlgstimi) 30 $ acetonitrile. Baltymai

eliujuojami 1linijiniu acetonitrilo gradientu (30-60 %
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per 60 min.). ISgrynintas redukuotas baltymas eliujuo-
jamas, esant acetonitrilo koncentracijai ~50 %. Po to
vykdomas taip iSgryninto baltymo struktiros atstatymas

ir gaunamas biologisSkai aktyvus TPO baltymo variantas.

C. TPO baltymo struktiiros atstatymas, gaunant
biologisSkai aktyvig formg.

Po soliubilizacijos ir gryninimo biologiskai akty-
vi TPO baltymo forma gaunama atstatant denatGruoto
monomerinio TPO baltymo struktira redoks buferiniame
tirpale. Didelio biologinio aktyvumo (pusé maksimalios
Ba/F3 lasteliy stimuliacijos analizéje koncentracijos
pasiekiama, esant koncentracijai iki ~3 pg/ml) TPO
baltyma galima gauti, naudojant daug ivairiy buferiniy
tirpaly, detergentu ir redoks sistemuy. Bet daugeliu
atveju taisyklingos struktiros baltymo iSeiga yra maZa
(<10 %). Gamybiniam procesui reikalinga, kad struktiros
atstatymo iSeiga bGtu nemaZesné 10 %, geriau kad baty
30-50 %, dar geriau - daugiau 50 %. Gali bGti naudojama
daugelis pavirSiaus aktyviuy medZiagu: Triton X-100,
dodecil-fB-maltozidas, CHAPS, CHAPSO, SDS, sarkozilas,
Tween 20 ir Tween 80, Zwitergent 3-14 ir kiti. Naudo-
jant 3ias pavirSiaus aktyvias medZiagas, gaunamas bent
mazas kiekis taisyklingai atstatytos struktdros TPO
baltymo. IS 5iy pavirSiaus aktyviy medZiagy geriausios
yra CHAPS grupés (CHAPS ir CHAPSO). Jos yra geriausios
struktiros atstatymo procesui, kadangi naudojant jas
iSvengiama baltymu agrégacijos ir netaisyklingy disul-
fidiniy tilteliy susidarymo. Geriausia naudoti dides-
nes, . nei 1 % CHAPS koncentracijas. Norint gauti
didesnes proceso iSeigas, reikalingas natrio chloridas,
jo optimali koncentracija yr tarp 0,1 ir 0,5 M. EDTA
(1-5 mM) reikalingas struktiros atstatymo buferiniame
tirpale metaly jonais katalizuojamy oksidacijos procesy
paSalinimui (ir baltymuy agregacijos iévéngimui), Sie

procesail stebimi kai kuriems preparatams. Didesnés, nei
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15 % glicerino koncentracijos sudaro optimalias struk-
taros atstatymo salygas. Norint pasiekti didesnes pro-
ceso iseigas, labai svarbu, kad tirpale bty ir oksi-
duotas ir redukuoti organiniai tioliniai Jjunginiai
(RSH) . Tinkamos redoks poros yra: merkaptoetanolis,
gliutationas (GSH), cisteamidas, cisteinas ir Siuos

junginius atitinkaéios oksiduotos formos. Geriausios

redoks poros yra gliutationas (GSH) - oksiduotas gliu-
tationas (GSSG) arba cisteinas - cistinas. Pati geriau-
sia pora yra gliutationas (GSH) - oksiduotas gliutatio-
nas (GSSG). Paprastai gaunamos didesnés proceso iSei-

gos, kai oksiduotos ir redukuotos formos molinis santy-
kis yra lygus ar didesnis, nei vienetas. TPO preparatu
struktiros atstatymui optimalus tirpalo pH yra nuo 7,5
iki ~9. Organiniuy tirpikliu (pvz., etanolio, acetonit-
rilo, metanolio) toleruojama koncentracija yra 10-15 %,
arba maZesné. Didinant organiniy tirpikliuy koncentra-
cija, didéja baltymo formy su netaisyklingais disulfi-
diniais tilteliais. Geriausia naudoti TRIS arba fosfa-
tinius buferinius tirpalus. Struktiros atstatymo
procesa atliekant 4°C temperatiroje, gaunama didesné
taisyklingos struktiros baltymo iSeiga.

TPO preparatams, grynintiems per pirmgja C4 kolo-
néle, struktiros atstatymo proceso tipisSka iSeiga yra
40-60 % (skaiciuojant nuo redukuoto ir denatidruoto TPO
baltymo kiekio). BiologiSkai aktyvis preparatai gali
bGti gaunami, kai struktiros atstatymo procese naudo-
jami mazZiau iSgryninti preparatai (pvz., po Superdex
200 gelfiltracijos ar po intarpiniu kuneliy ekstrak-
cijos), nors $Siails atvejais 38io proceso iSeiga bina
mazesné dél didelio baltymo iSsédimo i1 nuosédas ir dél
priemaisSiniy baltymu trukdymo.

Kadangi TPO baltymo sudétyje yra keturios cisteino

liekanos, tai galimi trys skirtingi disulfidiniuy tilte-
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liy susidarymo variantai Siame baltyme:
1 variantas: disulfidinis ry3ys tarp 1-4 ir 2-3
cisteino liekanos
2 variantas: disulfidinis rysSys tarp 1-2 ir 3-4
cisteino liekanos
3 variantas: disulfidinis ry3ys tarp 1-3 ir 2-4
cisteino liekanos
Pradiniy struktaros atstatymo salygy tyrimuose
buvo naudojama keletas frakcijuy TPO baltymo po chroma-
tografijos atvirk3tiniy faziy kolonéléje C4. Tik viena
frakcija pasizZyméjo Zymesniu biologiniu aktyvumu, ti-
riant su BA/F3 lastelémis. Véliau struktiros atsta-
tymo salygos buvo optimizuojamos. Siomis salygomis
neteisingos struktiros baltymo kiekis buvo maZesnis,
nei 10-20 % nuo bendro gauto monomerinio TPO kiekio.
Biologiskai aktyvaus TPO baltymo disulfidiniy
tilteliy vietos yra tarp 1-4 ir 2-3 cisteino liekanos
(liekany numeravimas pateiktas pradedant nuo baltymo N
galo), tai buvo nustatyta remiantis biologiniu akty-
vumu, masspektroskopija ir analizuojant baltymo amino
ruagsciy liekanuy seka baltymo N gale. Tai sutampa su
Zinomomis disulfidiniuy jungliuy vietomis eritropoetino

molekuléje.

D. Rekombinantinio atstatytos struktiros TPO
biologinis aktyvumas

Atstatytos struktGros iSgrynintas TPO pasiZyméjo
aktyvumu kaip in vitro, taip ir in vivo tyrimuose.
PavyzdZiui, tiriant BA/F3 lastelése buvo nustatyta, kad
pusé maksimalios timidino isijungimo i BA/F3 lasteles
stimuliacijos buvo pasiekiama su 3,3 pg/ml(0,3 pM) TPO
(Met™ 1-153). Meginius tiriant ELISA, pagrista saveika
su mpl receptoriumi, pusé maksimalaus aktyvumo pasie-
kiama esant 1,9 ng/ml (120 pM) TPO koncentracijai.
Normaliuose ir mielosupresuotuose gyvinuose, apsSvitin-

tuose beveik letalia Rentgeno spinduliy doze, TPO(Met™!
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1-153) labai efektyviai stimuliavo naujy trombocity
susidaryma (aktyvumas buvo pastebimas net esant dozei -
30 ng/pelei). Pana3is biologiniai aktyvumai buvo nusta-
tyti ir kitiems, atstatytos struktidros pagal aprasytas

procediras (Ziar. Fig. 25, 26 ir 28), TPO variantams.

14. Trombopoetino aktyvumo matavimo metodai

Trombopoetinis aktyvumas gali biti iSmatuotas
ivairiais metodais, tarp ju: Ba/F3 mpl ligando metodu,
apradytu Pavyzdyje 1, in vivo peliy atsakomosios trom-
bocitozés metodu, trombocitu pavirSiaus antigeno induk-
cijos metodu, kuriame 38is antigenas imunologinés ana-
lizés bidu (anti-GPII,III,) matuojamas Zmogaus leukemi-
jos megakarioblastinés linijos (CMK) lasteliy pavir-
Siuje (ZiGr. Sato et al., Brit. J. Heamatol., 72:184-
190 [1989]) (taip pat ZilGr. suspensinés megakariopoezés
metoda, aprasSyta Pavyzdyje 4) 1ir poliploidizacijos
indukcijos metodu, naudojant megakarioblastu lasteliy
linija (DAMI) (Zidr. Ogura et al., Blood, 72(1):49-60
[1988]) . Megakariocitu brendimas i3 nesubrendusiy
lasteliuy, kuriy dauguma nesintetina DNR, i morfolo-
giskai identifikuojamus megakariocitus yra procesas,
apimantis citoplazminiy organeliuy ir membraniniy
antigenuy (GPIILIII,) atsiradimg, endoreplikacija ir
trombocity formavimasi, kaip apradyta isSradimo pagrin-
dime. Faktorius, specifiSkai skatinantis megakariocity
at3akos lasteliuy brendima (pvz., mpl ligandas), turétu
sukelti nesubrendusiuose megakariocituose bent keletag
i8 paminétu pasikeitimy, kuriuy pasekme yra trombocity
formavimasis ir trombocitopenijos palengvéjimas. Tokiu
bidu, buvo paruodti metodai, igalinantys matuoti Siu
parametry pasirodymg nesubrendusiuy megakariocituy laste-
liy linijose, pvz., CMK ir DAMI lastelése. CMK analizés
metodas (Pavyzdys 4) nustato specifinio trombocituy
markerio GPII,III, atsiradima ir trombocifu atskilimg.

DAMI analizés metodas (Pavyzdys 15) matuoja endorepli-
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kacija, kadangi padidéjes ploidiSkumas yra biadingas
subrendusiy megakariocity bruoZas. AtpaZistamu mega-
kariocity ploidiskumo skai&iai yra 2N, 4N, 8N, 16N, 32N
etc. In vivo peliy atsakomosios trombocitozés metodu
(Pavyzdys 16) galima parodyti, kad testuojamojo Jjungi-
nio (¢ia mpl ligahdo) vartojimas sukelia trombocity
skaiciaus padidéjiqa.

TPO aktyvumui matuoti buvo paruodti dar du in
vitro metodai. Pirmasis metodas yra kinazés recepto-
riaus aktyvacijos (KIRA) ELISA. Siame metode CHO laste-
lés transfekuojamos mpl-Rse chimera ir ELISA pagalba
matuojamas Rse tirozino liekanq’fosforilinimas po mpl
ligando saveikos su chimerinés molekulés mpl dalimi
(Z2idr. Pavyzdi 17). Antrasis metodas yra ELISA, pagris-
ta mpl ligando séveika su receptoriumi. ELISA plok3te-
léje imobilizuoti triu3io antikiinai pries Zmogaus IgG
saveikauja su Zmogaus chimeriniu receptoriumi mpl-1gG,
kuris savo ruoZtu prijungia mpl ligandg, esanti
analizuojamame méginyje. Prisijungusiam mpl ligandui
nustatyti naudojami triu$io polikloniniai antikdnai
pries mpl liganda (TPOiss) , Zyméti biotinu ir

streptavidin-peroksidazé, kaip apradyta Pavyzdyje 18.

15. Normaliy ir subletaliai apsvitinty peliy in
vivo biologinis atsakas i gydyma TPO

Normalioms ir subletaliai ap3vitintoms peléms buvo
leidZiamas sutrumpintas ir pilno ilgio TPO, ijskirtas
is kinietidky Ziurkéniuy kiausidZiy lasteliuy (CHO), E.
coli ir Zmogaus embrioniniy inksty lasteliy (293). Abi
TPO formos, produkuotos visuose trijose Seimininkuose,
stimuliavo trombocity produkcija pelése, tacdiau gériau—
sia in vitro atsaka sukelia pilno ilgio TPO, i&skirtas
i§ CHO lasteliuy. Sie rezultatai rodo, kad teisingas C
galo domeno glikozilinimas gali bati svarbus veiksnys,

siekiant optimalaus aktyvumo in vivo.
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(a) E. coli-rhTPOget ?, 153

EPO domeno "Met" forma (Met -1 padétyje ir pirmo-
sios 153 Zmogaus TPO amino rag3¢&iu liekanos), produkuo-
jama E. coli (ZilGr. Pavyzdi 23), buvo leidZiama kasdien
normalioms C57 B6 peliu pateléms, kaip pateikta Figq.
25A, 25B ir 25C apraSymuose. Sie pie3inéliai rodo, kad
neglikozilinta sutrumpinta TPO forma, pagaminta E. coli
ir turinti atstatyta, kaip apraSyta auksc¢iau, baltymo
struktira, stimuliuoja trombocity produkcija normaliose
pelése apie du kartus ir neturi jitakos raudonuyju bei
baltuyju kraujo lasteliuy populiacijoms.

Ta pati TPO forma, kasdien leista subletaliai
apSvitintoms (**'Cs) C57 B6 peliu linijos pateléms, kaip
pateikta Fig. 26A, 26B ir 26C apraSymuose, stimuliavo
trombocity kiekio atstatyma ir sumaZindavo kritini
lygi, bet neturéjo jokio efekto eritrocity ir leukocity
populiacijoms. '

(b) CHO-rhTPOss;

Pilno ilgio TPO forma, pagaminta CHO lastelése ir
leista normalioms C57 B6 peliu linijos pateléms, kaip
pateikta Fig. 27A, 27B ir 27C aprasSymuose, sukélé nor-
maliose pelése trombocity produkcijos padidéjima penkis
kartus,neveikiant eritrocity ir leukocity populiacijas.

(c) CHO-rhTPOss;; E.coli-rhTPO et *, 153); 293-rhTPOs3,
ir E. coli-rhTPO;ss

Buvo sudarytos priklausomybés nuo dozés kreivés,
leidZiant normalioms peléms rhTPO, pagaminta skirtin-
gose CHO 1lasteliy linijose (CHO~rhTPO33;5; E.coli-
rhTPO et *,153)7 293-rhTPOs3, ir E. coli-rhTPO;ss), kaip.
pateikta Fig. 28 aprasyme. Sis pieSinélis rodo, kad
visos analizuotos molekuliuy formos stimuliavo trom-
bocity produkcija, tac¢iau pilno ilgio forma, pagaminta

CHO lastelése, turéjo diZiausig aktyvuma in vivo.
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(d) CHO-rhTPOis3, CHO-rhTPOwsytrumpintas® ir CHO-rhTPOs3,
Priklausomybés nuo dozés kreivés buvo taip pat
sudarytos, leidZiant normalioms peléms ivairias rhTPO
formas, pagamintas CHO 1lastelése (CHO~-rhTPO;53, CHO-
rhTPOrsytrumpintas® ir CHO-rhTPOs33;), kaip pateikta Fig. 29
apraSyme. Sis pieSinélis rodo, kad visos analizuotos
molekulés formos stimuliuoja trombocity produkcija, bet
pilno ilgio 70 kD forma pasiZymi didZiausiu aktyvumu in

vivo.

16. mpl ligando ir jo variantuy rekombinantinés
gamybos pagrindai

Geriausia, kai mpi ligandas yra gaminamas standar-
tinemis rekombinantinémis procediromis, kurios apima
mpl ligando polipeptido produkcija, kultivuojant laste-
les, transfekuotas taip, kad galétuy ekspresuoti mpl
liganda, koduojama nukleino rig3timi (paprastai laste-
lés transformuojamos ekspresijos vektoriumi), ir poli-
peptido iSskyrima iS5 lasteliu. Tadiau, galima isivaiz-
duoti kitus mpl ligando gamybos bldus, naudojant homo-
loginés rekombinacijos metoda arba jterpiant kontro-
liuvojan€ius elementus i lasteles, turincéias mpl liganda
koduojancia DNR. PavyzdZiui, stiprus promotorius/sus-
tiprintojas arba supresorius, arba egzogeninis trans-
kripcija moduliuojantis elementas gali buati iterpti i
norimos lastelés-3eimininkés genoma tokiame atstume nuo
DNR, koduojanCios mpl ligando polipeptida, sekos ir
tokioje orientacijoje, kad galéty itakoti Sios DNR
transkripcija. Kontroliuojantis elementas nekoduoja mpl
ligando; §i polipeptida koduoja DNR, priklausanti
lastelei-Seimininkei. Toliau lasteleés tikrinamos,
siekiant atrinkti, priklausomai nuo tikslo, lasteles,
gaminancias receptorini polipeptida, aprasSomg 3iame
iSradime, arba lasteles, kuriose ekspresijos lygis yra

padidintas arba sumaZintas.
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Taigi, Siame i3radime pateikiamas mpl ligando ga-

mybos budas, kuriame: i lasteliy, turinciuy mpl liganda
koduojanc¢ia nukleino rigSties molekule, genomg, iterpia
transkripcija moduliuojanti elementa, tokiu atstumu ir
tokioje orientacijoje, kad galétu jitakoti transkripci-
ja; toliau lasteles, turincias transkripcijos modu-
liuvojanti elementa ir nukleino riugSties molekule, kul-
tivuoja. ISradime taip pat épraéoma lastelé-Seimininke,
turinti endogenine, mpl liganda koduojancia nukleino
rigSties molekule, funkcionaliai sujungta su egzogeni-
némis reguliuojanciomis sekomis, kurias gali atpazZinti

lgstelé-Seimininké.

A. mpl ligando polipeptidg koduojancios DNR
iSskyrimas

DNR, koduojancig mpl ligando polipeptida, galima
i8skirti i35 bet kurios kDNR bibliotekos, paruoStos i3§
audiniy, kuriuose, kaip tikimasi, vyksta pakankama mpl
ligando iRNR ekspresija. mpl ligando geng galima is-
skirti i3 genominés DNR bibliotekos, o taip pat sinte-
tinant in wvitro oligonukleotidu seka, pagal pilna
nukleotidy ar amino rGg3c¢iuy liekanu seka.

Bibliotekos tikrinamos naudojant pavyzdZius, suge-
banc¢ius identifikuoti norima gena ar to geno koduojamag
baltyma. Tikrinant kDNR ekspresijos bibliotekas, tin-
kami pavyzdzZziai yra monokloniniai ar polikloniniai
antikinai, kurie atpaZista ir specifisSkail saveikauja su
mpl ligandu. Tikrinant kDNR bibliotekas, tinkami pavyz-
dZiai yra 20-80 baziy ilgio oligonukleotidai, koduojan-
tys Zinomas ar spéjamas mpl ligando kDNR dalis, pri-
klausanc¢ias tai paCiai ar skirtingoms rG3ims; ir/arba
komplementarios arba homologinés kDNR arba juy frag-
mentai, koduojantys ta patil arba panaSu gena. Tinkami
pavyzdZiai genominés DNR bibliotekos tikrinimui apima,
bet tuo neapsiriboja: oligonukleotidus,' kDNR ar Jju

fragmentus, kurie koduoja ta pati ar panaSuy gena,
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ir/arba homologines genomines DNR ar ju fragmentus.
kDNR ar genominés bibliotekos tikrinamos, naudojant
pasirinkta pavyzdi pagal standartines procediiras,
apraSytas Sambrook et al., supra, skyriuose 10-12.

Kitas budas iSskirti mpl liganda koduojanti geng
yra PCR metodas, apraSytas Sambrook et al., supra, sky-
riuje 14. Sis metodas reikalauja, kad bity naudojami
oligonukleotidiniai pavyzdZiai, kurie hibridizuojasi su
DNR, koduojancia mpl liganda. Oligonukleotidy pasirin-
kimo strategijos apra3ytos Zemiau.

Geriausias 3io iSradimo jgyvendinimo badas yra
panaudoti kruopsSc¢iai pasirinktas oligonukleotidines
sekas kDNR bibliotekuy, pagaminty i% jivairiy audiniy,
geriau Zmogaus ar kiaulés inksty (embriony ar suau-
gusiy) ar kepenu lagsteliy, tikrinimui. Pavyzdziui,
Zzmogaus embriono kepenuy lasteliy linijos kDNR biblio-
tekos tikrinamos, naudojant oligonukleotidini pavyzdi.
Taip pat ir Zmogaus genominés bibliotekos gali bati
tikrinamos oligonukleotidiniu pavyzdZiu.

Oligonukleotiduy sekos, pasirinktos kaip pavyz-
dZiai, turi bfti pakankamo ilgio ir pakankamai spe-
cifinés, siekiant sumaZinti iki minimumo tariamai
teigiamuy signaluy atsiradima. Paprastai nukleotidine
seka (sekos) yra parenkamos i3 tokiy mpl ligandg
koduojacios sekos regiony, kur kodony jvairove yra
maziausia. Oligonukleotidai gali skirtis nuo pradinés
sekos vienoje ar keliose pozicijose. Naudoti i8sigi-
musius oligonukleotidus yra labai svarbu, kai tikri-
namos kitu rG3iy bibliotekos, kur kodonuy naudojimas
neZinomas.

Oligonukleotidai turi bati paZymimi, kad baty
galima po DNR hibridizacijos, tikrinant bibliotekas,
jJuos detektuoti. Geriausias Zyméjimo badas yra panau-
doti ATP (pvz., ¥°?’P) ir polinukleotidkinaze oligo-

nukleotido 5' galo Zyméjimui. Tac¢iau oligonukleotidy
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Zymejimui galima naudoti ir kitus metodus, tarp juy ir
Zyméjima biotinu ar fermentu ir kitus.

Svarbiausia mpl liganda koduojanti nukleino rug$-
tis yra ta, kuri koduoja pilno ilgio mpl ligando poli-
peptidsg. Keliuose 3io i3radimo palankiausiuose varian-
tuose naudojama nukleino rag3ties seka, apimanti ir
natyvaus mpl ligando signaline seka. Nukleino ragstis,
turinti visg baltymg koduojan&ia seka, yra gaunama tik-
rinant pasirinkta kDNR genomine bibliotekg, naudojant

iSvestines amino rg3&iy liekany sekas.

B. Natyvaus mpl ligando amino ragsSc¢iy liekany sekuy
variantai

mpl ligando variantai su skirtingomis amino rug3-
¢iy liekany sekomis buvo gaunami, jiterpiant reikalingus
nukleotidus i mpl liganda koduojan&ia DNR arba sinteti-
nant in vitro norimg mpl ligando polipeptida. Tokie
variantai, pavyzdZiui, yra formos su delecijomis ar
intarpais kiaulés mpl 1ligando amino rig3&iuy liekany
sekoje. PavyzdZiui, N gale subrendusio viso ilgio mpl
ligando dalis yra paSalinama proteolize, kaip in vivo,
taip ir in vitro arba klonuojant ir ekspresuojant
fragmenta DNR, koduojanéios viso 1ilgio mpl liganda,
siekiant gauti biologi3kai aktyvy varianta. Bet kokios
deleciju, intarpy ar pakeitimy kombinacijos yra pada-
romos tam, kad bitu galima gauti galutine konstrukcija,
kuri pasiZyméty norimu biologiniu aktyvumu. Amino
rags€iu liekany pakeitimai gali bati padaromi mpl
ligando postransliacijos procese, kaip antai, pakei-
C¢iant glikozilinimo skaic¢iy ir vieta. Konstruojant mpl
ligando amino rig3¢iuy liekanu sekos variantus, taékinés
mutacijos vieta ir mutacijos pobudis priklauso nuo
norimuy pakeisti mpl ligando charakteristiku {charakte-
ristikos). Ta3kinés mutacijos gali buti daromos atski-

rai arba kelios kartu, pavyzdziui, (1) pirmiausia pa-
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kei&iant konservatyvia amino rag3¢iu liekana, o po to
padaromas radikalesnis pakeitimas, kuris priklauso nuo
pasirinkto tikslo, (2) pa$alinant proteinazés skélimo
vieta ar (3) jiterpiant panaSias amino rig3ciy liekanas
ar skirtingas intarpo kaimyninéms liekanoms arba atlie-
kant 1-3 punkto kombinacijas.

Metodas identifikuoti tam tikruy mpl ligando poli-
peptido amino rig3¢iu liekanu ar ju regionu geriausioms
mutagenezés vietoms yra vadinamas "alanino skanavimo
mutageneze", apraSyta Cunningham ir Wells, Science,
244:1081-1085 [1989]. Siame metode taikinio amino rugs-
¢iy liekana ar ju grupé yra identifikuojama (t.y.,
amino rag3&iy liekana, kuri turi kravi: Arg, Asp, His,
Lys ir Glu) ir pakeiciama bet kokia, bet geriau netu-
rin&ia kriovio arba turinc¢ia neigiamg kradvi amino rdgs-
¢iy liekana (geriausiai alaninu ar polialaninu), sie-
kiant pakeisti saveika tarp amino rugsciu liekanu ir
vandens molekuliy, esandiuy aplink baltyma, lasteleés
viduje ar lastelés i3oréje. Domenai, kurie pasiZymi
funkcionaliu Jjautrumu pakeitimams, yra tobulinami,
iterpiant papildomus ar kitus variantus prie pakeitimo
vietos arba pakeitimo vietoje. Taigi, kai amino ruagsciy
liekany variantu intarpu vieta nustatyta, mutacijos
pobidis 13 esmés gali buti neapibrézZtas. PavyzdZiui,
siekiant optimizuoti mutacija pasirinktoje vietoje,
alanino skanavimas ar atsitiktiné mutagenezé vykdoma
pasirinktame kodone ar regione ir atliekamas ekspre-
suotu mpl ligando varianty tikrinimas, atrenkant opti-
malias kombinacijas su norimu aktyvumu.

Yra du pagrindiniai kintamieji, konstruojant amino
rug8¢iy liekanu seku variantus: mutacijos vieta sekoje
ir mutacijos prigimtis. PavyzdZiui, mpl ligando poli-
peptido variantai apima amino rigsc¢iuy liekanu sekos mpl
ligando variantus, kurie gali biti gamtinio mpl ligando
aleliniai variantai (jiems nereikalingi pakeitimai DNR,

koduojanc¢iai mpl liganda) arba mutantines formos, pada-
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rytos mutuojant DNR. Sie variantai gali bati aleliniais
ar variantais, kurie neaptinkami gamtoje. Paprastai
mutagenezés vieta ir pobidis priklauso nuo mpl ligando
norimy modifikuoti charakteristiky.

Amino rug3&iu liekany sekoje delecijos paprastai
atliekamos nuo 1 iki 30 liekanos, geriausia, kai jos
atliekamos nuo 1 iki 10 amino rdg3¢iu liekanos, ir
paprastai atliekamos Salia esanciuy liekany delecijos.
Be to, amino rugs¢iuy liekanuy sekos delecijos mpl ligan-
de gali bati dalis ar visas glikoproteino C galo dome-
nas. Amino rug3liu liekanuy sekos delecijos gali apimti.
viena ar kelias pirmyju 6 amino rGg5c¢iuy liekanas iS5
subrendusio baltymo C galo. BAmino rug3¢iy liekanu
delecijos gali apimti vieng ar kelias amino ruagSciy
liekanas, esandias viename ar keliuose kilpos regione,
kuris yra tarp "spiraliniy klos&iy". Gretimos delecijos
paprastai daromos su lyginiu amino rag3¢iy liekany
skaidiumi, bet, priklausomai nuo tikslo, galimos ir
vienos ar nelyginio skaic¢iaus amino ragsciy liekanuy
skaidiaus delecijos. Delecijos gali bati padaromos tose
mazai homologisku mpl ligandy vietose, kurios pasiZymi
didZiausiu sekos identiSkumu, tokiu biddu modifikuojant
Zmogaus mpl ligando aktyvuma. Labiau tikétina, kad
delecijos zinduoliuy mpl ligando polipeptide, padarytos
tose srityse, kurios yra homologiSkos kitoms Zinduoliuy
mpl liganduy sekoms, Zymiau pakeis mpl ligando biolo-
gini aktyvumg. Nuosekliy delecijuy skaic¢ius gali buati
pasirenkamas taip, kad nebity suardyta mpl ligando bal-
tymo tretiné struktira, pvz., P-klosté ar a-spiralés.

Amino rag3&iu liekany intarpai, iskaitant prijun-
gima prie N ir/arba C baltymo galo, gali biti nuo vie-
nos amino rugs$céiy liekanos iki keliuy Simtuy amino rGgs-
¢iy liekanuy. Intarpu dydis sekos viduje (t.y., intarpai
subrendusio mpl ligando amino rag3c¢iu liekanuy sekoje);

gali bati apie 1 - 10 amino rags¢iuy liekany, geriau,
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kai 1-5, geriausiai - nuo 1 iki 3 liekany. Geriausias
pavyzdinis mpl ligando ar jo fragmento suliejimas yra
su kitu citokinu ar jo fragmentu. Intarpy prie N bal-
tymo galo pavyzdZiai apima subrendusi mpl liganda su N
gale esandia metionino liekana, tiesioginés subrendusio
mpl ligando ekspresijos rekombinantinése kultidrose
artefaktus, baltymus, kai prie subrendusic mpl ligando
N galo prijungiamos baltymo N gale esanCios heterolo-
ginés signalinés sekos, kurios jgalina rekombinantinius
producentus sekretuoti subrendusi mpl liganda. Sios
signalinés sekos gali biti gaunamos i35 lasteliy-Sei-
mininky, taigi, naudojamos signalinés sekos yra homo-
logidkos 1lastelés-Seimininko sekoms. Tinkamos signa-
linés sekos yra STII ar lpp i85 E. coli, alfa faktorius
i3 mieliy ir wvirusiniai signalai, tokie kaip Zinduoliy
lasteliy herpes gD.

Kiti intarpuy variantai, kai prie mpl 1ligando N
arba C galo prijungiami imunogeniSki polipeptidai
(t.y., svetimi lastelei-Seimininkui) yra 3ie: bakte-
riniai polipeptidai, tokie kaip beta-laktamazé arba
fermentas, koduojamas E. coli trp lokuse, ar mieliy
baltymai; suliejant su mpl ligando C galu baltymus,
turiné¢ius ilgag gyvavimo pusperiodi, tokius kaip imuno-
globuliny pastovls regionai (arba kiti imunoglobulinuy
regionai), albuminas ar feritinas, kaip aprasyta
patente WO 89/02922, publikuotame 1989.04.06.

Tre¢ia varianty grupé yra amino riag3&iy liekany
pakeitimo wvariantai. Siuose variantuose bent viena
amino ragsc¢iy liekanuy mpl ligando molekuléje yra pakei-
¢iama skirtinga amino rtg3¢iy liekana. JTdomiausios
mutagenezés vietos yra mpl ligando aktyvusis centras
(centrai) ir vietos, kur amino rigsciuy liekanos, kurios
aptinkamos ir kituose analoguose, yra labail skirtincos
pagal Soninés grandinés tari, kravi ar hidrofobiskumg,

bet tose srityse yra didelé homologija tarb ivairiy mpl
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liganduy ir/arba tarp jivairiuy gyvinuy ra3iy mpl ligandu
analoguy.

Kitos idomios wvietos yra tos, kuriose randamos
identiskos tam tikros ypatingos mpl ligando amino
ragsSciy liekanos ivairiuvose mpl ligando Seimos atsto-
vuose ir/arba viename ligande jvairiose gyvinuy ria3yse.
Sios vietos, ypatingai tos, kurios paklitiva maZiausiai
i triju kity identiSku konservatyviuy vietuy sekas, yra
pakeiciamos santykinai konservatyviomis amino rag3éiy
liekanomis. Tokie konservatyvis pakeitimai yra pateikti
Lenteléje 3. Jei 3Sie pakeitimai turi jtakos biologiniam
aktyvumui, tai padaromi dar Zymesni pakeitimai, pava-
dinti pavyzdiniais pakeitimais Lenteléje 3, arba pada-
romi pakeitimai, apraSyti Zemiau, nurodant amino rug3-

¢iy klases, ir gauti produktai patikrinami.

LENTELE 3

Pradineg

amino Pavyzdiniai pakeitimai Geriausi
rigsties pakeiti-

liekana mai
Ala (A) Val; Leu; Ile Val
Arg (R) Lys; Gln; Asn Lys
Asn (N) Gln; His; Lys;Arg Gln
Asp (D) Glu Glu
Cys (C)  Ser Ser
Gln (Q) Asn Asn
Glu (E) Asp Asp
Gly (G)  Pro Pro
His (H) Asn; Gln; Lys; Arg Arg
Ile (I) Leu; Val; Met; Ala; Phe; norleucinas Leu
Leu (L) norleucinas; Ile; Val; Met; Ala; Phe Ile
Lys (K) Arg; Gln; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; Ile Leu
Phe (F) Leu; Val; Ile; Ala Leu
Pro (P) Gly Gly
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr Tye
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) Ile; Leu; Met; Phe; Ala; norleucinas Leu

Zymios mpl ligando funkcijos ar imunogeniskumo
modifikacijos atliekamos, atrenkant pakeitimus, kurie

turi didzZiausiag jitaka (a) polipetido grandinés struk-
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tirai pakeitimo vietoje, pavyzdZiui, PB-klos€iuy ar a-
spiraliy konformacijai, (b) kraviui ar hidrofobiskumui
pakeitimo vietoje ar (c) Soninés grandinés uZimamam
tiriui. Gamtinés amino rGg3¢iuy liekanos yra suskirs-
tomos i grupes pagal bendras Soniniuy radikaluy savybes:
(1) hidrofobinés: norleucinas, Met, Ala, Val,
Leu, Ile;
(2) neutralios hidrofilinés: Cys, Ser, Thr;
(3) ragStinés: Asp, Glu;
(4) bazinés: Asn, Gln, His, Lys, Arg;
(5) 1liekanos, turinCios jitakos grandinés
orientacijai: Gly, Pro; ir
(6) aromatinés: Trp, Tyr, Phe.

Atlikus pakeitima nekonservatyvoje sekos vietoje,
gali prireikti pakeisti vienos klasés nari kitos klases
nariu. Tokios pakeistos -liekanos gali buti jiterptos
konservatyviose sekos pakeitimo vietose arba, dar
geriau, nekonservatyviose vietose.

Viename i8radimo variante siekiama inaktyvuoti
vienag ar kelias proteinaziy skélimo vietas, esanacias
molekuléje. Sios vietos nustatomos, perZiurint baltymo
émino rigsciy liekanuy seka, pvz., nustatant tripsino
skélimo vietas, ieSkoma arginino ar lizino liekany. Kai
proteinaziy skélimo vietos yra nustatomos, Jjos padaro-
mos nejautriomis proteolitiniam skélimui, pakeicdiant
atitinkamg amino r0gsc¢iuy liekana i kita, geriausiai i
bazine, pvz., glutaming arba i hidrofobine, pvz., seri-
na; taip amino ri0gsc¢iy liekana gali bOti paSalinta i3
sekos arba greta skélimo vietos gali bati jiterpiama
prolino liekana.

Kitame iSradimo variante visos metionino lieka-
nos, 1i3skyrus pirmaja metionino lekana signalinéje
sekoje, arba bet kuri i§ triju amino rdgSc¢iy liekanuy,
esanCiy prie$ arba po tokios metionino liekanos, pakei-

&iamos i kitas liekanas (pagal Lentele 3) arba paZali-
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namos. Taip pat i tokias vietas gali bGti jterpiama 1 -
3 papildomos amino rigsc¢iy liekanos.

Bet kokia cisteino 1liekana, kuri neturi jtakos
taisyklingai mpl 1ligando konformacijai, gali biati
pakeiciama, daZniausiai serinu, tam, kad bty pagerin-
tas molekulés atsparumas oksidacijai ir taip pat i3-
vengta netaisyklingu disulfidiniy tilteliy susidarymo.
Buvo nustatyta, kad 1 ir 4 EPO domeno cisteino lieka-
nos, skaiciuojant nuo N baltymo galo, batinos taisyk-
lingos konformacijos susidarymui, o 2 ir 3 - 3iam
procesui neturi jtakos. Taigi 2 ir 3 EPO domeno cis-
teino liekanos gali bGti pakeistos.

Nukleino ridgs8&iu molekulés, koduojan&ios mpl
ligando amino rGg3¢iuy liekanu sekos variantus, gali
biti pagamintos jvairiais Zinomais metodais. $Sie meto-
dai apima, bet tuo neapsiriboja, nukleino ruagsties
iSskyrima i35 gamtiniy Saltiniy (nattraliy amino rig3c&iy
liekanuy sekos varianto atvejais) arba nukleotiduy sagly-
gojamos (arba kryptingos) mutagenezés, PCR mutagenezés
ir kaseciu mutagenezés bidais gautus mutantinius
variantus, paruo3tus i3 anks¢iau pagaminty variantiniy
arba. laukinio tipo mpl ligando polipeptidy.

Oligonukleotiduy salygojama mutagenezé yra geriau-
sias budas gauti mpl ligando DNR variantus su amino
rig8c¢iuy liekanuy pakeitimais, delecijomis ar intarpais.
Sis metodas pladiai Zinomas ir apradytas (Adelman et
al., DNR, 2:183 [1983]. Reziumuojant, mpl ligando DNR
pakeicCiama, hibridinant oligonukleotidus, koduojanc&ius
norima mutacija, su matrica, kuri yra plazmidés arba
bakteriofago, turin¢io nepakeista ar natyvia mpl li-
gando DNR seka, viengrandé forma. Po hibridizacijos DNR
polimerazés pagalba sintetinama visa antroji komplemen-
tari grandine, kurioje yra ir oligonukleotinis pradmuo,
koduojantis norimus mpl ligando DNR pakeitimus.

Paprastai naudojami ne trumpesni nei'25 baziy il-

gio oligonukleotidai. Optimaliame nukleotide abiejuose
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galuose turi bfti 12 - 15 nukleotidy, visiSkai komple-
mentariy matricai, o mutacija koduojantys nukleotidai
lieka sekos vidury. Tai uZtikrina teisinga oligonukleo-
tido hibridizacija su viengrande DNR matrica. Oligo-
nukleotidai sintetinami Zinomais blidais, kurie apradyti
Crea et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 75:5765
[1978].

DNR matricos gali bdti pagamintos 15 vektoriy,
sukonstruoty bakteriofago M13 pagrindu, (tinkami komer-
ciniai vektoriai yra M13mpl8, M13mpl9) arba tokiuy vek-
toriu, kurie turi viengrandZio fago replikacijos ini-
ciacijos vieta, kaip aprasyta Viera et al., Meth.
Enzymol., 153:3 [1987}. DNR, kurioje norima padaryti
mutacija, iterpiama i viena toki vektoriu ir tokiu bidu
pagaminama viengrandé matrica. Viengrandziuy matricuy
paruoSimas aprasSytas Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (Cold Sring Harbor Labora-
tory Press, NY, 1989) skyriai 4.21 -4.41.

Kitas bidas pagaminti viengrande DNR matrica yra
dvigrandés plazmidés ar kitos dvigrandés DNR denatua-
racija standartiniais metodais.

Siekiant pakeisti natyvia DNR seka (pvz., tam, kad
pagaminti amino ragS¢iy liekanu sekos variantus), oli-
gonukleotidas hibridinamas su viengrande matrica, esant
tinkamoms hibridizacijos salygoms. Po to pridedamas DNR
polimerizacijg katalizuojantis fermentas, paprastai DNR
polimerazé I, Klenow fragmentas, siekiant susintetinti
matricai komplementaria grandine, naudojant oligonukle-
otida, kaip pradmeni. Tokiu bGdu susidaro heterodup- .
leksas, kuriame viena grandiné koduoja mutantine mpl
ligando formg, o kita (matrica) koduoja natyviag nepa-
Zeista mpl ligando seka. Sis heterodupleksas toliau
transformuojamas i tinkamg S3Seimininka, daZniausiail 1
prokariotine lastele, pvz., E coli JM101l. Kai lastelés
paauga, jos iSséjamos i Petri lék3teles su agarizuota

terpe ir iSaugusios kolonijos tikrinamos, naudojant *#p
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zyméta oligonukleotidini pradmeni, siekiant identifi-
kuoti bakteriju kolonijas, turindias mutuotg DNR;
Mutuota sritis toliau iS3skiriama ir iterpiama i vek-
toriy, tinkama baltymo produkcijai, paprastai tai bdna
ekspresijos vektorius, daZniausiai naudojamas pasi-
rinkto Seimininko transformacijai.

AukSciau apraSytas metodas gali bati modifikuo-
jamas taip, kad susidarytu homodupleksiné molekule,
kurioje abi grandinés turi mutacija (mutacijas). Sios
metodo modifikacijos tokios: Viengrandis oligonukleo-
tidas hibridinamas su viengrande matrica, kaip aprasdyta
auksciau. I trijuy dezoksiribonukleotidtrifosfaty:
dezoksiriboadenozintrifosfato (dATP), dezoksiriboguano-
zintrifosfato (dGTP) ir dezoksiribotimidintrifosfato
(dTTP) miSini idedamas modifikuotas tiodezoksiribocito-
zintrifosfatas (dCTP-[aS]) (Amersham Corparation). Sis
misinys pridedamas prie matricos ir oligonukleotido
komplekso. Idéjus i toki mid3ini DNR polimeraze, sinte-
tinama antroji DNR grandiné, komplementari matricai,
iSskyrus mutuotus nukleotidus. Be to naujai susintetin-
toje grandinéje vietoj dCTP bus dCTP-(aS), kuris apsau-
go nuo skélimo restrikcijos endonukleazémis.

Po to matrica, esanti dvigrandZio heteroduplekso
sudétyje, skeliama tinkamu restrikcijos fermentu ir
matricos dalis, atitinkanti norimos mutacijos vieta,
yra suskaldoma ExoIII nukleaze arba kita tinkama
nukleaze. Reakcija sustabdoma ir tokiu biddu susidaro
dalinai viengrandé molekulée. Toliau, pridéjus DNR
polimeraze, visus keturis dezoksiribonukleotidtri-
fosfatus, ATP ir DNR ligaze, formuojamas dvigrandis DNR
homodupleksas. Sis homodupleksas toliau transformuo-
jamas i tinkama Seimininka, pvz., E. coli JM101l, kaip
aprasyta auk3ciau.

DNR, koduojanti mpl ligando mutantus su vienos ar
keliy amino rGg3¢&iu liekanu pakeitimais, gali buati

sukonstruota vienu i3 keleto bddu. Jei norimos pakeisti
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amino rug3¢iy liekanos yra greta polipeptidinéje gran-
dinéje, tai jas galima pakeisti kartu, haudojant viena
oligonukleotida, koduojanti visus amino ragsc¢iy liekany
pakeitimus. Taciau, jei tarp Siu amino radgsciy liekany
yra didesnis nei 10 amino r0g3&iu liekanu tarpas, tai
pagaminti viena oligonukleotids, koduojanti visus pa-
keitimus, tampa labai sudétingu uZdaviniu. Tokiais
atvejais reikia pasirinkti viena i35 dviejuy galimu budy.

Pirmuoju bidu pagaminami keli oligonukleotidai,
koduojantys po viena amino rigsciu liekanuy pakeitima.
Siuy oligonukleotidy miSinys hibridinamas su matrica ir
sintetinama antroji grandiné, kurioje bus uZkoduoti
visi norimi pakeitimai.

Antras blGdas apima du ar kelis mutagenezés ciklus,
jei norima pagaminti norima mutanta. Pirmame cikle,
naudojant laukinio tipo DNR matricg ir oligonukleotida,
koduojanti pirmg i35 norimy pakeitimu, pagaminamas hete-
rodupleksas. Antrame mutagenezés cikle kaip matrica
naudojama mutantiné DNR, pagaminta pirmame cikle.
Taigi, &i matrica jau turi vieng ar kelias mutacijas.
Oligonukleotidas, koduojantis papildomu norimy amino
rags&¢iy liekanuy pakeitimus, hibridinamas su minéta
matrica ir vykdoma DNR polimerizacijos reakcija. Susin-
tetinta antroji grandiné koduoja mutacijas, ivestas 1
DNR pirmame ir antrame mutagenezés cikluose. Si DNR
gali bati panaudojama kaip matrica treciam mutagenezés
ciklui ir taip toliau.

PCR mutagenezé taip pat yra tinkamas buadas paga-
minti mpl ligando polipeptido mutantinius variantus su
amino ruags$c¢iy liekanu pakeitimais. Nors Zemiau aptaria-
mas metodas taikomas DNR, reikia tureti omeny, kad Jjis
gali buti taikomas ir RNR molekuléms. PCR metodas apima
§ias procedaras (ZitGr. Erlich, supra, skyrius, paraSy-
tas R. Higuchi, p. 61-70): Naudojant nedidelius DNR
matricos kiekius 1ir ©pradmenis, kuriuy sekos truputi

skiriasi nuo matricos DNR sekos, galims pagaminti
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palyginti didelius kiekius DNR fragmenty, kurie ski-
riasi nuo matricos sekos tik tose vietose, kuriose
skyrési pradmenys. Norint jiterpti mutacija i plazmidés
DNR, vienas i3 pradmeny turi persidengti su vieta,
kurioje norima padaryti mutacija ir turi 3ia mutacija
koduoti; kito pradmens seka turi bGti identiska sekai,
esan¢iai bet kurioje komplementarios DNR grandinés
vietoje. Geriau, kad antraji pradmeni atitinkanti seka
bity ne toliau, kaip 200 baziy atstumu nuo mutuojamos
vietos, tam kad amplifikuota fragmenta bity lengva
sekvenuoti. Naudojant tokias poras pradmeny, PCR pagal-
ba pagaminama DNR fragmentuy populiacija, kuri skiriasi
nuo pradinés DNR mutacijomis, jivestomis pirmuoju prad-
menimi. Amplifikuotas fragmentas gali turéti ir kity
mutacijy, nes kopijuojant matrica, gali isivelti klai-
dos.

Jei matricos ir reakcijos produkty santykis yra
ypatingai maZas, tai didZioji dauguma pagaminty frag-
menty turés norima mutacija (mutacijas). Si medZiaga
toliau naudojama pakeisti atitinkama plazmidés vieta,
taikant standartinius DNR konstravimo metodus. Mutaci-
jas skirtingose pozicijose galima padaryti, naudojant
antra mutantini pradmeni arba padarant antra PCR su
kitais pradmenimis; abiejy PCR produktai lygiagrecdiai
isiuvami i vektoriuy, naudojant tris (ar kelis) ligavimo
etapus.

KonkreCiame PCR mutagenezés pavyzdyje plazmidineé
DNR matrica (1 pg) linearizuojama, naudojant restrik-
cijos endonukleaze, turinéiag tik viena atpaZinimo vieta
plazmidéje. Si atpaZinama vieta neturi bati amplifikuo-
jamoje DNR dalyje. 100 ng tokios medZiagos idedama i
PCR misini, susidedanti i3 PCR buferinio tirpalo,
keturiy dezoksiribonukleotidtrifosfatq {GeneAMP®
rinkinys, Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT and Emery-

ville, CA) ir 25 pM kiekvieno oligonukleotidinio prad-
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mens; galutinis reakcijos misinio taris yra S0 pl.
Reakcijos miSinio vir3uje uZsluoksniuojama 35 pl mine-
ralinés alyvos. Reakcijos miSinys denattruojamas 5
minutes 100°C temperatiroje, at3aldomas, trumpam padé-
jus pavyzdZius i leda, ir i miSinius po alyva idedama
po 1 pl Thermus aquaticus (Tagq) DNR polimerazés
(5 V/pl, Perkin-Elmer Cetus). Reakcijos misinys perke-
liamas i DNA Thermal Cycler aparata (Perkin-Elmer
Cetus). Aparatas programuojéainas TOKlu rezimu:
2 min. 55°C
30 sek. 72°C, po to seka 19 ciklu:
30 sek. 94°C
30 sek. 55°C ir
30 sek. 72°C

Pasibaigus programail, megintuvéliai iSimami i$§
aparato, vandeniné fazeé perneéama i1 naujus mégintu-
vélius, ekstrahuojama fenolio/chloroformo midiniu
(50:50, t/t), DNR i3sodinama etanoliu ir i3skiriama
standartiniais metodais. Si medZiaga toliau apdorojama
taip, kad bity galima iterpti i vektoriu.

Kitas mutagenezés variantas - kasecCiu mutagenezé -
pagristas metodu, apraSytu Wells et al., Gene, 34:315
[1985]. Pradiné medZiaga yra plazmide (ar kiti vekto-
riai), turinti norimg pakeisti mpl ligando DNR. Mpl
ligando DNR kodonas (kodonai), kuri norima pakeisti,
identifikuojamas. Abéjose biGsimos mutacijos vietos
galuose turi bGti unikalios restrikcijos vietos. Jel
tokiu viety néra, tai jos turi bidti iterptos 1 mpl
ligando DNR, naudojant auks$¢iau aprasSyta oligonukleo-
tidu salygojama mutageneze. Ivedus restrikcijos vietas,
plazmidé linearizuocjama, skaldant atitinkama restrikci-
jos endonukleaze. Standartiniais metodals sintetinamas
dvigrandis oligonukleotidas, koduojantis seka, esaniig
tarp restrikcijos wvietu ir turintis norimas mutacijas.

Oligohukleotidq grandines sintetinamos atskirai ir
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hibridinamos pagal standartinius metodus. Toks dvi-
grandis oligonukleotidas vadinamas kasete. Kasetés
sudarytos taip, kad ju 3' ir 5' galai atitikty lineari-
zuotos plazmidés galus ir kad bldty galima juos sujungti

liguojant. Po ligavimo plazmidé turés mutantine mpl

ligando DNR seka.

C. Nukleino riugsSties jterpimas ] replikuojamg
vektoriy

Nukleino ridgstis (pvz., kDNR ar genominé DNR), ko-
duojanti natyvu ar mutantini mpl ligando polipeptida,
iterpiama i replikuojama vektoriu tolesniam klonavimui
(DNR amplifikacijai) arba ekspresijai. Yra daug vekto-
riy, todél tinkamo vektoriaus pasirinkimas priklauso
nuo: (1) ar jis bus panaudotas DNR amplifikacijai ar
DNR ekspresijai; (2) iterpiamos nukleino rdgsSties dy-
dZzio; (3) lastelés-Seimininkés, i kuria vektorius bus
ivedamas. Kiekviename vektoriuje yra ivairtGs komponen-
tai, kurie priklauso nuo jo funkcijos (DNR amplifika-
cija ar DNR ekspresija) ir nuo lastelés-Seimininkeés,
kurioje 3jis bus pavartotas. Vektoriaus komponentai
paprastai apima, bet tuo neapsiribojama, vieng ar kelis
i3 Siu elementy: signaline seka, replikacijos iniciaci-
jos vieta, viena ar kelis markerinius genus, sustiprin-

toja, promotoriy ir transkripcijos terminacijos seka.

(i) Signalinés sekos

Siame i3radime apraSomas mpl ligandas gali bati
ekspresuojamas ne tik tiesiogiai, bet ir kaip hibri-
dinis polipeptidas, kuriame mpl ligandas yra sulietas
su heterologiniu polipeptidu, geriau su signaline seka
arba su kitu polipeptidu, turinciu specifine skélimo
vieta subrendusio baltymo ar polipeptido N gale. Signa-
line seka gali bdti vektoriaus komponentu arba mpl
ligando DNR -dalimi ir kartu su $Sia ONF iterpiama i

vektoriy. Reilkia pasirinkti tokia signaiire seka, kurig



10

15

20

25

30

35

114 LT 4120 B

lastelé-3eimininkas gali atpaZinti ir paveikti (pvz.,
nuskelti signaline peptidaze). Prokariotinése laste-
lése-Seimininkuose, kurie negali atpazZinti ir nuskelti
natyvios mpl ligando signalinés sekos, pastaroji pakei-
&iama i kokia nors prokariotine signaline seka, pvz., 1
Sarminés fosfatazés, penicilinazés, 1lpp arba aukstai
temperatirai atsparaus endotoksino II signaline seka.
Siekiant sekrecijos mielése, natyvig signaline sekg
galima pakeisti, pvz., invertazés, alfa faktoriaus arba
rigdtinés fosfatazés lyderinémis sekomis, C. albicans
gliukoamilazés lyderine seka (EP 362179, publikuotas
1990.04.04) arba siganaline seka, apraSyta WO 90/13646,
publikuotame 1980.11.15. Zinduoliy lastelése gerai
veikia natyvi signaliné seka (pvz., mpl ligando prebal-
tymas, ivykdantis mpl ligando sekrecija natyviose Zin-
duoliuy lastelése in vivo), galima naudotis ir kitomis
Zinduoliuy signalinémis sekomis, pvz., kitu mpl ligando
polipeptidy signalinémis sekomis ar kiﬁq rasiy gyvinuy
mpl ligando signalinémis sekomis, tos pacios ar kitos
riSies gyvinu sekretuojamuy polipeptidu signalinémis
sekomis, o taip pat virusiniu baltymu sekretoriniais
lyderiais, pvz., Herpes siplex viruso gD baltymo

signaline seka.

(ii) Replikacijos iniciacijos vietos

Abu, -ekspresijos ir klonavimo, vektoriai turi
nukleino rGgSties sekas, kurios igalina vektoriaus rep-
likacija vienoje ar keliose lastelése-S5eimininkuocse.
Paprastai klonavimo vektoriuose 5i seka leidZia vekto-
riui replikuotis nepriklausomai nuo 3eimininko chromo-
sominés DNR ir turi replikacijos iniciacijos vieta arba
autonomiskai besireplikuojancias sekas. Tokios sekos
gerai Zinomos daugelyje bakterijuy, mieliu bei virusy.
Plazmidés pBR322 replikacijos iniciacijos vieta tinkamea

daugumai Gram-neigiamy bakteriju, 2 p plazmidés repli-
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kacijos iniciacijos vieta tinkama mieléms, o jivairios
virusinés kilmés (SV40, poliomos, adenovirusy, VSV ar
BPV) replikacijos iniciacijos vietos naudojamos Zinduo-
liy lasteliy klonavimo vektoriuose. Paprastai Zinduoliy
ekspresijos vektoriams replikacijos iniciacijos vieta
nereikalinga (SV40 replikacijos iniciacijos vieta daZ-
nai naudojama ekspresijos vektoriuose tik todél, kad
joje yra ankstyvasis promotorius).

Dauguma ekspresijos vektoriy yra "Saudyklés" tipo
vektoriai, tai yra tie, kurie gali replikuotis bent
vienos organizmy klasés lastelése ir gali bdti trans-
fekuojami i kitas lasteles, kuriose gali ekspresuotis.
PavyzdZiui, vektorius klonuojamas E. coli lastelése, o
po to tuo paiu vektoriumi transfekuojamas mieliy arba
Zinduoliy lastelés, kuriose 3is vektorius ekspresuo-
‘jasi, nors ir negali replikuotis nepriklausomai nuo
lastelés-Seimininko chromosomos.

DNR galima taip pat amplifikuoti, iterpiant jag i
Seimininko genoma. Tai nesunku padaryti, panaudojant,
pvz., Bacillus genties bakterijg kaip éeimininka' ir
iterpiant i vektoriy DNR sekg, komplementaria Bacillus
genominés DNR sekai. Ivedus toki vektoriu i Bacillus
bakterija, vyksta homologiné rekombinacija ir mpl
ligando DNR isiterpia i Bacillus genomg. Taciau iSskir-
ti mpl ligando DNR i3 genominés DNR sudétingiau, nei i$
automiskai besireplikuojan¢io vektoriaus, nes pirmuoju
atveju mpl ligando DNR reikia pirma iSkirpti i3

genomineés DNR restrikcijos fermentu.

(iii) Selekcijos genai
Ekspresijos ir klonavimo vektoriai <:turi turéti
selekcijos gena, kitaip vadinama selekcijos markeriu,
toks genas koduoja baltyma, reikalinga transformuoty
lasteliu 1iSgyvenimui ar augimui selektyvioje augimo
terpeje. Lastelés-Seimininkai, netransformustos vekto-

riumi, kuriame yra selekcijos genas, toki.je terpéje
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neidgyvena. Tipiski selekcijos genai koduoja baltymus,
kurie: (a) suteikia atsparuma antibiotikams arba
kitiems toksinams, pvz., ampicilinui, neomicinui, meto-
treksatui ar tetraciklinui; (b) atstato autotrofini
fenotipa; arba (c) produkuoja batinus mitybinius
komponentus, kuriy terpéje néra, pvz., genas, koduo-
jantis D-alaninracemaze Bacillus genties bakterijose.

Viename selekcijos pavyzdyje naudojamas reagent~s,
sustabdantis lasteliu-Seimininku augimg. Lastel. .,
kurios buvo sékmingai transformuotos heterologiniu
genu, ekspresuoja baltyma, suteikianti atsparumg Siam
reagentui ir tokiu bidu iSgyvena selektyviomis saly-
gomis. Tokios teigiamos selekcijos pavyzdZiuose naudo-
jami reagentai yra neomicinas (Southern et al., J.
Molec. Appl. Genet., 1:327 [1982]), mikofenolio rugstis
(Mulligan et al., Science, 209:1422 [1980]) arba higro-
micinas (Sugden et al., Mol. Cell. Biol., 5:410-413
[1985]). Trijuose auk3c¢iau pateiktuose pavyzdZiuose
naudojami bakteriniai genai, kontroliuojami eukario-
tiniais elementais ir suteikiantys atsparumg atitin-
kamai G418 ar neomicinui (geneticinui), xgpt (mikofeno-
lio rigs&c&iai), arba higromicinui.

Kity zZinduoliuy lagsteléms tinkamy selekcijos mar-
keriy, igalinanc¢iu identifikuoti transformuotas laste-
les, pavyzdziai yra: dihidrofolatreduktazé (DHFR) ir
timidinkinaze. Zinduoliy lasteliy transformantai
auginami tokiomis selektyviomis salygomis, kai adaptuo-
tis ir isgyventi gali tik markeri turincios lastelés.
Palaipsniui didinant selektyvaus agento koncentracija,
transformantal ver&iami amplifikuoti selekcijos gena, o
kartu ir DNR, koduojanc¢ia mpl ligando polipeptidas.
Amplifikacija yra procesas, kal per keleta rekombinan-
tiniu 1lasteliu generaciju chromosomoje padidéja geno
kopiju skaicius, ir tos kopijos iSdestomos viena paskuil

kita. Atitinkamai padidéja ligando sintezeé.
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PavyzdZiui, lastelés, transformuotos DHFR selek-
cijos genu, identifikuojamos auginant visus transfor-
mantus su metotreksatu (Mtx), kuris yra konkurentinis
DHFR antagonistas. Tinkamos 1lastelés-Seimininkai yra
Kinietisky Ziurkény kiauSidZiuy (CHO) lasteliy linija,
neturinti DHFR aktyvumo. Si lasteliu linija paruo3iama
ir auginama kaip aprad3yta (Urlaub ir Chasin, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 ([1980]). Trasformantai
auginami terpéje su vig uldssae Mitx koncentracija. Tail
verCia lastele sintetinti vis daugiau DHFR geno kopiju
ir lygiagreciai daugiau visu kity ekspresijos vekto-
riaus elementy, tarp ju ir DNR, koduojancios mpl ligan-
da, kopiju. Si amplifikacijos metoda galima taikyti ir
kitiems tinkamiems Seimininkams, pvz., ATCC Nr. CCL61
CHO-K1, kuris neperneSa egzogeninio DHFR, ypad, jei
naudojamas mutantinis DHFR genas, atsparus dideliems
Mtx kiekiams (EP 117060). Kitas btdas yra lasteles-
Seimininkus (ypa¢ laukinio tipo 1lasteles, turinéias
endogenine DHFR) transformuoti ar kotransformuoti DNR
sekomis, koduojanciomis mpl ligandg, laukinio tipo DHFR
baltyma ir kita selekcijos markeri, pvz., aminogliuko-
zid-3'-fosfotransferaze (APH), ir po to atrinkti
transformantus terpéje su selektyviu agentu tokiu, kaip
aminogliukozidinis antibiotikas, kanomicinas, neomici-
nas ar G418. (ZiGr. JAV patenta Nr.: 4965199).

Mielése naudojamas selekcijos genas trpl, koduo-
jamas mieliuy plazmidés YRp7 (Stinchcomb et al., Nature,
282:39 [1979}; Kingsman et al., Gene, 7:141 [1979]); ir
Tschemper et al., Gene, 10:157 [1980]). ¢trpl genas
suteikia selekcijos markeri mieliy mutantams, nesuge-
bantiems augti terpéje be triptofano, pvz., ATCC Nr.
44076 arba PEP4-1 (Jones, Genetics, 85:12 [1977])). Trpl
geno defektas mieliuy lastelése-Seimininkuose suteikia
galimybe atrinkti transformantus, kurie skirtingai nei

Seiminkai gali augti terpéje be triptofano. Analogis-
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kai, Leu2 defektyvius mieliy lasteliuy kamienus (ATCC
Nr. 20622 arba 38626) galima transformuoti Zinomomis

plazmidémis, turinciomis Leu2 gena.

(iv) Promotoriai

Ekspresijos ir klonavimo vektoriai paprastai turi
promotoriy, kuri gali atpazinti Seimininko organizmas,
ir kuris funkcionaliai sujungtas su mpl ligando nukle-
ino riGgS$timi. Promotoriail yra netransliuojamos sekos,
lokalizuotos prie3 struktGrinio geno pirmaiji kodong /i$
5' galo, 100 - 1000 bp atstumu) ir funkcionaliai su-
jungtos su tam tikra nukleino riagSties seka, pvz., mpl
ligando nukleino rag3ties seka, ir reguliuoja Jjos
transkripcija ir transliacija. Promotoriai suskirstomi
i dvi pagrindines klases: indukuojami promotoriai ir
konstitutyviis promotoriai. Indukuojami promotoriai yra
tokie promotoriai, kurie inicijuoja kontroliuojamos DNR
transkripcijag, kai tam tikru baddu pasikei&ia augimo
salygos, pvz., kal terpéje atsiranda ar isSnyksta koks
nors mitybinis komponentas, ar pasikeidia temperattra.
Zinoma daug promotoriuy, kuriuos atpaZista ivairis
potencialis Seimininkai. Sie promotoriai funkcionaliai
sujungiami su mpl liganda koduojancia DNR, pa3alinant
restrikcijos fermentais natiiraly 3altinio promotoriy ir
iterpiant i vektoriy norimg iSskirta promotorine sekg.
Kaip natltGralius mpl ligando promotorius, taip ir dau-
guma heterologiniuy promotoriu galima panaudoti mpl
ligando DNR amplifikacijai ir/arba ekspresijai. Geriau
naudoti heterologinius promotorius, nes Jjie paprastai
suteikia galimybe pasiekti didesni transkripcijos lygi
ir didesnes ekspresuojamo mpl ligando iSeigas, lygirnant
su natdraliu mpl ligando promotoriumi.

Promotoriai, tinkami naudoti prokariotinése laste-
lése apima fP-laktamazés ir laktozés promotorines sis-

temas (Chang et al., Nature, 275:615 [1978]; Goeddel et
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al., Nature, 281:544 [1979]), S3Sarminés fosfatazés ir
triptofano (trp) promotorines sistemas {Goeddel,
Nucleic Acids Res., 8:4057 [(1980] ir EP 36776) ir
hibridinius promotorius, pvz., tac promotoriuy (deBoer
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:21-25 ([1983]).
Tinka ir kiti Zinomi bakteriju promotoriai. Ju nukleo-
tidinés sekos publikuotos ir patyres specialistas gali
juos funkcionaliai sujungti su mpl liganda koduojancia
DNR (Siebenlist et al., Cell, 20:269 [1980]), naudoda-
masis linkeriais ir adapteriais norimoms restrikcijos
vietoms sukonstruoti. Promotoriai, naudojami bakteri-
jose, turi turéti Shihé—Dalgarno {(S.D.) seka, funkcio-
naliai sujungta su DNR, koduojancia mpl liganda.

Zinomi ir eukariotams tinkami promotoriai. Prak-
tidkai visi eukariotu genai turi AT-turtingas sritis,
lokalizuotas 25 - 30 baziy atstumu i1 5' gala nuo trans-
kripcijos iniciacijos vietos. Kita seka, randama 70 -
80 baziy atstumu i 5' gala nuo daugumos geny transkrip-
cijos iniciacijos vietos, yra CXCAAT seka, kur X gali
biti bet koks nukleotidas. Daugumos eukarioty genu 3'
gale yra seka AATAAA, kuri, matyt, gali buti signalu,
reguliuojan&iu poli-A uodegos prijungima prie koduojan-
&ios sekos 3' galo. Visos Sios sekos Jjterpiamos 1
tinkamas eukariotu ekspresijos vektoriu vietas.

Promotoriai, tinkami naudoti mielése, apima pro-
motorius 3-fosfogliceratkinazei (Hitzeman et al., J.
Biol., Chem., 255:2073 [1980]) ar kitiems glikoliti-
niams fermentams (Hess et al., J. Adv., Enzyme Reg.,
7:149 [1968] ir Holland, Biochemistry, 17:4900 [1978]),
tokiems kaip enolazé, gliceraldehid-3-fosfatdehidro-
genazé, heksokinaze, piruvatdekarboksilazeé, fosfo-
fruktokinaze, gliukoz-6-fosfatizomeraze, 3-fosfogli-
ceratmutaze, piruvatkinazé, triozfosfatizomeraze,

fosfogliukozizomerazé ir gliukokinazeé.
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Kiti mieliuy promotoriai yra indukuojami promoto-
riai, turintys papildoma prana3Suma, kad transkripcija
reguliuojama augimo sglygomis. Tokie promotoriai:
alkoholdehidrogenazés 2, izocitochromo C, rig3tinés
fosfatazés, degradacijos fermentuy, susijusiy su azoto
metabolizmu, metaltioneino, gliceraldehid-3-fosfatde-
hidrogenazés ir fermenty, atsakinguy uZ maltozés ir
galaktozés isisavinimg, promotorinés sekos. Vektoriai
ir promotoriai, naudojami ekspresijai mielése, detaliai
apraSyti Hitzeman et al., EP 73657(A). Mieliy sustip-
rintojai sékmingai naudojami kartu su mieliy promoto-
riais.

Mpl ligando transkripcija nuo vektoriaus Zinduoliy
lastelése-Seimininkuose kontroliuojama  promotoriais,
i3skirtais i§ virusuy genomuy, pvz., 15 poliomos viruso,
pauksciy raupu viruso (UK 2211504, publikuotas
1989.07.05), adenovirusy (pvz., Adenoviruso 2), galviju
papiliomos viruso, pauk3¢iy sarkomos viruso, citomegalo
viruso, retrovirusy, hepatito B viruso ir geriausiai i3
BeZdZioniu Viruso 40 (Sv40), o taip pat heterologiniais
Zinduoliy promotoriais, pvz., aktino promotoriumi, imu-
noglobulino prombtoriumi, temperatiirinio 3oko promoto-
riais arba promotoriais, normaliai susijusiais su mpl
ligando seka, jei $ie natiGrallds promotoriai suderinami
su kitomis lastelés-Seimininko sistemomis.

Ankstyvasis ir vélyvasis SV 40 viruso promotoriai
paprastai gaunami kaip SV40 restrikcijos fragmentas,
turintis taip pat SV40 viruso replikacijos iniciacijos
vieta (Fiers et al., Nature, 273: 113 [1978]; Mulligan
ir Berg, Science, 209:1422-1427 [1980]; Pavlakis et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:7398-7402 [1981]).
Ankstyviausias Zmogaus citomegalo viruso promotorius
idskiriamas kaip HindIII E restrikcijos fragmentas
(Greenaway et al., Gene, 18:355-360 ([1982]). Sistema,

tinkama DNR ekspresijai Zinduoliy lastelése-Seiminin-
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kuose, naudojant galvijuy papilomos virusg, apradyta JAV
patente Nr. 4419446. Sios sistemos modifikacija apra-
Syta JAV patente Nr. 4601978. Taip pat ZiGr. Gray et
al., Nature, 295:503-508 [1982] apie imuninio inter-
ferono kDNR ekspresija beZdZioniy lgstelése; (Reyes et
al., Nature, 297:598-601 [1982] apie Zmogaus p-inter-
ferono kDNR ekspresija peliy 1lastelése, naudojant
timidinkinazés promotoriy 1§ Herpes simplex viruso;
(Canaani ir Berg, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:5166-
5170 [1982]; apie Zmogaus interferono Bl geno ekspre-
sija kultivuojamose peliy bei triusSiuy lastelése; ir
Gorman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:6777-6781
[1982] apie bakteriju CAT seku ekspresija bezZdZioniu
inksty lasteliuy linijoje CV-1, visc¢iukuy embrionu fibro-
blastuose, Kinietisdku Ziurkéniu kiausidziuy lasteliy
linijoje, Hela lastelése ir peliy NIH-3T3 lastelése,
naudojant promotoriumi Rous'o sarkomos viruso 1ilgaja

galine pasikartojancia seks.

(v) Sustiprinantys elementai

DNR, koduojané¢ios Siame iSradime pateikta mpl
liganda, transkripcija aukStesniuose eukariotuose
dazZnai padidéja, kai i vektoriy jterpiama sustiprintojo
seka. Sustiprintojai yra cis-padétyje veikiantys DNR
elementai, paprastai nuo 10 iki 300 bp ilgio, kurie
veikia promotoriuy, taip padidindami transkripcija. Sus-
tiprintojai yra salyginai nepriklausomi nuo padeties ir
orientacijos DNR sekoje, jie Dbuvo rasti kiek 5!
(Laimins et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78:993
[18811]), tiek ir 3'transkripcijos vieneto galuose
(Lusky et al., Mol. Cell Bio., 3:1108 [1883]), talp pat
viduryje introno (Banerji et al., Cell, 33:729 [1983]),
ir pacCioje koduojancioje sekoje (Osborne et <o:., Mol.
Cell Bio., 4:1293 [1984]). Zinoma daug sustisrintojuy

seky 13 Zinduoliu genu (globino, elastazes, =z bumino,
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a-fetoproteino ir insulino). Paprastai dazZniau naudo-
jami eukariotiniy lasteliy virusuy sustiprintojai, pas-
tarieji apima: SV40 sustiprintoja, esanti vélyvojoje
replikacijos iniciacijos vietos puséje (100-270 bp),
citomegalo viruso ankstyvojo promotoriaus sustiprin-
toja, poliomos viruso sustiprintoja, esanti vélyvojoje
replikacijos iniciacijos vietos puséje ir adenovirusy
sustiprintojus. Ziarék taip pat(Yaniv, Nature, 297:17-
18 [1982]) apie sustiprinanéius elementus, taikomus
eukariotuy promotoriuy aktyvacijai. Sustiprintoja galima
iterpti i 5' arba 3' mpl liganda koduojandios sekos
gala, bet geriau ji iterpti i vieta, esanfig prie pro-

motoriaus 5' galo.

(vi) Transkripcijos terminacijos elementai

Ekspresijos vektoriai, naudojami eukariotinése
lastelése-Seimininkuose (mielése, grybuose, vabzdzZiy,
augaly, gyviny, Zmogaus lastelése arba kitu daugia-
las¢iy organizmy branduoli turindiose lastelése) turi
turéeti sekas, reikalingas transkripcijos terminacijai
ir iRNR molekuliuy stabilizavimui. Tokios sekos papras-
tai bilina eukarioty arba virusu DNR arba kDNR 5' arba,
reCiau, 3' netransliuojamose dalyse. Sios dalys turi
nukleotiduy segmentus, kurie transkribuojami kaip poli-
adenilinti fragmentai netransliuojamoje mpl Lliganda

koduojancios iDNR dalyje.

(vii) Vektoriy konstravimas 1ir analizée
Tinkamuy vektoriuy, turinc¢iy vieng ar kelis auk3ciau
isvardintus elementus, konstravimas remiasi standar-
tiniais ligavimo metodais. ISskirtos plazmidés arba DNR
fragmentai skaldomi, prie gautu fragmenty padaromi
lipnGs galai ir jie liguojami tokia tvarka, kad biaty

gaunamos norimos plazmideés.
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Norint isitikinti, kad sukonstruotos plazmidés seka
yra teisinga, ligavimo miSiniu transformuojamas E. coli
K12 kamienas 294 (ATCC Nr. 31446), ir transformantai
atrenkami pagal atsparuma ampicilinuil ar tetraciklinui.
IS transformanty iSskiriamos plazmidés ir analizuojamos
restrikcine analize ir/arba sekvenuojamos pagal Messing
et al., Nucleic Acids Res., 9:309 [1981] arba pagal
Maxam et al., Methods in Enzymology, 65:499 [1980].

(viii) Vektoriai laikinajail ekspresijai

Sio i3radimo jigyvendinimui labai naudingi ekspre-
sijos vektoriai, kurie taikomi, siekiant mpl ligando
polipeptida koduojancios DNR laikinosios ekspresijos
Zinduoliy lastelése. Paprastai laikinajai ekspresijai
taikomi ekspresijos vektoriai, sugebantys efektyviai
replikuotis lgstelése-Seimininkuose. Tuo bidu lasteléje
susikaupia daug ekspresijos vektoriaus kopiju ir ati-
tinkamai sintetinami dideli norimo polipeptido, koduo-
jamo ekspresijos vektoriumi, kiekiai (Sambrook et al.,
supra, pp. 16.17 - 16.22). Laikinosios ekspresijos sis-
temos, susidedancios i3 tinkamo ekspresijos vektoriaus
ir lastelés-Seimininko, jigalina identifikuoti polipep-
tidus, koduojamus klonuotomis DNR, o taip pat greitai
analizuoti tokiy polipeptidu biologines ir fiziologines
savybes. Taigi, laikinosios ekspresijos sistemos ypa-
tingai naudingos 3Siame 1i3radime identifikuojant mpl
ligando polipeptido analogus ir variantus, kurie pasi-

zymi mpl ligando polipeptido biologiniu aktyvumu.

(ix) Tinkami pavyzdiniail stuburiniy gyvinuy
lgsteliy vektoriai ’

Kiti metodai, vektoriai ir lastelés-Seimininkai,
tinkamos mpl ligando sintezel rekombilnantinése stubu-
riniy gyvuny lasteliy kultaros, yra aprasyti Gething et
al., Nature, 293:620-625 [1981]; Mantel et al., Nature,
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281:40-46 [1979]; Levinson et al.;EP 117060 ir EP
117058. Geriausial tinkama mpl 1ligando ekspresijai
Zinduoliuy lastelése plazmidé yra pRKS (EP 307247; JAV
patentas Nr. 5258287) arba pSVI6B (PCT publikacija Nr.
WO 91/08291).

D. Lasteliy-Seimininkiy atranka ir transformavimas

Tinkamos lalstelés-Seimininkai vektoriy klonavimui
ar ekspresijai yra prokarioty lastelés, mielés ar auks-
tesniyju eukarioty lastelés, aprasSytos auksciau. Tinka-
mi prokariotaili apima Eubacteria, Gram-neigiamas ar
Gram-teigiamas, pavyzdZziui, £E. <coli, Bacilli rGSys,
pvz., B. subtilis, Pseudomonas ri3is, pvz., P. aerugi-
nosa, Salmonella typhimurium ar Serratia marcescans.
Geriausias klonavimui E. coli kamienas yra E. coli 284
(ATCC Nr. 31446), nors ir kiti kamienai vyra tinkami
klonavimui: E. coli B, E. coli X1776 (ATCC Nr. 31537)
ir E. coli W311l0 (ATCC Nr. 27325). Sie pavyzdiiai
pateikti iliustracijai, o ne apribojimui. Palankiausig,
kai lastelés-Seiminintai sekretuoja minimalius kiekius
proteinaziy. Taip pat atliekami klonavimo darbai 1in
vitro, pvz., PCR ar kitos nukleino rag3c¢iy polimera-
zinés reakcijos.

Be prokariotiniu 1lgsteliuy, gali badti naudojami
Seimininkais mpl liganda koduojantiems vektoriams euka-
riotiniai mikroorganizmai, pvz., sitaliniai grybai ar
mielés. Saccharomyces cerevisiae ar paprastos kepimo
mielés daZniausial naudojamos 135 Zemesniyju eukarioti-
niy mikroorganizmu. DLCaugelis mikroorganizmu 15 Kkity
gen¢iu, rad%iy ir kiti mikroorganizmuy kamienal yra
paprastai prieinami ir gali bati naudojami Siame isSra-
dime. PavyzdZiui, Schizosaccharomyces pombe (Beach 1ir
Nurse, Nature, 290:14 (1981]; EP 139383, publikuotszs
1985.05.02), Kluyve:rsmyces (JAV patentas Nr. 494352%.,

pvz., K. lactis (Louvencourt et al., J. Bacteriol., 737
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(1983]), K. fragilis, K. bulgaricus, K. thermotolerans
ir K. marxianus, yarrowia [EP 402226], Pichia pastoris
(EP183070; Sreekrishna et al., J. Basic Microbiol.,
28:265-278 [1988]), Candida, Trichoderma reesia (EP
244234), Neurospora crassa (Case et al., Proc. Natl.
acad. Sci. USA, 76:5259-5263 [1979]); sitGliniai grybai,
pvz., Neurospora, Penicillium, Tolypocladium (WO
91/00357, publikuotas 1991.01.10), Aspergillus, pvz.,
A. niddulans (Ballance et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun., 112:284-289 [1983]; Tilburn et al., Gene,
26:205-221 1[1983);. Yelton et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 81:1470-1474 [1984]) ir A. niger (Kelly ir
Hynes, EMBO J., 4:475-479 [1985]).

Ekspresuoti glikozilintam mpl 1ligandui tinkamos
lastelés-Seimininkes yra kilusios is daugialasciu
organizmy. Tokios lastelés pasizymni kompleksiniu
procesingu ir glikozilinimo aktyvumu. IS principo
galima naudoti bet kokias auksStesniyju eukariotuy
lagsteles kaip 18 stuburiniy, taip 1ir 138 bestuburiy
gyviny. Bestuburiu gyvinu lgsteliu pavyzdzZial vyra
augaly ir vabzdziu lagstelés. Gali bati naudojamos
daugelio bakulovirusu kamienu ir varianty ir atitinkamuy
vabzdZiu lgstelés 135 Spodoptera frugiperda {vikSras),
Aedes aegypti (moskitas), Aedes albopictus (moskitas),
Drosophila melanogaster (valsiné muselé) ir Bombyx
mori. Zitrék, pavyzdZiui, Luckow et al.,
Bio/Technology, 6:47-55 [1988]; Miller et al., Genetic
Engineering, Setlow et al.eds., Vol.8 (Plenum
Publishing, 1986), pp. 277-279; ir Maeda et al.,
Nature, 315:592-594 [1985]. Daugelis virusy kamieny yra
prieinami transfekcijai, pvz., Autographa californica
NPV L-1 variantas ir Bm-5 kamienas Bombyx mori NPV ir
kiti virusai, ir tokie virusai, hkaip ir Siame iSradime

naudojamas virusas, gali bdti rnaudojami ¢ia apralSytais
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btdais, ypa¢ transfekuojant Spodoptera frugiperda
lasteles.

Augaly audiniy kultiros i3 medvilnés, kukurizy,
bulviy, sojos pupeliuy, petuniju, pomidory ir tabako
gali biti naudojamos kaip 3eimininkai. Augaly kultidros
lastelés paprastai transfekuojamos inkubuojant su tam
tikrais bakteriju Agrobacterium tumefaciens kamienais,
kuriose prieS tai buvo jiterpta mpl ligando DNR. Augaly
lgsteliu kultiros inkubacijos su A. tumefaciens metu,
DNR, koduojanti mpl ligandg, perneSama i augalo laste-
les; lastelés tampa transfekuotos ir tam tikromis
salygimis ekspresuoja mpl ligando DNR. Yra reguliato-
rinés ir signalinés sekos, tinkamos augaly kultiros
lasteléms, pvz., nopalinsintetazeés promotorius ir
poliadenilinimo signalinés sekos (Depicker et al., J.
Mol. Appl. Gen., 1:561 [1982]). Taip pat yra iSskirtas
DNR segmentas, esantis T-DNR pries gena 780, kuris
sugeba aktyvuoti arba padidinti augaly ekspresuojamy
geny transkripcijos lygil rekombinantine DNR turinéiose
augaly kulttros lastelese. EP 321196, publikuotas
1989.06.21.

Bet labiausiai jdomios yra stuburiniy gyvinuy las-
telés, ir stuburiniy gyvinu lasteliu dauginimas kulta-
roje (audiniy kultiros) dabar jau yra rutininé proce-
dira (Tissure Culture, Academic Press, Kruse ir
Patterson, redaktoriai [1973]). Zinduoliy lasteliy-
Seimininky linijy pavyzdzZiai yra: bezdZionés inkstu CV1
linijos lastelés, transformuotos SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); Zmogaus embriono inksty lasteliu linija (293 ar
293 linijos lastelés, subklonuotos, kad galéty augti
suspensinéje kultdroje, Graham et al., J. Gen Virol.,
36:59 [1977]1); jaunikliu Ziurkénu inksty lastelés (BHK,
ATCC CCL 10); Kinietisky Ziurkéniy kiauSidziy lastelés
(DHFR) (CHO, Urlaub ir Chasin, Froc. Natl. Acad. Sci.
USA, 77:4216 [1980}3; peliy sertoli lasteleés (TM4,
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Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 [1980]); beZdZioniy
inksty lastelés (CVl ATCC CCL 70); Afrikos Zaliuju
be?dZioniy inkstuy lastelés (VERO-76, ATCC CRL-1578);
mogaus gimdos kaklelio karcinomos lastelés (HELA, ATCC
CCL 2); 3uns inkstuy lastelés (MDCK, ATCC CCL 34);
buffalo Ziurkiu kepeny lastelés (BRL 3A, ATCC CRL
1442); Zmogaus plauciu lastelés (W138, ATCC CCL 75);
Fmogaus kepenu lastelés (Hep G2, Y2 ©065); peliu pieno
liauky auglio lastelés (MMT 060562, ATCC CCL 51); TRI
lastelés (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci.,
383:44-68 [1982]); MRC 5 lastelés; FS4 1lastelés ir
zmogaus hepatomos linija (Hep G2).

Lastelés-8eimininkai transfekuojamos ir transfor-
muojamos $Siame iSradime auk3&iau aprasSytais ekspresijos
ar klonavimo vektoriais; lastelés kultivuojamos bendrai
priimtinose maitinimo terpése, papildant jas, kad bity
indukuojami promotoriai; atrenkami transformantai ar
amplifikuojami genai, koduojantys tikslines sekas.

Transfekcija vadinamas procesas,. kal 1 lastele
ivedamas vektorius, nepriklausomai nuo to, ar vyksta
kokios nors koduojanc¢ios sekos ekspresija. Specialis-
tams yra zinoma daug transfekcijos metodu, pvz., kalcio
fosfatinis metodas, elektroporacija. Pasisekusi trans-
fekcija paprastai ivertinama pagal bet koki vektoriaus
veikimo pasireiSkimag lasteléje-Seimininke.

Transformacija vadinamas procesas, kai i organizma
ivedama DNR taip, kad vyktu jos replikacija arba kaip
ekstrachromosominio elemento, arba integruojantis i
lastelés-Seimininko chromosoma. Priklausomai nuo pasi-
rinkto Seimininko, transformacija atliekama standarti-
nials metodails, tinkanc¢iais 3Siam konkrecCiam Seiminin-
kui. Lasteliy paveikimas kalcio chloridu (zitr. skyriy
1.82, Sambrood et al., supra) paprastal taikomas pro-
kariotinéms lasteléms arba kitoms, turincioms lastelés
sienelés Dbarjiera. Transformuojant augaly lasteles,

nauvdojamas uzkrétimas Agrobacterium tumefaciens, tai
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apraSyta Shaw et al., Gene, 23:315 [1983] ir WO
89/05859, publikuotame 1989.06.29. Be to, augaly laste-
les gali buti transfekuojamos paveikiant ultragarsu,
kaip apraSyta patente WO 91/00358, publikuotame
1991.01.10. Zinduoliy lasteléms, kurios neturi lasteliy
sienelés, geriau taikyti kalcio fosfatini metoda,
apradyta Grahanlbir van der Eb, Virology, 52:456-457
[1978]. Bendri Zinduoliy lasteliy-3eimininky transfor-
macijos aspektai aprasSyti Axel JAV patente Nr. 4399216,
publikuotame 1983.08.16. Mieliu lagsteliu transformacija
paprastai vykdoma pagal metodus, apra3ytus Van Solingen
et al., J. Bact., 130:946 [1977] ir Hsiao et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 76:3829 [1979]. Taip pat galima
naudoti ir kitus DNR jvedimo metodus, pvz., injekcija 1

branduoli, elektroporacija arba protoplastuy suliejimg.

E. Lasteliy-Seimininky kultivavimas

Prokarioty lasteleés, naudojamos Siame i3radime mpl
ligando polipeptido produkcijai, kultivuojamos tam tin-
kamoje terpéje, kaip zpradyta Sambrook et al., supra.

Siame i3radime Zinduoliy 1lastelés-Zeimininkai,
naudojamos mpl ligando produkcijai, gali bati kulti-
vuojamos jvairiose terpése. Lasteliu-3eimininky kulti-
vavimui gali bdti naudojamos komercinés terpés: Ham F10
(Sigma), minimali pagrindiné terpé ([MEM], Sigma),
RPMI-1640 (Sigma) ir Dulbecco modifikuota Eagle terpeée
(DMEM, Sigma). Taip pat lasteliy-3eimininkuy auginimui
gali bati naudojama bet kuri terpé, apradyta Siuose
Saltiniuose: Ham ir Wallace, Meth. Enz., 58:44 [1979],
Barnes ir Sato Anal. Biochem., 102:255 (19801, JAV
patentuose: 4767704; 4257866; 4927762 arba 4560655; WO
90/03430; WO 87/00195; JAV patento Re. 30985;ir parais-
kose USSN 07/5921G7 ar 07/592141, abi pateiktos
1990.10.03. Visuy 1idvardinty terpiuy panaudojimas lai-

komas atitinkanc¢iu &1 idradima. Bet kuri &ia aprasyta
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terpé gali biti papildoma, jei tai bltina, hormonais
ir/arba kitais augimo faktoriais (pvz., insulinu,
transferinu ar epiderminiu augimo faktoriumi), drus-
komis (pvz., natrio chloridu, kalcio, magnio druskomis
ir fosfatais), buferiném medZiagomis (pvz., HEPES),
nukleozidais (pvz., adenozinu ir timidinu), antibio-
tikais (pvz., Gentamicinu™), mikroelementais (pvz.,
neorganiniais Jjunginiais, paprastai ju koncentracija
bina keli pM) ir gliukoze ar ekvivalentisSku energijos
Saltiniu. Kiti terpés priedai, Zinomi 3ios srities
specialistams, taip pat gali bGti naudojami tinkamomis
tam koncentracijomis. Lasteliy-Seimininkuy, pasirinktuy
baltymy ekspresijai, kultivavimo sglygos: temperatira,
pH ir kt., parenkamos specialistams Zinomais budais.
Siame i3radime lastelés-%eimininkai apima laste-
les, kultivuojamas in vitro ir lasteles, kurios yra

paciuose gyvlnuose.

F. Geno amplifikacijos/ekspresijos nustatymas

Geno amplifikacija ir/arba ekspresija gali bati
ivertinama tiesiogiai méginyje, pavyzdZiui, iprastais
Southern blotavimu, northern blotavimu ivertinant iRNR
transkripcija (Thomas, Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
77:5201-5205 (1980]), dot hibridizacija (DNR analize),
arba hibridizacija in situ, naudojant tinkamai paZymé-
tus zondus, pasirenkamus pagal pateiktas 3iame iSradime
sekas. Galima naudoti jivairius Zyméjimo budus, labiau-
siai jiprastas yra Zyméjimas radioizotopais, ypad *°P.
Bet galima naudoti ir kitokius metodus, pvz., biotinu
modifikuotus nukleotidus jiterpti i polinukleotidg. Prie
biotino gali jungtis avidinas ar antikGnai, kurie gali
buti pazymimi jvairiomis Zymémis, pvz., radioizotopais,
fluorescentinémis Zymémis, fermentais ar kitais b:idais.
Talp pat gali bati naudojami antikGnai, atpaZistantys

specifinius dupleksus, pvz., DNR dupleksus, RNR duplek-
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sus ir DNR-RNR hibridinius dupleksus ar DNR-baltymo
dupleksus. Naudojami antikGnai gali bati paZyméti ir
matavimas gali bati atliekamas, kai dupleksas sorbuo-
Jamas ant pavir$iaus, kad, formuojantis ant pavirsiaus
dupleksams, bty galima nustatyti prisijungusius prie
duplekso antikinus.

Taip pat geno ekspresija gali buti jivertinama
imunologiniais metodais, pvz., atliekant imunohisto-
chemini audiniy pjaviy dazymg, o taip pat analizuojant
audiniy kultGry terpes arba organizmo skys&ius, tokiu
bidu tiesiogiai jivertinant geno ekspresijos produkts.
Atliekant imunohistocheminio daZymo analize, lasteliy
meéginiai paprastai paruoSiami dehidratuojant ir uZfik-
suojant lasteles, po to seka reakcija su Zymétais
antikinais, specifiniais imobilizuotam geno produktui.
Paprastai 3Sios Zymés yra matomos, pvz., fermentinés
Zymeés, fluorescuojancéios Zymés, liuminescuojané&ios
Zymés ir kitos. Tinkamiausias Siam i&radimui ypacd
Jautrus daZiymo metodas yra pateiktas Hsu, et al., Am.
J. Clin. Path., 75:734-738 [1980].

Imunocheminiam daZymui ir/arba meginiy tirpaly
tyrimui naudojami kaip monokloniniai, taip ir poliklo-
niniai antik@Gnai. Jie gali bati gaunami 1S bet kuriy
zinduoliy. Antikinai gali biati pagaminti pried natyvu
mpl ligando polipeptida ar pries sintetini polipeptide,
kuris yra susintetintas pagal DNR sekas, pateikiamas

Zemiau.

G. mpl ligandc polipetido gryninimas

Patogiausia, kal mpl ligandas yra iSskiriamas i3
kultirinés terpés, i kuria jis yra sekretuojamas, nors
taip pat gali biti isskirtas i3 lasteliu-Seimininky
lizato, kai baltymas yra ekspresuojamas be signalinés
sekos.

Kai mpl ligerndas yra ekspresuojamas rekombinar-

tinése lastelése, ::irtingose nuo Zmogaus lasteliy, ~z.
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mpl ligando preparatuose nebna kitu Zmogaus polipep-
tidy ar baltymy. Bet 3iuo atveju yra bitina mpl liganda
i3gryninti nuo rekombinantiniuy lasteliy baltymy ar
polipeptidy, norint gauti i3gryninta, homogenisky mpl
ligando preparata. Pirmoje gryninimo stadijoje kulta-
riné terpé ar lasteliy lizatas yra centrifiguojami,
siekiant paSalinti lasteliy nuolauzas. Lasteliy membra-
nos ir tirpls baltymai yra atskiriami. Taip pat gali
biti naudojami ir komerciniai, skirti baltymams kon-
centruoti, filtrai (pvz., Amicon ar Millipore ultra-
filtaciné jiranga). mpl ligandas gali bGti gryninamas i$
tirpiu baltymo frakcijos ir i3 lasteliy lizato membra-
ninés frakcijos, priklausomai nuo to, ar mpl ligandas
yra isijunges i membrana. mpl ligandas toliau grynina-
mas nuo paSaliniy tirpiuy baltymy ar polipeptidy iSso-
dinant ji druskomis ar jonu mainu chromatografija, ar
chromatografuojant kitais sorbentais. Naudojamos
matricos gali buti: akrilamidas, agarozé, dekstranas,
celiuliozeé ir kitos matricos, paprastai naudojamos
baltymy gryninimui. Chromatografinés procedidros,
tinkamos baltymu gryninimui, yra: imunoafininé chro-
matografija (pav., anti-hmpl ligando Mab), receptorine
chromatografija (pvz., mpl-IgG, ar protein A Sepha-
rose), hidrofobinés saveikos chromatografija (HIC)
(pvz., esterio, butilo ar fenilo Toyopearl), lektino
chromatografija (pvz., Con A-Sepharose, lentil-lectin-
Sepharose), gelfiltracija (pvz., Sephadex G-75),
katijonu ir anijonuy mainy chromatografija (pvz., DEAE
ar karboksimetil- ir sulfopropil-celiuliozeé), ir
atvirkséiy faziy didelio efektyvumo skystiné chroma-
tografija (RP-HPLC) (2iGr. pvz., Urdal et al., J.
Chromatog., 296:171 [1984], kur dvi viena po kitos
einandios RP-HPLC stadijos yra naudojamos rekombi-
nantinio IL-2 gryninimui). Fitos gryninimo stadijos

paprastail btna: iSsodinimas etanoliu, issodinimas
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amonio sulfatu, chromatofokusavimas, preparatyviné SDS
PAGE ir kitos.

mpl ligando variantai, kuriuose amino rigséiy
liekanos yra pa3alintos, iterptos ar pakeistos, yra
iSskiriami taip pat, kaip ir natyvus mpl ligandas,
turint omeny savybiu pokyc¢ius mpl ligando variantuose.
PavyzdZiui, gryninant mpl ligando jungini su kitu
baltymu ar polipeptidu, pvz., bakteriniu virusiniu
antigenu, galima atlikti imunoafinine chromatografija,
naudojant sorbenta su antikdnais pried antigenas,
kadangi 5is sorbentas sugeba sorbuoti sulieta polipep-
tida. Taip pat mpl ligandas gali bati i3gryninamas
afinine chrimatografija, naudojant i3grynintus mpl-IgG,
imobilizuotus gerai Zinomais budais(geriausiai) prie
sorbento, tokio kaip Affi-Gel 10 (Bio-Rad, Richmond,
CA) ar panaSaus. Proteinaziy inhibitorius, toks kaip
fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF), turi btti naudo-
jamas, norint i3vengti proteolitinés degradacijos
valymo metu, antibiotikai turi bdati naudojami, norint
iSvengti atsitiktinio uZkrato augimo. Sios srities
specialistas gali jvertinti, kaip gryninimo metodai,
tinkami natyviam mpl ligandui, turi bati modifikuojami,
kai gryninamas mpl 1ligandas ar jo variantai i35 kity

rekombinantiniy lagsteliy kultaros.

H. mpl ligando polipeptido kovalentinés modifi-
kacijos

mpl ligando polipeptidu kovalentinés modifikacijos
yra Sio iSradimo sudétiné dalis. Kaip natyvus mpl
ligandas, taip ir mpl ligando amino rig3ciy liekany
sekos variantai gali bati kovalenti3kai modifikuoti.
Vienas kovalentiskai modifikuoto mpl ligando tipas,
aprasSytas Siame iSradime, yra mpl ligando fragmentas.
Mpl ligando fragmenty variantai, kuriu sudétyje vyra

apie 40 eamino rug3c¢iy liekanuy, gali bati paruosti
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chemi3kai sintetinant ar fermeniniu ar cheminiu biadu
skaldant pilno ilgio mpl 1ligando polipeptida ar jo
varianta. Kiti mpl ligando ar jo fragmentuy kovalentinés
modifikacijos variantai yra molekulé iterpiama i taiki-
nio mpl ligando ar jo fragmento amino rags3ciu liekana
organiniu modifikuojan¢iu agentu, kuris sugeba reaguoti
su pasirinkta vieta grandinéje ar su N ar C galinémis
amino rug3c¢iu liekanomis.

Cisteinilo liekanos paprastai modifikuojamos a-ha-
logenacetatais (ir atitinkamais aminais), tokiais, kaip
choracto ragstis ar chloracetamidas, susidarant kar-
boksimetil- ar karboksiamidometilo dariniams. Cistenilo
liekanos taip pat gali bGti paveiktos bromtrifluor-
acetonu, a-brom-fB-(5-imidozoil)propiono ragstimi,
chloracetilfosfatu, N-alkilmaleinimidais, 3-nitro-2-
piridildisulfidu, metil-2-piridildisulfidu, p-chlor-
mercuribenzoatu, 2-chlormercuri-4-nitrofenoliu ar
chlor-7-nitrobenzo-2-oksa-1,3-diazolu.

Histidilo liekanos modifikuojamos dietilpirokarbo-
natu, kai pH 5,5-7,0, nes &is reagentas vra santykinai
selektyvus Soninei histidilo grandinei. Taip pat gali
biti naudojamas bromofenilacetilbromidas, reakcija
vykdoma 0,1 M natrio kokodilato tirpale, esant pH 6.0.

Lizinilo ir N galinés amino rdgsciu liekanos modi-
fikuojamos gintaro ragsties ar kitais karboksiliniais
anhidridais. Modifikuojant 3iais agentails, pakeiciamas
liekanos kravis i prieSingg lizinilui kravi. Kitl amino
grupes turinc¢iy liekany modifikavimui tinkami reagentai
apima imidoesterius, tokius, kaip metilpikolinimidatas;
piridoksalfosfatas; pirodoksalis, chlorborhidridas,
trinitrobenzensulfo ragstis, O-metilizokarbamicas, 2,4-
pentandiolis ir transaminaze katalizuojama reaxcija su
glioksilatu.

rginilo liekanos modifikuojamos vienu ar keliais

iprastais reagentais, tarp ju: fenilglioksal:s, 2,3-bu-
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tandionas, 1,2-cikloheksandionas ir ninhidrinas. Modi-
fikuojant arginilo liekanas, reakcija turi biti atlie-
kama Sarminéje terpéje dél auk3tos guanidino grupés
pKa. Sie reagentai taip pat gali reaguoti ir su lizino
grupe, taip kaip ir su arginino liekanos g-amino grupe.

Specifiné tirozilo liekanos modifikacija gali bati
atliekama, norint jivesti spektrometrines Zymes, vykdant
reakcija su aromatiniais diazonio junginiais arba su
tetranitrometanu. Paprastai naudojami N-acetilimidizo-
las ir tetranitrometanas, reakcijos metu susidaro
O-acetiltirozilo junginiai ir 3-nitro dariniai, atitin-
kamai. Per tirozilo liekanas jivedamas radioaktyvus jo-
das chloramino T metodu, apra3ytu auk3&iau, tam naudo-

1By ar Bl3, ir tokie dariniai yra naudojami

Jjamas
radioimunoanalizeje.

Soninés karboksilinés grupés (aspartilo ar gluta-
milo) selektyviai modifikuojamos reakcijomis su karbo-
diimidais (R-N=C=N-R'), kur R ir R' yra skirtingos
alkilo liekanos. Tokie karbodiimidai gali bati l-ciklo-
heksil-3-(2-morfonilinil-4-etil)karbodiimidas arba 1-
etil-3-(4-azonio-4,4-dimetilpentil)karbodiimidas. Aspa-
ragino ir glutamino rdg3¢iy liekanos gali bati pakeis-
tos su amonio Jjonails 1 asparaginilo ir glutaminilo
liekanas.

Modifikavimas su difunkcinais agentais yra tinka-
mas mpl ligando prisiuvimui prie vandenyje netirpios
matricos arba pavirSiaus, kad gryninant biaty galima
naudoti anti-mpl ligando antik@nus ir atvirk3ciai.
Iprastai naudojami susiuvantys agentai yra 3ie: pvz.,
1,1-di(diazoacetil)-2-feniletanas, glutaraldehidas,
N-hidroksisukcinimido esteris, pavyzdZiui 4-azidosali-
cilo ruagSties esteris, homodifunkcionalus imidoesteris,

iskaitant disukcinimid:lesteri toki, kaip 3,3'ditic-

I

bis(sukcinimidilpropionatas), ir difunkcionallds maleir
imidai, tokie, kaip bis-l-maleinimido-1,8-oktanas. M -

difikuojantys agentai, tchkie, kaip metil-3-[(p-azid- -
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fenil)ditio]propioimidatas, sudaro fotoaktyvius tarpi-
nius produktus, kuriuos galima susiati (prijungti) pa-
veikus Sviesa. Taip pat baltymy imobilizacijai gali
bdti naudojamos reakcingos, vandenyje netirpios matri-
cos tokios, kaip cianbromidu aktyvuoti angliavandeniai,
ir reakcingos matricos, apradytos JAV patentuose:
3969287; 3691016; 4195128; 4247642; 4229537; ir
4330440.

Glutaminilo ir asparagilo liekanos yra daznai
deamidinamos 1iki atitinkamy glutamilo ir aspartilo
liekany. Sios liekanos deamidinamos neutralioje arba
Sarminéje terpéje. Deamidintos 35iu liekanuy formos taip
pat yra $io idradimo dalis.

Kitos modifikacijos apima prolino ir.lizino hidro-
ksilinimg, serino ar treonino hidroksiliniy grupiy
fosforilinima, lizino, arginino ir histidino $Soniniuy
grandiniu o-amino grupiuy metilinima (T.E. Creighton,
Proteins: Structure and Molecular Properties, W.H.
Freeman & Co., San Francisco, pp. 79-86 [1983]), N galo
amino grupés acetilinima ir Dbet kokios C galineés
karboksilinés grupés amidinima.

Kiti mpl ligando polipeptido kovalentinés modi-
fikacijos tipai, esantys 8io iSradimo sferoje, apima
natyvaus polipeptido glikozilinimo pakeitimus. Tai
reisSkia vieno ar keliuy angliavandeniuy komponenty,
sutinkamuy natyviame mpl ligande, paSalinima ir/arba
vieno ar keliy angliavandeniu, nesutinkamuy natyviame
mpl ligande, pridéjimg.

Paprastal polipeptidy glikozilinimas bGnz per N
atomg arba per O atomg. N glikozilinimas vyvksta,
prijungiant angliavandenio grandine prie aspzragino
liekanos. Tripeptidines sekos: asvaraginas-X-serinas ir
asparaginas-X-treoninas, kur X vyra bet kokie amino
f&gééiq liekana, 1iSskyrus prolino _iekang, yra I=rmen-
tiniu badu atliekamo angliavandenio grandinés o©:ijun-

4yimo prie asparaglino liekanos vieta. Taigi, ka: .ra Siuy
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trijy amino rug3¢iy liekanu tokios sekos, tai polipep-
tidas turi potencialig glikozilinimo vietg. O glikozi-
linimas vyksta prijungiant vienag kuri nors angliavan-
deni - N-acetilgalaktozaming, galaktoze ar ksiloze prie
hidroksiamino rigSties liekanos, paprastai prie serino
ar treonino liekanos; bet gali jungtis ir prie 5-hidro-
ksiprolino ar 5-hidroksilizino liekany.

Papildomos glikozilinimo vietos mpl ligando poli-
peptide yra padaromos, pakeic&iant amino riag3&iy lie-
kanas taip, kad batu vienas ar keli auk3&iau aprasyti
tripeptidai (N glikozilinimas). Glikozilintq polipep-
tidy variantai gali bGti padaromi, papildant ar pakei-
Ciant vieng arba kelias serino ar treonino liekanas
natyvaus mpl ligando sekoje (O glikozilinimas). Mpl
ligando amino rag$¢iuy liekanu seka yra pakeicdiama,
padarant pakeitimus DNR 1lygyje, daZniausiai atliekant
mutageneze DNR, koduojancios mpl ligando polipeptida,
pakeiciant kodonus taip, kad jie transliuotuy norimas
amino rags$ciu liekanas. DNR mutacija (mutacijos) gali
bati atliktos, naudojant metodus, apradytus auk3&iau,
skyriuje "mpl ligando amino rGg&&iu liekanu sekos
variantai”.

Angliavandeniy liekanu skaic¢iaus padidinima mpl
ligando polipeptide galima atlikti taip pat ir fermen-
tiniu ar cheminiu bddais. Sie metodai patogis tuo, kad
tada nereikia polipeptido ekspresija atlikti sudetin-
gesnése lasteleése, kuriose vyksta N ir O glikozili-
nimas. Priklausomai nuo naudojamo metodo, angliavan-
denis (angliavanderiai) gali buti prijungti prie (a)
arginino ir histidino, (b) prie laisvy karboksiliniy
grupiu, (c) prie laisvy sulfhidrilo grupiu tokiu, keip
cisteino, (d) latsvy hidroksilo grupiu tokiy, keaip
serino, treonino ar hidroksiprolino, (e) prie aromati-
niy liekanuy tokiu, kaip fenilalanino, tirozino ar
triptofano ar (f) prie amidiniy glutamino grupiy. Sie

metodal aprasyti WC 87/05330, publikuotame 1987.0G.1'.
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ir Aplin ir Wriston, CRC Crit. Rev. Biochem., pp. 259-
306 [1981].

Angliavandeniy, esanc¢iuy mpl ligando polipeptido
grandinéje, paSalinima galima atlikti cheminiu ar
fermentiniu bldais. Deglikozilinant cheminiu bddu,
polipeptidas paveikiamas trifluormetansulfo rig3timi ar
ekvivalend&iu junginiu. Siuo bldu yra pa3alinamos dau-
guma ar visos angliavandeniy liekanos, i38skyrus jun-
gian&ius angliavandenius (N-acetilgliukozaming ar N-
acetilgalaktozaming), i3laikant nepaZeista polipeptida.
Cheminis deglikozilinimas aprasSytas Hakimuddin, et al.,
Arch. Biochem. Biophys., 259:52 [1987] ir Edge et al.,
Anal. Biochem., 118:131 ({1981]. Fermentinis angliavan-
deniy pa3alinimas nuo polipeptidu grandiniuy gali bidti
atliekamas jivairiomis endo- ir egzoglikozidazémis, kaip
apraSyta Thotakura et al., Meth. Enzymol., 138:350
[1987].

Glikozilinimas potencialiose glikozilinimo vietose
gali bati blokuojamas, naudojant tunikamicing, kaip
aprasyta Duskin et al., J. Biol. Chem., 257:3105
[1982]. Tunikamicinas blokuoja baltymo ir N-glikozido
ry3io susidaryma.

Kitas mpl ligando modifikavimo tipas apima prijun-
gimg prie mpl ligando kuri nors 135 daugelio nebaltymi-
niy polimery, pvz., polietilenglikoli, polipropilengli-
koli ar polioksialkilena, btdu, pateiktu JAV paten-
tuose: Nr. 4640835; 4496689; 4301144; 4670417; 4791192
ir 4179337. Kovalentiskai modifikuoti $iais polimerais
mpl ligando polipeptidai $Siame is3radime vadinami
sukabintais ("pegylated") mpl ligando polipeptidais.

Suprantama, kad turi bati atliekamas iSskirto mpl
ligando wvarianto atrinkimas p=zczxl jo saveika su mpl, o
atrinktas mpl ligando variantas turi pasizZyméti imuno-
biologiniu ir/arba biologiniu zktyvumu, kaip apradyta

auk3ciau. mpl ligando wvariarz:s gali bldti atrenkamas
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pagal stabiluma rekombinantinéje lastely kultiroje ar
plazmoje (pvz., atsparumas proteolizei), pagal afinis-
kumg mpl nariui, pagal atsparumg oksidacijai, pagal
produkcijos lygi ir kitas savybes. PavyzdZiui, imunolo-
giniu mpl ligando polipeptido savybiu, tokiy kaip afi-
niskumas pasirinktiems antiklnams, pakeitimai gali buti
ivertinami konkurentine imunoanalize. Kitos baltymy ar
polipeptidu savybiuy modifikacijos, tokios, kaip atspa-
rumas redukcijos-oksidacijos procesams, terminis atspa-
rumas, hidrofobisSkumas ar atsparumas proteolizei, gali

biti jvertinamos gerai Zinomais metodais.

17. Antikiny pries mpl liganda gavimas:
bendrieji metodai

Antikidny gavimas

(i) Polikloniniai‘antikﬁnai

Polikloniniai antikGnai prie3 mpl liganda arba jo
fragmentus paprastai yra gaunami, gyvinams po oda (sc)
arba i pilvo ertme (ip) keletg karty suleidZiant mpl
liganda kartu su adjuvantu. Geriausia konjuguoti mpl
ligandg arba jo fragmenta, kuriame yra reikalinga amino
ruagsciy seka (seka-taikinys), su tokiu baltymu, kuris
yra imunogeniSkas imunizuojamam gyvanui, pvz., mo-
liuskuy hemocianinu, serumo albuminu, jaudio tiroglobu-
linu arba sojos pupeliy tripsino inhibitoriumi, naudo-
Jant difunkcini arba modifikuojanti agenta, pavyzdziui,
maleinimidobenzoil-sulfosukcinimido esteri (prijungimas
per cisteino liekans), N-hidroksisukcinimida (per
lizino liekana), glutaro aldehida, sukcino anhidrida,
S0Cl,, arba R1N=C=NR, kur R ir R? yra skirtingos alkilo
grupés.

Imunizuojant mpl ligandu ar jo fragmentais, gyvia-
nams keliose vietose po oda suleidZiama nuo 1 mg 1iki
1 pg (triudiams arba peléms, atitinkamai) peptido arba

konjugaro, suspenduoto 3 tiriuose pilno Freund’o adju-
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vanto. Po ménesio gyvinams keliose vietose po oda
suleidZiama nuo 1/5 iki 1/10 peptido arba konjugato
pradinio kiekio, suspenduoto pilname Freund’o adjuvan-
te. Po 7-14 dieny 18 gyviny paimamas kraujas ir serume
nustatomas antiklnuy pried mpl liganda titras. Gyviinai
pakartotinai imunizuojami tol, kol pasiekiamas pakan-
kamai aukstas titras. Tikslinga pakartotinai imunizuoti
gyviinus to paties ligando konjugatu, bet konjugavimui
naudoti kita baltyma arba kita konjugavimo agentg.
Agreguojantys agentai, tokie kaip aliuminis, naudojami

imuninio atsako sustiprinimui.

(ii) Monokloniniai antikinai

Monokloniniai antik@nai yra isSskiriami i35 homoge-
nisky antikiny populiacijos, t.y., individualds antika-
nai yra visisSkai identiski visai populiacijai, iSsky-
rus retail pasitaikanc¢ias mutantines molekules, kurios
gali atsirasti dél natiraliai vykstanc¢iu mutacijy.
Taigi, terminas “monokloniniai” rodo, kad antik@nai
néra skirtingu antikGny miSinys.

Pavyzdziui, 3iame iSradime apraSyti monokloniniai
antikinai pried3 mpl liganda gali bGti gauti hibrido-
minés technologijos bidu pagal Kohler’io ir Milstein’o
metodg (Nature, 256:495, 1975), arba rekombinantineés
DNR metodais (JAV patentas Nr.4816567, Cabilly ir kt.).

Naudojant hibridominés technologijos metoda, pelé
arba kitas tinkamas gyvOnas, pavyzdziul, Ziurkenas, yra
imunizuojamas auksSc¢iau apradytu biadu, kad limfocitai
pradety produkuoti specifinius antikinus pries imuni-
zacijai naudotg baltymg. Yra ir alternatyvus limfocity
in vitro imunizacijos bidas. Po to limfocicai suliejami
su mielcmos lastelémis, naudojant tinkema suliejimo
agenta, pavyzdziui, polietilenglikoli, kad susiformuotuy
hibridoming lgstele (Goding, Monoclonal Artibodies:
Principles &and Practice, pp.59-103, Aceadsmic Press,

1986) .
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Tokiu bldu gautos hibridominés lastelés iSséjamos
ir auginamos tinkamoje terpéje, kurioje yra viena arba
keletas medZiaguy, inhibuojanéiy nehibridiniy, téviniy
mielomos lasteliuy augimg. PavyzdZiui, jeigu tévineés
mielomos lastelés neturi fermento hipoksantin-guanin-
fosforiboziltransferazés (HGPRT arba HPRT), hibridomy
auginimo terpéje paprastai turi bati hipoksantino,
aminopterino ir timidino (HAT terpe), kurie sustabdo
HGPRT neturinciy lasteliy augima.

Paprastai pasirenkamos tokios mielomos lasteleés,
kurios efektyviai hibridizuojasi, wuZtikrina stabilig
antiklinu ekspresija po suliejimo su atitinkama anti-
kGnus produkuojanc¢ia lastele, o taip pat yra jautrios
tam tikrai terpei, pavyzdZiui, HAT terpei. I3 tokiy
mielomos lasteliy linijy daZniausiai pasirenkamos pelés
mielomos lasteliy linijos, tokios kaip MOPC-21 ir MPC-
11 (Salk Institute Distribution Center (Salk’o laste-
liy centras),San Diego, Kalifornija, JAV) bei S§p-2
lastelés (American Type Culture Collection, Rockville,
Merilendas, JAV). Taip pat yra apraSytos Zmogaus mielo-
mos bei pelés-Zmogaus heteromielomos lasteliy linijos,
kurios gali biti panaudotos Zmogaus monokloniniy anti-
kinuy gavimui (Kozbor, J.Immunol., 133:3001 [1984];
Brodeur ir kt., Monoclonal Antibody Production Techni-
ques and Applications, pp.51-63, Markel Dekker, 1Inc.,
New York, 1987).

Terpeje, kurioje auga hibridomos, yra tikrinama

monokloniniu antikdnuy prie$ mpl liganda produkcija.

Paprastai monokloninii antikiny specifisSkumas tikri-
namas imuniprecipitaci-oss badu arba in vitro metodais,
tokiais kaip radioimu:r nis metodas (RIA) arba imunofer-

mentinis metodas (ELI&S.:

Monokloniniy ant:-4ny afinidkumas (saveikos tvir-
tumas) gali bati i '2rtintas Scatchard’o analizées
pagalba pagal Munscr. :: Polard, Anal. Biochem., 107:220

[1980].
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. Nustacius, kad ‘hibridominés lastelés produkuoja
.Hérimo specifiSkumo ir afinisSkumo antiklinus, pradiniai
klonai yra subklonuojami didéjanc¢iuy praskiedimy metodu
ir auginami kaip iprasta (Goding, Zr auk3&iau). Siam
tikslui tinka tokios terpés, kaip DMEM arba RPMI-1640.
Be to, hibridomos gali bGti auginamos in vivo, kaip
gyvino ascitinis auglys.

Subklonuy produkuojami monokloniniai antik@nai pap-
rastai iSskiriami iS5 terpés, ascitinio skyscio arba se-
rumo, naudojant iprastas imunoglobulinuy gryninimo pro-
cedtras, pavyzdZiui, chromatografija ant baltymo A-Se-
farozés arba hidroksilapatito, elektroforeze gelyje,
dialize arba afinine chromatografija.

Siame iSradime apra3ytus monokloninius antikanus
koduojanti DNR yra iSskirta ir sekvenuota, naudojant
iprastas procediaras (t.y., naudojant oligonukleotidy
sekas, kurios specifidkai saveikauja su genu, koduojan-
¢iu pelés antikinu lengvasias ir sunkiasias grandines,
sekomis). Si DNR paprastai i3skiriama i% hibridominiy
lasteliy. I3skirta DNR gali bOti perkelta i ekspresijos
vektorius, kurie po to tranfekuojami i lastele-3eimi-
ninka, pavyzdziui, 1 beZdZioniy COS lateles, Ziurkeéniy
kiausidziy 1lagsteles (CHO) arba 1 neprodukuojancias
imunoglobuliny mielomos lasteles, tokiu bidu uztikri-
nant monokloniniu antik@nu sinteze rekombinantinéje
lasteléje-Seimininke. DNR taip pat gali bati modifikuo-
jama, pavyzdZiui, Zmogaus sunkiyju ir lengvuju gran-
diniy pastoviuosius domenus koduojanciomis DNR sekomis
pakeiciamos homologiskos pelés DNR sekos (Cabilly ir
kt, Z2r. aukséiau, Morrison ir kt., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA , 81:6851 [1984]), arba prie imunoglecbulinus
koduojancios DNR sekos kovalentiskai prijungiama kitoki
polipeptida koduojanti seka arba ic¢s dalis.

Pakeitus toki ne imunoglobulininés kilmeés baltymg
$i1ame 1Sradime apradSytu antikinu pastoviuoju domenu,

s rba §iy antikany antigeng jungianciosios vietos
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kintamuoju domenu, sukuriami bivalentiniai chimeriniai
antik@nai, kuriuose yra dvi antigeng jungiandiosios
vietos - viena specifiska mpl ligandui, kita specifiska
kitam antigenuif

Chimeriniai arba hibridiniai antikanai taip pat
gali bati gaunami in vitro, naudojant gerai Zinomus
baltymy cheminés sintezés metodus arba prijungimo agen-
tus. PavyzdZiui, galima sukonstruoti imunotoksinus,
naudojarnt dl:ulfidy maing reakcijg arba ivedant tio-
eterini ry3i. Siam tikslui tinka tokie reagentai, kaip
iminotiolatas ir metil-4-merkaptobutirimidatas.

Norint pritaikyti apradytus antikinus diagnosti-
niams tikslams, reikia pazyméti viena i3 komponenty.
Sis komponentas turi tiesiogiai ar netiesiogiai sukelti
signala, kuri galima iZmatuoti. PavyzdZiui, tokia Zymé
gali buati radioizotopas, toks kaip 3H, 14C, 32P, ¥s arba
1251, fluorescuojantis arba chemiliuminescuojantis jun-
ginys, toks kaip fluoresceino izotiocianatas, rodaminas
arba liuciferinas, o taip pat fermentai, tokie kaip
Sarminé fosfataze, beta-galaktozidazé arba krieny
peroksidazeé.

Siam tikslui gali buti panaudotas bet kuris Zino-
mas antikiny Zyméjimo metodas, pavyzdZiui, metodai,
apraSyti Hunter ir kt., Nature, 144:945 [1962], David
ir kt., Biochemistry, 13:1014 [1974]; Pain ir kt., J.
Immun. Meth., 40:219 [1981], Nygren, J. Hystochem. and
Cytochem., 30:407 [1982].

Siame i3radime aprasyt: antikinai gali bati panau-
doti bet kokiam Zinomam analizés metodui, pavyzdZiui,
konkurenciniam analizes metodul, tiesioginei ir netie-
sioginei dviepitopinei analizei, o taip pat imunopreci-
pitacijai (Zola, Monoclornz. Antibodies: A Manual of
Techniques, pp. 147-158, = Press, Inc., 1887).

Konkurentiniai analizes metodai remiasi tuo, kad

Zymétas standartas (tai izl1 bati mpl ligandas arba
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imunologiskai aktyvus Jjo fragmentas) konkuruoja su
testuojamajame pavyzdyje esanciu mpl ligandu dél savei-
kos su antiklinais. mpl 1ligando kiekis testuojamajame
pavyzdyje yra atvirk3&iai proporcingas standarto, pri-
sijungusio prie antikiny, kiekiui. Kad bty galima
nustatyti, kiek standarto prisijungé prie antikiny,
paprastai antikfnai yra imobilizuojami arba iSsodinami
- tokiu bidu yra atskiriami prisijunge ir neprisijunge
prie antikinu standartas bei analizuojamasis ligandas.

Dviepitopinéje analizéje yra naudojami dveji
antikGnai, kuriuy kiekvienas atpaZista skirtingas anali-
zuojamojo baltymo (mpl ligando) imunogenisSkas sekas,
arba epitopus. Dviepitopinéje analizéje antigenas
saveikauja su pirmaisiais antikdnais, imobilizuotais
kietoje fazéje, o po to antrieji antikinai prisijungia
prie antigeno, tokiu blddu sudarydami netirpu trijuy
komponenty kompleksa (David ir Green, JAV patentas
Nr. 4376110). Antrieji antik@nai gali bati Zyméti (tie-
sioginé dviepitopiné analize), arba ju kiekis iSmatuo-
jamas, naudojant Zymétus anti-imunoglobulininius anti-
kGinus (netiesioginé dviepitopiné analizé). PavyzdZiui,
viena i3 dviepitopinés analizés modifikaciju yra imuno-
fermentiné analizé, kai naudojama fermentiné Zymé

(pvz., krienu peroksidaze).

(iii) Humanizuoti 1r Zmogaus antikinai.

Garai Zinomi metodail, kuriu pagalba ne Zmogaus
kilmes antikdnai gali Dbidti humanizuojami. Paprastai
humanizuotuose antikGnuose yra iterpta viena arba dau-
giau ne Zmogaus kilmés amino rag3c¢iy liekanuy. Sios ne
zmogaus kilmes amino ragsciuy liekanos daznal vadinamos

“pernedimo” liekanomis ir paprastal yra paimamos 1i$§

“perne3amo” kintamojo domenc. Humanizacija galima
atlikti metodais, pasitlytais Winter ir kt. (Jones ir
kt., Nature, 321:522:525 (19%&6]; Riechmann ir kt.,

Nature, 332:323-327 [19$8R]; VYerhoeyen ir kt., Science,
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239:1534-1536 ([1988]), pakeiciant grauZiky CDR sekas
atitinkamomis Zmogaus antiklnu sekomis. Atitinkamai,
tokie “humanizuoti” antikGnai vadinami chimeriniais
(Cagilly et al., supra), jeigu juose Zymiai maZiau nei
intaktinis kintamasis domenas (t.y., ne visas domenas)
yra pakeicCiamas atitinkama ne Zmogaus kilmés amino
ragsciy seka. PraktiSkai, humanizuoti antikinai yra
tipiski Zmogaus antikitnai, kuriuose kai kurios CDR, o
kartais ir kai kurios FR amino rtag3¢iu liekanos pakeis-
tos analogiskomis grauiikq antikiny sekomis.

Siekiant sumaZinti imunogeniskuma, labai svarbu
pasirinkti Zmogaus imunoglobuliny sunkiuyju ir lengvyjuy
grandiniy kintamuosius domenus, tinkamus humanizuoty
antikinuy gavimui. Tam gali baGti naudojamas “geriausio
atitikimo” metodas, kai grauzZiky antikiny kintamojo
domeno seka yra palyginama su visu Zinomu Zmogaus
imunoglobuliny kintamuju domeny seky biblioteka. Ta
Zmogaus imunoglobulinu seka, kuri labiausiai pana3i i
grauziky imunoglobuliny seka, pasirenkama kaip karkasas
(framework, FR) humanizuotiems antikinams gauti (Sims
ir kt., J. Immunol., 151:2296 [1993]; Chothia ir Lesk,
J. Mol. Biol., 196:901 [1987]). Naudojant kita metoda,
pasirenkamas tam tikras karkasas, gautas i3 bendros
(konsensines) visiems Zmogaus antiktnams amino riag$ciy
sekos, kuri sudaro tam tikra lengvujuy ir sunkiujuy
grandiniy pogrupi. Tas pats karkasas gali bdti naudo-
jamas keliems skirtingiems humanizuotiems antikanams
gauti (Carter ir kt., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
89:4285 [1992]); Presta ir kt., J. Immunol., 151:2623
[1993]).

Taip pat lapai svarbu, kad atlikus antikinu huma-
nizacijg bGtu i$saugotas ju auk3tas afinidkumas ir
kitos svarbios biologinés savybés. Siekiant 3io tikslo,
pasirenkamas toks metodas, kai humanizuotuy antikinu

ruodimo metu yra analizuojamos pradinés sekos ir
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ivairds humanizuoti produktai, naudojant pradiniy ir
humanizuoty seky erdvinés struktiros modelius. Imuno-
globuliny erdvinés strukt@ros modeliai yra visiems
prieinami ir gerai Zinomi $Sios srities specialistams.
Sukurtos kompiuterinés programos, kurios iliustruoja ir
pademonstruoja tam tikros pasirinktos imunoglobuliny
sekos galimas erdvineés konformacijos struktiras. Anali-
zuojant Siuos modelius, galima ivertinti tam tikry
amino rig3¢iuy liekany reik3me tiriamos imunoglobuliny
sekos funkcijoms, t.y., galima analizuoti amino ragsciuy
liekanas, kurios yra svarbios tiriamos imunoglobulinuy
sekos saveikai su antigenu. Tokiu bidu, galima pasi-
rinkti tokias FR sekas ir tokias “perneSimo” sekas, kad
antikGnams bty suteiktos tam tikros reikalingos savy-
bés, pavyzdzZiui, didelis afiniskumas antigenui. Apskri-
tai, CDR sekos turi tiesiogine itaka saveikai su anti-
genu (JAV paraidka i3radimui Nr.07/934373, pateikta
1992.08.21., kuri yra paraidkos Nr. 07/715272, pateik-
tos 1991.06.14., tesinys).

Kita vertus, &iuo metu galima gauti transgeninius
gyvinus (pvz., peles), kuriuose po imunizacijos susi-
daro vien tik Zmogaus antikinai ir visai nevyksta
endogeniniy imunoglobuliny sintezé. PavyzdZiui, buvo
aprasSyta, kad homozigotiné delecija antikGnu sunkiosios
grandinés sujungimo srities genu (Jg) srityje visiskail
inhibuoja endogeniniy antikiny produkcija chimerinése
ir mutantinése pelése, turinciose mutacijg nepertvarky-
tame imunoglobulinuy gene (germ—line mutant). Kai 1
tokig mutantine pele perkeliamas nepertvarkytas Zmogaus
imunoglobulinu genas, po stimuliacijos antigenu prasi-
deda Zmogaus imunoglobuliny sintezé (Jakobovits ir kt,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551-255 (1993} ;
Jakobovits ir kt., Nature, 362:255-258 [1993];
Bruggermann ir kt., Year in Immuno., 7:33 [1993]).
Zmogaus antikinai taip pat gal: bati gaunami fagu

biblioteku pagalba (Hoogenboom ir Winter, J. HMol.
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Biol., 227, 381,(1991]; Marks ir kt., J. Mol. Biol.,
222, 581 [1991]).

(iv) Bispecifiniai antikiinai

Bispecifiniai antik@nai yra monokloniniai anti-
kGinai, paprastai Zmogaus arba humanizuoti antikinai,
kurie yra specifi3ki maZiausiai dviems skirtingiems
antigenams. Yra Zinomi bispecifiniu antikidny gavimo
metodai.

Tradiciskai, rekombinantiniai bispecifiniai anti-
kinai gaunami, atliekant dvieju imunoglobuliny lengvuyju
grandiniy-sunkiyju grandiniuy pory ko-ekpresija, kai abi
sunkiosios grandinés turi skirtinga specifiskumg
(Milstein ir Cuello, Nature, 305:537-539 (1983]). Del
imunoglobuliny lengvuyju ir sunkiuyjuy grandiniy jivairoveés
tokios hibridomos (kvadromos) produkuoja 10 skirtingy
antikiny molekuliy miSini, kuriuy tik viena turi teisin-
ga bispecifine strukttra. Siuy teisingos struktiros

antikinu iSvalymas (tam paprastai naudojama afininé

L.

(

chromatografija), yra ganz sudeétingas, o ifeigos maZos.
PanaSios procedidros aprasytos PCT publikacijoje
WO 93/08829 (publikuota 1993.05.13.), o taip pat
Trauhecker ir kt., EMBO, 10:3655-3659 [1991].

Yra ir kitas, tinkamesnis bidas, kai reikiamo spe-
cifiskumo kintamieji domenai (antikino-antigeno savei-
kos sritys) vra sujungiami su imunoglobulinuy pastoviuju
domenu sekomis. Paprastai tokiam junginiui naudojamas
sunkiosios grandinés pastovusis domenas, kuriame turi
biti bent dalys 3arnyrinés (hinge), CHZ2 ir CH3 sriciu.
Be to, bent viename i§ junginiu tureéty bati ir pirmojo
sunkiosios <grandinés domeno (CH1) dalis, kurioje vyra
sritis, -batina lengvosios grandinés prisijungimui. DNR,
koduojanti imunoglobuliny sunkiosios grandirés jungi-
nius ir, je:gu reikia, imunoglobuliny lengvaja grandi-
ne, yra itergiama i skirtingus ekspresijos vektorius ir

vienu metu transfekuojama i tinkamg lastele-$=:mininksa.
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Transfekuotose lastelése stebima didelé galimu kombina-
ciju ivairové, skirtingomis tarpusavio proporcijomis
susirenkant 3Siems trims polipeptidiniams fragmentams,
kadangi esant 3iy triju polipeptidiniuy grandiniy tam
tikram nevienodam santykiui uztikrinama optimali
iZeiga. Tacdiau imanoma dvi ar visas tris polipeptidiniy
grandiniy koduojancias DNR sekas iterpti i viena eks-
presijos vektoriuy,  kai siekiama dideleés bent dviejuy
polipeptidiniy grandiniy ekspresijos, esant vienodam ju
santykiui, arba kai 3ios proporcijos neturi didelés
reik3més. Pasirenkant 35i bidda, bispecifiniai antiklnai
yra sukonstruojami i3 hibridinés imunoglobuliny sunkio-
sios grandinés, turincios vienoki specifiSkuma, ir i$
hibridinés imunoglobuliny sunkiosios grandinés - leng-
vosios grandinés poros, turincios kitoki specifiskuma.
Buvo nustatyta, kad tokia asimetrine struktitrg, turin-
¢ia bispecifini komponenta, lengviau atskirti nuo kity
nereikalingy imunoglobuliny grandiniy kombinaciijy,
kadangi imunoglobuliny lengvasias grandines turi tik
pusé bispecifiniu molekuliu. Sis budas aprasytas parai-
Skoje iSradimui Nr.07/931811, pateiktoje 1992.08.17.

Detaliau bispecifiniy antikGnu gavimo metodai
apraSyti Suresh ir kt., Methods in Enzymol., 121:210
{1986].

(v) Heterokonjuguoti antiktnai

Heterokonjuguoti antikinai taip pat yra 3io iSra-
dimo dalis. Heterokonjuguoti antikdnai yre sukompo-
nuojami 15 dvieju kovalentiSkai sujungtuy antikiny.
Tokie antikinai buvo sukurti tam, kad, pavyzdziui, batuy
Jgalima nukreipti imuninés sistemos lasteles atakuoti
nepageidautinas lasteles (JAV patentas Nr. 4676980),
arba kad buty galima gydyti ZIV infekcija (PST publi-
wacija WO 91/00360 ir WO 92/00373, EP 03089:. Hetero-
~onjuguotus antikinus galima sukonstruoti, naudojant

et kokl iprasta konjugavimo metnda. Tinkami prizungimo
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agentai yra gerai Zinomi ir apra3yti JAV patente
Nr. 4676980, kartu pateikiant ir keleta konjugavimo
metody.

IV. Megakariocitopoetinio baltymo - mpl ligando -

panaudojimas terapijoje.

BiologiSkai aktyvus mpl ligandas, atliekantis
hematopoetinio efektoriaus funkcija ir apradytas &ia
kaip megakariocitopoetinis arba trombocitopoetinis
baltymas (TPO), steriliai paruo3us jo vaistine forma,
gali buti naudojamas megakariocitopoetinés arba trom-
bocitopoetinés funkcijos stimuliavimui, gydant trombo-
citopenija, atsiradusia dél susilpnéjusios trombocity
produkcijos arba ju destrukcijos. Kauluy é&iulpu hipo-
plazija, susijusi su trombocitopenija (pvz., aplastineé
anemija po chemoterapijos arba kauly &iulpy persodi-
nimo), o taip pat ir kiti susirgimai, tokie kaip iZsé-
tine intravaskuliné koaguliacija (DIC), imuniné trom-
bocitopenija (tarp 3ju ZIV sukelta ITP arba ne ZIV
sukelta ITP), <chroniska idiopatineé trombocitopenija,
kongenitaliné trombocitopenija, mielodisplazija ir
trombotiné trombocitopenija, gali bati efektyviai
gydomi Siame iSradime apradytais komponentais. Be to,
Sie megakariocitopoetiniai baltymai gali bati panau-
dojami, gydant mieloproliferacines ligas, o taip pat
trombocitozes, atsiradusias dél uZdegimy arba geleZies
trikumo.

Tikslingiausia 3iame iSradime apradyta megakario-
citopoetini arba trombocitopoetini baltyma (TPO) nau-
doti mielotoksinei chemoterapijai, gydant leukemija
arba kietus auglius, mieloabliatyvinei terapijai auto-
loginés arba alogeninés kaulu <¢&iulpy tranplantacijos
atveju, o taip pat mielodisplazijos, idiopatinés aplas-
tinés anemijos, kongenitalinés trombocitopenijos bei

imuninés trombocitopenijos atvejais.
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Kiti susirgimai, kurie gali bati sekmingai gydomi
Siame iSradime apradytu megakariocitopoetiniu baltymu,

yra trombocity defektai arba paZzeidimai, atsirade del

\ Vaistuy ar nuody poveikio arba aktyvacijos, vykstant

saveikai su dirbtiniu pavirSiumi. Siais atvejais mine-
tas baltymas gali bGti naudojamas stimuliuoti naujuy,
nepaZeisty trombocity atsparuma. Visas galimy pritai-
kymo variantuy saraSas pateiktas S8Sio i%radimo esmés
aprasyme, o ypal jo (a)-(f) dalyse ir ten cituojamuose
Saltiniuose.

Megakariocitopoetiniai baltymai, apradyti Siame
iSradime, gali baGti naudojami vieni arba kombinuojant
juos su kitais citokinais, hemopoetinais, interleu-
kinais, augimo faktoriais arba antiktnais, gydant
minétus susirgimus. Taigi, 3ie aprasyti komponentai
gali bidti naudojami kartu su kitais trombopoetini
aktyvuma turincéiais baltymais arba peptidais, tarp Jju
G-CSF, GM-CSF, LIF, M-CSF, IL-1, IL-3, eritropoetinu
(EPO), kit-ligandu, IL-6 ir IL-11.

Megakariocitopoetiniai baltymai, apradyti Siame
iSradime, sumaiSomi su ne3ikliais, tinkan&iais vaisti-
niuy preparaty gamybai. Tokia vaistiné forma gali buti
naudojama intraveninéms injekcijoms arba inhaliacijoms
per nosi arba plaucdius. Si vaistiné forma taip pat gali
biti suleidZiama po oda arba parenteraliniu bddu. Pa-
ruostas nuolatiniam vartojimui, 3Sis preparatas turi
biti nepirogeniskas, iStirpintas tinkamame injekcijoms
tirpale su atitinkamu pH, tam tikro izotoniZkumo bei
stabilumo. Sios salygos gerai Zinomos $ios srities spe-
cialistams. Trumpai tariant, &iame i3radime aprasSytuy
komponenty vaistinés formos yra paruodiamos vartojimui
arba saugojimui, i atitinkamai i3grynintus komponentus
pridedant fiziologi3kai priimtiny nedikliy arba stabi-
lizatoriy. 8ios medziagos yra netoksiskos, vartojant
jas reikiamomis dozémis, o i ju sudéti jieina buferiniy

tirpaly komponentai, tokie kaip fosfatai, citratai,
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acetatai arba kitokios organiniy riag3¢iy druskos; anti-
oksidantai, tokie kaip askorbino ragstis; maZo moleku-
linio svorio (maZiau nei 10 amino rigs¢iy liekany) pep-
tidai, tokie kaip poliargininas; baltymai, tokie kaip
serumo albuminas, Zelatina arba imunoglobulinai; hidro-
filiniai polimerai, tokie kaip polivinilpirolidinonas;
amino rag3tys, tokios kaip glicinas, gliutamatas,
aspartatas, argininas; monosacharidai, disacharidai ir
kiti angliavandeniai, tarp ju celiuliozé arba jos dari-
niai, gliukozé, manozé arba dekstrinai; chelatiniai
agentai, tokie kaip EDTA; sacharidai, tokie kaip mani-
tas arba sorbitas, Jjonai, tokie kaip natrio jonai,
ir/arba nejoninés pavir3iaus aktyvios medZiagos, tokios
kaip Tween, Puronics arba polietilenglikolis.

Apie 0,5-500 mg megakariocitopoetinio baltymo arba
Siy baltymy miSinio (tai gali buti ju rdgsStiné, Sarmineé
forma arba vaistinei formai tinkama druska) sumai3oma
su fiziologiSkal priimtinu ne3ikliu, uZpildu, stabili-
zatoriumi, konservantu ir t.t., kaip iprasta wvaisty
gamybos praktikoje. Aktyvaus komponento kiekis turi
atitikti reikiamg doze.

Steriluds tirpalai injekcijoms paruoZiami taip,
kaip iprasta farmacijos praktikoje. PavyzdZiui, akty-
vusis komponentas iZtirpinamas arba suspenduojamas
vandenyje arba natiraliame augaliniame aliejuje, pavyz-
dZiui, sezamo, rie3uty arba medvilnés sékly aliejuje
arba sintetinése riebiosiose riugstyse, tokiose, kaip
etilo oleatas ar pana3iose. Buferinés medzZiagos, kon-
servantai, antioksidantai ir kt., gali bati irgi
pridedami, kaip iprasta farmacinéje praktikoje.

Kad butu palaikoma pastovi preparato koncentraci-
ja, naudojamos pusiau pralaid?ios matricos i& kiety
hidrofobiniy polimery, kurie suformuoja mikrokapsules
Su ten esanCiu polipeptidu. Tokiy pusiau pralaidziy
membrany pavyzdZiai gali bati poliesteriai, hidrogeliai

(pvz., poli(2-hidroksietimetakrilatas), kaip apradyta
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Langer ir kt., J. Biomed. Mater. Res., 15:167-277
[{1981] ir Langer, Chem. Tech., 12:98-105 [1982] arba
polivinilalkoholis), o taip pat poliaktidai (JAV paten-
tas Nr. 3773919, EP 58481), L-gliutamino rigsties ir
gama-etil-L-gliutamato kopolimerai (Sidman ir kt.,
Biopolymers, 22:547-556 [1983]), nesuyrantis etilen-
vinilacetatas (Langer ir kt., supra), suyrantys pieno
rigdties-glikolio rugSties kopolimerai, tokie kaip
Lupron Depot™ (mikro-rutuliukai i35 pieno ragsties-
glikolio rig3ties kopolimero ir leuprolido acetato), ir
poli-D-(-)-3-hidroksibutiro rugsSties (EP 133988).

Jeigu polimerai, tokie kaip etilenvinilacetatas ir
pieno rig3ties-glikolio ragsties kopolimerai, gali at-
palaiduoti baltymo molekules daugiau kaip 100 dienuy,
kai kurie hidrogeliai atpalaiduoja baltymus trumpesni
laika. Kai baltymas, uZdarytas i kapsule, isbtna orga-
nizme ilga laika, Jjis gali denatiruoti arba agreguoti,
veikiamas dregmés 37°C temperatiroje, ir del to gali
netekti biologinio aktyvumo arba gali pasikeisti jo
imunogenines savybés. Priklausomai nuo 3iuy pokyciu
mechanizmo turi bfti pasirenkama baltymo stabilizavimo
strategija. PavyzdZiui, jeigu vyksta agregacija del
tarpmolekulinio S-S-ry3io susiformavimo, stabilizacija
galima atlikti, modifikuojant sulfhidrilines liekanas,
liofilizuojant preparata i3 ruagdtaus tirpalo, kontro-
liuojant drégme, naudojant tam tikrus priedus ir
kuriant specifines polimeriniy matricuy kompozicijas.

Norint palaikyti pastovia megakariocitopoetinio
baltymo kcncentracija, taip pat galima naudeti liposo-
mose “uzdaryta” megakariocitopoetini baltyma. Liposomos
su jose “uidarytu” megakariocitopoetiniu baltymu paruo-
Siamos 3iais metodais: DE 3218121; Epstei ir kt., Proc.
Natl. Aced. Sci. USA, 82:3688-3692 (1985}, Hwang ir
kt., FProc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4030-4034 [1980]};
EP 52322; EP 36676; EP 88046; EP 143949; £? 142641;
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paraiska Japonijos patentui 83-118008; JAV patentai
Nr. 4485045 ir 4544545 ir EP 102324. Paprastai liposo-
mos yra mazos (apie 200-800 A), vienasluoksnés, ir iy
sudétyje bina daugiau nei 30 mol. procenty cholestero-
lio - tikslesnés proporcijos pasirenkamos taip, kad
butuy optimalus megakariocitopoetinio baltymo terapinis
efektas.

Doze turi nustatyti gydantis gydytojas, atsiZvelg-
damas 1 ivairius faktorius, galindius tureti itakos
vaisty veikimui - ligos dmumg ir tipa, kino svori,
lyti, dietos laikymasi, injekciju laika ir dazni, kity
medikamenty vartojima, o taip pat ir kitus klinikinius
faktorius. Paprastai dienos norma yra 0,1-100 ng/kg
kino svorio. Optimali dozé yra 0,1-50 pg/kg kino
svorio. Optimaliausia pradiné dozé yra 1-5 pg/kg per
diena. Dozés yra panaSios kaip ir kitiems citokinams,
ypaé G-CSF, GM-CSF, ir EPO. Terapi3kai efektyvios dozés

gali bdti nustatomos in vitro arba in vivo metodais.

PAVYZDZIAI
Tikimasi, kad Sio apra3ymo ir iliustracijuy pakan-
kama tam, kad bet kuris specialistas iSsamiai atkartoty
§1 iSradima. Pateikiami darbiniai pavyzdZiai atsklei-
dzia optimalius i3radimo variantus, bet neapriboja

iSradimo.

PAVYZDYS 1
Dalinai isgrynintas kiaulés mpl ligandas
Surenkama normaliu ar kiauliy su aplastine anemija
trombocitais neturtinga plazma. Kiauliu plazma padaroma
aplastine, kizules ap8vitinant 900 cGy visam svoriui,
spinduliavims> Saltiniu naudojamas 4 mEV linijinis grei-
tintuvas. Apsvitintoms kiauléms atliekamas cefazolino
injekcijos { raumenis 6 - 8 dienas. Po toc visas ju

kraujas surenkamas, esant pinai anestezijai, rpridedama
f
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heparino ir centrifuguojama, esant 1800g, 30 minudiy;
taip gaunama plazma be trombocituy. Megakariocitus
stimuliuojan¢io aktyvumo maksimumas bina po 6 dienuy po
apSvitinimo.

I aplastine kiauliy plazma, gauta i3 apSvitinty
kiauliy, pridedama iki 4M NaCl ir maiSoma 30 min.
kambario temperatiroje. Gautos nuosédos paSalinamos
centrifiguojant (3800 aps/min) centrifigoje Sorvall
RC3B, supernatantas uZne3amas ant kolonos su Phenyl-
Toyopearl (220 ml), nulygsvarintos 10mM Na fosfatiniu
buferiniu tirpalu, i kuri pridéta iki 4M NaCl. Kolona
praplaunama tuo pac¢iu buferiniu tirpalu, kol A3 tampa
maZesnis, nei 0,05, baltymai eliujuojami dH,O. Eliujuo-
tu baltymy piko frakcija praskiedziama dH;O iki 15 mS
laidumo ir uZneSamas ant Blue-Sepharose kolonéleés
(240 ml), nulygsvarintos PBS. Kolonélé praplaunama
penkiais kolonos tdOriais PBS ir penkiais kolonos ti-
riais 10mM (pH 7,4) Na fosfatiniu buferiniu tirpalu, i
kuri pridéta 2 M karbamido. Baltymai eliujuojami 10 mM
(pH 7.4) natrio fosfatiniu buferiniu tirpalu, i kuri
pridéta 2M uréjos ir 1M NaCl. I apjungtas eliuoto bal-
tymo frakcijas pridedama 0,01% oktilglukozido {n-oktil-
B-D-gliukopiranozido) ir po 1lmM EDTA ir Pefabloc (Boe-
hinger Mannheim) ir sorbuojama ant tandemiSkai sujugto
CD4-IgG (Capton, D. J. et al., Nature, 337:525-531
[(1989]) ir mpl-IgG Ultralink (Pierce) kolonéliuy (Zidr.
Zemiau). CD4-IgG (2 ml) kolonélé pa3alinama, kai mégi-
nys uzneSamas ir mpl-IgG (4 ml) kolonélé praplaunama po
10 kolonélés tlGriy PBS ir PBS su 2 M NaCl, 1ir sorbuoti
baltymai eliujuojami su 0,1 M glicino-HCl tirpalu,
pH 2,25. Frakcijos surenkamos 1 1/10 frakcijos tario
1 M Tris-HCl buferinji tirpala (pH 8,0).

Eliujuotos frakcijos analizuojamos SDS PAGE (4-
20%, Novex gel) redukuojanciose salygose (Fig. B5).

I3rySkinty sidabru baltymuy intensyvios juostos atitinka
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66000, 55000, 30000, 28000 ir 14000 molekulines mases.
Tam, kad bty galima nustatyti, kurie baltymai
stimuliuoja Ba/F3-mpl lasteliy kultidra, S$ie baltymai
buvo eliujuoti 18 SDS PAGE gelio, kaip apradyta
Pavyzdyje 2.
Ultralink afininé kolonélé

10-20 mg mpl-IgG ar CD4-IgG PBS tirpale buvo pri-
siuvama prie 0,5 g Ultralink sorbento (Pierce) pagal
gamintojo aprasyma.

mpl-IgG konétravimas ir ekspresija

Chimerine molekulé, kurioje yra visas ekstralaste-
linis Zmogaus mpl domenas (amino rig&&iu liekanos 1-
491) ir Zmogaus IgGl molekulés F. regionas, ekspresuo-
jJama 293 lasteliy linijoje. kDNR fragmentas, koduojan-
tis Zmogaus mpl amino rGg3&iu liekanas nuo 1 iki 491,
gaunamas 1§ Zmogaus megakariocitu CMK lasteliy kDNR
bibliotekos panaudojus PCR, ir po to sekvenuojamas.
Clal skélimo sritis buvo prijungiama 5' gale, BstEII
skélimo sritis - 3' gale. Sis fragmentas buvo klonuoja-
mas prie$§ IgGI F. koduojanti regiona i Bluescript vek-
toriu tarp Clal ir BstEII skélimo sri&iuy po dalinio PCR
produkto suskaldymo su BstEII, nes dvi kitos BstEIT
skélimo vietos yra koduojan€ioje ekstralastelini mpl
domena DNR. BstEII skélimo vieta buvo ivedama 1 mpl PCR
produkto 3' gala, tam, kad F; sritis baGty tame paciame
remelyje kartu su mpl ekstralasteliniu domenu. Si kons-
trukcija buvo subklonuota i pRKS—tkneo vektoriu tarp
Clal ir Xbal skélimo sric¢iy ir transfekuota j Zmogaus
embrioniniu inkstu lasteliuy 293 linija kalcio fosfa-
tiniu metodu. Lastelés buvo auginamos selektyvioje ter-
peje su 0,4 mg/ml G418 ir i3auge individualds klonai
buvo atskiriami. mpl-IgG ekspresija atskirtuose klonuo-
se buvo nustatyta naudojant Zmogaus F. specifine ELISA.
Geriausiai besiekspresucjantis klonas produkave 1 -

2 mg/ml mpl-IgG.
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Ba/F3 mpl P ekspresuojancios lastelés

kDNR, atitinkanti visg Zmogaus mpl P koduojancéig
sriti, buvo klonuota i pRK5-tkneo vektoriy, kuris buvo
véliau linearizuotas NotI ir transfekuotas i IL-3 pri-
klausomy Ba/F3 lasteliy 1linija elektroporacijos buadu
(1x107 lasteliy, 9605F, 250 V). Po triju dieny buvo
pradéta transfekantu atranka, naudojant 2 mg/ml G418.
Lastelés buvo atrinktos bendrai arba klonuotos limi-

tuojanciuy skiedimy metodu 96 3Sulinéliy plok3telése.

N

Atrinktos lastelés auginamos RPMI terpéje su 15 % FBS,
1 mg/ml G418, 20 mM glutamino, 10 mM HEPES ir 100 pg/ml
Pen-Strep. mpl P ekspresija atrinktuose klonuose buvo
nustatyta FACS analize, naudojant polikloninius triudio
anti-mpl P antikinus.
Ba/F3 mpl ligando nustatymas

mpl ligando nustatymas pavaizduotas Fig. 2. mpl
ligando nustatymui i3 ivairiuy 3Saltiniy mpl P Ba/F3
lastelés buvo augintos be IL-3 24 valandas, esant 5x10°
lasteliy viename ml inkubatoriuje, prisotintame vandens
garais, 37°C temperatroje, paduodant org su 5% CO,. Po
auginimo be IL-3 lastelés buvo perkeliamos i 96 3uli-
néliy ploksSteles, esant 50000 lasteliy 200 pl terpés,
pridedama arba nepridedama praskiesty méginiuy ir
kultivuojama 24 valandas COz-inkubatoriuje. 20 pl
beseruminés RPMI terpés, kurioje yra 1 uCi 3H—timidino,
buvo pridedama i kiekviena 3ulinéli ir laikoma 6-8
valandas. Lastelés buvo surenkamos ant 96 3ulinéliuy
GF/C filtro plokSteliy ir ©praplaunamos 5 kartus
vandeniu. Radiocaktyvumas buvo ivertintas pridéjus 40 pl
scinciliacinio skys&io (Microscint 20) Packard Top

Count skaitikliu.
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PAVYZDYS 2
Isgrynintas kiaulés mpl ligandas
Gel-filtracija
Vienodi afiniSkai i3gryninto mpl ligando (6
frakcija eliujuota nuo mpl-IgG kolonélés) ir 2 kartus
sukoncentruoto Laemmli pavyzdZio buferinio tirpalo
tdriai buvo sumaiSomi kambario temperatiroje be

redukuojanc¢io agento ir nedelsiant uZne3ami ant Novex

4-20 % poliakrilamidinio gelio. Méginys nebuvo
kaitinamas. Kontrole buvo naudojamas pavyzdzZzio

buferinis tirpalas be 1ligando. Elektroforezé buvo
vykdoma 4-6°C temperatiiroje, esant 135 Vv itampai,
mazdaug 2% valandas. Elektroforetinis buferinis
tirpalas elektroforezés pradzZioje buvo kambario
temperatiros. Gelis buvo iSimamas 13 elektroforezés
aparato ir nuo gelio nuimama viena plok3telé.

Gélio replika buvo padaroma ant nitroceliuliozés
tokiu badu: gabalélis nitroceliuliozés membranos buvo
sudrékinamas distiliuotu vandeniu ir atsargiai uZde-
damas ant gelio virSaus taip, kad po membrana neliktu
oro burbuléliy. Nitoceliulioziné membrana ir gelis
pazymimi kad nudaZyta membrang bitu galima vél tiksliai
uzdéti ant gelio. MaZdaug po 2 minudiy nitroceliuoziné
membrana buvo atsargiai nuimama, gelis idedamas i
plastikini maiSeli ir padedamas i1 3Saldytuva. Nitroce-
liulioziné membrana buvo ry35kinama Bio-Rad baltymu
dazymo auksu reagenty rinkiniu, pirmiausia purtant
membrana tris kartus pc 10 ml 0,1 % Tween 20 +0,5 M
NaCl +0,1 M Tris-HCl Dbuferiniame tirpale (pH 7,5)
apytikriai po 45 minutes, po tc tris kartus praplaunama
10 ml distiliucto vandens po 5 minutes. DaZymo auksu
misinys buvoc uZpilamas ir paliekama ry3kintis, kol
standartiniu bpaltymu Jjuostos tampa matomos. Gelio
replika po t< praplaunama vardeniu, uZdedama, sutapa-

tinus Zymes, ant maiSelyje suvynioto poliakrilamidinio
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gelio. Novex standartiniy baltymy juostu pozicijos buvo
pazymétos ant gelio ir nubréZiamos gelio pjaustymo
linijos. Nitroceliuolioziné membrana ir plastikinis
maisSelis nuo gelio nuimami, gelis supjaustomas pagal
pazymétas linijas aStriu peiliuku. Pjuviai padaromi
kiek ilgesni nei méginiy takeliuy plotis, kad nudaZius
likusiaja gelio dali, bty galima tiksliai nustatyti
iSpjautos juostelés pozicija. Kai supjaustyto gelio
gabaliukai nuimami, likusi gelio dalis nudaZoma
sidabru, ir pamatuojamos supjaustymo liniju ir stan-
dartiniy baltymuy atstumai nuo starto pozicijos. Pagal
Novex standartus nustatomos i3pjautu gelio juosteliy
pozicijas atitinkancios molekulinés masés.

Dvylika gelio gabaléliy buvo idedama i dviejy Bio-
Rad 422 modelio elektroeliutorio kiuvetes. Kiuvetése
buvo naudojami membraniniai kam3tukai su 12-14 kD pra-
laidumu. Elektroeliucijai buvo naudojamas eliucijos
buferinis tirpalas: 50mM amonio bikarbonato + 0,05 %
SDS (pH apie 7,8). Prie3 naudojima vienas litras &io
buferinio tirpalo buvo vienag valanda i3laikomas 4-6°C
temperatiroje. Eliucija buvo vykdoma 3altame kambaryje,
esant 10 mA srovei vienai kiuvetei (pradiné itampa -
40 V) ir balaikant 4-6°C temperatira. Elektroeliucija
trukdavo apie 4 valandas. Kiuvetés atsargiai buvo i&-
imamos ir virSuje esantis tirpalas buvo nusiurbiamas
pipete. Eliucijos kamera buvo iZimama ir tirpalas,
esantis membranos dangtelyje buvo nusiurbiamas Pipet-
manu ir saugomas. Po 50 pl idgryninto vandens buvo ipi-
lama i membranuy dangtelius, supurtoma, kol visi SDS
kristalai i3tirps. Sie tirpalai buvo prijungiami prie

pirmuju tirpaluy. Bendri eliucijos tirpaly rtdriai buvo

po 300 - 500ul vienam gelio gabaléliui. Méginiai buvo
dializuojami supylus i 10mm Spectrapor 4 dializés Zar-
neles, kuriuy pralaidumas - 12 - 14 kD, pr:=$ i3gryninta
vandenl kelias valandas. Po to méginiai buvo dializuo-

jami per nakti 4-6°C temperatiroje pries <07 ml (6 mé-
] £ P



10

15

20

25

30

35

158 LT 4120 B

giniams) fosfatinio buferinio fiziologinio tirpalo (PBS
yra apytikriai 4 mM kalio). Buferinis tirpalas buvo
pakeicCiamas kita ryta ir dar dializuojama 2,5 valandos.
Meginiai buvo iSimami i35 dializeés maiSeliy ir supilami
i mikrocentrifiginius mégintuvélius. Méginiai buvo is-
laikomi vieng valanda lede, po to centrifiguojami,
esant 14000 aps/min, 4 minutes. Supernatantai buvo
praskiedZiami PBS ir juose buvo nustatomas mpl ligando
aktyvumas. Like méginiai buvo uZSaldomi -70°C tempe-

ratGroje.

PAVYZDYS 3
Kiaules mpl ligando mikrosekvenavimas

Sesta nuo mpl-IgG afininés kolonélés frakcija
(2,6 ml) buvo koncentruojama Microcon-10 kiuvetéje
(Amicon) . Tam, kad biGty i3vengta mpl ligando sorbcijos
Microcon kiuvetéje, membrana buvo praplaunama 1 % SDS
tirpalu ir pridedama 5ul 10% SDS tirpalo i 6 frakcijos
mégini. PavyzdZio buferinis tirpalas, du kartus sukon-
centruotas (20 pl), buvo jpilamas i 6 frakcijos Micro-
con koncentrata (20 pl) ir bendras (40 pl) misinys buvo
uZnesSamas i viena 4-20 % gradientinio poliakrilamidinio
gelio (Novex) takeli. Elektroforezé buvo atliekama
pagal Novex aprasSyma. Prie3 elektroblotinga gelis buvo
nulygsvarinamas 5 minutes 10 mM 3-(cikloheksilamino)-1-
propansulfo rugsties (CAPS) buferiniame tirpale, pH
11,0, kuriame buvo 10% metanolio. Elektroblotingas buvo
vykdomas 45 minutes su Immobilon-PSQ membranomis (Mil-
lipore), esant 250mA pastoviai srovei Bio-Rad Trans-
Blot perneSimo kiuvetéje (32). PVDF membrana buvo rys-
kinama su 0,1% Coomassie Blue 40% metanolio, 0,1% acto
ragsSties tirpale 1 minute, blukinamas 2-3 minutes 10%
acto ragsties ir 50% metanolio tirpale. Vieninteliai
matomi baltymai 18000 - 35000 D molekulinés masés sri-

tyje buvo 30000, 28000 ir 22000 D molekulinés masés.
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30, 28 4ir 22 kD molekulinés masés juostos buvo
naudojamos baltymy sekvenavimui. Automatinis baltymy
sekvenavimas buvo atliekamas 470A modelio Applied Bio-
system sekvenatoriumi su sujungtu PTH analizatoriumi.
Sekvenatorius buvo modifikuotas taip, kad biaty galima
naudoti 80-90% méginio (Rodriguez, J. Chomatogr., 350:
217-225 [1985]). I tirpikli A buvo pridedama acetono
(~12 pl/l) UV detekcijos subalansavimui. Baltymai po

elektroblotavimo buvo sekvenuojami Blott strypuose.

_Eliucijos pikai buvo integruojami naudojant Justice

Innovation duomeny apdorojimo programa ir Nelson Ana-
lytical 970 keitikli. Sekuy analizé buvo atliekama nau-
dojant VAX 5900 (Henzel et al., J. Chromatogr., 404:41-
52 [1987]). Baltymu N galo amino rtGg3&iu liekanu sekos
(naudojant vienos raidés kodus, abejotinas amino rigs$-
¢iu liekanas paZymint skliausteliuose) ir gautos me-
dZiagos kiekiai (lauZtiniuose skliausteliuose) pateikti
Lenteleje 2°'.
Lentelé 2'

mpl ligando N galo amino ridgsciuy liekanuy sekos

30 kD (1.8 pmol]
1 5 10 15 20 25
(S) PAPPA (C) DPRLLNKLLRDD (H/S) VLH (G)RL {(SEQ ID Nr.: 30)

28 kD {0,5 pmol]
1 5 10 15 20 25
(S) PAPPAXDPRLLNKLLRDD (H) VL (H) GR (SEQ ID Nr.: 31)

18-22 kD [0,5 pmol]
1 5 10
XPAPPAXDPRLX (N) (K) (SEQ ID Nr.: 32)

PAVYZDYS 4
Megakariocitopoezés suspensineéje lasteliy kulta-
roje tyrimas
Zmogaus- periferinés kamienines lastelés (PSC)
(iSskirtos 18 savanoriy pacienty) Dbuvo atskiestos 5
kartus IMDM terpeje (Gibco) ir centrifuguotos 15 min.

kambario temperatiroje 800xg. Lastelés buvo suspen-
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duotos IMDM, uZne3tos ant 60% Percoll’o (1,077 g/ml
tankio) (Pharmacia) ir centrifuguotos '800xg 30 min.
MaZo tankio mononuklearinés lastelés, sukoncentruotos
tarp skirtingo tankio sluoksniy, buvo nusiurbtos,
praplautos 2x IMDM terpe, suspenduotos(1-2x10° laste-
liy/ml) IMDM terpéje su 30% FBS ir iSpilstytos po 1 ml
i 24 3Sulinéliy plok3tele audiniy kultdrai (Costar). APP
arba APP be mpl 1ligando buvo pridéta iki 10% ir
kultiros buvo auginamos 12-14 dienuy 37°C temperatia-
roje inkubatoriuje, prisotintame vandens garu ir 5%
CO2. Kulturos taip pat buvo auginamos su 10% APP ir
0,5 pg mpl-IgG, kurie buvo prideti 0, 2 ir 4 dieng. APP
buvo atskirta nuo mpl ligando, praleidZiant per mpl-IgG
afinine kolonéle.

Megakariocitopoezés ivertinimui Siose suspensinése
kultarose buvo naudojama Solberg et al. metodo modifi-
kacija, panaudojant radioaktyviu izotopu Zymétus pelés

IgG monokloninius antikanus (HP1-1D) pries GPIILIII,

(gautus 1% Dr.Nichols’o, Mayo klinika). 100pg HP1-1D
(ziar. Grant, B. et al., Blood 69:1334-1339 {19871])

1257 naudojant Enzymobeads (Biorad,

buvo Zyméta 1mCi Na
Richmond, CA) pagal gamintojo instrukcijas. Zymétas
HP1-1D buvo laikomas PBS su 0,01% oktil-gliukozido.
TipiSkas specifinis radioaktyvumas buvo l—2x106cpm/pg
(>95% po precipitacijos 12,5% trichloracto ragstimi}) .

Kiekvienas eksperimento taikas suspensinéje kultid-
roje buvo nustatinéjamas trimis pakartojimais. Po 12-14
dienu kultivavimo po 1 ml lasteliy suspensijos buvo
pernesSama i 1,5 ml Ependorf mégintuvélius ir centrifd-
guojama 10 min. 800xg kambario temperatiroje. Gautos
lasteliy nuosédos buvo suspenduojamos 100 ul PBS su
0,02% EDTA ir 20% ver3iuko serumo. 10 ng 1251—HP1—1D,
istirpinto 50 pl analizés buferinio tirpalo, buvo

pridedama prie susp=nductu lasteliy ir inkubuojama
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60 min. kambario temperatiGroje (KT), retkardiais supur-
tant. Po to lastelés buvo nusodinamos, centrifuguojant
10 min. 800xg KT ir praplaunamos 2x analizés buferiniu
tirpalu. Lasteliy nuoseédy radiocaktyvumas buvo matuo-
jamas 1 min. gama skaitiklyje (Pacard). Nespecifiné sag-
veika buvo nustatoma, pridedant 1 pg neZyméto HP1-1D,
60 min. pried3 idedant Zyméto HP1-1D. Specifiné saveika
buvo nustatoma kaip skirtumas tarp viso prisijungusio
1257-HP1-1D radioaktyvumo ir radioaktyvumo, esant nezy-

méto HP1-1D pertekliui.

Pavyzdys 5
Oligonukleotidiniai PCR pradmenys
Pagal 30 kD, 28 kD ir 18-22 kD baltymu N galo
amino rug3ciy liekanuy sekas buvo susintetinti iSsigime
oligonukleotidy pradmenys polimerazinei grandininei
reakcijai (PCR) (Zidr. Lentele 4). Buvo susintetinti
dvieju tipu iSsigime pradmenys: teigiamas 20 nukleotidy
pradmuo, koduojantis 2-8 amino rugsc¢iu liekanas (mpl 1)
ir antisensinis 21 nukleotido pradmuo, komplementarus
18-24 amino rigsciu liekanas koduojanciai sekai
(mpl 2).
Lentele 4
IsSsigimusiy oligonukleotidy pradmenys

mpl 1: 5' CNN GCN CCN CCN GCN TGY GA 3

(2048 ~ i3sigimimo laipsnis) (SEQ ID Nr.: 35)
mpl 2: 5' NCC RTG NAR NAC RTG RTC RTC 3'
(2048 -~ i3sigimimo laipsnis) (SEQ ID Nr.: 38)

Kiaulés genominé DNR, i8skirta i3 periferinio
kraujo limfocitu, buvo naudojama kaip matrica PCR.
50 pl reakcijos miSinyje buvo: 0,8ug kiaulés genominés
DNR 10 mM Tris-HCl (pH 8,3) tirpale, 50 mM KCl, 3 mM
MgCl,, 100 pg/ml BSA, 400 puM dNTP, po 1 uM kiekvieno
iS$sigimusio pradmens 1ir 2,5 vieneto Tag polimerazés.

Pradinis matricos denatiravimas buvo atliekamas 94°C
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temperatiroje 8 minutes, po to seké 35 ciklai i$laikymo
po 45 sekundes 94°C, 1 min. 55°C ir 1 min. 72°C tempera-
tirose. Paskutinis ciklas buvo iki 10 min. 72°C tempe-
ratiroje PCR produktai buvo atskiriami elektoforeze 12%
poliakrilamidiniame gelyje ir vizualizuojami su etidZio
bromidu. Buvo tikimasi, kad, jei amino riag3&iy liekany
seka baltymo N gale koduojama vienu egzonu, tai taisyk-
lingas PCR produktas turi bati 69 baziy pory (bp) il-
gio. Tokio dydZio DNR fragmentas buvo eliujuotas is ge-
lio ir subklonuotas i vektoriuy pGEMT (Promega). Triju

klonu sekos yra pateiktos Zemiau Lenteléje 5.

Lentele 5.
69bp kiaulés genominés DNR fragmentai

gemT3
5 'CCAGCGCCGC CAGCCTGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCCTCGTGA
3'GGTCGCGGCG GTCGGACACT GGGGGCTGAG GATTTATTTG ACGGAGCACT

TGACCACGTT CAGCACGGC [69bp] (SEQ ID Nr.: 37)
ACTGGTGCAA GTCGTGCCG (SEQ ID Nr.: 38)

gemT7
5'CCAGCACCTC CGGCATGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCTTCGTGA
3'GGTCGTGGAG GCCGTACACT GGGGGCTGAG GATTTATTTG ACGAAGCACT

CGACCACGTC CATCACGGC [69bp] (SEQ ID Nr.: 39)
GCTGGTGCAG GTAGTGCCG (SEQ ID Nr.: 40)

gemT9

P R L L N K L L R (SEQ ID
Nr.: 32)
5 'CCAGCACCGCCGGCATGTGACCCCCGACTCCTARATARACTGCTTCGTGACG
3'GGTCGTGGCGGCCGTACACTGGGGGCTGAGGATTTATTTGACGAAGCACTGC

ATCATGTCTATCACGGT 3' (SEQ ID Nr.: 41)
TAGTACAGATAGTGCCA 5' (SEQ ID Nr.: 42)

PCR pradmeny pozicijos pavaizduotos pabraukiant
bazes. Gauti rezultatai atitinke 30 kD, 28 kD ir 18-
22 kD baltymy N gale esancia amino rag3ciy liekanuy seka
nuo 9 iki 17 amino rags&iy liekanos, ir tai patvirtina,

kad sios sekos yar koduojamos vienu kiaulés DNR egzonu.
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PAVYZDYS 6
Zmogaus mpl ligando genas

Remiantis ‘duomenimis, pateiktais Pavyzdyje 5,
genominés bibliotekos analizei buvo sukonstruotas ir
susintetintas 45 monomery dezoksioligonukleotidas,
pavadintas pR45. Jo seka:

5'GCC GTG AAG GAC GTG GTC GTC ACG AAG CAG TTT ATT
TAG GAG TCG 3' (SEQ ID Nr.: 28)

S§is oligonukleotidas, paZymétas %P

naudojant
(ynP)—ATP ir T4 kinaze, buvo naudojamas Zmogaus geno-
minés DNR bibliotekos, esancios Ageml2, analizei ne-
grieZtose hibridizacijos ir atplovimo salygose (Zidr.
Pavyzdi 7). Teigiami klonai buvo surenkami, iSgryninami
ir analizuojami restikcijos ir Southern blotingo
pagalba. Klonas Nr. 4 buvo atrinktas tolesnei analizei.

2,8 kb BamHI-Xbal fragmentas, kuris hibridizavosi
su pR45, buvo subklonuotas i pBluescript SK- vektoriy.
Dalinis Sio klono DNR sekvenavimas buvo atliktas naudo-
jant pradmenis, specifinius kiaulés mpl ligando DNR
sekai. Nustatyta seka patvirtino, kad i&skirta DNR
koduoja Zmogaus mpl liganda, homologisSka kiaulés mpl
ligandui. Nustatyta Ecol restriktazés skélimo vieta
sekoje leido i3skirti 390 bp EcoRI-Xbal fragmenta i3
2,8 kbp BamHI-Xbal fragmento ir subklonuoti 35i frag-
menta i pBluescript SK-.

Abi Sio fragmento grandinés buvo sekvenuotos. Zmo-
gaus DNR seka ir i8vestiné amino ragsciu liekany seka
yra pateiktos Fig. 9 (SEQ ID Nr: 3 ir 4), galimos
introny vietos genominéje sekoje taip pat paZymétos
rodyklémis ir nurodytas spéjamas egzonas ("egzonas 3").

Analizuojant iSvestine amino rGg&¢iu liekanu seka,
buvo patvirtinta, kad serinas yra pirma amino rag3ciy
liekana subrendusio mpl ligando sekoje, tail taip pat
buvo nustatyta sekvenuojant amino riGg&éiuy liekanu sekg.

Labai tikétina, kad prie3 pat 3i kodona (Ser) yra sig-
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naliné seka,dalyvaujanti subrendusio mpl ligando sekre-
cijoje. Si signaliné seka, matyt, yra pertraukta ties
68 nukleotidu intronu.

Panasu, kad 3' kryptimi egzonas baigiasi ties 196
nukleotidu. Sis egzonas koduoja 42 amino riags8éiy 1lie-
kany seka, 16 i3 kuriy, matyt, yra dalis signalinés

sekos, o 26 - subrendusio Zmogaus mpl ligando.

PAVYZDYS 7
Visa zZmogaus mpl ligando kDNR
Remiantis Zmogaus "egzono 3" seka (Pavyzdys 6)
buvo susintetinti du neisSsigime oligonukleotidai,

atitinkantys 3' ir 5' "egzono 3" galams (Lentelé 6)

LENTELE 6

Zmogaus kDNR neissigime PCR oligonukleotidy pradmenys

Tiesioginis pradmuo
5'GCT AGC TCT AGA AAT TGC TCC TCG TGG TCA

TGC TTG T 3' (SEQ ID Nr.: 43)
Atvirkstinis pradmuo
5' CAG TCT GCC GTG AAG GAC ATG G 3' (SEQ ID Nr.: 44)

Sie du pradmenys buvo naudojami PCR reakcijoje,
naudojant kaip matrica DNR i3 ivairiy Zmogaus kDNR
bibliotekuy arba 1 ng Qiuck Clone kDNR (Clonetech) i3
ivairiy audiniuy. Reakcijos salygos apradytos Pavyz-
dyje 5. Laukiamas taisyklingo PCR produkto dydis turéjo
bati 140 bp. Po PCR produktu analizés 12 % poliakril-
amidiniame gelyje tokio dydZiio fragmentas buvo aptiktas
kDNR bibliotekose, iSskirtose 13 suaugusiuju inkstuy ir
i8 embrioniniy inksty lasteliuy linijos 293, o taip pat
kDNR, paruostoje is Zmogaus embrioniniy kepenu
(Clonetech cat. Nr. 7171-1).

Embrioniniu kepenuy kDNR biblioteka, klonuota ADR2
(Clonetech cat. Nr. HL1151x), buvo analizuojama su ta

pacia 45 oligonukleotidu seka, kuri buvo naudojama
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analizuojant Zmogaus genomine biblioteka. Olikonukleo-
tidas buvo pafymétas su (y*°P)-ATP, naudojant T4 poli-
nukleotidkinaze. Biblioteka buvo analizuojama Svelnio-
mis hibridizacijos sglygomis. Filtrai buvo prehibridi-
zuojami 2 valandas, po to hibridizuojami su méginiais
per nakti (16 val.) 42°C temperatiroje 20% formamide,
5xSSC, 10x Denhardto buferiniame tirpale, 0,05M natrio
fosfatiniame tirpale (pH 6,5), 0,1% natrio pirofosfato
Tirpaie, prigsjus JJ jyg/ml ultragarsu pavelktos lasisy
spermos DNR. Filtrai buvo pamerkiami i 2xSCC ir viena
karta praplaunami 0,5xSCC, 0,1% SDS 42°C temperatQroje.
Filtrai buvo laikomi per nakti ant Kodak X-Ray foto-
juostos. Teigiami klonai buvo surenkami, gryninami, ir
iterptos sekos dydis buvo nustatomas PCR, klonuojant
BamHI-Xbal flankuojanc¢ius oligonukleotidus i  ADR2
(Clonetech Cat. Nr. 6475-1). 5 pl fago suspensijos buvo
naudojama kaip matricos Saltinis. Pradiné denatlracija
buvo atliekama 94°C temperatliroje 7 minutes, po kurios
seké 30 amplifikacijos cikluy (1 min. 94°C, 1 min 52°C
ir 1,5 min. £52°C) Pabaigoje buvo i3laikcma 15 nin. 72°C
temperatiroje. Klonas Nr. FL2b turéjo 1,8 kbp intarps
ir buvo atrinktas tolesnei analizei.

Plazmidé pDR2 (Clonetech, ADR2 & pDR2 Cloning and
Expresion system Library Protocol Handbook, p. 42),
kurioje yra ADR2 fago rankos, buvo sukarpoma, kaip
apraSyta gamintojo instrukcijose (Clonetech, ADR2 &
pDR2 Cloning and Expresion system Library Protocol
Handbook, p. 29-30). Plazmidés pDR2-FL2b restrikcine
analizé su BamHI ir XbalI parodé, kad yra intarpe vidiné
BamHI skelimo vieta, apytikriai 650 pozicijoje. Skal-
dant plazmide BamHI-XbalI, intarpas sukarpomas i du
fragmentus, vienas yra 0,65 kbp, kitas - 1,15 kgp. DNR
seka buvo nustatoma su trimis skirtingu klasiy matri-
comis, ‘gautomis i35 plazmidés pDR2-FL2b. Dvigrandés

plazmidinés DNR sekos analizé buvo atliekama ABI373
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modelio automatiniu fluorescentiniu DNR sekvenatoriumi
(Applied Biosystems, Foster City, California) pagal
standartini analizés protokola dazZu zymétiems didez-
oksinukleozidtrifosfaty terminatoriams (spalviniai
terminatoriai) ir jiprastus 3Sokinéjandius pradmenis
(Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74:5463-
5467 [1977]; Smith et al., Nature, 321:674-679 [1986]).
Polimerazinés grandininés reakcijos ampifikacijos bidu
gauty plazmidés fragmentuy tiesioginis sekvenavimas buvo
atliekamas ABI373 sekvenatoriumi, naudojant iprastinius
pradmenis ir spalvinius terminatorius. Viengrandé mat-
rica buvo gauta naudojant M13 Janus vektoriy (DNASTAR,
Inc., Madison, Wisconsin) (Burland et al., Nucl. Acids
Res., 21:3385-3390 [1993]). BamHI-Xbal (1,15 kbp) ir
BamHI (0,65 kbp) fragmentai buvo isskirti i3 plzmidés
pDR2-FL2b, galai buvo uZpildomi su T4 DNR polimeraze,
esant reakcijos miSinyje dezoksinukleotidams, ir sub-
klonuojami i Smal skélimo vieta vektoriuje M13 Janus.
Sekvenavimas buvo atliekamas pagal standartini proto-
kola, naudojant daZu Zymétus M13 universalius ir
atvirkStinius pradmenis, arba &okinéjan&ius pradmenis
ir spalvinius terminatorius. Neautomatinis sekvenavimas
buvo atliekamas su viengrande M13 DNR, naudojant Soki-
néjancius pradmenis ir standartini didezoksiterminavimo
metoda (Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
74:5463-5467 [1977]), naudojant >°P Zymétus a-dATP ir
Sekvenaze (United States Biochemical Corp.( Cleveland,
Ohio). DNR sekvenatorius buvo valdomas Sequencher
V2.1bl2 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, Michigan) .
Zmogaus ML nukleotidy ir i&vestinés amino rigidiy

liekanu sekos pateiktos Fig. 1 (SEQ ID Nr.:1).
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PAVYZDYS 8
Zmogaus mpl ligando (TPO) geno iSskyrimas

Zmogaus genominés DNR TPO geno klonai buvo
iSskirti atliekant Zmogaus genominés bibliotekos,
esancCios A-Geml2, analize, panaudojant anksciau
aprasyta oligonukleotidu pR45 3Zvelniom salygoms (Ziar.
Pavyzdi 7) arba labai grieZtomis salygomis, naudojant
fragmenta, atitinkanti kDNR, koduojan¢io Zmogaus mpl
liganda, 3' dali (nuo BamHI skélimo vietos iki 3!
galo). Buvo idskirti du persidengiantys 35 kbp lambda
klonai. Buvo subklonuoti ir sekvenuoti du persiden-
giantys fragmentai (BamHI ir EcoRI), kuriuose yra
pilnas TPO genas. Zmogaus geno 7 kbp ilgio genominéje
DNR yra 6 egzonai (Fig. 14A, B ir C). Prie wvisy
egzonu/intronu ribu yra konsensinis motyvas, bidingas
Zinduoliy genams (Shapiro, M. B., et al., Nucl. Acids
Res., 15:7155 [1987]). Egzone 1 ir egzone 2 yra 5!
netransliuojamos sekos ir ©pirmasias 4 signalinio
polipeptido amino ragsé¢iu liekanas koduojantys nukleo-
tidai. Likusi sekretorinio signalo dalis ir pirmosios
subrendusio baltymo 26 amino riagsciy liekanos koduo-
jamos egzono 3 viduje. Visas C galo domenas ir 3' ne-
transliuojamas galas, o taip pat i eritropoetinag pana-
Saus domeno apie 50 amino rug3&iy liekany yra koduojama
egzono 6 viduje. Keturios amino ragsciy liekanos,
kurios paSalinamos, kaip pastebéta hML-2 (hTPO-2)

baltymui, yra koduojamos 6 egzono 5°' gale.

PAVYZDYS 9
Zmogaus mpl ligando (hML) laikinoji ekspresiija .
Siekiant subklonuoti pilno ilgio intarpa, esanti
PDR2-FL2b plazmidéje, pastaroji buvo visiskai suskal-
dyta restriktaze Xbal, o po to ne visiskai suskaldyta

restrikcijos endonuklezze BamHI. DNR fragmentas, ati-
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tinkantis 1,8 kbp ilgio intarpa, buvo i3grynintas
elektroforetidkai agaroziniame gelyje ir subklonuotas
PRKS plazmidéje (pRK5-hmpl I) (pRK5 konstravimas pa-
teiktas JAV patente Nr. 5258287) funkcionaliai sujun-
giant intarpa su akstyviausiuoju citomegalo viruso
promotoriumi. DNR i35 konstrukto pRK5-hmpl I buvo
iSskirta PEG metodu ir transfekuota i Zmogaus embriono
inksty lasteliy linija 293, auginama Dulbecco
modifikuotuoje Eagle terpéje (DMEM) su 3iais prie-
dais: mitybinis mi$inys F-12, 20 mM HEPES (pH 7,4) ir
10 % embrioninio galviju serumu. Lastelés buvo trans-
fekuotos kalcio fosfatiniu metodu, kaip aprasyta
(Gorman, C. [1985] in DNR Cloning: A Practical Approach
(Glover, D. M., ed.) Vol. II, pp. 143-190, IRL Press,
Washington, D.C.). Po 36 valanduy transfekuoty lasteliy
supernatanty aktyvumai buvo analizuojami proliferacijos
metodu (ZiGr. Pavyzdi 1). 293 linijos lasteliy, trans-
fekuoty vien pRK vektoriumi, supernatantai nestimu-
liuodavo nei Ba/F3, nei Ba/F3-mpl lasteliy prolife-
racijos (Fig. 12A). Lasteliu, transfekuoty PRK5S-hmp1I
plazmide, supernatantai neveiké Ba/F3 lasteliy, bet
stipriai stimuliuodavo Ba/F3-mpl lasteliy proliferacijag
(Fig. 12a). Tai jirodo,kad 3i kDNR koduoja fukcionaliai
aktyvu Zmogaus mpl ligands.

PAVYZDYS 10
Zmogaus mpl ligando izoformos hML2, hML3 ir hML4
Siekiant nustatyti alternatyvias hML formas, buvo
susintetinti pradmenys, atitinkantys kiekviena sekos,
koduojan&ios hML, gala. Sie pradmenys buvo panaudoti
RT-PCR amplifikuojant suaugusio Zmogaus kepenu RNR.
Papildomai buvo sukonstruoti ir panaudoti vidiniai
pradmenys, flankuojantys pasirinktus regionus (ZiGr.
Zemiau). Tiesioginis PCR produkto galy sekvenavimas

parode, kad yra viena seka, atitinkanti kDNR, i3skirtos
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i3 Zmogaus embrioniniy képenq bibliotekos, seka (Zidr.
Fig. 1 [SEQ ID Nr.:1]). Tacdiau pagal sekuy, esanciy prie
EPO domeno C-galo (PCR produkto viduryje), struktira
buvo galima spresti apie galimus spaisingo variantus,
esanCius 3Sioje srityje. Kad bitu galima iSskirti 3Ziuos
spaisingo variantus, suaugusio Zmogaus kepeny kDNR buvo
analizuojama PCR, naudojant minéta sriti flankuojandius
pradmenis, kuriy sekos pateiktos Lenteleéje 7.
LENTELE 7
Zmogaus ML izoformu PCR pradmenys

phmpllcdna. 3el:

S5'TGTGGACTTTAGCTTGGGAGAATG 3 (SEQ ID Nr.:45)
rbx4.£2:

5'GGTCCAGGGACCTGGAGGTTTG 3 (SEQ ID Nr.:46)

PCR produktai buvo subklonuoti i M13. Individualiy
subklony sekvenavimas parodé, kad egzistuoja maZiausiai
trys ML izoformos. Viena i3 jy, hML (taip pat Zymima
kaip hMLs3z), yra ilgiausia forma ir atitinka seka,
i8skirta i3 embrioniniu kepenuy bibliotekos. Keturios
zmogaus mpl ligando izoformu sekos, pradedant nuo
ilgiausios (hML) ir baigiant trumpiausia (hML-4), vyra

pateiktos Fig. 11 (SEQ ID Nr.: 6, 8, 9, ir 10).

PAVYZDYS 11
Zmogaus Mpl ligando izoformy ir pakeisty varianty
hML2,hML3 ir hML(R153A, R154A) konstravimas ir tarpiné
ekspresiija
Izoformos hML2, hML3 ir pakeisti variantai
hML (R153A, R154A) buvo konstruojami i3 hML, naudojant
rekombinantinge PCR technika, apradyta Russell Higuchi,
in PCR Protocols, A guide to Methods and Applications,
Acad. Press, M.A.Innis, D.H. Gelfand, J.J. Sninsky &
T.J. White Editors.
Visy konstrukcijy "iSoriniai" pradmenys yra pa-
teikti Lenteléje 8, "persidengiantys' pradmenys pateik-

ti Lenteleje 9.
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LENTELE 8
ISoriniai pradmenys

Cla.FL.F2:
5'ATC GATATC GAT AGC CAG ACA CCC CGG CCA G3' (SEQ ID Nr.:47)
HMPLL-R:

5'GCT AGC TCT AGA CAG GGA AGG GAG CTG TAC
(SEQ ID Nr.:48)

ATG AGA 3'
LENTELE 9
Persidengiantys pradmenys
hMIL-2:
MLAA4F:
5'CTC CTT GGA ACC CAG GGC AGG ACC 3' (SEQ ID Nr.:49)
MLA4R:

5'GGT CCT GCC CTG GGT TCC AAG GAG 3'
(SEQ ID Nr.:50)

hML-3:
MLA116+: _ (SEQ ID Nr.:51)
51CTG CTC CGA GGA AAG GAC TTC TGG ATT 3'
MLAl11l6-:

5'AAT CCA GAA GTC CTT TCC TCG GAG CAG 3'
(SEQ ID Nr.:52)

hML (R153A, R154A):

RR-KO-F:

E a8
51CCC TCT GCG TCG CGG CGG CCC CAC CCA ¢ 3¢ | (SB@ 1P NF-id)
RR-KO-R:
5'GTG GGT GGG GCC GCC GCG ACG CAG AGG G 3' | (SEQ ID Nr.:54)

Visos PCR amplifikacijos buvo atliktos su klonuota
Pfu DNR polimeraze (Stratagene), Siomis salygomis:
pradiné matricos denatGracija buvo atlikta 94°C tempe-
ratdroje 7 min., po to seké 30 cikluy po 1 min. 94°C, 1
min. 55°C ir 1,5 min. 55°C. Paskutinis ciklas buvo
pabaigiamas iSlaikant 10 min. 72°C temperattroje. Galu-
tinis PCR produktas buvo suskaldytas ClaI-Xbal, iSrgy-
nintas gelyje ir klonuotas 1 pRKS5Stkneo. 293 linijos
lastelés buvo transfekuotos ivairiais konsruktais, kaip
apradyta auk$c¢iau, Siuy lasteliu supernatantas buvo ti-
riamas Ba/F3-mpl proliferacijos metodu. hML-2 ir hML-3
Siame tyrime neturéjo aktyvumo, hML(R153A, R154A) pasi-
syméjo pana3iu aktyvumu kaip ir hML, tai parodo, kad
skélimas &ioje dvieju baziniuy amino ragsciy liekanu

vietoje neturi jitakos aktyvumui (Zidar. Fig. 13).
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PAVYZDYS 12
Pelés mpl ligando kDNR mML, mML-2 ir mMIL-3

mML kDNR iSskyrimas

DNR fragmentas, atitinkantis visa Zmogaus mpl
ligando koduojama regiona buvo gautas pénaudojant PCR,
iSgrynintas gelyje ir paZymétas atsitiktiniais pradme-
nimis, esant *?P-dATP ir 3?P-dCTP. 3is méginys buvo pa-
naudotas analizuojant 10° klony i3 pelés kepeny kDNR
bibliotekos, klonuotos AGT10 (Clontech Cat Nr. ML300la) .
Replikos ant filtry buvo gautos per nakti méginius
hibridizuojant 35 % formamide, 5xSSC, 10xDenharto
buferiniame tirpale, 0,1 % SDS, 0,05 M natrio fosfati-
niame buferiniame tirpale (pH 6.5), 0,1% natrio piro-
fosfato tirpale, esant 100 pg/ml apdorotos ultragarsu
lasiSos spermos DNR. Filtrai buvo praplaunami 2xSSC, po
to praplaunami viena kartg 0,5xSCC, 0,1% SDS 42°C
temperatiroje. Hibridizacijai naudotas fagas buvo
isgrynintas ir kDNR intarpai buvo subklonuoti i Eco Rl
skélimo vieta Bluescript SK- plazmidéje. "LD" klonas su
1,5 kbp intarpu buvo pasirinktas tolesnei analizei, abi
grandinés buvo analizuojamos, kaip apradyta aukséiau
Zmogaus ML kDNR atveju. Klono LD nukleotidy ir iZves-
tinés amino rig3¢iuy liekanu sekos yra pateiktos Fig. 14
(SEQ ID Nr.: 1 ir 11). IS3vestiné subrendusio ML baltymo
amino ragsc¢iu liekany seka i35 Sio klono yra i3 331
amino rag8¢iy liekanuy ir Zymima mMLi3; (ar mML-2 dél
nurodytu Zemiau prieZas&iy). Zymus tiek nukleotidy,
tiek ir amino r0g8Ciu liekanu sekuy identid3kumas buvo
nustatytas sSiy ML 1 EPO-panasSiuose domenuose. Taciau,
kai buvo palygintos Zmogaus 1ir peliu ML idvestines
amino rag3¢iu liekanuy sekos, buvo pastebéta keturiuy
amino ruagsc¢iu liekany (tarp 111 ir 114) delecija, kuri
atitiko 12 nukleotidu delecija (nuo 618 nukleotido),

nustatytg tiek Zmogaus (ZilGr. auksciau), tiek ir kiau-
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lés (Zitr. Zemiau) kDNR. Todél buvo istirti ir kiti
klonai, siekiant nustatyti galimas peliy ML baltymo
izoformas. Viename klone "L7", turinciame 1,4 kbp
intarpa su idvestine 335 amino riagsciuy liekanuy seka,
buvo "prarastas" tetrapeptidas LPLQ. Si forma, matyt,
yra visas pelés ML baltymas, ir paZymétas mML arba
mML335. mML nukleotiduy ir iS8vestiné amino rigsciu
liekany sekos pateiktos Fig. 16 (SEQ ID Nr.: 12 ir 13).
".2" klonas taip pat buvo 1iSskirtas ir sekvenuotas.
Siame klone buvo 116 nukleotiduy delecija taip pat kaip
ir hML3 sekoje, todél buvo paZymétas mML-3. Siy dvieju
izoformu amino rGg8¢iu liekanuy seku palyginimas yra
Fig. 16.

Rekombinantinio mML ekspresija

Pelés ML ekspresijos vektorius buvo sukonstruotas
taip pat kaip ir Pavyzdyje 8. Klonai, paZyméeti mML ir
mML-2, buvo subklonuoti i pRK5tkneo, Zinduoliuy ekspre-
sijos vektoriu, kuris leidZia ekspresuoti baltymus
kontruoliuojant ekspresija CMV promotoriui ir SV40
poliadenilacijos signalui. Galutiniai ekspresijos
vektoriai, mMLpRKtkneo ir mML2pRKtkneo, buvo laikinai
transfekuoti i 293 linijos lasteles kalcio fosfatiniu
metodu. Po transfekcijos terpé buvo kondicionuojama
penkias dienas. Lastelés buvo palaikomos DMEM terpeje
su didele gliukozés koncentracija su 10 % embrioninio
verSiuku serumo.

Pelés mpl (mmpl) ekspresija Ba/F3 lastelese.

Stabili lasteliu linija, ekspresuojanti c-mpl buvo
gauta transfekuojant mmpl pRKtkneo vektoriumi taip pat,
kaip ir Zmogaus mpl atveju, aprasytu Pavyzdyje 1.
Trumpai: ekspresijos vektoriumi (20 pg, linijinis),
kuriame yra pilna pelés mpl koduojanti seka, (Skoda, R.
C., et al., EMBO J., 12:2645-2653 [1993]) buvo trans-
fekuojamos lastelés Ba/F3 elektroporacijos budu (5><lO6

lasteliy, 250 V, 960 pfF), po to seké selekcija pagal
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atsparumg neomicinui su 2mg/ml G418. mpl ekspresija
buvo jvertinama tekmés citometrija, naudojant triudio
antiseruma prieS pelés mpl-IgG. Ba/F3 lastelés buvo
auginamos RPMI 1640 terpéje, koﬁdicionuotoje WEHI-3B
lasteliy (kaip IL-3 S3Saltinio). 293 lasteliy linijos,
transfekuotos su mML ir mM1-2, supernatantas buvo
analizuojamas su BA/F3 lastelémis, transfekuotomis su

mmpl ir hmpl, apraSytu Pavyzdyje 1 bidu.

PAVYZDYS 13
Kiaulés mpl ligando kDNR pML ir pML-2

Kiaulés ML (pML) kDNR buvo iSskirta naudojant RACE
PCR. Trumpai apraSant: oligodT pradmuo ir du speci-
finiai pradmenys buvo sukonstruoti remiantis kiaules ML
geno egzono seka, koduojanc¢ia baltymo, iSskirto is
kiauliy aplastinio serumo, N gala. Buvo paruo3Stos kDNR
i8 aplastiniy kiauliy jvairiy audiniy. 1342 bp kDNR PCR
produktas buvo aptiktas inkstuose ir subklonuotas.
Keletas klonuy buvo sekvenuoti ir surasta seka, koduo-
janti subrendusi kiaulés mpl liganda (be pilnos signa-
linés sekos). Buvo nustatyta, kad kDNR koduoja 332
amino rug3&iu liekanuy subrendusi baltyma, (pML33z), jo
seka pateikta Fig. 18 (SEQ ID Nr.: 9 ir 16).

Medodas:

PML ir kDNR iSskyrimas.

Genominiai kiaulés ML geno klonai buvo iSskirti
tikrinant kiaulés genomine biblioteka, esanéia EMBL3
(Clontech Inc.) su pR45. Biblioteka buvo tikrinama kaip
aprasyta Pavyzdyje 7. Buvo atrinkta keletas klonu ir
sekvenuotas egzonas, koduojantis amino rugdéiy liekany
seka, 1identiska ML sekai. Kiaulés kDNR buvo gauta,
naudojant modifikuota RACE PCR metoda. Buvo susinte-
tinti du specifiniai ML pradmenys, remiantis kiaulés ML
geno seka. Poliadenilinta iRNR buvo iSskirta i3 aplas-

tiniy kiauliy inksty 13 esmés taip, kaip aprasyta
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auk3&iau. kDNR buvo susintetinta atvirksStinés trans-
kripcijos bidu su BamdT pradmeniu,
BamdT:

51 GACTCGAGGATCCATCGATTTTTTTTTTTTTTTTT3' ~ (SEQ ID Nr.:55)
nukreiptu i poliadenosino seka iRNR sekoje. Pirma PCR
amplifikacija (28 ciklai po 60 sek. 95°C, 60 sek. 58°C
ir 90 sek. 72°C) buvo atliekama naudojant ML specifini
h-tiesiogini-1 pradmeni
h-tiesioginis-1:

5'GCTAGCTCTAGAAATTGCTCCTCGTGGTCATGCTTCT3! (SEQ ID Nr.:43)
ir BAMAD pradmeni
BAMAD:
5'GACTCGAGGATCCATCG3' (SEQ ID Nr.:56)
100 ml reakcijos miéinib (50 mM KC1l, 1,5 mM MgCl,, 10
mM Tris pH 8.0, 0,2 mM dNTP su 0,05 V/ml Amplitag poli-
meraze [Perkin Elmer Inc.]). PCR produktas buvo suskal-
domas su Clal, ekstrahuojamas fenolio-chloroformo misSi-
niu (1:1), iSsodinamas etanoliu ir liguotjamas i 0.1 mg
Bluescript SK- vektoriu (Stratagene Inc.), kuris buvo
suskaldomas su Clal ir Kpnl. Po 2 valandu inkubacijos
kambario temperatiroje, vienas ketvirtadalis ligavimo
mifinio buvo pridedamas i kitga PCR cikla (22 ciklai
apra3yti auks&iau), naudojant kita specifini tiesiogini
pradmeni tiesioginis-1
tiesioginis-1:
5'GCTAGCTCTAGAAGCCCGGCTCCTCCTGCCTG3! (SEQ ID Nr.:57)
ir T3-21 (oligonukleotidas , kuris Jjungiasi Salia
poliklonavimo regiono Bluescript SK- vektoriuje):
5'CGARATTAACCCTCACTAAAGS' (SEQ ID Nr.:58).
Gautas PCR produktas buvo suskaldytas Xbal ir Clal ir
subklonuotas i Bluescript SK- vektoriu. Buvo sekvenuota
keletas nepriklausomy PCR reakciju klonu.

Buvo identifikuota kita forma, pazymeéta pML-2,
koduojanti baltyma be keturiu amino ragsciy liekanu
(328 amino rugsciuy liekanos) (Ziar. Fig. 21 ([SEQ 1ID
Nr.:21}). Lyginant pML ir pML-2 amino rugs$ciuy liekanu

LT 4120 B
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sekas, matome, kad 3ios sekos yra identiskos, iSkyrus
tai, kad paskutiniojoje néra QLPP tetrapeptido, atitin-
kanC¢io 111-114 liekanas (ZiGr. SEQ ID Nr.:18 ir 21).
Keturiy amino rig3¢iy liekanu delecija aptinkama pelés,
Zmogaus ir kiaulés ML kDNR tose paCiose baltymy

idvestiniy amino rugs§&iy liekany sekuy vietose.

PAVYZDYS 14

Trombopoetino (TPO) poveikio trombocity antigeno
GPIILITI, ekspresijos indukcijai CMK lastelése tyrimas

CMK lastelés yra auginamos RPMI 1640 terpéje su
10% embrioninio ver$iuko serumo ir 10mM gliutamino.
Lastelés prie$ bandyma praplaunamos ir suspenduojamos
(5x10° lasteliu/ml), beseruminéje GIF terpeje su 5mg/1
jauc¢io insulino, 10mg/1l apo-transferino 1ir jprastu
mikroelementy kiekiu. Atitinkamai atskiestas TPO stan-
dartas arba tiriami pavyzdZiai po 100 pl ineSami {
kiekvieng 96-3ulinéliy plok3c¢iadugnés plok3telés Suli-
neli. Tada ineSama po 100 pl CMK lasteliu suspensijos,
ir plokStelés inkubuojamos 48 valandas inkubatoriuje su
5% CO0, 37°C temperatidroje. Po inkubacijos plokitelés
centrifuguojamos penkias minutes 1000 aps./min. 4°C
temperattroje. Supernatantai iSpilami ir i kiekvieng
Sulinéli pridedama po 100 pl  konjuguotuy su FITC'u
GPIIRIII, monokloniniy 2D2 antik@nu. Po vienos valandos

inkubacijos 4°C temperatiroje, plok3telés vél centri-
fuguojamos penkias minutes 1000 aps./min. Supernatantai
Su neprisijungusiais antikiinais i3pilami ir &ulineéliai
praplaunami 200 pul 0,1% BSA-PBS tirpalo. Plovimas 0,1%
BSA-PBS kartojamas tris kartus. Po to lastelés anali-
zuojamos naudojant standartine vienparametrine analize,
t.y. FASCAN aparatu matuojant santykini fluorescensijos

intensyvumsa.
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PAVYZDYS 15

Trombopoetino (TPO) poveikio DAMT lagsteliy
endomitotiniam aktyvumui tyrimas 96-sulinéliy
plokstelése

DAMI lastelés yra auginamos IMDM terpéje su 10%
arklio serumo (Gibco), 10mM glutamino, 100ng/ml
penicilino G ir 50 pg/ml streptomicino. Prie3 bandymg
lasteles yra praplaunamos, suspenduojamos
(1x10° lasteliuy/ml), IMDM terpéje su 1 % arklio serumno
ir i8pilstomos i 96-35ulinéliy apvaliadugnes ploxksteles.
I DAMI lasteliu suspensija plokStelése pridedama po
100 pl TPO standarto arba tiriamu pavyzdZiu ir
inkubuojama 48 valandas inkubatoriuje su 5% CO, 37°C
temperatidroje. Po inkubacijos plok3telés centrifaG-
guojamos Sorvall 6000B centrifugoje penkias minutes
1000 aps./min. 4°C temperatiroje. Supernatantas
iSpilamas, o plokStelés du kartus praplaunamos 200 pl
PBS su 0,1% BSA tirpalo. Lastelés fiksuojamos,
pridedant 200 pl atSaldyto 70 % etanolio-PBS, o po to
resuspenduojama. Po 15 min. inkubacijos 4°C
temperaturoje, plokStelés yra centrifuguojamos penkias
minutes 2000 aps./min., supernatantas i3pilamas, o i
Sulinélius ineSama po 150 pl lmg/ml  RNR'zés su
0,1 mg/ml propidZio jodido ir 0,05 % Tween-20. Po
vienos valandos inkubacijos 37°C temperatiircje, tékmés-
citometrijos metodu matuojami DNR kiekio pakitimai.

Poliploidija yra ivertinama pagal formule:

(%last.esanciu>G2+M/%last.esand¢iy<G2+M)su TPO

NPR =
(Yolast.esanciu>G2+M/%last.esandiuy<G2+M)kontroléje

NPR — normalinis poliploidy santykis.
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PAVYZDYS 16
Trombopoetino (TPO) in vivo nustatymas
(Pelés trombocity prisijungimo analizé)
Trombocity produkcijos in vivo nustatymas,
naudojant *°s
Siekiant sukelti trombocitopenija, C57BL6 linijos
peléms (gautos i35 Charles River) i pilvo ertme (IP)
(diena 1) buvo suleidZiama 1 ml oZkos serumo pries pe-
liy trombocitus (6 ampulés). 5 ir 6 dieng peléms buvo
suleidziamos dvi injekcijos (IP) faktoriaus ar PBS,
naudojamo, kaip kontrolé. 7 diena buvo suleid?iama i
vena 30uCi Na2“SO4 0,1 ml druskos tirpale, 33g isijun-
gimo i cirkuliuojandius trombocitus procentas nuo su-
leistos dozés buvo nustatomas kraujo méginiuose, paim-
tuose i35 bandomuju ir kontroliniuy peliuy. Trombocity ir
leukocity radioaktyvumai bﬁvo matuojami po to tiek pat

laiko, paémus kraujg i3 retro-orbitalinio sinuso.

PAVYZDYS 17
Trombopoetino (TPO) KIRA ELISA,
ivertinant mpl-Rse.gD chimerinio receptoriaus
fosforilinimsg
Zmogaus mpl receptorius buvo atrastas Vigon et
al., PNAS USA, 89:5640-5644 (1992). Chimerinis recep-
torius, kurio sudétyje yra ekstralastelinis mpl recep-
toriaus domenas (ECD), transmembraninis (TM) ir vidu-
lastelinis (ICD) Rse domenai (Mark et al., J. of Biol.
Chem., 269(14):10720-10728 [1994]) ir C galinis flag
polipeptidas (pvz., Rse.gD), buvo naudojamas KIRA ELISA
analizéje, aprasomoje Siame pavyzdyje. Schematinis
analizés apraSymas pateiktas Pies.30 ir 31.
(a) Sujungiancio agento paruodimas
Monoklonaliniai anti-gD (klonas 5B6) buvo pagamin-
ti prie3 peptida 15 Herpes simplex viruso glikopro-

teino D (Paborsky et al., Protein Engineering 3(6):547-
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553 [1990]). I3grynintas preparatas buvo praskiedZiamas
iki 3,0 mg/ml koncentracijos fosfatiniu buferiniu tir-
palu (PBS), pH 7,4 ir iSpilstytas po 1,0 ml buvo saugo-
mas -20°C temperatiroje.

(b) Antikdniy pries$ fosfotirozing paruosSimas

Monokloniniai antikinai prie$ fosfotirozing (klo-
nas 4G10) buvo gautas i3 UBI (Lake Placid,NY) ir bioti-
nilinti, naudojant ilgos grandinés biotin-N-hidroksi-
sukcinamida (Biotin-X-NHS, Research Organics, Cleve-
land, OH).

(c) Ligandas

mpl ligandas buvo gautas rekombinantiniu buadu,
kaip apra3yta Siame iSradime. ISgrynintas mpl ligandas
buvo saugomas 4°C temperattroje.

(d) Rse.gD nukleino rugséiy paruoSimas

Sintetiniai dvigrandZiai oligonukleotidai buvo pa-
naudoti atstatyti Zmogaus Rse C galo 10 amino ruagsc&iuy
liekany (880-890) seka, kuri buvo prijungta prie papil-
domy 21 amino rugs3c¢iy liekanu, kuriose yra 5B6 epitopas
ir stop kodonas. Lenteléje 10 pateikta sintetineé sulie-

to geno dalis.

Lenteleée 10

Sintetiné dvigrandé Zmogaus Rse sulieto geno dalis.

koduojanti grandiné:

5'-TGCAGCAAGGGCTACTGCCACACTCGAGCTGCGCAGATGCTAGCC
TCAAGATGGCTGATCCAAATCGATTCCGCGGCAAAGATCTTCCGGTCC
TGTAGAAGCT-3"' (SEQ ID Nr.:59)

Nekoduojanti (anti-sense) grandiné

5'-AGCTTCTACAGGACCGGAAGATCTTTGCCGCGGAATCGATTTGGA
TCAGCCATCTTGAGGCTAGCATCTGCGCAGCTCGAGTGTGGCAGTAGC
CCTTGCTGCA-3' ) (SEQ ID Nr.:60)

Sintetiné DNR buvo liguojama su kDNR, koduojancia
Zmogaus Rse amino rag3¢iuy liekanas nuo 1 iki 880 nuk-
leotido, pradedant nukleotidu 2644 prie PstI skélimo

vietos publikuotoje Zmogaus Rse kDNR sekoje (Mark et
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al., Journal of Biological Chemistry 269(14):10720-
10728 [1984]) ir su ekspresijos vektoriaus pSV17.ID.LL
polilinkerio HindIII skélimo vieta (ZiGr. Fig. 32 A-L;
SEQ ID Nr.:22). Taip buvo sukonstruota ekspresiné plaz-
midé pSV.ID.Rse.gD. Trumpai charakterizuojant, ekspre-
sijos plazmidéje yra dicistroninis pirminis transkrip-
tas, kuriame yra seka, koduojanti DHFR, ribojama 5°
splaisingo donoro ir 3' splaisingo akceptoriaus introno
splaisingo srities, kurios eina po sekos, koduojandios
Rse.gD. Visa (be splaisingo) informaciné seka turi
DHFR, kaip pirma atviro skaitymo rémeli, todél generuo-
ja DHFR baltyma, o tai leidZia selekcijuonuoti stabi-
lius transformantus.

(e) mpl-Rse.gD nukleino rugscéiy paruosSimas

Ekspresijos plazmidé pSV.ID.Rse.gD, sukonstruota,
kaip aprasSyta aukS$c&iau, buvo modifikuota i plazmide
pSV.ID.M.tmRd6, kurioje yra sekos, koduojancios Zmogaus
mpl ECD (amino rag3¢iu liekanos 1-491) sulietg su
transmembraniniu domenu ir vidulasteliniu domenu Rse.gD
(amino rugsc¢iu liekanos 429-911). Buvo naudojami sin-
tetiniai oligonukleotidai dalies Zmogaus mpl ekstralas-
telinio domeno sujungimui su dalimi sekos, koduojan&ios
Rse, atliekant dvieju etapuy PCR klonavimo reakcija,
kaip apraSyta Mark et al., J. Biol. Chem., 267:26166-

26171 (1992). Pirmame PCR reakcijos etape buvo
naudojamas pradmuo M1

5'-TCTCGCTACCGTTTACAG-3"' (SEQ ID Nr.:61)
ir pradmuo M2

5'-CAGGTACCCACCAGGCGGTCTCGGT-3" (SEQ ID Nr.:62)
su mpl kDNR matrica ir Rl |
5'-GGGCCATGACACTGTCAA-3' (SEQ ID Nr.:63)
ir R2

5'"-GACCGCCACCGAGACCGCCTGGTGGGTACCTGTGG
TCCTT -3' (SEQ ID Nr.:64)
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su Rse kDNR matrica. Sios suliejimo vietos PvuII-Smal
fragmentas buvo panaudotas konstruojant pilno ilgio
chimerini receptoriy.

(f) Lasteliy transformavimas

DP12.CHO lastelés (EP 307,247, publikuotas
1989.03.15) buvo elektroporuojamos su pSV.ID.M.tmRd6
plazmide, kuri buvo linerizuota per unikalig NotI ske-
limo vieta. DNR buvo iSsodinama etanoliu po ekstrakci-
jos fenolio/chloroformo miSiniu ir suspenduojama 20 pl
1/10 Tris EDTA. Po to prie3 elektroporacija (400 V,
330 puF), 10 pg DNR buvo inkubuojama su 10’ CHO DP12
lastelémis 1 ml PBS tirpalo lede 10 min. Lastelés po
elektroporacijos buvo i3laikomos 10 min. lede prie$
perkeliant Jjas 1 neselektyvia terpe. Po 24 valandy
lasteles buvo maitinamos terpe be nukleotidy tam, kad
bGty galima atrinkti DHFR+ stabilius klonus.

(g) Transformuoty lasteliy selekcija KIRA ELISA
analizei

Ekspresijos klonai MPL/Rse.gD buvo identifikuojami
vesternblotavimu,atlikus visy lasteliy lizato frakcio-
navimg SDS PAGE, naudojant 5B6 antikdnus, kurie detek-
tuoja gD tag epitops.

(h) Terpé

Lastelés buvo auginamos F12/DMEM 50:50 terpéje
(Gibco/BRL, Life Technologies, Grand Island, NY). Terpé
buvo papildyta 10 % diafiltruotu FBS (HyClone, Logan,
Utah), 25mM HEPES ir 2mM L-gliutaminu.

(i) KIRA ELISA analizé

Vektoriumi Mpl-Rse.gD transformuotos DP12.CHO buvo
perkeltos (po 3x10* viename Sulinélyje) 1 plok3ciadug-
nes 96 3Sulineliy plokSteles kartu su 100 pl terpés ir
kultivuojamos per nakti 37°C temperatiroje, esant 5%
CO;. Sekanti ryta Sulinéliuose esantis supernetantas
buvo dekantuojamas, plokStelés atsargiai nusausinamos

ant popierinio rank$Sluosc¢io. I kiekviena 3ulinéli buvo
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ipilama po 50 pl terpés su tiriamasiais méginiais arba
200, s0, 12,5, 3.12, 0,78, 0,19, 0,048 ar 0 ng/ml mpl
ligando. Lastelés buvo stimuliuojamos 30 minu&iy 37°C
temperatliroje, S3Sulinéliuose esantis Supernatantas buvo
dekantuojamas ir plok3telés vel atsargiai nusausinamos
ant popierinio rank3luo3&io. Siekiant sulizuoti laste-
les ir iStirpinti chimerini receptoriy, buvo pridedama
po 100 pl lizatinio buferinio tirpalo i kiekvienag Zuli-
néli. Lizatinio buferinio tirpalo sudétis: 150mM NacCl
tirpalas su 50mM HEPES (Gibco), 0,5% Triton-X 100
(Gibco), 0,01% mertiolato, 30 kTV/ml aprotino (ICN Bio-
chemicals, Aurora, OH), 1mM 4-(2-aminoetil)-benzen-
sulfonilflorido hidrochlorido (AEBSF, ICN Biochemi-
cals), 50 uM leupeptino (ICN Biochemicals) ir 2 mM
natrio ortovanadato (Na3VOs, Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO), pH 7,5. Plok3telé buvo atsargiai purtoma
kratytuve (Bellco Instruments, Vineland, NJ) 60 minuciy
kambario temperatiroje.

Kol lastelés buvo tirpinamos, ELISA mikrotitravimo
plokStelés (Nunc Maxisorp, Inter Med, Denmark) su sor-
buotais per nakti 4°C temperatdroje 5B6 monokloniniais
antik@nais (5,0 pg/ml 50 mM karbonatiniame buferiniame
tirpale, pH 9,6, po 100 pl i viena 3ulinéli) buvo nude-
kantuojamos ir atsargiai nusausinamos ant popierinio
rank3luos¢io, po to blokuojamos, ipilant 150 nl vienam
Sulinéliui blokavimo buferinio tirpalo [PBS, kuriame
yra 0,5 % BSA (Intergen Company, Purchase, NY) ir
0,01 % mertiolato] panaudojant automatini ploksSteliy
plovimo irengini (ScanWasher 300, Skatron Instruments,
Inc., Sterling, VA).

Lizatas su iStirpintu MPL/Rse.gD i3 audiniy kulta-
ros plokStelés Sulinéliy buvo perkeliamas (po 85 ul i
Sulinéli) i anti-gD 5B6 padengtus ir blokuotus ELISA
plokStelés 3ulinélius ir inkubuojama 2 valandas kamba-

rio témperatﬁroje, atsargiai purtant. Neprisijunges
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mpl-Rse.gD buvo paSalinamas praplaunant praplovimo
buferiniu tirpalu, ir pridedama po 100 pl biotinilintuy
4G10 (antikiny priesS fosfotirozina), praskiesty 1:18000
praskiedimo buferiniu tirpalu (PBS, kuriame yra 0,5 $%
BSA, 0,05 % Tween-20, 5 mM EDTA ir 0,01 % mertiolato),
tai yra 56 ng/ml buvo jdedami i kiekvieng 3ulinéli. Po
2 wval. inkubacijos kambario temperatlroje ploksStelé
buvo praplaunama, ir i kiekviena »éulinéli buvo
pridedama po 100 pl streptovidino konjugato su krieny
peroksidaze (HRPO) (Zymed Laboratories, S. San
Francisco, ca), praskiesto 1:60000 praskiedimo
buferiniu tirpalu. Plok3telés buvo inkubuojamos 30 min.
kambario temperatiroje, Svelniai purtant. Neprisijunges
avidino konjugatas buvo i3plaunamas, ir i kiekviena
Sulinéli buvo pridedama po 100 pl S8vieZiai paruodto
substrato tirpalo (tetrametilbenzidinas [TMB] ;
dvikomponentis substrato rinkinys (Kirkegaard and
Perry, Gaithersburg, MD) buvo pridétas i kiekviena
Sulinéli. Reakcijai ivykti plok3telés buvo laikomos
10 min., po to spalvos susidarymas buvo stabdomas,
pridedant i kiekviena 3Sulinéli po 100 pl 1,0 M H3PO,
tirpalo. Sugertis 450 nm bangoje buvo matuojama,
lyginant su sugertimi 650 nm bangoje (ABS4s50/650) «
naudojant vmax plok3teliuy daugiakanali spektrofotometra
(Molecular Devices, Polo Alto, CA&), kontroliuojant
Macintosh Centris 650 (Apple Computers, Cupertino, CA),
duomenys apdorojami DeltaSoft programa (BioMetallics,
Inc, Princeton, NJ).

Kalibraciné kreivé buvo sudaroma pagal dpl2.trkA,B
ar C.gDh 1lasteliy stimuliacija, esant 200, 50, 12.5,
3.12, 0,78, 0,19, 0,048 ar 0 ng/ml mpl ligando arba
iSreiskiama kaip ng/ml TPO ir ABS4sgses0 £ sd priklauso-
mybé, naudojant DeltaSoft programg. PavyzdZiuy koncen-
tracijos buvo nustatomos pagal sugerti ir i3 kalibra-

cinés kreivés iSreisSkiamos kaip TPO aktyvumas ng/ml.
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Nustatyta, kad mpl ligandas sugeba aktyvuoti mpl-
Rse.gD chimerini receptoriu ligand-specifiniu nuo
koncentracijos priklausomu biddu. Toliau mpl-Rse.gD KIRA
ELISA analize buvo nustatyta, kad analizei netrukdo
100 % Zmogaus serumas (parodyta pie3inélyje) ar 100 &
plazma (neparodyta pie3inélyje), tai leidZia naudoti

metoda tiriant pacientus ir atliekant pK meginiy

analize.
TPO33; produkcija 293 lastelése
(Standartiné kreive)
<o
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0 LR Illlll‘ LS llllﬂ] i lIlllU[ 1 4 ll]ll"l LRSI
0.01 0.1 1 10 100 1000
TPO koncentracija (ng/ml)
TPO EC50 apibendrinimas
TPO formos EC50 EC50
(lastelés) (m/v) (moliaringumas)
Hu TPO 332 (293) 2.56 ng/ml 67.4 pM
Mu TPO 332 (293) 3.69 ng/ml 97.1 pM
Hu TEQ 153 1283) . ~41 ng/ml ~1.08 nM
Hu TPO 155 (E.coli) 0,44 ng/ml 11.6 pM
Hu TPO 153met (E.coli) 0,829 ng/ml 21.8 pWM
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PAVYZDYS 18
Trombopoetino nustatymas ELISA metodu, pagristas
saveika su receptoriumi

ELISA plok3telés buvo padengiamos triusio antikiny
pried zZmogaus IgG (Fc) F(ab'): fragmentais karbonati-
niame buferiniame tirpale pH 9,6 per nakti 4°C tempera-
tiroje. Plok3telés buvo blokuojamos 0,5 % jaucio serumo
albuminu PBS kambario temperatiroje 1 valanda. Kulta-
riné terpé i3 fermentatoriaus, turinti chimerini recep-
toriy mpl-IgG, buvo ipilama i 3Sulinélius ir inkubuojama
2 valandas. Toliau i 3ulinélius buvo ipilami standarti-
nio pavyzdZio (TPOs3;, produkuotas 293 linijos laste-
lése, kurio koncentracija buvo nustatyta pagal amino
rag3&iy liekanuy analize) praskiedimu serija (nuo 25 iki
0,38 ng/ml, praskiedimo Zingsnis 2) ir méginiu praskie-
dimo serijos. Standartas ir méginiai skiedZiami PBS su
0,5 % jaucdio serumo albumino ir 0,05 % Tween 20. Inku-
buojama buvo 2 valandas. SusiriSes TPO buvo detektuo-
jamas, naudojant 1i8grynintus proteinu-A ir biotini-
lintus triud3io antik@nus prie§ TPOiss, kuris buvo eks-
presuotas E. coli lastelése. Po 1 valandos inkubacijos
i Sulinélius buvo ineSama steptavidin-peroksidazeé ir
inkubuojama 30 min. Prisijungusi peroksidazé buvo
nustatoma, naudojant substrata - 3,3',5,5'-tetrametil-
benziding. Sugertis buvo jivertinama 450 nm bangoje.
Plok3telés buvo praplaunamos po kiekvienos stadijos.
Duomeny analizei buvo naudojama kalibraciné kreivé,
apdorota, naudojant 4 parametruy kreiviy aprasymo
Kaleidagraph programa. TPO koncentracijos meéginiuose

buvo apskaid¢iuojamos pagal kalibracine kreive.

PAVYZDYS 19
TPO ekspresija ir isSgryninimas is lasteliy 293

linijos



10

15

20

25

185

LT 4120 B

1. Lgsteliy 293 linijos ekspresijos vektoriy

paruosSimas
kDNR, atitinkanti visg TPO baltymg ir esanti atvi-
rame skaitymo rémelyje, buvo gauta PCR metodo pagalba,

naudojant 3iuos oligonukleotidinius pradmenis:

LENTELE 11

PCR pradmenys

Cla.Fl.F:
5' ATC GAT ATC GAT CAG CCA GAC ACC CCG GCC (SEQ ID Nr.:65)
AG 3°

hmplIR:
5' GCT AGC TCT AGA CAG GGA AGG GAG CTG TAC (SEQ ID Nr.:48)
ATG AGA 3'

DNR fragmentas buvo amplifikuojamas nuo PRKS-hmplI
matricos (apradyta Pavyzdyje 9), naudojant pfu DNR
polimeraze (Stratagene) . Pradiné denatGracija buvo
altiekama 94°C temperattroje 7 minutes, po to seke 25
amplifikacijos ciklai (1 min. 94°C, 1 min. 55°C ir 1
min. 72°C). Pabaigoje buvo iSlaikoma 72°C temperatiroje
15 minuc¢iy. PCR produktas buvo iSgrynintas ir klonuotas
tarp Clal ir Xbal skélimo viety pRKStkneo plazmidéje,
kuri yra sukonstruota modifikuojant pRKS vektoriu.
Vektorius pRK5tkneo.ORF ekspresuoja gena, apsprendZian-
ti atsparuma neomicinui ir kontroliuojama timidinkina-
zés promotoriumi. Antras konstruktas, atitinkantis EPO
homologiska domeng, buvo sukonstruotas tokiu pat biddu,
tik naudojant kiek skirtinga pradmeny pora. Tiesioginis
pradmuo buvo Cla.FL.F (zZiar. Lentele 11), o atvirksti-
nio pradmens seka buvo tokia:

Arg.STOP.Xba:

5" TCT AGA TCT AGA TCA CCT GAC GCA GAG GGT  (SEQ ID Nr.:66)
GGA CC 3°

Galutinis konstruktas buvo pavadinatas PRK5-tkneoEPO-D.
Abieju konstruktu sekos buvo patvirtintos aprasytu

Pavyzdyje 7 buadu.
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2. Zmogaus embriono inksty lasteliy transfekcija

Auksciau apra3yti konstruktai buvo transfekuoti i
Zmogaus embriono inksty lasteles, naudojant kalcio
fosfatini metoda, apra3yta Pavyzdyje 9. Praéjus 24 val.
po transfekcijos, buvo pradedama neomicinui atspariu
klony atranka selektyvioje terpéje su 0,4 mg/ml G418.
Po 10 - 15 dieny neomicinui atsparis klonai buvo indi-
vidualiai perkeliami i 96 Sulinéliy ploksSteles, toliau
auginama iki lasteliuy monosluoksnio susidarymo. MLjsz ir
ML33, ekspresija buvo ivertinama, tikrinant transfektan-
tu kondicionuotos terpés aktyvuma Ba/F3-mpl lasteliy
proliferacijos metodu (Zidr. Pavyzdi 1).

3.rhML3;; gryninimas

293-rhML332 kondicionuota terpé buvo uZneSama ant
Blue-Sepharose (Pharmacia) kolonélés, kuri buvo nulygs-
varinta 10 mM natrio fosfatiniu buferiniu tirpalu pH
7,4 (buferis A). Koloneélé paeiliui buvo praplaunama 10
kolonélés tiriuy buferiu A ir buferio A su 2 M karbami-
do. Baltymai buvo eliujuojami buferiniu tirpalu A su
2 M karbamido ir 1 M NaCl. Eliujuotos nuo Blue-Sepharo-
se kolonélés apjungtos frakcijos buvo uZneSamos ant
WGA-Sepharose koloneéleés, nulygsvarintos buferiniu tir-
palu A. Kolonélé paeiliui buvo praplaunama su 10 kolo-
nélés tidriy buferio A su 2 M karbamido ir 1 M NaCl,
baltymail buvo eliujuojami tuo paciu buferiniu tirpalu,
i kuri pridéta 0,5 M N-acetil-D-glukozamino. Eliuatas
nuo WGA-Sepharose kolonélés buvo chromatografuojamas
C4-HPLC kolonéléje (Synchrom, Inc.) nulygsvarintoje
0,1 $ TFA. Nuo C4-HPLC kolonélés baltymai buvo eliujuo-
jami propanolio gradientu (0-25 %, 25-35%, 35-70%).
rhML33» buvo aptiktas 28-30% propanolio gradiento sri-
tyje. SDS-PAGE analizeje iSgrynintas rhML3;; migruoja
pla&ia juosta 68-80 kD srityje (ZiGr. Fig. 15).

4.rhML;s3 gryninimas

293-rhML;s3 kodicionuota terpé buvo gryninama su

Blue-Sepharose, kaip apradyta rhML33;» atveju. Eliuatas
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18 Blue-Sepharose kolonélés buvo uZneStas, kaip apra-
Syta aukscéiau. rhML;s3 eliuatas i3 mpl-afininés koloné-
lées buvo chromatografuojamas C4-HPLC kolonéléje, kaip
apraSyta rhMLjs3, atveju. ISgrynintas rhML;s3 SDS-PAGE
analizeéje i3skiriamas kaip dvi dominuojan&ios juostos
ir dvi minorinés juostos, kuriy molekulinés maseés yra

~18000 - 21000 kD (Zidr. Fig. 15).

PAVYZDYS 20
TPO ekspresija CHO ir gryninimas
1. CHO ekspresijos vektoriaus aprasymas

Ekspresijos vektoriai, panaudoti elektroporaci-
joje, apra3ytoje Zemiau, buvo pazymeti:

pPSVIS.ID.LL.MLORF (pilnas arba hTPOs3,), ir

pSVIS5.ID.LL.MLEPO-D (nukirptas arba hTPO;s3) .

Siu plazmidZiy konstrukcijos yra pateiktos Fig. 23
ir 24.
2.CHO ekspresijos vektoriaus paruosSimas

kDNR, kurioje yra pilnas hTPO atviras skaitymo
remelis, buvo gauta PCR, naudojant oligonukleotidinius
pradmenis, pateiktus Lenteléje 12.

LENTELE 12

CHO ekspresijos vektoriaus PCR pradmenys
Cla.FL.F2:
5" ATC GAT ATC GAT AGC CAG ACA CCC CGG CCaA  (SEQ ID Nr.: 47)
G 3!
ORF.Sal:
5' AGT CGA CGT CGA CGT CGG CAG TGT CTG AGA  (SEQ ID Nr.: 67)
ACC 3!

PRKS-hmplI (apradSytas PavyzdZiuose 7 ir 9) buvo
naudojamas kaip matrica, esant pfu DNR polimerazei
(Stratagene). Pradiné denatlracija buvo atliekama 9¢°C
temperatiroje 7 minutes, po to seké 25 amplifikaciiocs
ciklai (1 min. 94°C, 1 min. 55°C ir 1 min. 72°C). Pabai-

goje buvo iSlaikoma 72°C temperatiroje 15 minuciy. PZR
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produktas buvo gryninamas ir klonuojamas i Clal ir Sall
skélimo vieta plazmidéje pSVI5.ID.LL, tokiu biddu buvo
sukonstruotas vektorius pSVI5.ID.LL.MLORF. Sekantis
konstruktas, kuriame yra EPO homologinis domenas, buvo
sukonstruotas tuo paliu keliu, naudojant Cla.FL.F2 kaip
tiesiogini pradmeni ir sekanti atvirk3tini pradmeni:
EPOD.Sal:

5'ATG CGA CGT CGA CTC ACC TGA CGC AGA GGG (SEQ ID.Nr.:68)

TGG ACC 3'
Galutinis konstruktas buvo pazZzymétas pSVI5.ID.LL.MLEPC-D.

Abieju konstruktu sekos buvo patikrintos aprasSytu
PavyzdzZiuose 7 ir 9 budu.

Trumpai, pilno ilgio ir nukirpta liganda koduojan-
¢ios sekos buvo jterptos 1 poliklonavimo sriti CHO
ekspresijos vektoriuje pSVI5.ID.LL. Siame vektoriuje
yra ankstyvas promotoriaus/sustiprintojo regionas,
modifikuotas splaisingo elementas, kuriame yra pelés
DHFR kDNR, poliklonavimo sritis tikslinio geno
iterpimui (Siuo atveju TPO sekos), SV40 poliadenilinimo
signalas, replikacijos iniciavimo vieta ir Dbeta-
laktamazés genas plazmidés selekcijail ir amplifikacijai
bakterijose.

3. Stabilios CHO lgsteliy linijos,
ekspresuojancéios rekombinantinius TPO33; ir TPO;s3,
sukiirimo metodologija

a. CHO teviniy lasteliy linijos aprasymas

CHO (Kinijos Ziurkéniuy kiausidziy) lasteliy-Seimi-
ninkuy linija, naudojama TPO molekuliy ekspresijai, yra
Zinoma kaip CHO-DP12 (ziar. EP 307247, publikuota
1989.03.15). S8i Zinduoliuy lasteliu linija buvo atrinkta
i85 transfekuoty téviniy lagsteliu linijos (CHO-K1 DUX-
B11 (DHFR-)- gautos i§ Dr. Frank Lee, Stanford Univer-
sity su Dr. L. Chasin sutikimu) su preproinsulino eks-
presijos vektoriumi, tam kad bGty gauti klonai su suma-
7intu insulino poreikiu. Sios latelés talp pat yra

DHFR-, todél klonai gali bdti atrenkami esant DHFR kDNR
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vektoriaus sekoms, auginant terpéje be nukleozidy
priedu (glicino, hipoksantino ir timidino). §i atrankos
sistema paprastai naudojama stabilioms ekspresuojan-
Cioms CHO lasteliuy linijoms atrinkti.

b. Transfekcijos metodas (elektroporacija)

Lasteliy, ekspresuojanc¢iy TPOs33; ir TPO;ss3, linijos
buvo gaunamos transfekuojant DP12 lasteles elektropo-
racija (zidr. Anderson, G.L. J.Tiss.Cult. Meth., 15,56
[1993]) atitinkamai su linearizuotomis pSVIS.ID.LL.MLORF
ar su pSVI5.ID.LL.MLEPO-D plazmidémis. Trys (3) restrik-
cijos fermenty reakcijos miSiniai buvo naudojami kiek-
vienos plazmidés skélimui; buvo naudojama 10 pg, 25 pg
ir 50 pg vektoriaus, skaldant su NOTI fermentu pagal
standartinius molekulinés biologijos metodus. 8i res-
trikcijos vieta, vienintelé vektoriuje, yra lineari-
zacijos regione 3' gale ir uZ TPO 2igando transkrip-
cijos elementuy (ZiGr. Fig. 23). 100 pg reakcijos midi-
nio buvo inkubuojamas per nakti 37°C temperatiaroje.
Kita dieng mi3inys buvo viena karta iSekstrahuojamas
fenolio-chloroformo-izoamilo alkoholio midiniu
(50:49:1) ir ekstraktas iSsodinamas etanoliu, islaikant
sausame lede vienag valanda. Nuosédos buvo surenkamos
centrifuguojant 15 min. ir po to isdZiovinamos. Linea-
rizuota DNR buvo suspenduota i 50 nl Ham DMEM-F12 1:1
terpe, papildant jg standartiniais antibiotikais ir
2 mM gliutamino.

Auginamu DP12 lasteliy suspensija buvo surenkama,
praplaunama viena karta terpe, naudojama DNR suspenda-
vimui, ir pabaigai suspenduojamos toje pacioje terpéje,
esant lgsteliu koncentracijai 10’7 lasteliy 750 pul.
Lasteliy suspensijos alikvotos (po 750 pl) ir kiekvie-
nas linearizuotos DNR miSinys buvo inkubuojami kartu
kambario temperatroje viena valanda ir perne3ami i BRL
elektroporacijos kamera. Kiekvienas reakcijos midinys

buvo elektroporuojamas standartiniame elektroporacijos
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aparate, esant 350V ir 330 pF, esant maZai talpuminei
varZzai. Po elektroporacijos 1lastelés buvo paliekamos
aparate 5 min. ir po to buvo papildomai iSlaikomos 10
min. lede. Elektroporuotos lastelés buvo perkeliamos i
60 mm audiniy kultiros léksteles, kuriose buvo po 5 ml
pilnos standartinés CHO augimo terpeés (didelés glukozés
koncentracijos DMEM-F12 50:50, be glicino su 1x GHT,
2 mM glutamino ir 5% embrioninio ver3iukuy serumo) ir
auginamos audiniy kultGros inkubatoriuje per nakti,
esant 5 % CO;.

c. Tikrinimo ir atrankos metodas

Kita diena lastelés buvo tripsinizuojamos nuo
ploksteliy pagal standartine metodika ir perkeltos i
150 mm audiniy kultGros 1lékSteles su DHFR selektyvia
terpe (Ham DMEM-F12, 1:1 terpe, apraSyta auksciau,
papildyta 2 % arba 5 % dializuoto embrioninio ver3iuky
serumo, bet be glicino, hipoksantino ir timidino - tai
yra standartiné DHFR selekcijos terpe). Lasteles i85
kiekvienos 60 mm lékStelés buvo padauginamos i penkias
150 mm lék3teles. Lastelés buvo inkubuojamos nuo 10 iki
15 dieny (su vienu terpés pakeitimu) 37°C temperatia-
roje, esant 5 % CO;, kol buvo pastebimas klonuy augimas
ir kol klony dydis pasieké dydi, tinkama pernesti i 96
Sulinéliy plok3teles. Po 4-5 dienu lastelés buvo perke-
liamos i 96 Sulinéliuy plok3teles, naudojant sterilius
geltonus pipetmano antgalius (po 50 pul). Lastelés buvo
paliekamos augti, kol susidarydavo lasteliy monosluoks-
nis (paprastai 3-5 dienas), ir tripsinizuojamos, kiek-
viena klong iS8séjant 2 pakartojimais. Trumpa laikg Sios
dvi kopijos buvo laikomos 3Saldiklyje, pridéjus i kiek-
vieng Sulinéli po 50 pul 10 % DMSO. Likusi klonu dalis
buvo auginama iki monosluoksnio susidarymo, augimo
terpé buvo i3siurbiama ir uZpilama beserumine terpe, po
penkiy dienu tokiuose kondicionuotos terpés meginiuose

buvo nustatoma TPO ekspresija, naudojant analize su
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Ba/F lastelémis. Klonai, atrinkti pagal 3ig analize ir
turintys didZiausia ekspresijos lygi, buvo paimami i3
Saldiklio ir pagausinti dviejuose 150 mm T-induose. Pa-
augintos lastelés buvo naudojamos adaptacijai suspen-
sinei kultidrai, pakartotinei analizei ir saugojimui.

d. Amplifikacijos protokolas

Keletas lasteliy linijy, turindiy didZiausiag titra
po selekcijos, kuri apradyta auk3c¢iau, buvo amplifikuo-
jamos metotreksato metodu, siekiant gauti dar didesnio
titro klonus. CHO 1lasteliy klonai buvo padidinti ir
pernesti i 10 cm lék3teles, esant 4 metotreksato kon-
centracijoms (t. y., 50 nM, 100 nM, 200 nM ir 400 nM)
ir dviems ar trims skirtingoms lasteliy koncentracijoms
(10°, 5x10° ir 10° lasteliy léksteléje). Sios lastelés
buvo inkubuocjamos 37°C temperatiroje, esant 5 % CO,
kol klonai bus pastebimi ir galima bus perkelti i 96
Sulineliy plok3teles tolesnei analizei. Keletas auk3to
titro klonu po 3ios selekcijos buvo paveikti didesnés
koncentracijos metotreksato (t. vy., 600 nM 800 nM,
1000 nm ir 1200 nM), atspartus klonai buvo perkeliami i
96 Sulineéliy plok3teles ir tiriami.

4. Stabiliai ekspresuojandéiy rekombinantini
zZmogaus TPQO33; ir TPO;s; CHO lgsteliy linijos kulti-
vavimas

Saugomos lastelés buvo at3ildomos ir lastelés
pagausinamos standartiniais lasteliy auginimo badais
terpeje kaip su serumu, taip ir be serumo. Pasiekus
reikiamg lasteliu tankuma, lasteleés buvo praplaunamos,
siekiant paSalinti lasteliy kultdrine terpe. Lastelés
po to buvo kultivuojamos bet kokiu standartiniu badu:
induose ar nepertraukiamoje kulttroje 25 - 40°C tempe-
ratQroje, esant neutraliam pH ir i3tirpusio 0O, kiekiui
ne maziau 5 %, kol susidaro reikiamas sekretuojamo TPO
kiekis. Lasteliy kultiros skystis buveo atskiriamas nuo

lasteliy mechaniniu badu, pvz., centrifidguojant.
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5. Rekombinantinio Zmogaus TPO gryninimas i§ CHO
auginimo terpés.

Lasteliy auginimo terpé (HCCF) buvo uZneSama ant
Blue Sepharose 6 fast Flow kolonélés (Pharmacia), nuly-
gsvarintos su 0,01 M natrio fosfatiniu buferiniu tir-
palu pH 7.4 su 0,15 M NaCl, apytikriai 100 1 HCCF vie-
nam litrui sorbento; linijinis pratekéjimo greitis apie
300 ml/(val*cm®). Kolona buvo praplaunama 3 - 5 kolonos
tGriais nulygsvarinimo buferiniu tirpalu, po to 3 - 5
kolonos tiriais 0,01 M natrio fosfatiniu buferiniu tir-
palu pH 7,4 su 2,0 M karbamido. TPO buvo eliujuojamas
3-5 kolonos tiiriais natrio fosfatiniu buferiniu tirpalu
su 2,0 M karbamido ir 1,0 M NaCl.

Apjungtos po Blue Sepharose frakcijos su TPO buvo
uZneSamos ant Wheat Germ Lectin Sepharose 6MB kolonos
(Pharmacia), nulygsvarintos 0,01 M natrio fosfatiniu
buferiniu tirpalu pH 7,4 su 2,0 M uréjos ir 1,0 M NaCl,
apytikriai nuo 8 iki 16 ml apjungtuy frakcijy nuo Blue
Sepharose vienam mililitrui sorbento; linijinis prate-
kéjimo greitis apie 50 ml/ (val*cm?). Kolona buvo pra-
plaunama 2 - 3 kolonos tidriais nulygsvarinimo buferiniu
tirpalu. TPO buvo eliujuojamas 2 - 5 kolonos tiriais
0,01 M natrio fosfatiniu buferiniu tirpalu pH 7.4 su
2.0 M karbamido ir 0,5 M N-acetil-D-glukozamino.

I apjungtas Wheat Germ Lectin frakcijas buvo pri-
déta iki 0,04 % Ci2Eg ir 0,1 % trifloracto ridgSties
(TFA). Gautas tirpalas buvo chromatografuojamas C4
atvirkséiy faziy koloneéléje (Vydac 214TP1022), nulysva-
rinus 0,1 % TFA, 0,04 % Ci3Eg; uZneSama apytikriai 0,2
0,5 mg baltymo 1 ml sorbento, pratekejimo greitis
157 ml/ (val*cm®).

Baltymai buvo eliujuojami dviem linijiniais aceto-

Ci2Es5. Pirmas

o@

nitrilo gradientais su ¢,1 % TFA ir 0,04

o

linijinis gradientas buvo nuo 0 iki 30 acetonitrilo

acetonitrilo

oe

per 15 min., sekantis - nuo 30 iki 60
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per 60 minutes. TPO buvo eliujuojamas, esant apie 50 %
acetonitrilo. Surinktos frakcijos buvo analizuojamos
SDS PAGE.

Apjungtos po C4 kolonélés frakcijos buvo praskies-
tos dvigubu 0,01 M natrio fosfatinio buferinio tirpalo
pH 7.4 su 0,15 M NaCL tariu ir diafiltruojama pries
apytikriai SeSis ttrius 0,01 M natrio fosfatinio bufe-
rinio tirpalo pH 7,4 su 0,15 M NaCl Anicon YM aparatu
ar kitais ultrafiltracijos aparatais, naudojant 10000 -
30000 D pralaidZias membranas. Gautas diafiltratas buvo
sukoncentruojamas ultrafiltruojant. I diafiltracijos
koncentrata buvo pridedama Tween-80 iki 0,01 $ kon-
centracijos.

Visas ar dalis koncentrato (nuo 2 iki 5 % kolonos
tirio) buvo uZne3ama ant Sephacryl S-300 HR kolonos
(Pharmacia), nulygsvarintos 0,01 M natrio fosfatiniu
buferiniu tirpalu, pH 7.4 su 0,15 M NaCl ir 0,01 %
Tween-80 ir gelfiltruojama, esant pratekéjimo greicéiui
17 ml/ (val*cm?) . Frakcijos, kuriose po SDS PAGE anali-
zés buvo nustatytas neagregaves ir be proteinazinés
degradacijos produktu TPO, buvo apjungiamos. Apjungtos
frakcijos buvo perfiltruotos per 0,22 um filtra Millex-

GV ar panaduy ir saugomos 2-8°C temperatiroje.

PAVYZDYS 21
Transformavimas ir TPO sintezés indukcija E. coli
1. TPO ekspresijos vektoriaus E. coli konstravimas
Plazmidés pMP21, pMP151, pMP41, pMP57 ir pMP202
buvo sukonstruotos taip, kad ekspresuotu pirmasias 155
TPO amino rugscCiy liekanas uZ trumpos lyderinés sekos,
kuri buvo skirtinga kiekvienai konstrukcijai. Lyderine
seka leidzia padidinti transliacijos iniciavimo lygi ir
palengvina baltymo gryninima. Plazmidés pMP210-1, -T8,
-21,-22, -24, -25 buvo sukonstruotos taip, kad ekspre-

suoty pirmasias 153 TPO amino rOgsc¢iuy liekanas po ini-
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ciacijos vietos (metionino liekanos), ir kad skirtuysi
naudojamais pirmyju TPO $eSiu amino rugsdciu liekanq
kodonais. Plazmidé pMP251 yra iSvestiné i§ pMP210-1
plazmidés, joje TPO baltymo C gale yra papildomos dvi
amino rag3&iu liekanos. Visos auk3¢iau paminétos plaz-
midés pasiiymi didele TPO ekspresija E. coli lastelése,
indukuojant triptofano promotoriuy (Yansura, D. G. et
al., Methods in Enzymology (Goeddel, D.V., Ed.) 185:54-
60, Academic Press, San Diego [1990]). Plazmidés pMP1
ir pMP172 yra tarpinés, konstruojant aukSciau nurodytas
plazmides, kuriu pagalba ekspresuojamas vidulastelinis
TPO.

(a) Plazmidé pMPI1

Plazmidée pPM1 yra TPO fragmento, i kuri ieina pir-
mosios 155 amino rGg3&iu liekanos, ekspresijos vekto-
rius, ir jis buvo gautas liguojant penkis DNR fragmen-
tus, kaip parodyta Fig. 33. Pirmasis fragmentas - tai
vektorius pPho21, kuriame yra paSalintas MluI-BamHI
fragmentas. pPho2l1 yra i8vestinis 15 phGHI (Chang,
C.N., et al., Gene 55:189-196 [1987]), Siame vektoriuje
mogaus augimo hormono genas buvo pakeistas E. coli
phoA genu ir buvo sukonstruota Mlul skélimo vieta STII
signalinés sekos vietoje, koduojancioje 20 - 21 amino
rigdties liekansa.

Sekantys du fragmentai - DNR i5 pRKS-hmplIl (Pavyz-
dys 9) 258 baziuy pory HinfI-Pstl fragmentas, koduojan-
tis TPO baltymo seka nuo 19 iki 103 amino radgs3ciy lie-
kanos ir sintetinis DNR fragmentas, koduojantis TPO
baltymo seka nuo 1 iki 18 amino ragsc¢iy liekanos:
5'CGC GTA TGC CAG CCC GGC TCC TCC TGC TTG
TGA CCT CCG AGT CCT CAG TAA ACT GCT TCG TG (SEQ ID Nr.: 69)

ATA CGG TCG GGC CGA GGA GGA CGA
ACR CTG GAG GCT CAG GAG TCA TTT GAC GAA (SEQ ID Nr.: 70)
GCA CTG A-5'
buvo pirmiausia liguojami su T4-ONR ligaze, o po to

perkerpami su Psti. Ketvirtas yra PstI-HaeIIl frag-
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mentas i8 pRKShmplI, sudarytas 1§ 152 bp, koduojantis
TPO amino rags3¢iy liekanuy seka nuo 104 iki 155 amino
ragsciu liekanos. Paskutinis buvo 412 bp ilgio Stul-
BamHI fragmentas iS pdhl08, turintis A iki transkripci-
jos terminatoriaus, kaip ank3ciau apraSyta (Scholtissek,
S. et al., NAR 15:3185 [1987]).

(b) Plazmidé pMPZ21

Plazmide pMP21 sukonstruota taip, kad ekspresuotu
TPO baltymo pirmgsias 155 amino rGgs5¢iuy liekanas, nau-
dojant STII signalinés sekos dali i§ 13 amino ragi&iy
liekanu. S5i plazmidé buvo sukonstruota, liguojant tris
(3) DNR fragmentus, pateiktus Fig. 34. Pirmas fragmen-
tas buvo padarytas 18 vektoriaus pVEG31l, i3kirpus maZa
XbaI-Sphl fragmenta. Vektorius pVEG31l yra sukonstruotas
18 vektoriaus pHGH207-1 (deBoer, H.A. et al., in
Promoter Structure and Funktion (Rodriguez, R.L. and
Chamberlain, M.J., Ed.) 462, Prager, New York [1982]).
Siame vektoriuje Zmogaus augimo hormono genas buvo
pakeistas vaskuliarinio endotelio augimo faktoriaus
genu (identi3kas vektoriaus fragmentas gali bati gautas
1§ paskutiniosios plazmidés).

Kita ligavimo dalis buvo sintetiné dvigrandé DNR:
5'-CTA GAA TTA TGA AAA AGA ATA TCG CAT TTC

TT AAT ACT TTT TCT TAT AGC GTA AAG

TCC TTA A (SEQ ID Nr.:71)
AAG AAT TGC GC-5' (SEQ ID Nr.:72)
Paskutinioji 1072 bp dalis buvo MluI-SphI fragmentas i3
pMP1, koduojantis 155 TPO baltymo amino rag3&iu lieka-
nas.

(c) Plazmidé pMP151

Plazmide pMP151 sukonstruota taip, kad ekspresuoty
TPO baltymo pirmasias 155 amino rags$c¢iy liekanas uz
lyderinés seka, i kuria ieina 7 amino riagsc¢iu liekany
STII signalines sekos, asStuonios histidino liekanos ir
faktoriaus Xa skélimo vieta. Kaip parodyta Fig. 35,

pMP151 buvo konstruojama liguojant tris DNR fragmentus.
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Pirmasis fragmentas buvo gautas i35 anksciau aprasSytos
plazmidés pVEG3l i3kirpus maZg XbalI-Sphl fragmenta ir
ji paSalinus. Sekantis fragmentas buvo sintetiné dvi-

grandé DNR:

S'CTA GAA TTA TGA AAA AGA ATA TCG CAT TTC
TT AAT ACT TTT TCT TAT AGC GTA AAG
ATC ACC ATC ACC ATC ACC ATC ACA TCG AAG
TAG TGG TAG TGG TAG TGG TAG TGT AGC TTC
GTC GTA GCC (SEQ ID Nr.:73)
GAG CAT-5' (SEQ ID Nr.:74)
Paskutinysis buvo 1064 bp ilgio BglI-Sphl fragmentas 1i$§
plazmides pMPll, koduojantis TPO baltymo 154 amino
rag3¢iy liekanas. Plazmidé pMPll identiSka plazmidei
pMP1l, skiriasi tik keliais kodonais STII signalinéje
sekoje (8is fragmentas gali bOti gaunamas 1§ pMP1
plazmideés) .
(d) Plazmide pMP202
Plazmide pMP202 labai panasi i ekspresijos
vektoriuy pMP151, skiriasi tik tuo, kad Xa faktoriaus
skelimo vieta pakeista 1 trombino skélimo vieta. Kaip
parodyta Fig. 36, pMP202 buvo konstruojama liguojant
tris DNR fragmentus. Pirmasis fragmentas buvo gautas,
i$ anksSCiau aprad3ytos plazmidés pVEG31 iSkirpus maZa
XbaI-Sphl fragmenta ir ji pasalinus. Sekantis
fragmentas buvo sintetiné dvigrande DNR:
5'CTA GAA TTA TGA AAA AGA ATA TCG CAT TTC
TT AAT ACT TTT TCT TAT AGC GTA AAG
ATC ACC ATC ACC ATC ACC ATC ACA TCG ARC
TAG TGG TAG TGG TAG TGG TAG TGT AGC TTG
CAC GTA GCC (SEQ ID Nr.:75)
GTG CAT-5' (SEQ ID Nr.:76)
Paskutinysis buvo 1064 bp ilgio BglI-SphI fragmentas i3
auksciau aprasSytos plazmideés pMP11l.
(e) Plazmide pMP172
Plazmide pMPl72 yra TPO fragmento, 1 kuri ieina

pirmosios 153 amino ragsc¢iy liekanos, sekrecijos vek-
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torius, ir yra tarpiné konstrukcija sudarant plazmide
pMP210. Kaip parodyta Fig. 37, pMP172 plazmidé buvo
konstruojama, liguojant tris DNR fragmentus. Pirmasis
fragmentas buvo gautas, 135 vektoriaus pLS32lamB pa3ali-
nus maza EcoRI-HindIII fragmenta. Sekantis 946 bp ilgio
EcoRI-Hgal fragmentas buvo gautas i3 auki&iau apradytos
plazmidés pMP11l. Paskutinysis fragmentas buvo sintetine
dvigrandé DNR:
5'TCC ACC CTC TGC GTC AGG T (SEQ ID Nr.:77)
GG AGA CGC AGT CCA TCG A-5' (SEQ ID Nr.:78)

(f) Plazmide pMP210

Plazmidé pMP210 buvo sukonstruota, kad ekspresuoty
pirmasias TPO baltymo 153 amino riag3diy liekanas po
transliacijos iniciavimo vietos - metionino liekanos.
Si plazmidé buvo sukonstruota kaip plazmidZiy bankas,
atsiktinai pakeiciant pirmuosiuose TPO 6 kodonuose
trec¢ioje pozicijoje kiekvieno kodono nukleotida. Sios
plazmidés konstravimas atliktas liguojant tris DNR
fragmentus pavaizduotas Fig. 38. Pirmasis fragmentas
buvo gautas, i35 vektoriaus pVEG31 pa$alinus maZa XbaI-
Sphl fragmenta. Sekantis fragmentas Dbuvo sintetine
dvigrandé DNR, pateikta Zemiau. Sis fragmentas buvo
pirmiausia paveikiamas DNR polimeraze I (Klenow), po to
seké skaldymas Xbal ir HinfI. Fragmentas koduoija
iniciacijos metioning ir atsitiktinai pakeistus 6 TPO
baltymo kodonus.
S5'GCA GCA GTT CTA GAA TTA TGT CNC CNG CNC

CNC CNG CNT GTG ACC TCC GAG TTC TCA GTA
A CAC TGG AGG CTC AAG AGT CAT
AR (SEQ ID Nr.:79)
TTG ACG AAG CAC TGA GGG TAC AGG AGG-5' (SEQ ID Nr.:80)
Treciasis 890 bp ilgio HinfI-Sphl fragmentas buvo gau-
tas 15 plazmides pMP172, koduojantis TPO baltymo 19-153

amino ragsc¢iu liekanas.
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Su plazmidziy pMP210 banku (apie 3700 klony) buvo
pakartotinai atlikta transformacija, esant didelei
tetraciklino koncentracijai (50 pg/ml) LB plok3telése,
tam kad bituy galima atrinkti klonus su dideliu trans-
liacijos 1iniciacijos lygiu (Yansura, D.G. et al.,
Methods: A Companion to Methods in Enzymology 4:151-158
[1982]). IS aStuoniu klonu auganciuy, esant didelei
tetraciklino koncentracijai, buvo atrinkti penki, kurie
ekspresavo daugiausiai TPO baltymo, DNR sekos nusta-
tymui. Rezultatai pateikti Pie3. 39 (SEQ ID Nr.: 23,
24, 25, 26, 27 ixr 28).

(g) Plazmide pMP41

Plazmidé pMP41 buvo konstruojama, kad ekspresuotu
pirmasias TPO baltymo 155 amino rdg3ciy liekanas sulie-
tas su lyderine seka, sudaryta 1§ 7 STII signalinés
sekos amino rtgsciuy liekanu, sekanc¢iy po Xa faktoriaus
skelimo vietos. Plazmidés konstravimas pavaizduotas
Fig. 40. Buvo liguojami trys DNR fragmentai. Pirmasis
fragmentas buvo gautas, 135 plazmides pVEG31 isSkerpant
mazg XbaI-Sphl segmenta. Sekantis fragmentas Dbuvo
sintetiné dvigrande DNR:
5'-CTA GAA TTA TGA AAA AGA ATA TCG CAT TTA

TT AAT ACT TTT TCT TAT AGC GTA AAT
TCG AAG GTC GTA GCC (SEQ ID Nr.:81)
AGC TTC CAG CAT-5' (SEQ ID Nr.:82)
Paskutinysis ligavimo 1064 bp ilgio BgII-SphIl fragmen-

tas buvo gautas 15 anksc¢iau aprasytos pMPll plazmidés.

(h) Plazmide pMP57

Plazmidé pMP57 ekspresuoja TPO baltymo pirmasias
155 amino r0g3c¢iuy liekanas po lyvderinés sekos, suda-
rytos 15 9 STII signalinés sekos amino rag3ciu liekanu
ir dviejuy baziniu amino rdgsc¢iu :iekanuy - Lys-Arg. Sis
dvieju baziniu amino rGg3ciu liekznu fragmentas leidZia
rasalinti signaline seka proteinasze ArgC. Sios plazmi-

des konstravimas pavailzduotas Fii. 41. Buvo liguojami
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trys DNR fragmentai. Pirmasis fragmentas buvo gautas,
i5 ankSCiau apradytos pVEG31 plazmidés paSalinus maza
XbaI-SphI fragmenta. Sekantis fragmentas buvo sintetiné
dvigrandé DNR:
5'-CTA GAA TTA TGA AAA AGA ATA TCG CAT TTC
TT AAT ACT TTT TCT TAT AGC GTA AAG
TTC TTA AAC GTA GCC (SEQ ID Nr.:83)
AAG AAT TTG CAT-S' 7 (SEQ ID Nr.:84)

Paskutinysis ligavimo 1064 bp ilgio BgII-Sphl fragmen-
tas buvo gautas i3 anks&iau aprasytos pMPll plazmideés.

(i) Plazmidé pMP251

Plazmide pMP251 yra plazmidés pMP210-1 darinys, i
kuria buvo jterptos dvi papildomos amino ragsciy lie-
kanos TPO baltymo C gale. Sios plazmidés konstravimas
pavaizduotas Fig. 42, Plazmidé buvo konstruojama,
liguojant du DNR fragmentus. Pirmasis fragmentas buvo
gautas, 15 plzmidés pMP21 iSkerpant maZa XbaI-Apal
segmenta. Antrasis buvo 316 bp ilgio XbaI-Apal fragmen-
tas is5 plazmidés pMP210-1.

2. E. coli transformacija ir indukcija TPO
ekspresijos vektoriumi

AukSciau apralyti TPO ekspresijos vektoriai buvo
naudojami E. coli kamieno 44C6 (w3110 tonA, rpoH¢s lon,
clpP, galE) transformacijai CaCl, temperatdriniu 3oku
(Mendel, M. et al., J. Mol. Biol., 53:159-162 [1970]).
Transformuotos lagstelés pirmiausia buvo auginamos LB
terpeje esant 50 pg/ml karbenicilino 37°C temperati-
roje, kol sugertis 600 nm bangoje padidéja iki 2 - 3.
LB terpé po auginimo buvo praskiedZiama 20 kartu M9
terpe, kurioje buvo 0,49 % kazamino ragsciy (m/v) ir
50 pg/ml karbenicilino. Po 15 valandy auginimo
aeruojant 30°C temperatiroje lastelés buvo surenkamos

centrifaguocjant.
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PAVYZDYS 22
Biologiskai aktyvaus TPO (Met™1-153) produkcija
E. coli

Pateikti Zemiau biologidkai aktyvaus, su atstatyta
struktira TPO (Met™® 1-153) produkcijos metodai gali
bati pritaikyti TPO analogams, tarp ju ir formoms su
papildomomis sekomis C ir N baltymo galuose (ZiGr.
Pavyzdi 23).

A. Netirpaus TPO (Met™ 1-153) iSskyrimas

E. coli lastelés, ekspresuojanéios TPO (Met™ 1-
153), kuris koduojamas plazmide pMP210-1, yra auginamos
auksd¢iau aprasytu bGdu. Paprastai apie 100 g lasteliy
suspenduojama Polytron homogenizatoriumi viename litre
(10 lasteliuy kiekio taOriy) ardymo buferinio tirpalo
(10 mM tris, 5 mM EDTA, pH 8), lastelés centrifdguo-
jamos esant 5000 g, 30 min. Praplautos lastelés vél
suspenduojamos Polytron homogenizatoriumi 1 1 ardymo
buferinio tirpalo ir lastelés ardomos LH Cell Disrupter
(LH Inceltech, Inc) lasteliy ardymo aparatu ar Micro-
fluidizer (Microfluidics International) aparatu pagal
gamintoju instrukcijas. Gauta suspensija centrifiguo-
jama esant 5000 g, 30 min. Nuosedos suspenduojamos ir
centrifiaguojama antrg karta. Praplautos nuosédos naudo-
jamos 13 karto arba uZ3aldomos -70°C temperatlroje.

B. Monomerinio TPO (Met™! 1-153) soliubilizavimas
ir gryninimas.

Atplautos nuosédos buvo suspenduojamos 5 taGriuose
(pagal nuosédu svori) 20 mM Tris, pH 8 su 6 M guanidino
ir 25 mM DTT (ditiotreitolio) ir maisSomos 1 - 3 val.,
ar per nakti 4°C temperatiroje, kad iStirptu TPO balty-
mas. Galima naudoti ir dideles (6-8 M) karbamido kon-
centracijas, bet gaunama maZesné TPO baltymo ideiga,
lyginant su guanidinu. Po soliubilizacijos tirpalas

nuskaidrinimas centrifiguojant esant 30000 g 30 min.,
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tirpale lieka denatlruotas, monomerinis TPO baltymas.
Supernatantas chromatografuojamas kolonéléje su Super-
dex 200 gelfiltracijos sorbentu (Pharmacia, 2,6x60 cm),
tirpalo pratekéjimo greitis - 2 ml/min. Baltymas eliu-
Juojamas 20 mM natrio fosfatiniu buferiniu tirpalu
pH 6.0 su 10 mM DTT. Frakcijos eliujuotos nuo 160 iki
200 ml surenkamos, jose buvo monomerinis, denatidruotas
TPO baltymas. Toliau TPO baltymas buvo chromatografuo-
jJamas pusiau preparatyvinéje atvirk$éiy faziu C4 kolo-
néléje (2x20 VYDAC). Méginiai buvo uZne3ami 5 ml/min
greic¢iu ant kolonélés, nulygsvarintos 0,1 $ TFA (tri-
fluoracto rigs$timi) su 30 % acetonitrilo. Baltymai buvo
eliujuojami linijiniu acetonitrilo gradientu (30-60 &
per 60 min.). ISgrynintas redukuotas baltymas buvo
eliujuojamas esant 50 % acetonitrilo. Toks preparatas
buvo naudojamas natyvios struktlros atstatymui, kad
baty gautas biologiskai aktyvus TPO variantas.

C. TPO (Met™t 1-153) biologinio aktyvumo
atstatymas

Apie 20 mg monomerinio, redukuoto ir denatiruoto
TPO baltymo, esanc¢io 40 ml 0,1 % TFA ir 50 % acetoni-
trilo tirpale, buvo praskiedZiama 360 ml struktiaros
atstatymo buferinio tirpalo, turinc&io:

50 mM Tris

0,3 M NaCl

5 mM EDTA

2 % CHAPS, pavir8iaus aktyvios medZiagos
25 % glicerino

5 mM oksiduoto gliutationo

1 mM redukuoto gliutationo

tirpalo pH korequojamas iki 8,3.

Po sumaisymo, struktliros atstatymo Dbuferinis
tirpalas atsargiai maidomas 4°C temperatiroje 12-48
valandas, tam kad bity pasiekta didZiausia TPO strukti-
ros su teisingais disulfidiniais tilteliais atstatymo

iseiga (Zidr. Zemiau). Tirpalas po to buvo partgstina-

LT 4120 B
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mas TFA iki galutines jos koncentracijos 0,2 %, perfil-
truotas per 0,45 ar 0,22 pum filtra, pridedama 1/10
tdrio acetonitrilo. 8is tirpalas buvo chromatografuo-
jamas ant atvirk3¢iy faziy C4 kolonelés, atstatytos
struktiros TPO (Met™ 1-153) baltymas buvo eliujuojamas
ta pacia gradiento programa. Siomis salygomis atsta-
tytos struktiros, biologiskai aktyvus TPO baltymas buvo
eliujuojamas, esant apie 45 % acetonitrilo koncentra-
cijai. TPO baltymas su netaisyklingais disulfidiniais
tilteliais buvo eliujuojamas anksciau. Galutinis
iSgrynintas TPO (Met™ 1-153) preparatas turéjo maZiau
nei 5 % priemaiSy, analizuojant SDS PAGE ir analitine
atvirksc¢iuy faziuy C4 kolonéle. Tyrimams su gyvuliukais
iSgrynintas po C4 <chromatografijos preparatas buvo
dializuojams tinkamame fiziologiniame buferiniame
tirpale. Buvo naudojami izotoniniai buferiniai tirpalai
(10 mM natrio acetato, pH 5,5; natrio sukcinate, pH
5.5; ar 10 mM natrio fosfato, pH 7,4) su 150 mM NaCl ir
0,01 $ Tween 80.

Kadangi TPO pasizymi dideliu aktyvumu testuojant
su BA/F3 lastelémis (pusé maksimalios stimuliacijos
pasiekiama su maZzdaug 3 pg/ml), todél galima gauti
biologiskai aktyvius preparatus, naudojant daugeli
buferiniu tirpaly, pavirSiaus aktyviu medZiagy ir
naudojant ivairias red-oks sistemas. Vis deélto, daz-
niausiai kitomis salygomis gaunama labai maZa dalis
teisigal atstatytos struktiros preparato (<10 %) .
Gamybiriams procesams reikalinga, kad struktiros
atstatymo proceso 1Seiga biitu ne mazZesé kaip 10 %,
geriau 30-50 % ir geriausia, kad isSeiga blOtuy didesné
nei 50 %. Struktlros atstatymo stadijoje buvo idbandyta
daug pavirsiaus aktyviu medziagu (Triton X-100,
dodecil~beta-maltozidas, CHAPS, CHAPSO, SDS, sarkosi-
las, Tween 20 ir Tween 80, Zwitergent 3-14 ir kiti). IS
Siu pavirsSiaus aktyviuy medziaguy buvo nusiatyta, kad tik

CHAP. grupes (CHAPS 1ir CHAPSO) pav:iri:aus aktyvios
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medZiagos tinka struktiros atstatymui, sumazinant
baltymu agregacija ir netaisyklingu disulfidiniy tilte-
liy susidarymg. Patartina naudoti didesnes nei 1 &
CHAPS koncentracijas. Natrio chloridas reikalingas
didesnei proceso iSeigai pasiekti, optimali jo koncen-
tracija yra nuo 0,1 M iki 0,5 M. EDTA (1-5 mM) reika-
lingas metaly jonais katalizuojamy oksidacijos procesy
pasSalinimui (ir i8vengti baltymu agregacijos), 3ie
procesai pastebimi kai kuriems preparatams. Didesnés
nei 15 % glicerino koncentracijos sudaro optimalias
struktiros atstatymui salygas. Tam ,kad bidty didesnés
proceso iSeigos, labai svarbu, kad tirpale bity red-oks
reaktyvu pora: oksiduotas ir redukuotas gliutationas ar
oksiduotas ir redukuotas cisteinas. Paprastai gaunamos
didesnés proceso iSeigos, kai oksiduotos ir redukuotos
formos molinis santykis yra 1lygus ar didesnis nei
vienetas. TPO preparatu struktlros atstatymui optimalus
tirpalo pH yra nuo 7,5 iki 9. Organiniy tirpikliuy
(pvz., etanolis, acetonitrilas, metanolis) toleruojama
koncentracija yra 10-15 % arba Zemesneé. Didinant
organiniu tirpikliy koncentracija, didéja baltymo formu
su netaisyklingais disulfidiniais tilteliais. Geriausia
naudoti TRIS ir fosfatinius buferinius tirpalus.
Atstatant baltymo struktGra 4°C temperatiroje, gaunama
didesne teisingai atstatytos struktiros TPO baltymo
iSeiga.

TPO preparatams, grynintiems pirma karta per C4
kolonéle, struktiros atstatymo proceso tipiska iSeiga
sudaro 40-60 % (skai¢iuojant nuo redukuoto ir denati-
ruoto TPO kiekio). Biologiskai aktyvids preparatai gali
bati gaunami, kai struktiros atstatymo prccese naudo-
Jami maZiau isgryninti TPO preparatai (pvz., po Super-
dex 200 gelfiltracijos ar po intarpiniuy kineliy eks-
trakcijos),bet 3iais atvejais 3io proceso iseiga buna
mazesne dél didelio baltymo i3sédimo i nuosédas ir del

priemaidiniy baltymu trukdymo.
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Kadangi TPO (Met™ 1-153) baltymo sudétyje vyra
keturios cisteino liekanos, tai galimi trys skirtingi
disulfidiniy tilteliy susidarymo variantai Siame
baltyme:

1 variantas: disulfidinis ry3ys tarp 1-4 ir 2-3
cisteino liekanos

2 variantas: disulfidinis ry3ys tarp 1-2 ir 3-4
cisteino liekanos

3 variantas: disulfidinis rys$ys tarp 1-3 ir 2-4
cisteino liekanos

Pradiniy struktidros atstatymo salygu tyrimuoée
buvo naudojama keletas frakcijy TPO baltymo po chroma-
tografijos atvirk3tiniuy faziy kolonéléje C4. Tik viena
frakcija pasiiyméjo Zymesniu Dbiologiniu aktyvunmu,
tiriant su BA/F3 lastelémis. Veéliau strukt@iros atsta-
tymo salygos buvo optimizuojamos, naudojant $iuos
preparatus. Siomis salygomis neteisingos struktiros
baltymo kiekis buvo maZesnis nei 10-20 % nuo bendro
gauto monomerinio TPO kiekio.

Biologiskai aktyvaus TPO disulfidiniy tilteliy
iS8sidéstymas buvo nustatytas remiantis masés spektro-
skopija ir analizuojant baltymo amino rGg3&iy liekanu
seka. BiologiSkai aktyvaus TPO baltymo disulfidiniy
tilteliy vietos yra tarp 1-4 ir 2-3 cisteino liekanos
(t.y., 1 wvariantas). Baltymo frakciju po C4 chromato-
grafijos meginiai (5-10 nM) buvo skaldomi tripsinu
(tripsino ir baltymo molinis santykis 1:25). Skaldymo
misinys buvo analizuojamas matricine lazerine desorb-
cine masés spektroskopija prie3 ir po redukcijos DDT.
Po redukcijos buvo nustatomi baltymo fragmentai,
atitinkantys didZiausius tripsininius TPO fracmentus.
Neredukuotuose pavyzdZiuose keletas i3 &iy fragmenty
nebuvo nustatyti, bet atsirasdavo kitos molekulinés
mases fragmentai. Naujai atsiradusiyjy fragmentu mole-
kuline mase daugeliu atvejy sutapo su atskiruy tripsini-

niy peptiduy, dalyvaujandiy disulfidiniu tilteliu susi-



(V%)
N

205 LT 4120 B

daryme, molekuliniu masiy suma. Taigi, galima neabejo-
tinai teigti, kad teisingos disulfidiniuijungéiu vietos
atstatytos struktiros rekombinantiniame biologiskai
aktyviame TPO baltyme yra tarp 1-4 ir 2-3 cisteino
liekany. Tai sutampa su Zinomomis disulfidiniy jungéiy
vietomis eritropoetino molekuléje.

D. Rekombinantinio atstatytos struktaros
TPO (Met 1-153) biologinis aktyvumas

Atstatytos struktiros iSgrynintas TPO(Met™k 1-153)
pasizyméjo aktyvumu kailp in vitro, taip ir in vivo
tyrimuose. Tiriant BA/F3 lastelése, buvo nustatyta, kad
pusé maksimalios timidino isijungimo i BA/F3 lasteles
stimuliacijos buvo pasiekiama su 3,3 pg/ml(0,3 pM) TPO.
Méginius tiriant ELISA, pagrista saveika su mpl recep-
toriumi, pusé maksimalaus aktyvumo pasiekiama esant
1.9 ng/ml (120 pM) TPO koncentracijai. Normaliuose ir
mielosupresuctuose gyvianuose, ap3vitintuose beveik
letalia Rentgeno spinduliy doze, TPO(Met ™k 1-153) labai
efektyviai stimuliavo nauju trombocity susidaryma
(aktyvumas buvo pastebimas net esant 30 ng/pelei

dozei) .

PAVYZDYS 23
Kity biologiskai aktyviy TPO varianty produkcija
E. coli
Trys skirtingi TPO variantai, produkuojami
E£. coli, buvo iSgryninti ir atstatyta baltymu struktira
iki biologiskai aktyviuy preparatu. Sie variantai buvo
tokie:
(1) MFL - 13 amino r0g&Ciy liekanu 13 bakterines
STII signalines sekos buvo sulieta su TPO domeno(1-155
amino rugsc¢iy liekanos) N galu. Gauta galutiné seka:

MKKNIAFLLNAYASPAPPAC----CVRRA (SEQ ID Nr.:85),

kur lyderiné seka yra pabraukta, C--C pazyméta seka nuo
Cys7 iki Cysl151. Sis variantas buvo sukonstruotas, kad

patuy galima paZyméti tirozino liekanas radicaktyviu
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jodu - toks TPO baltymas buvo naudojamas tiriant recep-
torius ir ivertinant biologini aktyvuma.

(2) H8MFL - 7 amino rGg3&iy liekanos i§ STII se-
kos, 8 histidino liekanos ir Xa faktoriaus fermentinio
skélimo vieta IEGR buvo sulieta su TPO baltymo domeno
(1-155 amino rdg3¢&iu liekana) N galu. Galutiné seka:

MKKNTAFHHHHHHHHIEGRSPAPPAC----CVRRA (SEQ ID Nr.:86),

kur lyderiné seka yra pabraukta, C--C paZyméta seka nuo
Cys7 iki Cys151. Sis TPO baltymo variantas po isgryni-
nimo ir struktiros atstatymo gali bati paveiktas fer-
mentu - Faktoriumi Xa, kuris skelia grandine po argi-
nino liekanos sekoje IEGR. Po skaldymo gaunamas TPO
baltymo variantas su 155 amino rug3&iy liekanu seka,
kuriame kaip ir gamtiniame baltyme yra serino liekana
baltymo N gale.

(3) T-H8MFL - buvo sukonstruotas kaip variante
(2), isSkyrus tai, kad trombino skaldoma seka IEPR buvo
sulieta su TPO domeno N galu. Galutiné seka:

MKKNIAFHHHHHHHHIEPRSPAPPAC:---CVRRA (SEQ ID Nr.:87),

kur lyderiné seka yra pabraukta, C--C paZyméta seka nuo
Cys7 iki Cysl51. Sis TPO baltymo variantas po i3gryni-
nimo ir struktiros atstatymo gali biti paveiktas trom-
binu. Po skaldymo gaunamas gamtinis N galo TPO baltymo
variantas su 155 amino rug3&iy liekany seka.

A. Biologiskai aktyvaus TPO variantuy (1), (2) ir
(3) isskyrimas, soliubilizavimas ir monomeriniy formy
isSgryninimas.

Visi Sie TPO baltymo variantai buvo ekspresuoti
E. coli. $8iy variantuy baltymu pagrindinis kiekis buvo
produkuojams intarpiniucse kiGneliuose, tai buvo nusta-
tyta TPO (Met™! 1-153) atveju Pavyzdyje 22. Buvo nau-
dojami identidki baltymuy i3skyrimo, soliubilizavimo ir
monomeriniu TPO variantu gryninimo metodai, kaip ir
apraSyti Pavyzdyje 22. Buvo naudojamos identi&kos

struktGros atstatymo salygos, kaip ir TPO (Met™® 1-153)
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atveju , bendra Sios stadijos iSeiga sudaré 30-50 %. Po
struktiros atstatymo TPO variantai buvo chromatografuo-
jami C4 atvirks&iy faziy kolonéléje, esant 0,1 % TFA,
naudojant aprasyta auk3¢iau acetonitrilo gradientsg.
Visi TPO variantai (proteolitiSkai nesuskaldyti) pasi-
zyméjo biologiniu aktyvumu, vertinant Ba/F3 analizéje,
ju pusiau maksimalus aktyvumas buvo nuo 2 iki 5 pM.

B. Varianty (2) ir (3) proteolitinis skaldymas,
gaunant TPO su gamtiniu N baltymo galu (1-155)

ApraSyti auk3ciau TPO variantai (2) ir (3) buvo
sukonstruoti su papildoma fermetais nuskeliama lyderine
seka prie$ normalaus TPO baltymo N galine amino riag3ciy
liekana. Po struktiiros atstatymo ir isgryninimo apra-
Syti auksSc¢iau (2) ir (3) TPO variantai buvo skaldomi
jiems tinkamais proteolitiniais fermentais. I3 kiek-
vieno varianto eliuatu nuo C4 kolonélés acetonitrilas
buvo paSalinamas prapuciant tirpalus nestipria azoto
srove. Po to variantai buvo paveikti arba Faktoriumi
Xa, arba trombinu.

TPO varianto (2) atveju buvo pridedama i tirpala,
i5 kurio Dbuvo paSalintas acetonitrilas, 1 M Tris
buferinio tirpalo, pH 8,0 iki galutinés jo koncentra-
cijos 50 mM ir tirpalo pH buvo koreguojamas, kad bituy
lygus 8. NaCl ir CaCl, buvo atitinkamai idedama iki
0,1 M ir 2 mM. Faktoriaus Xa (New England Biolabs) buvo
idedama, kad molinis fermento ir TPO baltymo varianto
santykis bOty nuo 1:25 iki 1:100. Méginys buvo inkubuo-
jamas 1 - 2 valandas kambario temperatiroje, siekiant
maksimalaus nuskélimo, 3Sis procesas buvo kontroliuo-
jamas SDS PAGE analize pagal baltymo migracija gelyje.
Po to reakcijos miSinys buvo gryninamas C4 atvirk3c&iy
faziy chromatografija, naudojant toki pat gradientg ir
chromatografijos salygas, kaip aprasyta auksciau
gryninant taisyklingos struktiGros baltymus. Nesuskaldy-
tas variantas B buvo atskiriamas nuo skaldyto varianto

(2) Siomis salygomis. Po skaldymo buvo nustatyta
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baltymo N galo seka - SPAPP, tai irodo, kad sékmingai
buvo paSalinta lyderiné baltymo seka. Faktorius Xa taip
pat gali skelti ir kitoje TPO baltymo sekos vietoje;
gali nuskelti ties 118 arginino 1liekana, tuo atveju
baltymo N gale seka yra TTAHKD- (SEQ ID Nr.:88). Atie-
kant skaldyto Faktoriumi Xa wvarianto SDS PAGE analize
neredukuojanciomis salygomis, stebima viena baltymo
juosta, atitinkanti 17000 D molekuline mase; atliekant
SDS PAGE analize redukuojanCiomis salygomis, stebimos
dvi baltymo juostos, atitinkanc¢ios 12000 ir 5000 D
molekuline mase, jel baltymas buvo suskaldytas ties 118
arginino liekana. Sis rezultatas paai3kinamas tuo, kad
dvi molekulés dalys yra sujungtos tarpusavyje disulfi-
diniu tilteliu tarp 1 ir 4 cisteino liekanos, tai buvo
nustatyta analizuojant baltymo tripsinini Zemélapi,
kaip apraSyta ank3cZiau. Matuojant biologini aktyvuma su
Ba/F3 lastelémis, buvo nustatyta, kad isgrynintam TPO
(1-155) wvariantui, paSalinus N gale lyderine seka ir
perskelus baltyma viduryje, pusé maksimalaus aktyvumo
sudaré nuo 0,2 iki 0,3 pM.

TPO varianto (3) atveju skaldymo buferinis tirpa-
las buvo 50 mM Tris, pH 8, 2 % CHAPS, 0,3 M NaCl, 5 mM
EDTA ir Zmogaus ar Jjaucio trombinas ({(Calbiochem) san-
tykiu nuo 1:25 iki 1:50 (fermento masé su TPO varianto
baltymo kiekiu). Baltymo skaldymas buvo vykdomas 2 - 6
valandas kambario temperatdroje. Skaldymo eiga buvo
ivertinama SDS PAGE analize, kaip aprasSyta skaldant
baltyma Faktoriumi Xa. Siuo atveju buvo pasiekiama
didesne nei 90 % skaldymo i3eiga. Gautas TPO baltymas
buvo chromatografuojamas C4 atvirksciu faziy kolonéle-
je, kaip aprasSyta auks3ciau, po chromatografijos buvo
nustatyta, kad baltymas turi N galo baltymo sekg. Tik
nedidele (<5 %) baltymo dalis buvo suskaldyta vidinéje
baltymo sekos dalyje ties ta pacia arginino ir treonino
jungties vieta, kaip ir skaldant faktoriumi Xa. Galuti-

nis TP0 baltymas pasizZymejo dideliu bicloginiu aktyvu-

LT 4120 B
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mu, Jjo 0,2 - 0,4 pM sukélé puse maksimalaus atsako
Ba/F3 lastelése. Analiiuojant ELISA metodu, kuris pa-
remtas saveika su mpl receptoriumi,3is baltymas sukéle
puse maksimalaus atsako, esant jo koncentracijai 2 -
4 ng/ml (120-240 pM iSgryninto baltymo). Tuo tarpu
neskaldyto baltymo, turinc¢io lyderine seks, aktyvumas
abiejose analizése buvo 5 - 10 kartu maZesnis. Atlie-
kant tyrimus su gyvuléliais, HPLC i3grynintas suskaldy-
tas baltymas buvo dializuojamas fiziologiniame buferi-
niame tirpale su 150 mM NaCl, 0,01 $ Tween 80 ir 10 mM
natrio sukcinato, pH 5.5 arba 10 mM natrio acetato, pH
5,5, arba 10 mM natrio fosfato, pH 7,4. Analizuojant
HPLC ir SDS PAGE analize, buvo nustatyta, kad i3grynin-
tas baltymas stabilus keleta savaiciy, kai saugomas 4°C
temperatiiroje. Normaliuose ir mielosupresuotuose pelése
Sis iSgrynintas TPO baltymas su natyviu N galu labai
efektyviai stimuliavo nauju trombocity susidaryma, ak-

tyvumas buvo pastebimas net esant jo dozei 30 ng/pelei.

PAVYZDYS 24
Sintetinis mpl ligandas -

Nors Zmogaus mpl ligandas (hML) paprastai gaunamas
naudojant rekombinantinius metodus, 3is baltymas taip
pat gali biti gaunamas, fermentais liguojant sinteti-
nius baltymo fragmentus apraSytais Zemiau metodais.
Sintetinat hML galima jvesti nenatiralias amino riag3ciy
liekanas ar sintetinius elementus, tokius, kaip poli-
etilenglikolis. Anks¢iau buvo nustatyta, kad mutantiné
serininé proteinazé subtilizinas  BPN, subtiligaze
(s221C/P2254), efektyvi liguojant peptidy esterius
vandeniniuose tirpaluose (Abrahmsen et al., Biochem.,
30:4151-4159 [1991]). Buvo parodyta, kad sintetiniai
peptidai gali bati fermentiniu badu nuosekliai liguo-
jami, ir gaunami ilgi polipeptidai, pasizymintys
fermentiniu aktyvumu, ar baltymai, tokie kaip ribo-

nukleazé A (Jackson et al., Science, [1994])). 3is



10

15

20

28 LT 4120 B

metodas, Zemiau apraSytas detaliau, jigalina mus chemi-
niu bOdu sintetinti baltymus, kurie ank3&iau buvo
gaunami tik rekombinantinés technologijos badu.

hML153 sintezés, naudojant subtiligaze, strategija
pateikta Schemoje 1. Pradedant nuo pilnai deblokuoto
peptido, atitinkancio baltymo C gala, subtiligaze pri-
jungiamas N gale apsaugoto ir C gale aktyvuoto sekanéio
peptido esteris. Kai reakcija pasibaigia, produktas
iSskiriamas chromatografuojant HPLC atvirkééiose faze-
se, paSalinama apsauginé grupé N gale. Sekantis peptido
fragmentas liguojamas, paSalinamos apsauginés grupés ir
procesas kartojamas, naudojant taisyklingus peptidus,
kol susintetinamas norimo ilgio baltymas. Procesas
panasSus 1 kietafazini metoda, bet 3iuo atveju peptido N
galas yra apsaugomas, C galas aktyvuojamas, peptidas
liguojamas prie N galo, baltymas sintetinamas C—N
kryptimi. Kadangi kiekvienoje prijungimo stadijoje
peptida galima pailginti iki 50 amino rag3c&iy liekany,
Sie tarpiniai produktai yra i3skiriami po kiekvieno
ligavimo ir todel ilgesni iSgryninti baltymai gali bati

sintetinami priimtinomis iSeigomis.
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SCEMA 1

hML sintezés, naudojant subtiligaze, strategija
R-NH-Peptide,-CO-R' + H,N-Peptide -CO,
¢ 1) Subtiligazé
R-NH-Peptide,-CO-NH-Peptide,-CO,
i 2) Zn/CH5CO,H
H,N-Peptide,-CO-NH-Peptide-CO,

l 3) Pakartoti 1+2

HZN-Peptide3-CO-NH-Peptidez-CO-NH-Peptide1-002

O ' 0
= Rl = NH
R l X C)/lL\i %\‘C)”\\ﬂ/ \T//H‘qub
N
7 O (CHy)s
NH,
25 Remiantis Ziniomis apie subtiligazés specifiskuma,

© taip pat biologiskai aktyvaus hML “epo-domeno” amino
ragsc¢iu liekany seka, mes padalijom hML153 j septynis
18 -15 amino rGg3c¢iu liekany ilgio fragmentus. 18 - 15
amino rdg3ciy liekany ligavimo efektyvumas buvo patik-
30 rintas, naudojant sintetinius tetrapeptidus. Lentelé-

je 13 pateikti bandomojo ligavimo rezultatai.
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LENTELE 13
hML bandomasis ligavimas. Donoras ir nukleofili-
niai peptidai (10 mM) buvo iStirpinti 100 mM
Tricine (pH 7,8) 22°C temperatiroje. Ligazés buvo
pridedama iki galutinés jos koncentracijos 10 uM
(naudojamas buvo 1,6 mg/ml tirpalas (apie 70 uM]),
ligzvimas buvo wvykdomas per nakti. I3eigos nuro-

dytos ligavimo % nuo peptidy donoru hidrolizés.

Donoras Nukleofilas-NH2 Hidro- Liga-
Vieta (glc-K-NHZ2) lize, vimas,
% $
1 (23/24) | HVLH SRLS 92 08
(SEQ ID Nr.:89) (SEQ ID Nr.:90)
(22/23) | SHVL HSRL 48 52
(SEQ ID Nr.:91) (SEQ ID Nr.:92)
2 (46/47) | AVDF SLGE 22 78
(SEQ ID Nr.:93) (SEQ ID Nr.:94)
3 (69/70) | AVTL LLEG 53 47
(SEQ ID Nr.:95) (SEQ ID Nr.:96)
4 (89/90) | LsSSL LGQL 95 05
(SEQ ID Nr.:97) (SEQ ID Nr.:98)
(88/89) | C(acm) LSS LLGQ 00 00
(SEQ ID Nr.:99) (SEQ ID Nr.:100)
(90/91) | SSLL GQLS 45 55
(SEQ ID Nr.:101) (SEQ ID Nr.:102)
(88/89) | CLSS LLGQ 90 10
(SEQ ID Nr.:103) (SEQ ID Nr.:100)
5 (107/108) | LOSL LGTQ 99 01
(SEQ ID Nr.:104) (SEQ ID Nr.:105)
(106/107) | ALQS LLGT 70 30
' (SEQ ID Nr.:106) | {SEQ ID Nr.:107)
6 (128/129) | NAIF LSFQ 60 40
(SEQ ID Nr.:108) (SEQ ID Nr.:109)

Remiantis Siais eksperimentais, lenteléje 14 iZ-
vardinti peptidai turi efektyviai liguotis su subti-
ligaze. Tinkamos apsauginés grupés kiekvieno donorinio
peptidinio esterio N gale reikalingos, norint iSvengti
peptidy tarpusavio ligavimosi. Mes pasirinkome izoniko-
tinilo (iNOC) apsaugine grupe (Veber et al., J. Org.
Chem., 42:3286-3289 [1977]), nes ji tirpi vandenyije, ir
gali buti naudojama paskutinéje ketafazinéje peptidy
sintezés stadijoje, taip pat Jji atspari HF, kai &i

riagstis naudojama apsauginiy grupiu ruémimui ir atske-
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liant peptidus nuo sintezés matricos. Papildomai i
gali buti paSalinta nuo peptidu po kiekvienos ligavimo
stadijos Svelniomis redukcinémis sglygomis (Zn/CH3;CO,H)
ir taip gaunamas neblokuotas peptido N galas sekandiam
ligavimo Zingsniui. Esteris glikolat-lizil-amidas (glc-
K-NH2) buvo naudojamas aktyvuoti peptidy C gala. Sis
pasirinkimas buvo paremtas parengtiniais eksperimen-
tais, kuriuose buvo parodyta, kad jis‘ yra efektyvus
liguojant subtiligaze (Abrahmsen et al., Biochem., 30:
4151-4159 [1991]). Peptidai, apsaugoti iNOC grupe 1ir
aktyvuoti glc-K-amidine grupe, gali biti sintetinami
standartiniais kietafazinialis metodais, kurie vra
pateikti Schemoje 2. Peptidai nuosekliai buvo liguo-
jami, kol buvo susintetinamas pilno ilgio baltymas,
galutinio produkto struktira buvo atstatoma in vitro.
Pagal homologija su EPO, disulfidiniai tilteliai turi
bati sudaryti tarp 7 - 151 ir 18 - 85 cisteino liekanuy.
Disulfidiniu jungciu oksidavimas gali bGti atliktas
tiesiog maiSant tirpala deguonies atmosferoje keleta
valandu. Atstatytos struktiros produktas gali bati
isgryninamas, naudojant HPLC, o frakcijos, kuriose yra
aktyvus baltymas, surenkamos ir liofilizuotos. Alter-
natyviu bGdu disulfidinés jungtys gali biti skirtingais
bidais apsaugotos, siekiant kontroliuoti disulfidiniy
tilteliy oksidacija tarp specifiniy disulfidiniy pory.
Apsaugant 7 1r 151 cisteino liekanas acetamidometilo
grupe (acm), galima oksiduoti 28 ir 85 cisteino lie-
kanas atskirai. Nuo blokuotuy liekanu acm grupés paSali-
namos, o 7 ir 151 cisteino liekanos oksiduojamos. Ir
atvirksc¢iai - 28 1ir 85 cisteino liekanos gali biti
blokuojamos acm, jeigu oksidacija reikalinga tam, kad
susidaryty taisyklingos struktGros baltymas. Papildomai
28 ir 85 cisteino liekanos gali bati pakeistos kitomis
natiraliomis arba sintetinémis liekanomis, ne cisteinu,
tam kad bdty galima atlikti taisyklinga oksidacijag tarp

7 ir 151 cisteino liekanu.
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LENTELE 14
Peptidai, naudojami viso h-ML baltymo sintezei su

subtiligaze.

Seka Fragmentas

(SEQ ID Nr.:110) iNOC-—NH—SPAPPACDLRVLSKLLRDSHVL—glc—k—NHz (1-22)

(SEQ ID Nr.:111) iNOC—NH—HSRLSQCPEVHPLPTPVLLPAVDF—glc—k—NHZ {23-46)

(SEQ ID Nr.:112) iNOC—NH—SLGEWKTQMEETKAQDILGAVTL—glC—k—NHz (47-69)

(SEQ ID Nr.:113) iNOC—-NH—LLEGVMAARGQLGPTCLSSLL—glc—k—NHz (70-90)

(SEQ ID Nr.:114) iNOC—NH—GQLSGQVRLLLGALQS—glc—k—NHz (91-106)

(SEQ ID Nr.:115) iNOC-NH—LLGTQLPPQGRTTAHKDPNAIF—glc—k—NHz (107-128)

Nl ol o s wl N e

(SEQ ID Nr.:116) iNOC-NH-—LSFQHLLRGKVRFLMLVGGSTLCVR—COZ

Peptidu ligavimas buvo atliekamas 25°C tempera-
tiroje 10 mM tricino buferiniame tirpale, pH 8 (3vie-
Ziai paruoStas ir degazuotas filtruojant vakuume per
5 um filtra). Paprastai C galo peptidinis fragmentas
buvo isStirpinamas buferiniame tirpale (2-5 mM peptido)
ir buvo pridedamas 10x subtiligazeés pradinis (1 mg/ml
subtiligazés 100 mM tricino buferiniame tirpale, pH 8)
tirpalas iki galutinés fermento koncentracijos apie
S UM. 3 - 5 karty molinis perteklius glc-K-NH, akty-
vuoto donorinio peptido buvo pridedama arba kaip sausa
medziaga, arba kaip tirplas, ir reakcijos misinys buvo
paliekamas 25°C temperatiroje. Ligavimo eiga buvo
ivertinama C18 atvirksc¢iy faziy HPLC chromatografija
(CH3CN/H,0 gradientas su 0,1 ¢ TFA) . Ligavimo produktai
buvo gryninami preparatyvine HPLC ir liofilizuojami.
Izonicotinilo (INOC) apsaugineés grupés buvo paSalinamos
maiSant su HCl aktyvuotomis Zn dulkémis, apsaugant
peptida acto rig3timi. Nesureagavusios cinko dulkeés
buvo pasalinamos filtrucjant, o acto ruagstis - garinant
vakuume. Gautas polipeptidas gali biti i§ karto naudo-
jamas ligavimui ir procesas vel kartojamas. Sintetinis
hMLjs3 gali bati gautas, liguojant auk3é&iau aprasytu

baddu, su sintetiniu ar rekombinantiniu hMLiss.33, bal-
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tymu, ir taip gaunamas sintetinis arba pusiau sinteti-
nis viso ilgio hML.

Sintetinis hML baltymas yra pranaSesnis uZ rekom-
binantini. Sintetinio baltymo sudétyje gali biti pada-
romi jivairids pakeitimai, siekiant padidinti aktyvumg ar
specifiSkuma. Polimerinai dariniai, pvz., polietilen-
glikolis gali bati ijungti i baltyma, kad prolonguoty
baltymo veikimg. PavyzdZiui, polietilenglikolis gali
buti prijungtas prie lizino liekanos kuriame nors
individualiame fragmente (Lentelé 14) prieS arba po
vieno ar keliy ligavimo Zingsniy. Proteinazéms jautrios
peptidinés jungtys gali biGti paSalinamos arba pakeidia-
mos tam, kad bGtuy padidintas baltymo stabilumas in
vivo. Papildomai gali bidti jvedami sunkiyju metaly
atomai, kad bitu galima palengvinti baltymo struktiros

nustatymg.
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SCHEMA 2
Kietafaziné peptidy fragmenty, skiry segmenty

ligavimui, sintezé

O 0
HZN\K[J\@ NH M b
; a
Matrica Br/\r Matrica ———pm
—_—
R \_/ O R \/
1 2
O O
BOC-NHW/U\O/\H’NH ab’iBrHji c, d .(Automot.izuotia sintezélr
R O R
3
O O
Peptide~_ NH NH @ e,f (skélimas)
2N/( p m Matrica —
@) R O R
4
/ﬂ O
~(Peptide)<_ NH 1/U\ NH
i NH ARG Shdl.
N / (CH2)4
NH
l [ l 2
' l
Izonikotinilas (iNQC)I glikolat-lizil-amidas (glc-K-NH,)
25 a) Lysil-parametylbenzhidrilamino (MBHA) matrica 1
(0,63 mekv/g, Chemtech) buvo maisSoma su bromacto
ragStimi (5 ekv.) 1ir diizopropilkarbodiimidu (5 ekv.)

viena valanda 25°C temperatiroje dimetilacetamido (DMA)
tirpale; gaunamas bromacetilo darinys 2.

30 b) Matrica buvo gerai atplaunama DMA ir individualios

Boc-blokuotos (3 ekv., Bachem) amino rdgS8tys buvo
esterifikuojamos, maiSant su natrio hidrokarbonatu
(6 ekv.) dimetilformamide (DMF) 24 valandas 50°C
temperattroje, kad bdty galima jas prijungti prie

35 glikolatfenilalanilamidinés matricos 3. Aminoaceti-
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linta matrica 3 buvo po 3 kartus praplaunama DMF ir
dichlormetanu (CH,Cl,;). Taip paruo3ta matrica galima
saugoti kambario temperatiiroje keleta ménesiy. Matri-
ca 3 gali bati naudojama automatiniame peptidy sin-
5 tezatoriuje (Applied Biosystems 430A), peptidai gali
biti prijungiami pagal standartinius kietafazés peptidy
sintezés metodus (5).
c) N-a-Boc grupés paSalinamos 45 % trifluoracto rags-
ties tirpalu dichlormetane.
10d) Po to Boc-apsaugotos amino ragstys (5 ekv.) vyra
preaktyvuojamos su benzotriazol-1l-il-oksi-tris-(di-

metilamino) fosfonio heksafluorfosfatu (BOP, 4 ekv.) ir

N-metilmorfolinu (NMM, 10 ekv.) DMA tirpale ir
prijungimas vykdomas 1 - 2 valandas.

15e) N-a-Boc grupés visisSkai paSalinamos (TFA/CH,Cl,),
gaunamas 4 darinys, ivedama izonikotinilo (iNOC)

apsauginé grupé, kaip apra3yta aukSciau (4), maiSant su

4-isonikotinil-2-4-dinitrofenilkarbonatu (3 ekv.) ir

NMM (6 ekv.) DMA tirpale 25°C temperatiroje 24
20 valandas.

f) Peptidas atskeliamas nuo matricos 1ir nuimamos blo-
kavimo grupés, paveikiant bevandeniu HF (5 % ani-
zolo/5 % etilmetilsulfido) 0°C temperattroje 1 valan-
dg. Gaunamas iNOC-apsaugotas, glikolat-lys-amid

25 aktyvuotas peptidas 5, kuris isgryninamas C18
atvirksc¢iu faziuy HPLC (CH3CN/H,O gradientas, 0,1 %
TFA). Visu gauty fragmenty tapatumas buvo tikrinamas

masés spektrometrija.

30
Pateiktas i3radimas gali b0ti atkartotas, remian-

tis auks3ciau pateiktu aprasymu ir prieinamomis publika-
cijomis ir pradinémis medZiagomisa. Be to pareiskejo
atidaveé saugoti American Type Culture Collection (ATCC)
35 muziejui, esanc¢iam Rockville, Md., USA ,lasteliy lini-

jas, iSvardytas Zemiau:
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20
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Escherichia coli, DH10B-pBSK-hmplI 1.8, ATCC
saugojimo Nr. CRL 69575, priimtas saugojimui 1994 m.
vasario mén. 24 d.

Plazmide pSVI.ID.LL.MLORF, ATCC saugojimo
Nr. CRL 75958, priimta saugojimui 1994 m. gruodZio mén.
2 d. ix

CHO DP-12 1lastelés, ML 1/50 MCB (paZymétos
Nr. 1594), ATCC saugojimo Nr. CRL 11770, priimtos
saugojimui 1994 m. gruodZio mén. 6 d.

Sis muziejus buvo sudarytas pagal Budape$to Sutar-

ti, reguliuojancia Tarptautines Mikroorganizmy Muziejy

Sudarymo taisykles patentavimo tikslams, ir atitinkamus
poistatyminius aktus. Tai uZtikrina gyvybingu kultdry
palaikymg 30 mety nuo priémimo saugojimui datos. Mikro-
organizmai gali bati paimami i35 ATCC pagal tvarka,
nurodyta BudapeSto Sutartyje, ir yra susitarimo objek-
tas tarp pateikéjo ir ATCC, kuris garantuoja neribotag
galimybe naudotis kultGromis, nepaZeidZiant JAV paten-
to. Galimybé naudotis saugomomis kultOromis nereidkia
teisés naudoti 5i isSradimg, pazeidZiant patento
savininko teises, kurios yra garantuojamos kiekvienos

Vyriausybes pagal jos Patentuy istatymus.

*k % 3k ok ok ok ok

Kadangi apradant iSradimg bdtina pateikti
geriausius iSradimo jigyvendinimo badus ir konkre&ius
darbinius pavyzdZius, tai kiekvienas eilinis specia-
listas, perskaites 5i apraSyma, galés padaryti ivairius
pakeitimus, naudoti medzZiagy analogus, ir kitaip
pakeisti iSradima, nepakeidiant esmés. Tai yra, 3is
iSradimas gali bati panaudojamas kitaip, nei ¢&ia
apraSyta. Todel laikoma, kad patentu suteikiama apsauga

ribojama iSradimo apibreéZtimi, taikant ekvivalentus.
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SEKOS

(1) PAGRINDINE INFORMACIJA:

(1)

(ii)
(iii)
(iv)

(vi)

(vii)

(vii)

(vii)

(vii)

(vii)

(vii)

(vii)

(vii)

PATEIKEJAS: Eaton, Dan L.
de Sauvage, Federic J.
ISRADIMO PAVADINIMAS: TROMBOPOETINAS
Seky skaic¢ius: 144
ADRESAS SUSIRASINEJIMUI:
(A) ADRESAS: Genentech, Inc.
) GATVE: 460 Point San Bruno Blvd
) MIESTAS: South San Francisco
(D) VALSTIJA: Kalifornija
) SALIS: JAV
) KODAS: 94080

KOMPIUTERINE VERSIJA:

(A) NESIKLIS: 3,5 colio, 1.44Mb lankstis
laikmenys.

(B) KOMPIUTERIS: IBM PC suderinamas

(c) OPERACINE SISTEMA: PC-DOS/MS-DOS

(D) PROGRAMA: WinPatin (Genentech)

PASKUTINIO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.: 08/374540
(B) UZPILDYMO DATA: 1995.01.18
(C) KLASIFIKACIJA:

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(a) PATEIKIMO Nr.:PCT/US94/14553
(B) UZPILDYMO DATA: 1994.12.28

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/249376
(B) UZPILDYMO DATA: 1994.05.25

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/223263
(B} UZPILDYMO DATA: 1994.04.04

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/196689
(B} UZPILDYMO DATA: 1994.02.15

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/348658
(B) UZPILDYMO DATA: 1994.12.02

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/185607
(B) UZPILDYMO DATA: 1994.01.21

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/348657
(B) UZPILDYMO DATA: 1994.12.02

ANKSTESNIOJO PATEIKIMO DUOMENYS:
(A) PATEIKIMO Nr.:08/176553
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(B) UZPILDYMO DATA: 1994.01.03

(viii) INFORMACIJA APIE PATIKETINI/AGENTA:
(A) PAVARDE: Winter, Daryl B.
(B) REGISTRACIJOS Nr.: 32,637
(C) NUORODOS/APRASO Nr.: P0871P5

(ix) TELEKOMUNIKACINE INFORMACIJA:
(A) TELEFONAS: 415/225-1249
(B) TELEFAKSAS: 415/952-9881
(C) TELEKSAS: 910/371-7168

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 1:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 353 amino riigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 1:

Met Glu Leu Thr Glu Leu Leu Leu Val Val Met Leu Leu Leu Thr
-21 -20 -15 -10

Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu
-5 1 5

Arg Val Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser
10 15 20 '

Arg Leu Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val
25 30 35

Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln
40 45 50

Met Glu Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu
55 60 65

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr
70 75 80

Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu
85 90 95

Leu Leu Gly Ala Leu Gln Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro
100 105 110

Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu
115 120 125
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Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met Leuy

130 135 140
Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr
145 150 155
Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu
160 165 170
Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Thr Ala Ser
175 180 185
Ala Arg Thr Thr Gly Ser Gly Leu Leu Lys Trp Gln Gln Gly Phe
1590 1385 200
Arg Ala Lys Ile Pro Gly Leu Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Leu
205 210 215
Asp Gln Ile Pro Gly Tyr Leu Asn Arg Ile His Glu Leu Leu Asn
220 225 230
Gly Thr Arg Gly Leu Phe Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr Leu Gly
235 240 245
Ala Pro Asp Ile Ser Ser Gly Thr Ser Asp Thr Gly Ser Leu Pro
250 255 260
Pro Asn Leu Gln Pro Gly Tyr Ser Pro Ser Pro Thr His Pro Pro
265 270 275
Thr Gly Gln Tyr Thr Leu Phe Pro Leu Pro Pro Thr Leu Pro Thr
280 285 290
Pro Val Val Gln Leu His Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Pro
295 300 305
Thr Pro Thr Pro Thr Ser Pro Leu Leu Asn Thr Ser Tyr Thr His
310 315 320
Ser Gln Asn Leu Ser Gln Glu Gly
325 _ 330 332

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 2:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 1795 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rugsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 2:

TCTTCCTACC CATCTGCTCC CCAGAGGGCT GCCTGCTGTG CACTTGGGTC S0
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CTGGAGCCCT TCTCCACCCG GATAGATTCC TCACCCTTGG CCCGCCTTTG 100
CCCCACCCTA CTCTGCCCAG AAGTGCAAGA GCCTAAGCCG CCTCCATGGC 150
CCCAGGAAGG ATTCAGGGGA GAGGCCCCAA ACAGGGAGCC ACGCCAGCCA 200

GACACCCCGG CCAGA ATG GAG CTG ACT GAA TTG CTC CTC 239
Met Glu Leu Thr Glu Leu Leu Leu

-21 -20 -15

GTG GTC ATG CTT CTC CTA ACT GCA AGG CTA ACG CTG TCC 278
Val Val Met Leu Leu Leu Thr Ala Arg Leu Thr Leu Ser
-10 -5

AGC CCG GCT CCT CCT GCT TGT GAC CTC CGA GTC CTC AGT 317
Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser .
1 5 10

AAA CTG CTT CGT GAC TCC CAT GTC CTT CAC AGC AGA CTG 356
Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu
15 20 25 :

AGC CAG TGC CCA GAG GTT CAC CCT TTG CCT ACA CCT GTC 395
Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val .
30 35 )

CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTT AGC TTG GGA GAA TGG AAA 434
Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys
40 45 50

ACC CAG ATG GAG GAG ACC AAG GCA CAG GAC ATT CTG GGA 473
Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly
55 60 65

GCA GTG ACC CTT CTG CTG GAG GGA GTG ATG GCA GCA CGG 512
Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg
70 75

GGA CAA CTG GGA CCC ACT TGC CTC TCA TCC CTC CTG GGG 551

Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly
80 85 90

CAG CTT TCT GGA CAG GTC CGT CTC CTC CTT GGG GCC CTG 590
Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu
- 95 ‘ 100

CAG AGC CTC CTT GGA ACC CAG CTT CCT CCA CAG GGC AGG 629
Gln Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg
105 110 115

ACC ACA GCT CAC AAG GAT CCC AAT GCC ATC TTC CTG AGC 668
Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser
120 125 130

TTC CAA CAC CTG CTC CGA GGA AAG GTG CGT TTC CTG ATG 707
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Phe Gin His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met
135 140

CTT GTA GGA GGG TCC ACC CTC TGC GTC AGG CGG GCC CCA 746
Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala Pro
145 150 155

CCC ACC ACA GCT GTC CCC AGC AGA ACC TCT CTA GTC CTC 785
Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu
160 165

ACA CTG AAC GAG CTC CCA AAC AGG ACT TCT GGA TTG TTG 824
Thr Leu Asn Glu Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu
170 175 180

GAG ACA AAC TTC ACT GCC TCA GCC AGA ACT ACT GGC TCT 863,
Glu Thr Asn Phe Thr Ala Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser ‘
185 190 195

GGG CTT CTG AAG TGG CAG CAG GGA TTC AGA GCC AAG ATT 902

Gly Leu Leu Lys Trp Gln Gln Gly Phe Arg Ala Lys Ile
200 205

CCT GGT CTG CTG AAC CAA ACC TCC AGG TCC CTG GAC CAA 941
Pro Gly Leu Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Leu Asp Gln ~
210 215 220

ATC CCC GGA TAC CTG AAC AGG ATA CAC GAA CTC TTG AAT 980
Ile Pro Gly Tyr Leu Asn Arg Ile His Glu Leu Leu Asn
225 230

GGA ACT CGT GGA CTC TTT CCT GGA CCC TCA CGC AGG ACC 1018
Gly Thr Arg Gly Leu Phe Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr
235 240 245

CTA GGA GCC CCG GAC ATT TCC TCA GGA ACA TCA GAC ACA 1058
Leu Gly Ala Pro Asp Ile Ser Ser Gly Thr Ser Asp Thr
250 255 260

GGC TCC CTG CCA CCC AAC CTC CAG CCT GGA TAT TCT CCT 1097
Gly Ser Leu Pro Pro Asn Leu Gln Pro Gly Tyr Ser Pro
265 270

TCC CCA ACC CAT CCT CCT ACT GGA CAG TAT ACG CTC TTC 1136
Ser Pro Thr His Pro Pro Thr Gly Gln Tyr Thr Leu Phe
275 280 285

CCT CTT CCA CCC ACC TTG CCC ACC CCT GTG GTC CAG CTC 1175
Pro Leu Pro Pro Thr Leu Pro Thr Pro Val Val Gln Leu
290 295

CAC CCC CTG CTT CCT GAC CCT TCT GCT CCA ACG CCC ACC 1214
His Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Pro Thr Pro Thr
300 305 310



CCT ACC AGC
Pro Thr Ser Pro Leu

315

CAG AAT CTG
Gln Asn Leu

TGCCGACATC
CCTGGGAGAC
CCTGGTARAAA
CATTATAAAC
AGAGCAGCTA
ATTCTCTACA
CCTGGCAGTT
AAGGGTAATT
CCTTTACTAT
TTTACTCTTG

AAARAR 1795

(2)
(1)

(x1i)

Leu Leu Leu Val Val

-16 -15

Ser
1

Leu
15

(2)
(1)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

TCT CAG
Ser Gln
330

224

320

332

AGCATTGTCT CATGTACAGC

AACTGGACAA
GGGATACACA
CTTCAGAAGC
GCTCTTTGGT
TGCTCTTTTT
GAACAGAGGG
TCCTTTGCTT
CATTCTCAGT

AGAAATGAAT

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

GATTTCCTAC
GGACTGAAAA
TATTTTTTTA
CTATTTTCTG
CTGTGATAAC
AGAGACTAAC
CAAATTCAAG
GGGACTCTGA

AAGCTTTCTC

TCCCTTCCCT
TTTCTCCTGA
GGGAATCATT
AGCTATCAGC
CAGAAATTTG
TCTGCAAAGG
CTTGAGTCAG
GCCTTCCAAC
TCCCATATTC

TCAGAAAAAA

SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 42 amino rigs§éiy liekanos .
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.:

Met
Ser Pro Ala Pro Pro

Leu Arg Asp Ser His

2

3:

-10

5

0

10

25

(A) ILGIS: 390 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijine

LT 41

325

GAA GGG T AAGGT TCTCAGACAC 1290
Glu Gly

GCAGGGCGCC
AACCCAAAGC
TTTCACTGTA
AATACTCATC
CAACTCACTG
CCTGGGCTGG
AAAACAGAGA
GCCCCCATCC
TTAACAGATC

AAAAAADARAR

3:

-5

Val Leu His Ser Arg Leu

26

4:

20 B

CCT CTT CTA AAC ACA TCC TAC ACC CAC TCC 1253
Leu Asn Thr Ser Tyr Thr His Ser

1340

1390

1440

1490

1540

1590

1640

1690

1740

17350

Leu Leu Leu Thr Ala Arg Leu Thr Leu

Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys



(x1)

SEKA SEQ ID Nr.:

223

4:

GAATTCCTGG AATACCAGCT GACAATGATT TCCTCCTCAT

CACCTCTCCT

CTC CTA ACT
Thr

Leu Leu

CCT GCT
Pro Ala
5

GAC TCC
Asp Ser His
20

CATTATCCCC

TGT
Cys

CAT

CATCTAAGAA

GCA
Ala
-5

GAC
Asp

CTC
Leu

AGG CTA
Arg Leu

CGA
Arg

TTG
Leu
-16

CTC
Leu
-15

CTG
Leu

ACG
Thr

CTC
Leu

GTC
Val

10

GTC
Val

CTT
Leu

CAC
His

AGA
Arg
25

AGC
Ser

AGT

GTG GTC
Val val

CTC
Leu

TCC AGC CCG
Ser Ser Pro
1

AAA CTG
Lys Leu
15

Ser

CTG
Leu
26
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CTTTCAACCT

CTT 91
Leu
-10

ATG
Met

CCT
Pro

GCT 130

Ala

CGT 169

Arg

CTT
Leu

GTGA GAACTCCCAA 210

]

50

TTTATCCGCG TAACTGGTAA GACACCCATA CTCCCAGGAA 260

GACACCATCA CTTCCTCTAA CTCCTTGACC CAATGACTAT TCTTCCCATA 310

TTGTCCCCAC

ACAGCCCGCA

(2)
(1)

(x1i)

TCTAGACGAG
TCAGAGAGTG
GGTCAAGGAG
TTACCAGTTA
GCTGTGAAGG
CACAAGCAGG
AGCATGACCA

ATGAGGAGGA

CTACTGATCA CACTCTCTGA CAAGAATTAT TCTTCACAAT 360

TTTAAAAGCT CTCGTCTAGA 390

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

' SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(p) ILGIS:
(B)
(C)
(D)

SEKA SEQ ID Nr.:

AGCTTTTAAA
TGATCAGTAG
TTAGAGGAAG
CGCGGATAAA
ACATGGGAGT
AGGAGCCGGG
CGAGGAGCAA

AATCATTGTC

390 baziy

53

TGCGGGCTGT
GTGGGGACAA
TGATGGTGTC
GGGGATAATG
CACGAAGCAG
CTGGACAGCG
TTCTTAGATG

AGCTGGTATT

pory

TIPAS: nukleino rigséiy seka
GRADISKUMAS :
TOPOLOGIJA:

viengrande
linijineé

ATTGTGAAGA
TATGGGAAGA
TTCCTGGGAG
TTGGGAGTTC
TTTACTGAGG
TTAGCCTTGC
AGGAGAGGTG

CCAGGAATTC

5%

ATAATTCTTG
ATAGTCATTG
TATGGGTGTC
TCACCAGTCT
ACTCGGAGGT
AGTTAGGAGA
AGGTTGAAAG

390

100

150

200

250

300

350
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 6:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(a) ILGIS: 332 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugs$¢iy liekany seka
(C) GRADISKUMAS: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 6:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro
20 25 30

Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala Val.Asp
35 40 45

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala
50 g5 . 60

Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
65 ‘ 70 75

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 S0

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 105

Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala
110 115 120

His Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu
125 130 135

Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu
140 145 150

Cys Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr
155 160 165

Ser Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly
170 175 180

Leu Leu Glu Thr Asn Phe Thr Ala Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser
185 190 1395

Gly Leu Leu Lys Trp Gln Gln Gly Phe Arg Ala Lys Ile Pro Gly
200 205 210

Leu Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Leu Asp Gln Ile Pro Gly Tyr
215 220 225

Leu Asn Arg Ile His Glu Leu Leu Asn Gly Thr Arg Gly Leu Phe
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230 235 240
Pro Gly Pro Ser Arg Arg Thr Leu Gly Ala Pro Asp Ile Ser Ser
245 250 255
Gly Thr Ser Asp Thr Gly Ser Leu Pro Pro Asn Leu Gln Pro Gly
260 265 270
Tyr Ser Pro Ser Pro Thr His Pro Pro Thr Gly Gln Tyr Thr Leu
275 280 285
Phe Pro Leu Pro Pro Thr Leu Pro Thr Pro Val Val Gln Leu His
290 295 300
Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Pro Thr Pro Thr Pro Thr Ser
305 310 . 315
Pro Leu Leu Asn Thr Ser Tyr Thr His Ser Gln Asn Leu Ser Gln
320 325 330
Glu Gly T
332
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 7:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA: _
(A) ILGIS: 166 amino rigsciy liekanos
(B) TIPAS: amino rigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine
(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 7:

Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr
1 5 10 15

Leu Leu Glu Ala Lys Glu Ala Glu Asn Ile Thr Thr Gly Cys Ala
20 25 30

Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr Val Pro Asp Thr Lys
35 40 45

Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg Met Glu Val Gly Gln Gln Ala
50 55 60

val Glu Val Trp Gln Gly Leu Ala Leu Leu Ser Glu Ala Val Leu
65 70 75

Arg Gly Gln Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser Gln Pro Trp Glu Pro
80 < 85 S0

Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly Leu Arg Ser Leu
' 95 100 105

Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser
110 115 120



9o LT 4120 B

Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr Ile Thr Ala

125 130 135

Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu Arg
140 145 150

Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp
155 160 165

Arg

166

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 8:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 328 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rags§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 8:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro
20 25 30

Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp
35 40 45

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala
50 55 60

Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
65 ' 70 75

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 90

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 105

Ser Leu Leu Gly Thr Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
110 115 120

Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val
125 130 135

Arg Phe Leu Met Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg
140 145 150

Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser Leu Val Leu
155 160 165

Thr Leu Asn Glu Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr



Asn
Trp
Thr
His
Arg
Thr
Pro
Pro
Aép

Thr

Ser
Leu
Glu
Phe

Gln

Phe Thr

Gln Gln
Ser Arg
Glu Leu
Arg Thr
Ser
Thr His
Thr Leu
Ser

Pro

Ser Tyr

&8,

(x1)

Pro Ala

Arg Asp

Val His

Ser Leu

Asp Ile

170

Ala Ser

185

Phe
200

Gly

Ser Leu

Ala

Arg

Asp

215 .

Asn
230

Leu

Leu Gly

245

Pro
260

Leu

Pro
275

Pro

Thr
290

Pro

Ala Pro

305
His
320

Thr

Gly

Ala

Pro

Thr

Pro

Thr

Ser

Arg

Ala

Gln

Thr

Pro

Asn

Val

Pro

Gln

Thr

Lys

Ile

Arg

Asp

Leu

Gln

val

Thr

Asn

229

Thr

Ile

Pro

Gly

Ile

Gln

TYyr

Gln

Pro

Leu

175

Gly Ser
190

Pro
205

Gly

Gly
220

Tyr

L.eu Phe

235
Ser Ser
250

Pro
265

Gly

Thr Leu

280
Leu His
295
Thr Ser
310
Ser Gln
325
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Gly Leu

Leu Leu

Leu Asn

Pro Gly

Gly Thr

Tyr Ser

Phe Pro

Pro Leu

Pro Leu

Glu Gly

328

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 9:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(a)
(B)

ILGIS:

(C) TOPOLOGIJA:

SEKA SEQ ID

Pro Pro
5

Ser His
20

Pro Leu
35

Gly Glu
' 50

Leu Gly
65

Ala

val

Pro

Trp

Ala

Nr.:

Cys

Leu

Thr

Lys

Val

9:

Asp

His

Pro

Thr

Thr

Leu
Ser
Vai
Gln

Leu

Arg Val
10

Arg Leu

25
Leu Leu
40

Met
5SS

Glu

Leu Leu

70

265 amino rugscéiy liekanos
TIPAS: amino riig§¢iy liekany seka
linijine

Leu Ser

Ser Gln

Pro Ala

Glu Thr

Glu Gly

Leu

Asn

Arg

Pro

Ser

180

Lys
195

Gln
210

Ile
225

Ser
240

Asp

. 255

Pro
Leu
Leu

Leu

Lys
Cys
val
Lys

val

Ser
270

Pro
285

Pro
300

Asn
315

Leu
15

Pro
30

Asp
45

Ala
60

Met
75



230 ~ LT4120B

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 S0

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 105

Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala
110 115 120

His Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu
125 130 135

Arg Gly Lys Asp Phe Trp Ile Val Gly Asp Lys Leu His Cys Leu
140 145 150

Ser Gln Asn Tyr Trp Leu Trp Ala Ser Glu Val Ala Ala Gly-Ile
155 160 165

Gln Ser Gln Asp Ser Trp Ser Ala Glu Pro Asn Leu Gln Val Pro
170 175 - 180

Gly Pro Asn Pro Arg Ile Pro Glu Gln Asp Thr Arg Thr Leu Glu
185 190 195

Trp Asn Ser Trp Thr Leu Ser Trp Thr Leu Thr Gln Asp Pro Arg
200 205 210

Ser Pro Gly His Phe Leu Arg Asn Ile Arg His Arg Leu Pro Ala

215 220 225
Thr Gln Pro Pro Ala Trp Ile Phe Ser Phe Pro Asn Pro Ser Ser
230 235 240
Tyr Trp Thr Val Tyr Ala Leu Pro Ser Ser Thr His Leu Ala His
‘ . 245 250 255
Pro Cys Gly Pro Ala Pro Pro Pro Ala Ser
260 265
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 1O:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 261 amino riugséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 10:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro
20 25 30

Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp



231 LT 4120 B

35 40 45
Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala
50 55 60
Gln Asp Ile Leu Gly Ala VvVal Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
65 70 75
Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 90
Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 105
Ser Leu Leu Gly Thr Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
110 115 -120
Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Asp
125 130 135
Phe Trp Ile Val Gly Asp Lys Leu His Cys Leu Ser Gln* Asn Tyr
140 145 150
Trp Leu Trp Ala Ser Glu Val Ala Ala Gly Ile Gln Ser Gln Asp
155 160 " 165
Ser Trp Ser Ala Glu Pro Asn Leu Gln Val Pro Gly Pro Asn Pro
; 170 175 180
Arg Ile Pro Glu Gln Asp Thr Arg Thr Leu Glu Trp Asn Ser Trp
185 150 195
Thr Leu Ser Trp Thr Leu Thr Gln Asp Pro Arg Ser Pro Gly His
200 205 210
Phe Leu Arg Asn Ile Arg His Arg Leu Pro Ala Thr Gln Pro Pro
215 220 225
Ala Trp Ile Phe Ser Phe Pro Asn Pro Ser Ser Tyr Trp Thr Val
230 235 240
Tyr Ala Leu Pro Ser Ser Thr His Leu Ala His Pro Cys Gly Pro
245 250 255

Ala Pro Pro Pro Ala Ser

: 260 261

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 11:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 7849 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino riig§&iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande

(D) TOPOLOGIJA: linijiné



CCCAGCCTCC
GTCTCTCCCT
TCCTTCCTAA
GGATCTAGGC
ACAGGAGAGA
AGGTCAGGCC
TGGGAAGAAA
AGCAGGGAGG
GGGACACATG
ATGGAAGACG
TGTGTGTGTA
CTCAGGCTTA
GACAGTCCAC
ACAGGAGATT
GGGAATGACA
AAGCAAGCAT
GAAATTTGGA
TCTGTGCTTC
AAAAAACTTC
GGAAAAGATG
GAGGAGTGGA
CTTCCGGGGG
GAAGTGGCCC
CACCGCCACA
TGCACTTGGG

GTGGGGTTAT

TTTCTCTTGT
CCCACACACA
TCTTGGGAGA
CACACTTCTC
GCCTGAGGAA
AGGAAGCCCC
GCAAAGGAGC
TATTTGCGGG
GGCCTGGTTA
GAGACAGAAC
GCCATCCAAG
ACCCAGTGCA
TCAACCCGTC
TCTCTCATGT
AGATAGGACT
CCTGTTGGAT
TAGCCAGGGA
TTCCCCAGCA
TGCTCCTGTC
GATCCCCCTA
CCCTGGTCCA
CCTTCACCAG
AGGCAGGCGT
TGTCTTCCTA
TCCTGGAGCC

GTGAGGGTAG

TCCCTGGTCA
CCCACTATCC
CATCTCGTCT
AGCAGACATG
GTTCTGGGGG
TGAGGACAGA
TAGAGCCAGG
GGAGGTCCAG
TTCCTCTTGT
AAGCAAAGGA
CCACTGGACC
CGTGTGCGCA
CAAACCCTTT
GGGCAATATC
CCCTAGGGGA
TTCAGCAGCA
GTGAAAACCC
ACACAAATGT
CCCCTCCAGG
TCCAAATCTT
GGCAGGGGCT
TGTCTGGTGG
ATGACCTGCT
CCCATCTGCT
CTTCTCCACC

AADAGGACAGC

TGCCTGCCTC
TCCCAGCTAT
GGCTGGACGG
CCCATCCTTG
ACAGGGGGAT
GACTGTGGGG

GCCARAAGGAA

CAGCTGTCTT

CACATGTGGA
GGGCCCTGGG
CCAGCAGACG
CATACATGTG
CCCCATAACA
CGTGTTCCCA
TTACAGARAAG
GGTATGATGT
CACCAATCTT
CCTGCCAGAT
TCCCAGGTTG
CTCCGTGGTG
CCAGGGAAGA
CTCCCTTCTC
GCTGTGGAGG
CCCCAGAGGG
CGGTGAGTGG

AAAGAGAAAT

LT 4120 B

CCTGTCTCCT
CCCTACACCC
GAAAATTCCA

GGGAGGAGGA

GATGGGATCA

AGACTGGGAC
AAGGGGGGCC
TCCTAAGACA
ACGGTAGGAG
CACAGAGGTC
AGCACCTAAG
CCCCGCACCT
CCAACCCATA
CTTCGAAAGG
AAANGCAGGA
CCAGGGAAAR
AAACAAGACC
TCCTCCTGGA
CCCATGTCCA
TGTGTGGGTG
GAAGGCGTCA
TGATTGGGCA
GGCTGTGCCC
CTECCTEOTGS
CCAGCAGGGT

GGGCTCCCAG

50

100

150

200

250

300

350

400 |

450

500

550

600

650

700

750

800

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1200

1250

1300



CTGGGGGAGG
GAAGAGTGTA
GGGGTGGGGT
AGCACAGCCC
AATAAGAGAG
GACACAGCCC
GTTCTGAATC
GAGAGGGTAA
TCCCAATATT
GAGGAAGCCA
AGGGGGCAGG
CCTAAGACAA
TCCTGGGCAG
CTTGGCCTCA
TCCAGTGGCT
PCTCCCATAC
TTGTGCAGTT
CAACATATTG
TTTCCACTCT
CCATCCCAGA
GCTAATTAAG
GGGTAGGTGG
AAGGAGACAC
TTTTTTTTGA
GTGCGATCTC
TCCTGTCTCA
CCCTGCTAGT

GAGGCTGGTG

GGCAGGCAAA
GCCTTCCCAG
GCTGGTTTCT
TéGCTGGCCC
GGAGCTGCAC
CAATCCCCAT
TGGTGCTGGG
TGGGAGGAGG
GAATCAGGTG
TGTGGGGGGT
GAGGCAGGTG
GGTAAGCCCC
CTGGTCTCAG
GATAATGGAG
TTATGTGTGG
CGCCTTTTAA
CCCCTCCCCAa
CGCCCGTTTG
CTTCTCCAGG
TTTTCTCTGA
ATATGTGTGT
CACCAAATCC
CATATGCTTT
GACGGAGTTT
GGCTCACCAC
GCCTCCCAAG
TTTTTTGTAT

GCGAACTCCT

CTGGAACCTA
AATGGGAGGA
GAGGGACTGA
TAAGGARAGG
TTAGGGCTTA
TCTTAGCTGG
GAAGCTGGGC
GCCCACTCAT
CAAGCCTCTT
CCTGTGAAGG
TGAGCTATGA
TAAGGTGGGC
GAAGGAAGTC
TATTTCAGGA
GGGTAGATAG
TCCTGACCTC
GCCCCACTCC
CCAGTTCCTC
CTGAAGCCAC
CCTAACAACC
ATACATATCA
GTGTCCGATT
CTTGCTTTCT
CACTCTTATT
AAACCTCCGC
TAGCTTGGAT
TTCGTAGAGC

GACCTCAGGT

233

CAGGCACTGA
GCAGGGCAGA
TCACTTACTT
GGACATGAGC
GCAAACACAG
TCATTCCTCG
CAGGCAAGCC
GTTGACAGAC
TGCACAACTT
AACCGGAAGG
GACAGATATG
ATCACCCAGC
CCAGAACTGT
CTTGGAGTCC
GGAAAGAATA
TAGTGGTCCC
CCACCGCAGA
ACCCAGGCCC
AATACTTTCC
AAGGTTGCTC
TGTCCTGCTG
CACTGAGGAG
TTCTTTCTTT
GCCCAGGCTG
CTCCCAGGTA
TACAGGCATG
CGGGGTTTCA

GATCCACCCG

LT 4120 B

CCTTTGTCGA
GCAGGGGTAG
GGTGGAATAC
CCAGGGAGAA
TAGTAAGATG
TTAGCTTAAG
AGGGCGCAAG
CTACAGGAAA
GTGAAAGGAG
GGTTCTGCCA
TTAGTGGGCG
AGGTGCCCGT
TAGCCCATCT
AAAGARAAGC
GAGGTTAATT
AGTTACAGCT
AGTTACCCCT
TGCATCCCAT
TTCTCTATCC
AGAATTTAAG
CTCTCAGCAG
TCCTGACAAA
CTTTCTTTTT
GAGTGCAATG
CAAGCGATTC
AGCCACCACA
CCATGTTAGT

CCTTGGACTC

1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1300
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650

2700



CCAAAGTGCT
GCTTTCATCA
GCTGGTCAGC
GTCTCTTCCT
GATAGATTCC
AAGTGCAAGA
GAGGCCCCAA
GCTGACTGGT
CAGAAGGGGA
GAACCCATTC
TCAGGTCTGG
TTCCTCCTCA
GTGGTCATGC
TCCTGCTTGT
TCCTTCACAG
GTAACTGGTA
ACTCCTTGAC
ACACTCTCTG
TCTCGTCTAG
CATAGCTCTC
CAGAGCCAGT
TGCTGTGGAC
CATCCCTAAC
CCCATGGATT
GCTTGGCCAC
ATAAGATGAT
ACCATGAAAA

CCYGTTCAGT

GGGATTACAG
CAAGAAAATG
ATCTCAAGCC
AGAAACTTGG
TCACCCTTGG
GCCTAAGCCG
ACAGGGAGCC
GAGAACACAC
GAGAGAAAGG
TCCCAAAAAT
GTCCTGAATG
TCTTTCAACC
TTCTCCTAAC
GACCTCCGAG
CAGACTGGTG
AGACACCCAT
CCAATGACTA
ACAAGAATTA
AGATAGTACT
TCTATTTCAG
GCCCAGAGGT
TTTAGCTTGG
CTTGGCTTCC
CTCCAACATT
CCTAACCCAA
GGCTTGCAGG
GCTGGAGAGA

CTTCTTAAAT

234

GCATGAGCCA
TGAGAGAATT
CTCCCCAGCA
TTAAATGTTC
CCCGCCTTTG
CCTCCATGGC
ACGCCAGCCA
CTGAGGGGCT
AGACACGCTG
AAGGGGTCTG
GGAATTCCTG
TCACCTCTCC
TGCAAGGCTA
TCCTCAGTAA
AGAACTCCCA
ACTCCCAGGA
TTCTTCCCAT
TTCTTCACAA
CATGGAGGAC
CTCCCTTCTC
TCACCCTTTG
GAGAATGGAA
CTAAGTCCTG
CTTGAGCTTT
TCTACATTCA
TCCAATATGT
AATCGCTCAT

TGGCATGAAG

CTGCACCCGG
CAGGGCTTTG
TCTGTTCACC
ACTCTTCTTG
CCCCACCCTA
CCCAGGAAGG
GACACCCCGG
AGGGCCATAT
CAGGGGGCAG
AGGGGTGGAT
GAATACCAGC
TCATCTAAGA
ACGCTGTCCA
ACTGCTTCGT
ACATTATCCC
AGACACCATC
ATTGTCCCCA
TACAGCCCGC
TAGCCTGCTT
CCCCCACCAA
CCTACACCTG
AACCCAGATG
TCTTCAGTTT
TTAAAAATAT
CCTATGATGA
GAATAGATTT
GGCCATGCCT

AAGCAAGACT

LT 4120 B

CACACCATAT
GCAGTTCCAG
CTGCCAGGCA

CTACTTTCAG

-CTCTGCCCAG

ATTCAGGGGA
CCAGAATGGA
GGAAACATGA
GAAGCTGGGG
TCCCTGGGTT
TGACAATGAT
ATTGCTCCTC
GCCCGECTEC
GACTCCCATG
CTTTATCCGC
ACTTCCTCTA
CCTACTGATC
ATTTAAAAGC
ATTAGGCTAC
TCTTTTTCAA
TCCTGCTGCC
GTAAGAAAGC
CCCACTGCTT
CTCACCTTCA
TAGCCTGTGG
GAAGCTGAAC
TTGACCTATT

CATATGTCAT

2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550
3600
3650
3700
3750
3800
3850
3900
3950
4000
4050

4100



CCACAGATGA
ATCAAGATTC
AGAGATATAA
GCACTTTGGG
AGCAGCCTGG
TAGCCGGGCA
AAGCAGGAGA
ATCATGCCAA
AAAAGAARAA
CAGCTTTCAG
AGCACTTCCT
CCATGTAACA
GTTTGATGTT
CCGAGTGGAC
GAAGACATAT
CTAGAAAGCA
CAATAGTTTA
TTCCTTCAGG
TAGTCCTTTC
CATTTAGTTT
CCAGGCTGGA
CCGGATTCAA
AGGTGCCCAC
GGTTTCACCA
CCACCTGCCT
CACCCAGCCT
CAGAAAGAGT

GGGCAGATTT

CACAAAGCTG
AAATCACTGA
ACTTCTACAT
AGGCCGAGGC
CCAACATGGC
TGGTAGTGCA
ATCCCTTGAA
TGCACTCCAG
AAAATTCTAC
GCCACAATGC
ACGAAAAGGA
TTACTGAAGC
TAGCATCCCC
TACACTTAAA
GCTAATTTAT
GCAGCCTGAA
AAAAACTAAA
ACTGAGTCAG
TTTTCATCCT
ATTTATTATT
GTGCAGTGGC
GCEATTETCC
CACCATGCCC
TGTTGGCCAG
CAGCCTCCCA
TCATTCAGTT
AAATTTGCAG

CAGCAACGTA

235

GGAAGTACCA
AAGACTAGGT
GTGGGCCGGG
AGGCAGATCA
GAAACCCCGT
TGCCTGTAAT
CCCAGGAGGT
CCTGGGTGAC
ATGTGTAAAT
CCTGCTTCCA
TCTGAGAGAA
TGCTATTCTT
ATTGTGGAAA
TATACTGGCC
TAAGAGGGAC
CAGAAAGAGA
ATCTATCCTC
GGAAGAAGGG
TATGATCATT
ATTATTTGAG
ATGATCTCAA
TGCCTCAGTC
AGCTAATTTT
GCTGATCTTG
AAGTGCTGGG
TAAAAATCAA
CACTAGAACC

AGAARAAAGG

CTAAAATAAC
CAAAAACAAG
GGCTCACGCC
CCTGAGGGCA
CTCTACTAAG
CCCAGCTACT
GGAGGTTGTA
AAGAGCAAAA
TAATGAGTAA
TCATTTAAGC
TTAAATTGCC
AAAGCTAGTA
TGCTCGTACA
TGAACACCGG
CATATTAAAC
CTAGAAGCAT
AAGAACCCTA
CAGTTCCTAT
ATGGTAGAGT
ACGGAGTCTC
CTCACTGCAA
TCCCAAGTAG
TGTATTTTTG
AACTCCTGAC
ATTACAGGCG
ATGATCCTAA
AAGAGGTAAA

AGCTCTTCTC

LT 4120 B

AAAAGACTGA
GTGAAACAAC
TGTAATCCCA
GGAGTTTGAG
AATACAAAAT
TGGAAGGCTG
GTGAGCTGAG
CTCCGTCTCA
AGTCCTATTC
CTCTGGCCCT
CCCAAA&TTA
ATTCTTGTCT
GAACTCTA%T
ACATCCCCCT
TAACATGTGT
GTTTTATGGG
GCGTCCCTTC
GGGTCCCTTC
CTCATACCTA
ACTCTATCCC
CCTCAGCCTC
CTGGGATTAC
GTAGAGATGG
CTCAGGTGAT
TGAGCCACTG
GGTTTTGCAG
AGCTGTAACA

ACTGAAACCA

4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
;550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900
4950
5000
5050
5100
5150
5200
5250
5300
5350
5400
5450

5500



AGTGTAAGAC
CTGATGACCA
ACCTTGGTCC
TCCTAAGGCT
CTCTCTTCCA
GAGCAGTGAC
GGACCCACTT
TCTCCTCCTT
AGTCAAGGGA
GACCTGAGGG
ATCTACTAAG
TGTCTTTCCT
GCCTCAGGAC
GCTCACAAGG
AGGAAAGGTG
GGCGGGCCCC
ACACTGAACG
CACTGCCTCA
GATTCAGAGC
GACCAAAT&C
TCGTGGACTC
TTTCCTCAGG
GGATATTCTC
CCCTCTTCCA
TTCCTGACCC
ACATCCTACA
GACACTGCCG

GCGCCCCTGG

CAGGCTGGAC
GCTGTCGGGA
TGTCCAGTTC
CCCCACCCGC
TCTCTTTCTC
CCTTCTGCTG
GCCTCTCATC
GGGGCCCTGC
TCTGTAGAAA
AAGAAGGGCT
AGTGCTCCCT
ACTTAGACAA
CATCCTCTGC
ATCCCAATGC
CGTTTCCTGA
ACCCACCACA
AGCTCCCAAA
GCCAGAACTA
CAAGATTCCT
CCGGATACCT
TTTCCTGGAC
AACATCAGAC
CTTCCCCAAC
CCCACCTTGC
TTCTGCTCCA
CCCACTCCCA
ACATCAGCAT

GAGACAACTG

235

TAGAGGACAC
GACTGTGAAG
TCAGCCTGTA
TTTTAGTGTG
AGGAGGAGAC
GAGGGAGTGA
CCTCCTGGGG
AGAGCCTCCT
CTGTTCTTTT
CTTCCAGGGA
GCCAGCCACA
GGGAGGCCTG
CCTCAGCTTC
CATCTTCCTG
TGCTTGTAGG
GCTGTCCCCA
CAGGACTTCT
CTGGCTCTGG
GGTCTGCTGA
GAACAGGATA
CCTCACGCAG
ACAGGCTCCC
CCATCCTCCT
CCACCCCTGT
ACGCCCACCC
GAATCTGTCT
TGTCTCATGT

GACAAGATTT

GGGAGTTTTT
GAATTCCTGC
TGATTCACTC
CCCTTTGAGG
CAAGGCACAG
TGGCAGCACG
CAGCTTTCTG
TGGAACCCAG
CTGACTCAGT
GCTCAAGGGC
ATGCCTGGGT
AGATCTGGCC
CTCCACAGGG
AGTTTCCAAC
AGGGTCCACC
GCAGAACCTC
GGATTGTTGG
GCTTCTGAAG
ACCAAACCTC
CACGAACTCT
GACCCTAGGA
TGCCACCCAA
ACTGGACAGT
GGTCCAGCTC
CTACCAGCCC
CAGGAAGGGT
ACAGCTCCCT

CCTACTTTCT

LT 4120 B

GAAGCAGAGG
CCTGGGTGGG
TGCTGGCTAC
CAGTGCGCTT
GACATTCTGS
GGGACAACTG
GACAGGTCCG
GTAAGTCCCC
CCCACTAGAA
AGAAGAGCTG
ACTGGCATCC
CTEETETTTE
CAGGACCACA
ACCTGCTCCG
CTCTGCGTCA
TCTAGTCCTC
AGACAAACTT
TEGCAGCAGCE
CAGETCOOTE
TGAATGGAAC
GCCCCGGACA
CCTCCAGCCT
ATACGCTCTT
CACCCCCTGC
TCTTCTAAAC
AAGGTTCTCA
TCCCTGCAGG

CCTGAAACCC

5550
5600
5650
5700
5750
5800
5850
5900
950
6000
6050
6100
6150
6200
6250
6300
6350
6400
6450
6500
6550
6600
6650
6700
6750
6800
6850

6900



AAAGCCCTGG
CTGTACATTA
TCATCAGAGC
CACTGATTCT
GCTGGCCTGG
AGAGAAAGGG
CATCCCCTTT
AGATCTTTAC
CTATACACTA
AARAGCTCCC
ATCCCCCTCA
AGAGCCTCAC
ACCTGGATGT
GAGGCTTTGC
GAAGTGCAGG
GAACAAGTAC
AAATGCATCT
GATCTCTAARA

TTGGTGCTCA

(2)
(1)

(x1)

TAAAAGGGAT
TAAACCTTCA
AGCTAGCTCT
CTACATGCTC
CAGTTGAACA
TAATTTCCTT
ACTATCATTC
TCTTGAGAAA
GACAAAACTG
TAAAAAGCARA
CCCTGCCACC
ACCCCAGGTA
GACAGCTGAG
CAGGCATGGA
AAGTGGCATG
AAGTCAAGTA
AARARAGCAGC
AAGGAGTCAG

GGAAAAGGTT

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

237

ACACAGGACT
GAAGCTATTT
TPGETCTRTT
TTTTTCTGTG
GAGGGAGAGA
TGCTTCAAAT
TCAGTGGGAC
TGAATAAGCT
AGCCTGTATA
GGGAAAGATG
CCAAACAARA
AGGCTGTGTA
CAAACAGCTA
CGCCTGCCTC
AGTCAGGCTC
CAAGTTGAAG
TCTGTGTGAC
GCTTATGGGG

TGTGTTGCAC

GAAAAGGGAA
TTTTAAGCTA
TTCTGCAGAA
ATAACTCTGC
CTAACCTTGA
TCAAGGCCTT
TCTGATCCCA
TTCTCTCAGA
AGGAATAAAT
TTCTTCGAGG
AAGCTAACAG
GACAGTTCAG
GAGCTTTGGC
CCTCCTGTGG
CTTGAGCTCA
GCTCATTTCC
CACCATAAAC
CTTTGCAAAT

AAAACACAAAN

SEKOS CHARAKTERISTIKA:
1443 baziy poros

(a)
(B)
(C)
(D)

ILGIS:

SEKA SEQ ID Nr.:

12:

TIPAS: nukleino rugsc¢iy seka
GRADISKUMAS: viengrande

TOPOLOGIJA: linijine

GAGTCCTTGG CCCACCTCTC TCCCACCCGA CTCTGCCGAA

AAGCTCAAGC CGCCTCCATG GCCCCAGGAA AGATTCAGGG

ATACAGGGAG CCACTTCAGT TAGACACCCT GGCCAGA

LT 4120 B

TCATTTTTCA
TCAGCAATAC
ATTTGCAACT
ARAAGGCCTGG
GTCAGARAAC
CCAACGCCCC
TATTCTTAAC
AATGCTGTCC
GGGAGCGCCG
GTGGCAATAG
GAAGCCTTGG
TAAAGACAGG
AGCTCAGCAG
AGGTCAGGAG
CACAGCAGGA
CAGTTCCCGC
TCTGCTAGGG

AAGTGCTGCC

6950

7000

7050

7100

7150

7200

7250

-7300

7350

7400

7450

7500

7550

7600

7650

7700

7750

7800

TTCCACTGC 7849

12:

AGAAGCACAG

GAGAGGCCCC

ATG GAG 143

Met Glu

50

100



238 LT 4120 B

-21 -20

CTG ACT GAT TTG CTC CTG GCG GCC ATG CTT CTT GCA GTG 182
Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu Ala Val
' -15 -10

GCA AGA CTA ACT CTG TCC AGC CCC GTA GCT CCT GCC TGT 221
Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys
-5 1 5

GAC CCC AGA CTC CTA AAT AAA CTG CTG CGT GAC TCC CAC 260
Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His
10 15 20

CTC CTT CAC AGC CGA CTG AGT CAG TGT CCC GAC GTC GAC 299
Leu Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro Asp Val Asp
25 ’ 30 - "

CCT TTG TCT ATC CCT GTT CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTT 338
Pro Leu Ser Ile Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe
35 40 45 *

AGC CTG GGA GAA TGG AAA ACC CAG ACG GAA CAG AGC AAG 377
Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Ser Lys .
50 55

GCA CAG GAC ATT CTA GGG GCA GTG TCC CTT CTA CTG GAG 416
Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu Leu Leu Glu
60 65 70

GGA GTG ATG GCA GCA CGA GGA CAG TTG GAA CCC TCC TGC 455
Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser Cys
75 80 85

CTC TCA TCC CTC CTG GGA CAG CTT TCT GGG CAG GTT CGC 494
Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg
90 95

CTC CTC TTG GGG GCC CTG CAG GGC CTC CTA GGA ACC CAG 533
Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Thr Gln
100 105 110

GGC AGG ACC ACA GCT CAC AAG GAC CCC AAT GCC CTC TTC 572
Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe
115 120

TTG AGC TTG CAA CAA CTG CTT CGG GGA AAG GTG CGC TTC 611
Leu Ser Leu Gln Gln Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe
125 130 135

CTG CTT CTG GTA GAA GGT CCC ACC CTC TGT GTC AGA CGG 650
Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro Thr Leu Cys Val Arg Arg
140 145 150

ACC CTG CCA ACC ACA GCT GTC CCA AGC AGT ACT TCT CAA 689



239 LT 4120 B

Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Ser Thr Ser Gln
155 160

CTC CTC ACA CTA AAC AAG TTC CCA AAC AGG ACT TCT GGA 728
Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe Pro Asn Arg Thr Ser Gly
165 170 175

TTG TTG GAG ACG AAC TTC AGT GTC ACA GCC AGA ACT GCT 767
Leu Leu Glu Thr Asn Phe Ser Val Thr Ala Arg Thr Ala
180 185

GGC CCT GGA CTT CTG AGC AGG CTT CAG GGA TTC AGA GTC 806
Gly Pro Gly Leu Leu Ser Arg Leu Gln Gly Phe Arg Val
190 1385 200

AAG ATT ACT CCT GGT CAG CTA AAT CAA ACC TCC AGG TCC 845
Lys Ile Thr Pro Gly Gln Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser
205 210 215

CCA GTC CAA ATC TCT GGA TAC CTG AAC AGG ACA CAC GGA 884

Pro Val Gln Ile Ser Gly Tyr Leu Asn Arg Thr His Gly
220 225

CCT GTG AAT GGA ACT CAT GGG CTC TTT GCT GGA ACC TCA 923
Pro Val Asn Gly Thr His Gly Leu Phe Ala Gly Thr Ser
230 235 240

CTT CAG ACC CTG GAA GCC TCA GAC ATC TCG CCC GGA GCT 962
Leu Gln Thr Leu Glu Ala Ser Asp Ile Ser Pro Gly Ala
245 250

TTC AAC AAA GGC TCC CTG GCA TTC AAC CTC CAG GGT GGA 1001
Phe Asn Lys Gly Ser Leu Ala Phe Asn Leu Gln Gly Gly
255 260 265

CTT CCT CCT TCT CCA AGC CTT GCT CCT GAT GGA CAC ACA 1040
Leu Pro Pro Ser Pro Ser Leu Ala Pro Asp Gly His Thr
270 275 ’ 280

CCC TTC CCT CCT TCA CCT GCC TTG CCC ACC ACC CAT GGA 1079
Pro Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro Thr Thr His Gly
285 290

TCT CCA CCC CAG CTC CAC CCC CTG TTT CCT GAC CCT TCC 1118
Ser Pro Pro Gln Leu His Pro Leu Phe Pro Asp Pro Ser
295 300 305

ACC ACC ATG CCT AAC TCT ACC GCC CCT CAT CCA GTC ACA 1157
Thr Thr Met Pro Asn Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr
310 315

ATG TAC CCT CAT CCC AGG AAT TTG TCT CAG GAA ACA TAGCGC 1199
Met Tyr Pro His Pro Arg Asn Leu Ser Gln Glu Thr
320 325 330 331



e LT 4120 B

G GGCACTGGCC CAGTGAGCGT CTGCAGCTTC TCTCGGGGAC 1240

AAGCTTCCCC AGGAAGGCTG AGAGGCAGCT GCATCTGCTC CAGATGTTCT 1290
GCTTTCACCT AAAAGGCCCT GGGGAAGGGA TACACAGCAC TGGAGATTGT 1340
AAAATTTTAG GAGCTATTTT TTTT&AACCT ATCAGCAATA TTCATCAGAG 1390

CAGCTAGCGA TCTTTGGTCT ATTTTCGGTA TAAATTTGAA AATCACTAAT 1440
TCT 1443

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 13:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 352 amino riigéc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 13:

Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu Ala Val
-21 -20 -15 -10

Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys Asp Pro
-5 1 5

Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Leu Leu His Ser
10 15 20

Arg Leu Ser Gln Cys Pro Asp Val Asp Pro Leu Ser Ile Pro Val
25 30 35

Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln
40 45 50

Thr Glu Gln Ser Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu
55 60 65

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser
70 75 80

Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu
85 90 95

Leu Leu Gly Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Thr Gln Gly Arg Thr
100 105 110

Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe Leu Ser Leu Gln Gln
115 120 125

Leu Leu Arg Giy Lys val Arg Phe Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro
130 135 140

Thr Leu Cys Val Arg Arg Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser



145

Ser
160

Ser
175

Gly
190

Thr
205

Ser
220

Gly
235

Ile
250

Gln
265

Thr
280

Pro
295

Pro

Thr Ser
Gly Leu
Pro Gly
Pro Gly
Gly Tyr
Leu Phe
Sgr Pro
Gly Gly
Pro Phe
Pro Gln

Asn Ser

310 .

Arg
325

Asn Leu

(1)

(x1)

Gln

Leu

Leu

Gln

Leu

Ala

Gly

Leu

Pro

Leu

Thr

Ser

Leu

Glu

Leu

Leu

Asn

Gly

Ala

Pro

Pro

His

Ala

Gln

150

Leu
165

Thr
180

Serxr
195

Asn
210

Arg
225

Thr
240

Phe
255

Pro
270

Ser
285

Pro
300

Pro
315

Glu
330

Thr

Asn

Arg

Gln

Thr

Ser

Asn

Ser

Pro

Leu

His

Thr
331

Leu

Phe

Leu

Thr

His

Leu

Lys

Pro

Ala

Phe

Pro

241

Asn

Ser

Gln

Ser

Gly

Gln

Gly

Ser

Leu

Pro

val

Lys

val

Gly

Arg

Pro

Thr

Ser

Leu

Pro

Asp

Thr

155

Phe
170

Thr
185

Phe
200

Ser
215

val
230

Leu
245

Leu
260

Ala
275

Thr
290

Pro
305

Met
320

Pro

Ala

Arg

Pro

Asn

Glu

Ala

Pro

Thr

Ser

Tyr

LT 4120 B

Asn Arg Thr
Arg Thr Ala
Val Lys Ile
Val Gln Ile
Gly Thr His
Ala Ser'Asp
Phe:Asn Leu
Asp gly His
His Gly Ser

Thr Thr Met

Pro His Pro

INFORMACIJA AFIE SEKA SEQ ID Nr.: 14:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:
ILGIS:

(A)
(B)
(C)
(D)

SEKA SEQ ID Nr.: 14:

GRADISKUMAS :

TOPOLOGIJA:

1536 baziy poros
TIPAS: nukleino rigsciy seka

viengrande
linijine

GAGTCCTTGG CCCACCTCTC TCCCACCCGA CTCTGCCGAA AGAAGCACAG 50

AAGCTCAAGC CGCCTCCATG GCCCCAGGAA AGATTCAGGG GAGAGGCCCC 100

ATACAGGGAG CCACTTCAGT TAGACACCCT GGCCAGA

ATG
Met

GAG 143
Glu
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-21 -20

CTG ACT GAT TTG CTC CTG GCG GCC ATG CTT CTT GCA GTG 182

Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu Ala Val
-15 -10

GCA AGA CTA ACT CTG TCC AGC CCC GTA GCT CCT GCC TGT 221
Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys
-5 1 5

GAC CCC AGA CTC CTA AAT AAA CTG CTG CGT GAC TCC CAC 260
Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His
10 15 20

CTC CTT CAC AGC CGA CTG AGT CAG TGT CCC GAC GTC GAC 299
Leu Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro. Asp Val Asp -
25 30

CCT TTG TCT ATC CCT GTT CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTT 338
Pro Leu Ser Ile Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe.
35 40 45

AGC CTG GGA GAA TGG ARA ACC CAG ACG GAA CAG AGC AAG 377
Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Ser Lys .
50 55

GCA CAG GAC ATT CTA GGG GCA GTG TCC CTT CTA CTG GAG 416
Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu Leu Leu Glu
60 65 70

GGA GTG ATG GCA GCA CGA GGA CAG TTG GAA CCC TCC TGC 455
Gly Vval Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser Cys
75 80 85

CTC TCA TCC CTC CTG GGA CAG CTT TCT GGG CAG GTT CGC 494
Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg
90 85

CTC CTC TTG GGG GCC CTG CAG GGC CTC CTA GGA ACC CAG 533
Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Thr Gln
100 105 110

CTT CCT CTA CAG GGC AGG ACC ACA GCT CAC AAG GAC CCC 572
Leu Pro Leu Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
115 120

AAT GCC CTC TTC TTG AGC TTG CAA CAA CTG CTT CGG GGA 611
Asn Ala Leu Phe Leu Ser Leu Gln Gln Leu Leu Arg Gly
125 130 135

AAG GTG CGC TTC CTG CTT CTG GTA GAA GGT CCC ACC CTC 650
Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro Thr Leu
140 145 . 150

TGT GTC AGA CGG ACC CTG CCA ACC ACA GCT GTC CCA AGC 689
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Cys Val Arg Arg Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser
155 160

AGT ACT TCT CAA CTC CTC ACA CTA AAC AAG TTC CCA AAC 728
Ser Thr Ser Gln Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe Pro Asn
165 170 175

AGG ACT TCT GGA TTG TTG GAG ACG AAC TTC AGT GTC ACA 767
Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Ser Val Thr
180 185

GCC AGA ACT GCT GGC CCT GGA CTT CTG AGC AGG CTT CAG 806
Ala Arg Thr Ala Gly Pro Gly Leu Leu Ser Arg Leu Gln
150 195 200

GGA TTC AGA GTC AAG ATT ACT CCT GGT CAG CTA AAT CAA 845
Gly Phe Arg Val Lys Ile Thr Pro Gly Gln Leu Asn Gln
205 210 215

ACC TCC AGG TCC CCA GTC CAA ATC TCT GGA TAC CTG AAC 884
Thr Ser Arg Ser Pro Val Gln Ile Ser Gly Tyr Leu Asnh
220 225

AGG ACA CAC GGA CCT GTG AAT GGA ACT CAT GGG CTC TTT 3923
Arg Thr His Gly Pro Val Asn Gly Thr His Gly Leu Phe
230 235 240

GCT GGA ACC TCA CTT CAG ACC CTG GAA GCC TCA GAC ATC 962
Ala Gly Thr Ser Leu Gln Thr Leu Glu Ala Ser Asp Ile
245 250

TCG CCC GGA GCT TTC AAC AAA GGC TCC CTG GCA TTC AAC 1001
Ser Pro Gly Ala Phe Asn Lys Gly Ser Leu Ala Phe Asn
255 260 265

CTC CAG GGT GGA CTT CCT CCT TCT CCA AGC CTT GCT CCT 1040
Leu Gln Gly Gly Leu Pro Pro Ser Pro Sexr Leu Ala Pro
270 275 280

GAT GGA CAC ACA CCC TTC CCT CCT TCA CCT GCC TTG CCC 1079
Asp Gly His Thr Pro Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro
285 290

ACC ACC CAT GGA TCT CCA CCC CAG CTC CAC CCC CTG TTT 1118
Thr Thr His Gly Ser Pro Pro Gln Leu His Pro Leu Phe
295 300 305

CCT GAC CCT TCC ACC ACC ATG CCT AAC TCT ACC GCC CCT 1157
Pro Asp Pro Ser Thr Thr Met Pro Asn Ser Thr Ala Pro
310 315

CAT CCA GTC ACA ATG TAC CCT CAT CCC AGG AAT TTG TCT 1196
His Pro Val Thr Met Tyr Pro His Pro Arg Asn Leu Ser
320 325 330
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CAG GAA ACA TAGCG CGGGCACTGG CCCAGTGAGC GTCTGCAGCT 1240

Gln Glu Thr
335

TCTCTCGGGG ACAAGCTTCC CCAGGAAGGC TGAGAGGCAG CTGCATCTGC 1290
TCCAGATGTT CTGCTTTCAC CTAAAAGGCC CTGGGGAAGG GATACACAGC 1340
ACTGGAGATT GTAAAATTTT AGGAGCTATT TTTTTTTAAC CTATCAGCAA 1390
TATTCATCAG AGCAGCTAGC GATCTTTGGT CTATTTTCGG TATAAATTTG 1440
AAAATCACTA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1490
AAAAAANAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAA 1536
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 15:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 356 amino rigsé&iy liekanos

(B) TIPAS: amino ridg$c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 15:
Met Glu Leu Thr Asp Leu Leu Leu Ala Ala Met Leu Leu Ala Val
-21 -20 -15 -10

Ala Arg Leu Thr Leu Ser Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys Asp Pro
-5 1 5

Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Leu Leu His Ser
10 ~15 20

Arg Leu Ser Gln Cys Pro Asp Val Asp Pro Leu Ser Ile Pro Val
25 30 35

Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln
40 45 50

Thr Glu Gln Ser Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu
55 60 65

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser
70 75 80

Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu
85 90 95

Leu Leu Gly Ala Leu Gln Gly Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Leu
100 _ 105 110

Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe Leu
115 120 125
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Ser Leu Gln Gln Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu

130 ' 135 140

val Glu Gly Pro Thr Leu Cys Val Arg Arg Thr Leu Pro Thr Thr
145 150 155

Ala Val Pro Ser Ser Thr Ser Gln Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe
160 165 170

Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn Phe Ser Val Thr
175 180 185

Ala Arg Thr Ala Gly Pro Gly Leu Leu Ser Arg Leu Gln Gly Phe
130 195 200

Arg Val Lys Ile Thr Pro Gly Gln Leu Asn Gln Thr Ser Aré Ser
205 210 215

Pro Val Gln Ile Ser Gly Tyr Leu Asn Arg Thr His Gly Pro Val
220 225 230 .

Asn Gly Thr His Gly Leu Phe Ala Gly Thr Ser Leu Gln Thr Leu
235 240 245

Glu Ala Ser Asp Ile Ser Pro Gly Ala Phe Asn Lys Gly Ser Leu
250 255 260

Ala Phe Asn Leu Gln Gly Gly Leu Pro Pro Ser Pro Ser Leu Ala
265 270 275

Pro Asp Gly His Thr Pro Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro Thr
280 285 290

Thr His Gly Ser Pro Pro Gln Leu His Pro Leu Phe Pro Asp Pro
295 300 305

Ser Thr Thr Met Pro Asn Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr Met
310 315 320

Tyr Pro His Pro Arg Asn Leu Ser Gln Glu Thr

325 330 335

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 16:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 241 amino rigs§éiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 16:

Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Leu Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro
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20 25 ¢ 30

Asp Val Asp Pro Leu Ser Ile Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp
: 35 40 45

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Ser Lys Ala
50 55 60

Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
65 70 : 75

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 90

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
.95 , 100 105

Gly Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Leu Gln Gly Arg Thr Thr Ala
110 115 120

His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe Leu Ser Leu Gln Gln:Leu Leu
125 130 135

Arg Gly Lys Asp Phe Trp Ile Val Gly Asp Glu Leﬁ Gln Cys His

140 145 1590

Ser Gln Asn Cys Trp Pro Trp Thr Ser Glu Gln Ala Ser Gly Ile
155 160 165

Gln Ser Gln Asp Tyr Ser Trp Ser Ala Lys Ser Asn Leu Gln Val
170 175 180

Pro Ser Pro Asn Leu Trp Ile Pro Glu Gln Asp Thr Arg Thr Cys
185 190 185

Glu Trp Asn Ser Trp Ala Leu Cys Trp Asn Leu Thr Ser Asp Pro
200 205 210

Gly Ser Leu Arg His Leu Ala Arg Ser Phe Gln Gln Arg Leu Pro
215 220 225

Gly Ile Gln Pro Pro Gly Trp Thr Ser Ser Phe Ser Lys Pro Cys

230 235 240
Ser
241
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 17:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 335 amino rtgsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé '

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 17:



N)
N
~)
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Ser Pro Val Ala Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Leu Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro
20 25 30

Asp Val Asp Pro Leu Ser Ile Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp
35 40 45

Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Ser Lys Ala
50 55 60

Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Ser Leu Leu Leu Glu Gly Val Met
65 70 75

Ala Ala Arg Gly Gln Leu Glu Pro Ser Cys Leu Ser Ser Leu. Leu
80 85 90

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 . 105
Gly Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Leu Gln Gly Arg Thr Thr Ala
110 115 120
His Lys Asp Pro Asn Ala Leu Phe Leu Ser Leu Gln Gln Leu Leu
125 130 135

Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu Val Glu Gly Pro Thr Leu
140 145 150

Cys Val Arg Arg Thr Leu Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Ser Thr
155 160 165

Ser Gln Leu Leu Thr Leu Asn Lys Phe Pro Asn Arg Thr Ser Gly
170 175 180

Leu Leu Glu Thr Asn Phe Ser Val Thr Ala Arg Thr Ala Gly Pro
185 190 195

Gly Leu Leu Ser Arg Leu Gln Gly Phe Arg Val Lys Ile Thr Pro
200 205 210

Gly Gln Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Pro Val Gln Ile Ser Gly
215 220 225

Tyr Leu Asn Arg Thr His Gly Pro Val Asn Gly Thr His Gly Leu
230 235 240

Phe Ala Gly Thr Ser Leu Gln Thr Leu Glu Ala Ser Asp Ile Ser
245 250 285

Pro Gly Ala Phe Asn Lys Gly Ser Leu Ala Phe Asn Leu Gln Gly
260 265 270

Gly Leu Pro Pro Ser Pro Ser Leu Ala Pro Asp Gly His Thr Pro
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275 280 285
Phe Pro Pro Ser Pro Ala Leu Pro Thr Thr His Gly Ser Pro Pro
A 290 295 300
Gln Leu His Pro Leu Phe Pro Asp Pro Ser Thr Thr Met Pro Asn
305 310 315
Ser Thr Ala Pro His Pro Val Thr Met Tyr Pro His Pro Arg Asn
320 325 : 330
Leu Ser Gln Glu Thr
335
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 18:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 332 amino rig&é&iy liekanos
(B) TIPAS: amino rig$§éiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 18:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Gly Arg Leu Ser Gln Cys Pro
20 25 30

Asp Ile Asn Pro Leu Ser Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp
35 40 45

Phe Thr Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Thr Lys Ala
50 55 60

Gln Asp Val Leu Gly Ala Thr Thr Leu Leu Leu Glu Ala Val Met
65 70 75

Thr Ala Arg Gly Gln Val Gly Pro Pro Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 90

Val Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 105

Asp Leu Leu Gly Met Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala
110 115 120

His Lys Asp Pro Ser Ala Ile Phe Leu Asn Phe Gln Gln Leu Leu
125 130 135

Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu Val Val Gly Pro Ser Leu
‘ 140 145 150

Cys Ala Lys Arg Ala Pro Pro Ala Ile Ala Val Pro Ser Ser Thr
155 160 165
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Ser Pro Phe His Thr Leu Asn Lys Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly

170 175 180
Leu Leu Glu Thr Asn Ser Ser Ile Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser
185 190 195
Gly Phe Leu Lys Arg Leu Gln Ala Phe Arg Ala Lys Ile Pro Gly
200 205 ' 210
Leu Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Leu Asp Gln Ile Pro Gly His
215 220 225
Gln Asn Gly Thr His Gly Pro Leu Ser Gly Ile His Gly Leu Phe
230 235 240
Pro Gly Pro Gln Pro Gly Ala Leu Gly Ala Pro Asp Ile Pro Pro
245 250 255
Ala Thr Ser Gly Met Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Leu Gln Pro Gly
260 265 ", 270
Glu Ser Pro Ser Pro Ala His Pro Ser Pro Gly Arg Tyr Thr Leu
275 280 285
Phe Ser Pro Ser Pro Thr Ser Pro Ser Pro Thr Val Gln Leu Gln
290 295 300
pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Ile Thr Pro Asn Ser Thr Ser
305 310 315
‘Pro Leu Leu Phe Ala Ala His Pro His Phe Gln Asn Leu Ser Gln
320 325 330
Glu Glu
332
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 19:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(a) ILGIS: 1026 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rugsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine
(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 19:

AGC CCG GCT CCT CCT GCC TGT GAC CCC CGA CTC CTA 36
Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu
1 5 10

AAT AAA CTG CTT CGT GAC TCC.CAT GTC CTT CAC GGC AGA 75

Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His val Leu His Gly Arg
15 20 25



CTG
Leu

GTC
val

Lys

GGA
Gly
65

CGG
Arg

GTG
val

CTG
Leu

AGG
Arg

AAC
Asn
130

CTC
Leu

CCa
Pro

CAC
His

TTG
Leu

TCT
Ser
195

AGC
Ser

CTG
Leu
40

ACC
Thr

GCC
Ala

GGA
Gly

CAG
Gln

CAG
Gln
105

ACC
Thr

TTC
Phe

CTT
Leu

cccC
Pro

ACA
Thr
170

GAG
Glu

GGA
Gly

CAG
Gln

CTG
Leu

CAG
Gln

ACA
Thr

CAA
Gln
80

CTT
Leu

GAC
Asp

ACA
Thr

CAA
Gln

GTA
val
145

GCC
Ala

CTG
Leu

ACA
Thr

TTT
Phe

TGC
Cys

CCT
Pro

ACG
Thr
55

ACC
Thr

GTG
val

TCT
Ser

CTC
Leu

GCT
Ala
120

CARA
Gln

GTG
Val

ATA
Ile

AAC
Asn

AAC

Asn
185

CTC
Leu

CCA
Pro
30

GCT
Ala

GAG
Glu

CTT
Leu

GGA
Gly

GGA
Gly
95

CTT
Leu

CAC
His

CTG
Leu

GGG
Gly

GCT
Ala
160

AAG
Lys

TCC
Ser

AAG
Lys

GAC
Asp

GTG
vVal

CAG
Gln

CTG
Leu
70

CcCcC
Pro

CAG
Gln

GGA
Gly

AAG
Lys

CTC
Leu
135

CcCcC
Pro

GTC
vVal

CTC
Leu

AGT
Ser

AGG
Arg
200

ATT
Ile

GAC
Asp
45

ACA
Thr

CTG
Leu

CCT
Pro

GTT
val

ATG
Met
110

GAT
Asp

cGa
Arg

TCC
Ser

CCG
Pro

CCA
Pro
175

ATC
Ile

CTG

Leu

AAC
Asn

TTC
Phe

Lys

GAG
Glu

TGC

Cys
85

CGC
Arg

CAG
Gln

CcCcC
Pro

GGA
Gly

CTC
Leu
150

AGC

Ser

AAC
Asn

TCA
Ser

CAG
Gln

CCT
Pro

ACC
Thr

GCA
Ala
60

GCA
Ala

CTC
Leu

CTC
Leu

CTT
Leu

AGT
Ser
125

Lys

TGT
Cys

AGC
Ser

AGG
Arg

GCC
Ala
190

GCA
Ala

TTG
Leu
35

TTG
Leu

CAG
Gln

GTG
Val

TCA
Ser

CTC
Leu
100

CCT
Pro

GCC
Ala

GTG
Val

GCC
Ala

ACC
Thr
165

ACC
Thr

AGA
Arg

TTC
Phe

TCC
Ser

GGA
Gly

GAT
Asp

ATG
Met
75

TCC
Ser

CTC
Leu

CCA
Pro

ATC
Ile

CGT
Arg
140

AAG
Lys

TCT
Ser

TCT
Ser

ACT
Thr

AGA
Arg
205

ACA
Thx

GAA
Glu
50

GTC
Val

ACA
Thr

CTG
Leu

GGG
Gly

CAG
Gln
115

TTC
Phe

TTC
Phe

AGG
Arg

CCA
Pro

GGA
Gly
180

ACT
Thr

GCC
Ala

LT 4120 B

CCT 114
Pro

TGG 153
Trp

CTG 192
Leu

GCA 231
Ala

CTG 270
Leu
g0

GCC 3095
Ala

GGA 348
Gly

CTG 387
Leu

CTG 426
Leu

GCC 465
Ala
155

TTC 504
Phe

TTG 543
Leu

GGC 582
Gly

AAG 621
Lys
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ATT CCT GGT CTG CTG AAC CAA ACC TCC AGG TCC CTA GAC 660
Ile Pro Gly Leu Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Leu Asp
210 215 220

CAA ATC CCT GGA CAC CAG AAT GGG ACA CAC GGA CCC TTG 699

Gln Ile Pro Gly His Gln Asn Gly Thr His Gly Pro Leu
225 230

AGT GGA ATT CAT GGA CTC TTT CCT GGA CCC CAA CCC GGG 738
Ser Gly Ile His Gly Leu Phe Pro Gly Pro Gln Pro Gly
235 240 245

GCC CTC GGA GCT CCA GAC ATT CCT CCA GCA ACT TCA GGC 777
Ala Leu Gly Ala Pro Asp Ile Pro Pro Ala Thr Ser Gly
250 255 -

ATG GGC TCC CGG CCA ACC TAC CTC CAG CCT GGA GAG TCT 816
Met Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Leu Gln Pro Gly Glu Ser
260 265 270

CCT TCC CCA GCT CAC CCT TCT CCT GGA CGA TAC ACT CTC 855
Pro Ser Pro Ala His Pro Ser Pro Gly Arg Tyr Thr Leu
275 280 285

TTC TCT CCT TCA CCC ACC TCG CCC TCC CCC ACA GTC CAG 8954
Phe Ser Pro Ser Pro Thr Ser Pro Ser Pro Thr Val Gln
290 295

CTC CAG CCT CTG CTT CCT GAC CCC TCT GCG ATC ACA CCC 933
Leu Gln Pro Leu Leu Pro Asp Pro Ser Ala Ile Thr Pro
300 . 305 310

AAC TCT ACC AGT CCT CTT CTA TTT GCA GCT CAC CCT CAT 972
Asn Ser Thr Ser Pro Leu Leu Phe Ala Ala His Pro His
315 320

TTC CAG AAC CTG TCT CAG GAA GAG TAAG GTGCTCAGAC 1016
Phe Gln Asn Leu Ser Gln Glu Glu
325 330 332

CCTGCCAACT TCAGCA 1026

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 20:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 1014 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigscéiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 20:

AGC CCG GCT CCT CCT GCC TGT GAC CCC CGA CTC CTA 36
Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu
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AAT AAA CTG CTT CGT GAC TCC CAT GTC CTT CAC GGC AGA 75
Asn Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Gly Arg
15 20 25

CTG AGC CAG TGC CCA GAC ATT AAC CCT TTG TCC ACA CCT 114
Leu Ser Gln Cys Pro Asp Ile Asn Pro Leu Ser Thr Pro
30 35

GTC CTG CTG CCT GCT GTG GAC TTC ACC TTG GGA GAA TGG 153
Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Thr Leu Gly Glu Trp
40 45 S0

AAA ACC CAG ACG GAG CAG ACA AAG GCA CAG GAT GTC CTG 192
"Lys Thr Gln Thr Glu Gln Thr Lys Ala Gln Asp Val Leu :
55 60

GGA GCC ACA ACC CTT CTG CTG GAG GCA GTG ATG ACA GCA 231
Gly Ala Thr Thr Leu Leu Leu Glu Ala Val Met Thr Alg
65 70 75

CGG GGA CAA GTG GGA CCC CCT TGC CTC TCA TCC CTG CTG 270
Arg Gly Gln Val Gly Pro Pro Cys Leu Ser Ser Leu Leu .
80 85 90

GTG CAG CTT TCT GGA CAG GTT CGC CTC CTC CTC GGG GCC 303
Val Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala
95 100

CTG CAG GAC CTC CTT GGA ATG CAG GGA AGG ACC ACA GCT 348
Leu Gln Asp Leu Leu Gly Met Gln Gly Arg Thr Thr Ala
105 110 115

CAC AAG GAT CCC AGT GCC ATC TTC CTG AAC TTC CAA CAA 387
His Lys Asp Pro Ser Ala Ile Phe Leu Asn Phe Gln Gln
120 125

CTG CTC CGA GGA AAG GTG CGT TTC CTG CTC CTT GTA GTG 426
Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Leu Leu Val Val
130 135 140

GGG CCC TCC CTC TGT GCC AAG AGG GCC CCA CCC GCC ATA 465
Gly Pro Ser Leu Cys Ala Lys Arg Ala Pro Pro Ala Ile
145 150 155

GCT GTC CCG AGC AGC ACC TCT CCA TTC CAC ACA CTG AAC 504
Ala Val Pro Ser Ser Thr Ser Pro Phe His Thr Leu Asn
160 165

AAG CTC CCA AAC AGG ACC TCT GGA TTG TTG GAG ACA AAC 543
Lys Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr Asn
170 175 180

TCC AGT ATC TCA GCC AGA ACT ACT GGC TCT GGA TTT CTC 582
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Ser Ser Ile Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser Gly Phe Leu
185 190

AAG AGG CTG CAG GCA TTC AGA GCC AAG ATT CCT GGT CTG 621
Lys Arg Leu Gln Ala Phe Arg Ala Lys Ile Pro Gly Leu
195 200 205

CTG AAC CAA ACC TCC AGG TCC CTA GAC CAA ATC CCT GGA 660
Leu Asn Gln Thr Ser Arg Ser Leu Asp Gln Ile Pro Gly
210 215 220

CAC CAG AAT GGG ACA CAC GGA CCC TTG AGT GGA ATT CAT 699

His Gln Asn Gly Thr His Gly Pro Leu Ser Gly Ile His
225 230

GGA CTC TTT CCT GGA CCC.CAA CCC GGG GCC CTC GGA GCT 738,
Gly Leu Phe Pro Gly Pro Gln Pro Gly Ala Leu Gly Ala
235 240 245

CCA GAC ATT CCT CCA GCA ACT TCA GGC ATG GGC TCC CGG 777
Pro Asp Ile Pro Pro Ala Thr Ser Gly Met Gly Ser Arg:
250 255

CCA ACC TAC CTC CAG CCT GGA GAG TCT CCT TCC CCA GCT 816
Pro Thr Tyr Leu Gln Pro Gly Glu Ser Pro Ser Pro Ala *
260 265 270

CAC CCT TCT CCT GGA CGA TAC ACT CTC TTC TCT CCT TCA 855
His Pro Ser Pro Gly Arg Tyr Thr Leu Phe Ser Pro Ser
275 280 285

CCC ACC TCG CCC TCC CCC ACA GTC CAG CTC CAG CCT CTG 894
Pro Thr Ser Pro Ser Pro Thr Val Gln Leu Gln Pro Leu
290 295

CTT CCT GAC CCC TCT GCG ATC ACA CCC AAC TCT ACC AGT 933
Leu Pro Asp Pro Ser Ala Ile Thr Pro Asn Ser Thr Ser
300 305 310

CCT CTT CTA TTT GCA GCT CAC CCT CAT TTC CAG AAC CTG 972
Pro Leu Leu Phe Ala Ala His Pro His Phe Gln Asn Leu
315 320

TCT CAG GAA GAG TAAGGT GCTCAGACCC TGCCAACTTC 1010
Ser Gln Glu Glu

325 328
AGCA 1014
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 21:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 328 amino rigs$c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rig&c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine



254 LT 4120 B

(i) SEKA SEQ ID Nr.: 21:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu.
1 5 10 15

Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Gly Arg Leu Ser Gln Cys Pro
20 25 30

Asp Ile Asn Pro Leu Ser Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp
' 35 40 45

Phe Thr Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Thr Glu Gln Thr Lys Ala
50 55 60

Gln Asp Val Leu Gly Ala Thr Thr Leu Leu Leu Glu Ala Val Met
65 70 - 75

Thr Ala Arg Gly Gln Val Gly Pro Pro Cys Leu Ser Ser Leu Leu
80 85 90

Val Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln
95 100 105

Asp Leu Leu Gly Met Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
110 115 120

Ser Ala Ile Phe Leu Asn Phe Gln Gln Leu Leu Arg Gly Lys Val
125 130 135

Arg Phe Leu Leu Leu Val Val Gly Pro Ser Leu Cys Ala Lys Arg
140 145 150

Ala Pro Pro Ala Ile Ala Val Pro Ser Ser Thr Ser Pro Phe His
155 160 165

Thr Leu Asn Lys Leu Pro Asn Arg Thr Ser Gly Leu Leu Glu Thr
170 175 180

Asn Ser Ser Ile Ser Ala Arg Thr Thr Gly Ser Gly Phe Leu Lys
185 190 195

Arg Leu Gln Ala Phe Arg Ala Lys Ile Pro Gly Leu Leu Asn Gln
200 205 210

Thr Ser Arg Ser Leu Asp Gln Ile Pro Gly His Gln Asn Gly Thr
215 220 225

His Gly Pro Leu Ser Gly Ile His Gly Leu Phe Pro Gly Pro Gln
230 235 240

Pro Gly Ala Leu Gly Ala Pro Asp Ile Pro Pro Ala Thr Ser Gly
' 245 250 255

Met Gly Ser Arg Pro Thr Tyr Leu Gln Pro Gly Glu Ser Pro Ser
260 265 270



Pro Ala His

Pro Thr

Asp Pro

Ala Ala His

(x1)

TTCGAGCTCG
GAATGTGTGT
GAAGTATGCA
TCCQCAGGCT
GTCAGCAACC
CGCCCAGTTC
TATGCAGAGG
AGGAGGCTTT
CCGGGAACGG
GTACCGCCTA
TCGACCATTG
AGAACGGAGA
CAARGAATGA
TATGGGTAGG
AGGACAGAAT

GGAGCTCATT

Ser

Ser Ala

Pro
275

Ser
290

Pro

Ile
305

Ser Pro

Pro

255

Thr Pro Asn Ser

Gly Arg Tyr

Thr val Gln

Thr Leu
280
Leu Gln
295
Thr Ser
310

LT 4120 B

Phe Ser Pro Ser

285

Pro Leu Leu Pro

300

Pro Leu Leu Phe

315

Pro His Phe

Gln Asn Leu

Ser Gln

320

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

325

SEKOS CHARAKTERISTIKA:
5141 baziy pora

(a)
(B)
(€)
(D)

SEKA SEQ ID Nr.:

CCCGACATTG
CAGTTAGGGT
AAGCATGCAT
CCCCAGCAGG
ATAGTCCCGC
CGCCCATTCT
CCGAGGCCGC
TTTGGAGGCC
TGCATTGGAA
TAGAGCGATA
AACTGCATCG
CCTACCCTGG
CCACAACCTC
AAAACCTGGT
TAATATAGTT

TTCTTGCCAA

ILGIS: _
TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
GRADISKUMAS:dvigrande
TOPOLOGIJA: linijineé

22:

ATTATTGACT
GTGGAAAGTC
CTCAATTAGT
CAGAAGTATG
CCCTAACTCC
CCGCCCCATG
CTCGGCCTCT
TAGGCTTTTG
CGCGGATTCC
AGAGGATTTT
TCGCCGTGTC
CCTCCGCTCA
TTCAGTGGAA
TCTCCATTCC
CTCAGTAGAG

AAGTTTGGAT

AGAGTCGATC
CCCAGGCTCC
CAGCAACCAG
CAAAGCATGC
GCCCATCCCG
GCTGACTAAT
GAGCTATTCC
CAAARAGCTA
CCGTGCCAAG
ATCCCCGCTG
CCAARAATATG
GGAACGAGTT
GGTAAACAGA
TGAGAAGAAT
AACTCAAAGA

GATGCCTTAA

Glu Glu
328

22:

GACAGCTGTG
CCAGCAGGCA
GTGTGGAAAG
ATCTCAATTA
CCCCTAACTC
TTTTTTTATT
AGAAGTAGTG
GCTTATCCGG
AGTGACGTAA
CCATCATGGT
GGGATTGGCA
CAAGTACTTC
ATCTGGTGAT
CGACCTTTAA
ACCACCACGA

GACTTATTGA

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

650

700

750

800



ACAACCGGAA
GTTCTGTTTA
GTGACAAGGA
TGATTTGGGG
AGGTCCAGGA
AAAGACTAAC
ATGCATTTTT
CTTCGTTAGA
ATACGATTTA
CAGGTGTCCA
GTCGACTCTA
AACTTGTTTA
AAATTTCACA
CCAAACTCAT
CGGCGCAGCA
GTACCTTCTG
TGTGGAAAGT
TCTCAATTAG
GCAGAAGTAT
CCCCTAACTC
TCCGCCCCAT
CCTCGGCCTC
CTAGGCTTTT
CGCCATTTAA
ACGTCGTGAC
CACATCCCCC
CGCCCTTCCC

GTATTTTCTC

TTGGCAAGTA
CCAGGAAGCC
TCATGCAGGA
ARATATAAAC
GGAAARAGGC
AGGAAGATGC
AfAAGACCAT
ACGCGGCTAC
GGTGACACTA
CTCCCAGGTC
GAGGATCCCC
TTGCAGCTTA
AATAAAGCAT
CAATGTATCT
CCATGGCCTG
AGGCGGAAAG
CCCCAGGCTC
TCAGCAACCA
GCAAAGCATG
CGCCCATCCC
GGCTGACTAA
TGAGCTATTC
GCAARAAAGCT
ATCCTGCAGG
TGGGAAAACC
CTTCGCCAGC
BAACAGTTGCG

CTTACGCATC

256

AAGTAGACAT
ATGAATCAAC
ATTTGARAGT
CTCTCCCAGA
ATCAAGTATA
TTTCAAGTTC
GGGACTTTTG
AATTAATACA
TAGATAACAT
CAACTGCACC
GGGGAATTCA
TAATGGTTAC
TTTTTTCACT
TATCATGTCT
AAATAACCTC
AACCAGCTGT
CCCAGCAGGC
GGTGTGGAAA
CATCTCAATT
GCCCCTAACT
TTTTTTTTAT
CAGAAGTAGT
GTTACCTCGA
TAACAGCTTG
CTGGCGTTAC
TGGCGTAATA
TAGCCTGAAT

TGTGCGGTAT

GGTTTGGATA
CAGGCCACCT
GACACGTTTT
ATACCCAGGC
AGTTTGAAGT
TCTGCTCCCC
CTGGCTTTAG
TAACCTTATG
CCACTTTGCC
TCGGTTCTAA
ATCGATGGCC
AAATAAAGCA
GCATTCTAGT
GGATCGATCG
TGAAAGAGGA
GGAATGTGTG
AGAAGTATGC
GTCCCCAGGC
AGTCAGCAAC
CCGCCCAGTT
TTATGCAGAG
GAGGAGGCTT
GCGGCCGCTT
GCACTGGCCG
CCAACTTAAT
GCGAAGAGGC
GGCGAATGGC

TTCACACCGC

LT 4120 B

GTCGGAGGCA
TAGACTCTTT
TCCCAGAAAT
GTCCTCTCTG
CTACGAGAAG
TCCTAAAGCT
ATCCCCTTGG
TATCATACAC
TTTCTCTCCA
GCTTCTGCAG
GCCATGGCCC
ATAGCATCAC
TGTGGTTTGT
GGAATTAATT
ACTTGGTTAG
TCAGTTAGGG
AAAGCATGCA
TCCCCAGCAG
CATAGTCCCG
CCGCCCATTC
GCCGAGGCCG
TTTTGGAGGC
AATTAAGGCG
TCGTTTTACA
CGCCTTGCAG
CCGCACCGAT
GCCTGATGCG

ATACGTCAAR

850

900

950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150

2200



GCAACCATAG
TGGTTACGCG
CCTTTCGCTT
TCAAGCTCTA
GGCACCTCGA
CCATCGCCCT
CTTTAATAGT
CGGGCTATTC
TTAAAADATG
ATTAACGTTT
CCGCATAGTT
CGCCCCGACA
CTCCCGGCAT
GTGTCAGAGG
GAAGACGAAA
ATAATAATGG
CGGAACCCCT
TCATGAGACA
AGTATGAGTA
ATTTTGCCTT
ATGCTGAAGA
AACAGCGGTA
GATGAGCACT
ACGCCGGGCA
TTGGTTGAGT
AGTAAGAGAA
CCAACTTACT

TTGCACAACA

TACGCGCCCT
CAGCGTGACC
TCTTCCCTTC
AATCGGGGGC
CCCCAAAAAA
GATAGACGGT
GGACTCTTGT
TTTTGATTTA
AGCTGATTTA
ACAATTTTAT
AAGCCAACTC
CCCGCCAACA
CCGCTTACAG
TTTTCACCGT
GGGCCTCGTG
TTTCTTAGAC
ATTTGTTTAT
ATAACCCTGA
TTCAACATTT
CCTGTTTTTG
TCAGTTGGGT
AGATCCTTGA
TTTAAAGTTC
AGAGCAACTC
ACTCACCAGT
TTATGCAGTG
TCTGACAACG

TGGGGGATCA

GTAGCGGCGC
GCTACACTTG
CTTTCTCGCC
TCCCTTTAGG
CTTGATTTGG
TTTTCGCCCT
TCCAAACTGG
TAAGGGATTT
ACAAAARTTT
GGTGCACTCT
CGCTATCGCT
CCCGCTGACG
ACAAGCTGTG
CATCACCGAA
ATACGCCTAT
GTCAGGTGGC
TTTTCTAAAT
TAAATGCTTC
CCGTGTCGCC
CTCACCCAGA
GCACGAGTGG
GAGTTTTCGC
TGCTATGTGG
GGTCGCCGCA
CACAGAAAAG
CTGCCATAAC
ATCGGAGGAC

TGTAACTCGC

257

ATTAAGCGCG
CCAGCGCCCT
ACGTTCGCCG
GTTCCGATTT
GTGATGGTTC
TTGACGTTGG
AACAACACTC
TGCCGATTTC
AACGCGAATT
CAGTACAATC
ACGTGACTGG
CGCCCTGACG
ACCGTCTCCG
ACGCGCGAGG
TTTTATAGGT
ACTTTTCGGG
ACATTCAAAT
AATAATATTG
CTTATTCCCT
AACGCTGGTG
GTTACATCGA
CCCGRAGAAC
CGCGGTATTA
TACACTATTC
CATCTTACGG
CATGAGTGAT
CGAAGGAGCT

CTTGATCGTT

LT 4120 B

GCGEETETGE
AGCGCCCGCT
GCTTTCCCCG
AGTGCTTTAC
ACGTAGTGGG
AGTCCACGTT
AACCCTATCT
GGCCTATTGG
TTAACAAAAT
TGCTCTGATG
GTCATGGCTG
GGCTTGTCTG
GGAGCTGCAT
CAGTATTCTT
TAATGTCATG
GAAATGTGCG
ATGTATCCGC
AAAAAGGAAG
TTTTTGCGGC
AAAGTAAAAG
ACTGGATCTC
GTTTTCCAAT
TCCCGTGATG
TCAGAATGAC
ATGGCATGAC
AACACTGCGG
AACCGCTTTT

GGGAACCGGA

2250
2300
2350
2400
2450
2500
2550
2600
2650
2700
2750
2800
2850
2900
2950
3000
3050
3100
3150
3200
3250
3300
3350
3400
3450
3500
3550

3600



 GCTGAATGAA
CAATGGCAAC
GCTTCCCGGC
ACCACTTCTG
CTGGAGCCGG
GATGGTAAGC
AACTATGGAT
TTAAGCATTG
GATTTAAAAC
TGATAATCTC
CGTCAGACCC
CTGCGCGTAA
GGTTTGTTTG
GCTTCAGCAG
TTACGCCACE
GCTAATCCTG
CCGGGTTGGA
TGAACGGGGG
CGAACTGAGA
AAGGGAGAAA
GAGCGCACGA
PETCEEGTTT
CABGECEET
TTCCTGGCCT
CCCTGATTCT
CTCGCCGCAG
GAAGAGCGCC

TTAATCCAGC

GCCATACCAA
AACGTTGCGC
AACAATTAAT
CGCTCGGCCC
TGAGCGTGGG
CCTCCCGTAT
GAACGAAATA
GTAACTGTCA
TTCATTTTTA
ATGACCAAAA
CGTAGAAAAG
TCTGCTGCTT
CCGGATCAAG
AGCGCAGATA
ACTTCAAGAA
TTACCAGTGG
CTCAAGACGA
GTTCGTGCAC
TACCTACAGC
GGCGGACAGG
GGGAGCTTCC
CGCCACCTCT
GAGCCTATGG
TTTGCTGGCC
GTGGATAACC
CCGAACGACC
CAATACGCAA

TGGCACGACA

ACGACGAGCG
AAACTATTAA
AGACTGGATG
TTCCGGCTGG
TCTCGCGGTA
CGTAGTTATC
GACAGATCGC
GACCAAGTTT
ATTTAAAAGG
TCCCTTAACG
ATCAAAGGAT
GCAAACAAAA
AGCTACCAAC
CCAAATACTG
CTCTGTAGCA
CTGCTGCCAG
TAGTTACCGG
ACAGCCCAGC
GTGAGCATTG
TATCCGGTAA
AGGGGGAAAC
GACTTGAGCG
AAARACGCCA
TTTTGCTCAC
GTATTACCGC
GAGCGCAGCG
ACCGCCTCTC

GGTTTCCCGA

258

TGACACCACG
CTGGCGAACT
GAGGCGGATA
CTGGTTTATT
TCATTGCAGC
TACACGACGG
TGAGATAGGT
ACTCATATAT
ATCTAGGTGA
TGAGTTTTCG
CTTCTTGAGA
ARACCACCGC
TCTTTTTCCG
TCCTTCTAGT
CCGCCTACAT
TGGCGATAAG
ATAAGGCGCA
TTGGAGCGAA
AGAAAGCGCC
GCGGCAGGGT
GCCTGGTATC
TCGATTTTTG
GCAACGCGGC
ATGTTCTTTC
CTTTGAGTGA
AGTCAGTGAG
CCCGCGCGTT

CTGGAAAGCG

LT 4120 B

ATGCCAGCAG
ACTTACTCTA
AAGTTGCAGG
GCTGATAAAT
ACTGGGGCCA
GGAGTCAGGC
GCCTCACTGA
ACTTTAGATT
AGATCCTTTT
TTCCACTGAG
TCCTTTTTTT
TACCAGCGGT
AAGGTAACTG
GTAGCCGTAG
ACCTCGCTCT
TCGTGTCTTA
CCGETCEaET
CGACCTACAC
ACGCTTCCCG
CGGAACAGGA
TTTATAGTCC
TGATGCTCGT
CTTTTTACGG
CTGCGTTATC
GCTGATACCE
CGAGGAAGCG
GGCCGATTCA

GGCAGTGAGC

3650
3700
3750
3800
3850
3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4900
4950

5000



259 LT 4120 B

GCAACGCAAT TAATGTGAGT TACCTCACTC ATTAGGCACC CCAGGCTTTA 5050
CACTTTATGC TTCCGGCTCG TATGTTGTGT GGAATTGTGA GCGGATAACA 5100

ATTTCACACA GGAAACAGCT ATGACCATGA TTACGAATTA A 5141

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rigs¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

23:

Ax1) SEKA SEQ ID Nr.: 23:

ATGTCNCCNG CNCCNCCNGC N 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 24:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
~ (A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino riligsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandée
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

-

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 24:

ATGTCTCCAG CGCCGCCAGC G 21

—
N

(2) . INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 25:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino riugscéiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 25:

ATGTCGCCTG CTCCACCTGC T 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 26:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 21 baziy pora

(B) TIPAS: nukleino riugsc¢iy seka

(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 26:
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- ATGTCGCCAG CGCCACCAGC C 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 27:
. (i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 21 baziy pora

(B) TIPAS: nukleino riugsc¢iy seka

(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 27:-

ATGTCCCCAG CCCCACCCGC A 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 28:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino riagsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

{x1) SEKA SEQ ID Nr.: 28:

ATGTCGCCAG CGCCGCCAGC G 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 29:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 25 amino rugsc¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rigsciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 29:
Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10 15
Leu Arg Asp Asp His Val Leu His Gly Arg
20 - 25
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 30:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 26 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rig&c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 30:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10 15
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Leu Arg Asp Asp Xaa Val Leu His Gly Arg Leu

20 25" 26
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 31:
' (1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 25 amino riugsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 31:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Xaa Asp Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu

1 5 10 15
Leu Arg Asp Asp His Val Leu His Gly Arg
20 25
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 32:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 14 amino riig§¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 32:

Xaa Pro Ala Pro Pro Ala Xaa Asp Pro Arg Leu Xae Asn Lys

1 5 10 14
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 33:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 9 amino rugs¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 33:

Pro Arg Leu Leu Asn Lys Leu Leu Arg
1 5 S

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 34:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 45 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 34:

GCCGTGAAGG ACGTGGTCGT CACGAAGCAG TTTATTTAGG AGTCG 45
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{2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 35:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 20 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rig§éiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandée
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 35:

CCNGCNCCNC CNGCNTGYGA 20

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 36:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rugséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 36:
NCCRTGNARN ACRTGRTCRT C 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 37:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 69 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rug§éiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandeé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 37:

LT 4120 B

CCAGCGCCGC CAGCCTGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCCTCGTGA 50

TGACCACGTT CAGCACGGC 69

(2) "INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Kr.: 35:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 69 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 38:

GCCGTGCTGA ACGTGGTCAT CACGAGGCAG TTTATTTAGG AGTCGGGGGT 50

CACAGGCTGG CGGCGCTGG 69
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 69 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rig&éiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandeé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

33.

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 39:

CCAGCACCTC CGGCATGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCTTCGTGA 50
CGACCACGTC CATCACGGC 69

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 40:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 69 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino riigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 40:

GCCGTGATGG ACGTGGTCGT CACGAAGCAG TTTATTTAGG AGTCGGGGGT 50
CACATGCCGG AGGTGCTGG 69

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 41:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 69 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 41:

CCAGCACCGC CGGCATGTGA CCCCCGACTC CTAAATAAAC TGCTTCGTGA 50
CGATCATGTC TATCACGGT 69

L2} - INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 42:
(1) ‘SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 69 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino riigi¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 42:
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ACCGTGATAG ACATGATCGT CACGAAGCAG TTTATTTAGG AGTCGGGGGT 50
CACATGCCGG CGGTGCTGG 69

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 43:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 37 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 43:

GCTAGCTCTA GAAATTGCTC CTCGTGGTCA TGCTTCT 37

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 44:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA: ’
(A) ILGIS: 22 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigs$éiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 44:

CAGTCTGCCG TGAAGGACAT. GG 22

(2) INFORMACIJA AFIE SEKA SEQ ID Nr.: 45:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 24 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 45:

TGTGGACTTT AGCTTGGGAG AATG 24

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Kr.:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 22 baziy poros
) TIPAS: nukleino rigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
) TOPOLOGIJA: linijine

45

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 46:

GGTCCAGGGA CCTGGAGGTT TG 22
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 47:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
() ILGIS: 31 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rigs§céiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 47:

ATCGATATCG ATAGCCAGAC ACCCCGGCCA G 31

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 48:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 36 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riugsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 48:

GCTAGCTCTA GACAGGGAAG GGAGCTGTAC ATGAGA 36

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 24 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigs$éiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

49 .

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 49:

CTCCTTGGAA CCCAGGGCAG GACC 24

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 24 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rilig§éiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

50:

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 50:

GGTCCTGCCC TGGGTTCCARA GGAG 24

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 51:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
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(a) ILGIS: 27 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino riig§c¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijiné

SEKA SEQ ID Nr.: 51:

CTGCTCCGAG GAAAGGACTT CTGGATT 27

(2)
(1)

(x1i)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 52:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 27 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rigsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijineée

SEKA SEQ ID Nr.: 52:

AATCCAGAAG TCCTTTCCTC GGAGCAG 27

(2)

(1)

(x1)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 53:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 28 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rigsciy seka

(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 53:

CCCTCTGCGT CGCGGCGGCC CCACCCAC 28

(2

)
(1)

(x1)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 54:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 28 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rugsc¢iy seka

(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 54:

GTGGGTGGGG CCGCCGCGAC GCAGAGGG 28

(2)

(1)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 55:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 35 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rigsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandeé
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(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 55:

GACTCGAGGA TCCATCGATT TTTTTTTTTT TTTTT 35

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 56:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 17 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijineé

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 56:

GACTCGAGGA TCCATCG 17

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 57:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 32 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 57:

GCTAGCTCTA GAAGCCCGGC TCCTCCTGCC TG 32

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 58:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 21 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rigscé¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 58:

CGAAATTAAC CCTCACTARA G 21

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 103 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

59:

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 59:
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TGCAGCAAGG GCTACTGCCA CACTCGAGCT GCGCAGATGC TAGCCTCAAG 50
ATGGCTGATC CAAATCGATT CCGCGGCAAA GATCTTCCGG TCCTGTAGAA 100
GCT 103

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 60:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 103 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigs§c¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 60:

AGCTTCTACA GGACCGGAAG ATCTTTGCCG CGGAATCGAT TTGGATCAGC 50

CATCTTGAGG CTAGCATCTG CGCAGCTCGA GTGTGGCAGT AGCCCTTGCT 100
GCA 103 '

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 61:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 18 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino riig§c¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 61:

TCTCGCTACC GTTTACAG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 25 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino radgsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

62:

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 62:

CAGGTACCCA CCAGGCGGTC TCGGT 25

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 63:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 18 baziy pory

(B) TIPAS: nukleino rugsc¢iy seka
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(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 63:

GGGCCATGAC ACTGTCAA 18

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 64:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 40 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 64:

GACCGCCACC GAGACCGCCT GGTGGGTACC TGTGGTCCTT 40

(2) INFORMACIJA APIE SEKZ SEQ ID Nr.: 65:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 32 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rugs§céiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 65:

ATCGATATCG ATCAGCCAGA CACCCCGGCC AG 32

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 66:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 35 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riugsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 66:

TCTAGATCTA GATCACCTGA CGCAGAGGGT GGACC 35

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 67:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 33 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
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(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 67:

AGTCGACGTC GACGTCGGCA GTGTCTGAGA ACC 33

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 68:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 36 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 68:

AGTCGACGTC GACTCACCTG ACGCAGAGGG TGGACC 36

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 69:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 62 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigs§é¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande ;
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 69:

CGCGTATGCC AGCCCGGCTC CTCCTGCTTG TGACCTCCGA GTCCTCAGTA 50
AACTGCTTCG TG 62

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 70:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 61 baziy pora
(B) TIPAS: nukleino rigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 70:

AGTCACGAAG CAGTTTACTG AGGACTCGGA GGTCACAAGC AGGAGGAGCC 50
GGGCTGGCAT A 61

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 71:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 37 baziy poros’
(B) TIPAS: nukleino rigscéiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijineé
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(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 71:

CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTC TTCTTAA 37

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 72:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 37 baziy poros

(B) TIPAS: nukleino rigséiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé

(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 72:

CGCGTTAAGA AGAAATGCGA TATTCTTTTT CATAATT 37

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 69 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riagscéiy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijineé

73:

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 73:

CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTC ATCACCATCA CCATCACCAT 50
CACATCGAAG GTCGTAGCC 69

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 74:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 62 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigs¢iy seka

)
(C) GRADISKUMAS:
)

viengrande
(D

TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 74:

TACGACCTTC GATGTGATGG TGATGGTGAT GGTGATGAAA TGCGATATTC 50
TTTTTCATAA TT 62

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 75:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 69 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné
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(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 75:

CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTC ATCACCATCA CCATCACCAT 50
CACATCGAAC CACGTAGCC 69

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 76:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 62 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 76:

TACGTGGTTC GATGTGATGG TGATGGTGAT GGTGATGAAA TGCGATATTC 50
TTTTTCATAA TT 62

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 77:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 19 baziy pory
(B) TIPAS: nukleino rigs&iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 77:

TCCACCCTCT GCGTCAGGT 19

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 78:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 18 baziy poruy
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 78:

AGCTACCTGA CGCAGAGG 18

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 79:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 62 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijine
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(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 79:

GCAGCAGTTC TAGAATTATG TCNCCNGCNC CNCCNGCNTG TGACCTCCGA 50
GTTCTCAGTA AA 62

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 80:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 49 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riugsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrande
(D) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 80:

GAAGGACATG GGAGTCACGA AGCAGTTTAC TGAGAACTCG GAGGTCACA 49

.

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 81:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 45 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino riigsciy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 8l:

CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTA TCGAAGGTCG TAGCC 45

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 82:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 38 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 82:

TACGACCTTC GATAAATGCG ATATTCTTTT TCATAATT 38

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 83:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 45 baziy poros
(B) TIPAS: nukleino rigsc¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandée
(D) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 83:
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CTAGAATTAT GAAAAAGAAT ATCGCATTTC TTCTTAAACG TAGCC 45

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 84:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 38 baziy poros
) TIPAS: nukleino rigs$c¢iy seka
(C) GRADISKUMAS: viengrandé
) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 84:

TACGTTTAAG AAGAAATGCG ATATTCTTTT TCATAATT 38

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 85:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 168 amino rugsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 85:

Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe Leu Leu Asn Ala Tyr Ala Ser Pro
1 5 10 15

Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu Leu Arg
20 25 30

Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro Glu Val
35 40 ' 45

His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe Ser
50 55 60

Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala Gln Asp
65 70 75

Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala
80 85 90

Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu Ser Ser Leu Leu Gly Glﬁ
95 100 105

Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Ala Leu Gln Ser Leu
110 ' 115 120

Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala His Lys
125 130 135

Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe Gln His Leu Leu Arg Gly
140 145 150
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Lys Val Arg Phe Leu Met Leu Val Gly Gly Ser Thr Leu Cys Val

155 160 165
Arg Arg Ala
168
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 86:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 174 amino ridgsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rig§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 86:

Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe His His His His His His His His
1 5 10 15
Ile Glu Gly Arg Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu' Arg Val
20 25 30
Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu
35 40 45
Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu
50 55 60
Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu
65 70 . 75
Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu
80 85 90
Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu
: 95 100 105
Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu
110 115 - 120
Gly Ala Leu Gln Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly
125 130 135
Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe
140 145 150
Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met Leu Val Gly
155 160 165

Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala

170 174

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 87:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 174 amino rugsc¢iy liekanos
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(B) TIPAS: amino rugs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 87:

Met Lys Lys Asn Ile Ala Phe His His His His His His His His

1 5 10 15
Ile Glu Pro Arg Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val
20 25 30
Leu Ser Lys Leu Leu Arg Asp Ser His Val Leu His Ser Arg Leu
35 40 45
Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr Pro Val Leu Leu
50 55 : 60
Pro Ala Val Asp Phe Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu
65 70 * 75
Glu Thr Lys Ala Gln Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu Leu Leu
80 85 S0
Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr Cys Leu
95 100 A 105
Ser Ser Leu Leu Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu
110 115 120
Gly Ala Leu Gln Ser Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly
125 130 135
Arg Thr Thr Ala His Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe Leu Ser Phe
140 145 150
Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met Leu Val Gly
155 160 ) 165
Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg Arg Ala
170 174
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 88:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 7 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 88:

Thr Thr Ala His Lys Asp Pro
1 5 7

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 89:



(i)

(x1)

His Val Leu
1

(2)
(i)

(x1)

Ser Arg Leu
1

(2)
(1)

(x1)

Ser His Val
1

(2)
(1)

(x1)

His Ser Arg
1

(2)
(1)

(x1)
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SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigs&céiy liekanos
(B) TIPAS: amino rig§éiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 89:

His
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 90:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino riugscéiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

SEKA SEQ ID Nr.: 90:

Ser
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 91:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rig$c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 91:

Leu
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 92:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigsciy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs$é¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 92:

Leu
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 93:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigscéiy liekanos
(B) TIPAS: amino riig$céiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 93:
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Ala Vval Asp Phe
1 4

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

94 .
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rugsc¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino riigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA:

linijiné
(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 94:
Ser Leu Gly Glu
1 4
(2)(') INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 95 ’
i

SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 4 amino rigs$é¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino riligs¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) . SEKA SEQ ID Nr.: 95:

Ala Val Thr Leu -
1 4

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 96:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rag§céiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 96:

Leu Leu Glu Gly
1 4

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 97:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigscéiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 97:-

Leu Ser Ser Léu
1 4

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 98:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 4 amino riigiéiy liekanos



(x1)

Leu Gly Gln

(x1)

Cys Xaa Leu
1

(2)
(1)

(x1i)

Leu Leu Gly

(x1i)

Ser Ser Leu

(x1i)

Gly Gln Leu
1

279

(B) TIPAS: amino riig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 98:

Leu
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 99:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 5 amino riig$§c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 99:

Ser Ser
5

LT 4120 B

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 100:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

SEKA SEQ ID Nr.: 100:

Gln
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 101:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rig&c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rtg&é¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 101:

Leu
4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 102:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rig3c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 102:

Ser
4
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 103:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(a) ILGIS: 4 amino rigsc¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rlig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

{x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 103:

Cys Leu Ser Ser
1 4

% SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 4 amino rigséiy liekanos

(B) TIPAS: amino rigs$c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 104:

Leu Gln Ser Leu

1 4
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 105:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigsc¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rigs$c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 105:

Leu Gly Thr Gln
L 4

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 106:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 4 amino rags$éiy liekanos

(B) TIPAS: amino rigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 106:

Ala Leu Gln Ser

1 4
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 107:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigs$éiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 104:
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(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 107:

Leu Leu Gly Thr

1 4
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 108:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino riig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 108:
Asn Ala Ile Phe
1 4
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 109:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rGgsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 109:

Leu Sexr Phe Gln

1 4
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 110:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 22 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs$c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

{x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 110:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala Cys Asp Leu Arg Val Leu Ser Lys Leu

1 5 10 15
Leu Arg Asp Ser His Val Leu
| 20 23
(2) INFORMACIJA APTE SEKA SEQ ID Nr.: 111:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 24 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 111:

His Ser Arg Leu Ser Gln Cys Pro Glu Val His Pro Leu Pro Thr
1 5 10 15
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Pro Val Leu Leu Pro Ala Val Asp Phe
20 24

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 112:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(a) ILGIS: 23 amino rigs$c¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rugs&ciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 112:

Ser Leu Gly Glu Trp Lys Thr Gln Met Glu Glu Thr Lys Ala Gln
5

1 10 15
Asp Ile Leu Gly Ala Val Thr Leu
20 23
(2) . INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 113:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 21 amino rigs$c¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 113:

Leu Leu Glu Gly Val Met Ala Ala Arg Gly Gln Leu Gly Pro Thr
1 5

10 15
Cys Leu Ser Ser Leu Leu
20 21
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 114:
(i) ~ SEKOS CHARAKTERISTIKA:

() ILGIS: 16 amino rugsciy liekanos

(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 114:

Gly Gln Leu Ser Gly Gln Val Arg Leu Leu Leu Gly Al

a Leu Gln
1 5

10 15

Ser
16

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 115:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 22 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine



(x1i)
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SEKA SEQ ID Nr.: 115:

Leu Leu Gly Thr Gln Leu Pro Pro Gln Gly Arg Thr Thr Ala His

1

5 10 15

Lys Asp Pro Asn Ala Ile Phe

(2)
(1)

(xi)

Leu Ser Phe
1

Leu Val Gly

(2)
(1)

(x1i)

20 22

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 116:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 25 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino ridgsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 116:

Gln His Leu Leu Arg Gly Lys Val Arg Phe Leu Met

5 10 15
Gly Ser Thr Leu Cys Val Arg K
20 25 v

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 117:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino riig&éiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 117:

Met Pro Pro Ala

1

(2)
(1)

(x1)

4

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 118:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 5 amino rlig§cé¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 118:

Met Ala Pro Pro Ala

1

(2)
(i)

(xi)

5

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 119:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 6 amino rigg§c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rig§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 119:
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Met Pro Ala Pro Pro Ala
1 S 6

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 120:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
() ILGIS: 7 amino rligs¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riig§ciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 120:
Met Ser Pro Ala Pro Pro Ala
1 5 7
(2) . INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 121:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 4 amino rigs$¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rlg&§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 121:

Ala Pro Pro Ala
1 4

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 122:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 5 amino rilig§c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) . SEKA SEQ ID Nr.: 122:

Pro Ala Pro Pro Ala
1 5

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 123:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 6 amino riigs¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 123:

Ser Pro Ala Pro Pro Ala
1 S 6

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 124:

(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA: .
(A) ILGIS: 4 amino rigsciy liekanos

(2)



(x1)

Val Arg Arg
1

(2)
(i)

(x1i)

Val Arg Arg
1

(2)
(1)

(x1)

Val Arg Arg

(x1i)

Val Arg Arg

(x1i)

Val Arg Arg
1

285

(B) TIPAS: amino rugsciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

SEKA SEQ ID Nr.: 124:

Ala
4

LT 4120 B

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 125:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 5 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 125:

Ala Pro
5

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 126:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 6 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rugs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 126:

Ala Pro Pro
5 6

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 127:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 7 amino rugs§c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 127:

Ala Pro Pro Thr
5 7

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 128:

SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 8 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

SEKA SEQ ID Nr.: 128:

Ala Pro Pro Thr Thr
5 8
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(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 129:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 9 amino rugsciy liekanos

(B) TIPAS: amino rigsciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 129:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala
1 5 S
(2)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 130:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 10 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riigé¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 130:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala val
1 S 10

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA: .
(A) ILGIS: 11 amino rug§céiy liekanos

(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

131:

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 131:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro

5 10 11
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 132:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 12 amino ragscéiy liekanos
(B) TIPAS: amino riig&ciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné
(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 132:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser
1 5 10 12

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 133-
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 13 amino ragscéiy liekanos

(B) TIPAS: amino rugsciy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné
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(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 133:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg
1 5 10 13
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 134:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 14 amino rigscéiy liekanos
(B) TIPAS: amino rilig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 134:

Val'Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr

1 S 10 14-
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 135:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 15 amino rigs$é¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(xi) SEKA SEQ ID Nr.: 135:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
1

5 4 10 15
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 136:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 16 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijiné

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 136:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser

1 S 10 15
Leu
16
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 137:
(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 17 amino rugscéiy liekanos
(B) TIPAS: amino rugs¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 137:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
1 5 10 15



Leu Val
17
(2)
(i)
(x1)

Val Arg Arg
1
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INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 138:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 18 amino rigs§é¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rlgséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

" SEKA SEQ ID Nr.: 138:

Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
S5 10 15

Leu Val Leu -

18

(2)
(1)

(x1i)

Val Arg Arg
1

Leu Val Leu

" (2)
(i)

(x1i)

Val Arg Arg
1

Leu Val Leu

(2)
(1)

(x1)

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 139:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 19 amino rigséiy liekanos
(B) TIPAS: amino rugsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 139:

Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
5 10 15

Thr

19
INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 140:
SEKOS CHARAKTERISTIKA: ‘
(A) ILGIS: 20 amino rigsc¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino rigs§c¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijineé

SEKA SEQ ID Nr.: 140:

Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
5 10 15

Thr Leu
20 -

INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 141:
SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 21 amino rig&c¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riigséiy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

SEKA SEQ ID Nr.: 141:
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Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
1 5 10 15
Leu Val Leu Thr Leu Asn
20 21
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 142:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 22 amino riigs¢iy liekanos
(B) TIPAS: amino riigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 142:

val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
1 5 10 15

Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu )
20 22

(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.:

(1) SEKOS CHARAKTERISTIKA:
(A) ILGIS: 23 amino rlgsc¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rilig§¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

143:

(x1) SEKA SEQ ID Nr.: 143:

Val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser

1 5 10 15
Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu
20 23
(2) INFORMACIJA APIE SEKA SEQ ID Nr.: 144:
(i) SEKOS CHARAKTERISTIKA:

(A) ILGIS: 24 amino rigs$c¢iy liekanos

(B) TIPAS: amino rigsc¢iy liekany seka
(C) TOPOLOGIJA: linijine

(x1i) SEKA SEQ ID Nr.: 144:

val Arg Arg Ala Pro Pro Thr Thr Ala Val Pro Ser Arg Thr Ser
1 5 10 15

Leu Val Leu Thr Leu Asn Glu Leu Pro
- 20 ; 24
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. mpl ligando polipeptidas, gaunamas bidu, kuriame

(1)

(ii)
(1ii)

(iv)

zmogaus genomine bibliotekag tikrina su oligo-
nukleotidu, sudarytu pagal genomine sekg,
pateiktg Fig. 9, siekiant i8skirti genomine DNR,
kurioje bty mpl ligando egzong koduojanti seka,
pateikta Fig. 9, ir likusieji geno egzonai;

DNR jterpia 1 ekspresijos vektoriy;

zinduoliy lasteles transfekuoja &iuo vektoriumi
ir ekspresuoja genag; 1ir

mpl ligando polipeptidg i&skiria 18 lgsteliy

kultivavimo terpeées.

2. mpl ligando polipeptidas, gaunamas budu, kuriame:

(1)

(ii)
(iii)

(iv)

(1i)

i8 genominés bibliotekos i$skiria genomine DNR,
kuri hibridizuojasi, esant silpno grieZztumo
sglygoms, su DNR seka

57- GCC CTG AAG GAC GTG GTC GTC ACG AAG CAG TTT
ATT TAG GAG TCG -3'

ir kurios sudétyje yra egzonai, koduojantys mpl
ligando polipeptida;

DNR jterpia i ekspresijos vektoriy;

zinduoliy lasteles transfekuoja vektoriumi ir
ekspresuoja geng; ir

mpl ligando polipeptidg isskiria i§ lasteliy

kultivavimo terpeées.

ligando polipeptidas, gaunamas bldu, kuriame:
tinkamas lasteles - Zmogaus mpl ligandag koduo-
jan¢ios RNR $altinj - identifikuoja ir paruosia
vieng ar kelias kDNR bibliotekas 1§ Sios RNR;
siekiant identifikuoti ir isskirti klong,
kuriame bGty mpl liganda koduojanti seka, vykdo
bibliotekos ar biblioteky atrankag,hibridizacijai
naudojant Zzymeétg oligonukleotidg, paruostg pagal
koduojan¢ia sekg, pateiktg Fig. 9;
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koduojan¢ig DNR jterpia i ekspresijos vektoriy,
tinkamg ekspresijai zinduoliy lagstelese;
zinduoliy lagsteles transfekuoja vektoriumi ir
ekspresuoja geng; ir

mpl ligando polipeptidg isskiria i8§ lasteliy

kultivavimo terpés.

4. mpl ligando polipeptidas, gaunamas bidu, kuriame:

(1)

(i1)

(1ii)

(iv)

(v)

i iRNR, isskirtos 1§ zmogaus inksty lasteliy,
paruosia kDNR bibliotekg ar bibliotekas;
siekiant identifikuoti ir isskirti klonag,
kuriame blity mpl ligandg koduojanti seka, vykdo
bibliotekos ar biblioteky atranka, hibridiza-
cijal naudojant zyméta oligonukleotidg, paruostag
pagal koduojanc¢ig sekg, pateikta Fig. 9;
koduojan¢ig DNR iterpia 1 ekspresijos vektoriy,
tinkamg ekspresijai zinduoliy lgstelese;
zinduoliy lgsteles transfekuoja vektoriumi ir
ekspresuoja geng; ir

mpl ligando polipeptidg isskiria i$ lgsteliy

kultivavimo terpés.

5. 1Is&skirtas, is esmes homogeninis mpl ligandas,

charakterizuojamas $iais poZymiais:

(a)

(b)

ligandas stimuliuoja zyméty nukleotidy
(3H-timidino) isijungimg i Ba/F3 lasteliy,
transfekuoty Zmogaus mpl P ir priklausomy nuo
IL-3, DNR;

ligandas stimuliuoja 35g isijungimg i cirku-
liuvojan&ius trombocitus, naudojant atsakomosios
trombocitozés metody;

ligandas yra stabilus, esant pH iki 2,5, 0,1 %
SDS, ir 2 M karbamido;

ligandas’yra glikoproteinas;

polipeptido N galo amino rugsc¢iy liekany seka
yra SPAﬁPACDPRLﬁNKLﬂRDDHVLHGR arba
SPAPPACDLRVLSKLLRDSHVLHSRL.
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6. mpl ligandas, gaunamas, isskiriant 3ji 15 aplastineés
plazmos hidrofobinés sgveikos chromatografija, imobi-
lizuoty dazy chromatografija ir mpl-afinine chromato-
grafija, turintis molekuline mase, nustatytg SDS PAGE
analize redukuojan¢iomis sglygomis, 18-22 kD, 28 kD arba
30 kD srityje.

7. 1I3skirtas mpl ligando polipeptidas, koduojamas
nukleino rigstimi, kuri hibridizuojasi, esant
vidutiniskai grieZtom sglygom, su nukleino rig$timi,

kurios seka prasideda 119 nukleotidu ir yra pateikta Fig.
9 (ID Nr.:4 ar ID Nr.:5)

8. Isskirtas mpl ligandas pagal bet kuri ankstesni
punkta, be s i s ki riantis tuo, kad jis pasiZymi

biologiniu aktyvumu.

9. mpl ligando polipeptidas, kurio sekos identiskumas
yra bent 70 %, lyginant su polipeptidu pagal bet kuri is
1-7 punkty.

10. mpl 1ligando polipeptidas, kuris yra alelinis arba
kitoks polipeptido pagal 1-7 punktus variantas,

pasizymintis mpl ligando biologiniu aktyvumu.

11. mpl lidando polipeptidas pagal bet kurji 1§ ankstesniy

punkty, besiskiriantis tuo, kad yra i8skirtas 1§ Zmogaus.

12. mpl ligando polipeptidas pagal bet kuri i& ankstesniy
punkty, besiskiriantis tuo, kad yra i8skirtas ne 1i$§

Zmogaus.

13. mpl ligando polipeptidas pagal bet kuri 1§ ankstesniy
punkty, b e s i s k i r i ant i s tuo, kad yra ne

glikozilintas.

14. Sulietas Dbaltymas, kurio sudétyje yra mpl ligando
polipeptidas pagal bet kuri 18 ankstesniy punkty ir
heterologinis polipeptidas.
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15. I&skirta nukleino rigsties molekule, koduojanti
polipeptidg pagal bet kuri i$ ankstesniy punkty.

16. Isskirta nukleino rigsties molekule, pasirenkama ig:

(a) XDNR klono, gaunamo pagal 3 punkto (iii) dali
arba pagal 4 punkto (ii)dali:

(b) DNR sekos, galincios hibridizuotis, esant
grieztoms sglygoms, su klonu, gautu pagal §io
punkto (a) dali: ir

(c) Dbet kurio genetinio DNR sekos, gautos pagal §io
punkto (a) arba pagal &io punkto (Db) dalis,
varianto, kuris koduoja polipeptidg, turinti
gamtoje aptinkamo mpl ligando biologines savybes.

17. I&skirta nukleino rigsties molekulé, kuri hibri-
dizuojasi, esant vidutinig&kai grieztom sglygom, su
nukleino riigétimi, kurios seka prasideda 119 nukleotidu
ir yra pateikta Fig. 9 (ID Nr.:4 ar ID Nr.:5), ir koduoja
mpl liganda.

18. Genominé DNR arba kDNR, atitinkanti bent dali mpl
ligando geno, ir kuri hibridizuojasi, esant sglygoms nuo
vidutinigskai griezty iki labai griezty, su gamtoje
aptinkama nukleino rugSties molekule, koduojanc¢ia mpl

liganda pagal bet kuri i§ 1-7 punkty.

19. Nukleino rag&tis pagal bet kuri is 15-18 punkty,
besiskiriantdi1 tuo, kad yra funkcionaliai

sujungta su promotoriumi.

20. Ekspresijos vektorius, kurio sudétyje yra nukleino
rigstis pagal bet kuri is 15-18 punkty, funkcionaliai
sujunta su kontroliuojanciomis sekomis, atpazjstamomis

lastelés-&eimininko.

21. Lastelés-Seimininkai, transformuotos nukleino
rigétimi pagal bet kuri 1is 15-20 punkty, sugebancios
ekspresuoti nurodytas nukleino rigsties sekas ir

produkuoti mpl ligando polipeptidsg.
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22. Nukleino rugsties ekspresijos bidas, b e s i s k 1 -
riantis tuo, kad rekombinantinés nukleino riagsSties
pagal Dbet kuri is 15-20 punkty ekspresijg vykdo
lgsteléje-Seimininke, kuri sugeba produkuoti mpl 1ligando

polipeptida

23. Badas pagal 22 punkta, b e s i s k i r iantis
tuo, kad mpl ligando polipeptidag ig&skiria i3 1lagsteliy-
geimininky arba is lasteliy-&eimininky kultivavimo

terpés.

24. Ekspresijos blidas, be s 1 sk iriant i s tuo,
kad vykdo laukinio mpl ligando geno ekspresija lasteleje,
ir ekspresija yra kontroliuojama promotoriumi/sustip-
rintoju, supresoriumi ar egzogeniniu transkripcija
moduliuojan&iu elementu, kurie buvo iterpti i lasteleés
genomg tinkamu atstumu ir tinkama orientacija, kad galety
jtakoti  DNR, koduojan¢ios mpl ligando polipeptidg,
transkripcijg.

25. Kompozicija, be s i s kiriamnti tuo, kad jos
sudétyje yra mpl ligandas pagal bet kurji i§ 1-14 punkty,
arba gautas blidu, pagal 22 arba 23 punktg, ir vaisty

gamybai tinkamas ne$iklis.

26. mpl ligando polipeptido pagal bet kuri 18§ 1-14
punkty, arba gauto bidu pagal 22 arba 23 punkta

panaudojimas medikamenty gamybai.

27. Kompozicija pagal 25 punkta, arba gaunama pagal 26
punkta, be s i s kirianti tuo, kad jos sudetyje
yra terapiskai efektyvus agento, pasirinkto i3 citokiny,
kolonijas stimuliuojandéiy faktoriy ir interleukinuy,

kiekis.

28. Kompozicija pagal 27 punktg, b e s iskirian -
t 1 tuo, kad agentas pasirinktas i%: LIF, G-CSF, GM-CSF,
M-CSF, EPO, IL-1, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-9 ir IL-11.
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29. Méginio nukleino rigsties amplifikacijos budas,
besiskiriantd is tuo, kad nukleino rugsties
polimerazine reakcija inicijuoja naudojant nukleino
rigéti, atitinkanc&ig bent dalj genomines ar kDNR pagal 18
punkta.

30. mpl ligando polipeptido nustatymo bldas, b e s i -
s ki r iant i s tuo, kad DNR pagal 18 punktg
hibridizuoja su méginiy nukleino rfigétimi ir nustato mpl

ligando polipeptido nukleino ragsti.

31. mpl ligandui specifiniy antikiny gamybos bldas,
besiskiriantis tuo, kad naudoja mpl ligando
polipeptida pagal bet kuri 18 1-14 punkty, arba gautg
bidu pagal 22 arba 23 punktg.

32. Bidas pagal 31 punkta, b e s 1 s k 1 r 1 ant i s
tuo, kad gaunami antikiinai yra monokloniniai.

33. Antik@nai, gaunami bidu pagal 31 arba 32 punkta.

34. Antikinai, sugebantys 3jungtis su mpl ligando poli-

peptidu pagal bet kuri i$§ 1-14 punkty.

35. Antikinai, pagal 34 punktg, b e s i s k i r i an -
t vy s tuo, kad jie yra monokloniniai.

36. Hibridominé 1lasteliy 1linija, produkuojanti antikinus

pagal 33 punktg arba 35 punktgy.
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FIG.30A 450/650 nm bangoje
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5x10° MPL/Rse.gD lasteliy viename 96 Sulinéliy
audiniy kultiros plokstelés Sulinélyje
(ploksciu dugnu)

Stimuliavimas ligandu 30 minuciy

U

Stimuliavimas turi baGti atliekamas
su 50 pl arba 100 pl tdryje

Soliubilizavimas:
150 mM NaCl
0.5 % Triton-X 100
50 mM HEPES. pH 7.5
Na3V0O; (fosfatazés inhibitorius)
Leupeptinas, Aprotinas ir AEBSE
(proteinaziy inhibitoriai)

85 pl lasteliy lizato ipilama i ELISA ploksSteles

Sulinélius, padengtus 5B6 antikiinais
(mAb pries gD peptida)

Inkubavimas purtant 2 wvalandas

U

Plokstelés praplovimas ir biotinilinto-4Gl0 prideéjimas
(400 pg/ml, po 100 pl i Sulinélji)

Inkubavimas purtant 2 wvalandas

U

PloksStelés praplovimas ir Zymed streptavidin-HRP
konjugato pridéjimas, 1:10K, po 100 pul i sulineli

Inkubavimas purtant 30 minuciy

U

PloksStelés praplovimas ir Kirkegaard & Perry TMB
substrato pridéjimas, po 100 pul i Sulinélji

Spalvos susidarymas 10 minuciy

U

Reakcijos sustabdymas 1M H3POq4,
sugerties matavimas 450/650 nm bangoje

FIG. 31
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Met Ser Pro Ala Pro Pro Ala

MP210Bank ATG TCN CCN GCN CCN CCN GCN
MP210-1  ATG TCT CCA GCG CCG CCA GCG
MP210-T8  ATG TCG CCT GCT CCA CCT GCT
MP210-21  ATG TCG CCA GCG CCA CCA GCC
MP210-24  ATG TCC CCA GCC CCA CCC GCA
MP210-25  ATG TCG CCA GCG CCG CCA GCG

FIG.39
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