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GRANULIOCITY KOLONIJAS STIMULIUOJANCIO FAKTORIAUS SULIET! BALTYMAI
SU KITAIS AUGIMO FAKTORIAIS, OPTIMALIAI SU KAMIENINIY LASTELIY
FAKTORIUMI, IR JY GAVIMO BUDAS

ISradimo sritis

Sis i§radimas priskiriamas biotechnologijos sri&iai ir yra skirtas terapinés paskirties baltymy
gavimui. Sis i§radimas atskleidZia galimybes gaminti genetiskai sulietus granuliocity
kolonijas stimuliuojandio faktoriaus (G-CSF) heteromultimerus su kitais partneriais, tokiais
kaip hematopoetiniai augimo faktoriai, kurie veikia sinergetiskai su G-CSF, ir multimerinés
konstrukcijos pasizymi ilgesniu cirkuliacijos pusamziu lyginant su kiekvienu i§ monomeriniy
baltymy atskirai. Konkreciau, $is iSradimas susijes su granuliocity kolonijas stimuliuojangio
faktoriaus heterodimero, kuris sudarytas i§ granuliocity kolonijas stimuliuojanéio faktoriaus
genetiskai sujungto per pasirinkto ilgio ir struktdros linkering sekg su kamieniniy Iasteliy
faktoriumi (SCF), o taip pat su heterodimerinio biologi$kai aktyvaus baitymo G-CSF — SCF
i$skyrimu ir gryninimu. Sis i§radimas taipogi sietinas su sintetiniu genu, koduojanéiu
heterodimering baltymo forma, kurioje G-CSF ir SCF yra sujungti pasirinktu linkeriu tarp
monomeriniy grandziy, taip pat ir geno biosinteze $eimininko Igstelése.

I8radimo technikos lygis

Sioje paraigkoje terminas “terapinés paskirties baltymas” reiSkia farmakokolgiskai aktyvy
geny inZinerijos bidu gaminamg baltyma, Zinduoliy antikinus, kraujo produkty pakaitalus,
vakcinas, hormonus, citokinus. Efektyvumui uZtikrinti, baltyminiai vaistiniai preparatai yra
naudojami skirtingy koncentracijy ir aplinkybémis nei jy natyvis partneriai ir tai gali sukelti
in vivo nepageidaujamus poveikius. Tam, kad iévengtume'arba sumazintume toksi$kuma
ir pakeltume jy efektyvuma, baltymy fizikocheminés ir biologines savybés keitiamos jy
modifikavimu, tokiu kaip kovalentinis konjugavimas su kitomis makromolekulémis,
antiktnais, bei baltymo mutageneze ir/arba glikozilinimu.

Terminas “hematopoetinis augimo faktorius” reikia vieng arba grupe baltymy tokiy kaip
eritropoetinas, interleukinai ir kolonijas stimuliuojantys faktoriai, kurie skatina Iasteliy
proliferacija.

Terminas ,biologi§kai aktyvus baltymas* reiskia baltymo molekule, kuri aktyvumo

nustatymo testuose parodo tg patj ar panasy biologin; aktyvumag, kaip ir atitinkamas
natlralus baltymas.
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Terminas “monomeriné grandis” (pvz.: multimeriniuose baltymuose) rei$kia natlralaus
biologi$kai aktyvaus baltymo molekulés polipeptidine granding.

Terminas “heteromultimeras” reiSkia linijine polipeptiding granding, kuri sudaryta i$
maziausiai dviejy skirtingy biologiSkai aktyviy monomeriniy polipeptidiniy grandziy,
sujungty tarpusavyje peptidine linkerine seka tokiu ’bﬂdu, kad galimybé sudaryti
tarpmolekulinius disulfidinius rySius tarp polipeptidiniy grandZiy yra minimali.

Terminas ‘“genetiSkai sulietas” reiSkia, kad heteromultimerinis baltymas yra gaunamas
rekombinantinés DNR bddu: DNR fragmentas, sudarytas i§ dviejy monomerinius baltymus
koduojangiy geny ir linkerio DNR sekos yra jvedamas j vektoriy baltymo ekspresijai
pasirinktoje Igsteliy linijoje. Toks rekombinantinis baltymas sudarytas i§ monomeriniy
baltymy, sujungty peptidiniu linkeriu (baltymas gali bati iSskirtas naudojant specialias
gryninimo proceddras) skiriasi nuo “cheminio konjugato”, kuris gaunamas cheminiu bldu
jungiant du arba daugiau monomeriniy baltymy specifiniais cheminiais metodais, ir
~chemi$kai modifikuoto” baltymo, kuris gaunamas cheminiu blidu modifikuojant monomerinj
baltyma cheminiais agentais arba polimery liekanomis.

Terminas ,sinergetinis veikimas* arba ,sinergizmas“ rei§kia bendra vaistiniy preparaty
veikimg tokiu bldu, kad vienas jy papi‘Ido arba sustiprina kito veikimg iSgaunant
efektyvuma, kuris yra didesnis nei tas kuris biity pasiektas su bet kurio vieno vaistinio
preparato ekvivalentiniu kiekiu, arba gaunant efektus, kurie negali biti pasiekiami su bet
kokiu saugiu kiekiu bet kurio vieno arba abiejy vaistiniy preparaty. Kartu sinergeti§kai
veikiantys du ar daugiau vaisty duoda didesnj efekta nei jy individualiy efekty suma.

Rekombinantinés DNR metodais gaunamy, terapinés paskirties baltymy naudojimas per
paskutinius deSimtmetius Zymiai i$sipléte. Metinés pasaulinés gamybos apimtys visos
eiles jau tradiciniais tapusiy biofarmaciniy produkty, tokiy kaip insulinas, eritropoetinas
(EPO), augimo hormonas (hGH), interferonai (IFN), granuliocity (makrofago) kolonijas
stimuliuojantys faktoriai (G-CSF arba GM-CSF) jau virija deSimtis milijardy doleriy ir
toliau didéja. Pastaraisiais metais atskleidziamos naujos minety produkty Klinikines
indikacijos bei naujos jy klinikinio naudojimo sritys, taikant kombinuota keliy baltymy
terapija.

Jau daugiau nei tris deSimtmedius Zinoma, kad hematopoeze kontroliuoja labai specifiniai
faktoriai, kurie hematopoetingje sistemoje veika ankstyvasias Igsteles jas paveréiant
funkcionaliomis Igstelemis. Siy faktoriy i§skyrimas i$ natdraliy $altiniy, gryninimas ir jy
klonavimas salygojo naujos klasés terapiniy agenty, tokiy kaip kolonijas stimuliuojantys
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faktoriai, interleukinai, atradima. Vienas jy, granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius

specifi§kai veikia neutrofilus, svarbiausig kino apsaugine sistemg pfie% infekcijas.

Bakterinése sistemose produkuojamas G-CSF, Zinomas jo generiniu pavadinimu
“Filgrastimas” (r-metZG-CSF) atveré platy jo terapinj panaudojima gydant neutropenijg —
dominuojantj Salutinj véZio chemoterapijos rei$kinj. Jo naudojimas jgalino sumazinti vézio
pacienty infekcijos rizikg. Salia chemoterapijos sukeltos neutropenijos, Filgrastimas buvo
patvirtintas gydant mielosupresija po kauly d&iulpy transplantacijos, Gmig chronine
neutropenijg, tmig leukemijg, plasting anemijg, mielodisplastinj sindroma. Filgrastimas taip
pat naudojamas periferinio kraujo Igsteliy pirmtaky mobilizacijai transplantacijoje. [Zidr.
apzvalga: Karl Welte, Janice Gabrilove, Miguel H. Bronchud, Erich Platzer, and George
Morstyn, Filgrastim (r-metHuG-CSF): the first 10 years. Biood, Vol 88, No 6 (September
15), 1996: pp 1907-1929].

Pastaruoju metu G-CSF indikacijy ratas plediasi, ir intensyviai tiriamas jo kombinuotas
terapinis veikimas kartu su kitais citokinais. Tai atveria naujas G-CSF klinikinio naudojimo
sritis.

Yra Zinomos jvairios G-CSF terapinio naudojimo sritys:

- G-CSF, $alia jo pagrindinés indikacijos gydant chemoterapijos sukelta neutropenija, buvo
tiriamas kaip naujas neinvazyvus terapinis agentas gydant Alzhaimerio ligg [Kuen-Jer Tsai
et al, G-CSF rescues the memory impairment of animal models of Alzheimer's disease.
JEM. The Rockefeller University Press ,Vol. 204, No. 6, June 11, 1273-1280, 2007];

- apraSytas G-CSF polipeptido, taip pat ir kartu su papildomais augimo faktoriais, jskaitant
SCF, panaudojimas miokardo infarkto prevencijai arba pastarojo ir kity ieminiy sutrikimy
gydymui, ypa€ gydant Gmy miokardo infarkta [W02005044296, prior. 2003-10-27];

- paskelbta, kad G-CSF mobilizuotos pirmtaky Iastelés ne tik geba diferencijuoti audinius,
bet, ko gero, geba regeneruoti miokarda, tuo paéiu pagerinant $irdies funkcija [Tsung-Ming
Lee et al. Granulocyte colony-stimulating factor increases sympathetic reinnervation and
the arrhythmogenic response to programmed electrical stimulation after myocardial
infarction in rats. Am J Physiol Heart Circ Physiol 297, H512—-H522, 2009},

- G-CSF gali bati naudojamas neurodegeneraciniy susirgimy ir glaukomos gydymui [T.
Frank et al. Both systemic and local application of Granulocyte-colony stimulating factor
(G-CSF) is neuroprotective after retinal ganglion cell axotomy. BMC Neuroscience 2009);

- atskleistas G-CSF arba jo fragmenty panaudojimas farmacinése kompozicijose, skirtose
gydyti iSemijos sukeltus organy funkcijos sutrikimus pacienty, kuriems atliekama chirurginé
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arba kita intervenciné procedlra siekiant pagerinti kraujotaka arba sukelti
revaskuliarizacijg [WO 200504962 / EP1689420, prior. 2003-10-27];

- G-CSF skatina smegeny neurogeneze subrendusiems gyviinams, patyrusiems insultg
[Aurel Popa-Wagner et al, Effects of granulocyte-colony stimulating factor after stroke in
aged rats Stroke 2010, 41:1027-1031];

- G-CSF gali kelti kauly &iulpy monobranduoliniy Igsteliy transplantacijos terapinj
efektyvumg peliy su cerebrine iSemija modelingje sistemoje [Zhang et al. Granulocyte
colony-stimulating factor increases the therapeutic efficacy of bone marrow mononuclear
cell transplantation in cerebral ischemia in mice. BMC Neuroscience 2011, 12:61);

- apra8ytas G-CSF ir placentinio augimo faktoriaus kombinuotos farmacinés kompozicijos
panaudojimas kraujo kamieniniy lasteliy mobilizacijai [W02002014023 / EP1660115,
prior. 2003-07-29].

Kombinuota terapija
Hematopoetiniai faktoriai pasizymi dublerio savybémis, t.y. skirtingi faktoriai gali sukelti ta

patj efekta. Salia to, jie yra pleotropiniai, t.y vienas citokinas gali sukelti skirtingus efektus.
Citokiny tinklo in vivo kiekybiniy savybiq iSsamiam supratimui svarbu suprasti kiek ir kokiu
bldu vieno citokino efektai yra veikiami ir modifikuojami kitais citokinais, ir, ar tai priklauso
nuo koncentr_acijos. RySium su tuo, buvo paskelbta apie citokiny kombinacijos in vivo
sukeltus efektus tiriant visas galimas eritropoetino (EPO), G-CSF, kamieniniy Igsteliy
faktoriaus (SCF) ir interleukino-11 (IL-11) kombinacijas. Autoriai [l. Boeder et al.
Interactions of Erythropoietin, Granulocyte Colony-Stimulating Factor, Stem Cell Factor,
and Interleukin-11 on Murine Hematopoiesis During Simultaneous Administration. Blood,
Vol 91, No 9 (May 1), pp 3222-3229, 1998] parodé, kad citokiny priklausomybé nuo jy
dozés in vivo yra modifikuojama kitu pridétu citokinu kiekybiskai, ir kai kuriais atvejais,
kokybiSkai. Tai ir sudaro prielaidas labiau pagristam kombinuotos citokiny terapijos
naudojimui.

Yra Zinoma, kad kai kurie citokinai, tokie kaip GM-CSF, SCF, IL-3, IL-6, IL-11 stimuliuoja
granulopoeze, tatiau maziau efektyviai nei G-CSF ir veikia su juo sinergetiskai, kad
maksimaliai stimuliuoty granulopoeze.[S. Bradley Forlow et al. Increased granulopoiesis
through interleukin-17 and colony-stimulating factor in leukocyte adhesion molecule-
deficient mice. Blood 1 December, 2001 Volume 98, Number 12, 2001].
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Pateikiamame iSradime tarp auk$¢iau vardinty hematopoetiniy faktoriy pirmaeilis démesys
skirtas Zmogaus kamieniniy lasteliy faktoriui (SCF), kurio sinergetinis veikimas kartu su G-
CSF sitlilo naujas galimybes jy kombinuotos terapijos panaudojimui klinikoje. Kaip Zinoma,
abu baltymai yra naudojami gydant neutropenija onkologiniams pacientams po
citotoksinés chemoterapijos arba kauly &iulpy transplantacijoje siekiant i§laikyti normaly
neutrofily (granuliocity) skai€iy. Buvo nustatyta, kad efektas gydant su abiem baltymais yra
Zenkliai auk$tesnis nei gydymui naudojant atskirus baltymus. Sinergetinis efektas
nustatytas rekombinantinéms abiejy baltymy formoms [J. A. Glaspy et al. Peripherial Blood
Progenitor Cell Mobilization using Stem Cell Factor in Combination with Filgrastim in
Breast Cancer Patients. Blood, vol. 90, pp 2939-2951, 1997/C. H. Moskowitz et al,
Recombinant Metionyl Human Stem Cell Factor and Filgrastim for Peripheral Blood
Progenitor Cell Mobilization and Transplantation, Blood , Vol 89, No 9, pp.3136-3147,
1997].

Patentas EP0992579 (prior. 1989-10-16 ir kt.) atskleidZia kamieniniy Igsteliy faktoriy
(SCF), jo gavimo bidus, farmacing kompozicijg ir jvairius terapijos metodus gydant tokias
bikles kaip leukopenija, trombocitopenja, anemija, stiprinant kauly &iulpy atstatyma po
radiacijos, arba chemoterapijos sukelta kauly &iulpy aplazijg arba mielosupresija.
Hematopoetiniy susirgimy gydymui SCF yra naudojamas vienas arba kombinacijoje su
vienu arba keliais papildomais hematopoetiniais faktoriais, tokiais kaip EPO, G-CSF, GM-
CSF, ir jvairiais interleukinais nuo IL-1 iki IL-11, IGF arba LIF.

Yra Zinoma, kad rekombinantiné Zmogaus SCF forma gali sustiprinti tiek Filgrastimo, tiek ir
chemoterapijos kombinacijos kartu su Filgrastimu mobilizavimus. Mobilizuotos
hematopoetinés Igstelés yra pajegios greitam atsistatymui [L.B.To et al. Stem cell
mobilisation Successful mobilization of peripheral blood stem cells after addition of
ancestim (stem cell factor) in patients who had failed a prior mobilization with filgrastim
(granulocyte colony-stimulating factor) alone or with chemotherapy plus filgrastim. Bone
Marrow Transplantation (2003) 31, 371-378].

EP1817047 (prior. 2004-11-05) apraS8omas G-CSF vieno arba jo kombinacijos su SCF
panaudojimas apsaugant arba gydant smegeny susirgimus po cerebrinés iSemijos arba
neurologiniy sutrikimy.

peréjimas | infarktinj miokardg gali pagerinti kairiojo skilvelio sistoline funkcija. Panas$is
duomenys buvo gauti naudojant vieng G-CSF arba jo kombinacijg su SCF [M. T.
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Kuhimann et al. G-CSF/SCF reduces inducible arrhythmias in the infarcted heart
potentially via increased connexin43 expression and arteriogenesis. JEM vol. 203, 2006
87-97].

G-CSF ir SCF kombinuota terapija po cerebrinés iSemijos yra efektyvus funkcinio
atstatymo bildas panaudojant citokiny indukuojamg neuroniniy Igsteliy generacijg tiek i$
kauly Ciulpy, tiek i$ jgimty nerviniy kamieniniy/pirmtaky lgsteliy. Kadangi G-CSF ir SCF jau
naudojami klinikoje, tai Sie tyrimai silllo naujgq terapine strategija insulto gydymui [H.
Kanada et al. Administration of hematopoietic cytokines in the subacute phase after
cerebral infarction Is effective for functional recovery facilitating proliferation of intrinsic
neural stem/progenitor cells and transition of bone marrow~derived neuronal cells.
Circulation 2006, 113:701-710].

SCF ir G-CSF pasizymi neuroapsauginiu veikimu, todél yra palankiis funkciniam
atstatymui, skiriant juos Umiocje ligos fazéje po smegeny iSemijos. Tai liudija, kad
hematopoetiniai augimo faktoriai i$ tikryjy dalyvauja smegeny veiklos atstatyme [ Li-Ru
Zhao et al. Brain repair by hematopoietic growth factors in a rat model /Stroke ,2007;38:
2584-2591; Z. E. Toth et al. The combination of granulocyte colony-stimulating factor and
stem cell factor significantly increases the number of bone marrow -derived endothelial
cells in brains of mice following cerebral ischemia. Blood, 2008,vol. 111, No 12].
Sisteminis SCF kartu su G-CSF pateikimas | amiloido pirmtakg turingias transgenines
peles sukelia ilgalaikj B-amiloidiniy nuosédy sumaZéjima smegenyse. Tai liudija apie
hematopoetiniy faktoriy, SCF ir G-CSF indélj stabdant B—amiloido kaupimasj Alzhaimerio
ligos eigoje (AL) ir gali sillyti naujg terapinj sprendimg AL gydymui [B. Li et al. Stem cell
factor and granulocyte polony-stimulating factor reduce B -amyloid deposits in the brains of
APP/PS1 transgenic mice. Alzheimer's Research & Therapy 2011, 3:8].

Aprasytas vienas pirmyjy bandymy panaudoti kamieniniy lgsteliy terapija su SCF ir G-CSF
inksty iSemijos/reperfuzijos gydymui [G. Stokman et al. Hematopoietic Stem Cell
Mobilization Therapy Accelerates Recovery of Renal Function Independent of Stem Cell
Contribution. J Am Soc Nephrol 16: 1684—1692, 2005].

Tokiu btidu, paties G-CSF ir jo kombinuotos terapijos su SCF kiinikinio naudojimo
indikacijos sillo platias 8iy svarbiy terapiniy baltymy naudojimo perspektyvas. Taciau
svarbu pabrézti, kad $iai dienai abu citokinai vienos vaistinés formos pavidalu dar néra
naudojami.
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RysSium su tuo, $io i§radimo tikslas yra sukurti naujg substancija ir jos pagrindu ,pagerinta"
vaisting formg heteromultimerinés (heterodimerinés) konstrukcijos pavidalu, kurioje SCF ir
G-CSF atveju abiejy baltymy monomerinés grandinés sujungiamos j vieng darinj, siekiant:
-iSlaikyti maksimaly abiejy heteromultimero (heterodimero) partneriy biologini
aktyvuma,
-prailginti cirkuliacijos in vivo pusamz;j,
-pasiekti galimai naujg visos heteromultimerinés (heterodimerinés) konstrukcijos
sinergetinj aktyvuma ir atsklesti galimai naujas terapines indikacijas;
-Zemesnés savikainos (viena substancija vietoje naudojamy dviejy).

Sulieti baltymai

Meginimai gauti kity hematopoetiniy augimo faktoriy heterodimerines konstrukcijas yra
apra8yti mokslinéje ir patentinéje literatiroje.

WO09206116 (prior. 1990-09-29) aprado rekombinanting hematopoetine molekule kuri
susideda i§ pirmos hematopoetinés molekulés, turindios ankstyvg mieloidines
diferenciacijos aktyvuma ir antros hematopoetinés molekulés, turinéios vélesnj mieloidines
diferenciacijos aktyvuma. Siame i$radime pirmenybe teikiama molekulei, kurioje pirma
hematopoetiné molekulé (IL-3 ar GM-CSF) prijungiama prie antros hematopoetinés
molekules (EPO, G-CSF, IL-5, M-CSF) per aminortgétinio linkerio seka, turintia ne
maZiau kaip dvi aminorlgstines liekanas. Pvz., IL-3-G-CSF hibridinis augimo faktorius
stimuliuoja AML 193 Iagsteliy proliferacijg efektyviau nei abiejy citokiny misinys.

Taciau abiejy citokiny aktyvumas néra nei sinergetinis, nei adityvus ir néra pateiktas $ios
konstrukcijos PK/PD profilis. Neaisku, ar $i konstrukcija pasiZymi ilgesniu cirkuliacijos
pusamziu. ‘

WO09417185  (prior. 1993-01-28) askleidZia G-CSF analogus su modifikuotomis
aminorlgstinémis liekanomis baltymo sekoje, jo chemiskai modifikuotus darinius bei
hibriding molekule su prijungtu interleukinu. Patente néra pateikiama duomeny apie abiejy
citokiny partneriy sinergizmg ir hibridines konstrukcijos prolonguota veikima.

WO09712985 (arba US6730303, prior. 1995-10-05) apraso hematopoeting molekule, kuri
susideda i$ biologiSkai aktyvaus G-CSF modifikuotos molekulés, sujungtos tiesiogiai arba
per jvairios aminordg$ciy sudeties linkering seka su biologiskai aktyvaus IL-3 modifikuotais
dariniais ir gauty dariniy panaudojima, stimuliuojant hematopoietiniy lasteliy augima.
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Tatiau néra duomeny, ar abiejy citokiny aktyvumas yra sinergetinis ir néra pateiktas $ios
konstrukcijos PK/PD profilis. NeaiSku, ar 8i konstrukcija pasiZymi ilgesniu cirkuliacijos

pusamziu.

Mokslineje literatliroje taip pat aprasytas keletas meginimy gauti hematopoetinius
citokinus, suliejant juos tarpusavyje per jungiamajq aminorligééiy seka, ir siekiant tuo bidu
sukurti sulietg baltyma, turintj dvigubg funkcija. Straipsnyje [T. Chen et al., Design of
recombinant stem cell factor-macrophage colony stimulating factor fusion proteins and
their biological activity in vitro. Journal of computer-aided molecular design (2005) 19:
319-328, 2005] pateikiamos nuorodos j suliety citokiny konstrukcijas - IL-3/GM-CSF,
EPO/IL-3, GM-CSF/EPO ir pan. pazymint, kad kai kurie i jy buvo sékmingai sumodeliuoti
taip, kad abiejy partneriy funkcijos buvo pagerintos ir netgi atsirado naujos funkcijos dél jy
sinergetinio veikimo.

Taciau kai kurie sulieti baltymai buvo sukonstruoti nesékmingai ir jy aktyvumas buvo
maZesnis nei tikétasi. To prieZastimi gali bati netinkamai parinkta linkeriné aminorags$é&iy
seka arba netinkamas pasirinkty partneriy jungimo j sulietg konstrukcijg eili§kumas (seka),
kas gali pasireiksti jy tarpusavio erdviniais trukdymais. Siame kontekste parodyta, kad G-
CSF C-galinés dalies modifikacija suliejant jo pilng aminorigé&iy seka su SCF per Lys'®
aminoriigsting liekang nejtakoja jo biologinio aktyvumo tiek CFU-G kolonijy susidarymo,
tiek ir proliferacijos teste [Oshima et al., Biological activity of human granulocyte colony
stimulating factor with a modified C-terminus. Biochemical and Biophysical Research
Communications 267, 924-927, 2000]. Atvirké&iai, G-CSF N-galo modifikavimas prijungus
pvz, neaktywy difterijos toksing, 200 karty sumaZino baltymo gebeéjimg stimuliuoti
granuliocity kolonijy susidaryma, ir tai patvirtino, kad G-CSF N-galas yra svarbus
jungimuisi prie savo receptoriaus.

Buvo sukonstruoti G-CSF-IgG-F. ir G-CSF-IgG-Cy, sulieti baltymai, kuriy imunoglobulino G
(IgG) F¢ ir Cy dalys prijungtos prie G-CSF C-galo per lankséia septyniy aminorigscéiy
jungiamajg sekg (SGGSGGS).

Tadiau $iy suliety baltymy aktyvumas buvo 2-3 kartus maZesnis lyginant su monomerinio
G-CSF aktyvumu, nes G-CSF-IlgG-F. ir G-CSF-lgG-C,; formuoja homodimerines
struktlras, sudarydami disulfidinius rySius tarp IgG daliy [J. N. Cox et al.,, Enhanced
circulating half-life and hematopoietic properties of a human granulocyte colony-stimulating
factor/immunoglobulin fusion protein. Experimental Hematology 32 (2004) 441-449].
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Buvo sukonstruota keletas G-CSF ir transferino (T;) suliety baltymy (G-CSF-Ty) su
skirtingomis  jungiamosiomis sekomis: LE dipeptidu; (GGGGS);; A(EAAAK)A,;
A(EAAAK);A; A(EAAAK)A; A(EAAAK),ALE A(EAAAK)A peptidais.

G-CSF-T; heterodimeras gali bati absorbuojamas per skrandzZio epitelj, tatiau mazas Sio
baltymo in vitro aktyvumas gali biti pozymiu apie dviejy vienas su kitu sgveikaujanéiy
domeny neigiama poveikj sulieto baltymo konformacijai. Heterodimeras su ilgiausia a-
spiralg formuojangia jungiamaja seka turéjo 10 karty mazesnj in vitro lasteliy proliferacijos
aktyvumg del sgveikaujanéiy heterodimero domeny. Tokia sgveika yra linkusi sumazinti
sulieto baltymo prisijungimg prie G-CSF ir T; receptoriy, todél sumaZéja in vivo
mielopoetinis efektas gyviiny tyrimuose [Y. Bai and W.-C.Shen. Improving the oral
efficacy of recombinant granulocyte colony-stimulating factor and transferrin fusion protein
by spacer optimization., Pharmaceutical Research, Vol. 23, No. 9, September 2006].

Literatdroje taip pat yra keletas aprasyty kamieniniy Iasteliy faktoriaus (SCF) hibridiniy
molekuliy su kitais citokinais: |
Aprasytas chimerinis rekombinantinis SCF ir Zmogaus lgG, (F. dalies) sulietas baltymas ir
parodyta, kad toks baltymas buvo 8 kartus aktyvesnis augimo veiksniy skatinamoje
proliferacijoje lyginant su vienu SCF [U. Erben, et al., Differential effects of a stem cell
factor-immunoglobulin fusion protein on malignant and normal hematopoietic cells,
[Cancer Res., 59, 29242930, June 15, 1999].

Trombocitopenija yra daZna pacienty, sergandiy véZiu ar kitomis ligomis, kurios veikia
hematopoetines lIasteles, problema. SCF vienas neskatina megakariocity kolonijy
formavimosi, tadiau veikia sinergetiSkai megakariopoezéje kartu su trombopoetinu (TPO).
Jy komplementarus biologinis efektas megakariopoezei paskatino sulieto baltymo TPO-
SCF, kuris skatinty sinergetinj aktyvuma, kdrima. Siame heterodimere TPO (1-157
aminorigstys) ir SCF (1-145 aminorlig§tys) sujungti jungiamuoju peptidu (GSGGGGSGG)
galva-uodega (head-to-tail) bidu. TPO-SCF aktyvumas SCF at?vilgiu buvo 1,2 karto
didesnis, lyginant su SCF monomeru ir TPO atvilgiu buvo 1,7 kartus didesnis, lyginant su
vienu TPO [Y. Zang et al., A novel thrombopoietin-stem-cell factor fusion protein
possesses enhanced potential in stimulating megakaryocyte proliferation and
differentiation. Biotechnol. Appl. Biochem. (2007) 48, 135-142, 2007].

SCF ir makrofagy kolonijas stimuliuojantis faktorius (M-CSF) gali veikti sinergeti§kai
skatinant monobranduoliniy fagocity augima ir proliferacija. Todél SCF ir M-CSF buvo
sulietas, imant pilng SCF polipeptiding grandine ir M-CSF 1-149 aminorhg$¢iy seka ir
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jungiant jas peptidiniu (GGGGSGGGGSGG) linkeriu galva-uodega (head-to-tail) badu.
SCF-M-CSF baltymo specifinis aktyvumas TF-1 Iasteliy proliferacijos teste buvo 17 karty
didesnis nei rekombinantinio SCF atveju. Sioje konstrukcijoje SCF veikia sinergetiskai ir
pasireiSkia aukStesniu gebéjimu stimuliuojant megakariocity kolonijy augimg [T. Chen et
al., Expresion of a novel recombinant stem cell factor/macrophage-colony stimulating
factor fusion protein in baculovirus — infected insect cells. Protein Expr. Purif., 41, 402-408,
20085].

Sukonstruotas pilno 165 aminorag$éiy ilgio ir nepilno ilgio (1-145 aminorlgééiy) SCF
homodimeras, sujungtas trumpu peptidu (GGGGSGGGGSGG) galva-uodega badu.
Biologinio aktyvumo testavimas parodé, kad dimeras yra 8,7 karto aktyvesnis nei
rekombinantinis Zmogaus SCF monomeras [J. Han et al., Expression of a novel
recombinant dual human stem cell factor in insect cells. Protein Expr. Purif . 31, 311-317,
2003].

AuksCiau apraSytoms G-CSF hibridinéms konstrukcijoms su Kkitais citokinais néra
pateikiama duomeny apie abiejy citokiny partneriy sinergizma ir hibridinés konstrukcijos
prolonguotg veikima. Pastaroji savybé pasirei$kia G-CSF sulietuose konstrukcijose su IgG
arba transferinu, tagiau abiem atvejais fiksuojamas Zemesnis G-CSF aktyvumas, lyginant
su jo nemodifikuota monomerine forma. SCF sulietuose konstrukcijose su kitais citokinais
stebimas SCF aktyvumo padidéjimas lyginant su jo monomerine forma, tadiau nieko
neZinoma apie jo hibridiniy konstrukcijy i$silaikymo serume trukme ir jos galima pailgejima.

Ry8ium su tuo, pagrindinis 8io idradimo tikslas yra pasidlyti biidg gaminti pagerinty
savybiy ("biobetter’) biofarmacinius preparatus, kurie sudaryti i§ maziausiai dviejy
sinergetiSkai veikiangiy hematopoetiniy augimo faktoriy juos genetiSkai jungiant j
heteromultimerines, atskiru atveju heterodimerines konstrukcijas, kuriose abu partneriai
yra sujungiami tam tikro ilgio linkeriu. Pastarojo seka ir struktdra svarbu parinkti taip, kad
kiekviena monomeriné grandiné gebéty saveikoti su pasirinkto terapinio baltymo specifiniu
receptoriumi ir iSreiSkty kiekvieno multimerinés konstrukcijos partnerio biologinj ir funkcinj
aktyvuma.

Heteromultimerinés konstrukcijos molekuliné mase padidéja ir susideda i§ kiekvienos
monomerinés grandies ir linkerio molekuliniy masiy sumos. RyS$ium su tuo, kitas $io
iSradimo  tikslas yra pateikti dominanéiy terapiniy baltymy heteromultimerines
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konstrukcijas, kuriy cirkuliacijos in vivo pusamZis yra ilgesnis nei atskirai kiekvieno
partnerio buvimo serume laikas. Tai baty i$skirtinis biofarmaciniy produkty gaminamy
siilomu bldu bruoZas. Heteromultimerinés konstrukcijos molekulinés masés padidéjimas
pats savaime nebltinai gali i8aukti cirkuliacijos trukmés pailgéjimg bet kurio partnerio
atzvilgiu. Yra Zinoma, kad pvz., kovalentinis G-CSF dimeras, susidarantis per —S-S- jungt]
tarp polipeptidiniy grandiniy, pasiZymi dvigubai didesne molekuline mase, taéiau jo
cirkuliacijos trukmeé yra tokia pati kaip ir G-CSF monomerinei formai.

Dar vienas $io iSradimo tikslas yra pateikti terapiniy baltymy heteromultimerines formas,
kurios gali blti gaminamos rekombinantines DNR bidu i§vengiant nepageidaujamy
dimeriniy, oligomeriniy ir kt. produkty, kurie gali susidaryti, pvz. dél tarpmolekuliniy
disulfidiniy ry$iy. ‘

Sio i$radimo i$skirtinis bruoZas blty galimybeé gauti ne tik in vivo prolongavimo efektus, bet
ir dviejy skirtingy citokiny sinergetinj aktyvuma, plegiant terapinio panaudojimo galimybes
(naujos vaistinés formos indikacijos) ir sumazinant tokiy vaistiniy produkty gavimo kastus,
nes blty naudojama tik viena vaistiné forma vietoje dabar naudojamy dviejy atskiry
terapiniy baltymy.

Dviejy skirtingy terapiniy baltymy heteromultimerinés formos gavimas sukelia eile rimty
problemy, kuriant tikslinés konstrukcijos gryninimo technologija siekiant tokj baltyma
iSgryninti iki lygio, kuris atitikty farmacinei substancijai keliamus specifinius reikalavimus.

Pagrindinés kuriamo proceso stadijos nebdtinai bus analogi$kos toms, kurios naudojamos
individualiai kiekvieno heteromultimerinés konstrukcijos partnerio proceso stadijoms.
Chromatografinio gryninimo stadijos, kurios yra pagrindinés kuriant Siuolaikinius procesus
gali dramatiskai skirtis del kitokio heteromultimerinés konstrukcijos chromatografinio
elgesio, lyginant su kiekvieno individualaus partnerio elgsena. Salia to, dideja
heteromultimerinés konstrukcijos molekuliné mase ir atsiranda pavojus neproduktyvios
agregacijos reiskiniy, ypa¢ esant auk$tam baltymo ekspresijos lygiui, kas veda prie jo
kaupimosi Igsteléje netirpiy intarpiniy kineliy pavidalu. Taigi, technologiniai sprendimai,
tinkami monomeriniy baltymo formy gavimui, yra netinkami baltymo heteromultimerinés
konstrukcijos i8skyrimui ir gryninimui. Tuo badu, i§skirtinis démesys turi biti skiriamas
kiekvienai kiriamo proceso stadijai uztikrinant, kad visas procesas leisty iSsaugoti

maksimaliai galimg heterodimerinio baltymo partneriy biologinj aktyvuma.
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ISradimo esmé

Pagrindinis iSradimo objektas yra sulietas baltymas, kuris yra granulocity kolonijas
stimuliuojané&io faktoriaus (GCSF) heteromultimeras su kitu augimo faktoriumi, kur sulieto

baltymo bendroji formuleé (I)

(X - L)a- X - L - GCSF ~(L - GCSF),
)]

kur L yra linkeriné seka, X yra augimo faktorius, pasirinktas i§ grupés, susidedantios i$
SCF, GM-CSF, M-CSF, EPO, IL-3, IL-6 ir IL-11, a yra lygus 0-4; b yra lygus 0-4, kur
monomeriniy grandziy aminorig3&iy sekos yra bent 95% identidkos atitinkamy natyviy
baltymy aminoriig$&iy sekoms.

Pirmenybé yra teikiama $io iSradimo bendrosios formulés (1) sulietam baltymui, kuriame X
yra SCF, a yra lygus 0 ir b yra lygus 0, ir linkeriné seka L yra pasirinkta i§ aminorig$ciy
seky grupeés, susidedangios i§ (S-Gg),, kur n=2-8 ir SGLEA-(EAAAK),, -ALEA-(EAAAK),, —
ALEGS, kur m=2-8.

Konkretiau, sulietas baltymas pagal iSradima turi linkering seka L, kuri yra pasirinkta i$
aminorlig8¢iy seky grupés, apimanéios SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 3, SEQ
ID Nr. 4ir SEQ ID Nr. 5.

ISradimo sulieto baltymo aminortg$&iy seka yra pasirinkta i§ grupés, apimanéios SEQ ID
Nr.6, SEQID Nr. 7, SEQ ID Nr. 8, SEQ ID Nr. 9 ir SEQ ID Nr. 10.

Sulietas baltymas pagal iSradimg pasizymi prailgintu cirkuliacijos laiku in vivo ir
sinergetiniu veikimu.

Kitas svarbus i$radimo objektas yra rekombinantinés DNR fragmentas, koduojantis minéta
sulietg baltyma. Pirmenybé teikiama rekombinantinés DNR fragmentams, kur koduojanti
seka yra pasirinkta i$ grupés, apimangios SEQ ID Nr. 11, SEQ ID Nr. 12, SEQ ID Nr. 13,
SEQ ID Nr. 14 ir SEQ ID Nr. 15.

Dar vienas svarbiausias iSradimo objektas yra granulocity kolonijas stimuliuojancio
faktoriaus ir kamieniniy Iasteliy faktoriaus heterodimerinio baltymo pagal iSradima gavimo
bldas, kuris apima tokias stadijas:
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a) konstruoja DNR fragmentg, koduojantj minétg tikslinj genetiSkai sulietg baltymsg,
ir paruoS$ia bakterinj producents;

b) producenta, kurio Igstelés turi DNR seka, koduojang€ig tikslinj genetiSkai sulietg
baltyma, kultivuoja tinkamoje mitybinéje terpéje salygomis, kurios tinkamos
heterodimerinés konstrukcijos ekspresijai,

c¢) vykdo producento mikroorganizmy lyze ir atskiria netirpig baltymo frakcija,

d) tirpina netirpig baltymo frakcija,

e) vykdo tikslinio baltymo renatiiracija,

f) vykdo tikslinio baltymo chromatografinj gryninima.

Bldas pagal $§j iSradimg skiriasi tuo, kad:

-stadijoje d) netirpig baltymo frakcijg tirpina buferiniame tirpale esant chaotropiniam
agentui karbamidui ir redukuojan€iam agentui ditiotreitoliui;

- stadijos e) heterodimerinio baltymo renatiracija yra oksidaciné renatiracija tarpinés
karbamido koncentracijos buferiniame tirpale esant redukuojanéiam agentui ditiotreitoliui
(DTT) ir oksiduojan€iam agentui oksiduotam glutationui (GSSG);

—stadijoje f) renatiiruoty tikslinj baltyma grynina, nuosekliai atliekant anijony mainy
chromatografija, su tolimesne miSraus veikimo chromatografija ir katjony mainy

chromatografija.

Minétg heterodimerinio baltymo renatiracijg vykdo buferiniame tirpale, kurio pH 7.5 — 8.5
esant 2M karbamido koncentracijai, dalyvaujant ditiotreitoliui ir oksiduotam glutationui,
kuriy molinis santykis yra 5-1:1-5; pirmenybe teikiant buferiniam tirpalui, kurio pH 8.0 ir
DTT:GSSG moliniam santykiui 1:5.

Bldo pagal iSradimg igyvendinimo vienu aspektu stadijos f) anijony mainy chromatografija
vykdo su DEAE-Sepharose FF sorbentu prie pH 7.0 — 8.5 pirmenybe teikiant pH reik§mei
7.5 taikant laipting eliucija; miSraus veikimo chromatografijg vykdo su CHT hidroksiapatito
sorbentu prie pH 6.5 — 7.5 | pirmenybe teikiant pH reik8mei 7.2; katijony mainy
chromatografija vykdo su SP-Sepharose FF sorbentu prie pH 4.5 — 5.2, pirmenybe teikiant
pH reikSmei 4.7; gauty tikslinio baltymo tirpalg koncentruoja ir saugo natrio acetatiniame
buferiniame tirpale.

Kitu bido pagal iSradimg jgyvendinimo aspektu stadijoje a) minéta DNR fragmenta,
koduojantj tikslinj genetidkai sulietg baltyma, jjungia j ekspresijos plazmide pET21b ir
atrinktas plazmides transformuoja j bakterijy E. coli BL21(DE3) kamiena, ir stadijoje b)
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minétg producentg kultivuoja LB terpéje 37°C temperatiroje iki optinio tankio (ODgoonm)
0,8-1,2, induktoriumi naudojant izopropil- B-D ~tiogalaktopiranozida.

Dar vienas pateikiamo iSradimo objektas yra sulietas SCF-GCSF baltymas, gautas
aukséiau apibidintu iSradimo bldu. Toks sulietas SCF-GCSF baltymas yra skirtas
naudoti terapijoje.

Ir dar vienas iSradimo objektas yra farmaciné kompozicija, apimanti minéto sulieto
baltymo terapiSkai veiksmingg kiekj ir farmaciniu poZidriu priimting neSiklj ir/arba
farmaciniu poZilriu priimtinas pagalbines medZiagas.

BréZiniy aprasymas
Fig. 1 parodo SCF-G-CSF heterodimero elektroforetinio $§varumo kitimg gryninimo

stadijose, bltent SCF-G-CSF heterodimero baltymy elektroforetinis vaizdas redukuotomis
salygomis. Takeliai: 1 - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder #26619 - baltymy
molekulinés masés standartas; 2 - intarpiniy kineliy méginys; 3 - méginys po
renatlracijos; 4 - méginys po chromatografijos per DEAE sefaroze; 5 - meéginys po
chromatografijos per hidroksiapatita CHT; 6 - méginys po chromatografijos per SP
sefaroze.

Fig. 2: SCF-G-CSF heterodimero i§gryninto baltymo méginiy analizé Western blot
metodu.(A) — jnedta 3 pg SCF-G-CSF heterodimero redukuotomis salygomis ir
imunoblotingui buvo panaudoti monokloniniai antikiinai prie§ G-CSF; (B) - jne$ta 3 ug
SCF-G-CSF heterodimero redukuotomis salygomis ir imunoblotingui buvo panaudoti
polikloniniai antikiinai prie$ SCF.

Fig. 3: I8gryninto SCF-G-CSF heterodimero baltymo analizé SE-HPLC metodu.

Eliuato absorbcija prie 280 nm. Smailé 1: laikas 2,329 min; aukstis 2,90963 e mAU:
plotas 2,0264%. Smailé 2: laikas 14,749 min; aukétis 7,56982 mAU; plotas 97,9736%.

Fig. 4. SCF-G-CSF heterodimero terminis stabilumas, butent SCF-G-CSF heterodimero
terminés denatiracijos kreivés. VirSutiné kreivé — SCF-G-CSF heterodimeras acetatiniame
buferiniame tirpale; apatiné kreive — SCF-G-CSF heterodimeras PBS buferiniame tirpale.
Fig. 5. G-CSF, SCF, jy miSinio ir SCF-G-CSF heterodimero skatinamas absoliutaus
neutrofily skaiiaus kitimas in vivo Ziurkiy kraujuje. Neutrofily skaiiaus kitimas Ziurkiy
kraujyje po baltymy meginiy injekcijos. Ziurkéms buvo suleidfiami SCF-G-CSF
heterodimero, SCF monomero, G-CSF monomero, SCF ir G-CSF misinio méginiai.
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Neutrofily kiekis kraujyje buvo tiriamas i$kart po injekcijos, praéjus 24 val. po injekcijos ir
praéjus 48 val. po injekcijos.

Fig. 6. G-CSF koncentracijos kitimas laike po G-CSF, SCF, jy misinio ir SCF-G-CSF
heterodimero injekcijos Ziurkéms. G-CSF koncentracijos Ziurkiy kraujo serumo
méginiuose. Tiriamy baltymy serumo meéginiai buvo imami po 3, 6 ir 18 valandy ir
nustatytos G-CSF koncentracijos Ziurkiy serumuose.

Detalus iSradimo apradymas
Sis iSradimas atskleidZia naujo tipo heteromultimerus, kurie apima granuliocity kolonijas

stimuliuojangio faktoriaus monomerines grandines, genetiSkai sujungtas per pasirinkto ilgio
linkering sekq su kitu hematopoetiniu augimo faktoriumi.

Rekombinantiné Siuo iSradimu sillomo heteromultimero forma sudaryta i§ geneti$kai
suliety rekombinantiniy biologiSkai aktyviy ir sinergeti§kai veikian&iy baltymy monomeriniy
grandziy, kurios sujungtos tinkamu linkeriu ir kur partneriy monomerinés grandinés yra
sudarytos i§ natyvaus biologi§kai aktyvaus baltymo sekos arba sekos, kuri identi§ka jai
bent 95%. Tinkamo linkerio seka pasirenkama i$§ grupés, sisidedandéios i§ (S-G4).-S sekos,
kurioje n=2-7, ir sekos SGLEA-(EAAAK),-ALEA-(EAAAK),—ALEGS, kurioje m=2-8.
Pirmenybé Siame iSradime teikiama linkeriui su aminorligstine seka pasirinkta i§ grupeés,
kurig sudaro SEQ ID No:1, SEQ ID No:2, SEQ ID No:3, SEQ ID No:4 ir SEQ ID No:5.

Lentelé 1
Naudoty linkeriy pavyzdziai
Sekos Nr. Pazim | Linkerio seka Aminorigs¢giy
¢jimas skaiius
SEQID No:1 | L2 (SG4)-(SGy)-S 11
SEQIDNo:2 [L3 (SG4)-(SG4)-(SG4)-S , 16
SEQID No:3 | L5 (SG4)-(SG4)-(SG4)-(SGs)-(SGa)-S 26

SEQIDNo:4 | L7 (SG4)-(SG4)-(SG4)-(SGs)-(SGu)-(SG4)-(SGs)-S | 36
SEQIDNo:5 | La SGLEA-(EAAAK), -ALEA-(EAAAK), -ALEGS | 54

Sio i$radimo heterodimerinés konstrukcijos gali apimti G-CSF ir bet kurj kita hematopoetinj
faktoriy, kuris veikia su G-CSF sinergeti$kai. Salia to, $io i$radimo badu galima konstruoti
heterodimerines konstrukcijas dalyvaujant bet kuriam augimo faktoriy atstovui,
atsizvelgiant j jy biologinés saveikos su receptoriais ypatumus.
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Viename pagrindiniy idradimo jgyvendinimo varianty pirmenybé teikiama granuliocity

kolonijas stimuliuojanéio faktoriaus heteromultimerui, kuris yra granuliocity kolonijas

stimuliuojanéio faktoriaus

ir kamieniniy

Igsteliy faktoriaus heterodimeras,

turintis

aminorlig8¢iy seky, pasirenkama i$ seky grupés SEQ ID No:6, SEQ ID No:7, SEQ ID
No:8, SEQ ID No:9 ir SEQ ID No:10.

Lentelé 2

Heterodimeriniy baltymy seka ir molekuliné maseé

Sekos Nr.

Heterodimerinis
baltymas

Molekuline
mase, kDa

Pilna heterodimerinio baltymo amino ragsciy
seka

SEQ ID No:6

SCF-L2-GCSF

38,03

MEGICRNRVTNNVKDVTKLVANLPKDYMITLKY
VPGMDVLPSHCWISEMVVQLSDSLTDLLDKFS
NISEGLSNYSIIDKLVNIVDDLVECVKENSSKDLK
KSFKSPEPRLFTPEEFFRIFNRSIDAFKDFVVAS
ETSDCVVSSTLSPEKDSRVSVTKPFMLPPVAAS
GGGGSGGGGSTPLGPASSLPQSFLLKCLEQV
RKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSL
GIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLFLYQ
GLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQ
QMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGG
VLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP

SEQ ID No:7

d SCF-L3-GCSF

38,35

MEGICRNRVTNNVKDVTKLVANLPKDYMITLKY
VPGMDVLPSHCWISEMVVQLSDSLTDLLDKFS
NISEGLSNYSIIDKLVNIVDDLVECVKENSSKDLK
KSFKSPEPRLFTPEEFFRIFNRSIDAFKDFVVAS
ETSDCVVSSTLSPEKDSRVSVTKPFMLPPVAAS
GGGGSGGGGSGGGGSTPLGPASSLPQSFLLK
CLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPEELVL
LGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLHSG
LFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVADFAT
TIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAFQR
RAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP

SEQ ID NO:8

SCF-L5-GCSF

38,98

MEGICRNRVTNNVKDVTKLVANLPKDYMITLKY
VPGMDVLPSHCWISEMVVQLSDSLTDLLDKFS
NISEGLSNYSIIDKLVNIVDDLVECVKENSSKDLK
KSFKSPEPRLFTPEEFFRIFNRSIDAFKDFVVAS
ETSDCVVSSTLSPEKDSRVSVTKPFMLPPVAAS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSTPLG
PASSLPQSFLLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCA
TYKLCHPEELVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQ
LAGCLSQLHSGLFLYQGLLQALEGISPELGPTL
DTLQLDVADFATTIWQQMEELGMAPALQPTQG
AMPAFASAFQRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRV
LRHLAQP

SEQ ID NO:9

SCF-L7-GCSF

39,61

MEGICRNRVTNNVKDVTKLVANLPKDYMITLKY
VPGMDVLPSHCWISEMVVQLSDSLTDLLDKFS
NISEGLSNYSIIDKLVNIVDDLVECVKENSSKDLK
KSFKSPEPRLFTPEEFFRIFNRSIDAFKDFVVAS
ETSDCVVSSTLSPEKDSRVSVTKPFMLPPVAAS
GGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGG
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GSGGGGSTPLGPASSLPQSFLLKCLEQVRKIQ
GDGAALQEKLCATYKLCHPEELVLLGHSLGIPW
APLSSCPSQALQLAGCLSQLHSGLFLYQGLLQ
ALEGISPELGPTLDTLQLDVADFATTIWQQMEE
LGMAPALQPTQGAMPAFASAFQRRAGGVLVA
SHLQSFLEVSYRVLRHLAQP

SEQ ID NO:10 | SCF-La-GCSF | 42,38 MEGICRNRVTNNVKDVTKLVANLPKDYMITLKY
VPGMDVLPSHCWISEMVVQLSDSLTDLLDKFS

NISEGLSNYSIIDKLVNIVDDLVECVKENSSKDLK
KSFKSPEPRLFTPEEFFRIFNRSIDAFKDFVVAS
ETSDCVVSSTLSPEKDSRVSVTKPFMLPPVAAS
GLEAEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKALEAEAAAK
EAAAKEAAAKEAAAKALEGSTPLGPASSLPQSF
LLKCLEQVRKIQGDGAALQEKLCATYKLCHPEE
LVLLGHSLGIPWAPLSSCPSQALQLAGCLSQLH
SGLFLYQGLLQALEGISPELGPTLDTLQLDVAD

FATTIWQQMEELGMAPALQPTQGAMPAFASAF
QRRAGGVLVASHLQSFLEVSYRVLRHLAQP

Kitas labai svarbus $io iSradimo objektas yra G-CSF ir SCF sulieto baltymo heterodimero
gavimo bldas, apibldintas auk&&iau ir detaliau atskleistas Zémiau pateiktuose iSradimo
jgyvendinimo pavyzdZiuose, kuris leidzia iSskirti ir iSgryninti tikslinj sulieta baltyma,
maksimaliai iSsaugant sinergetinj abiejy terapinés paskirties baltymy aktyvuma.

Heterodimero pagal §j iradimg struktlroje N-galiniu partneriu buvo pasirinkta monomeriné
pilnos sekos kamieniniy lasteliy baltymo forma, o C-galiniu partneriu yra granuliocity
kolonijas stimuliuojanéio faktoriaus monomeriné pilnos sekos forma. Tokia G-CSF ir SCF
partneriy jungimo j heterodimering konstrukcijg eilé pasiteisino, nes beveik visa SCF seka
(1-148) turi jtakos jo biologinei funkcijai. N-galiné G-CSF seka yra atsakinga uZ jo sgveika
su receptoriumi.

Sios srities specialistams yra ai§ku, kad Siame i§radime heterodimerinés konstrukcijos gali
apimti G-CSF ir bet kurj kit hematopoetinj faktoriy, kuris veikia su G-CSF sinergetiskai.
Salia to, Sio iSradimo bidu galima konstruoti G-CSF heterodimerines konstrukcijas,
dalyvaujant bet kuriam augimo faktoriy atstovui, atsizvelgiant j jy biologinés sgveikos su
receptoriais ypatumus tam, kad kryptingai parinktume partneriy genetinio jungimo
eiliSkuma, t.y. nustatant kuris partneris uZims N-galinio ir kuris C-galinio baltymo padét;.

Pagrindiniai SCF-G-CSF heterodimerinio baltymo paruo$imo ir kokybés kontrolés etapai
pagal §j iSradimg apima tokias stadijas:
- genetinés konstrukcijos paruo$imas bei baltymo bakterinio kamieno-
producento sukonstravimas.
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- baltymo biosintezés, renatiiracijos ir chromatografinio gryninimo proceso
sukdrimas,
- proceso kontrolés metody suklrimas baltymo kokybés kontrolei,
- i8gryninto baltymo formulavimo parinkimas jo ilgalaikiam saugojimui,
- baltymo apibldinimas ir in vitro biologinis testavimas G-CSF
proliferacijos teste,
- in vivo baltymo farmakokinetiniy ir farmokodinaminiy savybiy nustatymas.

SCF ir G-CSF geny heterodimerinés formos buvo sukonstruotos sujungiant geny kopijas
per linkering sekg j vieng DNR fragmenta, kuris buvo jklonuotas j ekspresijos plazmide
(pavyzdziui, pET-21b) ir, pavyzdziui, j E.coli BL21(DE3) kamieng. Atrinktos kolonijos buvo
kultivuojamos tinkamoje mitybinéje terpéje 37°C temperatiiroje. Heterodimerinio baltymo
biosintezé gautose kolonijose buvo indukuojama naudojant IPTG (izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozidg). Biomasés lizatas, gautas virinant su natrio dodecilsulfatu (SDS),
buvo analizuojamas elektroforezés metodu.

Gautos heterodimerinio sulieto baltymo konstrukcijos pateiktos Zemiau lenteléje 2.

Heterodimero genetinés konstrukcijos DNR sekos buvo patikrintos, nustatant pirmine
nukleotiding seka, kuri atitko numatytga heterodimerine seka, koduojandia abu
rekombinantinius baltymus, sujungtus linkerine seka. Buvo pasirinkta linkerine
aminorigs$ciy seka su alfa-spiraliniais elementais EAAAK, kurie periodikai pasikartoja nuo
2 iki 8 blokuy. '

Buvo rasta, kad naudojant jungiamajq linkering 54 aminortgétiniy liekany seka, kuri yra
struktdrizuotos alfa-spiralés pavidalu, yra jmanoma atitolinti abu konstrukcijos partnerius
tokiu atstumu, kuris neleidZia jiems tarpusavyje saveikoti ir erdviskai trukdyti kiekvieno
partnerio dalyvavimui saveikoje su jo specifiniu receptoriumi. Tokia heterodimering
konstrukcija jgalina abu partnerius i$reiksti savo biologinés funkcijos sinergetinj efekta,
kuris gali vykti analogi$kai nesujungty partneriy kombinuotam naudojimui tirpale. Salia to,
sukurta heterodimeriné konstrukcija rodo ilgesne gyvavimo in vivo trukme nei SCF arba G-
CSF monomerinés formos.

Heterodimerinés konstrukcijos aminoriigétinés sekos atitikimas teorinei geny koduojandiai
sekai buvo patvirtintas nustatant i§gryninto baltymo molekulinés masés atitikimg teorinei
masiy spektrometrijos metodu. Abiejy heterodimerines konstrukcijos partneriy SCF ir G-
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CSF funkcionalumas buvo patvirtintas imunoblotingo metodu (Fig. 2) naudojant antik@inus,
specifinius heterodimero SCF ir G-CSF daliai. Heterodimerinio baltymo grynumas ir jo
kitimas sukurto gryninimo proceso stadijose pateiktas Fig. 1. Salia to buvo nustatytas
heterodimerinés konstrukcijos agregacijos laipsnis (Fig. 3) ir parodytas auks$tas 98% G-
CSF-SCF sulieto baltymo monomerinés formos kiekis preparate. I§gryninto heterodimero
substancija buvo suformuluota dviejuose buferinése sistemose ir nustatytas stabilumas
terminei denatlracijai (Fig. 4), kas leido pasirinkti natrio acetato formulavimo buferine
sistemg, tinkamg baltymo ilgalaikiam saugojimui ir in vivo studijoms. Heterodimero G-CSF
dalies in vitro biologinio aktyvumo nustatymas naudojant proliferacijos testg su pelés
mieloidinés leukemijos Igsteliy linja G-NFS-60 (13 pavyzdys) bei neutrofily skaiéiaus
kitimas  Ziurkiy modelinéje sistemoje (Fig. 5) patvirtina heterodimero struktiros
korektiskuma ir baltymo biologinj aktyvuma. Be to G-CSF koncentracijos kitimas Ziurkiy
kraujo serume parodo prailgintg heterodimerinio baltymo cirkuliacijos laika in vivo (Fig. 6).
ISgryninto baltymo substancija yra skiriama farmacinés kompozicijos sudarymui.

Pagal §j iSradimg granuliocity kolonijas stimuliuojan&io faktoriaus ir kamieniniy lasteliy
faktoriaus heterodimeras yra skiriamas gaminti farmacine substancijg ir jos pagrindu
sukurti .farmacine kompozicijg ir vaistine formg gydant susirgimus tomis pad&iomis
salygomis ir indikacijoms, kuriomis naudojami monomeriniai G-CSF ir SCF baltymai arba
jy abiejy kombinacija.

Todél dar vienas svarbus $io iSradimo objektas yra farmaciné kompozicija, kuri susideda i§
terapininés efektyvios G-CSF ir SCF heterodimerinio baltymo dozeés esant farmaciniams
priedams, skiedikliui, ekscipientams ir pagalbinéms medziagoms.

Be iSgryninto sulieto baltymo pagal §j iradima terapidkai efektyvaus kiekio farmaciné
kompozicija gali bati papildomai komponuojama su sekanéiais ingredientais:

-neSikliu, kuriuo gali bati naudojami monosacharidai (gliukoze, dekstroze), disacharidai
(sacharoze, fruktoze), polihidroksiliai alkoholiai (sorbitolis, manitolis);

-buferine substancija reikiamai pH reikmei sudaryti (acto, fosforo, citrinos ragStys, Tris,
Good‘o buferinés substancijos);

-drusky priedais kompozicijos izotonikumo palaikymui (natrio chloridas, natrio bei amonio
sulfatai);

-detergentais, apsaugant baltymo substancijg nuo degradacijos ir inaktyvacijos faziy oras-
skystis skiriamoje riboje (polisorbatai 20 ir 80, Pluronic &eimos atstovai);
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-stabilizuojandiais agentais (polietilen-, polipropilenglikoliai, aminortigstys Met, His, Asp,

Arg, Gly);

-chelatuojandiais agentais (EDTA, EGTA, IDA),
-antimikrobiniais agentais (krezolis, benzilo alkoholis);
-SH-agentais (glutationas, Cys, acetilcisteinas);

- kitomis pagalbinémis medziagomis.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdZiai
Toliau pateikiami konkretis iSradimo jgyvendinimo pavyzdziai. Jie neapriboja i§radimo

apimties, o tiktai iliustruoja iSradima.

1-5 pavyzdziai

SCF-G-CSF heterodimerinio baltymo ekspresijos vektoriaus ir kamieno
konstravimas

DNR sekos iSradimo sulieto baltymo konstravimui buvo gautos naudojant sintetinius
DNR fragmentus. Zmogaus SCF geno fragmentas buvo gautas su restriktaziy Ndel ir
Kpn2l taikiniais atitinkamai fragmento 5' ir 3' galuose. Linkeriniy seky L2, L3, L5, L7, La
fragmentai buvo gauti su Kpn2l ir BamHI restriktaziy taikiniais atitinkamai fragmento 5'
ir 3' galuose. Zmogaus G-CSF geno fragmentas buvo gautas su restriktaziy BamHlI ir
Hindlll taikiniais atitinkamai fragmento &' ir 3‘ galuose (pastarajame koduojanéios sekos
3’ gale buvo jjungtas STOP kodonas). Kiekviena Zemiau lenteléje 3 nurodyta seka buvo
gauta sujungus SCF fragmentg su G-CSF fragmentu per atitinkama linkerine seka
naudojant fermentg DNR ligaze. Po to fragmentai buvo paveikiami restriktazémis Ndel
ir Hindlll bei jjungiami j ekspresijos plazmide pET21b (Novagen) per tuos paéius
taikinius. Gauty rekombinantiniy plazmidZiy DNR seka buvo sekvenuota ir atrinkti
variantai su sekomis, pateiktomis lenteléje 3. Atrinktos plazmidés buvo transformuotos j
bakterijy E. coli BL21(DE3) kamiena. Atrinktos kolonijos buvo kultivuojamos LB terpéje
37°C temperatlroje iki optinio tankio (ODggnm) 0,8-1,2. Heterodimerinio baltymo
biosintezé gautose kolonijose buvo indukuojama naudojant 0,5-1 mM IPTG (izopropil-B-
D-tiogalaktopiranozidg), indukcijos laikas buvo 2,5-3 val. Biomaseés lizatas, gautas
virinant su 1% natrio dodecilsulfatu (SDS), buvo analizuojamas poliakrilamidinio gelio
elektroforezés metodu.
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Lentelé 3

Heterodimeriniy baltymy geny seka

Pavyzdys
Nr.

DNR sekos Nr. ir
sulietas baltymas

Sulieto baltymo geno seka

1

SEQID NO: 11

SCF-L2-GCSF

ATGGAAGGGATCTGCCGTAATCGTGTGACTAATAATGTAARAAGACGTCACTAAATTG
GTGGCAAATCTTCCAAAAGACTACATGATCACCCTCAAATATGTCCCGGGGATGGATGTT
TTGCCAAGTCATTGTTGGATAAGCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGAT
CTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACARA
CTTGTGAATATAGTCGATGACCTTGTGGAGTGCGTCAAAGAARAACTCATCTAAGGATCTA
AARARATCATTCAAGAGCCCAGAACCCCGTCTCTTTACTCCTGAAGAATTCTTTCGTATT
TTTAATCGTTCCATTGATGCCTTCAAGGACTTTGTAGTGGCATCTGAAACTAGTGATTGT
GTGGTTTCTTCARCATTAAGTCCTGAGAAAGATTCCCGTGTCAGTGTCACAAARACCATTT
ATGTTACCCCCTGTTGCAGCC TCCGGAGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGT
GGATCCACACCTTTAGGACCTGCTAGCTCCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCTTAGAG
CAAGTGAGGAAGATCCAGGGCGATGGCGCAGCGCTCCAGGAGAAGCTGTGTGCCACCTAC
AAGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTCGGACACTCTCTGGGCATCCCCTGGGCT
CCCCTGAGCTCCTGCCCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGGCAGGCTGCTTGAGCCAACTCCAT
AGCGGCCTTTTCCTCTACCAGGGGCTCCTGCAGGCCCTGGAAGGGATATCCCCCGAGTTG
GGTCCCACCTTGGACACACTGCAGCTGGACGTCGCCGACTTTGCCACCACCATCTGGCAG
CAGATGGAAGAACTGGGAATGGCCCCTGCCCTGCAGCCCACCCAGGGTGCCATGCCGGCC
TTCGCCTCTGCTTTCCAGCGCCGGGCAGGAGGGGTCCTGGTTGCTAGCCATCTGCAGAGC
TTCCTGGAGGTGTCGTACCGCGTTCTACGCCACCTTGCGCAGCCGTAA

SEQ ID NO: 12

d SCF-L3-GCSF

ATGGAAGGGATCTGCCGTAATCGTGTGACTAATAATGTAAAAGACGTCACTAAATTG
GTGGCAAATCTTCCAAARAGACTACATGATCACCCTCAAATATGTCCCGGGGATGGATGTT
TTGCCAAGTCATTGTTGGATARGCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGAT
CTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAA
CTTGTGAATATAGTCGATGACCTTGTGGAGTGCGTCARAGAAAACTCATCTAAGGATCTA
AAAAAATCATTCAAGAGCCCAGAACCCCGTCTCTTTACTCCTGAAGAATTCTTTCGTATT
TTTAATCGTTCCATTGATGCCTTCAAGGACTTTGTAGTGGCATCTGAAACTAGTGATTGT
GTGGTTTCTTCAACATTAAGTCCTGAGAAAGATTCCCGTGTCAGTGTCACAAAACCATTT
ATGTTACCCCCTGTTGCAGCC TCCGGAGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGT
GGATCCACACCTTTAGGACCTGCTAGCTCCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCTTAGAG
CAAGTGAGGAAGATCCAGGGCGATGGCGCAGCGCTCCAGGAGARGCTGTGTGCCACCTAC
AAGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTCGGACACTCTCTGGGCATCCCCTGGGCT
CCCCTGAGCTCCTGCCCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGGCAGGCTGCTTGAGCCAACTCCAT
AGCGGCCTTTTCCTCTACCAGGGGCTCCTGCAGGCCCTGGAAGGGATATCCCCCGAGTTG
GGTCCCACCTTGGACACACTGCAGCTGGACGTCGCCGACTTTGCCACCACCATCTGGCAG
CAGATGGAAGAACTGGGAATGGCCCCTGCCCTGCAGCCCACCCAGGGTGCCATGCCGGCC
TTCGCCTCTGCTTTCCAGCGCCGGGCAGGAGGGGTCCTGGTTGCTAGCCATCTGCAGAGC
TTCCTGGAGGTGTCGTACCGCGTTCTACGCCACCTTGCGCAGCCGTAA

SEQ ID NO:13
SCF-L5-GCSF

ATGGAAGGGATCTGCCGTAATCGTGTGACTAATAATGTARAAGACGTCACTAAATTG
GTGGCAAATCTTCCAAAAGACTACATGATCACCCTCARATATGTCCCGGGGATGGATGTT
TTGCCAAGTCATTGTTGGATAAGCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGAT
CTTCTGGACAAGTTTTCARATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAA
CTTGTGAATATAGTCGATGACCTTGTGGAGTGCGTCAAAGAAAACTCATCTAAGGATCTA
AARRAATCATTCAAGAGCCCAGAACCCCGTCTCTTTACTCCTGAAGAATTCTTTCGTATT
TTTAATCGTTCCATTGATGCCTTCAAGGACTTTGTAGTGGCATCTGARACTAGTGATTGT
GTGGTTTCTTCAACATTAAGTCCTGAGARAGATTCCCGTGTCAGTGTCACAARACCATTT
ATGTTACCCCCTGTTGCAGCC TCCGGAGGTGGTGGTTC TGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGT
GGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGT
GGATCCACACCITTAGGACCTGCTAGCTCCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCTTAGAG
CAAGTGAGGAAGATCCAGGGCGATGGCGCAGCGCTCCAGGAGAAGCTGTGTGCCACCTAC
AAGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTCGGACACTCTCTGGGCATCCCCTGGGCT
CCCCTGAGCTCCTGCCCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGGCAGGCTGCTTGAGCCAACTCCAT
AGCGGCCTTTTCCTCTACCAGGGGCTCCTGCAGGCCCTGGAAGGGATATCCCCCGAGTTG
GGTCCCACCTTGGACACACTGCAGCTGGACGTCGCCGACTTTGCCACCACCATCTGGCAG
CAGATGGAAGAACTGGGAATGGCCCCTGCCCTGCAGCCCACCCAGGGTGCCATGCCGGEC
TTCGCCTCTGCTTTCCAGCGCCGGGCAGGAGGGGTCCTGGTTGCTAGCCATCTGCAGAGC
TTCCTGGAGGTGTCGTACCGCGTTCTACGCCACCTTGCGCAGCCGTAA

SEQ ID NO:14

SCF-L7-GCSF

ATGGAAGGGATCTGCCGTAATCGTGTGACTAATAATGTAAAAGACGTCACTAAATTG

GTGGCARATCTTCCARAAGACTACATGATCACCCTCAAATATGTCCCGGGGATGGATGTT
TTGCCARGTCATTGTTGGATAAGCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGAT
CTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAA
CTTGTGAATATAGTCGATGACCTTGTGGAGTGCGTCARAGARAACTCATCTAAGGATCTA
AAAAAATCATTCAAGAGCCCAGAACCCCGTCTCTTTACTCCTGAAGAATTCTTTCGTATT
TTTAATCGTTCCATTGATGCCTTCAAGGACTTTGTAGTGGCATCTGAAACTAGTGATTGT




10

15

22

GTGGTTTCTTCAACATTAAGTCCTGAGAAAGATTCCCGTGTCAGTGTCACAAAACCATTT
ATGTTACCCCCTGTTGCAGCC TCCGGAGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGT
GGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGTGGTTCTGGTGGTGGT
GGATCCACACCTTTAGGACCTGCTAGCTCCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCTTAGAG
CAAGTGAGGAAGATCCAGGGCGATGGCGCAGCGCTCCAGGAGAAGCTGTGTGCCACCTAC
AAGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTCGGACACTCTCTGGGCATCCCCTGGGCT
CCCCTGAGCTCCTGCCCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGGCAGGCTGCTTGAGCCAACTCCAT
AGCGGCCTTTTCCTCTACCAGGGGCTCCTGCAGGCCCTGGAAGGGATATCCCCCGAGTTG
GGTCCCACCTTGGACACACTGCAGCTGGACGTCGCCGACTTTGCCACCACCATCTGGCAG
CAGATGGAAGAACTGGGAATGGCCCCTGCCCTGCAGCCCACCCAGGGTGCCATGCCGGCC
TTCGCCTCTGCTTTCCAGCGCCGGGCAGGAGGGGTCCTGGTTGCTAGCCATCTGCAGAGC
TTCCTGGAGGTGTCGTACCGCGTTCTACGCCACCTTGCGCAGCCG

SEQ ID NO: 15 | CATATGGARGGGATCTGCCGTAATCGTGTGACTAATAATGTAAAAGACGTCACTARATTG
GTGGCAAATCTTCCAARAGACTACATGATCACCCTCARATATGTCCCGGGGATGGATGTT
TTGCCAAGTCATTGTTGGATAAGCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGAT
SCF-La-GCSF CTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACARA
CTTGTGAATATAGTCGATGACCTTGTGGAGTGCGTCAAAGAAAACTCATCTAAGGATCTA
AAAAAATCATTCAAGAGCCCAGAACCCCGTCTCTTTACTCCTGAAGAATTCTTTCGTATT
TTTAATCGTTCCATTGATGCCTTCAAGGACTTTGTAGTGGCATCTGAAACTAGTGATTGT
GTGGTTTCTTCAACATTAAGTCCTGAGAAAGATTCCCGTGTCAGTGTCACARAACCATTT
ATGTTACCCCCTGTTGCAGCC TCCGGACTTGAGGCTGAAGCAGCAGCTAAAGAAGCAGCA
GCTAAAGAAGCAGCAGCTAAAGAAGCAGCAGCTAAAGCTCTCGAGGCTGAAGCAGCAGCT
AAAGAAGCAGCAGCTAAAGAAGCAGCAGCTAAAGAAGCAGCAGCTAAAGCTCTTGAGGGA
TCCACACCTTTAGGACCTGCTAGCTCCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCTTAGAG
CAAGTGAGGAAGATCCAGGGCGATGGCGCAGCGCTCCAGGAGAAGCTGTGTGCCACCTAC
ARGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTCGGACACTCTCTGGGCATCCCCTGGECT
CCCCTGAGCTCCTGCCCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGGCAGGCTGCTTGAGCCARCTCCAT
AGCGGCCTTTTCCTCTACCAGGGGCTCCTGCAGGCCCTGGARGGGATATCCCCCGAGTTG
GGTCCCACCTTGGACACACTGCAGCTGGACGTCGCCGACTTTGCCACCACCATCTGGCAG
CAGATGGAAGAACTGGGAATGGCCCCTGCCCTGCAGCCCACCCAGGGTGCCATGCCGGCC
TTCGCCTCTGCTTTCCAGCGCCGGGCAGGAGGGGTCCTGGTTGCTAGCCATCTGCAGAGE
TTCCTGGAGGTGTCGTACCGCGTTCTACGCCACCTTGCGCAGCCGTAATAAGCTT

Tinkami jvairGs DNR sekos variantai, kurie koduoja kiekvieno i§ heterodimerinés
konstrukcijos partneriy natyvaus baltymo aminortigééiy seka arba seka, identi§ka bent
95%.

Toliau sekan&iuose pavyzdZiuose SCF-GCSF heterodimeras rei§kia SCF ir G-CSF
sulietg baltymg pagal iSradima, turintj linkering seka La,t. y. sulietg baltyma, kurio
aminorlgsciy seka yra SEQ ID Nr: 10 (Lentelé 2).

6 pavyzdys

SCF-G-CSF heterodimerinio baltymo biosintezé

SCF-G-CSF producentas E.coli BL21(DE3) pET21b-SCF-GCSF-La buvo auginamas
kolbose ir/arba fermentatoriuje.

Pirminiam inokuliatui naudota 60 mi LB (MO BIO laboratories, Inc.) terpés 250 mi kolboje.
Ampicilino (Roth) koncentracija 100 mg/l. Kolbos laikomos kratytuve prie +37°C su 220
rpm maiSymu. Po nakties (~16 val.) kultdra perkeliama j 5 | fermentatoriy (Sartorius AG) su
3 | efektyviu tdriu (2% v/v inokuliacija). Fermentacijai naudojama terpe: 11,28 g/l M9
druskos (Sigma); 5 g/l mieliy ekstraktas (Fluka). Priedai, kurie yra sterilinami atskirai ir
aseptiSkai pridedami po pagrindinés terpés sterilizacijos: 4 g/l gliukozés; 1 g/l MgSO,
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(Sigma); 100 mg/l ampicilino. Fermentacijos atliktos esant tokioms saglygoms: temperatiira
palaikoma ties +37°C; pH buvo automatikai palaikoma ties 6,8, naudojant 1M NaOH ir 1M
HCI; i8tirpusio deguonies kiekis buvo palaikomas ties ~20% keiciant oro padavimo greitj ir
maiSymo greitj. Kai optinio tankio verté prie 600 nm ilgio bangy (OD600) pasiekia 1,3 -
1,6, pridedama IPTG (izopropil-B-D-tio-galaktopiranozidas) indukuoti tikslinio baltymo
biosintezei. Galutiné IPTG koncentracija 1 mM. Kultlira fermentatoriuje auginama 2 val. po
indukcijos. Lastelés surenkamos centrifuguojant 30 min 3500 - 4000 rpm greidiu esant
4°C. Biomase laikoma uZ$aldyta -20°C.

SCF-G-CSF heterodimero ekspresijos lygis biomaséje — 20,95 + 3,45 %.

7 pavyzdys

SCF-G-CSF heterodimero intarpiniy kiineliy iS§skyrimas i$ E.coli Iasteliy

12 g uz8aldytos E.coli biomasés homogenizuojama 240 ml 0,1 M Tris-HCI (pH 7,0), 5 mM
EDTA buferiniame tirpale. | homogenizata pridedama 0,24 g lizocimo, 0,24 ml Triton X-
100, 2,4 ml 100 mM fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF) tirpalo etanolyje ir 1,68 mi 2-
merkaptoetanolio (galutiné koncentracija tirpale 100 mM). Homogenizatas mai§omas 30
minuciy kambario temperatiroje ant magnetinés mai$ykiés. Tada veikiamas ultragarsu 10
minudiy (22 kHz) ledo vonioje ir centrifuguojamas Beckman centrifuga 14000 rpm, 25
minutes. Skystis nupilamas, nuosédos du kartus plaunamos homogenizuojant 240 mi 1 M
NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,1% polisorbato 80 tirpale ir vieng karta — 240 m! 20 mM
Tris-HCI, pH 8,0. Po kiekvieno homogenizavimo gauta suspensija centrifuguojama
Beckman centrifuga 14000 rpm, 25 minutes.

8 pavyzdys

SCF-G-CSF heterodimero intarpiniy kineliy tirpinimas redukuojanéiomis salygomis
IS 12 g biomasés i$skirti intarpiniai kineliai tirpinami 120 ml 8 M karbamido, 50 mM Tris-
HCI, 0,6 mM DTT, pH 8,0 (+4°C) buferiniame tirpale. Tirpinama 2 valandas mai$ant ant
magnetinés maiSykiés +4°C temperatlroje. Po tirpinimo tirpalas centrifuguojamas
Beckman centrifuga 14000 rpm 25 minutes.

9 pavyzdys

SCF-G-CSF heterodimero renatiiracija

Po intarpiniy kdneliy tirpinimo 8 M karbamido tirpale, baltymo tirpalas (185 mg baltymo)
skiedZiamas iki 2 M karbamido tirpalo. Renatiracija vykdoma 2 M karbamido, 50 mM Tris-
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HCI, 0,125 mM DTT, 0,625 mM oksiduoto glutationo (GSSG) pH 8,0 (+4°C)) tirpale 24 val.
maiSant ant magnetinés maiSykles +4°C temperatliroje. Po renatiracijos tirpalas

centrifuguojamas Beckman centrifuga 14000 rpm 25 minutes.

10 pavyzdys
SCF-G-CSF heterodimero anijony-mainy chromatografija naudojant DEAE- Sefarozés FF
sorbenta
Baltymo gryninimas atliekamas kambario temperatiiroje naudojant kolonélg, uZpildytg
anijonitu DEAE-Sefarozé (DEAE-Sepharose Fast Flow) bei chromatografing sistema
AKTA Purifier.
Stiklo kolonelé (XK 26 arba XK 16/20, ,GE Healthcare®) uZpildoma 60 ml DEAE-Sefarozés
sorbentu, prijungiama prie AKTA Purifier gryninimo sistemos ir nupusiausvyrinama 50 mM
Tris-HCI 7,5 buferiniu tirpalu. Baltymo tirpalas po renatlracijos (bendras kiekis 185 mg,
turintis 27% pagrindinés heterodimero formos, kuri kontroliuojama RP-HPLC analize))
jvedamas j kolonéle 5 ml/min grei€iu. Nesorbuoto baltymo pa$alinimui kolonélé plaunama
5 kolonelés tariais 50 mM Tris-HCI 7,5 buferinio tirpalo 3 mi/min greiéiu. Renkamos
frakcijos po 15 mi. Chromatografijos metu UV detektoriumi stebimas eliuato optinis tankis
ties 280 nm, 254 nm ir 215 nm. Baltymas desorbuojamas i§ kolonélés kei€iant eliuento
jonine jéga — laipsniskai (4 lentelé) didinant NaCl koncentracijg kolonéléje nuo 0 M iki 0,5
M (per 8 kolonélés tirius). Tirpaly tekejimo greitis kolonéléje 3 ml/min.
Lentelé 4
Laiptiné eliucija per DEAE-Sefarozés kolonéle

Laiptelio Nr. Eliuento koncentracija Kolonélés tiriy skaiius
20% (0,1 M NaCl)
30% (0,15 M NaCl)
40% (0,2 M NaCl)
50% (0,25 M NaCl)
100% (0,5 M NaCl)

ANBIWIN|—=

Dl |a|a

Renkamos baltymo eliuato frakcijos (po 10 ml), kuriose Bradfordo metodu nustatoma
baltymo koncentracija frakcijose. Baltymy frakcijy meéginiai analizuojami RP-HPLC
chromatografijos metodu. Baltymo frakcijos su didZiausiu taisyklingos formos kiekiu
sujungiamos ir uzneSamos ant sekanéios kolonélés.

Pabaigus gryninti baltyma sorbentas kolonéléje yra regeneruojamas.

11 pavyzdys
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SCF-G-CSF heterodimero chromatografija naudojant mi$raus veikimo CHT
hidroksiapatito sorbenta

Toliau baltymo gryninimas atliekamas kambario temperatiiroje naudojant sorbenta
hidroksiapatita CHT (CHT™ Ceramic Hydroxyapatite).

Stiklo kolonele (XK 16/20, ,GE Healthcare") uZpildoma 18 ml CHT hidorksiapatito
sorbentu, prijungiama prie AKTA Purifier chromatografinés sistemos ir nupusiausvyrinama
50 mM Tris-HCI pH 7,2 buferiniu tirpalu. Baltymo tirpalas po chromatografijos per DEAE
Sefaroze (18 mg baltymo, kuriame pagrindinés heterodimero formos kiekis yra 63%)
jvedamas | kolonéle 3 mi/min greiéiu. Nesorbuotas béltymas iSplaunamas 5 kolonélés
tlriais 5 mM NaH,PQO,, 0,1 M NaCl pH 7,2 buferinio tirpalo 3 ml/min grei¢iu. Renkamos
frakcijos po 10 ml. Chromatografijos metu UV detektoriumi stebimas eliuato optinis tankis
ties 280 nm, 254 nm ir 215 nm. Baltymas desorbuojamas i§ kolonélés keiiant eliuento
joning jéga — laipsniSkai didinant NaH,PO, koncentracija kolonéléje nuo 5 mM iki 0,5 M
(per 10 kolonelés tiriy). Tirpaly tekéjimo greitis koloneléje 3 mi/min. Renkamos frakcijos
po 5 ml ir jose Bradfordo metodu nustatoma baltymo koncentracija ir frakcijy méginiai
analizuojami RP-HPLC chromatografijos metodu.

IS kolonélés visi like sorbuoti baltymai pasalinami, leidZiant 5 kolonélés tarius 0,5 M
NaH,PO, pH 7,0 buferinio tirpalo.

12 pavyzdys

SCF-G-CSF heterodimero katijony-mainy chromatografija naudojant SP-Sefarozés
FF sorbenta |
Pabaigoje atliekamas baltymo gryninimas atliekamas kambario temperatiroje naudojant
katijonitu SP-Sefaroze (SP-Sepharose Fast Flow) uZpildyta kolonéle XK 16/20, ,GE
Healthcare®, 8 ml sorbento). Kolon¢lé prijungiama prie AKTA Purifier chromatografinés
sistemos ir nupusiausvyrinama 20 mM Na acetato pH 4,7 buferiniu tirpalu. Baltymo tirpalas
po chromatografijos per hidroksiapatita CHT (5 mg baltymo, kuriame 77% pagrindinés
heterodimero formos) jvedamas | kolonéle 3 mi/min greiéiu. Kolonélé plaunama 5
kolonélés tlriais 20 mM Na acetato pH 4,7 buferiniu tirpalu 3 ml/min greitiu. Renkamos
frakcijos po 5 ml. Chromatografijos metu UV detektoriumi stebimas eliuato optinis tankis
ties 280 nm, 254 nm ir 215 nm. Baltymas desorbuojamas i§ kolonélés kei&iant eliuento
joning jega — laipsni$kai didinant NaCl koncentracijg kolonéléje nuo 0 M iki 0,5 M (per 10
kolonélés tariy). Tirpaly tekéjimo greitis kolonéléje 3 ml/min. Renkamos frakcijos po 3 ml.
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Bradfordo metodu nustatoma baltymo koncentracija frakcijose. Baltymy frakcijy méginiai
analizuojami RP-HPLC chromatografijos metodu.

Pabaigus gryninti baltyma sorbentas kolonéléje yra regeneruojamas.

Po galutinés chromatografijos stadijos, apjungtos baltymo frakcijos sukoncentruojamos iki
1 mg/ml ir pervedamos j saugojimo buferinj tirpala (20 mM acto rlgstis pH 4,0 diafiltracijos
badu naudojant filtruojanéius centrifuginius megintuvelius Amicon® Ultra-15. Po to tirpalas
filtruojamas per 0,22 ym MustangE filtra, sulaikantj endotoksinus. I$grynintas baltymo
tirpalas Na acetato buferiniame tirpale laikomas +4°C temperatiiroje.

13 pavyzdys

SCF-G-CSF heterodimero in vitro biologinis testavimas
Biologiniam SCF-G-CSF in vitro aktyvumo nustatymui buvo naudojama G-NFS-60 lasteliy
linija RPMI 1640 augimo terpéje [Weinstein Y, Ihle JN, Lavu S, Reddy EP, Truncation of
the c-myb gene by retroviral integration in an interleukin 3-dependent myeloid leukemija
cell line. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, vol. 83, p. 5010-5014]. Aktyvus G-CSF
baltymas skatina $Sios Igsteliy linijos proliferacija po saveikos su G-CSF receptoriumi ant
$iy Iasteliy pavirSiaus. Biologinio aktyvumo nustatymui Igstelés G-NFS-60 kultivuojamos
96 Sulinéliy plokstelése 48-72 val., pridéjus j augimo terpe skirtingus kiekius (0,1-10 ng/ml)
tiramojo G-CSF baltymo pavyzdzio. Kontrolei naudojamas Neupogen™ (veiklioji
medzZiaga Filgrastim), kurio biologinis aktyvumas yra Zinomas (100 min. TV/mg). Lasteliy
proliferacija jvertinama kolorimetriniu metodu, naudojant MTS daZa. Gyvy lasteliy skaigius
yra tiesiogiai proporcingas G-CSF biologiniam aktyvumui. Nustatytas SCF-G-CSF
heterodimero biologinis aktyvumas yra 14,95+3,88 min.TV/mg.

14 pavyzdys

Heterodimero biologinés funkcijos testavimas in vivo Ziurkiy modelinése sistemose
Farmakokinekiniy ir farmakodinaminiy SCF-G-CSF heterodimero parametry nustatymui
buvo naudotos Wistar klono 4 meén. amziaus moteri$kos lyties Ziurkés, kuriy svoris
svyravo nuo 200 iki 220g. Farmakokinekiniam baltymy vertinimui eksperimentiniai gyv@nai
buvo suskirstyti j grupes, kiekvienoje i§ jy buvo po 3-5 Ziurkes. Tiriamieji ir kontroliniai
baltymai buvo su8virk$ti po oda. Naudotos tokios tiriamojo SCF-G-CSF heterodimerinio
baltymo koncentracijos: 500 ir 1000 ug/kg (gyvino kidno svorio). Kontrolei naudotas G-
CSF preparatas Tevagrastim™ ir laboratorijoje iSskirtas ir iSgrynintas SCF, bei abiejy
baltymy misinys tomis paciomis baltymo koncentracijomis skai&iuojant gyvano kino
svoriui. Rekombinantiniy baltymy koncentracijy testavimui kraujo serumas i§ gyvany buvo
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rinktas po 3, 6 ir 18 valandy po poveikio tiriamaisiais ar kontroliniais baltymais. Tuo tiksiu i§
Ziurkés uodegos venos buvo paimta apie 0,8-1,0 mi kraujo, kuris 1 — 1,5 val. inkubuotas
kambario temperatQroje, po to 12 val. - 8aldytuve (4°C). Serumo atskyrimui méginiai buvo
centrifuguoti 15 min. 1500 rpm kambario temperatiroje, i$ kiekvieno mégintuvélio serumas
surinktas j 2-3 sterilius meégintuveélius ir uz8aldytas $aldiklyje (-80°C).

Prie§ eksperimento pradZig ir po 24, 48 bei 72 val. nuo poveikio pradzios buvo atlikti
gyviny kraujo tyrimai, panaudojant kraujo analizatoriy Hemavet 950. Buvo stebimas
farmakodinaminis rekombinantiniy baltymy poveikis analizuojant kraujo neutrofily
(granuliocity) skaiCiaus dinamikg. Tam i$§ Ziurkés uodegos venos buvo paimta po 20 ul
kraujo, kuris sumaiSytas su 5 pl 7,5 % EDTA, inkubuotas 10 min.ir analizuotas minétu
aparatu. Analizés duomenys pateikti Fig. 5.

Kraujo serumo meéginiai buvo testuoti naudojant kompanijos PeproTech Zmogaus G-CSF
baltymo nustatymo rinkinius (Human G-CSF ELISA Development Kit), skirtus analizei
ELISA metodu. Analizés duomenys pateikti Fig. 6.

I8 grafiko Fig. 5 matyti, kad po SCF-G-CSF heterodimero injekcijos neutrofily skaiius
buvo didesnis uZ monomerinio G-CSF esant jo 500 ug/kg ir 1000 ug/kg dozéms. Lyginant
su monomery misiniu, SCF-G-CSF heterodimero atveju didesnis neutrofily skaitius buvo
po 48 val., kas leidZia teigti, kad heterodimeras veikia ilgiau nei monomerai mi§inyje. SCF
ir G-CSF monomery misinio veikimas individualiy baltymy SCF ir G-SCF atvilgiu rodo
abiejy baltymy sinergetinj veikima. Tok| patj efekta sukelia ir abiejy baltymy heterodimeriné
forma, patvirtindama naujos baltymo strukttros (heterodimerinio SCF-GCSF) sinergetinio
veikimo fakta. Tai akivaizdus tokios baltymy konstrukcijos naudojimo terapijai privalumas,
nes nebitina naudoti abiejy baltymy registruotas vaistines formas - geriau kurti lygiavergio
veikimo heterodimerines konstrukcijas.

Fig. 6 pateikti rezultatai rodo, kad heterodimerinés baitymo formos kitimas laike skiriasi
nuo G-CSF monomerings formos kitimo. Pastarosios koncentracija po 6 val. nukrenta
daugiau nei dvigubai, kai tuo tarpu heterodimero atveju jos lygis per ta patj laika pakyla
daugiau nei 2 kartus. Skirtingai nuo G-CSF, SCF-G-CSF heterodimering forma i§lieka
serume ir po 18 val., t.y. i8silaikymas kraujyje pailgéja bent 3 kartus lyginant su G-CSF
monomeru (Tevagrastim™).

Taigi, heterodimerui pagal siGloma i$radima stebimas jo cirkuliacijos serume pailgintas
veikimas. Tokiu badu, pavyko pasiekti, kad tinkamai suliety dviejy baltymy konstrukcija
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pasiZymi ilgesne cirkuliacijos serume trukme ir gali in vivo atlikti ta patj vaidmenj, kaip

monomeriniy nemodifikuoty baltymy misinys.

Sidlomame iSradime cirkuliacijos trukmés pailgéjimas pasiekiamas tiek didinant
heteromultimerinés konstrukcijos molekuline mase, tiek tinkamai parenkant partneriy
jungimo tvarkq ir linkerinés sekos ilgj ir jos struktdira.

Tiek sukurta heteromultimerinés (heterodimerinés) konstrukcijos struktira, tiek ir sulieto
baltymo gavimo, i8skyrimo ir gryninimo sglygy visumos parinkimas ir suderinimas
patvirtina, kad heteromultimerinés konstrukcijos ekvivalentinis kiekis i$reik§ in vivo
sinergetinj veikimg panasiai kaip ir abiejy partneriy kombinuotas veikimas.

Pramoninis pritaikomumas
ISradimas turi pladias terapinio panaudojimo galimybes.
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SEKU SARASAS

<110> UAB Profarma

<120> Granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus sulieti baltymai su kitais augimo
faktoriais, optimaliai su kamieniniy Iasteliy faktoriumi, ir jy gavimo bidas

<130> 2084
<160> 15
<170> Patentin versija 3.5
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<211> 36
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<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Linkerio seka
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Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
20 25 30
Gly Gly Gly Ser
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<223> Linkerio seka
<400> 5

Ser Gly Leu Glu Ala Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu
1 5 10 15
Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Ala Leu Glu Ala Glu Ala Ala
20 25 30
Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala
35 40 45

Lys Ala Leu Glu Gly Ser
50

<210> 6
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<223> Heterodimerinis baltymas
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Met Glu Gly lle Cys Arg Asn Arg Val Thr Asn Asn Val Lys Asp Val
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Thr Lys Leu Val Ala Asn Leu Pro Lys Asp Tyr Met lle Thr Leu Lys
20 25 30
Tyr Val Pro Gly Met Asp Val Leu Pro Ser His Cys Trp lle Ser Glu
35 40 45
Met Val Val Gin Leu Ser Asp Ser Leu Thr Asp Leu Leu Asp Lys Phe
50 55 60
Ser Asn lle Ser Glu Gly Leu Ser Asn Tyr Ser lle lle Asp Lys Leu
65 70 75 80
Val Asn lle Val Asp Asp Leu Val Glu Cys Val Lys Glu Asn Ser Ser
85 90 95
Lys Asp Leu Lys Lys Ser Phe Lys Ser Pro Glu Pro Arg Leu Phe Thr
100 105 110
Pro Glu Glu Phe Phe Arg lle Phe Asn Arg Ser lle Asp Ala Phe Lys
115 120 125
Asp Phe Val Val Ala Ser Glu Thr Ser Asp Cys Val Val Ser Ser Thr
130 135 140
Leu Ser Pro Glu Lys Asp Ser Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met
145 150 155 160
Leu Pro Pro Val Ala Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
165 170 175
Ser Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro Gin Ser Phe Leu Leu
180 185 190
Lys Cys Leu Glu GIn Val Arg Lys lle Gin Gly Asp Gly Ala Ala Leu
195 200 205
GIn Glu Lys Leu Cys Ala Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu
210 215 220
Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly lie Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser
225 230 235 240
Cys Pro Ser Gin Ala Leu GIn Leu Ala Gly Cys Leu Ser GIn Leu His
245 250 255
Ser Gly Leu Phe Leu Tyr Gin Gly Leu Leu Gin Ala Leu Glu Gly ile
260 265 270
Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gin Leu Asp Val Ala
275 280 285
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Asp Phe Ala Thr Thr lle Trp GIn Gin Met Glu Glu Leu Gly Met Ala
290 295 300

Pro Ala Leu GIn Pro Thr Gin Gly Ala Met Pro Ala Phe Ala Ser Ala

305 310 315 320

Phe GIn Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser His Leu GIn Ser
325 330 335

Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala GIn Pro

340 345 350

<210> 7

<211> 356

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Heterodimerinis baltymas
<400> 7

Met Glu Gly lle Cys Arg Asn Arg Val Thr Asn Asn Val Lys Asp Val
1 5 10 15
Thr Lys Leu Val Ala Asn Leu Pro Lys Asp Tyr Met lle Thr Leu Lys
20 25 30
Tyr Val Pro Gly Met Asp Val Leu Pro Ser His Cys Trp lle Ser Glu
35 40 45
Met Val Val Gin Leu Ser Asp Ser Leu Thr Asp Leu Leu Asp Lys Phe
50 55 60
Ser Asn lle Ser Glu Gly Leu Ser Asn Tyr Ser lle lle Asp Lys Leu
65 70 75 80
Val Asn lle Val Asp Asp Leu Val Glu Cys Val Lys Glu Asn Ser Ser
85 90 95
Lys Asp Leu Lys Lys Ser Phe Lys Ser Pro Glu Pro Arg Leu Phe Thr
100 105 110
Pro Glu Glu Phe Phe Arg lle Phe Asn Arg Ser lle Asp Ala Phe Lys
115 120 125
Asp Phe Val Val Ala Ser Glu Thr Ser Asp Cys Val Val Ser Ser Thr
130 135 140
Leu Ser Pro Glu Lys Asp Ser Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met
145 150 156 160
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Leu Pro Pro Val Ala Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
165 170 175
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro
180 185 190
Glin Ser Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu GlIn Val Arg Lys lle Gin Gly
195 200 205
Asp Gly Ala Ala Leu GIn Glu Lys Leu Cys Ala Thr Tyr Lys Leu Cys
210 215 220
His Pro Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu Gly lle Pro Trp
225 230 235 240
Ala Pro Leu Ser Ser Cys Pro Ser GIn Ala Leu GIn Leu Ala Gly Cys
245 250 255
Leu Ser GIn Leu His Ser Gly Leu Phe Leu Tyr Gin Gly Leu Leu GIn
260 265 270
Ala Leu Glu Gly lle Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu
275 280 285
Gln Leu Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr lle Trp GIn GIn Met Glu
290 295 300
Glu Leu Gly Met Ala Pro Ala Leu Gin Pro Thr Gin Gly Ala Met Pro
305 310 315 320
Ala Phe Ala Ser Ala Phe Gin Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala
325 330 335
Ser His Leu GIn Ser Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val Leu Arg His
340 345 350
Leu Ala Gin Pro
355

<210> 8

<211> 366

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Heterodimerinis baltymas
<400> 8

Met Glu Gly lle Cys Arg Asn Arg Val Thr Asn Asn Val Lys Asp Val
1 5 10 15
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Thr Lys Leu Val Ala Asn Leu Pro Lys Asp Tyr Met lie Thr Leu Lys
20 25 30
Tyr Val Pro Gly Met Asp Val Leu Pro Ser His Cys Trp lle Ser Glu
35 40 45
Met Val Val GIn Leu Ser Asp Ser Leu Thr Asp Leu Leu Asp Lys Phe
50 55 60
Ser Asn lle Ser Glu Gly Leu Ser Asn Tyr Ser lle lie Asp Lys Leu
65 70 75 80
Val Asn lle Val Asp Asp Leu Val Glu Cys Val Lys Glu Asn Ser Ser
85 90 95
Lys Asp Leu Lys Lys Ser Phe Lys Ser Pro Glu Pro Arg Leu Phe Thr
100 105 110
Pro Glu Glu Phe Phe Arg lle Phe Asn Arg Ser lle Asp Ala Phe Lys
115 120 125
Asp Phe Val Val Ala Ser Glu Thr Ser Asp Cys Val Val Ser Ser Thr
130 135 140
Leu Ser Pro Glu Lys Asp Ser Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met
145 150 155 160
Leu Pro Pro Val Ala Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
165 170 175
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
180 185 190
Thr Pro Leu Gly Pro Ala Ser Ser Leu Pro Gin Ser Phe Leu Leu Lys
195 200 205
Cys Leu Glu GIn Val Arg Lys lle Gin Gly Asp Gly Ala Ala Leu GIn
210 215 220
Glu Lys Leu Cys Ala Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val
225 230 235 240
Leu Leu Gly His Ser Leu Gly lle Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys
245 250 255
Pro Ser GIn Ala Leu Gin Leu Ala Gly Cys Leu Ser GiIn Leu His Ser
260 265 270
Gly Leu Phe Leu Tyr Gin Gly Leu Leu Gln Ala Leu Glu Gly lle Ser
275 280 285
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Pro Glu Leu Gly Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gin Leu Asp Val Ala Asp

290 295 300
Phe Ala Thr Thr lle Trp GIn GIn Met Glu Glu Leu Gly Met Ala Pro
305 310 315 320
Ala Leu GIn Pro Thr Gin Gly Ala Met Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe
325 330 335
GIn Arg Arg Ala Gly Gly Val Leu Val Ala Ser His Leu GIn Ser Phe
340 345 350
Leu Glu Val Ser Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala Gin Pro
355 360 365
<210> 9
<211> 376
<212> PRT
<213> Dirbtiné seka
<220>
<223> Heterodimerinis baltymas
<400> 9

Met Glu Gly lle Cys Arg Asn Arg Val Thr Asn Asn Val Lys Asp Val
1 5 10 15
Thr Lys Leu Val Ala Asn Leu Pro Lys Asp Tyr Met lle Thr Leu Lys
20 25 30
Tyr Val Pro Gly Met Asp Val Leu Pro Ser His Cys Trp lie Ser Glu
35 40 45
Met Val Val Gin Leu Ser Asp Ser Leu Thr Asp Leu Leu Asp Lys Phe
50 55 60
Ser Asn lle Ser Glu Gly Leu Ser Asn Tyr Ser lle lle Asp Lys Leu
65 70 75 80
Val Asn lle Val Asp Asp Leu Val Glu Cys Val Lys Glu Asn Ser Ser
85 90 95
Lys Asp Leu Lys Lys Ser Phe Lys Ser Pro Glu Pro Arg Leu Phe Thr
100 105 110
Pro Glu Glu Phe Phe Arg lle Phe Asn Arg Ser lle Asp Ala Phe Lys
115 120 125
Asp Phe Val Val Ala Ser Glu Thr Ser Asp Cys Val Val Ser Ser Thr
130 135 140
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Leu Ser Pro Glu Lys Asp Ser Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met
145 150 155 160
Leu Pro Pro Val Ala Ala Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
165 170 175
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
180 185 190
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Thr Pro Leu Gly Pro Ala
195 200 205
Ser Ser Leu Pro Gin Ser Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu GIn Val Arg
210 215 220
Lys lle GIn Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gin Glu Lys Leu Cys Ala Thr
225 230 235 240
Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His Ser Leu
245 250 255
Gly lle Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys Pro Ser GlIn Ala Leu GIn
: 260 265 270
Leu Ala Gly Cys Leu Ser GIn Leu His Ser Gly Leu Phe Leu Tyr Gin
275 280 285
Gly Leu Leu GIn Ala Leu Glu Gly lle Ser Pro Glu Leu Gly Pro Thr
290 295 300
Leu Asp Thr Leu GIn Leu Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr lle Trp
305 310 315 320
Gin GIn Met Glu Glu Leu Gly Met Ala Pro Ala Leu GIn Pro Thr Gin
325 330 335
Gly Ala Met Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe Gin Arg Arg Ala Gly Gly
340 345 350
Val Leu Val Ala Ser His Leu GIn Ser Phe Leu Glu Val Ser Tyr Arg
355 360 1365
Val Leu Arg His Leu Ala GIn Pro
370 375

<210> 10

<211> 394

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka
<220>
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<223> Heterodimerinis baltymas
<400> 10

Met Glu Gly lle Cys Arg Asn Arg Val Thr Asn Asn Val Lys Asp Val

1 5 10 15

Thr Lys Leu Val Ala Asn Leu Pro Lys Asp Tyr Met lle Thr Leu Lys

20 25 30

Tyr Val Pro Gly Met Asp Val Leu Pro Ser His Cys Trp lle Ser Glu
35 40 45

Met Val Val Gin Leu Ser Asp Ser Leu Thr Asp Leu Leu Asp Lys Phe

50 55 60

Ser Asn lle Ser Glu Gly Leu Ser Asn Tyr Ser lle lle Asp Lys Leu

65 70 75 80

Val Asn lle Val Asp Asp Leu Val Glu Cys Val Lys Glu Asn Ser Ser

85 90 95
Lys Asp Leu Lys Lys Ser Phe Lys Ser Pro Glu Pro Arg Leu Phe Thr
100 105 ‘ 110

Pro Glu Glu Phe Phe Arg lle Phe Asn Arg Ser lle Asp Ala Phe Lys
115 120 125

Asp Phe Val Val Ala Ser Glu Thr Ser Asp Cys Val Val Ser Ser Thr

130 135 140

Leu Ser Pro Glu Lys Asp Ser Arg Val Ser Val Thr Lys Pro Phe Met

145 150 165 160

Leu Pro Pro Val Ala Ala Ser Gly Leu Glu Ala Glu Ala Ala Ala Lys

165 170 175
Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Ala
180 185 190

Leu Glu Ala Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Glu Ala Ala
195 200 . 205

Ala Lys Glu Ala Ala Ala Lys Ala Leu Glu Gly Ser Thr Pro Leu Gly

210 215 220

Pro Ala Ser Ser Leu Pro GIn Ser Phe Leu Leu Lys Cys Leu Glu Gin

225 230 235 240

Val Arg Lys lle Gin Gly Asp Gly Ala Ala Leu Gin Glu Lys Leu Cys

245 250 255
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Ala Thr Tyr Lys Leu Cys His Pro Glu Glu Leu Val Leu Leu Gly His
260 265 , 270
Ser Leu Gly lle Pro Trp Ala Pro Leu Ser Ser Cys Pro Ser Gin Ala
275 280 285
Leu GIn Leu Ala Gly Cys Leu Ser Gin Leu His Ser Gly Leu Phe Leu
290 295 ) 300
Tyr GIn Gly Leu Leu GIn Ala Leu Glu Gly lle Ser Pro Glu Leu Gly
305 310 315 320
Pro Thr Leu Asp Thr Leu Gin Leu Asp Val Ala Asp Phe Ala Thr Thr
325 330 335
lle Trp GIn Gin Met Glu Glu Leu Gly Met Ala Pro Ala Leu GIn Pro
340 345 350
Thr GIn Gly Ala Met Pro Ala Phe Ala Ser Ala Phe GIn Arg Arg Ala
355 360 365
Gly Gly Val Leu Val Ala Ser His Leu GIn Ser Phe Leu Glu Val Ser
370 375 380
Tyr Arg Val Leu Arg His Leu Ala GIn Pro
385 390

<210> 11

<211> 1056

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Koduojanti seka
<400> 11

atggaaggga tctgccgtaa tcgtgtgact aataatgtaa aagacgtcac taaattggtg
gcaaatcttc caaaagacta catgatcacc ctcaaatatg tcccggggat ggatgttttg
ccaagtcatt gttggataag cgagatggta gtacaattgt cagacagctt gactgatctt
ctggacaagt titcaaatat ttctgaaggce ttgagtaatt attccatcat agacaaactt
gtgaatatag tcgatgacct tgtggagtgce gtcaaagaaa actcatctaa ggatctaaaa

60
120
180

240

300

aaatcattca agagcccaga acccegtcte titactcctg aagaattctt tegtattttt 360
aatcgttcca ttgatgcectt caaggacittt gtagtggeat ctgaaactag tgatigtgtg 420

gtttcttcaa cattaagtcc tgagaaagat tccegtgtca gtgtcacaaa accatttatg
ttacccectg ttgcagecte cggaggtggt ggttctggtg gtggtggatc cacaccttta

480
540
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ggacctgcta gctccctgee ccagagctte ctgctcaagt gettagagea agtgaggaag 600
atccagggcg atggcgcagce gctccaggag aagetgtgtg ccacctacaa getgtgeccac 660
cccgaggagc tggtgetgcet cggacactcet ctgggeatce cotgggcetee cetgagetece 720
tgccccagec aggecectgea getggeagge tgettgagec aactccatag cggecttttc 780
ctctaccagg ggctcctgca ggeccctggaa gggatatcce ccgagttggg tecccaccttg 840
gacacactgc agctggacgt cgccgacttt gccaccacca tetggcagea gatggaagaa 900
ctgggaatgg ccectgeect gcageccace cagggtgeca tgeecggectt cgectetget 960
ttccagcgec gggcaggagg ggtectggtt gctagecate tgcagagcett cctggaggtg 1020
tegtaccgeg ttctacgceca cettgcgeag cegtaa _ 1056

<210> 12

<211> 1071

<212> DNR

<213> Dirbtineé seka
<220>

<223> Koduojanti seka
<400> 12

atggaaggga tctgccgtaa tcgtgtgact aataatgtaa aagacgtcac taaattggtg 60
gcaaatcttc caaaagacta catgatcacc ctcaaatatg tcccggggat ggatgttttg 120
ccaagtcatt gttggataag cgagatggta gtacaattgt cagacagctt gactgatctt 180
ctggacaagt tttcaaatat ttctgaaggc ttgagtaatt attccatcat agacaaactt - 240
gtgaatatag tcgatgacct tgtggagtgc gtcaaagaaa actcatctaa ggatctaaaa 300
aaatcattca agagcccaga accecgtcte tttactcctg aagaattctt tegtattttt 360
aatcgttcca ttgatgcctt caaggacttt gtagtggeat ctgaaactag tgattgtgtg 420
gtttcttcaa cattaagtcc tgagaaagat tccegtgtea gtgtcacaaa accatttatg 480
ttacccectg tigcagectc cggaggtggt ggttctggtg gtggtggtic tggtggtggt 540
ggatccacac ctitaggacc tgctagetce ctgccccaga gettectget caagtgetta 600
gagcaagtga ggaagatcca gggcgatggce gcagegcetce aggagaagcet gtgtgccace 660
tacaagctgt gccacccega ggagetggtg ctgctcggacy actctctggg catccectgg 720
getcecectga getectgece cagecaggcec ctgeagetgg caggetgett gagecaacte 780
catagcggcc ttttecteta ccaggggcete ctgecaggece tggaagggat atcccccgag 840
ttgggtccca ccttggacac actgcagetg gacgtcgeeg actttgecac caccatctgg 900
cagcagatgg aagaactggg aatggcccct gecctgcage ccacccaggg tgccatgccg 960
gecettegect ctgetttcca gegeegggea ggaggggtee tggttgetag ccatctgcag 1020
agcttcetgg aggtgtegta ccgegttcta cgecacettg cgcagecgta a 1071
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<210> 13

<211> 1101

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Koduojanti seka

<400> 13

atggaaggga tctgccgtaa tegtgtgact aataatgtaa aagacgtcac taaattggtg 60
gcaaatcttc caaaagacta catgatcacc ctcaaatatg tcccggggat ggatgtttty 120
ccaagtcatt gttggataag cgagatggta gtacaattgt cagacagctt gactgatctt 180
ctggacaagt tttcaaatat ttctgaaggc ttgagtaatt attccatcat agacaaactt 240
gtgaatatag tcgatgacct tgtggagtgc gtcaaagaaa actcatctaa ggatctaaaa 300
aaatcattca agagcccaga accccgtctc tttactcctg éagaattctt tcgtattttt 360
aatcgttcca ttgatgcectt caaggacttt gtagtggcat ctgaaactag tgattgtgtg 420
gtttcttcaa cattaagtce tgagaaagat tcccgtgtca gtgtcacaaa accatttatg 480
ttaccccctg ttgcagcecte cggaggtagt ggtictggtg gtggtgatte tggtggtaggt 540
ggttctggtg gtggtggtte tggtggtggt ggatccacac ctttaggacc tgetagetce 600
ctgccecaga gettectget caagtgetta gagcaagtga ggaagatcca gggegatgge 660
gcagcgctcc aggagaagct gtgtgccace tacaagetgt gccacccega ggagetggtg 720
ctgctcggac actetetggg catccectgg getccectga getectgece cageccaggee 780
ctgcagctgg caggcetgctt gagccaactc catagecggec tittcctcta ccaggggete 840
ctgcaggcecce tggaagggat atcccecegag ttgggtecca ccttggacac actgcagetg 900
gacgtcgccg actttgccac caccatctgg cagcagatgg aagaactggg aatggecccet 960
gccctgcage ccaccecaggg tgecatgeeg gecttegect ctgetttcca gegeccgggea 1020
ggaggggtcc tggttgctag ccatctgcag agettcctgg aggtgtegta cegegttcta 1080
cgccaccttg cgcageegta a 1101

<210> 14

<211> 1128

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Koduojanti seka
<400> 14

atggaaggga tctgccgtaa tegtgtgact aataatgtaa aagacgtcac taaattggtg 60
gcaaatcttc caaaagacta catgatcacc ctcaaatatg tcccggggat ggatgtttty 120

ccaagtcatt gttggataag cgagatggta gtacaatigt cagacagctt gactgatctt 180
ctggacaagt titcaaatat tictgaaggc ttgagtaatt attccatcat agacaaactt 240
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gtgaatatag tcgatgacct tgtggagtgc gtcaaagaaa actcatctaa ggatctaaaa 300
aaatcattca agagcccaga accecgtctc tttactcctg aagaattctt tegtattttt 360
aatcgttcca ttgatgcctt caaggacttt gtagtggcat ctgaaactag tgattgtgtg 420
gtttcticaa cattaagtcc tgagaaagat tccegtgtea gtgtcacaaa accatttatg 480
ttacccectg ttgcagectc cggaggtagt ggttctggtg gtggtagtic tggtggtggt 540
ggtictggtg gtggtggtic tggtggtgat ggttctggtg gtggtagtic togtggtggt 600
ggatccacac ctttaggacc tgctagctcc ctgccccaga gettectget caagtgetta 660
gagcaagtga ggaagatcca gggegatgge gecagegctce aggagaagct gtgtgecace 720
tacaagctgt gccaccccga ggagetggtg ctgeteggac actetetggg catcccetgg 780
getceectga getectgece cagecaggec ctgcagetgg caggetgett gagccaacte 840
catagcggcc ttttccteta ccaggggcete ctgcaggeec tggaagggat atcccccgag 900
ttgggtccca ccttggacac actgcagetg gacgtegeeg actttgecac caccatctgg 960
cagcagatgg aagaactggg aatggcccct gecotgeage ccacccaggg tgccatgceg 1020
gecttegect ctgetitcca gegeegggea ggaggggtec tggttgctag ccatctgcag 1080
agcticctgg aggtgtegta cogegtteta cgecacettyg cgeagecg - 1128

<210> 15

<211> 1195

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Koduojanti seka
<400> 15

catatggaag ggatctgccg taatcgtgtg actaataatg taaaagacgt cactaaattg 60
gtggcaaatc ticcaaaaga ctacatgatc accctcaaat atgtcccggg gatggatgtt 120
ttgccaagtc attgttggat aagcgagatg gtagtacaat tgtcagacag cttgactgat 180
ctictggaca agttttcaaa tatttctgaa ggcttgagta attattccat catagacaaa 240
ctigtgaata tagtcgatga ccttgtggag tgcgtcaaag aaaactcatc taaggatcta 300
aaaaaatcat tcaagagccc agaacccegt ctctttacte ctgaagaatt ctttcgtatt 360
tttaategtt ccattgatge cttcaaggac tttgtagtgg catctgaaac tagtgattgt 420

gtggtttctt caacattaag tcctgagaaa gattccegtg tcagtgtcac aaaaccattt 480
atgttaccce cigttgcage ctecggactt gaggctgaag cagcagctaa agaagcagca 540
gctaaagaag cagcagctaa agaagcagcea gctaaagctc tcgaggcetga agcagcaget 600
aaagaagcag cagctaaaga agcagcagct aaagaagcag cagctaaagc tcttgaggga 660
tccacacctt taggacctge tagetccotg ccccagagcet tectgetcaa gtgettagag 720
caagtgagga agatccaggg cgatggegea gegetccagg agaagctgtg tgccacctac 780
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aagctgtgce accccgagga getggtgetg cteggacact ctetgggeat ccectggget 840
ccecetgaget cetgeccecag ccaggecctg cagetggeag getgettgag ccaactccat 900
agceggccttt tectctacca ggggcetectg caggecctgg aagggatate ceccecgagtty 960
ggtcccacct tggacacact gcagcetggac gtegecgact ttgccaccac catctggecag 1020
cagatggaag aactgggaat ggccectgee ctgcagecca cccagggtge catgeccggee 1080
ttcgectetg ctttccageg ccgggeagga ggggtectgg tigetageca tetgcagage 1140
ttcctggagg tgtcgtaceg cgttctacge cacctigege agecgtaata agett 1195
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Sulietas baltymas, kuris yra granulocity kolonijas stimuliuojanéio faktoriaus (GCSF)

heteromultimeras su kitu augimo faktoriumi, kurio bendroji formulé (1)

(X-L)a- X -L- GCSF -(L-GCSF),

(1
kur L yra linkeriné seka, X yra augimo faktorius, pasirinktas i§ grupés, susidedanéios i$
SCF, GM-CSF, M-CSF, EPO, IL-3, IL-6 ir IL-11, a yra lygus 0-4; b yra lygus 0-4, kur
monomeriniy grandziy aminorig8éiy sekos yra bent 95% identiskos atitinkamy natyviy
baltymy aminorigs$ciy sekoms.

2. Sulietas baitymas pagal 1 punkta, kurio bendroji formulé (1), kur X yra SCF, a yra
lygus O ir b yra lygus O, ir linkeriné seka L yra pasirinkta i§ aminorigégiy seky grupés,
susidedantios i§ (S-Gg),, kur n=2-8 ir SGLEA-(EAAAK),, -ALEA-(EAAAK),, —~ALEGS, kur
m=2-8.

3. Sulietas baltymas pagal 2 punktg, kur linkeriné seka L yra pasirinkta i§ aminorag$éiy
seky grupes, apimancios SEQ ID Nr. 1, SEQ ID Nr. 2, SEQ ID Nr. 3, SEQ ID Nr. 4 ir
SEQ ID Nr. 5.

4. Sulietas baltymas pagal bet kurj i§ 1-3 punkty, kurio aminortig&&iy seka yra pasirinkta
i$ grupes, apimancios SEQ ID Nr. 6, SEQ ID Nr. 7, SEQ ID Nr. 8, SEQ ID Nr. 9 ir SEQ
{D Nr. 10. '

5. Sulietas baltymas pagal bet kuri i§ ankstesniy punkty, pasizymintis prailgintu
cirkuliacijos laiku in vivo ir sinergetiniu veikimu.

6. Rekombinantinés DNR fragmentas, koduojantis sulietg baltyma pagal 1-5 punktus.

7. Rekombinantinés DNR fragmentas pagal 6 punkta, kur koduojanti seka yra pasirinkta
i$ grupés, apimancios SEQ ID Nr. 11, SEQ ID Nr. 12, SEQ ID Nr. 13, SEQ ID Nr. 14 ir
SEQ ID Nr. 15,

8. Granulocity kolonijas stimuliuojangio faktoriaus ir kamieniniy lasteliy faktoriaus

heterodimerinio baltymo, apibrézto 2-5 punktuose, gavimo bldas, apimantis tokias
stadijas:

a) konstruoja DNR fragmenta, koduojantj tikslin baltyma ir paruosia bakterinj
producents;
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b) producenta, kurio Igstelés turi DNR seka, koduojancig tikslinj baltyma, kultivuoja
tinkamoje mitybinéje terpéje,
¢) vykdo producento mikroorganizmy lyze ir atskiria netirpig baltymo frakcija,
d) tirpina netirpig baltymo frakcija,
e) vykdo tikslinio baltymo renatiracija,
f) vykdo tikslinio baltymo gryninimg;
besiskiriantis tuo, kad tikslinis baltymas yra genetiskai sulietas baltymas pagal
2-5 punktus;
- stadijoje b) producentg kultivuoja salygomis, kurios tinkamos minéto geneti$kai
sulieto baltymo heterodimerinés konstrukcijos ekspresijai;
- stadijoje d) netirpig baltymo frakcijg tirpina buferiniame tirpale esant chaotropiniam
agentui karbamidui ir redukuojan¢iam agentui ditiotreitoliui;
- stadijos e) heterodimerinio baltymo renatiracija yra oksidacineé renatiiracija tarpinés
karbamido koncentracijos buferiniame tirpale esant redukuojanéiam agentui
ditiotreitoliui (DTT) ir oksiduojan&iam agentui oksiduotam glutationui (GSSG);
- stadijoje f) renatiiruota tikslinj baltyma grynina, nuosekliai atliekant anijony mainy
chromatografija, su tolimesne misraus veikimo chromatografija ir katijony mainy
chromatografija. ’

9. Budas pagal 8 punktg, besiskiriantis tuo, kad minéta heterodimerinio
baltymo renatdracijg vykdo buferiniame tirpale, kurio pH 7,5 — 8,5 esant 2M karbamido
koncentracijai, dalyvaujant ditiotreitoliui ir oksiduotam glutationui, kuriy molinis santykis
yra 5-1:1-5; pirmenybe teikiant buferiniam tirpalui, kurio pH 8.0, ir DTT:GSSG
moliniam santykiui 1:5.

10. Budas pagal 8 arba 9 punkta, besiskiriantis tuo, kad stadijos f) anijony
mainy chromatografija vykdo su DEAE-Sepharose FF sorbentu prie pH 7,0-8,5,
pirmenybe teikiant pH reikSmei 7,5, taikant laipting eliucija; misraus veikimo
chromatografijg vykdo su CHT hidroksiapatito sorbentu prie pH 6,5-7,5, pirmenybe
teikiant pH reik§mei 7,2; katijony mainy chromatografija vykdo su SP-Sepharose FF
sorbentu prie pH 4,5-5,2, pirmenybe teikiant pH reik$mei 4,7; gautg tikslinio baltymo

tirpalg koncentruoja ir saugo natrio acetatiniame buferiniame tirpale.

11.  Budas pagal bet kurj i§ 8-10 punkty, besiskiriantis tuo, kad stadijoje a)
minéta DNR fragmenta, koduojant; tikslinj genetiskai sulietg baityma pagal 2-5 punktus,
liungia | ekspresijos plazmide pET21b ir atrinktas plazmides transformuoja j bakterijy E.

coli BL21(DE3) kamiena, ir stadijoje b) minéta producentg kultivuoja LB terpéje 37°C
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temperatiroje iki optinio tankio (ODggonm) 0,8-1,2, induktoriumi naudojant izopropil-B-D-

tiogalaktopiranozida.
12. Sulietas SCF-GCSF baltymas, gautas biidu pagal 8-11 punktus.
13. Sulietas SCF-GCSF baltymas pagal 12 punkta, skirtas naudoti terapijoje.

14. Farmaciné kompozicija, apimanti veiklyji komponentg ir farmaciniu poZidriu
primting  nes$ikli,  skiedikl, ekscipienta ir/arba  pagalbines  medziagas,
besiskirianti tuo, kad veikiusis komponentas apima sulieto baltymo pagal bet
kuri i§ 1-5 arba 12-13 punkty terapikai veiksminga kieki.
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