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(64) Pavadinimas:

Rekombinantinio Zmogaus onkostatino M baltymo paruosimo ir gryninimo
bidas

(57) Referatas:

I3radimas susijes su imunomoduliatoriniu baltymu, naudingu kaip antivirusing ir prie§veZiné priemone.
Pirmiausia i§radimas susijes su genu, koduojandiu subrendusj nataralyjj OSM baltyma. Taip pat 8is i$radimas
susijes su minéto geno jterpimu j tinkama 3eimininka, rekombinantinés kamieno kultliros gavimu ir heterologinio
polipeptido rai$kos stimuliavimu bei jo kaupimu netirpiuose intarpiniuose kuneliuose. |§radime numatomas
OSMnat gamybos ir gryninimo bldas. Konkregiai, i§radimas susijes su Zmogaus subrendusio onkostatino M
baltymo paruo$imu, naudojant atitinkamg gena, jterpta | rekombinantinj Escherichia coli kamieng, su minéto
baltymo i§skyrimu ir gryninimu i$ netirpios bakterinés kamieno frakcijos didinant tirpouma, oksiduojant ir apdorojant
chromatografiskai. 1$skirto baltymo preparatas paruo$iamas taip, kad baty stabilus.
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ISradimo sritis

ISradimas yra susijes su imunomoduliatoriniu baltymu, kuris gali bati
naudingas kaip antivirusiné ir prieSnavikineé priemoné. Butent, atskleidziamas
?mogaus subrendusio onkostatino M baltymo paruoSimo ir gryninimo buldas,
naudojant atitinkama gena, jterpta j rekombinantinj Escherichia coli kamiena,
produkuojantj N-metionilintg subrendusio baltymo forma. ISradimas taip pat susijes
su minéto baltymo iskyrimu ir gryninimu i§ netirpios frakcijos, tirpinant, oksiduojant
ir gryninant chromatografiskai. Siekama gauti stabily i$skirto baltymo preparata.

I8radimo technikos lygis

Onkostatinas M (OSM) pirma kartg identifikuotas kaip polipeptidinis citokinas,
slopinantis melanomos ir kity solidiniy naviky lasteliy augima in vitro. OSM pirmine
aminortgséiy seka ir numatoma antrine struktira labai panaSus j leukemijos
inhibicijos faktoriy (LIF), ciliarinj neurotrofilinj faktoriy (CNTF), granuliocity kolonijas
stimuliuojantj faktoriy (G-CSF), interleuking 6 (IL-6) ir interleuking 11 (IL-11). Siuos
baltymus koduojangiy geny analizé atskleidZia bendrg egzono struktira, nurodancia |
evoliucine kilme i§ bendro protévinio geno. Dabartiniai duomenys rodo, kad kai kurie
OSM in vitro poveikiai taip pat sutampa su kity Sios citokiny $eimos atstovy. I$ dalies
sutampantys biologiniai poveikiai gali bati paaiskinami receptoriniy subvienety
bendrumu [Bruce A.G., Linsley P.S., Rose T.M. Oncostatin M. Prog. Growth Factor
Res. 1992; 4 (2). 157-70]).

Zmogaus OSM forma pirma kartg buvo i$skirta 1986 m. i§ PMA apdoroty U-
937 histiocitinés limfomos lgsteliy auginimo terpiy dél galimybés slopinti lasteliy linijy,
iSvesty i§ melanomy ar kity solidiniy naviky, augimg [Zarling J. M., Shoyab M.,
Marquardt H., Hanson M. B., Lioubin M. N., Todaro G. J. (1986 m. gruodZio men.).
,Onkostatin M: a growth regulator produced by differentiated histiocytic lymphoma
cells“. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 83 (24): 9739-43)]. Pilnavertis baltymas OSM
yra stabilus pH esant tarp 2 ir 11 ir atsparus vienos valandos kaitinimui 56 °C
temperattroje. Daliné aminorlig$ciy seka leido iSskirti Zmogaus OSM kDNR ir
tuomet gauti genominius klonus [Malik N., Kallestad J. C., Gunderson N. L., Austin S.
D., Neubauer M. G., Ochs V., Marquardt H., Zarling J. M., Shoyab M, Wei C. M.
(1989 m. liepos meén.). ,Molecular cloning, sequence analysis, and functional
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expression of a novel growth regulator, oncostatin M. Mol. Cell. Biol. 9 (7): 2847-53].
Visas hOSM kDNR klonas koduoja 252 aminoriigééiy pirmtaka, kurio pirmosios 25
aminorigétys veikia kaip signalinis sekrecijos peptidas, kurj pasalinus iSskiriamas
tirpus 227 aminorlg$éiy pro-OSM  baltymas. Paskutiniyjy 31-os C-galiniy
aminortg8éiy liekany nuskélimas ties tripsino atpazinimo seka suformuoja visidkai
aktyvig 196 liekany formg. hOSM yra dvi potencialios N-glikozilinimo vietos, abi
isliekangios subrendusioje formoje [Linsley P. S., Kallestad J., Ochs V., Neubauer M.
(1990 m. geguzés men.). ,Cleavage of a hydrophilic C-terminal domain increases
growth-inhibitory activity of oncostatin M. Mol. Cell. Biol. 10 (5): 1882-90). Malik N.,
Graves D., Shoyab M., Purchio A. F. (1992 m.). ,Amplification and expression of
heterologous oncostatin M in Chinese hamster ovary cells*. DNA Cell Biol. 11 (6):
453-9).

196 a.r. OSM yra dominuojanti forma, i§skirta i§ daugybés lasteliy linijy, ir
atitinka 28 kDa molekulines masés glikoproteing, nors didesné 227 aminortugsciy
pro-OSM forma gali bti i§skirta i§ transfekuoty Igsteliy. Nors pro-OSM efektyvumas
augimo slopinimo tyrimuose eile maZesnis, jis pasizymi panasiu jungimosi prie
lasteliy gimini$kumuradioligandy suri§imo tyrimuose [Malik N., Graves D., Shoyab
M., Purchio A. F. (1992 m.). ,Amplification and expression of heterologous oncostatin
M in Chinese hamster ovary cells‘. 11 (6): 453-9]. Vadinasi, potransliacinis
apdorojimas gali turéti didele jtaka OSM funkcijai in vivo. Kaip daugelj citokiny, OSM
lastelés gamina de novo sinteze, po kurios jis yra atpalaiduojamas klasikiniu
sekrecijos keliu. Tagiau OSM gali biti atpalaiduojamas ir i§ polimorfonukleariniy
leukocity susiformavusiy saugykly degranuliacijos metu [Grenier A., Dehoux M.,
Boutten A., Arce-Vicioso M., Durand G., Gougerot-Pocidalo M. A., Chollet-Martin S.
(1999 m. vasario mén.). ,Oncostatin M production and regulation by human
polymorphonuclear neutrophils*. Blood 93 (4): 1413-21]. Vis dar iSlieka neaisku, kaip
OSM yra nukreipiamas j $ias vidulgstelines ertmes. Tinkamiausios rekombinantiniam
mogaus OSM gaminti lgstelés $eimininkés yra Escherichia coli, 1§ kuriy
rekombinantinis onkostatinas (OSM) buvo i$skirtas, iSgrynintas, apibtdintas ir kuriy
gaminamo rmetHUOSM taikymas buvo pripaZintas piktybiniy susirgimy, daznai
siejamy su neutropeninémis infekcijomis gydymui, pvz., kraties véZio, limfomos ir
leukemijos [Bruce A.G., Linsley P.S., Rose T.M.Oncostatin M. Prog. Growth Factor
Res. 1992; 4 (2): 157-70)]. Yra Zzinoma eilé rekombinantinio OSM i$ E. coli sintezes,
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i$skyrimo ir gryninimo biidy. Siekiant masi$kai gaminti ir naudoti klinikinéje aplinkoje,
reikalingos efektyvios baltymy gryninimo proceddros, pa$alinant Seimininko DNR ir
priemai$as, kad Zmonéms skiriamas baltymas atitikty bdtinus reikalavimus, kartu
nesumazinant jo biologinio aktyvumo. Atitinkamai, buvo sukurti chromatografiniai
OSM gryninimo procesai ir jy deriniai. Yra itin reikalingas toks rekombinantinio
bakterinio producento kamienas, kuris galéty prisitaikyti prie skirtingy terpiy ir
kultivavimo temperatiry. Kamieno mutacijos, atsakingos uZ disulfidiniy tilteliy
formavimasi ir taisyklingg baltymo susivyniojima, gali bati reguliucjamos, pridedant
antriniy antibiotiky ir parenkant kultivavimo temperatirg. Taip sukurtas kamienas
leisty gauti tiek netirpig tiek tirpig baltymo forma. Svarbu, kad gryninimo etapas bty
spartus, apimantis vienos stadijos chromatografijg.

Jei nenurodyta kitaip, i$radime minimi jprasti chemijos, molekulinés
biologijos, lastelés biologijos, mikrobiologijos, rekombinantinés DNR ir imunologijos
metodai, akivaizdas eiliniam $ios srities specialistui. Sie metodai Zinomi i$ literatlros.

Santrumpa “rmetHUOSM” apibrézia baltyma, gaminamg mikroorganizmo,
transformuoto hOSM genu, arba $io modifikacija, kuri koduoja baltyma, kurio a)
aminorigééiy seka bent i§ esmés yra identiSka natyvaus Zmogaus rmetHuOSM
aminorfigééiy sekai, ir b) fizikinés ir cheminés savybés yra identiSkos natyvaus
zmogaus OSM.

“I§ esmeés identiS§ka aminorlgsciy seka” reiSkia, kad sekos yra identiSkos
arba skiriasi viena ar daugiau konservatyviy aminorig$éiy mutacijomis arba
pakitimais (t. y. delecijomis, intarpais, pakeitimais), nesukelian&iomis nepalankaus
funkcinio skirtumo tarp sintetinio baltymo ir natyvaus Zmogaus OSM.

“Konservatyvia mutacija” ¢ia vadinamos aminoriigd¢iy liekany mutacijos,
kurios, palyginti su nurodyta aminorigs¢iy liekana, yra konservatyvios aminortgs¢iy
savybiy atzvilgiu. Aminorig§¢iy savybés apima liekanos dydj, hidrofobiSkuma,
poliSkuma, krivj, pK verte ir kitas Sioje srityje Zinomas savybes.

Siame aprasyme “rmetHuOSM gaminantis mikroorganizmas” yra geny
inZinerijos bldu sukonstruotas mikroorganizmas, sukurtas gaminti baltyma,
pasizymintj biologiniu aktyvumu siejamu su Zmogaus OSM. rmetHuOSM gaminantis
mikroorganizmas gali bati sukuriamas jvedant OSM koduojancig nukleoragsties

molekulg. Tinkama OSM koduojanti seka gali bati raiSkos vektoriaus dalis.
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Pageidautina, kad OSM seka bty kodonu modifikuota OSM seka, apibadinama

Siame apraSyme.

Raiskos vektorius

Terminais “plazmidé”, “vektoriné sistema” ar ‘“raiSkos vektorius” Cia
vadinamas konstruktas, galintis vykdyti ekspresija in vivo arba in vitro. Sillomo
iSradimo kontekste $ie konstruktai gali bati naudojami rekombinantiniy geny jvedimui

j lasteles Seimininkes.

Pageidautina, kad raiskos vektorius bity jterptas j tinkamo $eimininko
organizmo genomag. Terminas “jterptas” visy pirma apima stabily jjungima j genoma.

Aprasytos nukleotidy sekos, jskaitant Sio iSradimo nukleotidy sekg, gali bati
vektoriuje, kuriame nukleotidy seka yra funkci$kai susieta su reguliacinémis sekomis,

galin&iomis uZtikrinti tinkamo organizmo $eimininko nukleotidy sekos ekspresija.

ISradime naudojami vektoriai gali bati transformuojami j tinkamo $eimininko

lastele, kaip apibtdinama toliau, kad baty uZztikrinta Sio iSradimo polipeptido raiska.

Vektoriaus, pvz., plazmides, kosmidés ar faginio vektoriaus pasirinkimas
daznai priklausys nuo lgstelés $eimininkes, j kuria jis bus jvedamas. Tinkami vektoriai
apima pET21a+, pUCS7/T ir pT7a.

Siame iSradime naudojami vektoriai gali turéti vieng ar daugiau atrankiniy
geny, pavyzdZiui, gena, suteikiantj atsparumg antibiotikui, tokiam kaip ampicilinas,
kanamicinas, chloramfenikolis ar tetraciklinas. Taip pat atranka gali bati atlikta
naudojant kotransformacija.

Vektoriai gali bUti naudojami in vitro, pvz., gaminant RNR, arba naudojami
siekiant transfekuoti, transformuoti, transdukuoti arba infekuoti Igstele Seimininke.

ISradimui jgyvendinti sitlomas biidas, kaip gauti Sio iSradimo nukleotidy
sekas jvedant nukleotidy sekg | replikuojamg vektoriy, jvedant vektoriy j tinkamo
Seimininko Igstele ir auginant Igstele Seimininke vektoriaus replikacijg sukelianéiomis
sglygomis.

Vektorius gali papildomai turéti nukleotidy seka, leidZiandig jam replikuotis
atitinkamoje lasteléje Seimininkéje. Tokiy seky pavyzdZiai yra plazmidziy pUC19,
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pACYC177, pUBHO, pE194, pAMBI, plJ702 ir pETI | replikacijos pradZios taskai.

Reguliacinés sekos

Kai kuriais atvejais iSradime naudojama nukleotidy seka yra funkciskai
susijusi su reguliacine seka, galingia uztikrinti nukleotidy sekos raiska, pvz.,
pasirinktoje lasteléje $eimininkéje. Pavyzdziui, iSradimas apima vektoriy, turintj Sio
iSradimo nukleotidy seka, funkci$kai susietg su reguliacine seka, t. y. vektorius yra

raiSkos vektorius.

Terminas “funkci§kai susijusi” nurodo, kad greta esantys aprasyti
komponentai yra sujungti su galimybe funkcionuoti kaip jiems bidinga. Reguliaciné
seka, funkciskai susijusi su koduojancia seka, yra sujungta taip, kad koduojancios

sekos rai§ka pasiekiama kontroliuojanéioms sekoms tinkamomis salygomis.

Terminas “reguliacinés sekos” apima promotorius, stipriklius ir kitus raiSkos
reguliacijos signalus. Terminas “promotorius” vartojamas jprasta $Sioje srityje reikSme,
pvz., RNR polimerazés jungimosi vieta.

Nukleotidy sekos, koduojanéios OSM pagal iSradimg, sustiprinta raiSka gali
bati taip pat pasiekiama pasirenkant heterologines reguliacines sritis, pvz.,

promotoriaus, sekrecijos lyderine ar terminatoriaus sritis.

Optimaliai Sio iSradimo nukleotidy seka yra funkciS8kai susijusi bent su

promotoriumi.

Tinkamy promotoriy, skirty nukleotidy sekos transkripcijai tinkamose
bakterijy lgstelése Seimininkése valdyti, pavyzdZiai Sioje srityje yra gerai Zinomi.

Lastelés Seimininkés

n

Terminas “Igstelé Seimininké” Sio iSradimo kontekste apima bet kokig Igstele,
turin€ig arba auk$¢iau aprasytg nukleotidy seka, arba auk3¢iau aprasyta raiSkos
vektoriy ir naudojama produkto, turinio specifines Siame iSradimo aprasyme

apibudintas specifines savybes, gamyboje geny inzinerijos badu.

Sio isradimo jgyvendinimas numato lgstelés Seimininkes, transformuotos ar
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transfekuotos nukleotidy seka, ekspresuojantia OSM, kaip aprasoma iSradime.
Lasteles pasirenkamos tokios, kad bity suderinamos su minétu vektoriumi; tai gali
biti, pavyzdziui, prokarioty (pvz., bakterines), gryby, mieliy ar augaly lastelés.
Optimaliai lastelés $eimininkés yra prokarioty Iastelés. Tinkamy bakteriniy Seimininky

organizmy pavyzdZiai yra gramteigiamy arba gramneigiamy bakterijy rasys.

Lasteles $eimininkés genotipas gali blti modifikuotas siekiant pagerinti
ekspresijg. Lgsteliy $eimininkiy modifikacijy pavyzdZiai apima proteaziy delecijas,
papildyma retomis tRNR ir citoplazmos redukuojancio potencialo modifikacija,

siekiant palengvinti disulfidiniy rySiy formavimasi.

Pavyzdziui, lastelé $eimininké E. coli gali ekspresuoti rety tRNR pertekliy,
kad bty pagerinama heterologiniy baltymy, apibadinty Kane [Curr. Opin. Biotechnol.
(1995 m.), 6, 494-500 ,Effects of rare codon clusters on high-level expression of
heterologous proteins in E. coli"], raiSka. Lasteléje Seimininkéje gali trikti keliy
redukuojanéiy fermenty, dél ko susidaryty palankesnés sglygos formuotis stabiliems
disulfidiniams ry$iams, kaip nurodo Bessette [Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999 m.),
96, 13703-13708 ,Efficient folding of proteins with multiple disulphide bonds in the
Escherichia coli cytoplasm®].

Tinkamos bakterinés Igstelés $eimininkés yra E. coli. Tinkami E. coli
kamienai yra Rosetta gami-2, JMIO9 ir K802, kaip apraSoma toliau.

Gryninimas

JI8skirtas" ir/farba ,iSgrynintas” reiSkia, kad OSM baltymas yra santykinai
grynas, t.y., maziausiai apie 90 %, arba maziausiai apie 95 % arba maziausiai apie

98 % grynumo.
Taikant §j iSradima gali bati naudojamos jvairios iSskyrimo terpés.

Gali bati naudojamos jvairios gelfiltracijos kolonélés, pasirenkamos i$ grupeés,
kurig sudaro: Sephadex G-25, Sephadex G-50, Sephadex G-75, Sephacryl S-
200HR, Sephacryl S-100HR, Superose 12, Superose 6, Superdex 75, TSKgel G-
2500PW, TSK gel G-3000 PW, Bio-Gel P-60, Bio-Gel P-100 ir kitos. Pageidautina
naudoti Sephadex G-25.

Gali bati naudojamos jvairios Katijony mainy chromotografijos kolonélés,
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pasirenkamos i$ grupés, kurig sudaro: SP Sepharose FF, SP Sepharose HP, CM
Sepharose FF, TSK gel SP-5PW, TSK gel SP-5PW-HR, Toyopearl SP-650M,
Toyopearl SP-650S, Toyopearl SP-650C, Toyopearl CM-650M, Toyopearl CM-6508S,
Macro-Prep High S kolonéle, Macro-Prep S kolonélé, Macro-Prep CM kolonéle ir t. t.

ISradimo esmeé

Pagrindinis i§radimo objektas - rekombinantinio Zmogaus onkostatino M
baltymo (OSMnat) paruosimo ir gryninimo bidas, apimantis stadijas, kuriose:

- kultivuoja rekombinantines bakterijas Escherichia coli, turinéias OSMnat
geng,

- augina minétas rekombinantines bakterijas Escherichia coli sudétinéje
mitybinéje terpéje, kad baty gaminamas OSMnat baltymas;

- i$skiria ir grynina rekombinantinj OSMnat baltymg i$ intarpiniy kiineliy arba
tirpiyjy baltymy frakcijos.

Minétas OSMnat genas apima SEQ ID Nr. 1.

Pagal silloma blda minétas rekombinantines bakterijas Escherichia coli,
turinéias OSMnat geng, kultivuoja amplifikuojant minétg geng ir klonuoja minétg
amplifikuota modifikuota OSMnat geng j tarpinj arba raiSkos vektoriy, amplifikuojant ir
iSskiriant OSMnat geng i§ minéto klonuoto vektoriaus, ir transformuoja minéta
raiSkos vektoriy | bakterijas Escherichia coli, kur Escherichia coli yra pasirinkta i$
grupés, susidedancios i§ Escherichia coli JM109, Escherichia coli BL21 (DES3),
Escherichia coli K802 ir Escherichia coli Rosetta gami-2.

Bakterija Escherichia coli, $eimininkés bakterijos padermés atzvilgiu,
optimaliai yra atspari antibiotikams, pavyzdZiui, ampicilinui, kanamicinui,
chloramfenikoliui ir tetraciklinui.

Tinkamas vektorius yra pasirinktas i§ grupés, susidedancios i§ pET21a+,
pT7a, pJET1.2blunt, pQE-T7, optimaliai pET21a+.

Pagal iSradimg OSMnat genas yra klonuotas j pET21a+ vektoriy uZ



LT 6051 B

ankstyvojo bakteriofago T7 promotoriaus, laikant kad genas yra atvirojo skaitymo
remelyje nuo promotoriaus, o lac operonas prie§ T7 promotoriy, ir konstrukto,
kuriame yra OSMnat genas, raika yra grieztai kontroliuojama ir nutraukiama T7

terminatoriumi.

Mitybiné terpé yra pasirinkta i§ sudetiniy terpiy, tokiy kaip LB, YPD, TB, M9
arba M9m, kur mitybiné terpé apima vieng arba daugiau azoto $altiniy, pasirinkty i$
grupés, kurig sudaro amonio druskos, nitratai, triptonas, mieliy ekstraktas ir amonio
hidroksidas, ir anglies $altinj, pasirinktg i§ grupés, susidedancios i glicerolio,

gliukozés, fruktozés ir panasiai, pageidautina gliukozés.

Biomasés dalis sudétinéje terpéje yra intervale nuo 2 iki 15 g/l, pageidautina
5-7 g/, skai¢iuojant pagal drégny lasteliy svorj, ir minétos mitybines terpés
parametrus palaiko tokius: a) pH yra nuo 3,0 iki 8,0, pageidautina nuo 6,0 iki 6,8
esant sudétinei terpei, b) temperatira intervale nuo 25 iki 45 °C , pageidautina nuo
37 iki 42 °C, ir c) istirpes deguonis — 20-80 % jsotinimo, pageidautina 20—40 %, ir
minétas kultivavimas tesiamas nuo 4 iki 10 valandy, pageidautina 6 valandas.

Rekombinantinio OSMnat baltymo raiska yra indukuojama pasiekus
atitinkama biomaseés dalj, naudojant tinkama /ac operono induktoriy, tokj kaip laktoze
ir panasiai, optimaliai IPTG 0,1 - 1 mM koncentracijos, pageidautina 0,25 mM
koncentracijos.

ISradimo jgyvendinimo variantai apima OSM i$§skyrimo ir gryninimo i§ OSM
produkuojanciy mikroorganizmy bidg, apimantj tokias stadijas: a) mikroorganizmy
lizavima ir netirpios medzZiagos, kurioje yra OSM, atskyrimg nuo tirpios baltymingos
lasteliy medziagos; b) OSM, esancio netirpioje medziagoje, tirpinima; ¢) OSM
oksidavimg esant  oksiduojanéio / redukuojanfio agento porai; d) tirpalo
chromatografijg; e) iSgryninto OSM i§skyrima.

Optimaliai OSM yra rekombinantinis metionilintas Zmogaus onkostatinas M
(rmetHUOSM).

Viename optimaliy iSradimo jgyvendinimo varianty
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oksiduojangio/redukuojanéio agento pora yra oksiduojancio/redukuojancio glutationo
sistema, kur molinis oksiduojangio ir redukuojandio glutationo santykis yra nuo 1:5 iki
1:20, optimaliai 1:20.

c) stadijoje OSM i§ netirpios frakcijos gali bdati tirpinamas naudojant
chaotropine medziaga, pageidautina vidutinés koncentracijos chaotroping medziaga,
pH esant 8,00-9,00.

ISradimo bido jgyvendinimo variantas papildomai apima persivyniojusio
OSM atskyrimg nuo chaotropo, kur korektiSkai persivyniojes OSM atskiriamas nuo
chaotropo gelfiltracijos badu, optimaliai naudojant gelfiltracing kolonéle Sephadex G-
25.

d) stadijos chromatografija optimaliai yra vienos stadijos chromatografinis
gryninimas, geriausiai vienos stadijos jony mainy chromatografija.

ISradimo bldo b) stadijos tirpinimui gali bdti naudojamas guanidino
hidrochloridas, kurio koncentracija yra nuo 3,0 iki 7,0 M, optimaliai 6,0 — 6,2 M.

ISradimo bldo d) stadija atlieka CM-Sepharose arba SP-Sepharose
kolonéléje, optimaliai pH esant nuo 5,2 iki 5,6.

rmetHUOSM i$skyrimo ir gryninimo i§ OSM produkuojanéio mikroorganizmo
bldas pagal iSradimg apima tokias stadijas: a) mikroorganizmo lizavimg ir netirpios
medziagos, kurioje yra rmetHuUOSM, atskyrimg nuo tirpios baltymingos medZiagos; b)
rmetHuOSM, esandio netirpioje medzZiagoje, tirpinima; ¢) rmetHUOSM oksidavima
naudojant oksiduojantj glutationg esant redukuojanéio glutationo; d) korektiskai
persivyniojusio rmetHUOSM atskyrimg nuo chaotropinés medziagos; e) vienos
stadijos chromatografinj rmetHuOSM gryninima.

Vienas svarbiausiy iSradimo objekty yra iSgryninto OSM baltymo preparatas,
gautas iSradime sitlomu bGdu.

Trumpas bréziniy apraSymas:

Rekombinantinio Zmogaus onkostatino M baltymo gavimas yra iliustruotas
Fig. 1-9:
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Fig. 1 - raiSkos vektoriaus Zemelapis. Pateikiamas vektorius — plazmidé
pET21a+ su onkostatino M genu, jterptu per Ndel ir Hindlll restrikcijos

endonukleazés taikinius.

Fig. 2 - rekombinantinio Zmogaus metionilinto onkostatino M geno seka ir jos
transliavimas | polipeptidine grandine. Fig. 2 taip pat atvaizduoja ir baltymo

aminorig$¢iy seka.

Fig. 3 parodo trijy E.coli kamieny rai$kos palyginimus, gautus atliekant NDS-
PAAG ir Western blot tyrimus. Galima matyti, kad E.coli K802 ir BL21(DE3)
kamienuose OSM geno rai$ka yra itin Zema ir stebima tik WB metodu, o Rosetta
gami-2 kamiene — pastebima abiem metodais. Baltymy molekulinio svorio markerio
Zymés NDS-PAAG geliuose ir Western blot membranose atitinka 10; 15; 25; 35; 40;
55; 70; 100; (130; 170) kDa.

Fig. 4 iliustruoja parametrus i§ kontroliuojamo E.coli Rosetta gami-
2/pET21a+/OSM kamieno auginimo 3L bioreaktoriuje modifikuotoje M9 terpéje.
Pateikiami parametrai stebimi tiesiogiai bioreaktoriuje (temperatira, jsotinimas
deguonimi, mai§ymo greitis, pH ir oro srautas) ir/arba matuojami periodidkai — optinis
tankis. Baltymo rai§kos indukcija atliekama trecig auginimo valanda, augimo kreives
viduryje.

Fig. 5 iliustruoja tipinj NDS-PAAG elektroforezés vaizda, gaunamg atlikus
eksperimentg po biosintezés proceso. Pirmame takelyje yra uZnestas molekuliniy
masiy markeris (atitinkantis Fig.3 rek§mes), antrame ir tre¢iame — atitinkamai po 10
mikrogramy tirpiy ir netirpiy lgstelés baltymy frakcijos. Galima stebeti, kad
rekombinantinis OSM kaupiasi netirpioje baltymy frakcijoje.

Fig. 6 pateiktas redukuojantios NDS-PAAG elektroforezés vaizdas.
Elektroforezé buvo vykdoma su baltymu, kuris buvo iSaugintas, iSgrynintas ir
suformuluotas taip, kaip aprasSyta Siame iSradime. Pirmajame takelyje uzne$tas
molekuliniy masiy markeris, o antrame — ketvirtame takeliuose atitinkamai 1,25, 0,5 ir
0,25 mikrogramai i$gryninto onkostatino M baltymo. I§ Sios elektroforezés vaizdo
matyti, kad baltymas pagal pateikiamg gryninimo ir formulavimo schema yra grynas ir
stabilus.

Fig. 7 atvaizduoja tolimesne pagal §j iSradimg iSgryninto baltymo grynumo
analize. Pateikiama smaileé yra gauta iSanalizavus onkostatino M baltyminj preparatg
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(tirpala) atvirkséiy faziy auksto veiksmingumo skyséiy chromatografu (RP-HPLC). IS
smailes ploto integravimo matome, kad i§gryninto baltymo grynumas siekia 91,2% su

0,5% redukuotos jo formos.

Fig. 8 rodo du tipinius masiy spektrus gautus su i§ elektrojonizuojancios
spinduliuotés/skrydzio laiko masiy spektrometru (ESI-TOF); A — su prisijungusia
glutationo molekule, B — su nuskelta glutationo molekule. Pilnas proceso aprasymas
pateiktas septintajame pavyzdyje. 1§ masiy spektry nustatytos dvi onkostatino M
baltymo masés — 22449 Da masé baltymui su prisijungusia redukuoto glutationo
molekule, ir 22149 Da masé rekombinantinio onkostatino maseé, nustatyta po Svelnios
redukcijos pasalinus glutationa.

Fig. 9 pateikiamas teorinés baltymo sekos palyginimas su realia onkostatino
M seka. Galima matyti, kad N-galinis metioninas yra pasalinamas gryninimo metu ir
galutiniame preparato tirpale turimas baltymas yra pilnai atitinkantis natyvig
onkostatino M seka.

Detalus iSradimo aprasymas

Sio iSradimo tikslas yra sukurti rekombinantines DNR, koduojangios
polipeptida, kurio fizikinés ir cheminés savybés tokios kaip subrendusio Zmogaus
onkostatino (196) M savybés, gamybos bldg. Kitas $io iSradimo siekis yra gaminti
OSM196 kontroliuojamos fermentacijos bidu. Dar vienas $io iSradimo siekis yra gauti
gryng OSM baltyma. Papildomas $io iSradimo tikslas yra paruosti preparata (tirpalg),
kurio sudétyje bty minétas rekombinantinis Zmogaus OSM baltymas.

Kaip geno amplifikacijos matrica panaudota pCMV nes$andgioji plazmidé,
kurioje yra visa atvirojo skaitymo rémelio seka tiek su prepeptidine, tiek su
propeptidine seka. Seka yra kDNR kilmés. Taip, viena vertus, Siame iSradime
pateikiama iSskirta nukleorigsties molekulé, kurios nukleotidy seka pavaizduota
Fig.2 (SEQ ID Nr:1):

1 ATGGGGGTAC TGCTCACACA GAGGACGCTG CTCAGTCTGG TCCTTGCACT

51 CCTGTTTCCA AGCATGGCGA GCATGGCGGC TATAGGCAGC TGCTCGAAAG

101 AGTACCGCGT GCTCCTTGGC CAGCTCCAGA AGCAGACAGA TCTCATGCAG

151 GACACCAGCA GACTCCTGGA CCCCTATATA CGTATCCAAG GCCTGGATGT



201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

TCCTAAACTG

AGGAGACCCT

GCCACACTGG

CCCCAAGGCC

AGAAGCTGCA

TACTGCATGG

GGCTGGCCGG

CTTTTCAGCG

TTCATGCACT

CCGGAGCCGG

GGACCAGACC

CCCCGGACGC

AGAGAGCACT

GAGGGGGCTG

GCTGCGTCCT

CAGGATTTGG

GATGGCGAGG

CCCAGCTGCT

GGGGCCTCTC

CAAGCTGGAG

CAGTGGGGCG

AGACACAGCC

CTCCAGGAAA

GTGTTTAA

12

GCAGGGAGCG
GGCAGGCGGG
GCACAGACTG
AGAGGTCTGG
CCGAACATCC
GGACAACTCA
AGCCGCCCAC
GGCTGCAGGT
GGTCTTCAGC
CCCACCAGGC

GGCAAGAGAC

CCCCGGGGCC

GCTTCCTGCA

GCCGACTTAG

GCTGAACATC

TCGGGCTCAG

GACACGGCTG

CCCCACCCCT

TCCTGCATGG

AAGTGGGGGG

CCTGAGGAAG

TCATGACCAG
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TTCCCCAGTG

GACCCTCAAT

AGCAGCGCCT

GAGGACTTGG

GAACAACATC

AGCCCACGAA

GCCTCGGATG

CTACCATCGC

AGAGCCCGAA

GGGGTGCGCA

GGGACAGCTG

OSM geno seka, gauta i $io vektoriaus ir pateikta Fig. 2, apima visg atvirojo
skaitymo rémelj, su signaline prepeptidine seka baltymo N gale (Cia pateikiama kaip
pabraukta teksto dalis) ir propeptidine seka baltymo C gale (pateikiama kaip
pasvirasis tekstas). Geno seka be pre- ir propeptidinés seky apibrezta kaip
OSM(196), atsizvelgiant j subrendusio baltymo aminoriigs¢iy grandinés ilgj. Butent
tokj baltymg koduojanti DNR seka ir yra klonuojama j raiSkos kasete.

Kita vertus, pateikiama raiSkos plazmidé, turinti nukleoriigdties molekule su
nukleotidy seka, taip pat pavaizduota Fig.2. N-galinis metioninas yra bakterinés
raiSkos sistemos artefaktas.

Minétos sekos yra $io aprasymo dalis.

Optimaliai raiska reguliuojama T7 promotoriumi. Pageidautina, kad rai$kos
plazmidé baty pET21a+/OSM. Taip pat atskleidZziama Iastelé Seimininké, apimanti
raiSkos plazmide pagal iSradimg. Tinkama lgstelé Seimininké yra E. coli. Vienu
jgyvendinimo atveju E. coli yra E. coli kamienas Rosetta gami-2, turinti papildomg
pRARE plazmide, koduojanéia rety kodony tRNR. Rosetta gami-2 kamienas taip pat

turi dvi mutacijas: frx ir gor, kurios leidZia rekombinantiniam baltymui susivynioti |
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taisyklingg forma. Sios mutacijos papildomai derintos Zemesnéms, nei optimalios

kultivavimo temperattroms.

Be to, yra pateikiamos pradmeny sekos modifikuotai hOSM sekai

amplifikuoti. Atitinkamai pradmeny sekos yra tokios:
TIESIOGINIS PRADMUO: 5-AAACATATGGCGGCTATAGGCAGCT-3,
ATVIRKSTINIS PRADMUO 5-TTTAAGCTTCTATCTCCGGCTCCGGTT-3'.

Rekombinantiné DNR i§ pCMV ne$andiosios plazmidés yra amplifikuojama
naudojant rekombinantine DNR polimeraze, pvz., Pfu arba Taq. Po amplifikacijos
PGR produktas yra tiesiogiai klonuojamas | tarping plazmide arba karpomas
restrikcijos endonukleazémis Ndel ir Hindlll ir klonuojamas | atitinkamai apdorotg
plazmide pET21a+. Po transformacijos | tarpinj E. coli kamieng, pvz., JM109 arba
RRI, klonai yra atrenkami, patikrinami ir pakartotinai transformuojami | raiSkos
kamieng. Naudojant modifikuota M9 arba kitg sudétine terpe, atliekama patikrinto
raiS8kos klono biosintezé. Fermentacijos procesas atliekamas Dbioreaktoriuje,
naudojant iSeigos valdiklius, pvz., pO; ir pH elektrodus, termoporg arba maisiklj.
Prie$ indukcija kultivavimo temperatiira yra padidinama nuo +37 °C iki +42 °C, jei
pageidaujama gauti netirpy baltyma.

Siame iSradime taip pat aprasomas originalus rmetHuOSM igskyrimo ir
gryninimo i§ OSM gaminand¢io mikroorganizmo budas.

Atitinkamai  iSradimas numato OSM iS$skyrimo ir gryninimo i§ OSM
gaminandio organizmo procesa, apimantg tokias stadijas: a) mikroorganizmy
lizavimo ir netirpios medziagos, turinios OSM, atskyrimo nuo tirpios baltymingos
medZiagos; b) OSM, esandio netirpioje medZiagoje, tirpinimo; c) OSM oksidavimo
esant oksiduojangio/redukuojancio agento porai; d) tirpalo chromatografijos; e)
iSgryninto OSM iSskyrimo.

Prie§ ardyma (lize), lastelés surenkamos i§ kultdros ir, jei reikia, gali bati
koncentruojamos filtruojant, centrifuguojant ar kitais jprastais metodais. Pageidautini
Sio iSradimo jgyvendinimo mikroorganizmai, gaminantys OSM, yra E. coli. Tinkamos

gamybai E. coli padermés yra zinomos $ios srities specialistui.

Pagal iSradimg mikroorganizmy Igsteliy membranos ardomos jprastas
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metodais, pvz., taikant homogenizacija, ultragarso poveikj arba slégio ciklus.
Pageidautini metodai yra ultragarso poveikis arba homogenizacija naudojant Rannie

homogenizatoriy.

Suardzius lgsteles, intarpiniai kiineliai, turintys rmetHUOSM, yra atskiriami
nuo skystosios lizato fazés ir pakartotinai suspenduojami tinkamame buferiniame
tirpale. Intarpiniai kiineliai gali bati optimaliai plaunami, kad i$ jy bty pasalinami
vandenyje tirpls E. coli baltymai. rmetHuOSM intarpiniuose kiineliuose tirpinamas
esant tirpinandiai medzZiagai didesnio uz neutraly pH salygomis. Tirpinancioji
medziaga yra chaotropiné medziaga (t. y. baltymus denatdruojanti medzZiaga, kuri
nutraukia vandenilinius rySius ir paveikia tretine baltymy struktirg,sukeldama jy

iSsivyniojima), paprastai vandeninio buferiniame tirpale.

Atitinkamai vienu iSradimo jgyvendinimo atveju netirpioje frakcijoje esantis
OSM yra tirpinamas naudojant chaotroping medziagg. Tipinés chaotropinés
medzZiagos apima karbamida ir guanidino hidrochlorida. Guanidino hidrochloridas yra
stipresné chaotropiné medziaga ir jg patogiau naudoti, nes iSvengiama polipeptido
grandinés karbamoilinimo, galimo naudojant koncentruoto karbamino tirpala.
Atitinkamai, vienu iSradimo jgyvendinimoatveju b) stadija apima inkubacijg su
guanidino hidrochloridu. Chaotropinés medZziagos koncentracija priklausys nuo
konkregios naudojamos medziagos ir esamo Igstelinés medziagos kiekio. b) stadijoje
guanidino hidrochlorido koncentracija yra nuo 3,0 iki 7 M, o geriausia naudoti 6 M

guanidino hidrochlorido tirpala.

pH gali buti koreguojamas pridedant tinkamy buferiniy medzZiagy. Optimalus
pH intervalas yra nuo mazdaug 7,0 iki mazdaug 9,0, tinkamiausias pH intervalas —
8,4-8,8.

Po rmetHUOSM istirpinimo netirpios kietosios dalelés atskiriamos ir
pasalinamos.Tirpus rmetHUOSM oksiduojamas esant redukuojancio/oksiduojancio
agento porai. Tinkami poriniai redukuojantys/oksiduojantys agentai yra, pvz,
cisteinas ir cistinas, ditiotreitolis ir jo oksiduotoji forma, glutationas ir oksiduotasis
glutationas [B. Fischer, I. Summer ir P. Goodenough. Isolation, renaturation, and
formation of disulfide bonds of eukaryotic proteins expressed in Escherichia coli as
inclusion bodies. Biotechn. Bioengn., 41, 3-13 (1993 m.); V. Lozanov, C.
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Guarnaccia, A. Patthy, S. Foot ir S. Pongor. Synthesis and cystine/cysteine-catalyzed
oxidative folding of the Amaranth a-amylase inhibitor. J. Peptide Res., 50, 65-72
(1997 m.); Y-J. Li, D. M. Rothwarf ir H. A. Scheraga. An unusual adduct of
dithiothreithol with a pair of cysteine residues of a protein as a stable folding
intermediate. J. Amer. Chem. Soc, 120, 2668-2669 (1998 m.)]. Nustatytas palankus
faktas, kad tinkamai susivyniojusio rmetHuOSM, t. y. oksiduotojo rmetHuOSM,
turinéio natiraliajg taisyklingg disulfidiniy rysiy konformacijg, iSeiga gali bati
padidinama, naudojant glutationo oksidacijos-redukcijos buferinj tirpala (glutationo ir
oksiduotojo glutationo sistema), taip palengvinant disulfidiniy rySiy persitvarkyma.
Atitinkamai vienu i$radimo jgyvendinimoatveju redukuojanéio/ oksiduojancio agento
pora, naudojama c) stadijoje, yra glutationo oksidacijos-redukcijos buferinis tirpalas
(glutationo ir oksiduotojo glutationo sistema). rmetHUOSM yra oksiduojamas
oksiduotuoju glutationu, o redukuojanéio agento — glutationo — buvimas oksidacijos-
redukcijos buferyje gerokai sumazina netaisyklingai susivyniojusio rmetHUOSM
formavimasi, t. y. rmetHuOSM su netaisyklingais disulfidiniais rySiais. Glutationo ir
oksiduotojo glutationo santykis oksidacijos-redukcijos buferyje yra aiSkus eiliniam
specialistui. Pageidautina naudoti  glutationo pertekliy. Optimalus glutationo ir
oksiduotojo glutationo santykis bty nuo 5:1 iki 20:1 (skai€iuojant molekulinés mases
pagrindu). Tinkamiausias 20:1 molinis glutationo ir oksiduotojo glutationo santykis.
rmetHuOSM persivyniojimas esant oksidacijos-redukcijos buferiui, turiniam
redukuotojo/oksiduotojo  glutationo pora, atliekamas naudojant  vidutinés
koncentracijos chaotropine medZiaga. Vienu iSradimo jgyvendinimo atveju tinkamas
baltymo persivyniojimas vyksta naudojant tarpinés koncentracijos guanidino
hidrochloridg. Tinkama guanidino hidrochlorido koncentracija yra nuo 3 M iki 7 M,
geriausia, jei buferiniame tirpale yra nuo 6,0 iki 6,2 M guanidino hidrochlorido.

Korektiskai susivyniojusio rmetHuOSM iSeiga labai priklauso nuo
renatliracijos buferio, turin¢io vidutinés koncentracijos guanidino hidrochlorido ir
oksidacijos-redukcijos sistema, pH vertés. Pageidautina, persivyniojimo reakcija bty
atliekama buferinio tirpalo pH palaikant nuo 7,0 iki 9,8, tinkamiausias pH intervalas —
8,4-8,8. Pageidautina, kad gautas tirpalas, turintis korektiSkai susivyniojusj
rmetHUOSM, baty centrifuguojamas arba filtruojamas, pasalinant kietgsigs dalelas, o
gautas tirpalas baty pakei¢iamas buferiu , siekiant pasalinti likusig chaotroping
medziaga, pvz., guanidino hidrochloridg, bei oksidacijos-redukcijos sistemos
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komponentus, pvz., glutationg ir oksiduotajj glutationa.

Prie§ gelffiltracijg baltyminis tirpalas, kuriame yra didelé koncentracija
chaotropo yra atskiedZiamas renatlracijos buferiniu tirpalu, kuriame yra
redukuoto/oksiduoto glutationo. Baltyminio tirpalo ir renatdracijos baltyminio tirpalo
midinys paliekamas 20-90 valandy, kad redukuota OSM forma korektiSkai susivynioty
j natyvig forma.

Kitas i$radimo jgyvendinimo variantas papildomai apima korektiskai

persivyniojusio OSM atskyrima nuo chaotropo.

Kai chaotropiné medzZiaga yra guanidino hidrochloridas, jg galima pasalinti i
persivyniojisj rmetHuOSM turingio tirpalo geffiltracijos metodu. Tinkamos geffiltracijos
terpes specialistams yra Zinomos. Vienu i$radimo jgyvendinimo atveju geffiltracijos
terpé yra chromatografijos medzZiaga Sephadex G-25. Atitinkamai buferinio tirpalo pH
yra koreguojamas iki geffiltracijai tinkamo pH. Kai gelfiltracijos terpé yra Sephadex G-
25, tinkamas pH koreguojamas iki tinkamo taip, kad bdty mazdaug 5,2-5,6,
pageidautina 5,4.

Gautas miSinys filtruojamas ir surinktas filtratas brandinamas. Optimaliai
brandinama mazdaug 20-90 val., kad subresty taisyklingai susivyniojgs rmetHUOSM.
rmetHUOSM tuomet atskiriamas nuo bet kokiy likusiy priemaiSy atliekant
chromatografijos procediras.

ISgrynintam rmetHuOSM i8skirti pageidautina naudoti jony mainy skysciy
chromatografija. Tinkami jony mainy skys¢iy chromatografijos metodai yra Zinomi
specialistams. Vienu i$radimo jgyvendinimo atveju chromatografija d) stadijoje yra
vienos stadijos chromatografinis gryninimas. Tinkama chromatografija yra vienos
stadijos jony mainy chromatografija. Optimaliu $io iSradimo jgyvendinimo atveju
didelé i8gryninto rmetHUOSM iSeiga gaunama naudojant CM-Sepharose ar SP-
Sepharose jony mainy kolonéles, kurios geriau veikia chromatografijos buferio pH
esant nuo 5,2 iki 5,6, tinkamiausias pH — apie 5,4.

Atitinkamai, optimalus $io iSradimo jgyvendinimo atvejis numato rmetHuOSM
i8skyrimo ir gryninimo i§ OSM gaminanc¢iy mikroorganizmy bidg, apimantj: 1)
mikroorganizmo lizavimg ir netirpios medziagos, kurioje yra rmetHuOSM, atskyrimg

nuo tirpios baltymingos medziagos; 2) rmetHUOSM, esanéio netirpioje medziagoje,
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tirpinima; 3) rmetHUOSM oksidavimg naudojant oksiduotajj glutationg esant
redukuotojo glutationo; 4) persivyniojusio rmetHuOSM atskyrimg nuo chaotropo; 5)

vienos stadijos chromatografinj rmetHuOSM gryninima.

Kitas i§radimo jgyvendinimo variantas numato blda, apimant] tokias stadijas:
1) mikroorganizmo lizavimag ir netirpios medzZiagos, kurioje yra rmetHuOSM,
atskyrima nuo tirpios baltymingos medziagos; 2) rmetHUOSM, esancio netirpioje
medziagoje, tirpinima; 3) rmetHUOSM oksidavima naudojant redukuojanciosio ir
oksiduojangio agento pora; 4) rmetHuOSM atskyrimg nuo tirpinimo medZiagos; 5)
nuo laiko priklausangio rmetHUOSM brandinima; 6) selektyvy taisyklingai
susivyniojusio rmetHuOSM atskyrima nuo netaisyklingai susivyniojusio, agreguoto ir
pakitusio rmetHuOSM, taikant katijony mainy chromatografija; 7) labai iSgryninto,
taisyklingai susivyniojusio rmetHuOSM stabilaus skysto preparato paruosima, taikant

chromatografijg per gelfiltracijos kolonéle.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdZiai

Toliau pateikiamuose pavyzdZiuose kaip laikino $eimininko kamienas
naudota Escherichia coli kamienas JM109, o transformacijai su vektoriumi kaip
rai¢kos kamienas naudotas E. coli kamienas Rosetta gami-2. Transformuota $io
iSradimo Seimininké E. coli turéjo rai$kos vektoriy, paruostg i§ pET21a+ (Novagen).
Sis vektorius buvo sujungtas su amplifikuota sutrumpinta natyvaus OSM DNR seka
po abiejy Ndel+Hindlll restriktaziy apdorojimo. Fermentacijos procesas apeme
stiprios rai$kos lgsteliy kultros, apibtdintos Siame iSradime, taikymg. OSM baltymas
yra sukaupiamas intarpiniuose kineliuose ir gryninamas taikant jprastus metodus,
apibtdintus Siame aprasyme.

Visos apradyme minimos publikacijos ir minéty publikacijy citatos laikomos
jtrauktos pagal nuorodas. |vairios $io iSradimo bldy ir sistemy modifikacijos bei
variantai, akivaizdis $ios srities specialistams, i§ esmés nenukrypstant nuo $io
iSradimo apimties ir esmés. Nors iSradimas pateiktas su optimaliais jgyvendinimo
pavyzdZiais , suprantama, kad i§radimas neapribojamas vien $iais jgyvendinimo
pavyzdZiais. ISties jvairios pavyzdZiuose aprasyty bady modifikacijos, akivaizdZios

molekulinés biologijos ir susijusiy sriCiy specialistams, laikytinos apimamos isradimo



18
LT 6051 B

apibréztimi.

1 PAVYZDYS. SUBRENDUSIO OSM GENO AMPLIFIKACIJA

OSM geno paruo$imas klonavimui apéme dviejy stadijy procesa: PGR
optimizavimg ir geno amplifikacijg naudojant PGR, pridedant Ndel kirpimo vietg &’
gale ir Hindill kirpimo vietg 3’ gale. Naudoti pradmenys buvo: TIESIOGINIS
PRADMUO: 5-AAACATATGGCGGCTATAGGCAGCT-3'; ATVIRKSTINIS
PRADMUO 5-TTTAAGCTTCTATCTCCGGCTCCGGTT-3'. Tiesioginio ir atvirkstinio
pradmeny sekos pateiktos nuo 5 | 3’ kryptimi. Buvo atliktas OSM geno PGR
optimizavimas, siekiant specifiSkai amplifikuoto PGR produkto reikamas
koncentracijas. Optimizavimo parametrai apémé MgSO,4 koncentracijg (1—4 mM),
pradmeny koncentracijg (0,1-1uM) ir prilydimo temperatiirg (58-72 °C), iSple¢iant
eksperimentg iki 48 skirtingy reakcijos salygy varianty. Dél klaidy taisymo galimybés,
gero veikimo grei¢io ir maZo klaidy daznio amplifikacijai atlikti naudota DNR
polimerazé Pfu (rekombinantineé, Fermentas, Thermo Fisher Scientific). Geriausios
salygos OSM PGR produktui (609 b.p. ilgio) buvo tokios: 2 mM MgSQO,4, 0,1uM

kiekvieno pradmens ir programa su dviejy stadijy prilydymo etapu.

Lentelé 1
Ciklo Nr. Stadija Temperatira | Laikas
Pradiné denatiracija 95 °C 10 min
Matricinés DNR denatiracija | 95 °C 30s
20 Pradmeny prilydymas 59,8 °C 45s
DNR sinteze 72°C 80s
25 Matricinés DNR denatiiracija | 95 °C 30s
Pradmeny prilydymas 72°C 80s
DNR sintezé 72°C 10 min

Pasiekiama PGR produkto koncentracija buvo 100-120 ng/pl.

2 PAVYZDYS. OSM GENO KLONAVIMAS | PET21A+ PLAZMIDE

Gautas PGR produktas gryninamas naudojant Fermentas GeneJet PCR
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gryninimo rinkinj ir karpomas naudojant dvi restrikcijos endonukleazes — Ndel ir
Hindlil. Restrikcija vykdoma per naktj +37 °C temperatdroje. Po restrikcijos DNR
fragmentai pakartotinai gryninami naudojant rinkinj, pasalinant trumpus nukleotidy
fragmentusi ir restriktazes. pET21+a plazmidé (Novagen) apdorojama ir gryninama
analogiskai, tik naudojamas ilgiems DNR fragmentams skirtas GendJet plazmidziy
gryninimo rinkinys. Lipnis plazmidés galai defosforilinami naudojant CIAP fermenta,
kuris prie$ ligavimo reakcijg inaktyvuojamas. Genas su plazmide liguojami esant
moliniam santykiui 10:1, naudojant T4 DNR ligaze (5 vnt. reakcijos misinyje), proceso
trukmeé 16 valandy, temperatira +4 °C. Ligavimo miSinys transformuojamas |
chemiskai tinkama E. coli JM109 kamiena. Teisingo dydZio inserto klonas (teigiamas
klonas) transformuojamas | E. coli raiSkos kamieng Rosetta gami-2. pET21a+/OSM
klonas kultivuojamas, plazmidés DNR struktira patvirtinama restrikcinés analizés

bidu. Plazmidés 2emélapis pavaizduotas Fig.1 kartu su tipine elektrofirezes schema.

pET21a+/OSM plazmidé palyginimo tikslais taip buvo klonuota | E. coli
padermes BL21(DE3) ir K802. Teigiami klonai buvo identifikuojami atliekant
restrikcine analize ir pagal atsparumg antibiotikams. Fig.3 pateikiamas trijy E. coli
kamieny NDS-PAAG ir Westem bloto rezultaty palyginimas. E. coli kamieno
BL21(DE3), K802 ir Rosetta gami-2 pateikiamos atitinkamai 1-2, 3-4 ir 5-6
takeliuose. Pirmas meéginys yra tirpi Igstelés baltymy frakcija, antras — netirpi. IS
rezultaty matosi, kad tik E. coli Rosetta gami-2 kamienas pasiZzymi stipria geno

raiSka.

3 PAVYZDYS. TYRIMO LASTELIY SEIMININKIY BANKO PARUOSIMAS

Po pirminio apibtdinimo Rosetta gami-2 pET21a+/OSM klonas uZseétas j LB
terpe 150 ml kolboje ir kultivuojamas per naktj +37 °C temperatiroje. Po 16 valandy
kultira perséta j 150 ml LB terpe, pradiniu optiniu tankiu 0,1 O.V., ir toliau
kultivuojama keturias valandas mikrobiologingje purtykiéje +37 °C temperatiroje.
Galutinis optinis tankis prie§ konservavima buvo 3,4 O.V. ] Igsteliy suspensijg buvo
pridéta 10 % galutinés koncentracijos sterilaus glicerolio ir ji iSpilstyta | mégintuvélius
po 1 ml. Méginiai uZz§aldomi ir laikomi —75 °C temperattiroje.
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4 PAVYZDYS. BIOSINTEZES PROCESAS

Fermentacijos metu vykdoma pH, temperatlros ir istirpusio deguonies
kontrolé. 7 | talpos fermentatoriuje paruosta, sterilizuota ir paseéjamaja kultlira uzséta
4.7 | sudétinés terpés taip, kad galutinis optinis tankis baty 0,2 O. V. Mai§ymo greitis
kito nuo 200 iki 900 apsisukimy per minute. Aeravimo greitis svyravo nuo mazdaug
0,3 l/min iki mazdaug 3,6 I/min tiekiamo suspausto oro srauto. M9m terpés
(fermentacijai) sudetis (g/l): mieliy ekstraktas — 20,0, amonio chloridas — 5,0, magnio
sulfato heptahidratas — 0,5, dinatrio vandenilio fosfatas — 4,7, kalio divandenilio
fosfatas — 4,5, gliukozés monohidratas — 22; 50 ng/l ampicilino ir 34 ng/l
chloramfenikolio. Esant bdtinybei, tiekiamas oras buvo maiSomas su pakankamai
deguonies, kad bty palaikomas istirpusio deguonies prisotinimas nuo mazdaug 20
iki 60 %. Fermentuota +37 °C temperatiiroje 3 valandas. Po 3 valandy pradéta
indukcija su 0,25 mM galutinés koncentracijos IPTG tirpalu ir temperatiira pakelta iki
42 °C. Po 2 valandy indukcijos Igstelés surinktos 30 minugiy centrifuguojant kulttros
terpe 8 000 apsisukimy per minute grei¢iu +4 °C temperatiroje. Tipinis biosintezés
serijos jra8as pateikiamas Fig. 4, kur pateikti E. coli Rosetta gami-2/pET21a+/OSM
augimo 3 | fermentatoriuje operaciniai automatiniai ir neautomatiniai parametrai, pvz.,
prisotinimas deguonimi, pH, temperatira, maisiklio greitis, oro srauto greitis ir optinis
tankis. Fig. 5 vaizduoja NDS-PAAG elektroforezés po biosintezés proceso rezultats;
pirmame takelyje uZneStas molekulinio svorio standartas, 10 mikrogramy tirpios
frakcijos buvo uznesta antrame takelyje ir 10 mikrogramy netirpios lasteliy frakcijos
buvo uznesta treiame takelyje.

5 PAVYZDYS. TOLESNIS PROCESAS

Lasteliy biomasé, kurioje yra rmetHuOSM transformuotose E. coli Iastelése,
tokia kaip gauta 4 pavyzdyje, suspenduota maisant 0,1 M Tris buferyje (pH 7,50, su 2
mM EDTA, 1 mM PMSF, 5 mM DTT) (santykis 1g biomasés: 10mL ardymo buferinio
tirpalo) apytiksliai +5 °C temperatiroje. Suspensija buvo leidZiama per Rannie auksto
slegio homogenizatoriy du kartus arba paveikta ultragarsu 3 min normuojant 1 g
biomases. Homogenatas centrifuguotas apytiksliai +5 °C temperatiroje. Netirpi
suardytos biomases frakcija suspenduota desimtyje 0,025 M Tris buferinio tirpalo (pH
8,0, su 0,5 M NaCl, 0,1 % polisorbato-80) tdrio daliy, mai$ant IKA maisykle, o gautas

misinys centrifuguotas +5 °C temperatiroje. Supernatantas nupiltas ir likusios
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nuosédos pakartotinai suspenduotos IKA maisykle 0,025 M Tris buferyje (pH 7,00, su
1,3 M karbamido), santykiy 1 g biomasés: 10 ml plovimo buferinio tirpalo.
Supernatantas nupiltas ir likusios nuosédos pakartotinai suspenduotos IKA maiSykle
0,025 M Tris buferyje (pH 8,00, su 0,6 M karbamido), santykiy 1 g biomases: 10 ml
plovimo buferinio tirpalo. Gautas miSinys centrifuguotas +5 °C temperatiiroje, o
supernatantas nupiltas ir likusios nuosédos suspenduotos IKA maisykle 0,025 M Tris
buferyje (pH 8,50, su 0,5 M NaCl), santykiy 1 g biomasés: 10 ml plovimo buferinio
tirpalo Gautas misinys centrifuguotas +5 °C temperatiiroje, o supernatantas nupiltas.
Gautos nuosédos suspenduotos |IKA mai$ykle santykiu 1 g biomasés: 6 ml tirpinimo
buferinio tirpalo, pH 8,7 (50 mM, glicino/NaOH 6 M GdmHCI, 0,5 M NaCl ir 20 mM
DTT), trukmeé 2—18 valandy, temperattra +5 °C.

Gautas miSinys centrifuguotas +5°C temperatliroje, o supernatantas
surinktas. Supernatantas sula$intas | renatravimo tirpalg (25 mM glicino/NaOH
buferis, pH 8,7, galutingje koncentracijoje turintis 4 mM GSH, 0,2 mM GSSG, 0,5 M
L-arginino) santykiu 1:3. Gauto mi8inio pH koreguotas iki 8,7, ir jis laikomas
apytiksliai +5 °C temperatiiroje 60 valandy. Tirpalas uznestas ant Sephadex G-25
kolonelés +5 °C temperatiroje ir i§plautas 20 mM natrio acetatu (pH 5,30, turintis 50
mM NaCl). Eliuatas uznestas ant CM-Sepharose kolonélés +25 °C temperatiroje.
Biologiskai aktyvus rmetHUOSM isplautas i$ kolonélés tiesiniu gradientu nuo 20 mM
natrio acetato, 50 mM NaCl (pH 5,3) iki 20 mM natrio acetato, 400 mM NaCl (pH 5,3).
Eliuatas, turintis labai gryno rmetHuOSM, atskiestas buferiu iki 20 mM Na acetato,
250 mM NaCl galutinés koncentracijos, pH 5,3. Fig. 6 pateikiamas pagal sillomg
iSradimg apdoroto ir paruo$to rmetHuOSM grynumas, jvertinus pagal NDS-PAAG
redukuojanciomis sglygomis rezultatus. Pirmame takelyje — dazyty 10, 25, 35, 40, 55,
70, 100 ir 130 kDa molekulinio standarto baltymai, baltymy Zymeklis i8 Thermo
Fisher Scientific (Fermentas), antrame—ketvirtame takeliuose — i8grynintas OSM
redukuojanéiomis sglygomis, atitinkamai ant takeliy uznesta 1,25, 0,5 ir 0,25
mikrogramo meginio.

6 PAVYZDYS. RP-HPLC ANALIZE

OSM baltymo grynumui jvertinti taikytas RP-HPLC metodas. Sis metodas
tiksliniam baltymui buvo pritaikytas siekiant jvertinti OSM grynumg gryninimo

stadijose bei galutinio preparato tirpalo grynuma. Detalés nurodytos toliau.
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Eksperimentinés detalés:

Judrioji faze: A — 70 % vandens, 30 % acetonitrilo ir 0,2 % TFA; B — 20 %
vandens, 80 % acetonitrilo ir 0,2 % TFA.

Kolonéle: Symmetry 300 C18, 4,6*250 mm, daleliy dydis — 5 um.
Chromatografiné sistema: HPLC sistema, Alliance, Waters.
Detekcijos bangos ilgis: 280 nm. Srautas: 1 ml/min.

RP-HPLC instrumentinis metodas.

Lentelé 2

Nr. Srautas, |Laikas, Judrioji fazé Pastabos

mi/min  |min A, % B.%
1 1,0 0 80 20 Pradinis
2 1,0 1 80 20 Izokratinis
3 1,0 20 64 36 Gradientinis
4 1,0 21 10 90 Gradientinis
5 1,0 22 10 90 Izokratinis
6 1,0 23 80 20 Gradientinis
7 1,0 27 80 20 Izokratinis

Fig. 7 iliustruoja pagal iSradima apdoroto ir galutinai paruosto rmetHuOSM
preparato grynuma, jvertinus pagal atvirkstinés fazés HPCL rezultatus.

Piky analize: Lentelé 3
Piko pavadinimas | UZlaikymo | UZlaikymo laiko Plotas Ploto santykis %
laikas, min | santykis su
pagrindiniu piku
1 7,4 0,619 1995 0,3
2 10,5 0,881 9145 1,6
3 11,0 0,921 31863 54
4| OSM 11,9 1,000 534633 | 91,0
5 13,7 1,144 5332 0,9
6 | OSM (redukuotas) | 14,5 1,214 2950 0,5

7 PAVYZDYS. ONKOSTATINO M MOLEKULINES MASES NUSTATYMAS
NAUDOJANT MASIY SPEKTROMETRA

ISgrynintam baltymui identifikuoti masiy spektrometrijos blidais buvo atliktas
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molekulines masés matavimas bei dalinis OSM sekos nustatymas. Naudota
MicrOTOF g2 jranga su ESI $altiniu, Bruker. MedzZiagos: acetonitrilas, skruzdZiy
ragstis, PD MiniTrap G-25 kolonélés, 5 mM amonio bikarbonato buferis.

Meéginio paruo$imas: Meéginio buferis pakeitiamas | 5 mM amonio
bikarbonato buferj, tai atliekama naudojant PD MiniTrap G-25 pagal gamintojo
instrukcijas. Jei reikia, méginio tirpalas koncentruojamas iki 1 mg/ml. Prie$ atliekant
meéginio MS analize, jis skiedZiamas 1:1 (t:it) acetonitrilu, 0,2 % skruzdZiy rigsties
tirpalu iki galutinés 0,5 mg/ml koncentracijos. Masiy spektrometro parametry

nustatymai:
Lentelé 4
Parametras Verté
Purks§tuvas 0,3 bar
Sausosios dujos 4,0 I/min
DZiovinimo temperatra 180 °C
Masiy intervalas 50-3 000 m/z

Masiy spektrai gaunami 5 min, tuomet vidurkinami ir i8skleidZiami naudojant
maksimalios entropijos algoritmg (zr. Fig.8). Fig. 8 pateikiami du masiy spektrai, gauti
ESI-TOF masiy spektrometru. ISmatuota onkostatino M masé yra 22449 Da (kaip
matyti Fig. 8, A dalyje). ISmatuota mase nuo teorinés skiriasi 300 Da. Taip yra dél
glutationo molekules, kuri yra prisijungusi prie Cys80 liekanos. Po baltymy redukcijos
glutationo molekulé pasalinama, kaip matyti Fig.8, B dalyje (nustatyta masé lygi
22149 Da; atitinka natyvaus baltymo molekuling mase).

Onkostatino M sekos analizé Maldi-Tof masiy spektrometru buvo atlikta
naudojant Autoflex speed, Bruker. Naudotos tokios medziagos: acetonitrilas,
trifluoracto ragstis, PD MiniTrap G-25 kolonélés, 25 mM amonio bikarbonato buferis ir

a-ciano-4-hidroksicinamono rigstis.

Méginio paruoSimas: Meéginio buferis pakei¢iamas j 25 mM amonio
bikarbonato buferj. Tai atliekama naudojant PD MiniTrap G-25 pagal gamintojo
instrukcijas. Pridedama tripsino santykiu 1:50 (proteazé : baltymas) ir §is tirpalas
laikomas 37 °C temperatiiroje 12 valandy. Méginys i§valomas naudojant ZipTip

(pagal gamintojo instrukcijas), vienodais tiiriais sumaiSomas su a-ciano-4-
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hidroksicinamono ragstimi, istirpinta 50 % acetonitrile su 0,1 % trifluoracto ragstimi.
Paruostas meginys (0,5-1 pl) perkeliamas ant nerldijanciojo plieno Maldi leksteles,
laseliai paliekami visi$kai i§dziati. Masiy spektrometro parametrai nustatomi:

Lentele 5
Parametras Verté
1 jony Saltinis 19,6 kV
2 jony Saltinis 16,7 kV
Sklaidytuvas 7.8 kV
Reflektorius 21,1 kV
Matricos slopinimas iki 430 Da

| kiekvieno meginio vieta nukreipiama 500-1500 lazerio $aviy. Peptidai,
gaunami apdorojant onkostating M, yra analizuojami ir lyginami su teorinémis peptidy
masémis. Teorinis seky palyginimas su gautais duomenis pateikiamas Fig. 9. Kaip
galima matyti, N-galinis metioninas po gryninimo proceso pasalinamas ir gaunama
tiktai tapati natyviai OSM seka. Daliniy seky nustatymo rezultatai patvirtina, kad
i§grynintas baltymas yra 196 a.r. onkostatinas M ir kad N-gale jis neturi metionino
liekanos. Nuskaityta 89 % sekos (toleruotina paklaida — 0,50 Da).
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ISradimo apibreztis

1. Rekombinantinio Zmogaus onkostatino M baltymo (OSMnat) paruosimo ir
gryninimo biidas, besiskiriantis tuo, kad apima stadijas, kuriose:
- paruosia rekombinantines bakterijas Escherichia coli, turinCias OSMnat genag;
- augina minétas rekombinantines bakterijas Escherichia coli sudétingje mitybineje
terpeéje, kad bity gaminamas OSMnat baltymas;
- i8skiria ir grynina rekombinantinj OSMnat baltyma i$ intarpiniy kaneliy arba tirpiyjy
baltymy frakcijos.

2. Bidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad minétas OSMnat
genas apima SEQ ID Nr. 1.

3. Budas pagal 1 arba 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas
rekombinantines bakterijas Escherichia coli, turinéias OSMnat geng, paruosia
amplifikuojant minétg geng ir klonuojant minéta amplifikuota modifikuotg OSMnat
gena j tarpinj arba rai$kos vektoriy, amplifikuojant ir i§skiriant minéta OSMnat geng i$
minéto klonuoto vektoriaus ir transformuojant minéta raiSkos vektoriy | minétas
bakterijas Escherichia coli, kur Escherichia coli yra pasirinkta i grupés,
susidedancios i§ Escherichia coli JM109, Escherichia coli BL21 (DE3), Escherichia
coli K802 ir Escherichia coli Rosetta gami-2.

4. Bldas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, besiskiriantis tuo, kad minétas
vektorius yra pasirinktas i$ grupés, susidedangios i§ pET21a+, pT7a, pJET1.2blunt,
pQE-T7, optimaliai pET21a+.

5. Budas pagal 4 punkta, besiskiriantis tuo, kad minétas OSMnat
genas klonuotas | pET21a+ vektoriy uz ankstyvojo bakteriofago T7 promotoriaus,
laikant kad genas yra atviro skaitymo rémelyje nuo promotoriaus, o /ac operonas
prie§ T7 promotoriy, ir konstrukto, kuriame yra OSMnat genas, raiSka yra grieztai
kontroliuojama ir nutraukiama T7 terminatoriumi.

6. Budas pagal bet kurj ankstesnj punktg, besiskiriantis tuo, kad
minéta bakterija Escherichia coli, $eimininkés bakterijos padermés atzvilgiu, yra
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atspari antibiotikams, tokiems kaip ampicilinas, kanamicinas, chloramfenikolis ir

tetraciklinas.

7. Bhdas pagal bet kurj ankstesnj punkta, besiskiriantis tuo, kad
minéta mitybiné terpe yra pasirinkta i§ sudétiniy terpiy, tokiy kaip LB, YPD, TB, M9
arba M9m, kur mitybiné terpé apima vieng arba daugiau azoto $alitiniy, pasirinkty i$
grupés, kurig sudaro amonio druskos, nitratai, triptonas, mieliy ekstraktas ir amonio
hidroksidas, ir anglies $altinj, pasirinktg i§ grupés, susidedancios i§ glicerolio,

gliukozés, fruktozés, pageidautina gliukozes.

8. Biidas pagal 1-7 punktus, besiskiriantis tuo, kad biomaseés dalis
sudétineje terpéje yra intervale nuo 2 iki 15 g/l, pageidautina 5-7 gfi, skaiCiuojant
pagal drégny lgsteliy svorj, ir tuo, kad minétos mitybinés terpés parametrus palaiko
tokius: a) pH yra nuo 3,0 iki 8,0, pageidautina nuo 6,0 iki 6,8 esant sudétinei terpei,
b) temperatira intervale nuo 25 iki 45 °C, pageidautina nuo 37 iki 42 °C, ir c) iStirpes
deguonis — 20-80 % prisotinimo, pageidautina 20—40 %; ir minétas kultivavimas

tesiamas nuo 4 iki 10 valandy, pageidautina 6 valandas.

9. Blidas pagal 1-8 punktus, besiskiriantis tuo, kad rekombinantinio
OSMnat baltymo raiSka yra indukuojama pasiekus atitinkama biomasés dalj,
naudojant tinkamg /ac operono induktoriy, tokj kaip laktozé, optimaliai IPTG 0,1 - 1

mM koncentracijos , pageidautina 0,25 mM koncentracijos.

10. OSM isSskyrimo ir gryninimo i§ OSM produkuojanéiy mikroorganizmy bldas,
besiskiriantis tuo, kad jis apima tokias stadijas: a) mikroorganizmy lizavima ir
netirpios medziagos, kurioje yra OSM, atskyrimg nuo tirpios baltymingos lasteliy
medzZiagos; b) OSM, esanéio netirpioje medZziagoje, tirpinimg; c) OSM oksidavimag
esant oksiduojanéio/redukuojandio agento porai; d) tirpalo chromatografijg; e)
i8gryninto OSM iSskyrima.

11. Badas pagal 10 punktag, besiskiriantis tuo, kad OSM yra
rekombinantinis metionilintas Zmogaus onkostatinas M (rmetHuOSM).
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12. Badas pagal 10-11 punktus, besis kiriantis tuo, kad
oksiduojangio/redukuojangio agento pora yra oksiduojangio/redukuojantio glutationo
sistema, kur molinis oksiduojanéio ir redukuojangio glutationo santykis yra optimaliai
1:20.

13. Budas pagal 10-12 punktus, besiskiriantis tuo, kad c) stadijoje
OSM netirpioje  medZiagoje yra tirpinamas naudojant chaotroping medzZiaga,
pageidautina vidutinés koncentracijos chaotroping medziagg, pH esant 8,00-9,00.

14. Badas pagal 13 punkta, besiskiriantis tuo, kad papildomai apima
persivyniojusio OSM atskyrimg nuo chaotropo, kur korektiSkai persivyniojgs OSM
atskiriamas nuo chaotropo geffiltracijos metodu, optimaliai naudojant gelfiltracing
kolonéle Sephadex G-25.

15. Badas pagal bet kurj i§ 10-14 punkty, besiskiriantis tuo, kad d)
stadijos chromatografija yra vienos stadijos chromatografinis gryninimas, optimaliai
vienos stadijos jony mainy chromatografija.

16. Blidas pagal bet kurj i§ 10-15 punkty, besiskiriantis tuo, kad b)
stadijos tirpinimui naudoja guanidino hidrochloridg, kurio koncentracija yra nuo 3,0 iki
6 M.

17. Budas pagal bet kurj i§ 10-16 punkty, besiskiriantis tuo, kad d)
stadija atlieckama CM-Sepharose arba SP-Sepharose kolonéléje, optimaliai pH esant
nuo 5,2 iki 5,6.

18. rmetHUOSM i§skyrimo ir gryninimo i§ OSM produkuojanéio mikroorganizmo
blidas, besiskiriantis tuo, kad apima tokias stadijas: a) mikroorganizmo
lizavima ir netirpios medziagos, kurioje yra rmetHuOSM, atskyrimg nuo tirpios
baltymingos medziagos; b) rmetHUOSM, esandio netirpioje medziagoje, tirpinima; c)
rmetHUOSM oksidavimg naudojant oksiduojantj glutationg esant redukuojangio
glutationo; d) korektiSkai persivyniojusio rmetHuOSM atskyrimas nuo chaotropinés
medziagos; e) vienos stadijos chromatografinj rmetHuOSM gryninima.
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19. 18gryninto OSM baltymo preparatas, gautas badu pagal bet kurj i§ 1-18
punkty.
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Hindlll - 173 - A' AGCT_T

Ndel -772 - CA’ TA_TG

pET21a+/OSM
5977 bp

Fig. 1

1 ATGGGGGTAC TGCTCACACA GAGGACGCTG CTCAGTCTGG TCCTTGCACT

51 CCTGTTTCCA AGCATGGCGA GCATGGCGGC TATAGGCAGC TGCTCGAAAG
101 AGTACCGCGT GCTCCTTGGC CAGCTCCAGA AGCAGACAGA TCTCATGCAG
151 GACACCAGCA GACTCCTGGA CCCCTATATA CGTATCCAAG GCCTGGATGT
201 TCCTAAACTG AGAGAGCACT GCAGGGAGCG CCCCGGGGCC TTCCCCAGTG
251 AGGAGACCCT GAGGGGGCTG GGCAGGCGGG GCTTCCTGCA GACCCTCAAT
301 GCCACACTGG GCTGCGTCCT GCACAGACTG GCCGACTTAG AGCAGCGCCT
351 CCCCAAGGCC CAGGATTTGG AGAGGTCTGG GCTGAACATC GAGGACTTGG
401 AGAAGCTGCA GATGGCGAGG CCGAACATCC TCGGGCTCAG GAACAACATC
451 TACTGCATGG CCCAGCTGCT GGACAACTCA GACACGGCTG AGCCCACGAA
501 GGCTGGCCGG GGGGCCTCTC AGCCGCCCAC CCCCACCCCT GCCTCGGATG
551 CTTTTCAGCG CAAGCTGGAG GGCTGCAGGT TCCTGCATGG CTACCATCGC
601 TTCATGCACT CAGTGGGGCG GGTCTTCAGC AAGTGGGGGG AGAGCCCGAA
651 CCGGAGCCGG AGACACAGCC CCCACCAGGC CCTGAGGAAG GGGGTGCGCA
701 GGACCAGACC CTCCAGGAAA GGCAAGAGAC TCATGACCAG GGGACAGCTG

751 CCCCGGACGC GTGTTTAA

1. MAAIGSCSKEYRVLLGQLQKQTDLMQDTSRLLDPYIRIQGLDVPKLREHCRERPGA
FPSEETLRGLGRRGFLQTLNATLGCVLHRLADLEQRLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQMARPN
ILGLRNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASQPPTPTPASDAFQRKLEGCRFLHGYHRFMH

SVGRVFSKWGESPNRSRR

Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 6
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