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ISradimo sritis

Sis iSradimas susijes su imunomoduliuojanéiu chimeriniu baltymu, kuris yra
naudingas kaip antivirusiné ir prie$navikiné priemoné. Labiausiai $is iSradimas susijgs
su genu, koduojanciu Zmogaus interferong alfa, sulietg su tokiu paciu arba kitokiu
interferonu alfa (pageidautina Zmogaus interferonu alfa-2b) arba kitokiu citokinu
(pageidautina Zmogaus natyviu subrendusiu onkostatino M baltymu). Sulieto
chimerinio konstrukto N-galo arba C-galo fragmentu gali bati IFNa5. Taip pat Sis
iSradimas susijes su minéto chimerinio geno jterpimu | tinkamg Seimininka,
rekombinantinio kamieno kultliros gavimu ir heterologinio polipeptido raiSkos
stimuliavimu bei jo kaupimusi netirpiuose intarpiniuose kiineliuose. I1Sradimas taip pat
numato fermentinj anks¢iau minéto sulieto baltymo gamybos bldg kartu apimant; ir
tinkama baltymo gryninimo biida. Sis i§radimas ypa¢ susijes su sulieto baltymo gavimu
naudojant atitinkamg gena, jterptg j rekombinantinj Escherichia coli kamieng, taip
uztikrinant N-metionilintg subrendusio baltymo formg. Be to, iSradimas taip apima
minéto baltymo iSskyrimo i§ netirpios bakterinio kamieno frakcijos ir gryninimo badu
tirpinant (soliubilizuojant), oksiduojant ir atliekant medziagos chromatografija.

Suformulucjamas stabilus iSskirto baltymo preparatas.

ISradimo technikos lygis

Interferonai yra gerai Zinomi farmacijos rinkoje baltymai, kurie yra svarbis
daugumos vezZiniy ir hepatito susirgimy gydymo komponentai. Sie citokinai pasizymi
antivirusiniu, prieSnavikiniu ir imunomoduliuojanciu aktyvumu, ir jy raiSka placiai
pasireiSkia vykstant jvairiems imunogeniniams procesams. IFNa2b ir IFNa5 yra alfa
interferonai, kurie skirtingu giminingumu jungiasi prie to paties IFNAR1/2 receptoriaus
komplekso ir kurie gali vienas kitg papildyti, pvz., gydant nuo hepatito C. OSM
naudojimas gydant piktybinius navikus paprastai blna susijes su gydymo periodu
pasireiskiantiomis neutropeninémis infekcijomis, gydant pvz., krities vezj, limfomg ar
leukemija.

Interferonai, pasizymédami antivirusiniu, prieSnavikiniu ir
imunomoduliuojanciu aktyvumu, kartu veikia Igsteliy augimg ir diferenciacijg su
kryZminiu aktyvumu hormony (epinefrino, adrenokortikotropino) funkcijy atzvilgiu
(Dummer, R.; Mongana, J. 2009. Long term pegylated inteferon-a and its potential in
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the treatment of melanoma. Biologics: targets & therapy 3: 169-182). Siuo metu
interferonai sudaro svarbig biofarmaciniy preparaty grupe gydant jvairias autoimunines
ir véZines ligas, taip pat laikytini preparatais, stimuliuojanéiais imuninj atsakg |
virusinius patogenus. Rekombinantiniai interferony preparatai yra registruoti rinkoje
kaip naudotini gydant keletg vézio rusiy (alfa interferonai ir natiralis plazmos
interferony misiniai), hepatita B ir C (alfa interferonai), iSsetine skleroze¢ (beta
interferonas), reumatoidinj artritg (gama interferonai) bei kaip profilaktiniy vakciny
adjuvantai ar koadjuvantai (Crommelin, D. J. A.; Sindelar, R. D. 1997. Pharmaceutical
biotechnology. Harwood academic publishers. 369 p. ISBN 90-5702-249-4; Wang, H.,
et al. 2010. Recombinant human interferon-like proteins. JAV patentas Nr:
20100099612. Wang, W., et al. 2008. Effects of high-dose IFNa2b on regional lymph
node metastases of human melanoma: modulation of STAT5, FOXP3, and IL-7.
Clinical cancer research 14: 5314 — 8320). Interferonas alfa taip pat naudojamas
gydant plaukuotyjy lasteliy leukemijg, su AIDS susijusia Kapo8i sarkoma, letine
mielogenine leukemijg ir inksty lasteliy karcinoma.

Del jy antivirusinio ir prieSnavikinio aktyvumo kartu su jtaka jgimtojo
nespecifinio imuniteto reakcijoms, dauguma gydymo metody medicinoje naudoja alfa
interferonus rekombinantiniy baltymy arba natdraliy miSiniy, kuriuos iSskiria uzkréstos
Zmogaus limfocity lasteliy kultaros, formoje.

Yra zinoma daugybé patenty, kur apraSomi jvairls rekombinantinio interferono
preparatai jvairiy Seimininky organizmuose (W02004039996, WO 2007022799, WO
2011109556 ir kt.).

Taciau Sie baltymo preparatai paprastai organizme iSlieka trumpai, todél
gydant naudojamos dideliy koncentracijy dozeés, dél ko toliau pasireiSkia stipris
neigiami Salutiniai poveikiai (Crommelin, D. J. A.; Sindelar, R. D. 1997. Pharmaceutical
biotechnology. Harwood academic publishers. 369 p. ISBN 90-5702-249-4). Siekiant
sumazinti Siuos poveikius, konstruojami chimeriniai interferony analogai, kuriy
toksiskumas mazesnis, o pusamzis plazmoje ilgesnis, tokiu blidu dozés koncentracija
gali bati mazinama (W02007002233 ir kt.).

Siekiant pagerinti farmakokinetines interferony savybes ir sumazinti doziy
daznj, buvo sukurta keletas stabilizavimo strategijy, tokiy kaip asociacija su
cheminémis liekanomis, pavyzdzZiui, 2-sulfo-9-fluorenilmetoksikarbonilu,

rekombinantinis ilgo poveikio Zmogaus albumino sulietas baltymas, ir kitokie metodai,
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pvz., baltymo prijungimas prie stambesniy struktiry, tokiy kaip polietileno glikolis.

Interferonas alfa-2b yra vienas labiausiai istity anks¢iau minétos Seimos
potipiy, skirtas gydyti jvairias véZio rasis bei hepatitg B ir C (Crommelin, D. J. A;
Sindelar, R. D. 1997. Pharmaceutical biotechnology. Harwood academic publishers.
369 p. ISBN 90-5702-249-4). Yra parodyta (W09958143), kad interferono alfa 5
baltymas turi didelj hepatito C gydymo potenciala, nes tokios infekcijos metu sio

baltymo kiekis sumazeéja.

Yra Zinomi ir sukonstruoti jvairtis $iy baltymy rekombinantiniai analogai —
sulieti baltymai su Zmogaus serumo albuminu, jvairiais alfa interferono fragmentais
arba Ig Fc receptoriaus segmentais (WO0069913, kt.), polipeptidy ir polinukleotidy
fragmenty deriniai, skirti gydymui ir diagnostikai (WO03000896, kt.). Daug tirta
kombinuota terapija derinant IFNa2b su IFNa5, tagiau vis dar lieka neaisku, ar gydant
abiem baltymais pasiekiamas didesnis efektyvumas.

Dauguma interferony, tarp jy ir anks€iau minéti IFNa2b ir IFNa5,
ekspresuojami rekombinantinése bakterinése sistemose dél jy auksto produktyvumo
ir baltymy neglikozilinimo (Loignon, M., et al. 2008. Stable high volumetric production
if glycosylated human recombinant IFNalpha2b in HEK293 cells. BMC Biotechnology
8. 65).

Tiek IFNaz2b, tiek IFNab5 jungiasi prie to paties IFNAR1/2 receptoriaus
komplekso, tadiau sukelia kiek skirtingas reakcijy grandines (Jaks E., Gavutis M., Uzé
G., Martal J., Piehler J.: Differential receptor subunit affinities of type | interferons
govern differential signal activation. J Mol Biol 2007, 366(2): 525-539). Nors buvo
parodyta, kad citokino kovakcinavimas siekiant sukurti efektyvias virusines vakcinas,
turi didelj potencialg ir ypa€ pagerina imuniteta, kurj sukelia virusinés DNR vakcinos
nuo ZIV, visgi transgeniniy peliy kombinuotas gydymas derinant IFNa5 ir IFNa6
nedavé pakankamai reikSmingy klinikiniy tyrimy rezultaty.

Sulietojo baltymo formos kompleksas, kuriame | tipo IFN yra prijungtas prie
Zmogaus interferono o/p receptoriaus kovalentine jungtimi arba peptidiniu linkeriu, yra
atkleistas patente EP1037658 (1997-12-19 prioritetas).

Toks suligjimas imituoja tam tikrg medZiagy apykaitos blkle, kai | tipo

interferonai organizme cirkuliuoja susijunge su savo ftirpiais receptoriais. Kai
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pasiekiama tam tikra IFN ir jo receptoriaus koncentracija, tai gali sumazZinti ir suletinti
imuninj atsakg dél tirpiy receptoriy kraujo plazmoje konkurencinio jungimosi. Dél Sios
priezasties toks sulietas baltymas gali tiek skatinti, tiek slopinti prieSuzdegiminj atsaka,

priklausomai nuo paciento ir ligos eigos.

Patente EP2412730 (2009-03-27 prioritetas) atskleistas sulietas baltymas,
apimantis interferono alfa baltyma, sulietg su citoplazminiu transdukcijos peptidu, ir
papildomai prijungtg polietileno glikolj. Tai leidZia kurti vaistus baltymo pagrindu, kuriy
mazos dozés veiksmingos jvairiy kepeny ligy, susijusiy su virusinémis infekcijomis,

profilaktikai arba gydymui.

Vaistiniy medziagy gamyboje atsiradus pegilinimo technologijoms, tai tapo
viena i§ svarbiausiy strategijy siekiant prailginti farmakokinetinj aktyvumg. Tadiau
pegilinimas stipriai slopina absorbcijg Igsteliy lygyje ir endosominj iSlaisvinima, kas
pasireiSkia Zenkliu pristatymo sistemos aktyvumo praradimu. Stambios PEG grupés
didina hidrodinaminj molekulés tirj, taip kad tampa mazai tikétinas iSskyrimas per
inkstus dél inksty pamatinés membranos maZo pralaidumo. Sios dvi pegilinto baltymo
savybés gali bati lemtingos ilgiems klinikiniams tyrimams, net jei jie pasizymi prailgintu

veikimu ir mazy doziy veiksmingumu.

Sulietas baltymas, pasizymintis inferferono alfa biologiniu aktyvumu ir galintis
koncentruoti interferong alfa kepenyse, yra Zinomas i$ patento EP1187852 (prioritetas
1999.05.19). Toks sulietas baltymas kryptimi nuo N galo j C galg apima imunoglobulino
Fc sritj, gautg i§ IgG1 arba IgG3, ir tikslinj baltyma, kurj sudaro interferonas alfa. Fc
sritis ir tikslinis baltymas yra sujungti betarpiskai arba polipeptidiniu jungtuku (linkeriu).
Sis sulietas baltymas naudojamas gydant kepeny ligas, ypaé hepatita.

Siame patente minétas sulietas baltymas turi du pagrindinius trakumus. Toks
sulietas baltymas yra skirtas kepenims ir yra naudotinas tik gydant hepatitg B arba C.
Minéty imunoglobulino Fc sri¢iy prijungimas, gydant ilgesnj laika, gali sukelti
neutralizuojanciy antiklGny susidaryma, dél kuriy sumazéja terapinis efektas ir paciento
atsparumas ilgalaikiam gydymui.

Sulietas baltymas pagal misy siGloma iSradimg yra universalesnis: suliejus
IFN alfa 5 su interferonu alfa 2b, jis gali bati aktyvus pasikartojanéios melanomos
gydyme. Sulieti alfa 2b baltymai (tiek IFNa5-IFNa2b, tiek IFNa2b-IFNa5) gali bati
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skiriami imunitetui moduliuoti, jvairioms véZio formoms (melanomoms, limfomoms ir
sarkomoms) gydyti, o taip pat prie$ virusus, pvz., Artimyjy Ryty respiratorinio sindromo
koronavirusg, arba tokiy odos sutrikimy atvejais, kaip ZPV infekcijy sukeliami odos ar
gleivinés pazeidimai. Suliejus su citokinu OSM, toks baltymas gali biti skiriamas létinio
hepatito C gydymui, kai gydymas vien IFNa5 neveiksmingas. Bendrai paémus,
sitilomo i§radimo sulieti baltymai néra skirti vienam konkre¢iam Zmogaus organui, bet
demonstruoja kombinuotos terapijos poZzymius, ir gali bati skiriami, gydant platy

virusiniy ir véziniy ligy spektra.

IS to, kas iSdéstyta, aiSku, kad poreikis sulétinti pasi$alinimo i§ plazmos greitj,
kas leisty naudoti mazesnes dozes ir susilpninty $alutinius poveikius, yra reali ir aktuali

Sios srities problema.

Todél kuriant sulietg baltymg, pagamintg i§ dviejy viso ilgio interferony, baty
jdomu iSbandyti tokio chimerinio baltymo antivirusinj aktyvuma ir pasi$alinimo greitj.

Kita rimta techniné problema yra susijusi su sunkumais iSskiriant ir ypac
gryninant tokius naujus sulietus baltymus. Siekiant jveikti $ig problema, reikia iSrasti
subalansuotg viso proceso, skirto efektyviai gauti tikslinj produkta, sistema, kiek
jmanoma i$saugant suliejimo partneriy aktyvumo tipa.

ApibréZzimai

Aiskumo delei Cia pateikiamos kai kuriy $io iSradimo kontekste naudojamy
terminy ir i8sireiS8kimy reik§mes.

Terminu ,interferonas alfa 5" (arba IFNa5) ¢ia ir toliau vadinamas baltymas,
gaminamas leukocituose, kuris akivaizdZiai daugiausiai yra susijes su jgimtuoju
imuniniu atsaku j virusines infekcijas ir kuris gali prisijungti prie specifinio lgstelés
pavirSiaus receptoriaus komplekso, Zinomo kaip IFNa receptorius (IFNAR). IFNa5
apima baltymus, kuriy (I) aminortig8¢iy seka yra bent i§ esmés identika natyvaus
IFNa5 baitymo aminoriig$¢iy sekai, ir kurie (Il) pasizymi natyviam IFNa5 badingu
biologiniu aktyvumu.

Terminu interferonas alfa 2b“ (IFNa2b) vadinamas normaliy Zmogaus

leukocity gausiausiai gaminamas interferonas alfa 2b. Leukocity gaminamas IFNa2b
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priklauso interferony $eimai ir yra daugiausiai susijes su jgimtuoju imuniniu atsaku |
pladig virusiniy infekcijy grupe, pvz., hepatito B ir C. Rekombinantinj IFNa2b skiria
pacientams,  sergantiems  pasikartojanéiomis = melanomomis, bei  kaip
imunomodauliuojancig priemone, siekiant sustiprinti jgimtos imuninés sistemos atsaka |
virusinius patogenus veikiant iSorinius Igstelés receptorius ir stimuliuojant $eimininko

vidulgstelinj ir ekstralgstelinj aktyvuma.

Terminu ,onkostatinas M* (OSM) vadinamas baltymas, kurj gamina aktyvintieji
T limfocitai, monocitai, mikroglijos. Pagal savo struktdrg ir funkcijas jis priskiriamas
hematopoetiniy ir neutrofiniy citokiny, zinomy kaip interleukinai 6 (IL6) tipo citokiny
$eima, podeimiui. Zmogaus OSM signalo perdavimas sglygotas jo prisijungimu prie
dviejy receptoriy kompleksy: | tipo OSM receptoriaus komplekso (LIF receptoriaus),
susidedandio i§ interleukino 6 signalo keitiklio (gp130) ir leukemijos slopinimo
faktoriaus receptoriaus (LIFR) subvienety bei Il tipo OSM komplekso (OSM
receptoriaus), susidedangio i§ gp130 ir OSM receptoriaus beta (OSMR) subvienety.

Toliau vartojamu terminu ,chimerinis IFNa5 baltymas* vadinamas baltymas,
kurj produkuoja mikroorganizmai, transformuoti panaudojant sulietg gena, koduojant;
baltymg, kur N-galinés arba C-galinés dalies aminoriigs€iy seka yra bent i§ esmés
identiSka natyvaus Zzmogaus IFNa5 aminortgs¢iy sekai.

IS esmés identiSka aminorlgsé&iy seka“ reiSkia, kad sekos yra identiskos arba
skiriasi vienos ar daugiau (iki 5 %) konservatyviy aminorag$ciy mutacijomis arba
pakeitimais (t. y. delecijomis, intarpais ar pakaitais), kurie nesukelia neigiamy funkciniy
skirtumy tarp rekombinantinio baltymo ir natyvaus Zmogaus IFNa5, IFNa2b arba OSM.
Sekos procentinj identiSkumg galima nustatyti naudojant programa BLAST
(.blast2seq”, numatytieji parametrai) [Tatutsova and Madden, FEMS Microbiol. Lett.,
174, 247-250 (1990)].

Cia vartojamu terminu ,mikroorganizmas, produkuojantis IFNa5 sulietg
baltymg" vadinamas mikroorganizmas, kuris buvo geneti§kai modifikuotas taip, kad
gaminty baltyma, pasizymintj su Zmogaus IFNa5 siejamu biologiniu aktyvumu.
vadinama E. coli Igstele Seimininke, kuri buvo geneti$kai modifikuota taip, kad gaminty
baltyma, pasiZzymintj su IFNa5 siejamu biologiniu aktyvumu.

Terminai ,plazmidé“, ,vektoriaus sistema“ arba ,raiskos vektorius* reigkia
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konstrukta, galintj vykdyti ekspresijg in vivo arba in vitro. Sio isradimo kontekste tokie
konstruktai gali bati naudojami, j lasteles Seimininkes jterpiant genus, koduojancius

tikslinius sulietus baltymus.

Optimaliai raiskos vektorius yra jjungiamas j tinkamo $eimininko organizmo

genoma. Terminas jjungtas” optimaliai apima stabily jungimasi j genoma.

Terminas ,reguliacinés sekos“ apima promotorius, stipriklius ir kitus raiskos
reguliacijos signalus. Reguliacine seka, ,funkciskai susieta” su koduojanciaja seka, yra
prijungta tokiu biidu, kad koduojanéios sekos raiSka pasiekiama sglygomis, kurios

suderinamos su kontroliuojan€iomis sekomis.
Terminas ,promotorius* vartojamas $ioje srityje jprasta prasme, pvz., RNR
polimerazes jungimosi vieta.

Terminas ,lgstelé $eimininké” Sio iSradimo kontekste apima bet kurig Igstele,
turingia arba nukleotidy seka, arba raiSkos vektoriy, aprasytus aukciau, ir kuri yra
naudojama rekombinantiniu bldu gauti tikslinj sulieta baltyma, pasizymint;

specifinémis savybémis, kurios nurodytos &ia arba $io iSradimo biido aprasyme.

Kaip ,i$skirtas" ir/arba ,i§grynintas" suprantamas IFNab sulietas baltymas, kai
jis yra santykinai grynas, t. y. maziausiai apie 90 % grynumo, pageidautina bent apie
95 % grynumo, geriausia bent 98 % grynumo.

ISRADIMO ATSKLEIDIMAS

ISradimo esmé

Pagrindinis Sio iSradimo tikslas yra sulietas baltymas, apimantis interferong
alfa 5 (IFNab5), kurio bendroji formulé yra (1) arba (ll),

IFNa5 - X X - 1FNab
(1) (I
kur suliejimo partneris X yra kitas interferonas alfa arba citokinas.

Konkrediau siGlomas iSradimas apima sulietus baltymus, kuriuose IFNa5 yra
rekombinantinis Zmogaus interferonas alfa 5 ir X yra pasirenkamas i§ grupés,
susidedangios i§ IFNa5, IFNa2b ir onkostatino.
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Sio isradimo objektai apima tokius baltymus, kaip:

IFNa5-IFNa5 homodimeras, kurio aminoriig$ciy seka yra SEQ ID No: 1 arba
kurio seka yra jai identiSka maziausiai 95 %;

IFNa2b-IFNa5 heterodimeras, kurio aminoriig$¢iy seka yra SEQ ID No: 2 arba
kurio seka yra jai identiSka maziausiai 95 %;

IFNa5-IFNa2b heterodimeras, kurio aminoriig¢iy seka yra SEQ ID No: 3 arba
kurio seka yra jai identiSka mazZiausiai 95 %;

IFNa5-OSM heterodimeras, kurio aminoriigé¢iy seka yra SEQ ID No: 4 arba
kurio seka yra jai identiSka maziausiai 95 %;

OSM-IFNa5 heterodimeras, kurio aminorigs¢€iy seka yra SEQ [ID No: 5 arba
kurio seka yra jai identiSka maziausiai 95 %.

Optimaliame jgyvendinimo variante Sio iSradimo sulietas baltymas pasizymi
IFNa5 badingu biologiniu aktyvumu ir kartu prailgintu pasi$alinimo i§ organizmo laiku,
bent jau Ziurkiy serumo meginiuose.

DNR fragmentas, koduojantis minéta sulietg baltyma, turi koduojanéiaja seka,
pasirinkta i§ grupés, susidedangios i§ SEQ ID No: 6, SEQ ID No: 7, SEQ ID No: 8,
SEQ ID No: 9, SEQ ID No: 10, arba sekos, koduojancios tg patj baltyma. Tinkamas
vektorius, apimantis DNR fragmenta, koduojantj sulietg Sio iSradimo baltymg, yra
pasirinktas i§ grupés, susidedandios i§ pET21b+, pET28a+, pUCS57/T arba pT7,
optimaliai yra pET21b+.

Kitas Sio iSradimo aspektas yra sulieto baltymo pagal sitlomg iSradima
gamybos bidas vykdant raiSkg atitinkamoje Iasteléje Seimininkéje, kur blidas apima
stadijas, kuriose:

a) paruosia lgsteles $eimininkes, produkuojanéias minétg IFNa5 sulietg
baltyma;

b) kultivuoja Igsteles Seimininkes sglygomis, efektyviomis ekspresuoti minéta
IFNa5 sulietg baltyma tinkamoje fermentacijos terpéje;

c) iSskiria ir grynina ekspresuotg IFNa5 sulietg baltyma.
Sio i$radimo badas skiriasi tuo, kad:

- minetas iSskyrimas yra iSskyrimas i$ b) stadijoje gauto misinio, apimangio tikslinj
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sulieta baltyma intarpiniy kiineliy pavidalu, vykdant jy tirpinimg ir po to — oksidacine
renatlracija; ir
- minétas gryninimas yra trijy pakopy chromatografinis apdorojimas, kuriame:

minéta misinj, apimantj renatiruotg IFNa5 sulietg baltymg, apdoroja hidrofobinés

sgveikos chromatografija;
po to gauta pries tai einancioje pakopoje misinj veikia anijony mainy chromatografija;
ir toliau gautg ankstesnéje pakopoje tirpalg grynina katijony mainy chromatografija.

Salygos, efektyvios ekspresuoti minéta IFNa5 sulietg baltyma, apima
indukcijg, optimaliai su izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidu (IPTG), optimaliai IPTG
esant 0,1mM - 1 mM koncentracijos, geriausia 0,5 mM koncentracijos, ir indukcija

nebitinai yra perkelta j ankstyvg auginimo stadija.

Viename i§ iSradimo jgyvendinimo varianty lgstelé Seimininke yra pasirenkama
i§ E. coli, S. cerevisiae, K. lactis, optimaliai E. coli, geriau - proteaziy neturincio E. coli
kamieno, tokio kaip E. coli BL21 ir Rosetta gami-2, geriausia - E. coli BL21, ir kur
fermentacijai tinkama terpé yra bet kuri sudétiné terpé, apimanti mieliy ekstraktg kaip
azoto $altinj ir gliukoze kaip anglies $altinj, optimaliai MOm terpé.

Kitame iSradimo jgyvendinimo variante tirpinimo stadijg atlieka chaotropiniame
ir denatliruojanéiame tirpale, kuris apima 6-8 M karbamidg arba 4-6 M guanidino
hidrochloridg, optimaliai 6 M guanidino hidrochloridg, nebutinai turintf 20 mM
ditiotreitolio DTT.

Oksidacine renatiracijg pagal optimaly sillomo iSradimo jgyvendinimo
variantg vykdo glicino/NaOH burefyje pH intervale 7,0-9,6 ir esant
redukuotojo/oksiduotojo glutationo poros GSH/GSSH santykiui 5-20:1 su buferine
talpg turin€iais priedais, pasirinktais i§ grupés, susidedancios i§ natrio chlorido, natrio
sulfato ir amonio sulfato.

Sio i§radimo trijy pakopy chromatografiniame gryninime hidrofobinés saveikos
chromatografijos sorbentas yra pasirenkamas i§ grupés, susidedancios i§ butil-
Sefarozes, oktil-Sefarozes, fenil-Sefarozés, optimaliai yra fenil-Sefaroze, pH esant
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intervale 8,2-9,2; anijony mainy chromatografijos sorbentas yra pasirenkamas i$
grupés, susidedantios i§ ANX-Sefarozés, Q-Sefarozés, DEAE-Sefarozes, QAE-
Sefarozés, optimaliai Q-Sefarozés arba DEAE-Sefarozes, pH esant intervale 8,6-9,0;
ir katijony mainy chromatografijos sorbentas yra pasirenkamas i§ grupes,
susidedangios i§ S-Sefarozés, SP-Sefarozés ir CM-Sefarozés, optimaliai SP-

Sefarozés arba CM-Sefarozés, pH esant intervale 5,2-5,6.

Kiti $io iSradimo aspektai yra iSradimo bidu gauti sulietas baltymas ir
preparatas, apimantis sulietg baltyma pagal sililomg iSradimg stabilaus tirpalo formoje.
Tiek $io iSradimo sulietas baltymas, tiek preparatas yra skirti naudoti terapijoje.

Farmaciné kompozicija pagal §j iSradimg apima minéto sulieto baltymo arba
minéto preparato terapiskai veiksmingg kiekj ir farmaciniu poZidriu priimting nesikij,

ekscipientg ir/arba pagalbines medziagas.

Toliau iSradimas apraSomas i§samiau, su nuorodomis j pateiktus brézinius ir

pavyzdzZius.

Trumpas bréZiniy apraSymas

Suliety IFNa5 baltymy pagal sitlomg iSradima paruosimas iliustruojamas 1-8
bréZiniais.
Fig.1 yra IFNa5-IFNa5 homodimero klonavimo schema.

Fig. 2 parodyta IFNa2b-IFNa5 heterodimero klonavimo schema.

Fig. 3 pateiktas IFNa2b-IFNaS/pET21b+ genolapis su restrikcijos
endonukleazémis, kurios naudotos atliekant klony restrikcijos schemos analize.

Fig. 4 pateiktos augimo kreivés ir biosintezés parametry charakteristikos
skirtingose augimo terpése, kaip pavyzdj naudojant IFNa2b-IFNa5/pET21b+/E.coli
BL21 (DE3) kamieno sistema.

Fig. 5 pateiktas IFNa2b-IFNa5, ekspresuoto E.coli BL21 (DE3) / pET21b+
sistemoje, SDS-PAGE ir Western-blot analizés vaizdas. 1 takelis — baltymo
molekulines mases markeris; 2 takelis — bendra baltymy frakcija (prie$ indukcijg); 3
takelis — bendra baltymy frakcija (2,5 val. po indukcijos); 4 takelis — tirpiy baltymy
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frakcija (2,5 val. po indukcijos); 5 takelis — netirpiy baltymy frakcija (2,5 val. po
indukcijos); 6 takelis — etaloninis IFNab5 tirpalas.

Fig. 6 pateikiama i§gryninto IFNa2b-IFNa5 baltymo SE-HPLC.

Fig. 7 parodo suformuluotos IFNa2b-IFNa5 sulietos substancijos sidabru
dazytos 15 % SDS-PAGE vaizda. 2 takelis — SP-Sefarozeé FF kolonélés meginys, 10
ug A6 fr.; 3 takelis — SP-Sefaroze FF kolonélés meginys, 1 ng A6 fr.; 4 takelis -
meginys i§ SP-Sefarozé FF koloneélés, 0,1 ug A6 fr. 1 ir 5 takeliai — baltymo molekulines
masés markeris (,Fermentas”, #26616, serija #00079685).

Fig. 8 fig. yra IFNa5-IFNa2b baltymo HPLC vaizdas.

Detalus iSradimo aprasymas

ISradimo objektai

Sio isradimo tikslas yra numatyti bidg gauti rekombinantine DNR, koduojanéia
IFNa5 sulieta baltyma, kuris pasizyméty fizikocheminémis savybémis, panasSiomis |
subrendusio natyvaus IFNa5. Kitas $io iSradimo tikslas yra pagaminti bet kuriuos i$
suliety IFNa5 baltymy kontroliuojamos fermentacijos bidu. Dar vienas $io iSradimo
tikslas yra gauti IFNa5 sulietg baltymg grynoje formoje. Papildomas $io iSradimo tikslas
yra pagaminti farmacine kompozicijg, apimanéig minétg IFNa5 sulietg baltyma.

Kaip paminéta ankséiau, pagrindiniai Sio iSradimo objektai yra sulieti IFNa5
baltymai, kuriy bendroji formulé yra (1) arba (), gaunami $io iSradimo bidu, kur abu
partneriai yra suliejami betarpiSkai, be linkerio. Papildomos linkerio aminorigsc&iy
sekos kartais ne visada pageidaujamos deél jy nenuspejamo toksiSkumo, jtakos
susivyniojimo bei proteolizés procesams ir dél biopanadumo aspekty.

Konkrec€iais iSradimo jgyvendinimo atvejais tinkami yra 1 lenteléje Zemiau
iSvardyti sulieti IFNa5 baltymai.

1 lentele
Sekos ID | Sulietas Molekuline | Aminorig$¢iy seka
Nr. baitymas mase
1 IFNa5-IFNa5 | 39161,7 | MCDLPQTHSLSNRRTLMIMAQMGRISPFS

CLKDRHDFGFPQEEFDGNQFQKAQAISV
LHEMIQQTFNLFSTKDSSATWDETLLDKF
YTELYQQLNDLEACMMQEVGVEDTPLMN
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VDSILTVRKYFQRITLYLTEKKYSPCAWEV
VRAEIMRSFSLSANLQERLRRKECDLPQT
HSLSNRRTLMIMAQMGRISPFSCLKDRHD
FGFPQEEFDGNQFQKAQAISVLHEMIQQT
FNLFSTKDSSATWDETLLDKFYTELYQQL
NDLEACMMQEVGVEDTPLMNVDSILTVR
KYFQRITLYLTEKKYSPCAWEVVRAEIMR
SFSLSANLQERLRRKE

IFNa2b-
IFNa5

38906,5

MCDLPQTHSLGSRRTLMLLAQMRRISLFS
CLKDRHDFGFPQEEFGNQFQKAETIPVLH
EMIQQIFNLFSTKDSSAAWDETLLDKFYTE
LYQQLNDLEACVIQGVGVTETPLMKEDSIL
AVRKYFQRITLYLKEKKYSPCAWEVVRAEI
MRSFSLSTNLQESLRSKECDLPQTHSLSN
RRTLMIMAQMGRISPFSCLKDRHDFGFPQ
EEFDGNQFQKAQAISVLHEMIQQTFNLFS
TKDSSATWDETLLDKFYTELYQQLNDLEA
CMMQEVGVEDTPLMNVDSILTVRKYFQRI
TLYLTEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSLSA
NLQERLRRKE

IFNa5-
IFNa2b

38906,5

MCDLPQTHSLSNRRTLMIMAQMGRISPFS
CLKDRHDFGFPQEEFDGNQFQKAQAISV
LHEMIQQTFNLFSTKDSSATWDETLLDKF
YTELYQQLNDLEACMMQEVGVEDTPLMN
VDSILTVRKYFQRITLYLTEKKYSPCAWEV
VRAEIMRSFSLSANLQERLRRKECDLPQT
HSLGSRRTLMLLAQMRRISLFSCLKDRHD
FGFPQEEFGNQFQKAETIPVLHEMIQQIFN
LFSTKDSSAAWDETLLDKFYTELYQQLND
LEACVIQGVGVTETPLMKEDSILAVRKYFQ
RITLYLKEKKYSPCAWEVVRAEIMRSFSLS
TNLQESLRSKE

IFNa5-OSM

41788,7

MCDLPQTHSLSNRRTLMIMAQMGRISPFS
CLKDRHDFGFPQEEFDGNQFQKAQAISV
LHEMIQQTFNLFSTKDSSATWDETLLDKF
YTELYQQLNDLEACMMQEVGVEDTPLMN
VDSILTVRKYFQRITLYLTEKKYSPCAWEV
VRAEIMRSFSLSANLQERLRRKEAAIGSC
SKEYRVLLGQLQKQTDLMQDTSRLLDPYI
RIQGLDVPKLREHCRERPGAFPSEETLRG
LGRRGFLQTLNATLGCVLHRLADLEQRLP
KAQDLERSGLNIEDLEKLQMARPNILGLR
NNIYCMAQLLDNSDTAEPTKAGRGASQP
PTPTPASDAFQRKLEGCRFLHGYHRFMH
SVGRVFSKWGESPNRSRR

OSM-IFNa5

41788,7

MAAIGSCSKEYRVLLGQLQKQTDLMQDT
SRLLDPYIRIQGLDVPKLREHCRERPGAF
PSEETLRGLGRRGFLQTLNATLGCVLHRL
ADLEQRLPKAQDLERSGLNIEDLEKLQMA
RPNILGLRNNIYCMAQLLDNSDTAEPTKA
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GRGASQPPTPTPASDAFQRKLEGCRFLH
GYHRFMHSVGRVFSKWGESPNRSRRCD
LPQTHSLSNRRTLMIMAQMGRISPFSCLK
DRHDFGFPQEEFDGNQFQKAQAISVLHE
MIQQTFNLFSTKDSSATWDETLLDKFYTE
LYQQLNDLEACMMQEVGVEDTPLMNVDS
ILTVRKYFQRITLYLTEKKYSPCAWEVVRA
EIMRSFSLSANLQERLRRKE

Mikroogranizmas, produkuojantis IFNa5 sulietg baltyma, gali bati sukuriamas

jterpiant DNR fragmenta/nukleortigsties molekule, koduojandig chimerinj baltyma.

Konkretis i§radimo jgyvendinimo variantai apima $io iSradimo sulietus IFNad

baltymus koduojancias sekas, nurodytas Zemiau 2 lenteléje

2 lentelé
Sekos | Sulietas Koduojanti seka
ID Nr. | baltymas
6 IFNa5- ATGTGTG ATCTGCCGCA GACCCACTCC CTGTCTAACC
IFNa5 GTCGTACTCT GATGATCATG GCACAGATGG
GTCGTATCTC TCCTTTCTCC TGCCTGAAGG
ACAGACATGA CTTTGGATTT CCTCAGGAGG
AGTTTGATGG CAACCAGTTC CAGAAGGCTC
AAGCCATCTC TGTCCTCCAT GAGATGATCC
AGCAGACCTT CAATCTCTTC AGCACAAAGG
ACTCATCTGC TACTTGGGAT GAGACACTTC TAGACAAATT
CTACACTGAA CTTTACCAGC AGCTGAATGA
CCTGGAAGCC TGTATGATGC AGGAGGTTGG
AGTGGAAGAC ACTCCTCTGA TGAATGTGGA
CTCTATCCTG ACTGTGAGAA AATACTTTCA AAGAATCACT
CTCTATCTGA CAGAGAAGAA ATACAGCCCT
TGTGCATGGG AGGTTGTCAG AGCAGAAATC

ATGAGATCCT TCTCTTTATC AGCAAACTTG CAAGAACGTT
TACGTCGTAA GGAATGTG ATCTGCCGCA GACCCACTCC

CTGTCTAACC GTCGTACTCT GATGATCATG
GCACAGATGG GTCGTATCTC TCCTTTCTCC
TGCCTGAAGG ACAGACATGA CTTTGGATTT
CCTCAGGAGG AGTTTGATGG CAACCAGTTC
CAGAAGGCTC AAGCCATCTC TGTCCTCCAT
GAGATGATCC AGCAGACCTT CAATCTCTTC
AGCACAAAGG ACTCATCTGC TACTTGGGAT
GAGACACTTC TAGACAAATT CTACACTGAA CTTTACCAGC
AGCTGAATGA CCTGGAAGCC TGTATGATGC
AGGAGGTTGG AGTGGAAGAC ACTCCTCTGA
TGAATGTGGA CTCTATCCTG ACTGTGAGAA AATACTTTCA
AAGAATCACT CTCTATCTGA CAGAGAAGAA
ATACAGCCCT TGTGCATGGG AGGTTGTCAG
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AGCAGAAATC ATGAGATCCT TCTCTTTATC AGCAAACTTG
CAAGAACGTT TACGTCGTAA GGAATAA

IFNab- ATGTGTG ATCTGCCGCA GACCCACTCC CTGTCTAACC
IFNa2b GTCGTACTCT GATGATCATG GCACAGATGG
GTCGTATCTC TCCTTTCTCC TGCCTGAAGG
ACAGACATGA CTTTGGATTT CCTCAGGAGG
AGTTTGATGG CAACCAGTTC CAGAAGGCTC
AAGCCATCTC TGTCCTCCAT GAGATGATCC
AGCAGACCTT CAATCTCTTC - AGCACAAAGG
ACTCATCTGC TACTTGGGAT GAGACACTTC TAGACAAATT
CTACACTGAA CTTTACCAGC AGCTGAATGA
CCTGGAAGCC TGTATGATGC AGGAGGTTGG
AGTGGAAGAC ACTCCTCTGA TGAATGTGGA
CTCTATCCTG ACTGTGAGAA AATACTTTCA AAGAATCACT
CTCTATCTGA CAGAGAAGAA ATACAGCCCT
TGTGCATGGG AGGTTGTCAG AGCAGAAATC
ATGAGATCCT TCTCTTTATC AGCAAACTTG CAAGAACGTT
TACGTCGTAA GGAA TGTG ATCTGCCGCA GACTCACTCT
CTGGGTTCTC GTCGTACTCT GATGCTGCTG
GCTCAGATGC GTCGTATCTC TCTTTTCTCT
TGCCTGAAAG ACCGTCATGA CTTCGGTTTC
CCGCAGGAAG AGTTCGGTAA CCAGTTCCAG
AAAGCTGAAA CTATCCCTGT TCTGCATGAA
ATGATCCAGC AAATCTTCAA CCTGTTCTCT ACTAAAGACT
CTTCTGCTGC TTGGGACGAA ACCCTGCTGG
ACAAATTCTA CACTGAACTG TACCAGCAAC
TCAACGACCT CGAGGCTTGT GTTATTCAGG
GCGTTGGTGT TACCGAAACT CCGCTGATGA
AAGAGGATAG CATCCTGGCT GTTCGCAAGT
ATTTCCAGCG TATCACTCTT TACCTGAAGG AAAAGAAGTA
TAGCCCGTGT GCTTGGGAAG TTGTTCGTGC
TGAGATCATG CGTTCCTTCT CCCTGTCTAC
TAACCTGCAG GAATCTCTGC GTTCTAAGGA ATAG
IFNa2b- ATGTGTG ATCTGCCGCA GACTCACTCT CTGGGTTCTC
IFNaS GTCGTACTCT GATGCTGCTG GCTCAGATGC
GTCGTATCTC TCTTTTCTCT TGCCTGAAAG ACCGTCATGA
CTTCGGTTTC CCGCAGGAAG AGTTCGGTAA
CCAGTTCCAG AAAGCTGAAA CTATCCCTGT
TCTGCATGAA ATGATCCAGC AAATCTTCAA CCTGTTCTCT
ACTAAAGACT CTTCTGCTGC TTGGGACGAA
ACCCTGCTGG ACAAATTCTA CACTGAACTG
TACCAGCAAC TCAACGACCT CGAGGCTTGT
GTTATTCAGG GCGTTGGTGT TACCGAAACT
CCGCTGATGA AAGAGGATAG CATCCTGGCT
GTTCGCAAGT ATTTCCAGCG TATCACTCTT
TACCTGAAGG AAAAGAAGTA TAGCCCGTGT
GCTTGGGAAG TTGTTCGTGC TGAGATCATG
CGTTCCTTCT CCCTGTCTAC TAACCTGCAG
GAATCTCTGC GTTCTAAGGAA TGTG ATCTGCCGCA
GACCCACTCC CTGTCTAACC GTCGTACTCT
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GATGATCATG GCACAGATGG GTCGTATCTC
TCCTTTCTCC TGCCTGAAGG ACAGACATGA
CTTTGGATTT CCTCAGGAGG AGTTTGATGG
CAACCAGTTC CAGAAGGCTC AAGCCATCTC
TGTCCTCCAT GAGATGATCC AGCAGACCTT
CAATCTCTTC AGCACAAAGG ACTCATCTGC
TACTTGGGAT GAGACACTTC TAGACAAATT CTACACTGAA
CTTTACCAGC AGCTGAATGA CCTGGAAGCC
TGTATGATGC AGGAGGTTGG AGTGGAAGAC
ACTCCTCTGA TGAATGTGGA CTCTATCCTG

ACTGTGAGAA AATACTTTCA AAGAATCACT CTCTATCTGA

CAGAGAAGAA

ATACAGCCCT

TGTGCATGGG

AGGTTGTCAG AGCAGAAATC ATGAGATCCT TCTCTTTATC
AGCAAACTTG CAAGAACGTT TACGTCGTAA GGAATAA

IFNa5-OSM

ATGTGTG ATCTGCCGCA GACCCACTCC CTGTCTAACC

GTCGTACTCT GATGATCATG GCACAGATGG
GTCGTATCTC TCCTTTCTCC TGCCTGAAGG
ACAGACATGA CTTTGGATTT CCTCAGGAGG
AGTTTGATGG CAACCAGTTC CAGAAGGCTC
AAGCCATCTC TGTCCTCCAT GAGATGATCC
AGCAGACCTT CAATCTCTTC AGCACAAAGG
ACTCATCTGC TACTTGGGAT GAGACACTTC TAGACAAATT
CTACACTGAA CTTTACCAGC AGCTGAATGA
CCTGGAAGCC TGTATGATGC AGGAGGTTGG
AGTGGAAGAC ACTCCTCTGA TGAATGTGGA
CTCTATCCTG ACTGTGAGAA AATACTTTCA AAGAATCACT
CTCTATCTGA CAGAGAAGAA ATACAGCCCT
TGTGCATGGG AGGTTGTCAG AGCAGAAATC

ATGAGATCCT TCTCTTTATC AGCAAACTTG CAAGAACGTT
TACGTCGTAA GGAAGCG GCTATAGGCA GCTGCTCGAA

AGAGTACCGC
GAAGCAGACA
CAGACTCCTG
AGGCCTGGAT
CTGCAGGGAG
TGAGGAGACC
GGGCTTCCTG
GGGCTGCGTC
AGAGCAGCGC
GGAGAGGTCT
GGAGAAGCTG
CCTCGGGCTC
GGCCCAGCTG
TGAGCCCACG
TCAGCCGCCC
TGCTTTTCAG

GTTCCTGCAT

CTCAGTGGGG

GTGCTCCTTG
GATCTCATGC
GACCCCTATA
GTTCCTAAAC
CGCCCCGGGG
CTGAGGGGGC
CAGACCCTCA
CTGCACAGAC
CTCCCCAAGG
GGGCTGAACA
CAGATGGCGA
AGGAACAACA
CTGGACAACT
AAGGCTGGCC
ACCCCCACCC
CGCAAGCTGG
GGCTACCATC
CGGGTCTTCA

GCCAGCTCCA
AGGACACCAG
TACGTATCCA
TGAGAGAGCA
CCTTCCCCAG
TGGGCAGGCG
ATGCCACACT
TGGCCGACTT
CCCAGGATTT
TCGAGGACTT
GGCCGAACAT
TCTACTGCAT
CAGACACGGC
GGGGGGCCTC
CTGCCTCGGA
AGGGCTGCAG
GCTTCATGCA
GCAAGTGGGG

GGAGAGCCCG AACCGGAGCC GGAGATAA

10

OSM-IFNa5

ATGGCG GCTATAGGCA GCTGCTCGAA AGAGTACCGC
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GTGCTCCTTG GCCAGCTCCA GAAGCAGACA
GATCTCATGC AGGACACCAG CAGACTCCTG
GACCCCTATA TACGTATCCA AGGCCTGGAT
GTTCCTAAAC TGAGAGAGCA CTGCAGGGAG
CGCCCCGGGG CCTTCCCCAG TGAGGAGACC
CTGAGGGGGC TGGGCAGGCG GGGCTTCCTG
CAGACCCTCA ATGCCACACT GGGCTGCGTC
CTGCACAGAC TGGCCGACTT AGAGCAGCGC
CTCCCCAAGG CCCAGGATTT GGAGAGGTCT
GGGCTGAACA TCGAGGACTT GGAGAAGCTG
CAGATGGCGA GGCCGAACAT CCTCGGGCTC
AGGAACAACA TCTACTGCAT GGCCCAGCTG
CTGGACAACT CAGACACGGC TGAGCCCACG
AAGGCTGGCC GGGGGGCCTC TCAGCCGCCC
ACCCCCACCC CTGCCTCGGA TGCTTTTCAG
CGCAAGCTGG AGGGCTGCAG GTTCCTGCAT
GGCTACCATC GCTTCATGCA CTCAGTGGGG
CGGGTCTTCA GCAAGTGGGG GGAGAGCCCG
AACCGGAGCC GGAGA TGTG ATCTGCCGCA
GACCCACTCC CTGTCTAACC GTCGTACTCT
GATGATCATG GCACAGATGG GTCGTATCTC
TCCTTTCTCC TGCCTGAAGG ACAGACATGA
CTTTGGATTT CCTCAGGAGG AGTTTGATGG
CAACCAGTTC CAGAAGGCTC AAGCCATCTC
TGTCCTCCAT GAGATGATCC AGCAGACCTT
CAATCTCTTC AGCACAAAGG ACTCATCTGC
TACTTGGGAT GAGACACTTC TAGACAAATT CTACACTGAA
CTTTACCAGC AGCTGAATGA CCTGGAAGCC
TGTATGATGC AGGAGGTTGG AGTGGAAGAC
ACTCCTCTGA TGAATGTGGA CTCTATCCTG
ACTGTGAGAA AATACTTTCA AAGAATCACT CTCTATCTGA
CAGAGAAGAA ATACAGCCCT TGTGCATGGG
AGGTTGTCAG AGCAGAAATC ATGAGATCCT TCTCTTTATC
AGCAAACTTG CAAGAACGTT TACGTCGTAA GGAATAA

Paprastai koduojanti seka gali biti raiskos vektoriaus dalis. Cia aprasytos
nukleotidy sekos, tarp jy ir Sio iSradimo nukleotidy sekos, gali blti vektoriuje, kuriame
nukleotidy seka yra funkcikai susieta su reguliacinémis sekomis, galiniomis uztikrinti
tinkamo Seimininko organizmo nukleotidy sekos ekspresija.

Siekiant, kad vykty Sio iSradimo suliety baltymy ekspresija, tinkama Igstelé
Seimininkeé gali bati transformuota, kaip apra8yta toliau, su vektoriais, skirtais naudoti
pagal $j iSradima.

Vektoriaus, pvz., plazmidés, kosmidés ar fago vektoriaus pasirinkimas daznai
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priklauso nuo lastelés $eimininkes, | kurig jis yra jterptinas. Tinkami vektoriai yra
pET21b+, pET28a+, pUCS7/T ir pT7, pirmenybe suteikiant pET21b+ .

Skirti naudoti Siame i§radime vektoriai gali turéti vieng ar daugiau atrankos
markerio geny, tokiy kaip genai, suteikiantys atsparumg antibiotikams, pvz.,
ampicilinui, kanamicinui, chloramfenikoliui arba tetraciklinui. Alternatyviai, atranka gali

bati vykdoma atliekant kotransformacija.

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

Taigi toliau i$radimo jgyvendinimas numato nukleotidy seky gavimo biida,
jterpiant $io iradimo nukleotidy sekg (DNR fragmenta)  replikuotis galintj vektoriy, jj
jterpiant j atitinkama Igstele Seimininke ir auginant Seimininko lgsteles sglygomis,

uztikrinan€iomis vektoriaus replikacija.

Vektorius gali papildomai turéti nukleotidy sekg, leidZian€ig jam replikuotis
konkrecioje lgsteléje Seimininkeje. Tokiy seky pavyzdziai yra plazmidziy pUC19,
pACYC177, pUBHO, pE194, pAMBI, plJ702 ir pBR322 replikacijos pradzZios sekos.

Koduojanéios IFNa5 sulietg baltyma nukleotidy sekos raisSka taip pat gali bati
sustiprinta, pasirenkant heterologines reguliacines sritis, pvz., promotoriaus,
sekrecijos lyderine ir terminatoriaus sritis.

Pageidautina, kad $io iSradimo nukleotidy seka bty funkciSkai susieta bent
su promotoriumi. Tinkamy promotoriy, skirty valdyti nukleotidy sekos transkripcija

tinkamose bakterijy lastelése Seimininkése, pavyzdZiai yra gerai Zinomi $ioje srityje.

Sitlomo iSradimo jgyvendinimas numato Igsteles Seimininkes, transformuotas
arba transfekuotas naudojant nukleotidy seka, kuri ekspresuoja chimerinj baitymg kaip
Cia apra8yta. Pasirinktinos suderinamos su minétu vektoriumi Igstelés, kurios gali b{ti
prokariotinés (pvz., bakterinés), gryby, mieliy arba augaly Iastelés. Geriau, kad
lastelés Seimininkés baty prokariotinés.

Tinkamy bakteriniy organizmy Seimininky pavyzdZiai yra gramteigiamy arba
gramneigiamy bakterijy rasys.
Tinkamas bakterinés Igstelés Seimininkés apima Escherichia coli. Tinkami E.

coli kamienai apima BL21, BL21 (DE3), Rosetta gami-2, JMI09, K12 ir K802, optimaliai
BL21 (DE3) ir Rosetta gami-2.
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Siekiant efektyvesnés raigkos, lgstelées Seimininkés genotipas gali bati
modifikuotas. Lgstelés $eimininkés modifikacijy pavyzdziai apima proteaziy delecijas,
papildyma retomis tRNR, citoplazmos redukuojanéio potencialo modifikacija, siekiant
palengvinti disulfidiniy rysiy formavimasi, pvz., tioredoksino reduktazes (trxB) ir

glutationo oksidoreduktazés (gor) mutacijas.

Pvz., E. coli Igstelé $eimininké gali ekspresuoti rety tRNR pertekliy, kad bty
pagerinta heterologiniy baltymy raiSka, kaip parodé ir aprasé Kane [Curr. Opin.
Biotechnol. (1995), 6, 494-500 ,Effects of rare codon clusters on high-level expression
of heterologous proteins in E. coli*]. Lasteléje Seimininkéje gali trokti keliy
redukuojandiy fermenty, dél ko susidaryty palankesnés sglygos formuotis stabiliems
disulfidiniams rySiams, kaip nurodé Bessette [Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999), 96,
13703-13708 ,Efficient folding of proteins with multiple disulphide bonds in the
Escherichia coli cytoplasm®).

Konkrediu iSradimo jgyvendinimo atveju E. coli lastelé Seimininké gali bati
kamienas, pasizymintis proteaziy trikumu, toks kaip E. coli lon/omp kamienas su T-
proteaziy trGkumu, optimaliai E. coli BL21 kamienas, geriausia E. coli BL21 (DE3)
kamienas.

Vienas i$ transformuoty Sio iSradimo E. coli Seimininky turéjo raiSkos vektoriy,
paruosta i§ pET21b+ (Novagene).

Pagal sillomg iSradimg minétas sulietas genas buvo klonuotas j pET21b+
vektoriy uz ankstyvojo bakteriofago T7 promotoriaus. Laikoma, kad genas yra
skaitymo rémelyje nuo promotoriaus, lac operonas turi bati prie§ T7 promotoriy, ir
norimo sulieto konstrukto, kuriame yra atviras skaitymo rémelis, raiska grieztai
kontroliuojama ir nutraukiama T7 terminatoriumi.

Pagrindinis iSradimo aspektas yra IFNa5 sulieto baltymo gamybos bidas,
taikant ekspresijg IFNa5 produkuojanéioje E. coli Iasteléje Seimininkéje, kur bldas
apima tokias stadijas:

a) paruoSia E. coli. Igsteles Seimininkes, produkuojancdias minétg IFNa5 sulietg
baltyma;
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b) E. coli lagsteles $eimininkes, produkuojancias IFNaS sulietg baltyma,
kultivuoja sglygomis, kuriomis efektyviai vyksta minéto IFNa5 sulieto baltymo raiska
minétoje rekombinantingje E. coli lgsteléje $eimininkeéje, esancioje tinkamoje
fermentacijos terpeéje, kur fermentacijos terpé apima gyvaninés arba mieliy kilmes

komponentus;

c) i§skiria ir grynina gautg IFNa5 sulietg baltyma.

Konkregiu i§radimo jgyvendinimo atveju minétas rekombinantinis IFNaS
sulietas baltymas, kuris gali bGti gaminamas iSradimo badu, yra IFNaS sulietas
baltymas, kurio vienas i$ suliejimo partneriy yra i§ esmés identidkas natyviam IFNa5,
t. y. baltymas, kurj gamina E. coli lastelé Seimininké, transformuota genu, koduojanciu
chimerinj IFNa5 sulietg baltyma, arba genu, modifikuotu taip, kad koduoty baltyma,
kurio (1) aminorligs¢iy seka yra bent i§ esmés identiSka natyvaus IFNa5, sulieto su
kitu citokinu, aminorlgs¢iy sekai, ir (2) kuris pasiZzymi biologiniu aktyvumu, badingu
nattraliajam IFNa5. Pirmenybé teikiama iSradimo jgyvendinimo variantui, kur minétas
IFNa5 yra hiIFNa5.

Konkretesniu atveju rekombinantinis IFNa5 sulietas baltymas, gaminamas
pagal §j iSradima, yra chimerinis baltymas, kurio aminorigséiy seka atitinka bet kurig
nurodytg SEQ ID No: 1, SEQ ID No: 2, SEQ ID No: 3, SEQ ID No: 4 arba SEQ ID No.
5.

E. coli Iastele Seimininkg, gaminanéig IFNa5 sulietg baltyma, galima gauti,
naudojant jprastas klonavimo ir raiSkos metodikas ir protokolus. [pvz., Sambrook et al.
Molecular cloning: A Laboratory Manual. Antras leid., CSH Laboratory, Cold Spring
Harbor, 1989; Current Protocols in Molecular Biology, 1-3 t. (Ausubel F.M. et al., red.)
John Wiley & Sons, Inc., Brooklyn, New York, 1994-1998].

Konkregiu iSradimo jgyvendinimo atveju IFNa5 koduojancéio geno klonavimas
ir raiSka ir bakterinio kamieno, produkuojanéio rekombinantinj IFNa5 baitymg (t. y. E.
coli lasteles Seimininkés, gaminan&ios IFNa5), konstravimas gali bhti vykdomas
klonuojant cDNR geng, koduojantj chimerinj gena, modifikuojant minéto geno DNR
sekg taip, kad optimizuoty jo raiskg E. coli, konstruojant raikos plazmide,
transformuojant pasirinktag plazmide | tinkamo kamieno E. coli ir pasirenkant
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raiskos/indukcijos salygas. 1, 2, 3 ir 4 pavyzdZiuose atskleidziamos E. coli lgstelés
eimininkes, produkuojanéios chimerinj hIFNa5 sulietg baltyma, konstravimo detalés.

Tam tikru atveju, kai E. coli lastelé Seimininké yra E. coli kamienas,
pasizymintis proteaziy trikumu, toks kaip E. coli BL21 (DE3) kamienas, minéta Iastele
geimininké yra transformuojama naudojant vektoriy, turingiu seka, koduojancig IFNab
sulieta baltyma kontrolés indukuojamu promotoriumi sglygomis. Siuo atveju baltymo
raiSkai, kaip minéta anksciau, reikia jdeéti induktoriaus, tokio kaip izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozidas (IPTG). Taigi konkre€iu atveju, kai E. coli Iastelé Seimininké yra
E. coli BL21 kamienas, pvz., E. coli BL21 (DE3) kamienas,, b) stadijos salygos apima
indukcijg. Rekombinantinio IFNa5 sulieto baltymo raiSka indukuojama pasiekus
atitinkamg biomasés prieaugj, naudojant tinkamg lac operono induktoriy, tokj kaip
laktoze ir pan. Optimaliai, naudoja IPTG 0,1-1 mM koncentracijos, geriausia 0,5 mM

koncentracijos.

ISradimo bido b) stadijos kultliriné terpé pasirenkama i$ sudétiniy terpiy, tokiy
kaip LB, YPD, TB, M9 arba M9m, kur minéta kultdriné terpé apima vieng arba daugiau
azoto $altiniy, kurie pasirenkami i§ grupés, apimanc¢ios amonio druskas, nitratus,
triptona, mieliy ekstraktg ir amonio hidrochloridg; bei anglies $altinj, kuris
pasirenkamas i§ grupés, susidedanéios i§ glicerolio, gliukozés, fruktozes ir pan.,

optimaliai yra gliukozé.

Sudéetinéje terpéje biomasés padidéjimas yra nuo 10 iki 50 g/l, geriau 2540
g/l, skaiciuojant pagal drégny Igsteliy mase, kai minétos terpés parametrai tokie:

- sudétinés terpés pH yra intervale 3,0-8,0, geriausia 6,0-6,8;
- temperatira yra 25 — 45 °C intervale, geriausia nuo 37 iki 42 °C; ir
- iStirpes deguonis yra 20-80 % jsotinimo, geriau 20-40 % jsotinimo; ir

minétg kultivavimg vykdo nuo 4 iki 10 valandy, geriau 6 valandas.

Tikslinio IFNa5 sulieto baltymo i8skyrimas i§ baltymg produkuojanéio
mikroorganizmo ir gryninimas, t. y. bido pagal iSradimg c) stadija apima:
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- mikroorganizmo lizavimg ir netirpios medZiagos, kurioje yra sulieto baltymo,

atskyrima nuo tirpios baltymingos lgsteliy medziagos;

- netirpioje medziagoje esancio sulieto baltymo tirpinima;

- sulieto baltymo oksidavima esant oksiduojancio/redukuojan¢io agento porai;
- tirpalo chromatografija;

- i§gryninto sulieto baltymo gavima.

Konkregiau IFNa5 sulieto baltymo i§skyrimo ir gryninimo i§ produkuojancio

mikroorganizmo stadija apima:

- mikroorganizmo lizavimg ir netirpios medZiagos, kurioje yra rekombinantinio IFNa5

sulieto baltymo, atskyrimag nuo tirpios baltymingos medZiagos,
- netirpioje medziagoje esancio rekombinantinio baltymo tirpinima;

- IFNa5 sulieto baltymo oksidavima naudojant oksiduotajj glutationg esant redukuotojo

glutationo;
- persivyniojusio tikslinio baltymo atskyrimg nuo chaotropinés medzaigos;
- tinkamy chromatografinio gryninimo budy derinima.

Optimaliai, jgyvendinant $io iSradimo c) stadija, netirpioje medZiagoje esantj
IFNa5 sulietg baltyma tirpina naudojant chaotropinj agenta, geriausia esant vidutinei
chaotropinio agento koncentracijai ir pH intervale 8,00-9,00. Tirpinima galima atlikti
naudojant guanidino hidrochlorida, kurio koncentracija 3,0-7,0 M, geriau 6,0-6,2 M.

Taikant § iSradimg, pirmenybé teikiama  variantui, kuriame
oksiduojancio/redukuojanéio agenty pora yra oksiduoto/redukuoto glutationo pora, kur
oksiduotos ir redukuotos glutationo formy molinis santykis yra nuo 1:5 iki 1:20,
geriausia 1:20.

Be to, iSradimas apima persivyniojusio IFNa5 sulieto baltymo atskyrimg nuo
chaotropinés medZiagos, kai persivyniojusj IFNa5 sulietg baltymg atskiria nuo
chaotropinés medzZiagos hidrofobinés sgveikos chromatografija.

Optimaliai c) stadijos chromatografija yra trijy pakopy chromatografinio
gryninimo derinys apimantis hidrofobinés sgveikos chromatografijg, katijony mainy
chromatografijg ir anijony mainy chromatografija.
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Gali bdti naudojamos jvairios hidrofobineés saveikos chromatografijos
koloneles, pasirinktos i§ grupés, susidedangios i§ BioBeads SM-2, butil-S-Sefarozés,
Capto Oktil, oktil- Sefarozes, fenil-Sefarozes, Capto Butil ir butil-Sefarozes.

Tinkamos jvairios anijony mainy chromatografijos kolonélés, pasirinktos i$
grupés, susidedancios i§ UnoSphere Q, Macro-Prep High Q, Macro-Prep DEAE,
Macro-Prep 25 Q, DEAE Sefacel, ANX Sefarozés 4 ir Q Sefarozes HP.

Gali bati naudojamos jvairios katijony mainy kolonélés, pasirinktos i$ grupes,
susidedangios i§ SP Sefarozés FF, SP Sefarozés HP, CM Sefarozés FF, TSK gel SP-
5PW, TSK gel SP-5PW-HR, Toyopearl SP-650M, Toyopearl SP-650S, Toyopearl SP-
650C, Toyopearl CM-650M, Toyopearl CM-650S, Macro-Prep High S support, Macro-
Prep S support, Macro-Prep CM support ir kt.

Dar vienas iSradimo aspektas - suformuluotas tikslinio sulietojo baltymo
stabilus tirpalas, skirtas naudoti terapijoje ir stabilumo tyrimams. ISradimo sulietam
baltymui farmaciniu pozidriu priimtini neSikliai yra vanduo, fiziologinis tirpalas,
fiziologinis tirpalas acetatinio arba fosfatinio buferio pagrindu, dekstroze, glicerolis ir
panasiai, bei Siy nesikliy deriniai. Daugeliu atveju j kompozicijg rekomenduotina pridéti
izotoniniy agenty, pvz., cukry (manozés arba ramnozes), polialkoholiy (manitolio,
sorbitolio) arba mazos molekulinés masés junginius, kaip natrio chloridas arba glicinas.
Visais atvejais laikoma, kad paruoSiami tirpalai yra sterills: iSgryninus, sulietoji

molekulé integruojama | atitinkama tirpiklj ir steriliai nufiltruojama.

Potencialios indikacijos yra susijusios su suliejimo partneriy indikacijomis, tai
aminis ir létinis hepatitas B ir C; vézZinés ligos, tokios kaip melanomos, limfomos ir
sarkomos; platus virusiniy infekcijy spektras (Artimyjy Ryty respiratorinio sindromo
koronavirusas arba odos sutrikimai, pvz., odos ar gleivinés pakitimai, sukeliami ZPV
infekcijy) bei reumatoidinio artrito prieSuzdegiminis gydymas.

ISradimo jgyvendinimas

Kaip minéta, pagrindiné Sio iSradimo strategija suliejant genus, yra iSlaikyti
tokig pacig aminortigs¢iy seka nenaudojant jokiy linkeriy (jungtuky) tarp geny. Tai
svarbu, siekiant iSvengti tam tikro linkeriniy seky imunogeniskumo. Eksperimenty eiga
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bendru atveju buvo jprasta: geny suligjimas geny inZinerijos bidais, DNR
transformacija j rekombinantines E. coli ir klony atranka, biosintezés optimizacija
sudétinéje terpeje ir galiausiai rekombinantinio baltymo gryninimo tinkamos schemos

sukidrimas.

Visi genetiniai pakeitimai buvo atlikti jterpiant mutacijas, bet nekeiCiant
pagrindinés aminoragsciy sekos. Pagrindiné suliejimo klonavimo procedry strategija
buvo PGR optimizacija, geny suliejimas lipniais galais ir tinkamo dydzio bei orientacijos
geno produkto ekstrakcija, $io produkto jjungimas j laiking arba raiSkos plazmide ir jos
naudojimas jvairiems E. coli kamienams transformuoti. Buvo patikrinti visy gauty klony
intarpo dydis, orientacija, rai$kos lygiai; atliktos atrinkty klony restrikciné analize bei
sekoskaita. Interferono alfa 5 dimerui sulieti buvo vykdyta speciali ir unikali klonavimo

eiga (iSsamus aprasymas pateikiamas 1 pavyzdyje ir Fig.1).

Sulietas baltymas buvo jterptas | kelias skirtingas plazmides, ieSkant
geriausiomis savybémis pasizyminéio producento. ISbandytos pET21b+ ir pET28+
plazmidés, kurios abi yra skirtos grieztai kontroliuojamai ir efektyviai rekombinantiniy
baltymy ekspresijai. Tinkamo restrikcijos modelio ir intarpo dydZio perspektyvis klonai
toliau buvo panaudoti transformuojant du skirtingus E.coli kamienus, siekiant stabilios
ekspresijos - E.coli BL21 (DE3) ir Rosetta gami-2. Pagrindinis kriterijus tolimesniam
biosintezés optimizavimui buvo pasirinkto klono geriausias raiSkos greitis ir plazmidés

stabilumo santykis.

Biosintezé atlikta ,Biorad” bioreaktoriuose su oro padavimu ir temperatdros ir
pH palaikymu. Kultivuota sudétingje terpéje, optimizavus jos sudétj, priedus,
temperatiros rezimus, IPTG koncentracijg ir indukcijos trukme. Viename
sekmingiausiy eksperimenty (Zr. 4 pavyzdj) sulietas [IFNa5 baltymas buvo
ekspresuotas intarpiniy kineliy pavidalu, akumuliavus iki 40 % netirpios Igsteliy
baltymy frakcijos. Interferono alfa 5 suliety baltymy biosinteze galima apibidinti kaip
serijing biosinteze terpéje, praturtintoje mieliy ekstraktu ir gliukoze kaip pagrindiniu

anglies Saltiniu.

Optimizuojant biosintezés procesg atsizvelgta j keletg kriterijy. Nors
pagrindinis biosintezés proceso jvertinimo kriterijus yra rekombinantinio baltymo
iSeiga, taCiau Zemas plazmidés stabilumas gali bati lemiamasis parametras
biosintezés salygy pakeitimui, net ir paaukojant baltymo i$eigg. Zemas plazmides

stabilumas, stebimas pradiniuose biosintezés optimizavimo etapuose, gali salygoti
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produkuojanéiy E. coli lgsteliy kaupimasi, kas apsunkina gryninimo procesg, taigi ir
iSeiga bus mazesné. Naudojant E.coli Rosetta gami-2 kamiena, sulietg baltyma galima
gauti lgstelés baltymo tirpioje frakcijoje. Tokia praktika pageidautina, kai IFNa3
baltymas sulicjamas su citokinu, kurio apsunkintas baltymo susivyniojimas.
Optimizavus biosintezés procesa, pavyko sukurti rekombinantinio baltymo gamybos
technologija su maksimaliai geromis biosintezés proceso parametry reikSmemis.

Detalesné informacija pateikta 5 pavyzdyje.

Gryninimui atlikti buvo derinami ir optimizuojami jvairils jony mainy ir
hidrofobinés saveikos sorbentai. Gryninimo procesas buvo kruop$giai atiderintas taip,
kad atitikty Siy suliety baltymy gryninimo specifika. Po denatiracijos etapo vykstantis
baltymy susivyniojimo procesas didele dalimi priklauso nuo peptido fragmenty polinkio
susivynioti tam tikromis formomis. Suliety baltymy atveju visuose gryninimo pakopose
ir atliekant jy analize RP-HPLC metodu pastebéta, kad aplink tikslinio baltymo
pagrindine smaile susiformuoja netinkamai susivyniojusio baltymo grupé. Buvo atlikti
pradiniai sulieto baltymo i8skyrimo i$ intarpiniy kaneliy ir gryninimo tyrimai. DidZiausiy
sunkumy kilo dél galimos tirpikliui prieinamy -S-S- rySiy (esanéiy kilpos ribose)
sgveikos galimo persiklojimo, dél ko susidaro nezinomos sudéties junginiai (aptikti RP-
HPLC), kurie sunkiai atskiriami nuo pagrindinés suliejimo formos. Siekiant iSvengti Siy
formy, buvo pasirinkta susivyniojimo ir gryninimo schema su mazesnémis bendro
baltymo iSeigomis, paaukojant iSeigos dalj, kad pavykty iSsaugoti pagrindinge dal;
korektiSkai susivyniojusios frakcijos.

Visais tirtais atvejais persivyniojimas buvo pasiektas, praskiedziant intarpiniy
kaneliy tirpalg i$ viso 16 karty. Tam tikslui 56 ml intarpiniy kdneliy (IB) tirpalo buvo
jpilta j refoldingo buferj, Svelniai maiSant galutinj tirpala nustatytg laikg +4 °C
temperatiroje. Refoldingo buferis paprastai turéjo 25 mM glicino/NaOH buferio
nustatytos pH reik8mes; buferio sudétyje buvo 1,2 M NaCl, 0,5 M L-Arg ir pasirinkta
redukuoto/oksiduoto glutationo pora arba oksiduotas glutationas, papildantis likutinj
DTT kaip redukuojanéia medziaga. Persivyniojimo salygos optimizuotos tiriant pH
itakg, batent pH 7,0; 7.,5; 8; 8,5; 9; 9,5, esant GSH/GSSG moliniam santykiui ir
koncentracijai = 2,5 mM : 0,25 mM, bei GSH/GSSG molinio santykio ir koncentracijos
jtaka, butent Siam santykiui esant 2,5 mM : 0,25 mM; 5,0 mM : 0,25 mM; 5,0 mM : 0,5
mM; 10 mM : 1,0 mM, kai pH reikSmé 9,6. Persivyniojimo efektyvumas buvo
kontroliuotas RP-HPLC. Kaip optimizuotos pasirinktos tokios persivyniojimo salygos,
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kuriomis gautas didZiausias korektikai susivyniojusios suliejimo formos procentas,
bitent GSH/GSSG molinis santykis ir koncentracija = 2,5 mM : 0,25 mM.

Sulietam IFNa2b-IFNa5 baltymui gauti intarpiniai kineliai buvo redukuoti
naudojant DTT, o persivyniojimas pasiektas pridedant 0,5 mM oksiduoto glutationo.
Kiti refoldingo buferio (1,2 M NaCl, 0,5 M L-Arg) priedai liko tie patys. TaCiau pastangos
gauti didesnj sulieto baltymo kiekj nepasiteisino proceso iSeigos pozidriu. ISradimo
autoriams pavyko nustatyti, kad j refoldingo buferj pridéjus amonio sulfato vietoj NaCl,
galima beveik du kartus padidinti korektiSkai susivyniojusio sulieto baltymo kiek].
Atsizvelgiant j tai, tolesnis suliejimo procesas buvo atliekamas, | refoldingo bufer;
pridedant 0,5 M amonio sulfato. Sitoks druskos pakeitimas persivyniojimo proceso
metu sglygojo ir pradinio suliejimo chromatografijos etapo pakeitima, kadangi pirmoji
chromatografinio gryninimo su fenil-Sefarozés FF kolonéle pakopa anksciau buvo
atiderinta, naudojant NaCl. Fenil-Sefarozés FF kolonélé yra skirta persivyniojusio
baltymo tirpalui atskirti nuo likutinio guanidino hidrochlorido (GdmCl). Todél naudojant
fenil-Sefarozés FF kolonéle, t. y. pakraunant persivyniojusj baltymg | kolonéle,
nupusiausvirintg su 1,5 NaCl, tapo batina NaCl pakeisti j amonio sulfatg arba atrasti
tinkamas $ios kolonélés eksploatavimo salygas, naudojant pusiausvirinimo buferj su
tinkamai parinktos koncentracijos amonio sulfatu. Buvo tiriamas fenil-Sefarozés FF
koloneélés darbas, j pusiausvyrinimo buferj pridedant jvairios koncentracijos amonio
sulfato. Buvo nustatyta, kad persivyniojusio baltymo chromatografija fenil-Sefarozés
FF kolonéléje yra jmanoma, naudojant 1,25 M amonio sulfata. Tokiu atveju, atliekant
renatlracijos stadijg su 0,5 M amonio sulfato priedais, sekantj chromatografijos per
fenil-Sefarozés FF kolonéle etapg galima atlikti, praleidZiant Sefadekso G-25 kolonéle.
Pasirodé, kad pakanka pridéti amonio sulfato j persivyniojusio baltymo tirpalg ir
pusiausvyrinimo buferj iki 1,25 M koncentracijos ir atlikti chromatografijg analogiSkai,
kaip ir naudojant NaCl. Fenil-Sefarozés chromatografijos kolonele buvo
nupusiausvirinama naudojant 20 mM Tris HCI, 1,5 M NaCl, pH = 8,2, laidumas 115,1
mS/cm. Po chromatografijos per Sefadekso G-25 kolonéle 2500 ml sulieto IFNa2b-
IFNab baltymo tirpalo buvo pakrauta j kolonele, kurios eliuavimo srauto greitis 20
mi/min, ir i8plauta su 10 mM TrisHCI, pH = 9,2, laidumas 1196 uS/cm.

Po fenil-Sefarozés atliekama Q-Sefarozés chromatografija, pusiausvirinimui
naudojant 20 mM Tris-HCI, 0,05 M NaCl, pH 8,8. Apjungtos baltymo frakcijos po fenil-
Sefarozés, pakoregavus pH iki 8,8 su 6 M HCL, laidumas 8 mS/cm, pakrautos |
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kolonele. Desorbcijos gradientas taikytas kaip 20 mM TrisHCI, linijinis gradientas nuo
0,05 iki 0,25 M NaCl, pH 8,8. Surinkta frakcija buvo chromatografuota per SP-
Sefaroze. SP-Sefarozés kolonéle buvo nupusiausvirinta naudojant 20 mM
CH3COONa, 100 mM NaCl, pH 5,4. Meginys pakrautas, su 6 M HCI pakoregavus pH
iki 5,4, laiduma — iki 9,5 mS/cm. Desorbcija i$ kolonélés vykdyta su 20 mM CH3COONa
gradientu nuo 50 mM iki 0,25 M NaCl, pH 54. Atlikus SP-Sefarozes FF
chromatografija, j apjungtas frakcijas, turin¢ias sulieto baltymo, pridejus 1 dalj (10:1
pagal ttrj) koncentruoto fosfatinio buferio (250 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH 7,0), pH
pakoreguotas iki 7,0 ir tirpalas koncentruotas, naudojant Millipore Ultracel (10 MWCO)
centrifugos filtrus. Po koncentravimo buferis pakeistas j PBS (25 mM fosfato, 150 mM
NaCl, pH 7,0). Pakeitus buferj, bendras baltymo kiekis buvo nustatytas naudojant
baltymy tyrimo rinkinj Pierce 660. Baltymo tirpalas nufiltruotas naudojant Mustang E
filtrg ir sterilioje aplinkoje (laminarinio oro srauto gaubtas) iSpilstytas alikvotinémis
dalimis j 1 ml indelius (galutiné koncentracija — 1,005 mg/ml). Indeliai buvo uz8aldomi
ir laikomi -80 °C temperatiroje. Paimti meéginiai RP-, SEC-HPLC, bendram baltymo ir

endotoksiny kiekiui nustatyti.

Sulietiems IFNa5-OSM ir OSM-IFNa5 baltymams buvo jvertintas amonio
sulfato poveikis suliety baltymy renattracijos iSeigai. Visi renatdracijos buferiai buvo
sudaryti i8 25 mM glicino/NaOH buferiy, turin€iy 0,5 M L-Arg, pH 9,6, 5 mM redukuoto
(GSH) ir 0,25 mM oksiduoto (GSSG) glutationo. Refoldingo buferyje padidinus amonio
sulfato koncentracijg, gauta didesné renatlruoto baltymo iSeiga, palyginus su
ankstesne, pridedant 1,2 M NaCl. Toliau pateikiama schema, optimizuota IFNa5 ir
OSM sulietiems baltymams:
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Intarpiniai klineliai
(plovimas, denatiracija)

Persivyniojimas (16 x)

!

Sefadeksas
G-25

IMAC su Cu?*

Q-Sefarozé FF

SP-Sefarozé FF

50 g biomaseés resuspenduojama 500 mi 0,1 M Tris-HClI buferio (pH 7,4), kurio sudétyje
yra 2 mM EDTA, 25 mM DTT, 250 mM PMSF, 0,1% Triton X-100, ir suardoma
naudojant ultragarsg. Suardymas atliekamas naudojant 1:1 impulsa, 40 % amplitude;
10 g suardymo laikas — 25 min. Gauta suspensija 30 min. centrifuguojama 12000
aps./min. grei€iu, ir granulés, turin¢ios intarpiniy kineliy, uzSaldomos -20 °C

temperatiroje.
Intarpiniy kiineliy plovimas atliekamas tokiu badu:

Du kartus su | plovimo buferiu: 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 0,1% polisorbato-
80, pH 7,4, kiekvieng kartg su 500 ml;

Il plovimo buferis: 10 mM Tris-HCI, 6 M karbamido, pH 8,0, 500 mi;
Il plovimo buferis: 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 500 ml

Po kiekvieno plovimo intarpiniai kineliai IB buvo centrifuguojami 10000
aps./min. grei¢iu Backman centrifugoje.

Preliminariai iSplauti IB buvo 2 val. tirpinami 300 ml 25 mM Gly/NaOH buferyje,
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pH 8,7, turinéiame 2 mM EDTA, 6 M GdmCI, 20 mM DTT (297 mS/cm, +4°C), ir po to
30 min. centrifuguojami 9500 aps./min. grei€iu Backman centrifugoje.

Persivyniojimas vyko 2 | talpos Duran tipo karS¢iui atsparaus stiklo
laboratorinése stiklinése, uZdengtose tampigja plévele. [Stirpinti (soliubilizuoti)
intarpiniai kiineliai buvo 10 karty atskiedZiami refoldingo buferiu (25 mM Gly/NaOH,
0,5 M arginino, 0,25 M (NH4)2S04 2,5 mM GSH, 0,25 mM GSSG, pH 9,6), iki galutinio
3000 ml thrio. Persivyniojimas vyksta apytikriai 64 val. Po persivyniojimo baltymo
tirpalas 30 min. centrifuguojamas +4 °C temperatiroje 9500 aps./min. grei€iu Beckman
centrifugoje. Chromatografijai su Sefadeks G-25 visas po persivyniojimo gautas
tirpalas buvo pakraunamas j kolonéle ir iSplaunamas 20 mM Tris-HCI, 0,5 M NaCl (pH
9,0) iki 1,2 kolonélés tlrio. Po drusky pasalinimo atlieka baltymo tirpalo chelatine
Sefarozés chromatografija. Chelatiné Sefarozés FF terpé plaunama 50 mM EDTA
tirpalu, 2 CV, 0,1 M HCl tirpalu, 2 CV, vandeniu, iki pH reik§mé virSys 5,0 ir jkraunama
Cu(ll) jonais, pridéjus 0,2 M Cu2SOs4 tirpalo, 2 CV. Kolonélé plaunama vandeniu ir
nupusiausvirinama 20 mM TrisHCI buferiu (pH 7,0), kurio sudétyje yra 0,5 M NaCl,
esant mazam srauto grei€iui 10 ml/min. 3250 m! baltymo tirpalo (pH 7,0), i$ kurio
pasalintos druskos, pakrauna j kolonéle. Nesuridti baltymai iSplaunami su 20 mM
TrisHCI, 0,5 M NaCl, pH 7,0, 2 CV. Eliuavimg pradeda su 20 mM TrisHCI, 0,5 M NaCl,
15 CV, gradientu j 100 mM imidazolg, pH 7,0. Surinktas frakcijas, patikrinus ar jose yra
suliety baltymy, pakrauna j Q-Sefarozés FF terpe. Si kolonélé nupusiausvirinama su
20 mM TrisHCI, 70 mM NaCl, pH 9,0, 10 CV. Nesuristy baltymy i$plovimas: 20 mM
TrisHCI, 70 mM NaCl, pH 9,0, 2 CV; ir eliuavimas atliekamas su 20 mM TrisHCI, 10
CV gradientu iki 300 mM NaCl, pH 9,0. Baigiamajam gryninimo etapui pasirenka CM
Sefaroze. Kolonéle nupusiausvirinama su 20 mM natrio acetatu, 50 mM NaCl, pH 5,5,
10 CV. Galutinj baltymo eliuavima atlieka su 20 mM natrio acetatu, 15 CV gradientu iki
500 mM NaCl, pH 5,5. Apjungtos frakcijos, turin€ios suliety baltymy, dedamos j 1 dalj
(10:1 pagal tarj) koncentruoto fosfatinio buferio (250 mM fosfato, 150 mM NaCl, pH
7,0), pH koreguojamas iki 7,0 ir tirpalas koncentruojamas, naudojant Millipore Ultracel
(10 MWCO) centrifugos filtrus. Po koncentravimo buferj pakeigia j PBS (25 mM fosfato,
150 mM NaCl, pH 7,0). Pakeitus buferj, bendras baltymo kiekis nustatomas naudojant
baltymy tyrimo rinkinj Pierce 660. Baltymo tirpalg nufiltruoja naudojant Mustang E filtrg,
ir sterilioje aplinkoje (laminarinio oro srauto gaubtas) i$pilsto alikvotinémis dalimis j 1
ml indelius (galutiné koncentracija — 1,005 mg/ml). Indelius uzsaldo ir laiko -80 °C
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temperatiroje. Paimami méginiai RP-, SEC-HPLC, bendram baltymo ir endotoksiny
kiekiui nustatyti.
Sulietam IFNa5-IFNa5 baltymui gauti buvo optimizuota tre€ioji gryninimo

schema:

Intarpiniai kiineliai

20N [P F U [N SRS £ e

Persivyniojimas (32 x)

J

Fenil-Sefarozé FF

|

DEAE Sefarozé FF

{

CHT Sefarozé

Atskirty intarpiniy kineliy preliminary plovimg atlieka pagal keturiy pakopy
procedirg naudojant: | plovimo buferiu 10 mM Tris-HCI buferj, kurio sudétyje yra 1 M
NaCl, 0,1% polisorbato-80, pH 7,4; Il plovimo buferiu 10 mM Tris-HCI buferj, kurio
sudétyje yra 6 M karbamido, pH 8,0; Ill plovimo buferiu 10 mM Tris-HCI buferj, pH 8,0.

Tirpinimo buferis susideda i§ 25 mM Gly/NaOH buferio, kurio sudétyje yra 2
mM EDTA, 6 M GdmHCI, 20 mM DTT, pH 9,6, 0-10°C. Tirpinimo santykis: intarpiniai
kuneliai (1B), iSskirti i§ 1 g biomasés, buvo tirpinami 2 val. +4°C temperatiroje 6 ml
tirpinimo buferio, ir po Sios stadijos buvo 30 min. centrifuguojami 9500 aps./min.
greiciu.

Intarpiniy kdneliy (IB) plovimas buvo atliekamas tokiu bdu:

a) intarpiniai kGineliai du kartus plaunami | plovimo buferiu (turin¢iu 1 M NaCl
ir 0,1 % polisorbato 80 priedy);

b) Treciajj plovimg atlieka naudojant Il buferj (turintj 6 M karbamido prieda);
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c) Ketvirtajj plovima atlieka su Ill buferiu, 10 mM Tris-HCI buferiu (neturinCiu
priedy, pH 8,0). Tai paskuting intarpiniy kaneliy preliminaraus plovimo stadija;

d) Po kiekvieno i$ $iy plovimo etapy intarpinius kinelius 30 min. centrifuguoja

4 °C temperatiroje 9500 aps. / min. grei¢iu su Beckman J-10 rotoriu.

Preliminaraus plovimo santykis: IB, iSskirtiems i§ 1 g drégnos biomases

naudojama 10 ml buferio.

Tolimesniam gryninimo schemos tobulinimui kaip pagrindiné proceddra buvo
pasirinktas suliety baltymy persivyniojimas, pridedant 0,5 M amonio sulfato ir laikantis
32 x skiedimo koeficiento. Nors su natrio sulfato priedais i§ fenil-Sefarozés FF
kolonélés galima gauti daugiau baltymo, natrio sulfato naudojimo buvo atsisakyta dél
polinkio kristalizuotis $altomis kambario salygomis. Chromatografijos su fenil-Sefaroze
FF procesas buvo atliktas kaip anks&iau aprasyta dél IFNa2b-IFNa5 gryninimo. DEAE
chromatografijai atlikti naudota dviejy buferiy sistema: A buferis (20 mM Tris-HCI, pH
8,8, laidumas 243 pS/cm) ir B buferis (20 mM Tris-HCI, 1M NaCl, pH 8,8, laidumas
84,4 mS/cm). Kolonélé nupusiausvirinama naudojant 20 mM Tris-HCI, 0,05 M NaCl,
pH 8,8, laidumas 7 mS/cm, 25°C, 5 CV. Eliuavimas buvo atliktas su 20 mM TrisHCI
gradientu nuo 0,05 iki 0,4 M NaCl, pH 8,8.

Plovimas: 20 mM TrisHCI, 0,05 M NaCl, pH 8,8, laidumas 7 mS/cm, 25 °C, 2
CV. Baigiamajame chromatografijos etape naudotas CHT keraminis hidroksiapatito |
tipo sorbentas. Sioje chromatografijoje kaip A buferis naudotas dejonizuotas vanduo,
ir kaip B buferis — 500 mM H3PQOas, pH 6,4. Kolonélé nupusiausvirinama su 5 mM
H3POa, pH 6,4. Frakcijos po DEAE chromatografijos buvo praskiestos iki galutinés 5
mM fosfato koncentracijos naudojant 500 mM fosfatinj buferj (60 : 0,6), pH koreguotas
iki 6,4. Desorbcija atlikta fosfato gradientu nuo 5 mM iki 250 mM, pH 6,4. Apjungtos
frakcijos, turinCios suliety baltymy, pridétos | 1 dalies (10:1 pagal thrj) koncentruotg
acetatinj buferj (150 mM acetato, 150 mM NaCl, pH 5,2), pH koreguotas iki 5,2 ir
tirpalas buvo koncentruotas, naudojant Millipore Ultracel (10 MWCO) centrifugos
filtrus. Baltymo tirpalg nufiltruoja naudojant Mustang E filtrg ir sterilioje aplinkoje
(faminarinio oro srauto gaubtas) iSpilsto alikvotinémis dalimis j 1 ml indelius (galutiné
koncentracija — 1,006 mg/ml). Indelius uz$aldo ir laiko -80°C temperatiroje. Paimami
meginiai RP-, SEC-HPLC, bendram baltymo ir endotoksiny kiekiui nustatyti.

Analize sudaré proceso kontrolés badai (tokie kaip SDS-PAGE, Western blot,
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RP-HPLC) ir galutinio produkto savybiy nustatymas (kaip RP-HPLC, SE-HPLC,
peptidy Zemelapiy sudarymas, aminoriig$ciy sekoskaita TOF masiy spektrometrija ir

biologinio aktyvumo jvertinimas).

PAVYZDZIAI

1 pavyzdys. IFNA5-IFNA5 homodimero klonavimo schema

Jprastoms klonavimo schemoms, naudojamoms genams sulieti, kai tikslas yra
homodimerinis genas, badingi keli neigiami aspektai. Siuo konkregiu atveju negalima
panaudoti skirtingy geno A ir geno B savybiy, ir taikant dauguma strategijy
prarandamas tam tikras geno fragmentas. Siame pavyzdyje taikoma speciali
klonavimo schemag (Fig.1), kuri gali bati panaudota panasiais homodimeriniy geny

suliejimo atvejais.

IFNa5 geno kaip N galinés dalies paruos$img suliejimui sudaro keli etapai.
Pirmiausia PGR bidu atliekama geny amplifikacija, jo 5' gale pridedant Ndel vieta, ir
i$ jo 3' galo paSalinant TAG pabaigos (stop) kodona (naudojami pradmenys IFNA5-
FOR-NDE ir IFNA5-REV-(-STOP)). Antra, amplifikuotas ir iSgrynintas IFNAS/N genas
sukarpomas naudojant Acll restrikcijos endonukleaze, i§ geno 3’ galo pa$alinant 22
baziy pory. Acll vieta naudojama lipniojo galo ligavimui su IFNa5/C geno 3’ galu.

IFNa5 geno kaip C galinés dalies paruosimg suliejimui sudaro PGR bidu
atliekama geny amplifikacija, pridedant Hindlll vieta jo 3’ gale ir pasalinant i$ 5’ galo
ATG pradzios (start) kodong (naudojami pradmenys IFNA5-FOR-AS ir IFNA5S-REV-
HIND). Naudojant ty paéiy pradmeny porg prie$ skaitymo rémelio kryptj pridedama
papildoma 30 baziy pory seka su komplementarigja IFNa5/N geno 3’ galo seka (zr. 3
lentele). Paskui amplifikuotas ir iSgrynintas IFNa5/C genas sukarpomas Acll
restrikcijos endonukleaze. Jo pirmasis taikinys yra pridétojoje IFNa5/N sekoje, o
antrasis taikinys - jo 3’ gale. Abu Acll sukarpytus genus ekvimoliniu santykiu ligavus
tarpusavyje gauna sulieto geno konstrukta, kurj paskui ekstrahuoja i$ agarozés gelio.
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3 lentelé
Pradmuo Seka (5'—3’) Restrikcijos Tm
- | endonukleazé
s vieta
IFNAS5- ATTATCATATGTGTGATCTGCCGCAGA | Ndel 63,9°C
FOR-NDE (CATATG)
IFNAS- TTCCTTACGACGTAAACGTTCTTGC Acll 60,8 °C
REV-(-stop) (AACGTT)
IFNa5-A5- | TTCCTTACGACGTAAACGTTCTTGC Acll >75,0°C
FOR TGTGATCTGCCGCAGA (AACGTT)
IFNa5-REV- | GACGTAAACGTTCTTGCTAAAAGCTTT | Acl, Hindlil >75,0°C
HIND TAA

3 lentelgje pabrauktos sekos yra tiesioginio pradmens (CA*TATG) Ndel
atpazinimo ir skaldymo vieta, o Hindlll — atvirkstiniy pradmeny (A*AGCTT) ir Acll
(AAMCGTT) vietos, naudojamos genams sujungti. ParySkintoji seka — tai 24 bazes,
koduojanéios IFNa5/N geno gala, pridétos prie IFNa5/C geno i$ priekio.

Po ligavimo, jeigu klono parinkimo etape pasalinami konkatamerai, gaunamas
sulieto geno produktas, kuriam triksta 22 baziy pory (7 aminorags¢iy ir néra STOP
kodono). Norint atkurti visg seka, atliekamas antrasis etapas, kurj sudaro sekos
sukarpymas-ligavimas. pET21b+ plazmidé, jau turinti IFNa5 gena, sukarpoma
naudojant specialig restrikcijos endonukleaze, esanéia IFNa5 gene — Bsu36l.
Naudojant Bsu36| panasiai sukarpomas ir IFNa5-Acll-IFNa5 ligatas, ir 500 baziy pory
vidinis geno fragmentas i$gryninamas i§ gelio. Paskui IFNa5/pET21b+ karkasas
liguojamas su 500 baziy pory Bsu36! IFNa5-IFNa5 fragmentu ir transformuojamas |
tarpinj E.coli JM109 kamiena. Kaip matyti klonavimo schemoje (Fig.1), Siuo bldu
atkuriamas viso ilgio geno dimeras su pradzios (start) ir pabaigos (stop) kodonais.
Teigiami klonai papildomai patikrinami atliekant pilng restrikcijos schemos analize.
Patvirtintieji klonai retransformuojami j BL21(DE3) E.coli kamiena, patikrinama jy
ekspresija ir atlieckama sekoskaita.

2 pavyzdys. Sulietos IFNA2B-IFNAS heterostruktiros klonavimo schema

IFNa2b geno paruoSimg suliejimui sudaro PGR bldu atliekama geny
amplifikacija, Ndel vietos pridéjimas 5’ gale ir TAA pabaigos (stop) kodono pasalinimas
i 3’ galo. Siuo atveju PGR atliekama naudojant pradmenis IFNA2b-FOR-NDE ir
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IFNa2B-REV-(-stop). Klonavimo schema pateikta Fig. 2. Amplifikuotas ir isgrynintas
IFNA2b genas po to sukarpomas, naudojant Pstl restrikcijos endonukleaze, ir i$ geno
3’ galo pasalinama 10 baziy pory. Pstl vieta panaudojama lipniojo galo ligavimui su
IFNa5 genu. Analogi$kai, IFNa5 geno paruo$ima suliejimui sudaré PGR amplifikacija,
Hindlll vietos pridéjimas geno 3’ gale, ir 22 baziy pory ilgio IFNa2b geno fragmento
galo sujungiamas su Pstl taikiniu (naudojant pradmenis IFNa5-FOR-A2b ir IFNa5-
REV-HIND). Paskui amplifikuotas ir iSgrynintas IFNa5 genas pridétojoje IFNa2b sekoje

karpomas naudojant Pstl taikinj.

4 lentelé
Pradmuo | Seka (5'—3) Restrikcijos Tm
endonukleazés
vieta
IFNA2b- TTAACATATGTGTGATCTGCCGCA Nde! (CATATG) | 61,8°C
FOR-NDE
IFNa2B- TTCCTTAGAACGCAGAGATTCCTGCAG | Pstl (CTGCAG) | 67,0°C
REV-(- GTT
stop)
IFNa5- TTTCTGCAGGAATCTCTGCGTTCTAAG | Pstl (CTGCAG) | 75,8°C
FOR-A2b | GAATGTGATCTGCCGCAGACC
IFNa5- AATTAAGCTTTTATTCCTTACGAC Hindlll 51,3°C
REV-HIND (AAGCTT)

4 lenteléje pabrauktos sekos yra tiesioginio pradmens (CAATATG) Ndel
atpazinimo ir skaldymo vieta, o Hindlll — atvirk&tiniy pradmeny (A*AGCTT), Pstl
(CTGCAAG) vietos buvo naudotos geno sujungimui. Paryskintoji seka — tai 30 baziy,
koduojang€iy IFNa2b geno gala, kurios pridétos prie IFNa5 geno i$ priekio.

Pstl sukarpyti produktai ekvimoliniais santykiais liguojami kartu su T4 DNR
ligaze. Gautas miSinys gryninamas, i$ gelio itraukiant 1000 baziy pory ilgio fragmenta.
Kadangi Sis fragmentas yra bukais galais, jis buvo klonuotas | tarpinj vektoriy pJET1.2,
ir po to — j E.coli JM109 kamiena. Toks plazmidés ir kamieno derinys leido pJET
plazmidéje sukurti teigiamus klonus, kurie paskui dukart sukarpomi, naudojant Ndel-
Hindlll. Dvigubai sukarpyto sulieto geno produktas pakartotinai iS§gryninamas su PGR
gryninimo rinkiniu, ir paskui paruoSiamas klonuoti j pasirinkta sukarpyta ir defosforilintg
ekspresijos plazmide pET21b+. Siekiant uztikrinti klono stabiluma, pirmasis liguoty
produkty transformavimo etapas buvo atliktas j E.coli JM109 kamieng. Po pirmojo
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klonavimo jtarpos dydis patikrinamas plazmidés DNR sukarpant Ndel-Hindllil
restrikcijos endonukleazémis. Teigiami klonai papildomai patikrinami atliekant pilng
restrikcijos schemos analize. Patvirtintieji klonai retransformuojami j BL21(DE3) E.coli

kamieng ir patikrinamas jy ekspresijos lygis. Atliekama patvirtinty klony sekoskaita.

3 pavyzdys. Sulietos IFNA5-IFNA2B heterostruktiros klonavimo schema

IFNa5 geno paruo$imag suliejimui sudaro PGR budu atliekama geny
amplifikacija, Ndel vietos pridéjimas 5' gale ir stop-kodono paSalinimas i$ 3' galo,
naudojant pradmenis IFNA5-FOR-NDE ir IFNA5-REV-(-stop). Panasiai ir IFNa2b geno
paruo$img suliejimui sudaro geno amplifikacija PGR badu, Hindlll vietos pridéjimas
geno 3 gale, ir prijungimas 14 baziy pory ilgio IFNa5 geno fragmento (naudojant
pradmenis IFNa2b-FOR-A5 ir IFNa2b-REV-HIND). Siuo atveju persidengianti PGR
atliekama per nurodytg 14 baziy pory sritj, dél ko gaunamas suliety geny produktas.
Pradmenys nurodyti toliau pateiktoje lenteléje.

5 lentelé
Pradmuo Seka (6'>3’) Restrikcijos Tm
endonukleazes
vieta
IFNA5- ATTATCATATGTGTGATCTGCCGCA | Ndel (CATATG) |63,9°C
FOR-NDE | GA
IFNA5- TTCCTTACGACGTAAACGTTCTTGC | Acli (AACGTT) [60,8°C
REV-(-stop)
IFNA2B- TACGTCGTAAGGAATGTGATCGCC | néra 68,9'C
FOR-A5 GCA
IFNA2B- AAAAAGCTTCTATTCCTTAGAAC Hindlll 50,2°C
REV-HIND (AAGCTT)

Persidengianti PGR atliekama dviem etapais: vienas etapas su mazos iSeigos
PGR, reakcijg atliekant be pradmeny (persidengianti sritis veikia kaip laisvy 3'-OH
grupiy donore), apimant tik IFNa5 ir IFNa2b PGR produktus. Suliety geny produkta
iSgavus i§ gelio, naudojant pradmenis IFNA5-FOR-NDE ir IFNA2B-REV-HIND
atliekama pakartotiné amplifikacija. Po Sio antrojo PGR etapo, produktas sukarpomas
naudojant restrikcijos endonukleazes Ndel ir Hindlll ir klonuojamas j sukarpytg ir
defosforilintg ekspresijos plazmide pET21b+. Siekiant uztikrinti klono stabiluma,
pirmasis liguoty produkty transformavimo etapas atliekamas j E.coli JM109 kamiena.
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Po pirmojo klonavimo jtarpos dydis patikrinamas, plazmidés DNR sukarpant Ndel-
Hindlil restrikcijos endonukleazémis. Teigiami klonai papildomai patikrinami atliekant
pilng restrikcijos schemos analize. Patvirtintieji klonai retransformuojami j BL21(DE3)
E.coli kamieng ir patikrinamas jy ekspresijos lygis. Atliekama patvirtinty kiony

sekoskaita.

4 pavyzdys. Sulietos IFNa5-OSM heterostruktlros klonavimo schema

IFNa5 geno paruo$ima suliejimui sudaro PGR geny amplifikacija, Ndel vietos
pridéjimas 5' gale ir TAG stop-kodono pasalinimas i$ 3' galo (naudojami pradmenys
IFNA5-FOR-NDE ir IFNAS-REV-(-stop)). Paskui amplifikuotas ir iSgrynintas IFNab
genas sukarpomas, naudojant Acll restrikcijos endonukleaze, i§ geno 3’ galo
pasalinama 10 baziy pory. Acll vieta panaudojama lipniojo galo ligavimui su OSM(196)

genu.

OSM(196) geno paruosimg suliejimui sudaro PGR ampilifikacija, Hindlll vietos
pridéjimas geno 3’ gale ir 22 baziy pory ilgio IFNa5 geno fragmento galo sujungimas
su Acll taikiniu. Po to amplifikuotas ir iSgrynintas OSM(196) genas pridétoje IFNa5

sekoje sukarpomas naudojant Acll taikin,.

6 lentelé
Pradmuo Seka (5'—-3’) Restrikcijos Tm
endonukleazes
vieta
IFNAS- ATTATCATATGTGTGATCTGCCGCA | Ndel (CATATG) |63,9°C
FOR-NDE | GA
OSM- TTTAAGCTTCTATCTCCGGCTCCGG | Hindlll (AAGCTT) | 65,1°C
RSRR- TT
REV-HIND
IFNAS- TTCCTTACGACGTAAACGTTICTTGC | Acll (AACGTT) 60,8 °C
REV-(-stop)
OSM-AAl- | TTAACGTTTACGTCGTAAGGAAGC | Acll (AAGCTT) 71,5°C
ACL GGCTATAGGCAGCT
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Pabrauktos sekos yra tiesioginio pradmens (CATATG) Ndel atpaZinimo ir
skaldymo vieta, Hindlll — atvirk8tinio (A*AGCTT) ir Acll (AAMCGTT) vietos,
naudojamos genams sujungti. Pary$kintoji seka — tai 24 baziy, koduojanciy IFNa5
geno gala, kurios pridétos prie OSM(196) geno i$ priekio.

Acll sukarpyti produktai ekvimoliniais santykiais liguojami kartu su T4 DNR
ligaze. Gautas misinys gryninamas, i§ agarozés gelio iStraukiant 1100 baziy pory ilgio
fragmenta. Pagrindinis skirtumas nuo 2 pavyzdzio yra tas, kad dél skirtingy suliejamy
geny dydziy i§ korektiSkos formos galima iSskirti konkatamerines struktiras
(veidrodinius IFNa5-IFNa5 ir OSM-OSM). Todél tarpinio pJET1.2 klonavimo etapo
nebereikia ir jj galima praleisti. 1§ agarozés gelio iStrauktas DNR fragmentas
sukarpomas naudojant Ndel ir Hindlll, klonuojamas | atitinkamai sukarpytg pET21b+
plazmide ir transformuojamas | JM109 E.coli kamieng. Jtarpos dydzZio analizei
pasirenkami ampicilinui atsparls klonai. Pasirinkti klonai pakartotinai transformuojami
j E.coli kamienus BL21(DE3), o pilnos restrikcijos schemos analizé atliekama su jy

plazmidziy DNR. Nustatoma patvirtintyjy klony seka.

5 pavyzdys Sulietos OSM-IFNa5 heterostruktiros klonavimo schema

OSM geno paruoSimg suliejimui sudaro PGR bidu atliekama geny
amplifikacija, Ndel vietos pridéjimas 5’ gale ir TAG stop-kodono pasalinimas i$ 3’ galo.
PGR produkto amplifikacija atliekama naudojant tiesioginj pradmenj OSM-FOR-NDE
ir atvirkstinj pradmenj OSM-REV-(-STOP). Paskui amplifikuotas ir i§grynintas OSM
genas sukarpomas, naudojant BsaW!I restrikcijos endonukleaze, i§ geno 3’ galo
pasalinama 10 baziy pory. BsaWI vieta panaudojama lipniojo galo Iigavimui su IFNa5
genu.

IFNaS geno paruoSimg suliejimui sudaro PGR amplifikacija, Hindlll vietos
pridéjimas geno 3’ gale ir 25 baziy pory ilgio OSM geno fragmento galo sujungimas su
BsaWI taikiniu. PGR produkto amplifikacija atliekama naudojant tiesioginj pradmen;
IFNAS-FOR-BSA ir atvirkstinj pradmenj IFNA5-REV-HIND. Paskui amplifikuotas ir
isgrynintas IFNa5 genas pridétojoje OSM sekoje sukarpomas naudojant BsaWi| taikin;.
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7 lentelé

Pradmuo Seka (5'—3’) Restrikcijos Tm

endonukleazé

s vieta
OSM-FOR- | AAACATATGGCGGCTATAGGCAG | Ndel 66,20C
NDE C (CATATG)
OSM-REV- | TCTCCGGCTCCGGTTCGG BsaWwil 65,7°C
(-STOP) (ACCGGA)
IFNAS- AGAGCCCGAACCGGAGCCGGAG | BsaWl >75°C
FOR-BSA | ATGTGATCTGCCGCAGA (ACCGGA)
IFNAS5S- AATTAAGCTTTTATTCCTTACGAC | Hindlll 51,3°C
REV-HIND (AAGCTT)

BsaW!| sukarpyti produktai ekvimoliniais santykiais liguojami kartu su T4 DNR
ligaze. Gautas mi§inys gryninamas, i$ agarozés gelio iSkerpant 1100 baziy pory ilgio
fragmenta. 1§ agarozeés gelio iStrauktas DNR fragmentas sukarpomas naudojant Ndel
ir Hindlll, klonuojamas | atitinkamai sukarpytg pET21b+ plazmide ir transformuojamas
j JM109 E.coli kamieng. Atliekama ampicilinui atspariy klony jtarpos dydZio analize.
Pasirinkti klonai pakartotinai transformuojami j E.coli kamienus BL21(DE3), o pilnos
restrikcijos schemos analizé atliekama su jy plazmidziy DNR. Nustatoma patvirtintyjy

klony seka.

6 pavyzdys. IFNA2B-IFNA5S/PET21B+/E.COLI BL21(DE3) BIOSINTEZE
BIOREAKTORIUJE

Visais tirtais atvejais E. coli BL21(DE3) / pET21b+ / IFNa2b-IFNab serijiné
biosintezé atlikta naudojant 1,4 | darbinio tario fermentatoriy ,Biostat M*, kai pH 6,8-
7,0, pO2 — 30 %, su automatiSkai valdomais prisijungus (on-line) kintamaisiais
(temperatira, maiSymas, pH, pO2) ir valdomu neprisijungus (off-line) kintamuoju —
optiniu tankiu (santrumpa OD, matuojamas ties bangy ilgiu 600 nm Ependorfo
spektrofotometru).

Lastelems auginti naudotos dvi terpés: M9 ir modifikuota M9m. M9 terpés,
skirtos fermentavimui, sudétis (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. M9m terpés, skirtos inokuliacijai, sudétis
(9/1) tokia: mieliy ekstraktas — 10, amonio chloridas — 1, magnio sulfato heptahidratas
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— 0,5, dinatrio vandenilio fosfatas — 6,6, kalio divandenilio fosfatas — 2,7, gliukozes
monohidratas — 5. M9m terpés, skirtos fermentavimui, sudétis (g/l): mieliy ekstraktas
— 20,0, amonio chloridas — 5,0, magnio sulfato heptahidratas — 0,5, dinatrio vandenilio
fosfatas — 7, kalio divandenilio fosfatas — 6,8, gliukozés monohidratas — 15.

Fermentavimo procesy $iose abiejose terpése palyginimas pateiktas 8
lenteléje ir Fig. 4. Pastebétina, kad visi valdomi modifikuotos MO9m terpés parametrai
yra kur kas geresni nei M9 terpés. Pradiné biosintezés eksperimento trukmé buvo 5,5
val., indukcijg taikant tre¢ig auginimo valanda.

8 lentele

Valdomi parametrai M9 terpé M9m terpe
Darbinis taris, | 1.4 1.4
Galutiné IPTG koncentracija, | 0.5 0.5
mM

Fermentacijos trukme, h 5.5 5.5
Indukcijos laikas, h 3.0 3.0
Indukcijos OD 1.5 8.9
Galutinis OD 2.9 23.9
Drégnos biomaseés iSeiga, g/l 4.6 39.3
Bendras baltymy kiekis, mg/g | 86.6 990.6
drégnos biomaseés

IFNa2b-IFNa5, % nuo viso|66.0 62.5
baltymy kiekio

IFNa2b-IFNa5, mg/g biomaseés | 57.1 62.2
(apskadiuota pagal bendrg

baltymy kiekj)

IFNa2b-IFNa5, mg/l lasteliy | 262.8 24459
suspensijos  (pagal bendrg

baltymuy kiekj)

Deja, per 5,5 val. trukusios biosintezés paskutiniajg valandg sumazéjo
plazmides stabilumas, galiniame taske jis sieké tik 60 %. PlazmidZiy neturingiy Igsteliy
kaupimasis yra nepageidautinas, kadangi gryninimo metu padidéja baltymy apkrova.
Siekiant iSvengti Sios problemos, buvo pakeistas biosintezés proceso grafikas:
indukcijos ta8kas perkeltas | antrgjg auginimo valandg, auginimui po indukcijos
paliekant tik 2 valandas. Analizuojant proceso valdymg gauti tokie optimizuoti
biosintezés M9m terpéje rodikliai:

9 lentelé

Valdomi parametrai Reik§mé
Drégnos biomasés i§eiga, g/l 28,5+0,9
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Bendras baltymy kiekis, mg/g drégnos biomasés 73,417,6
IFNa2b-IFNa5, % nuo bendro baltymy kiekio (SDS-PAGE) | 65,1£10.2
IFNa2b-IFNa5, mg/g biomasés (apsikadiuota pagal 47,748,5

bendra baltymy kiekj)
IFNa2b-IFNa5, mg/l Igsteliy suspensijos (pagal bendrg 1364,1172,8
baltymy kiekj)

7 pavyzdys. SULIETY IFN ALFA-2B — IFN ALFA-5 BALTYMY ISSKYRIMAS
IR GRYNINIMAS

Chromatografinis gryninimas vykdytas tokiomis pakopomis: hidrofobinés
saveikos chromatografija per fenil-Sefarozés kolonélg, toliau — anijony ir katijony
mainy chromatografija; tadiau kiekviena $iy pakopy buvo atitinkamai koreguota pagal

suliety baltymy elges;.

Procesui vykdyti kaip pradiné medziaga imta 10 g biomasés. 10 g biomasés
suspendavo buferiniame tirpale, sudarytame i$§ 89,6 ml 0,1 M Tris-HCI buferio, pH 8,0,
2mMEDTAir25 mMDTT, 400 ul 250 mM PMSF ir 10 ml 0,1 % TritonX-100. Pridedant
6 M HCI, pH reik8mé koreguota iki 7,5. Lastelés suardytos, 30 min. veikiant ultragarso
aparatu Sonics Vibra, impulsais po 1 sekunde (jjungta) ir 2 sekundes (i8jungta), 40 %
galingumu. Po to tirpieji ir netirpieji baltymai buvo atskirti, centrifuguojant 30 min. +4 °C
temperatiiroje 12000 aps./min. grei¢iu. Intarpiniai klineliai dukart plauti $altu (+4 °C) |
buferiu, turin¢iu 1 M NaCl ir 0,1 % polisorbato-80 priedy. Tre¢iam plovimui naudotas |l
buferis, turintis 6 M karbamido, ir plovimo procedira uzbaigta Il buferiu. Po kiekvieno
preliminaraus plovimo ciklo IB buvo suspenduoti 100 ml atitinkamo buferio, santykiu
10 ml buferio intarpiniy kaneliy kiekiui, iSskirtam i 1 g biomasés, ir centrifuguoti.
Plovimo buferiy sudétis tokia: | buferis — 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 0,1 % polisorbatas-
80, pH 7,4, Il buferis — 10 mM Tris-HCI, 6 M karbamidas, pH 8,0; Ill buferis — 10 mM
Tris-HCI, pH 8,0. Po preliminaraus plovimo intarpiniai kiineliai buvo suspenduoti 60 mi
25 mM Gly/NaOH buferio, pH 9,6, kurio sudétyje buvo 6 M guanidino hidrochlorido
(GAmCI) ir 20 mM DTT. Tirpinama (soliubilizuojama) nuolat mai$ant 2 val. +4 °C
temperatiroje. Paskui intarpiniy kineliy soliubilizatas centrifuguotas 30 min. +4 °C
temperatiroje 12000 aps./min. grei€iu.

Visais tirtais atvejais persivyniojimas vyko, skiedZiant intarpiniy kiineliy tirpala
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i§ viso 16 karty. Tam tikslui 56 m! IB tirpalo i§pilama j refoldavimo buferj, nustatytg laikg
(40-120 val.) $velniai mai§ant gauta tirpalg +4 °C temperatiroje. Refoldavimo buferis
buvo sudarytas i§ 25 mM glicino/NaOH buferio, pH 9,6, turinio 1,2 M NaCl, 0,5 M L-
Arg ir pasirinktg redukuoto/oksiduoto glutationo porg GSH / GSSG santykiu 5,0 mM :
0,25 mM.

Pirmoji chromatografinio gryninimo pakopa — persivyniojusio sulieto baltymo
chromatografija per fenil-Sefarozés FF kolonéle. Sis chromatografijos etapas i§ esmés
skirtas korekti§kai susivyniojusj baltyma atskirti nuo likutinio (0,375 M) GdmCI, kurio
buvimas riboja galimybes panaudoti kitg jprasting rekombinantiniy baltymy
chromatografinio gryninimo procedirg. Taigi, po persivyniojimo stadijos sulieto
baltymo tirpalas pakraunamas j fenil-Sefarozés FF kolonéle su 20 mM TrisHCI buferio,
pH 8,2, kurio sudétyje yra 1,5 M NaCl, ir iS§plaunamas i§ kolonélés, naudojant 10 mM
TrisHCI buferj, pH 9,2, j kurj nepridéta drusky. Toliau i$plauto baltymo chromatografija
atliekama per anijonitus. Buvo patikrinta Q-Sefarozés FF terpé ir DEAE-Sefarozés FF
anijonitas. Treciai chromatografinio gryninimo pakopai buvo pasirinkta SP-Sefarozés
FF kolonélé, pH 5,5. IS Sios kolonélés gauto sulieto baltymo porcija buvo perskirta j dvi
dalis, i$ kuriy viena buvo acetatinio buferio sistemoje, o kitoje buferis pakeistas j PBS.
Abi baltymo turin€ios dalys koncentruotos iki 1 mg/ml, steriliai filtruotos ir iSpilstytos
alikvotinémis dalimis stabilumui jvertinti, uz8aldant -80 °C temperatiroje ir uz§aldymo-

atitirpinimo ciklo metu. Abu preparatai pasirodé esg stabills.

Masiy spektrometru gauti duomenys patvirtino, kad IFN alfa-2b ir IFN alfa-5
partneriy suliejimo polipeptidiné grandiné buvo taisyklinga, su IFN alfa-2b seka N-
galuose. Nustatytoji suliejimo molekuliné masé gerai atitiko apskai€iuotg molekuline
mase. Abu suliejimo partneriai atpazino atitinkamus specifinius antikiinus (Fig. 5), kas
parodo, kad abu jie yra korektiSkai susivynioje. Apibendrinant, Siame pavyzdyje pateikti
duomenys jrodo, kad genetinis IFN alfa-2b ir IFN alfa-5 suliejimas duoda naujg darinj,
kurj galima gaminti iSlaikant priimtinos kokybés poZymius koncepcijos jrodymo
tyrimams.
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8 pavyzdys. CHIMERINIO BALTYMO GRYNUMO NUSTATYMAS SE-HPLC
BUDU

Chimeros monomero lygis i§grynintame meéginyje buvo nustatytas pusiau
kiekybiniu metodu, naudojant SE-HPLC bida. Jokiy specialiy méginiy paruosimo
veiksmy nesiimta.

JleidZiamo meéginio kiekis jvertintas pagal chromatografinés frakcijos sugerties

vidurkj. Pagrindiné chimeros smailé nustatyta naudojant MS analize.
SE-HPLC eksperimentiniai rodikliai:
Judangioji faze: A — 50 mM natrio fosfato, pH 7,0, 0,4 M natrio chlorido
Kolonélé: Tosoh TSKgel30 WXL, 7,8 x 300 mm, daleliy dydis — 5 pm
Chromatografijos sistema: Walters HPLC sistema Alliance
Aptikimo bangy ilgis: 280 nm
Srauto greitis: 1 ml/min.

ISgryninto IFNa2b-IFNa5 sulieto baltymo SE-HPLC rezultatai pateikti Fig. 6. 1S
$io chromatografinio vaizdo matyti, kad sulieto baltymo monomery kiekis yra daugiau
nei 98 %.

9 pavyzdys. PEPTIDY ZEMELAPIAI

25 yl tiriamo tirpalo (1 mg/ml) jpilama j 200 yl mégintuvelj su 2,8 pl 1,0 mg/ml
tripsino tirpalo. |pilama 1,6 ul 1,0 M kalio fosfato buferio, pH 8,0, paskui 3,6 pl vandens,
ir megintuvelio turinys kruop$d&iai iSmaiSomas. 5 sekundes centrifuguojama 6000
aps./min. grei€iu, paskui tirpalai 18 valandy inkubuojami 37 °C temperatiroje aparate
Thermomixer Comfort. Po inkubavimo 100 ul 6,0 M Gu-HCl tirpalo jpilama j megintuvel]
ir pridedama 7 pl 1,0 M DTT tirpalo. Mégintuvelj 1 minutei pamerkia j verdantj vanden;,
o paskui paruosti méginiai paliekami austi iki kambario temperatiiros.
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10 lentelé
Parametras Reik§mé (pastabos)
UV detektorius Bangy ilgis 214 nm
T atiira Kolonelé 30°C
emperatu Méginio laikymo saglygos 6 °C
A judangioji faze
A judantiosios fazés kanalas | (dejonizuotas vanduo su 0,1
% TFA)
Tirpiklio tvarkymo B judantioji fazé (acetonitrilas
riemoneé . . . judangioji fazeé (acetonitri
P B judandiosios fazés kanalas su 0,1 % TFA)
Jud'anéiosios fa;e?s Judan€ios | 4 mi/min
fazés srauto areitis
11 lentelé
HPLC sistemos programa
Nr. Laikas, min. A, % B, % Pastabos
1 0,01 100,0 0,0 Paleidimas
2 8,00 100,0 0,0 Izokratine
3 Linijinis
68,00 40,0 60,0 gradientas
4 72,00 40,0 60,0 Izokratiné
S 75,00 100,0 0,0 Linijinis
gradientas
6 90,00 100,0 0,0 Pusiausvirinimas

Peptidy Zemeélapiy sudarymo

HPLC kolonelé: Waters Symmetry 3000 C18 4,6 x 250 mm

rezultatai

pateikti Fig. 8. 1§ HPLC

chromatogramy akivaizdu, kad naujas suliety baltymy darinys pasizymi visomis

smailémis, kurios yra atskiry partneriy peptidy Zemelapiuose.

10 pavyzdys. PASIRINKTY SULIETY IFNa-5 BALTYMY BIOLOGINIS
AKTYVUMAS

IS ATCC kultiry kolekcijos buvo gauti negroidy gimdos kaklelio karcinomos
Igsteles Hep2c ir peliy encefalomiokardito virusas (EMCV). Hep2c Iastelés augintos
RPMI 1640 terpeje, papildytoje 10 % kar$¢iu inaktyvuoto naujagimiy verseliy serumo
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ir 1,5 g/l natrio bikarbonato. Lasteliy laikymo tankis — (5-6) x 105. EMCV buvo
daugintas pelés fibroblasty L-929 Igstelese.

Interferono alfa 5 ir jo suliety baltymy biologinis antivirusinis aktyvumas
nustatytas atliekant EMCV citopatinio poveikio (CPE) tyrimg. Virusas titruotas is
sankaupy ant Hep2c Iasteliy. Sio budo principas yra apradytas Armstrong (1971). Visi
viruso skiedimai atlikti RPMI 1640 terpéje, papildytoje 2 % kar$€iu inaktyvuoto
naujagimiy verseliy serumo. Hep2c lasteles pasétos 96 Sulineliy ploksteleje 1 diena
prie$ uzkretimg (koncentracija 5-6 x 105 Iasteliy/ml); tuo pat metu lastelés apdorotos
(trim egzemplioriais) su 50 uL mitybos terpés, turin&ios jvairiy koncentracijy chimeriniy
IFNa preparaty. Po 20-24 val. inkubavimo 37 °C temperattroje, 5 % CO2, Hep2c buvo
uzkestos su dvidesiméia sankaupas sudaranéiy EMCV vienety. Kontroliniai Sulinéliai
apdoroti EMCV ir Hep2c be IFN, tik su Hep2c ir tik su terpe. Po 24 val. inkubavimo
kontroliniuose virusy méginiuose stebint mikroskopu turéty matytis 90-100 % CPE, ir
inkubavimg galima nutraukti. Kartais gali prireikti ilgesnio inkubavimo. Terpe i$
kiekvieno 3ulinélio iStraukiama, ir lgstelés nudazomos 0,05 % (m/t 20 % etanolyje)
kristalinio violetinio tirpalo. Po 30 min. kristalinio violetinio tirpalas dekantuojamas ir
$ulineliai atsargiai praplaunami vandeniu, dZiovinami ir pridedama eliuavimo tirpalo (50
% etanolio su 0,05 % acto rlgsties). Kristaliniu violetiniu dazyty Sulinéliy sugertis
nustatoma mikroploksteliniu skaitytuvu (uQuant, BioTek) ties 570 nm.

Jvairiy IFNa5 preparaty biologinis aktyvumas buvo apskai€iuotas pagal
tarptautinj interferono alfa-2b (gauto i§ Zmogaus rDNR) standartg, NIBSC produkto Nr.
95/566, 70000 TV/ampuleje, ir iSreikstas tarptautiniais vienetais (TV). Kontrolei (be IFN
ir be EMCV) buvo priskirtos 0 % ir 100 % apsaugos reik§meés, atitinkamai. Indeliuose,
kur degeneracija buvo 50 % mazZesné, negu kontroliniuose viruso meéginiuose,
pripazintas interferono efektas.

Citopatinio poveikio sumazinimo tyrimo rezultatai i§ esmeés atitiko sigmoiding
dozés—atsako kreive, kai interferono koncentracija (interferono skiedimo atvirkstinis
logaritmas) buvo pavaizduota priklausomai nuo démes sugerties. Interferono
koncentracija (skiedimo atvirkstinis logaritmas) buvo iSreiksta kreive priklausomai nuo
demés sugerties interferono etaloniniam preparatui, kalibruotam tarptautiniais
vienetais, ir interferono tirtiems tirpalams. Naudojant linijine kreivés dalj, interferono

koncentracija meginyje buvo apskaidiuota palyginus tiriamojo ir etaloninio tirpaly
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atsakus. Statistines programos PLA 2,0 versija naudota lygiagretiems tyrimams
skaiGiuojant visy eksperimentiniy pavyzdZiy biologinj potencialg. Visi skaiCiavimai
atlikti tyrimy rezultaty, gauty per 2 dienas x i§ 2 ploksteliy per dieng pagrindu, kur
standartinio ir tiriamojo tirpaly titravimas atliktas tris kartus. Rezultatai pateikti lenteléje
Zemiau. Galima matyti, kad visiems trims sulietiems variantams buvo budingas toks

pat biologinis aktyvumas, kaip ir IFNa5 baltymui.

12 lentelé

Interferono a preparatas Koncentracija, Antivirusinis bioaktyvumas,

mg/ml x 108 TV/mg

IFNa2b 8,11 1,77
IFNab 8,79 0,72
IFNab ir

IFNa2b miginys 8,45 1,24
IFNa2b-IFNab 1,30 0,07
IFNa5-IFNab 1,53 0,29
IFNa5-OSM 0,98 0,21

Kartu su suliety IFNa5 baltymy biologinio aktyvumo i§saugojimu buvo tiriamas
suliety baltymy aktyvumas kaip antivirusiniy agenty uzkrésty Ziurkiy organizme.
Siuose tyrimuose vienas vienetas buvo apibréztas kaip interferono kiekis mililitrui,
reikalingas virusinés infekcijos citopatiniam poveikiui sumazinti 50 %. PavyzdzZiui,
IFNa5 Ziurkiy kraujo serume, TV/mI, stebétas 6 val., buvo intervale nuo 208 TV/mi
praéjus 0,5 val. po injekcijos iki 61,22 TV/m| praéjus SeSioms valandoms. Sulieto
IFNa2b-IFNa5 baltymo kiekis buvo intervale nuo 191 TV/ml (0,5 val.) iki 54 TV/mi (6
val.), o IFNa5-IFNa5 homodimeras, stebétas 2 valandomis ilgiau, iki 8 valandy,
demonstravo pastovy 40—46 TV/ml aktyvumg per visg tirtajj 0,5-8 val. laikotarpj.

IS Sio tyrimo matyti, kad sulieti IFNa5 baltymai pasizymi netgi geresnémis
savybemis, lyginant su IFNa5 baltymais. Pavyzdziui, IFNa2b-IFNa5 antivirusinis
aktyvumas Ziurkiy organizme buvo toks pat, nors in vitro biologinis aktyvumas buvo
gana Zemas. IFNa5-IFNab parodeé ilgai trunkant; antivirusinj aktyvuma Ziurkése.
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Pramoninis pritaikomumas

Siame patente siGloma universali virusiniy infekcijy ir véziniy ligy gydymo
platforma — sulieti IFNa5 baltymai. Priklausomai nuo kito kartu dalyvaujancio citokino,
Siuos baltymus galima panaudoti gydant platy ligy spektra, jskaitant virusines
infekcijas, kepeny ligas ir vézj. Pateiktas iSradimas apima visumg budy, tinkamy
baltymui klonuoti, kultivuoti, gryninti ir formuluoti taip, kad jj baty galima panaudoti

jvairiuose bandymuose su gyvinais ir ikiklinikiniuose tyrimuose.
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SEKU SARASAI

<110> UAB Biotechnologinés farmacijos centras "BIOTECHPHARMA"

<120> SULIETI INTEREFERONO-ALFA 5 BALTYMAI SU KITU CITOKINU
IR JU GAMYBOS BUDAS

<130> 2830

<160> 24

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 333

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Met Cys Asp Leu Pro GIn Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu
1 5 10 15

Met lle Met Ala GIn Met Gly Arg lle Ser Pro Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30

Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu Glu Phe Asp Gly Asn Gin
35 40 45

Phe Gin Lys Ala GIn Ala lle Ser Val Leu His Glu Met lie Gin Gin
50 55 60

Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Thr Trp Asp Glu
65 70 75 80

Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr Gin GIn Leu Asnh Asp
85 90 95

Leu Glu Ala Cys Met Met GIn Glu Val Gly Val Giu Asp Thr Pro Leu
100 105 110

Met Asn Val Asp Ser lle Leu Thr Val Arg Lys Tyr Phe Gin Arg lle
115 120 125

Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val
130 135 140

Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Ala Asn Leu GIn
145 150 155 160

Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu
165 170 175

Ser Asn Arg Arg Thr Leu Met lle Met Ala GIn Met Gly Arg lle Ser
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180 185 190

Pro Phe Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu
195 200 205

Glu Phe Asp Gly Asn GIn Phe GIn Lys Ala GIn Ala lle Ser Val Leu
210 215 220

His Glu Met lle GIn GIn Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser
225 230 235 240

Ser Ala Thr Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu
245 250 255

Tyr GIn Gin Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Met Met GIn Glu Val Gly
260 265 270

Val Glu Asp Thr Pro Leu Met Asn Val Asp Ser lle Leu Thr Val Arg
275 280 285

Lys Tyr Phe GIn Arg lle Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser

290 295 300
Pro Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser
305 310 315 320
Leu Ser Ala Asn Leu GIn Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu

325 330

<210> 2
<211> 332
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2

Met Cys Asp Leu Pro GIn Thr His Ser Leu Gly Ser Arg Arg Thr Leu
1 5 10 15

Met Leu Leu Ala GIn Met Arg Arg lle Ser Leu Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30
Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro GIn Glu Glu Phe Gly Asn GIn Phe
35 40 45

Gln Lys Ala Glu Thr lle Pro Val Leu His Glu Met lle GIn Gin lle
50 55 60

Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Ala Trp Asp Glu Thr
65 70 75 80
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Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr Gin GIn Leu Asn Asp Leu
85 90 95

Glu Ala Cys Val lle GIn Gly Val Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu Met
100 105 110

Lys Glu Asp Ser lle Leu Ala Val Arg Lys Tyr Phe Gin Arg lle Thr
115 120 125

Leu Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val Val
130 135 140

Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Thr Asn Leu GIn Glu
145 150 155 160

Ser Leu Arg Ser Lys Glu Cys Asp Leu Pro GIn Thr His Ser Leu Ser
165 170 175

Asn Arg Arg Thr Leu Met lle Met Ala GIn Met Gly Arg lle Ser Pro
180 185 190

Phe Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro GIn Glu Glu
195 200 205

Phe Asp Gly Asn GIn Phe GIn Lys Ala GIn Ala lle Ser Val Leu His
210 215 220

Glu Met lle Gin GIn Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser
225 230 235 240

Ala Thr Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr
245 250 255

GIn GIn Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Met Met GIn Glu Val Gly Val
260 265 270

Glu Asp Thr Pro Leu Met Asn Val Asp Ser lle Leu Thr Val Arg Lys
275 280 285

Tyr Phe GIn Arg lle Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro
290 295 300

Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu
305 310 315 320

Ser Ala Asn Leu GIn Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu
325 330

<210> 3
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<211> 332

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

Met Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu
1 5 10 15

Met lie Met Ala GIn Met Gly Arg lle Ser Pro Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30

Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu Glu Phe Asp Gly Asn GIn
35 40 45

Phe GIn Lys Ala GIn Ala lie Ser Val Leu His Glu Met lle GIn Gin
50 55 60

Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Thr Trp Asp Glu
65 70 75 80

Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr GIn Gin Leu Asn Asp
85 90 95

Leu Glu Ala Cys Met Met GIn Glu Val Gly Val Glu Asp Thr Pro Leu
100 105 110

Met Asn Val Asp Ser lle Leu Thr Val Arg Lys Tyr Phe GIn Arg lle
115 120 125

Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val
130 135 140

Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Ala Asn Leu GIn
145 150 155 160

Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu Cys Asp Leu Pro GIn Thr His Ser Leu
165 170 175

Gly Ser Arg Arg Thr Leu Met Leu Leu Ala GIn Met Arg Arg lle Ser
180 185 190

Leu Phe Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu
195 200 205

Glu Phe Gly Asn GIn Phe GIn Lys Ala Glu Thr lle Pro Val Leu His
210 215 220

Glu Met lle GIn GiIn lle Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser
225 230 235 240
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Ala Ala Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr
245 250 255
GIn GIn Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Val lle GIn Gly Val Gly Val
260 265 270
Thr Glu Thr Pro Leu Met Lys Glu Asp Ser lle Leu Ala Val Arg Lys
275 280 285
Tyr Phe GIn Arg lle Thr Leu Tyr Leu Lys Glu Lys Lys Tyr Ser Pro
290 295 300
Cys Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu
305 310 315 320
Ser Thr Asn Leu GIn Glu Ser Leu Arg Ser Lys Glu
325 330
<210> 4
<211> 363
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4

Met Cys Asp Leu Pro GIn Thr His Ser Leu Ser Asn Arg Arg Thr Leu
1 5 10 15

Met lle Met Ala GIn Met Gly Arg lle Ser Pro Phe Ser Cys Leu Lys
20 25 30

Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu Glu Phe Asp Gly Asn GIn
35 40 45

Phe Gin Lys Ala Gin Ala lle Ser Val Leu His Glu Met lle GIn Gin
50 55 60

Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala Thr Trp Asp Glu
65 70 75 80

Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr GIn GIn Leu Asn Asp
85 90 95

Leu Glu Ala Cys Met Met GIn Glu Val Gly Val Glu Asp Thr Pro Leu
100 105 110

Met Asn Val Asp Ser lle Leu Thr Val Arg Lys Tyr Phe GIn Arg lle
115 120 125
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Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys Ala Trp Glu Val
130 135 140

Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser Ala Asn Leu GIn
145 150 155 160

Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu Ala Ala lle Gly Ser Cys Ser Lys Glu
165 170 175

Tyr Arg Val Leu Leu Gly GIn Leu Gin Lys GIn Thr Asp Leu Met Gin
180 185 190

Asp Thr Ser Arg Leu Leu Asp Pro Tyr lle Arg lle GIn Gly Leu Asp
195 200 205

Val Pro Lys Leu Arg Glu His Cys Arg Glu Arg Pro Gly Ala Phe Pro
210 215 220

Ser Glu Glu Thr Leu Arg Gly Leu Gly Arg Arg Gly Phe Leu Gin Thr
225 230 235 240

Leu Asn Ala Thr Leu Gly Cys Val Leu His Arg Leu Ala Asp Leu Glu
245 250 255

Gin Arg Leu Pro Lys Ala GIn Asp Leu Glu Arg Ser Gly Leu Asn lle
260 265 270

Glu Asp Leu Glu Lys Leu Gin Met Ala Arg Pro Asn lle Leu Gly Leu
275 280 285

Arg Asn Asn lle Tyr Cys Met Ala GIn Leu Leu Asp Asn Ser Asp Thr
290 295 300

Ala Glu Pro Thr Lys Ala Gly Arg Gly Ala Ser GIn Pro Pro Thr Pro

305 310 315 320
Thr Pro Ala Ser Asp Ala Phe GIn Arg Lys Leu Glu Gly Cys Arg Phe
325 330 335
Leu His Gly Tyr His Arg Phe Met His Ser Val Gly Arg Val Phe Ser
340 345 350
Lys Trp Gly Glu Ser Pro Asn Arg Ser Arg Arg
355 360
<210> 5
<211> 363
<212> PRT

<213> Homo sapiens



52
LT 6164 B

<400> 5

Met Ala Ala lle Gly Ser Cys Ser Lys Glu Tyr Arg Val Leu Leu Gly
1 5 10 15

GIn Leu GIn Lys GIn Thr Asp Leu Met GIn Asp Thr Ser Arg Leu Leu
20 25 30

Asp Pro Tyr lle Arg lle GIn Gly Leu Asp Val Pro Lys Leu Arg Glu
35 40 45

His Cys Arg Glu Arg Pro Gly Ala Phe Pro Ser Glu Glu Thr Leu Arg
50 55 60

Gly Leu Gly Arg Arg Gly Phe Leu GIn Thr Leu Asn Ala Thr Leu Gly

65 70 75 80

Cys Val Leu His Arg Leu Ala Asp Leu Glu GIn Arg Leu Pro Lys Ala
85 90 95

Gin Asp Leu Glu Arg Ser Gly Leu Asn lle Glu Asp Leu Glu Lys Leu
100 105 110

GIn Met Ala Arg Pro Asn lle Leu Gly Leu Arg Asn Asn lle Tyr Cys
115 120 125

Met Ala GIn Leu Leu Asp Asn Ser Asp Thr Ala Glu Pro Thr Lys Ala
130 135 140

Gly Arg Gly Ala Ser GIn Pro Pro Thr Pro Thr Pro Ala Ser Asp Ala
145 150 155 160

Phe Gin Arg Lys Leu Glu Gly Cys Arg Phe Leu His Gly Tyr His Arg
165 170 175

Phe Met His Ser Val Gly Arg Val Phe Ser Lys Trp Gly Glu Ser Pro
180 185 190

Asn Arg Ser Arg Arg Cys Asp Leu Pro Gin Thr His Ser Leu Ser Asn
195 200 205

Arg Arg Thr Leu Met lle Met Ala GIn Met Gly Arg lle Ser Pro Phe
210 215 220

Ser Cys Leu Lys Asp Arg His Asp Phe Gly Phe Pro Gin Glu Glu Phe
225 230 235 240

Asp Gly Asn GIn Phe GIn Lys Ala GIn Ala lle Ser Val Leu His Glu
245 250 255

Met lle GIn GIn Thr Phe Asn Leu Phe Ser Thr Lys Asp Ser Ser Ala
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260 265 270

Thr Trp Asp Glu Thr Leu Leu Asp Lys Phe Tyr Thr Glu Leu Tyr GIn
275 280 285

GIn Leu Asn Asp Leu Glu Ala Cys Met Met GIn Glu Val Gly Val Glu
290 295 300

Asp Thr Pro Leu Met Asn Val Asp Ser lle Leu Thr Val Arg Lys Tyr

305 310 315 320
Phe Gin Arg lle Thr Leu Tyr Leu Thr Glu Lys Lys Tyr Ser Pro Cys
325 330 335
Ala Trp Glu Val Val Arg Ala Glu lle Met Arg Ser Phe Ser Leu Ser
340 345 350
Ala Asn Leu Gin Glu Arg Leu Arg Arg Lys Glu
355 360
<210> 6
<211> 1002
<212> DNR
<213> Dirbtiné seka
<220>
<223> Sintetine koduojanti seka
<400> 6

atgtgtgatc tgccgcagac ccactccctg tctaaccegte gtactctgat gatcatggcea
cagatgggtc gtatctctcc tttctcctge ctgaaggaca gacatgactt tggatttect
caggaggagt ttgatggcaa ccagttccag aaggctcaag ccatctctgt cctccatgag
atgatccagc agaccttcaa tctcttcage acaaaggact catctgctac ttgggatgag
acacttctag acaaattcta cactgaactt taccagcagc tgaatgacct ggaagcctgt
atgatgcagg aggttggagt ggaagacact cctctgatga atgtggactc tatcctgact
gtgagaaaat actttcaaag aatcactctc tatctgacag agaagaaata cagcccttgt
gcatgggagg ttgtcagagc agaaatcatg agatccttct ctttatcagc aaacttgcaa
gaacgtttac gtcgtaagga atgtgatctg ccgcagaccc actccctgte taaccgtcgt
actctgatga tcatggcaca gatgggtegt atctctectt tetcctgect gaaggacaga
catgactttg gatttcctca ggaggagttt gatggcaacc agttccagaa ggctcaagec
atctctgtcc tccatgagat gatccagcag accttcaate tcttcagcac aaaggactca
tctgctactt gggatgagac acttctagac aaattctaca ctgaacttta ccagcagcetg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

aatgacctgg aagcctgtat gatgcaggag gttggagtgg aagacactcc tctgatgaat

840

gtggactcta tcctgactgt gagaaaatac tttcaaagaa tcactctcta tctgacagag
aagaaataca gcccttgtgc atgggaggtt gtcagagcag aaatcatgag atccttctct
ttatcagcaa acttgcaaga acgtttacgt cgtaaggaat aa

<210> 7
<211> 999

900
960
1002



54

LT 6164 B

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Sintetiné koduojanti seka

<400> 7

atgtgtgatc tgccgcagac ccactcectg tctaaccgte gtactctgat gatcatggcea 60
cagatgggtc gtatctctcc titctcctge ctgaaggaca gacatgactt tggatttcct 120
caggaggagt ttgatggcaa ccagttccag aaggctcaag ccatctctgt cctccatgag 180
atgatccagc agaccttcaa tctcttcage acaaaggact catctgctac ttgggatgag 240
acacttctag acaaattcta cactgaactt taccagcagc tgaatgacct ggaagcctgt 300
atgatgcagg aggttggagt ggaagacact cctctgatga atgtggactc tatcctgact 360
gtgagaaaat actttcaaag aatcactctc tatctgacag agaagaaata cagcccttgt 420
gcatgggagg ttgtcagagc agaaatcatg agatccttct ctttatcagc aaacttgcaa 480

gaacgtttac gtcgtaagga atgtgatctg ccgcagactc actctctggg ttctcgtegt 540
actctgatgc tgctggctca gatgegtegt atctetcttt tetcttgect gaaagaccegt 600
catgacttcg gtttcccgca ggaagagttc ggtaaccagt tccagaaagce tgaaactatc 660
cctgttctge atgaaatgat ccagcaaatc ttcaacctgt tctctactaa agactcttct 720

getgettggg acgaaaccct getggacaaa ttctacactg aactgtacca gcaactcaac
780

gacctcgagg cttgtgttat tcagggcgtt ggtgttaccg aaactccgct gatgaaagag 840
gatagcatcc tggctgttcg caagtatttc cagcgtatca ctctttacct gaaggaaaag 900

aagtatagcc cgtgtgcttg ggaagttgtt cgtgctgaga tcatgegttc cttctcectg 960
tctactaacc tgcaggaatc tctgegttct aaggaatag 999
<210> 8

<211> 999

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Sintetiné koduojanti seka

<400> 8

atgtgtgatc tgccgcagac tcactctctg ggttctegte gtactctgat getgetggcet 60
cagatgcgtc gtatctctct tttctcttge ctgaaagacc gtcatgactt cggtttceeg 120
caggaagagt tcggtaacca gttccagaaa gctgaaacta tccctgtict gcatgaaatg 180
atccagcaaa fcttcaacct gttctctact aaagactctt ctgetgettg ggacgaaacc 240
ctgctggaca aattctacac tgaactgtac cagcaactca acgacctcga ggcttgtgtt 300

attcagggcg ttggtgttac cgaaactccg ctgatgaaag aggatagcat cctggcetgtt 360
cgcaagtatt tccagcgtat cactctttac ctgaaggaaa agaagtatag cccgtgtget 420
tgggaagttg ttcgtgctga gatcatgegt tecttctece tgtetactaa cetgcaggaa 480
tctctgegtt ctaaggaatg tgatctgeccg cagacccact cectgtctaa cegtegtact 540
ctgatgatca tggcacagat gggtcgtatc tctectitct cctgectgaa ggacagacat 600
gactttggat ttcctcagga ggagtttgat ggcaaccagt tccagaaggce tcaagccate 660
tctgtcctee atgagatgat ccagcagace ttcaatctct tcagcacaaa ggactcatct 720
gctacttggg atgagacact tctagacaaa ttctacactg aactttacca gcagctgaat 780
gigctggaag cctgtatgat gcaggaggtt ggagtggaag acactcctct gatgaatgtg
gactctatcc tgactgtgag aaaatacttt caaagaatca ctctctatct gacagagaag 900
aaatacagcc cttgtgcatg ggaggttgtc agagcagaaa tcatgagatc cttctcttta 960
tcagcaaact tgcaagaacg tttacgtcgt aaggaataa 999
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<210> 9

<211> 1092

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Sintetiné koduojanti seka
<400> 9

atgtgtgatc tgccgcagac ccactccctg tctaaccgte gtactctgat gatcatggea 60
cagatgggtc gtatctctcc tttctcctge ctgaaggaca gacatgactt tggatttect 120
caggaggagt ttgatggcaa ccagttccag aaggctcaag ccatctctgt cctccatgag 180
atgatccagc agaccttcaa tctcttcage acaaaggact catctgctac ttgggatgag 240
acacttctag acaaattcta cactgaactt taccagcagc tgaatgacct ggaagcctgt 300
atgatgcagg aggttggagt ggaagacact cctctgatga atgtggactc tatcctgact 360
gtgagaaaat actttcaaag aatcactctc tatctgacag agaagaaata cagcccttgt 420
gcatgggagg ttgtcagagc agaaatcatg agatccttct ctttatcagc aaacttgcaa 480
gaacgtttac gtcgtaagga agcggctata ggcagetgct cgaaagagta ccgcegtgcete
540

cttggccagc tccagaagca gacagatctc atgcaggaca ccagcagact cctggacccc
600

tatatacgta tccaaggcct ggatgttcct aaactgagag agcactgcag ggagcgecce 660
ggggccttcc ccagtgagga gaccctgagg gggctgggca ggeggggctt cctgcagacce
720

ctcaatgcca cactgggctg cgtcctgcac agactggccg acttagagca gcgectecce
780

aaggcccagg atttggagag gtctgggctg aacatcgagg acttggagaa gctgcagatg
840

gcgaggecga acatcctcgg gctcaggaac aacatctact gcatggccca getgctggac
900

aactcagaca cggctgagcc cacgaaggct ggccgggggg cctctcagcc gcccaccccc
960

acccctgcect cggatgcttt tcagcgcaag ctggagggct gcaggttcct gcatggcetac 1020
catcgcttca tgcactcagt ggggcgggtc ttcagcaagt ggggggagag cccgaaccgg
1080

agccggagat aa 1092

<210> 10

<211> 1092

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>

<223> Sintetiné koduojanti seka
<400> 10

atggcggcta taggcagctg ctcgaaagag taccgegtgc tccttggcca gcetccagaag
60

cagacagatc tcatgcagga caccagcaga ctcctggacc cctatatacg tatccaagge
120

ctggatgttc ctaaactgag agagcactgc agggagcgcc ccggggectt ccccagtgag
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;ggaccctga goggggctggg caggeggggc ttcetgcaga ccctcaatgc cacactggge
tzgdz:%tcctgc acagactggc cgacttagag cagcgectcc ccaaggecca ggatttggag
2ggtctgggc tgaacatcga ggacttggag aagctgcaga tggcgaggcc gaacatcctc
gggctcagga acaacatcta ctgcatggcc cagctgctgg acaactcaga cacggctgag
2§c?acgaagg ctggccgggg ggcectctcag ccgeccacce  ccacceetge  ctcggatgct
?t?c%gcgca agctggaggg ctgcaggttc ctgcatggcet accatcgctt catgcactca 540
gtggggcggg tcttcagcaa gtggggggag agcccgaacc ggagccggag atgtgatctg
csc(g);(():agaccc actccctgtc taaccgtcgt actctgatga tcatggcaca gatgggtcgt 660

atctctectt tctcetgect gaaggacaga catgactttg gatttcctca ggaggagttt 720
gatggcaacc agttccagaa ggctcaagcc atctetgtce tccatgagat gatccagcag 780
accttcaatc tcttcagcac aaaggactca tctgctactt gggatgagac acttctagac 840

aaattctaca ctgaacttta ccagcagctg aatgacctgg aagcctgtat gatgcaggag 900

gttggagtgg aagacactcc tctgatgaat gtggactcta tcctgactgt gagaaaatac 960
tttcaaagaa tcactctcta tctgacagag aagaaataca gcccttgtge atgggaggtt 1020
gtcagagcag aaatcatgag atccttctct ttatcagcaa acttgcaaga acgtttacgt 1080
cgtaaggaat aa 1092

<210> 11

<211> 27

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 11

attatcatat gtgtgatctg ccgcaga 27

<210> 12

<211> 25

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 12

ttccttacga cgtaaacgtt cttge 25

<210> 13

<211> 41

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
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<220>

<223> Sintetinis pradmuo

<400> 13

ttccttacga cgtaaacgtt cttgctgtga tetgccgeag a

<210> 14

<211> 30

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 14

gacgtaaacg ttcttgctaa aagcttttaa

<210> 15

<211> 24

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 15

ttaacatatg tgtgatctgc cgca

<210> 16

<211> 30

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 16

ttccttagaa cgcagagatt cctgcaggtt

<210> 17

<211> 48

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo

<400> 17

tttctgcagg aatctctgceg ttctaaggaa tgtgatctge cgcagacc

LT 6164 B

41

30

24

30

48
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<210> 18

<211> 27

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 18

tttaagcttc tatctccgge teeggtt

<210> 19

<211> 38

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 19

ttaacgttta cgtcgtaagg aagcggctat aggcagct

<210> 20

<211> 24

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 20

aaacatatgg cggctatagg cagc

<210> 21

<211> 18

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 21

tctccggcte cggttegg

<210> 22

<211> 39

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo

27

LT 6164 B

38

24

18
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<400> 22

agagcccgaa ccggagecgg agatgtgatce tgccgecaga

<210> 23

<211> 28

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 23

tacgtcgtaa aggaatgtga tcgccgea

<210> 24

<211> 23

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka
<220>

<223> Sintetinis pradmuo
<400> 24

aaaaagcttc tattccttag aac

23

LT 6164 B

39

28
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ISradimo apibréztis

1. Sulietas baltymas, apimantis interferong alfa 5 (IFNaS5), kurio bendroji

formule (1) arba (I1)

IFNa5 — X X - IFNa5
(1) (N

kur suliejimo partneris X yra kitas interferonas alfa arba citokinas.

2. Sulietas baltymas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad IFNa5
yra Zmogaus rekombinantinis interferonas-alfa 5, ir X yra pasirinktas i§ grupés,

susidedancios i§ IFNa5, INFa2b ir onkostatino.

3. Sulietas baltymas pagal 1 arba 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad
IFNa5 yra homodimeras, kurio aminorigs$¢iy seka yra SEQ ID No: 1 arba seka, kurios

identiSkumas bent 95 %.

4. Sulietas baltymas pagal 1 arba 2 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis
yra IFNa2b-IFNab heterodimeras, kurio aminoriigs¢iy seka yra SEQ ID No: 2 arba
seka, kurios identiSkumas bent 95 %.

5. Sulietas baltymas pagal 1 arba 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
yra IFNa5-IFNa2b heterodimeras, kurio aminorligséiy seka yra SEQ ID No: 3 arba
seka, kurios identiSkumas bent 95 %.

6. Sulietas baltymas pagal 1 arba 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
yra IFNa5-OSM heterodimeras, kurio aminoriigs¢iy seka yra SEQ ID No: 4 arba seka,
kurios identiSkumas bent 95 %.

7. Sulietas baltymas pagal 1 arba 2 punkta, besiskiriantis tuo, kad jis
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yra OSM-IFNa5 heterodimeras, kurio aminorigé¢iy seka yra SEQ ID No: 5 arba seka,

kurios identiSkumas bent 95 %.

8. Sulietas baltymas pagal bet kurj i§ 1-7 punkty, besiskiriantis tuo,
kad jis pasizymi badingu IFNa5 biologiniu aktyvumu kartu su prailgintu pasi$alinimo i$

organizmo laiku.

9. DNR fragmentas, koduojantis sulietg baltymag pagal bet kurj i§ 1-8 punkty,
kur koduojanti seka yra pasirinkta i$§ grupes, susidedangios i§ SEQ ID NO: 6, SEQ ID
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10 arba sekos, koduojancios tg patj
baltyma.

10. Vektorius, apimantis DNR fragmentg pagal 9 punkta, koduojantj sulietg
baltyma pagal 1-8 punktg, kur minétas vektorius yra pasirinktas i§ grupés,
susidedancios i8 pET21b+, pET28a+, pUCS7/T ir pT7, geriau pET21b+.

11. Sulieto baltymo pagal 1-8 punktus gamybos blidas, kuriame:

a) paruoSia Igstele Seimininke, galin¢ig produkuoti minétg IFNa5 sulietg
baltyma;

b) kultivuoja Igsteles Seimininkes sglygomis, efektyviomis ekspresuoti minétg
IFNa5 sulietg baltyma tinkamoje fermentacijos terpéje; ir

c) i8skiria ir grynina ekspresuotg IFNa5 sulietg baltyma,
besiskiriantis tuo, kad

- minetas iSskyrimas yra i$skyrimas i$ b) stadijoje gauto misinio, apimangio tikslinj
sulietg baltymg intarpiniy kdneliy pavidalu, vykdant jy tirpinimg ir po to — oksidacine
renatdracija; ir

- minétas gryninimas yra trijy pakopy chromatografinis gryninimas, kuriame:

minéta misinj, apimantj renatdruotg IFNa5 sulietg baltymg, apdoroja hidrofobinés
sgveikos chromatografija;
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po to gautg prie$ tai einanéioje pakopoje misinj veikia anijony mainy chromatografija;

ir toliau gautg ankstesnéje pakopoje tirpalg grynina katijony mainy chromatografija.

12. Budas pagal 11 punkta, kur lgstelé Seimininké yra pasirinkta i§ grupés,
susidedandios i§ E.coli, S.cerevisiae, K.lactis, optimaliai E.coli, geriau proteaziy
neturingio E.coli kamieno, tokio kaip E.coli BL21 ir Rosetta gami-2, geriausiai - E.coli
BL21, ir kur tinkama fermentacijai terpé yra bet kuri sudétiné terpé, apimanti mieliy

ekstraktg kaip azoto $altinj ir gliukoze kaip anglies Saltinj, optimaliai MO9m terpe.

13. Bldas pagal 11-12 punktus, kur efektyvios ekspresuoti minétg IFNab
sulieta baltyma saglygos apimg indukcijg, optimaliai su izopropil-B-D-
tiogalaktopiranozidu (IPTG), optimaliai esant 0,1mM - 1mM IPTG koncentracijai,
geriausiai 0,5 mM, ir indukcija nebtinai yra perkelta j ankstyva auginimo stadijg.

14. Budas pagal 11-13 punktus, kur minétg tirpinima atlieka chaotropiniame ir
denatiruojan€iame tirpale, kuris apima 6-8 M karbamidg arba 4-6 M guanidino
hidrochlorida, optimaliai 6 M guanidino hidrochiorida, nebdatinai turintj 20 mM DTT.

15. Budas pagal 11-14 punktus, kur minétg oksidacine renatiracijg vykdo
glicino/NaOH buferyje pH intervale 7,0 - 9,6 ir esant redukuotojo/oksiduotojo glutationo
poros GSH/GSSG santykiui 5-20:1 su buferine talpg turinéiais priedais, pasirinktais i$

grupeés, susidedandios i§ natrio chlorido, natrio sulfato ir amonio sulfato.

16. Bludas pagal 11-15 punktus, kur minétame 3 pakopy chromatografinio
gryninimo hidrofobinés sgveikos chromatografijos sorbentas yra pasirinktas i§ grupés,
susidedancios i$ butil-Sefarozes, oktil-Sefarozés, fenil-Sefarozés, optimaliai yra fenil-
Sefarozé, pH esant intervale 8,2-9,2; ir

anijony mainy chromatografijos sorbentas yra pasirinktas i§ grupés, susidedandgios i$
ANX -Sefarozés, Q-Sefarozés, DEAE-Sefarozés, QAE-Sefarozés, optimaliai Q-
Sefarozés arba DEAE-Sefarozés, pH esant intervale 8,6-9,0; ir
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katijony mainy chromatografijos sorbentas yra pasirinktas i§ grupés, susidedancios i$
S-Sefarozeés, SP-Sefarozés ir CM-Sefarozes, optimaliai SP-Sefarozés arba CM-

Sefarozés, pH esant intervale 5,2-5,6.

17. Sulietas baltymas pagal 1-8 punktus, gautas badu pagal 11-16 punktus.

18. Preparatas, apimantis sulietg baltyma pagal 17 punktg stabilaus tirpalo

formoje.

19. Sulietas baltymas pagal 17 punktg arba preparatas pagal 18 punkta, skirti
naudoti terapijoje.

20. Farmaciné kompozicija, apimanti sulieto baltymo pagal 1-8 punktus arba
preparato pagal 18 punkta terapiSkai veiksmingg kiekj, ir farmaciniu poziariu priimting
nesiklj, ekscipienta ir/arba pagalbines medziagas.



1/8

LT 6164 B

L B4

IHWeg-RPN/A+eLZLad

SeNdraeeNdl

BB IOPNISENT-OZEN I

X e \ 5\
“THPMIH

N o lazeNal

. | dq 5265
+B1ZL3d/geNI-aZeNdl |

dq 9Zes

+e1Z13d/GzeNl




2/8

LT 6164 B

huNmm_d NG #1

lognsa Py [9gnsg

Z b4

L

I9tnsg/geNd-el

oensg &
2zeby
HNd ¥L 2

(doys-)sendi

dq 9zes
+elz13d/send]




3/8

LT 6164 B

¢ "bi4

LL DD.VV - S€0€ - 1PV LL DD.VV - IShE - IOV

DD.VV - L99T - 1PV

L VL.VD-6LIT-PPN

9,VIOL D -80L-Vsd

LL DOWVV - L6T -1V
I LODV.V-

, [

dqg 8¢9
+qlz13d/seNdi-azeN4dl

LL DD\VV - §TZ§ - IPY
DWVODL D -t¥is - ¥sd

LL DD.VV - 86SS - o}

LL DD.VV - L76S - TPV
cL1 - IMP¥IH



4/8

LT 6164 B

IFNa2b-a5/pET21a+/BL21(DE3)E.coli

30 -
25
-
020
Eis
]
L
0:10
o]
)
0
biosintezés laikas, val.
150+
100+ IFNa2b-IFNa5, % bendry baltymy
IFNa2b-IFNa5, mg/g biomaseés
@8 bendry baltymy koncentraciia, mg/L
Slapios biomases i$eiga, g/L
50+
o.




5/8

masés
[markeris

SDS-PAGE; redukucjantios salyges.

“ -
e .

Western-blot | Western-blot
mAb prigs FNalpha2b

RN




018'0L SeleNdl qzeleNd|

6/8

LT 6164 B

18,00

15,00

PSSTE | o
51 z;? R=]
; N

.»«w'“/j: A

H

»
Minutes
’ Fig. 6

9,00

0,120
0,100-
0,080-

0,060

nv

0,040

0,00

0,020-
0,000} -



/8

LT 6164 B




8/8

LT 6164 B

—p—p—y

------------------------------------

Minu'las
—  interferon alphaS_18h
- |nterferon alpha2b_18h
—  interferon alpha2b-aiphab_18h

Fig. 8



	Abstract
	Bibliographic Data
	Description
	Claims
	Drawings

