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Descriere: 3

Obiectul prezentei inventii il constituie o proteind noud cu activitate de tip citochind, metode de inginerie
geneticd pentru producerea ¢i, si anume metoda de ADN recombinant, un vector de expresie, purtdtor al acestui
ADN recombinant, microorganisme procariote si celule eucariote, ce contin acest ADN recombinant, precum si
un medicament, util ca imunomodulator, care contine aceastd proteind cu titlu de ingredient activ.

Este bine cunoscut ca sistemul imun cuprinde elemente celulare si substante solubile, secretate de acestea
din urmd, numite citochine. Ele reprezintd proteine, care asigurd comunicarea intre o celuld emetricd si o celula-
tintd, sau in sistemul imun, sau intr-un alt sistem biologic al organismului. Citochinele au in general o activitate
biologicd, numitd pleiotropicd, ele manifestd multiple actiuni asupra celulei-tinta: proliferarea, diferentierea,
citoliza, activarea, chimiotactismul, etc. Multiple din aceste molecule se utilizeaza deja in terapeuticd: de
exemplu, interleuchina-2 sau o-interferonul se utilizeazd pentru tratamentul unor tumori prin imunoterapie si
factorii mielopoietici, cum ar fi GCSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor - Factorul de Stimulare al
Coloniei Granulocitare) sau GMCSF (Granulocyte Monocyte Colony Stimulating Factor - Factorul de Stimulare
al Coloniei Granulocitare Monocitare), care stimuleaza cresterea si diferentierea celulelor sanguine, astfel
contribuind la imbogatirea sangelui, sdrac in aceste celule, de exemplu, prin chimioterapie.

Despre citochine se cunosc urmétoarele informatii:

1) Ele corespund proteinelor secretate. Secretia proteinei, in special a citochinei, evolueazi deseori printr-
un mecanism, care include hidroliza regiunii aminoterminale hidrofobe a proteinei transformate, numita
succesiune prepeptidicd sau peptidd semnal, in timpul excretiei proteinei mature in mediu [1]. Majoritatea
succesiunilor peptidice ale citochinelor cunoscute includ, in esenta, o peptida semnal.

2) Citochinele, in general, corespund proteinelor inductibile sau de alte citochine [2], sau de agenti chimici
de activare ai proliferdrii si diferentierii celulelor, asa ca lipozaharidele, ionoforii calcici, de exemplu,
calimicina, dibutiril-adenozin-5"-monofosfatul ciclic, dimetilsulfoxidul, acidul retinoic, concanavalina A,
fitohemaglutinina (PHA-P) si esterii forbolului, de exemplu, 2-miristat-3-acetat forbolul (PMA), sau de
anticorpii contra moleculelor de suprafatd, cum ar fi antigenele de suprafatda CD2, CD3, CD28 si CD40 [3].

3) Inductia citochinelor fiind tranzitorie, ARN mesageri ai citochinelor sunt instabili. Ei posedd, pentru
majoritatea citochinelor, regiuni bogate in A si U, in special, succesiunea AUUUA, succesiune instabild tipica
generalizatoare [4].

4) Marea majoritate a citochinelor cunoscute se sintetizeaza de citre celulele sistemului imun, in special, de
monocitele si limfocitele T auxiliare ale sangelui [5]. Sinteza lor se induce de agentii inductori mentionati in
alineatul 2).

in plus, se cunoaste ci, antrenand celulele mononucleare ale singelui periferic, constituite in general din
limfocite si monocite, cultivate si stimulate cu diferiti agenti inductori, cum ar fi fitohemaglutinina, 2-miristat-
3-acetat forbolul si anticorpii monoclonali anti CD2, poate fi construitd o bancd ADN complementar, fara
succesiunile ubichitare ale ADN complementar in celulele animalelor, deci ADN complementar imbogatit
codificator pentru citochine [6].

Pe de altd parte, se cunoaste [7] cd producerea citochinelor (numite limfochine) de cétre limfocitele T este
mai importantd, deci corespunde unor cantititi mai mari de ARN mesageri la stimularea cu ajutorul unei
combindri binare: 2-miristat-3-acetat forbol si fitohemaglutinina sau 2-miristat-3-acetat forbol si anticorpul anti-
CD28, comparativ cu stimularea numai cu 2-miristat-3-acetat forbol, si la stimularea cu ajutorul unei combindri
binare 2-miristat-3-acetat forbol si fitohemaglutinind, comparativ cu combinarea tertiard: 2-miristat-3-acetat
forbol, fitohemaglutinina si ciclosporind A, ciclosporina A avind un efect inhibitor evident asupra transcriptiei
de ARN mesageri ai citochinelor [8].

Aceastd expresie diferentiatd a ARN mesageri ai citochinelor in diverse conditii de stimulare poate servi ca
cernere, numitd cernere diferentiatd a bancii de ADN complementar cu continut de succesiuni ce codifica
citochinele in scopul selectdrii acestor ultime succesiuni [9]. Intr-adevir, din doi ARN mesageri, corespunzatori
cu doud stiri de stimulare a celulelor, definite aici ca starea de stimulare 1 i starea de stimulare 2, starea de
stimulare 2 fiind consideratd mai bogatd in ARN mesageri codificind pentru citochind, comparativ cu starea 1,
se pot construi 2 sonde radioactive, definite respectiv sonda 1 si sonda 2, care reprezintd transcripte, obtinute
prin transcriptaza inversd a acestor doi ARN mesageri. Aceste doud sonde se hibridizeaza cu colonii bacteriene,
cu continut de succesiuni din banca de ADN complementar. Coloniile bacteriene, ce contin ADN complementar,
in care ARN mesager se modificd preponderent intre doud stiri de activare, lanseazi semnale diferentiate cu
doud sonde, hibridizarea fiind mai semnificativd pentru clonele retinute (care corespund proteinelor inductibile)
in cazul sondei 2, comparativ cu sonda 1.

Se cunoaste de asemenea un vector de expresie care contine ADN mentionati [9].
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fn plus, se cunocaste ci celulele COS, celuleledrinichilor de maimuti, care expreseazi antigenul T al
virusului SV40 [10], ce permit replicarea vectorilor cu continut de surse de replicare a ADN al virusului
SV40, precum si microorganismele procariote se selecteazd pentru studiul expresiei genelor in celulele
animalelor si secretiei proteinelor exprimate. Secretia unei proteine in aceste celule indicd faptul ci pe ea o
secretd celula, care o produce in mod natural. Se mai descrie un procedeu de preparare a proteinei cu activitate
de tip citochina si o substantd medicamentoasca care contine aceastd proteina cu titlul de ingredient activ [11].

Problema pe care o rezolva prezenta inventie este obtinerea unei proteine cu activitate de tip citochind cu
succesiuni cu un grad inalt de omologie si puritate, fiind eficienta in tratamentul diferitelor stiri patologice.

Obiectul inventiei este o proteind cu activitate de tip citochind sau un precursor al acestei proteine, care
include urmatoarea succesiune aminoacida (a;):

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu Ile Glu Glu Leu

1 5 10 15
Val Asn Ile Thr Gln Asn Gln Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met
20 25 30
Val Trp Ser Ile Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu
35 40 45
Ser Leu Ile Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala lle Glu Lys Thr Gln Arg
50 55 60
Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gln Phe Ser
65 70 75 80
Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys Ile Glu Val Ala Gln Phe Val Lys
85 90 95
Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn
100 105 110

in care

Xaa reprezintd Asp sau Gly, sau succesiunea care poseda un grad inalt de omologie cu succesiunea (a1).

Un grad inalt de omologie defineste aici o omologie de identitate (raportul intre aminoacizii identici si
numarul total de aminoacizi) de cel putin 80%, de preferinta, cel putin 90% succesiuni aminoacide, in cazul in
care ele se compard dupd omologia maximd, conform metodei de concordantd optimd a succesiunilor
Needleman si Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, 443-453. Aceastd metodd algoritmicd, in care se examineazi
toate concordantele posibile si se creeazd un sir concordat, in care cidt mai multi aminoacizi identici se
selecteazd conform perechilor §i numarul de treceri in succesiunile coordonate este minim, in special, se
utilizeazi in asigurarea de program UWGCG al Universitatii din Wisconsin: Devereux et al., 1984, Nucl. Ac.
Res., 12, 8711-8722-optiunea GAP.

Succesiunea peptidicd deja cunoscutd, cea mai apropiatd de succesiunea (ai) din 112 aminoacizi, este
succesiunea din 132 aminoacizi, obtinutd din ADN complementar al proteinei P600 de soarece, descrisa de
K.D. Brown et al., 1989, J. Imm. 142, 679-687 (proteina exprimatd de limfocitele TH2 de soarece, functia
cdrora este neelucidatd). Compararea acestor succesiuni peptidice prin metoda Needleman si Wunsch, 1970, J.
Mol. Biol., 48, 443-453, atesta ca 63 aminoacizi din 112 sunt identici sau omologia de identitate constituie circa
56%.

Proteina conform inventiei constituie o proteind, secretatd de limfocitele T si indusd in ele de 2-miristat-3-
acetat forbol, inductia citochinei (vezi textul anterior) fiind amplificatd cu ajutorul fitohemaglutininei sau
anticorpului anti-CD28, avind un efect inhibitor asupra amplificarii in cazul stimuldrii cu fitohemaglutinind in
prezenta ciclosporinei A. Proteina conform inventiei, definitd ca proteina NC30, reprezintd, deci, o limfochind
umand noud cu activitati imunomodulatoare de tip citochina (proliferarea celulelor, activarea celulelor, chimio-
tactismul si reglarea sintezei altor citochine). Ea actioneazi cel putin asupra a doud genuri de celule cheie ale
sistemului imun: monocite si limfocite B. Este vorba, deci, de o noud interleuchind. Unele din proprietatile ei
sunt similare celor ale interleuchinei-4: inhibarea sintezei interleuchinei-1f si a interleuchinei-6 de citre mono-
citele sangelui periferic, activate de LPZ (lipopolizaharidd), si modularea expresiei antigenului CD23 in
limfocitele B ale amigdalelor. Aceste doua proprietéti in egald masurd sunt specifice si pentru interleuchina-4
(W. Paul, 1991, Blood, 77, 1959, si Waal Malefyt et al., 1991, J. Exp. Med., 174, 1199-1220).

Proteina conform inventiei reprezintd o interleuchind de tip limfochind. Ea prezintd interes ca principiu
activ al unui medicament, util pentru tratamentul tumorilor, prin imunomodulare §i tratamentul unor afectiuni
infectioase sau inflamatoare.

Proteina conform inventiei poate include succesiunile (a;), prezentate anterior, unul sau citiva aminoacizi,
in special, succesiunea: Ser-Pro.
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Aceastd proteind, de preferintd, se afld intr-o formdScu masd moleculard aparentd, determinatd prin
electroforezd pe gel de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu (SDS), 9.0+2 sau 16,0+2
kDa. Ea este avantajos N-glicozilatd, in special, cAnd masa ei moleculard aparentd constituie 16.0+2 kDa.

Prezintd interes faptul cd aceastd proteind posedd un grad de puritate, determinat prin electroforeza pe gel
de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu si manifestare cu argint, mai mare de 70%, de
preferinta, mai superior de 90%.

Obiectul inventiei il constituie, de asemenea, ADN recombinant, care codificd proteina mentionatd, obtinuta
dintr-un lizat celular sau, de preferintd, codificd precursorul proteinei precedente. Acest precursor include, de
preferintd, o succesiune de semnal.

Functia acestei succesiuni de semnal, selectate in functie de celula-gazdd, este de a stimula excretia
proteinei recombinante din citoplasma, ceea ce permite proteinei recombinante s ia conformatia similard celei
a proteinei naturale si faciliteaza considerabil purificarea ei. Aceastd succesiune de semnal poate fi hidrolizata
sau in cdteva etape cu peptidaza de semnal, care elibereazi proteina maturd, sau in citeva etape, cand aceasta
succesiune de semnal include, cu exceptia succesiunii eliminate cu peptidaza de semnal, definitd peptida de
semnal sau presuccesiune, o succesiune, eliminatid mai tardiv in procesul unuia sau a cdteva evenimente
proteolitice, definitd pro-succesiune.

Succesiunea ce codificd proteina maturd reprezintd, de exemplu, una din urmétoarele succesiuni (Nai) sau
(Na'y):

(Nayp)
GGCCCTGTGC

CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG

AGGAGCTGGT
CTGCAATGGC
GACATGTACT
CAGGCTGCAG
CGGATTCTGC
AGCTTGCATG
TTGTAAAGGA
CGAGGGACGG
(Na'y)
GGCCCTGTGC
AGGAGCTGGT
CTGCAATGGC
GGCATGTACT
CAGGCTGCAG
CGGATTCTGC
AGCTTGCATG

CAACATCACC
AGCATGGTAT
GTGCAGCCCT
TGCCATCGAG
CCGCACAAGG
TCCGAGACAC
CCTGCTCTTA
TTCAAC

CTCCCTCTAC
CAACATCACC
AGCATGGTAT
GTGCAGCCCT
TGCCATCGAG
CCGCACAAGG
TCCGAGACAC

CAGAACCAGA
GGAGCATCAA
GGAATCCCTG
AAGACCCAGA
TCTCAGCTGG
CAAAATCGAG
CATTTAAAGA

AGCCCTCAGG
CAGAACCAGA
GGAGCATCAA
GGAATCCCTG
AAGACCCAGA
TCTCAGCTGG
CAAAATCGAG

AGGCTCCGCT
CCTGACAGCT
ATCAACGTGT
GGATGCTGAG
GCAGTTTTCC
GTGGCCCAGT
AACTTTTTCG

GAGCTCATTG
AGGCTCCGCT
CCTGACAGCT
ATCAACGTGT
GGATGCTGAG
GCAGTTTTCC
GTGGCCCAGT

TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA
CGAGGGACGG TTCAAC

Pentru expresie in microorganismele procariote, cum ar fi, de exemplu, Escherichia coli, aceastd succesiune
de semnal poate reprezenta sau o succesiune derivatd de la succesiunea ce codificd precursorul natural al unei
proteine, exportate de un microorganism procariot (de exemplu, peptida de semnal OmPA [Ghrayeb et al.,
1984, EMBO Journal, 3, 2437-2442]) sau peptida de semnal a fosfatazei alcaline (Michaelis et al., J. Bact.,
1983, 154, 366-374), sau o succesiune neendogend, ce codificd precursorul eucariot (de exemplu, peptida de
semnal a unuia din precursorii naturali ai hormonului uman de crestere), sau o succesiune, ce codificd peptida
sinteticd de semnal, de exemplu, similard celei descrise in cererea de brevet francez nr. 2 636 643 cu
succesiunea:

Met Ala Pro Ser Gly Lys Ser Thr Leu Leu Leu Leu Phe Leu Leu Leu

1 5 10 15

Cys Leu Pro Ser Trp Asn Ala Gly Ala

20 25

Pentru o expresie in celulele eucariote, cum ar fi ascomicetele, de exemplu, levura Saccharomyces
cerevisiae sau ciuperca filamentoasd Cryphonectria parasitica, aceastd succesiune de semnal, de preferinti,
reprezintd succesiunea derivatd de la succesiunea ce codificd precursorul natural secretat de aceste celule, al
proteinei, de exemplu, pentru levurd - precursorul invertazei (cererea de brevet EP 0123289) sau precursorul
pre-pro-succesiunii alfa-feromon (cererea de brevet DK 2484/84), sau pentru Cryphonectria parasitica -
precursorul pre-pro-succesiunii endotiapepsinei, cu succesiunea:
Met Ser Ser Pro Leu Lys Asn Ala Leu Val Thr Ala Met Leu Ala Gly

AACTTTTTCG

1 5 10 15
Gly Ala Leu Ser Ser Pro Thr Lys Gln His Val Gly Ile Pro Val Asn
20 25 30

Ala Ser Pro Glu Val Gly Pro Gly Lys Tyr Ser Phe Lys Gln Val Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 1652 G2

6
35 40 45
Asn Pro Asn Tyr Lys Phe Asn Gly Pro Leu Ser Val Lys Lys Thr Tyr
50 55 60

Leu Lys Tyr Gly Val Pro Ile Pro Ala Trp Leu Glu Asp Ala Val Gln

65 70 75 80
Asn Ser Thr Ser Gly Leu Ala Glu Arg

85
Pentru expresie in celulele animale, in calitate de succesiune de semnal se utilizeazi sau succesiunea de

semnal cunoscutd pentru exportul proteinei din celula animald, de exemplu, succesiunea ce codificd peptida de
semnal a unui precursor natural al hormonului de crestere uman, deja cunoscutd din considerentele posibilitatii
secretiei interleuchinei-2 (vezi cererea de brevet francez 2619711), sau una din cele patru succesiuni (b1), (b2),
(b3) si (bs) ce urmeaza:
(b1)
Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala

1 5 10 15
Leu Leu Leu Thr Thr Val lle Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala
20 25 30
(b2)
Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala
1 5 10 15
Leu Leu Leu Thr Thr Val le Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala
20 25 30
Ser Pro
(b3)
Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lle Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly
1 5 10 15
Phe Ala
(bs)
Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val Ile Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly
1 5 10 15
Phe Ala Ser Pro
20
avantajos codificate corespunzator prin urméatoarele succesiuni (Nbi), (Nbz), (Nb3) si (Nby):
(Nby)
ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG
CCTTGGCGGC TTTGCC
(Nby)
ATGCATCCGC TCCTCAATCC TCTCCTGTTG GCACTGGGCC
TCATGGCGCT TTTGTTGACC ACGGTCATTG CTCTCACTTG
CCTTGGCGGC TTTGCCTCCC CA
(Nbs)
ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC
TTGGCGGCTIT TGCC
(Nby)
ATGGCGCTTT TGTTGACCAC GGTCATTGCT CTCACTTGCC
TTGGCGGCTT TGCCTCCCCA

Inventia se referd de asemenea la un vector de expresie, care include ADN definit anterior.
Pentru o expresie in microorganismele procariote, in particular in Escherichia coli, ADN recombinant se

insereazd in vectorul de expresie ce contine un promotor eficient, care urmeazi dupd saitul de fixare al
ribozomilor deasupra genei exprimate, ca §i succesiunea eficienta pentru terminarea transcrierii genei exprimate
aflate inferior. Aceastd plasmida de asemenea trebuie sd cuprindd o sursd de replicare si un marcher de selectie.
Toate aceste succesiuni trebuie selectate in functie de celula-gazda.

Pentru expresie in celulele eucariote, vectorul de expresie conform inventiei include ADN recombinant,
definit anterior, cu mijloacele necesare pentru expresia, replicarea lui in celulele eucariote si selectia celulelor
transformate. De preferintd, acest vector poartd un marcher de selectie, selectat, de exemplu,

pentru complementarea mutatiei celulelor eucariote receptoare, care face posibila realizarea selectiei celulelor
care au integrat ADN recombinant intr-un numar mare de copii sau in genomul lor sau in vectorul multicopiilor.
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Pentru expresie in celulele eucariote, cum ar fi7levurile, de exemplu, Saccharomyces cerevisiae, este
convenabild inserarea de ADN recombinant intre, prim, promotorul si, secund, terminatorul transcriptiei.
Ansamblul promotor-succesiunea codificatoare-terminator, numit casetd de expresie, se cloneazi sau in vectorul
plasmidic monocopie sau policopie pentru levurd, sau se integreaza ca multicopie in genomul levurii.

Pentru expresie in celulele eucariote, cum ar fi celulele ciupercilor filamentoase grupa ascomicetelor, de
exemplu, genul Aspergillus, Neurospora, Podospora, Trichoderma sau Cryphonectria, vectorul de expresie
conform inventiei poartdi ADN recombinant, definit anterior, cu mijloace necesare pentru expresia acestuia si,
eventual, un marcher de selectie si/sau succesiuni telometrice. De fapt, se pot selecta transformanti integrati cu
ADN cautat cu un marcher de selectie aflat sau in acelasi vector, in care se afld si ADN cautat, sau in alt vector,
acesti doi vectori introducdndu-se deci prin cotransformare. ADN recombinant conform inventiei poate fi sau
integrat in genomul ciupercilor filamentoase, sau conservat in forma extracromozomica datoritd succesiunilor ce
permit replicarea i partititia acestui ADN.

Pentru expresie in celulele animale, in special, in celulele ovariene de hamster chinezesc CHO, ADN
recombinant, de preferintd, se insereazd intr-o plasmidd (de exemplu, derivatd de la pBR322), ce include sau o
unitate de expresie, in care este inserat ADN recombinant conform inventiei §i, eventual, un marcher de
selectie, anterior unui promotor eficient, sau doud unitati de expresie. Prima unitate de expresie include ADN
recombinant, definit anterior, precedat de promotorul eficient (de exemplu, promotorul precoce de SV40).
Succesiunea in jurul ATC (globulina antitimocitard) de initiere, de preferinta, se selecteaza in functie de
succesiunea tipicd de generalizare descrisd de Kozak (M. Kozak, 1978, Cell, 15, 1109-1123). Succesiunea
intrond, de exemplu, intron-o-globulina de soarece, poate fi inseratd mai superior de ADN recombinant, de
asemenea, ca succesiune ce comportd saitul de poliadenilare, de exemplu, succesiunea de poliadenilare de
SV40, poate fi inclusd mai inferior de gena recombinantd. A doua unitate de expresie poartd un marcher de
selectie, de exemplu, succesiunea ADN ce codifica dihidrofolatreductaza (DHFR). Plasmida se transfectd in
celulele animalelor, de exemplu, celulele CHO dhfr  (incapabile sa exprime DHFR). Linia (celulara) se
selecteazd dupd rezistenta la metotrexat: ea integreazd in genomul ei un numdir mare de copii ale ADN
recombinant §i aceasta se exprimad la un nivel suficient.

Inventia se referd, de asemenea, la microorganismele procariote transformate de cétre vectorul de expresie
definit anterior, in special, unul de specia Escherichia coli, in mod analogic cu celulele eucariote, care contin
ADN recombinant definit anterior. Acesta poate fi introdus prin transformare prin vectorul de expresie, definit
anterior, sau prin insusi ADN recombinant, conform inventiei, care uneori poate fi integrat direct in genom in
locusul, care permite expresia lui.

Celulele eucariote care prezintd interes reprezintd celule animale.

ADN recombinant, de exemplu, se poate introduce in aceste celule prin transfect prin vectorul de expresie,
mentionat anterior, prin infectia cel putin cu un virus sau retrovirus, care il contine, sau prin microinjectare.
Celulele animale preferate sunt celulele CHO, in special, celulele CHO dhfr , din care este posibild obtinerea
liniei cu productivitate inaltd de proteind conform inventiei. Celulele COS constituie, de asemenea, gazda
preferatd pentru obtinerea acestei proteine.

Alte celule eucariote, ce prezintd interes, sunt celulele de levuri, in special, celulele Saccharomyces
cerevisiae.

Inventia se referd, de asemenea, la un procedeu de obtinere a proteinei definite anterior, care include etapa
de cultivare a celulelor animale mentionate sau a levurii, cu etapele de izolare si purificare a proteinei
recombinante.

Inventia se refera, de asemenea, la o proteind recombinantd, care poate fi obtinutd prin procedeul care
include etapa de cultivare a acestor celule animale sau a levurii, cu etapele ulterioare de izolare si purificare a
proteinei recombinante.

Deci, obiectul inventiei il constituie, de asemenea, un preparat medicamentos, util, in special, in oncologie
si in tratamentul prin imunomodulare a unor boli infectioase §i a unor procese inflamatoare, care contine in
calitate de ingredient activ proteina definitd anterior, intr-un excipient farmaceutic acceptabil. El se poate
utiliza individual sau in asociere cu alti agenti activi, de exemplu, cu una sau mai multe citochine.

Inventia se elucideaza mai detaliat in descrierea ce urmeaza, divizatd in capitole, care contine rezultatele
experimentale si dezbaterea lor. Unele din aceste capitole se referd la experientele efectuate in scopul realizarii
inventiei, alte exemple de realizare a inventiei se prezintd, desigur, in scop pur ilustrativ.

Majoritatea tehnologiilor descrise in aceste capitole sunt bine cunoscute specialistilor in domeniu si sunt
descrise detaliat in lucrarea Sambrook, Fritsch si Maniatis: “Molecular cloning: a Laboratory manual”,
publicata in anul 1989 de editorii Cold Spring Harbor Press la New-York (editia a 2-a).

Rezultatul constd in aceea ci creste gradul de omologie si de puritate a produselor obtinute.
Descrierea ce urmeaza, pentru o elucidare mai profunda, este insotita de figurile 1a, 1b, 1c, 2, 3,4, 5, 6 51 7,
care reprezintd:
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- fig. 1a, fisa geneticd in ansamblu a plasmidei pSE1,8care reprezintd plasmida de clonare a E. coli si de
expresie in celulele animale, saiturile ce dispar prin ligare fiind notate in paranteze. Simbolurile utilizate
in aceastd figurd se precizeazi in descrierea plasmidei mentionate (capitolul 2);

- fig. 1b, succesiunea fragmentului sintetic “saitul liant al Hind II"-Hind I, utilizat pentru construirea
plasmidei pSE1;

- fig. 1c, succesiunea fragmentului sintetic Hind III-“saitul liant al BamH1";

- fig. 2, succesiunea nucleotidicd a ADNc NC30 si vis-a-vis, succesiunea aminoacida dedusa, in care sunt
subliniati doi Met, susceptibili sa initieze translarea, locusurile posibile de dezintegrare a peptidei de semnal
fiind indicate cu sageti verticale §i patru regiuni posibile de N-glicozilare fiind subliniate prin punctare;

- fig. 3 si 4, corespunzitor coordonarea dupd omologia maxima conform metodei Needleman si Wunsch,
1970, J. Med. Biol., 48, 443-453, a succesiunii aminoacide, deduse din ADNc NC30 (linia superioard), si a
succesiunii deduse din ADNc al proteinei P600 de soarece (linia inferioard) si concordanta conform acestei
metode a partii ce codificdi ADNe NC30 (linia superioard) si a partii ce codificdi ADNc al proteinei P600 (linia
inferioard);

- fig. 5, succesiunea fragmentului B, saitul de mutatie silentioasd in raport cu ADNe NC30 fiind indicat cu
asterisc;

- fig. 6 si 7, variatia densitatii optice si/sau a densitdtii celulelor liniei B9, in functie de concentratia
proteinei purificate NC30, produse din supernatantul celulelor COS (fig. 6) si originara din levura (fig. 7).

Capitolul 1. Cultivarea si stimularea celulelor mononucleare din sangele periferic cu ajutorul PMA si PHA-
P. Prepararea de ARN mesager, utilizat pentru crearea bancii de ADN complementar

1) Cultivarea si stimularea celulelor mononucleare din singele periferic

Pornind de la alicvote de sange periferic (prelevate de la trei donatori sdndtosi intr-un centru de transfuzie a
sangelui), in prealabil expuse citoforezei si gradientului Ficoll (Pharmacia, Boyum A., 1968, Scand. J. Clin.
Lab. Invest., 21, p. 77-89), se preleva fractia celulelor, imbogatitd cu celule mononucleare din sangele periferic
PBMNC (celule mononucleare din sangele periferic) aproximativ cu urmdtoarea compozitie: 70% limfocite,
25% monocite si 5% granulocite (calculul celulelor s-a efectuat cu ajutorul controlului de celule modelul
Coulter S-Plus IV).

Celulele se amplaseazi intr-un flacon de 250 ml, apoi se centrifugheazd timp de 10 minute la 37°C cu
acceleratia 300 g. Supernatantul se elimind si sedimentul celular se spald cu 50 ml mediu pe bazd de glucozi,
sdruri minerale, aminoacizi si vitamine, numit mediul RPMI (mediu RPMI 1640, produs de firma Gibco BRL),
apoi din nou se centrifugheaza in conditii similare.

Sedimentul de celule se trateazd cu 500 ml mediu RPMIL, completat cu 10% ser fetal de vitel (Gibco BRL -
notare standard: 013-06290H), addugind 10 unititi de penicilind si 10 pg de streptomicind (solutia de
penicilind cu streptomicind, firma Gibco, notare standard: 043-05140D) pentru 1 ml mediu, la fel si L-
glutamind (Gibco BRL - notare standard: 043-05030D) pana la o concentratie finald de 2 mM.

O parte din suspensia de celule se repartizeazi pentru separarea celulelor aderente si celulelor neaderente,
circa 100 ml la o cutie, in patru cutii patrate mari de cultivare (dimensiunile 245x245x20 mm-Nunc - notare
standard: 166508), si se incubeazd pentru o ord la 37°C. Se cunoaste ci majoritatea celulelor monocitare aderd
la cutia de cultivare, iar majoritatea celulelor limfocitare raiman in suspensie.

Celulele neaderente se aspird cu o pipetd si se cultiva in flacoane de cultivare de tip Falcon cu suprafata 175
em’ in prezenta mediului RPMI, completat cum este descris anterior, in care se adaugd 10 ng/ml 2-miristat-3-
acetat forbol (PMA) (Sigma - notare standard: P 8139) si 5 pg/ml fitohemaglutinina (PHA-P) (Sigma - notare
standard: 1.8754) la 37°C in prezenta a 5% COz timp de 24 ore.

Pe celulele aderente iardsi se toarnd 100 ml mediu RPMI, completat analogic descrierii anterioare, ce
contine suplimentar 10 ng/ml PMA si 5 ug/ml PHA-P. Celulele se incubeazi la 37°C in prezenta a 5% (vol.)
CO; pentru 5 ore.

Suspensia restantd de celule, numitd in continuare total de celule, se repartizeaza in patru cutii patrate mari
de cultivare si se incubeazd in prezenta mediului RPMI, completat analogic descrierii anterioare, la care se
aditioneazd 10 ng/ml de PMA si 5 pg/ml PHA-P la 37°C in prezenta a 5% (vol.) CO, timp de 5 ore pentru
primele doud cutii §i 24 ore pentru alte doud cutii.

Peste circa 2 ore dupd finalizarea incubdrii, in mediul de culturd al acestor diferite celule se adaugd 10
ug/ml cicloheximidd (Sigma, notare standard: C6255) (inhibitorul translarii, care mareste stabilitatea ARN al
citochinelor: vezi Lindsten et al., 1989, Science, 244, 339-344) si incubarea continud timp de 2 ore la 37°C.

2) Prepararea de ARN mesager
a) Extragerea de ARN mesager
Celulele se recupereazi in modul urmétor:
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- celulele aderente se spald de 2 ori cu tampon PBS9(fosfat tampon salin - notare standard: 04104040-
Gibco BRL), apoi se rad cu un rizor din cauciuc si se centrifugheazi. Astfel se obtine un sediment de
celule, numit sedimentul A;

- pentru celulele neaderente, dupd agitare in flaconul ce contine suspensia de celule, ultima se preleva si se
centrifugheaza. Astfel se obtine un sediment de celule, numit sedimentul NA;

- pentru celule integrale fractia aderentd se spald de 2 ori cu tampon PBS si se rade asa cum este descris
anterior, apoi se centrifugheaza. Fractia neaderentd se centrifugheazi. Cele doud sedimente de celule obtinute
se reunesc ulterior. Reunirea lor este numita sedimentul celulelor T (5 ore), pentru totalitatea de celule incubate
timp de S ore, si T (24 ore), pentru totalitatea de celule incubate timp de 24 ore.

Sedimentele de celule A, NA, T (5 ore) si T (24 ore) se congeleazi si se conservd la -80°C.

Fiecare sediment de celule congelat se trece in suspensie intr-un tampon de 1izd cu urmétoarea compozitie:
5 M guanidin-tiocianat; 50 M tris-(hidroxi-metil)-aminometan, pH 7.5; 10 M EDTA. Suspensia se trateazi cu
ultrasunet cu dezintegratorul ultrasonor Ultra Turax nr. 231256 (Janke si Kunkel) cu putere maxima timp de 4
cicluri cate 20 secunde. Se adaugd B-mercaptoetanol pand la 0.2 M si apoi se mai efectueazi un ciclu de tratare
cu ultrasunet timp de 30 secunde. Se adaugi clorurd de litiu pAnd la 3 M. Suspensia se riceste pand la 4°C si se
lasd la aceastd temperaturd pentru 48 ore. Apoi se izoleazd ARN prin centrifugare timp de 60 minute.
Sedimentul ARN se spald o datd cu solutie de 3M de clorurd de litiu, se recentrifugheaza, se mai trateaza cu un
tampon cu urmatoarea compozitie: 1% dodecilsulfat de sodiu, 5 M EDTA si 10 M Tris-HCI, pH 7.5, addugand
1 mg/ml proteinazd K (Boehringer, Mannheim, GmbH). Dupd incubare la 40°C timp de o ord, se extrage solutia
de ARN cu un amestec fenol/cloroform. La -20°C se sedimenteazd ARN continut in faza apoasd, cu ajutorul
solutiei de 0.3 M acetat de amoniu si 2.5 volume etanol. Se centrifugheaza la 15000 g timp de 30 minute si
sedimentul se depoziteaza.

b) Purificarea fractiei poli A* de ARN

Sedimentul se trateazi cu 1 ml tampon cu compozitia 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, si 1 mM EDTC, numit
tampon TE, si se trece In suspensie prin agitare cu un malaxor turbionar. Oligo-dT-celuloza de tip 3
(comercializatd de Collaborative Research Inc., Biomedicals Product Division) se prepard conform
recomandarilor furnizorului. ARN se depune pe oligo-dT-celulozd, se agitd atent pentru trecerea in suspensie a
bilelor, apoi se incilzeste timp de 1 minut la 65°C.

Suspensia se adaugd la 0.5 M NaCl, apoi timp de 10 minute se agita atent. Se centrifugheaza apoi timp de
un minut cu 1000 g, supernatantul se elimind, sedimentul se spald de 2 ori cu cite 1 ml tampon TE, care
contine 0.5 M NaCl. Supernatantul se elimina. Eluarea fractiei poliadenilate de ARN (constituit din ARN
mesageri) se obtine prin suspensia bilelor in 1 ml de tampon TE, apoi prin inclzirea acestei suspensii la 60°C
timp de 1 minut cu agitare ulterioara timp de 10 minute pe o placd basculantd. Apoi se centrifugheaza timp de 1
minut cu 1000 g, ceea ce permite recuperarea supernatantului, ce contine ARN mesageri liberi in solutie.
Totalitatea operatiilor mentionate (incepand cu eluarea) se repetd de 2 ori. Supernatantul astfel obtinut se
combind, se elimind bilele reziduale prin centrifugare si supernatantul se sedimenteazd cu 3 volume de etanol si
solutie de NaCl cu concentratia finala 0.3 M.

Astfel, din sedimentele celulelor A, NA, T (5 ore) si T (24 ore) se obtin 4 esantioane de ARN poli-A",
numite in continuare: ARN-poly A*-A; ARN-poly A*-NA; ARN-poly A*-T (5 ore) si ARN-poly A*-T (24 ore).

Capitolul 2. Prepararea bancii de ADN complementar, imbogatit cu succesiunile specifice ale celulelor
mononucleare din sangele periferic

1) Construirea vectorului de clonare pSE1

in strategia utilizatd se apeleazi la fragmentele obtinute prin sinteza plasmidei, deja existente si accesibile
publicului, si fragmentele obtinute prin sintezd, conform tehnologiilor utilizate in prezent. Metodele de clonare
utilizate reprezintd metodele descrise de Sambrook et al. in “Molecular Cloning, a Laboratory manual” (Cold
Spring Harbor Laboratory, 1989). Sinteza oligonucleotidelor se realizeazd cu sintetizatorul de ADN Biosearch
8700.

Descrierea urmédtoare, pentru o elucidare mai bund, contine referinte la figura la.

Aceastd plasmida se construieste prin ligarea succesiva a urmatoarelor elemente:

a) fragmentul Pvull-Pvull, simbolizat prin +++++++ in fig. la, din 2525 perechi de baze, obtinut prin
digestia completd a plasmidei pTZ18R (Farmacia) cu ajutorul enzimei de restrictie Pvull. Acest fragment
contine sursa de replicare a fagului fl (notati in fig. la prin ORIF1), gena (notati in fig. la prin Amp®) cu
rezistentd la ampicilind si sursa de replicare (notatd in fig. la prin ORI pBR322), care permite realizarea

replicdrii acestei plasmide in E. coli. Primul sait liber Pvull dispare prin ligarea cu saitul liber EcoRV (care de
asemenea dispare) al fragmentului, descris in alin. g);
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b) fragmentul Pvull-Hpal, simboliZln10in fig. 1a, din 1060 perechi de baze ale ADN al
adenovirusului de tip 5 intre pozitiile 11299 (locusul de restrictie Pvull) si 10239 (locusul de restrictie
Hpal) (Dekker i Van Ormondt, Gene, 27, 1984, 115-120), continand informatia pentru ARN VA-Isi VA-

II. Saitul liber Hpal dispare prin ligarea cu saitul liber Pvull (care de asemenea dispare) al fragmentului
descris in alin. ¢). Saitul Apal in pozitia 11218 se elimind prin dezintegrare cu ajutorul enzimei Apal, tratare cu
exonucleazi:ADN polimeraza fagului T4 si religare;

¢) fragmentul Pvull-HindIll, simbolizat prin //////// in fig. 1a, din 344 perechi de baze, originar de la ADN al
virusului SV40, obtinut prin digestia completd cu ajutorul enzimelor de restrictie Pvull si HindIIl. Acest
fragment include sursa de replicare si promotorul precoce al ADN al virusului SV40 (B.J. Byrne et al., Proc.
Ntl. Acad. Sci. USA (1983), 80, 721-725).

Saitul HindIII dispare prin ligarea cu saitul liant la HindIII al fragmentului, descris in alin. d);

d) fragmentul sintetic “saitul liant la HindIII”, simbolizat prin in fig. 1a, din 419 perechi de baze,
succesiunea caruia, prezentatd in fig. 1b, contine succesiunea apropiata succesiunii 5’ netransformate a virusului
HTLV1 (R Weiss et al., “Molecular Biology of Tumor Viruses”, partea a 2-a, editia a 2-a, 1985, Cold Spring
Harbor Laboratory, p. 1057) si intronul periferic al genei o-globulinei soarecelui (Y. Nishioka et al., 1979,
Cell., 18, 875-882);

e) fragmentul sintetic HindIll, “saitul liant la BamHI”, simbolizat prin xxxxxxx in fig. la, ce contine
promotorul de ARN polimeraza fagului T7, de asemenea ca polilincherul, ce contine, in special, locusurile de
clonare Apal si BamHI, succesiunea ciruia este prezentata in fig. lc;

f) fragmentul BamHI-Bell din 240 perechi de baze - simbolizat prin AAA 1in fig. la, fragment mic obtinut
prin digestia completd de cédtre enzimele Bell si BamHI ale virusului SV40, care contine saitul de poliadenilare
a lui (M. Fitzgerald et al., Cell, 24, 1981, 251-260). Siteurile BamHI si Bell dispar prin ligdrile corespunzitoare
cu “Saitul liant la BamHI” al fragmentului descris in alin. ¢) si saitul BamHI (care de asemenea dispare) al
fragmentului descris in alin. g);

g) fragmentul BamHI-EcoRV, simbolizat prin OOOOOQO in fig.1a, din 190 perechi de baze, fragment mic
originar din plasmida pBR322 dupi digestia completd de citre enzimele EcoRV si BamHL

Plasmida pSE1, deci, include elementele necesare pentru utilizarea ei ca vector de clonare in E. coli (sursa
de replicare in E. coli si gena de rezistentd la ampicilind, originard de la plasmida pTZ18R), precum si ca
vector de expresie in celulele animale (promotor, intron, locus de poliadenilare, sursd de replicare a virusului
SV40) si pentru copierea ei sub forma de filament simplu in scopul secvenarii (sursa de replicare a fagului f1).

2) Construirea bancii de ADN complementar, imbogatit cu succesiuni specifice ale celulelor mononucleare
din sangele periferic

Metoda de clonare utilizata este descrisd de Caput et al. Metoda amorsd-adaptor (Primer-adopter): Caput et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, 83, 1670-1674.

Ea constd, pe de o parte, in hidroliza enzimicd a vectorului pSE1 cu Apal, aditia “cozii” polydC pe
extremitatea 3 protuberantd, urmati de hidroliza enzimicd (digerarea) a plasmidelor astfel obtinute cu
endonucleaza BamHI Fragmentul corespunzitor vectorului se purificd pe coloana de sefarozd CLAB
(Farmacia). Deci, ea include ““coada” polydC la o extremitate, altd extremitate este coeziva de tip BamHL

Pe de altd parte, ARN polyA*, obtinuti in finalul capitolului 1, se expun unei transcriptii inverse, reiesind
din amorsa (primer), succesiunea cireia este urmatoarea:

5'<GATCCGGGCC CTTTTTTTIT TTT<%

Astfel, ADNc contine pe extremitatea 5’ succesiunea GATCC, complementard extremitdtii coezive BamHIL

ARN-ADN hibrizi, obtinuti prin actiunea transcriptazei inverse, se expun hidrolizei alcaline, care permite
eliminarea ARN. ADNc monofilamentari se supun apoi transferazei terminale, pentru a ajusta polydG in 3’, si
se purificd prin 2 cicluri de trecere pe coloana de sefaroza CLAB.

Acesti ADNc se hibridizeazi cu ARN-polyA*, provenit din celulele liniei COS3 (linia de celule renale de
maimutd, care exprima antigenul T al virusului SV40: vezi Y. Gluzman, 1981, Cell, 23, 175-182), preparate
prin metoda descrisé in capitolul 1 2).

ADNCc nehibridizati se izoleazi (fractia imbogititd cu ADN, complementard la ARN mesageri specifici ai
celulelor mononucleare din sangele periferic).

Acesti ADNc monofilamentati se insereazd in vectorul pSEl. Oligonucleotida secundd (adaptorul),
complementard la amorsa, este necesard pentru generarea saitului BamHI la extremitatea 5’ a ADNc. Dupa
hibridizarea vectorului, ADNc si adaptorul, moleculele recombinante circuld prin actiunea ligazei fagului T4.
Regiunile monofilamente se consolideaza atunci datoritd ADN-polimerazei fagului T4. Pool-ul

plasmidelor astfel obtinut serveste pentru transformarea tulpinii E. coli MC 1061 (Casabadan et S. Cohen, J.
Bact. (1980), 143, 971-980) prin electrocorporatie.

Protocolul prepardrii bancii de ADN complementar

a) Prepararea de ADN complementar
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Din 5 ug ARN-polyA* al celulelor mononucleare dinl1singele periferic, obtinute in finalul Capitolului 1,
cu urmdtoarea compozitie:

ARN-polyA*A: 0.5 p;

ARN-polyA'™NA: 2 p;

ARN-polyA'T (5 ore): 2 u si

ARN-polyA*T (24 ore): 0.5 u,

se prepardi ADN complementar monofilar, marcat prin **p-dCTP (ADN complementar obtinut manifests o
activitate specificd de 3000 imp. min/ng) cu amorsa sintetici cu urmditoarea succesiune (continind saitul
BamHI):

5'<GATCCGGGCC CTTTTTTTTT TTT<3’

intr-un volum de 100 pl tampon cu compozitia: 50 mM Tris HCI, pH 8.3; 5 mM clorurd de magneziu; 10
mM DTT (ditiotreitol), ce contine cate 0.5 mM de fiecare din dezoxinucleotid-trifosfati, 100 uCi dCTP o*%p si
100 U RNasin (Promega). Dupd incubare timp de 30 minute la 46°C cu 100 unitdti de enzimd-transcriptaza
inversd (Genofit-E1 022) se adaugd 4 ml de 0.5 M EDTA. Prima dati se extrage cu fenol (saturat in tampon
TE), apoi, secund, se extrage cu cloroform. Se adaugd 10 ug ARN de transfer din ficatul de vitel, 1/10 din
volumul solutiei 10 M acetat de amoniu si 2.5 volume de etanol pentru sedimentarea de ADN complementar. Se
centrifugheazi, sedimentul se dizolva in 30 ul tampon TE, apoi se elimind moleculele mici, cum ar fi sdrurile,
fenolul si cloroformul, prin cromatografie de excludere pe coloana de poliacrilamidd P10 (Biogel P10-200-400
mesh, notare standard: 1501050; Biorad).

b) Hidroliza alcalind a ARN matrice

Se adaugd 4.6 pl solutie 2N hidroxid de sodiu, se incubeazi timp de 30 minute la 68°C, apoi se adaugi 4.6
ul 2N acid acetic §i solutia obtinuta se trece pe coloana de poliacrilamida P10.

¢) Aditia homopolimericd a dG

ADN complementar se prelungeste la extremitatea 3’ cu o “coadd” dG cu 66 unititi de enzimd terminala-
transferazd (Farmacia 27073001). Se incubeazd cu 60 ml tampon cu urmdtoarea compozitie: 30 mM Tris HCI,
pH 7.6; 1 mM clorurd de cobalt, 140 mM acid cacodilic; 0.1 mM DTT; 1 mM dGTP, timp de 30 minute la
37°C, apoi se adaugd 4 ul de 0.5 M EDTA.

d) Purificarea pe coloana de sefarozi CL4B

Pentru eliminarea amorsei sintetice, ADN complementar se purificd pe doud coloane succesive cu 1 ml
sefaroza CLAB (Farmacia), echilibrate cu o solutie cu continut de 30 mM NaOH/2 mM EDTA.

Primele trei fractii radioactive (circa 80 pl fiecare) se regrupeazi si se sedimenteaza cu 1/10 din volumul
solutiei de 10 M acetat de amoniu si 2.5 volume etanol. Cantitatea de ADN complementar constituie 1 pg.

e) Hibridizarea

Sedimentul ADN complementar se trece in suspensie in 25 ul tampon TE, se adaugd 15 ug ARN-polyA*,
extras din celulele liniei COS, apoi 1/10 din volumul solutiei de 3M NaCl, 2.5 volume de etanol si se lasa sd se
sedimenteze la -20°C.

Se centrifugheaza, se spald cu 70% etanol, se usucd, sedimentul se dizolvd in 5 pl tampon cu urmétoarea
compozitie: 0.1 M Tris HCI, pH 7.5; 0.3 M NaCl; 1 mM EDTA, solutia obtinuta se plaseaza intr-un tub capilar,
care se inchide ermetic (se sudeazd), apoi se incubeazi la 65°C timp de 40 ore.

Continutul capilarului se dilueaza in 100 ul tampon TE, la care se adaugd 300 pl de 50 mM tampon fosfat
de sodiu, pH 6.8. Solutia obtinuta se trece pe o coloand cu hidroxiapatitd (Biorad, notare standard: 130.0520) la
60°C, echilibrati cu acest tampon fosfat. Se separd filamentul simplu (ADN complementar nehibridizat) si
filamentul dublu (ARN mesagerul COS, hibridizat cu ADN complementar) cu un gradient de 0.1 M pand la 0.2
M tampon fosfat la traversarea coloanei cu hidroxiapatitd. Fractiile corespunzitoare se regrupeazd cu ADN
complementar monofilamentar (25% de masd de ADNc eluat, ceea ce corespunde imbogitirii circa de 4 ori cu
succesiuni specifice ale celulelor mononucleare din sangele periferic), se adaugd 20 pg ARN de transfer,
volumul total se sedimenteaza cu 1/10 din volumul solutiei de 10M de acetat de amoniu si 2.5 volume de
etanol. Se centrifugheazd, sedimentul obtinut se dizolvd in 200 ul TE, fosfatul rezidual se elimind pe
poliacrilamida P10, se resedimenteaza cu 1/10 din volumul solutiei de 10M de acetat de amoniu si 2.5 volume
etanol.

Sedimentul se dizolva in 30 pl solutie de 30 mM NaOH; 2 mM EDTA. ADN complementar se plaseaza pe
coloana cu sefarozd CLAB (Farmacia) in 1 ml, echilibrat cu solutia ce contine 30 mM NaOH; 2 mM EDTA,
pentru a elimina restul de amorsd sinteticd. Primele trei fractii radioactive in volum de circa 80 ul fiecare se
regrupeazd. ADNc, continut in aceste fractii, se sedimenteazd cu 1/10 din volumul solutiei de

10M de acetat de amoniu si 2.5 volume etanol. Cantitatea de ADN complementar astfel obtinut constituie 20

ng.
f) Configurarea vectorului de clonare PSE1 si de ADN complementar in prezenta adaptorului
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Se centrifugheaza, sedimentul se dizolvd in 33 pl12tampon TE, se adaugd 5 ul (125 ng) vector de
clonare pSE1, 1 ul (120 ng) adaptor cu urmitoarea succesiune (utilizand saitul Apal):

5" AAAAAAAAAA AAAGGGCCCG 3’

10 ul de 200 mM solutie NaCl, se incubeaza timp de 5 minute la 65°C, apoi amestecul de reactie se lasd si
se rdceascd pand la temperatura camerei.

g) Ligarea

Intr-un volum de 100 pl se efectucaza ligarea vectorului de clonare $i ADNc monofilamentar cu 32.5 unitati
de enzimd ADN-ligaza fagului T4 (Farmacia, notare standard: 27087002) timp de o noapte la 15°C intr-un
tampon cu urmdatoarea compozitie: 50 mM Tris HCI, pH 7.5; 10 mM clorurd de magneziu, 1 mM adenozin-5'-
trifosfat.

h) Sinteza filamentului al doilea al ADNc¢

Se elimind proteinele prin extragere cu fenol, cu extragerea ulterioard cu cloroform, apoi se adauga 1/10 din
volumul unei solutii de 10 mM de acetat de amoniu, apoi 2.5 volume etanol. Se centrifugheazi, sedimentul se
dizolva intr-un tampon cu urmatoarea compozitie: 33 mM Tris acetat, pH 7.9; 62.5 mM acetat de potasiu, 1 mM
acetat de magneziu si 1 mM ditiotreitol (DTT), al doilea filament al ADN complementar se sintetizeaza intr-un
volum de 30 ul cu 30 unitati enzimd ADN-polimeraza fagului T4 (Farmacia, notare standard: 27-0718) si cu
amestecul de cate 1 mM din cei patru dezoxinucleotid-trifosfati dATP, dCTP, dGTP si dTTP, la fel ca si cu 2
unititi de proteind a genei 32 a fagului T4 (Farmacia, notare standard: 27-0213) timp de o ord la 37°C. Se
extrage cu fenol si urmele de fenol se elimind, utilizdnd coloana cu poliacrilamida P10 (Biogel P10-200-400
mesh, notare standard: 15011050-Biorad).

i) Transformarea prin electroporatie

Celulele E. coli MC 1061 (Clontech) se transformd cu ADN recombinant, obtinut anterior, prin
electroporatie cu aparatul Biorad Gene Pulser (Biorad), utilizdnd 2.5 kV in conditiile prescrise de furnizor, apoi
se cultivd bacteriile timp de o ord in asa-numitul mediu LB (Sambrook, citat anterior) cu urmitoarea
compozitie: bactotripon - 10 g/l; extract de levurd - 5 g/l, NaCl - 10 g/l, apoi timp de 6.5 ore in mediul LB, in
care se adaugd 100 pug/ml ampicilina.

Se determind numdirul de clone independente prin introducerea in dilutie 1/1000 de un mediu de
transformare, dupd prima ord de incubare in cutia cu mediu LB, la care s-a aditionat 1.5% (vol.) geloza si 100
pg/ml ampicilind, numit in continuare mediu LB de gelozd. Numérul clonelor independente constituie 500000.

Capitolul 3. Ciuruirea bancii de ADN complementar sustras si selectia clonei NC30

1. Realizarea replicarii coloniilor bacteriene ale bancii de ADNc pe filtru de nailon

Circa 40000 bacterii recombinante din banca de ADNc se distribuie in cutii Petri (245%245 mm) cu continut
de mediu LB de geloza (circa 2000 colonii/cutie).

Din fiecare dintre aceste cutii se face transferul coloniilor pe membrana de nailon (Hybond N-Amersham)
prin plasarea membranei pe suprafata cutiei si se fac puncte prin stripungerea membranei cu un ac. Se retrage
membrana si se plaseazi pe suprafata unei noi cutii Petri cu continut de mediu LB de gelozi. Se lasd pe cateva
ore la 37°C pentru a obtine cresterea coloniilor. Din aceastd primd membrand se realizeazi patru repliciri pe
membrane noi (plasate in prealabil pe mediu LB de gelozd pentru umectarea lor) prin contacte succesive cu
prima membrand. Replicdrile obtinute pe membrana in final se plaseazi pe cutiile cu mediu LB de geloza si se
incubeazi timp de o noapte la 30°C.

Replicdrile pe membrana sunt plasate cu coloniile in sus, pe o coald Whatman 3MM, saturatd cu o solutie
cu compozitia: 0.5 M NaOH; 1.5 M NaCl, pentru 5 minute, ceea ce permite liza bacteriilor si fixarea de ADN.
Replicarile pe membrand se plaseaza apoi pe a doua coald Whatman 3MM, saturata in acest caz cu o solutie
neutralizantd cu compozitia: 1.5 M NaCl; 5 M Tris HCI, pH 8.0, pentru 5 minute. Replicarile pe membrana se
cufundd apoi in solutie 2xSSC (compozitia solutiei SSC: 0.15 M NaCl, 0.015 M citrat de sodiu) si resturile
bacteriene partial se elimind, atent frictionand cu bumbac pentru curitat.

Apoi replicarile pe membrand se trateazi cu proteinaza K (Boehringer Mannheim GmbH) in concentratia
100 pg/ml de solutie cu urmdtoarea compozitie: 10 mM Tris HCI, pH 8; 10 mM EDTA; 50 mM NaCl; 0.1%
dodecilsulfat de sodiu; cite 20 ml pentru membrand. Se incubeazi timp de 30 minute la 37°C cu agitare.
Replicérile pe membrana se cufunda din nou in solutie 2xSSC pentru eliminarea definitiva a tuturor urmelor de
resturi bacteriene. In final ele se usucd pe hértie de filtru timp de cAteva minute, apoi

timp de 30 minute sub vid la +80°C. Astfel, pentru fiecare cutie se obtin 4 replicdri pe membrand, numite
ulterior replicarea 1, replicarea 2, replicarea 3 si replicarea 4.
2) Prepararea de ARN utilizat pentru construirea sondelor ADNc
a) Cultivarea si stimularea celulelor mononucleare din singele periferic cu PMA (PMA si anti-CD28),
(PMA, PHA-P si ciclosporina A) sau (PMA si PHA-P):
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Celulele neaderente se prepard conform descrierii]3precedente (capitolul 1,1). Ele se cultivd timp de 5
ore in flacoane de tip Falcon cu suprafata 175 em® in prezenta mediului RPMI, completat cu 10% ser
fetal de vitel (Gibco BRL, notat standard: 013-06290H), addugind 10 unititi de penicilind §i 10 pg
streptomicind (solutia penicilind/streptomicind Gibco, notare standard: 043-05140D) in 1 ml de mediu, de
asemenea si L-glutamind (Gibco BRL, notare standard: 043-05030D) pana la concentratia finald de 2 mM.
Celulele se stimuleaza timp de 5 ore in una din urmétoarele conditii de stimulare 1), 2), 3) si 4):

1) in prezenta a 10 ng/ml 2-miristat-3-acetat-forbol (PMA) (Sigma, notare standard: P§139);

2) in prezenta a 10 ng/ml PMA si 1 ug/ml anticorp monoclonal anti-CD28 (Reactifs et Systemes S.A.,
notare standard: ACM0280NC050);

3) in prezenta a 10 ng/ml PMA, 5 ng/ml fitohemaglutinind (PHA-P) (Sigma, notare standard: L./8754) si 1
ng/ml ciclosporind A (Sandoz);

4) in prezenta a 10 ng/ml PMA si 5 pg/ml PHA-P.

De fapt, se stie cd aditia anticorpului anti-CD28 majoreazi cantitatea de ARN mesageri ai unor citochine, in
special IL-2, IFNy, TNFa si GMCSF prin cresterea stabilitdtii de ARN mesageri ai lor (Lindsten T. et al., 1989,
Science, 244, 339) in limfocitele T si cd imunosupresorul ciclosporinei A inhibd majorarea de ARN mesageri ai
citochinelor, induse prin activarea cu PMA si PHA-P in limfocitele T (Thompson C.B. et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., USA, 86, 1333-1337).

Celulele se recolteazad in conditiile mentionate anterior de stimulare si se retin sedimentele celulare, numite,
corespunzator, sedimentul celular 1, sedimentul celular 2, sedimentul celular 3 i sedimentul celular 4.

b) Prepararea de ARN-poly A*

Din sedimentele celulare, mentionate mai sus, se extrage ARN si fractia poliA*, se purificd cum este descris
in capitolul 1-2) a) si b). Astfel, se obtin patru fractii ARN-poly A*, numite, respectiv, fractia poly A*1, fractia
poly A*2, fractia poly A*3 si fractia poly A*4.

3) Prepararea sondelor de ADNc radiomarcati

Sondele de ADNc radiomarcati (marcati cu izotop radioactiv), numite, respectiv, sonda 1, sonda 2, sonda 3
si sonda 4, se sintetizeazi din patru fractii ARN-poly A*, preparate asa cum este descris mai sus.

1 ug ARN-poly A* se hibridizeazd cu 200 ng oligo dTis.1s (Farmacia) in 2-3 ul tampon cu urmitoarea
compozitie: 50 mM Tris-HC, pH 7.5, si 1 mM EDTA, prin incubare timp de 2 minute la 65°C si ricire pand la
temperatura camerei. Sinteza de ADNc radiomarcat se realizeazd intr-un volum de reactie de 10 pl tampon cu
urmatoarea compozitie: S0 mM Tris-HCI, pH 8.3; 5 mM MgCly; 10 mM ditiotreitol, ce contine cate 500 uM de
fiecare din dezoxinucleotidfosfatii de ATP, dGTP si dTTP (Farmacia), 10 uM dCTP si 150 uCi dCTP a32P
(3000 Ci/mmol-Amersham) si 40 unitdti RNasine (inhibitorul RNase-Genofit). Reactia se realizeazi la 46°C
timp de 30 minute in prezenta a 10-20 unitati de transcriptazd inversd (Genofit). Aceastd sintezd este urmati de
hidroliza alcalind de ARN cu 0.3M solutie NaOH intr-un volum final 20 pl timp de 30 minute la 65°C. Se
neutralizeazi prin aditia a 3M acid acetic. Se ajusteazi pana la un volum de 50 pl cu mediul TE. Se efectueaza
extragerea cu un volum analogic de fenol, cu a doua extragere ulterioard cu un volum analogic de amestec
cloroform/alcool izoamilic (in proportiile respective 24/1). a32P-dCTP,  neinclus in timpul sintezei in
filamentul ADNec, se elimina prin cromatografia de eliminare pe coloana cu poliacrilamidd P10 (Biogel-200-400
mesh; Biorad).

Cantitatea de ADNc constituie 60-100 ng, cu activitatea specifici 1x10° impulsuri pe minut/pg.

4) Hibridizarea replicarilor coloniilor de bacterii cu sondele de ADNc

Replicdrile pe membrand se hibridizeazi in prealabil timp de 2 ore la 42°C intr-un tampon cu urmitoarea
compozitie: 50% formamida, 6xSSC; 5xsolutie Denhardt; 0.1% dodecilsulfat de sodiu §i 100 pg/ml ADN al
spermei de somon tratate cu ultrasunet, aditionat dupd denaturare timp de 10 minute la 100°C. Replicirile pe
membrand se hibridizeaza timp de 2 zile: replicarea 1 cu sonda 1, replicarea 2 cu sonda 2, replicarea 3 cu sonda
3 si replicarea 4 cu sonda 4, si aceste sonde se utilizeaza in concentratie de 4 ng/ml in tamponul, mentionat mai
sus. 5Sxsolutia Denhardt (vezi Sambrook citatd anterior) are urmétoarea compozitie: 1 g/l Ficoll (tipul 400,
Farmacia); 1 g/l polivinilpirolidond si 1 g/l albumina sericd de bovina (BSA).

Prehibridizarea si hibridizarea se realizeaza in eprubete in cuptoare pentru hibridizare (Hybrad) cu 25 ml si
10 ml, respectiv, de tampon pentru o membrand.

Apoi, replicdrile pe membrand se spald de cateva ori succesiv timp de 15 minute la 20°C in tamponul cu
compozitia: 2xSSC; 0.1% dodecilsulfat de sodiu, apoi de doud ori timp de 15 minute in solutia 0.1xSSC, 0.1%
dodecilsulfat de sodiu, la 55°C, apoi se usucd pe hartia Whatman 3 MM si se autoradiografiazd pe filmele
Kodak XARS.

S) Hibridizarea cu un amestec de oligonucleotide, corespunzitoare majorititii citochinelor cunoscute

Pentru identificarea clonelor care contin ADN complementari de ARN mesageri ai citochinelor cunoscute, o
altd serie de repliciri pe membrand, preparate prin procesul descris mai sus, se hibridizeaza cu amestecul numit
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amestecul C, din 28 oligonucleotide, fiecare din elel4incluzand 20 nucleotide, care corespund cu ADN
complementari ai urmétoarelor citochine:

Interleuchina-1o (Furutani Y. et al., 1985, Nucl. Ac. Res., 13, 5869-5882), Interleuchina-1f (Auron P. et
al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 7907-7911), Interleuchina-2 (Degrave W. et al., 1983, EMBO J., 2,
3249-3253), Interleuchina-3 (Yang Y.C. et al., 1986, 47, 3-10), Interleuchina-4 (Yokoto T. et al., 1986, Proc.
Natl. Acad. Sci., 83, 5894-5898), Interleuchina-5 (Hirano T. et al., 1986, Nature, 324, 73-75), Interleuchina-6
(May L. et al., 1986, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 8957-8961), Interleuchina-7 (Namen A. et al., 1988,
Nature, 333, 571-573), Interleuchina-8 (Matsushima K. et al., 1988, J. Exp. Med., 167, 1883-1893),
Interleuchina-9 (Yang Y.C. et al.,, 1989, Blood, 74, 1880-1884), TNFa (Pennica D. et al., 1984, Nature, 312,
724-729), TNFp (Gray P. et al., 1984, Nature, 312, 721-724), GCSF (Nagata S. et al., Nature, 1986, 319, 415-
418), MCSF (Kawasaki E. et al., 1985, Science, 230, 291-296), GMCSF (Wong G. et al., 1985, Science, 228,
810-815), LIF (Gough N. et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2623-2627), Interferonul al (1981,
Nature, 290, 20-26), Interferonul f1 (Taniguchi T. et al., 1980, Gene, 10, 11-15), Interferonul vy (Gray P. et al.,
1982, Nature, 295, 503-508), TGFa. (Derynck R. et al., 1984, Cell, 38, 287-297), TGFp1 (Derynck R. et al.,
1985, Nature, 316, 701-705), bFGF (Prats H. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 1836-1840),
Eritropoietina (Jacobs K. et al., 1985, Nature, 313, 806-810), BCGF (Sharma S. et al., 1987, Science, 235,
1489-1492), MIF (Weiser W. et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 7522-7526), MCP-1 (Yoshimura T.
et al., TEBS Lett., 244, 487-493), Oncostatina-M (Malik N. et al., 1989, Mol. Cell. Biol., 9, 2847-2853) si EDF
(Murata M. et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2434-2438).

Aceste oligonucleotide, obtinute cu sintetizatorul de ADN Biosearch 8700, se cupleaza cu peroxidaza de
hrean EC 1.11.17 (Boehringer Mannheim, notare standard: 814-407) conform urmatorului protocol:

- in coloana pentru sintezd, oligonucleotidele interactioneaza cu carbonildiimidazol (Aldrich-11, 553-3) si
1,6-diaminohexan (Aldrich-H1.169-6) conform metodei Wachter et al., 1986, Nucl. Ac. Res., 14, 7985-7994,

- dupé deprotectia bazelor si scindarea suportului prin tratare cu amoniac, oligonucleotidele se purificad cu
rigind cu schimbadtori de ioni (Quiagen-Diagen-500051), schimband contr-ionul de amoniu in ionul de litiu;

- 5’-amino-oligonucleotidele se cupleazi cu peroxidaza de hrean (Boehringer Mannheim-814407) conform
metodei lui M. Urdea et al., Nucl. Ac. Res., 1988, 4937-4956.

Amestecul de oligonucleotide se hibridizeaza cu circa 10% clone din banca.

Clonele care lanseazd un semnal autoradiografic mai puternic cu sonda 2, comparativ cu sonda 1, mai
puternic cu sonda 4, comparativ cu sonda 1, si mai puternic cu sonda 4, comparativ cu sonda 3, si care nu se
hibridizeazi cu amestecul C, sunt secvenate partial asa cum este descris in capitolul 4, ce urmeazi. Doud din
aceste clone, numite ulterior clonele NC30 si NC30-bis, in aga mod se pastreazi. Aceste clone contin, respectiv,
plasmida, numitd pSE1-NC30, si plasmida, numitd pSE1-NC30-bis.

Capitolul 4. Expresia de ARN mesager al clonei NC-30 in celulele mononucleare din sangele periferic

Celulele neaderente (constituite, in mare parte, din limfocite) se prepard prin metoda descrisé in capitolul 1-
1) si se stimuleazd prin metoda descrisd in capitolul 3-2)-a), cu exceptia celulelor nestimulate (conditiile de
stimulare 0)). ARN mesageri ai acestor celule se prepard in 5 conditii de stimulare, prin metoda descrisa in
exemplul 1-2)-a), si se analizeazd prin electroforezd pe 1% gel de gelozd in prezenta formaldehidei (Sambrook,
citat anterior) cu transferul ulterior pe o membrand de nailon (Hybond N+ — Amersham) si hibridizarea conform
protocolului prezentat anterior.

Aceastd membrand se hibridizeazd cu sonda radiomarcatd cu o32PdCTP, obtinutd din ADNc NC30
(Amersham) prin sectionarea partiald a acestuia din urma cu DNAse [, urmatd de polimerizarea cu fermentul
ADN polimeraza I (asa-numita metoda de “nick-translare” sau de deplasare a cezurii) conform metodei descrise
de Sambrook et al., citate mai sus. Hibridizarea se efectueazd la 42°C timp de 16 ore intr-un mediu apos cu un
continut de 50% formamida, 1 M NaCl, solutie SxDenhardt si 0.1% dodecilsulfat de sodiu (SDS). Membranele
se spald multiplu la temperatura camerei cu solutie 2xSSC, ce contine 0.1% dodecilsulfat de sodiu, apoi se
spald de doud ori la 50°C timp de 15 minute cu solutie 0.1xSSC, ce contine 0.1% dodecilsulfat de sodiu. Solutia
5xDenhardt are urmitoarea compozitie: 1 g/l Ficoll (tip 400, Farmacia), 1 g/l polivinilpirolidond si 1 g/l
albumind sericd de bovind. Solutia 1xSSC contine 0.15 M NaCl si 0.015 M citrat de sodiu.

Pentru celulele nestimulate si pentru celulele stimulate in conditiile 1), 2), 3) si 4) se stabileste banda
autoradiograficd corespunzaitoare cu ARN cu lungimea de circa 1.4 m.p.n. (mii perechi de nucleotide). Expresia
acestui ARN se majoreaza in prezenta PMA (bandei cu o intensitate de cel putin 5 ori mai

puternicd pentru conditia 1), comparativ cu conditia de stimulare 0)), si aceastd majorare se amplificd cu
prezenta suplimentard de PHA-P sau de anti-CD-28 (benzile de intensitate sunt de circa 5 ori mai pronuntate
pentru conditiile de stimulare 2) si 4), comparativ cu conditia de stimulare 1)) si nu se modificd prin prezenta
suplimentara a PHA-P si a ciclosporinei (benzile de intensitate sunt similare celor pentru conditiile de stimulare

1) 51 3)).
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In alti experienti, efectuati cu o populatie delSlimfocite T purificate (purificare ce depiseste
95%), de asemenea se constatd expresia de ARN mesager NC30 dupd o costimulare cu PMA si anti-
CD28.

Capitolul 5. Secvenarea si analiza succesiunilor de ADNc al clonei NC30
1) Secvenarea de ADNCc al clonei NC30
a) Prepararea de ADN monofilamentar

Clona NC30 contine vectorul pSEI1, care poarti ADNc intre saitul Apal si saitul BamHI, numit ulterior
ADNc-NC30.

Vectorul pSEIL, care contine sursa de replicare a fagului f1, permite producerea de ADN monofilamentar
prin cultivarea clonei NC30 in prezenta bacteriofagului M13K07 (Farmacia, notare standard: 27-1524) in modul
urmétor:

- Clona NC30 se cultivd intr-o eprubetd cu volumul de 15 ml agitind la o temperaturd de 37°C in 2 ml
mediu 2xYT cu compozitia: 16 g/l bactotripton, 10 g/l extract de levurd, 5 g/1 clorurd de sodiu (descrisd de
Sambrook et al., descrisd anterior), completat cu 0.001% tiamind si 100 pg/ml ampicilind, avand o densitate
optica pand la 600 nm de circa 0.60.

- 100 pl de aceastd cultura se infecteaza cu bacteriofagul M13K07 (Farmacia, notare standard: 27-1524) cu
multiplicitatea infectiei de ordinul 10, intr-o eprubetd cu volumul de 15 ml. Cultura se agiti la 37°C.

- Peste o ord se adaugd 2 ml mediu. Cultura se incubeaza timp de circa 16 ore la 37°C, agitand-o.

- 1.5 ml de culturd se centrifugheazi intr-o microeprubeta timp de 2 minute cu acceleratia de 15000 g.

- 1 ml supernatant se transferd intr-o microeprubetd si se adaugi 250 ul solutie de 20% polietilenglicol cu
masa moleculard 6000 cu un continut de 2,5 M NaCl. Amestecul se incubeazi timp de 5 minute la 4°C pentru
facilitarea sedimentdrii fagului, apoi se centrifugheaza timp de 5 minute cu 15000 g. Supernatantul se elimind
si sedimentul de fag se trece din nou in suspensie in 500 pl tampon cu compozita: 10 mM Tris-HCI, pH 8, 1
mM EDTA.

- Suspensia se extrage o singurd datd cu fenol, saturat cu 100 mM Tris-HCl, pH 8, si de doud ori cu
cloroform.

- Preparatul se sedimenteazd prin aditia a 1/10 din volumul solutiei de 3M acetat de sodiu, pH 4.8, si 2.5
volume etanol. Precipitarea se efectueazd la -20°C timp de minimum 20 minute. ADN se separi prin
centrifugare timp de 10 minute cu 15000 g, sedimentul dupd centrifugare se spald cu solutie de 70% etanol,
apoi se trece din nou in suspensie in 30 pl tampon cu compozitia: 10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA.

b) Secvenarea

Reactia de secvenare se realizeazd cu chitul pentru secvenare United States Biochemical (notare standard:
70770), utilizand metoda Sanger et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1977, 14, 5463-5467. Amorsele utilizate
reprezintd oligonucleotide din 18 nucleotide, complementare sau la vectorul pSE1 in regiunea imediat in
extremitatea-5’ a ADNc NC30, sau la succesiunea ADNc NC30.

2) Analiza succesiunii ADNc¢ NC30:

Descrierea ce urmeaza, pentru o mai bund elucidare, este ilustratd in fig. 2, 3 si 4.

Analiza secvendrii de ADNc NC30.

1) ADNc NC30 include 1282 nucleotide si se termind cu succesiunea polyA.

2) Acest numdr de nucleotide se concordeaza cu miarimea de ARN mesager corespunzitor (circa 1.4 m.p.n.,
vezi capitolul 4).

3) In pozitia 1264-1269 a succesiunii AATAAA, care corespunde succesiunii tipice de generalizare, descrise
de M. Birnsteil et al., 1985, Cell, 41, 349, este un semnal de poliadenilare. In pozitiile 855-861, 872-878, 1133-
1139 si 1152-1158 se afld succesiunile din 7 nucleotide: TATTTAT, TATTTAA, AATTTAT si TATTTAA ce
contin succesiunea ATTTA, corespunzitoare elementului consensus de instabilitate AUUUA, descris de G.
Shaw et al., 1986, Cell, 46, 659-667. ADN complementar al multiplelor citochine cunoscute poseda succesiunea
corespunzatoare acestui element consensus de instabilitate.

4) Succesiunea de ADN include o fazi de citire deschisa pentru translarea proteinei din ATG in pozitia 15-
17 pand la TGA in pozitia 453-455, care corespunde codonului ce termini translarea. In aceastd fazi de citire
sunt doud codoane ATG in pozitiile 15-17 si 57-59, susceptibile sd initieze translarea, corespunzitoare
proteinelor translate din 146 si 132 aminoacizi. Din acestea, imprejmuirea nucleotidicd ATG in pozitiile 57-59
este aceea care cel mai mult se apropie de succesiunea tipicd generalizatoare, descrisd de Kozak M., 1978, Cell,
15, 1109-1123, pentru initierea translirii in celulele eucariote.

5) Asigurarea de program al regasirii peptidei de semnal, numitd ulterior asigurare de program PS, este
elaboratd de solicitant dupd metoda si informatiile descrise de Von Heijne, 1986, Nucl. Ac. Res., 14, 483-490.
Aceastd asigurare de program in aceastd fazi de citire prevede o regiune hidrofobd, similard peptidei de semnal,
si 4 saituri posibile de scindare proteica (hidrolizd) in pozitiile 74-75 (intre Thr si Thr), 86-87 (intre Ala si
Leu), 110-111 (intre Ala si Ser) si 116-117 (intre Pro si Gly). Peptida de semnal prevazutd este plasatd intre
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unul dintre doi Met, susceptibili sd initieze translarea, sil6unul din aceste patru saituri de scindare. Proteina
maturd prevazutd (proteina translatd, scindatd in locul peptidei sale de semnal) include, deci, succesiunea
din 126, 122, 144 si 112 aminoacizi.

Previziuni similare se obtin cu asigurarea de program UWGCG al Universitatii din Wisconsin: Devereux et
al., 1984, Nucl. Ac. Res., 12, 8711-8721-Option: Regasirea peptidei de semnal dupd metoda G. Heijne
(referinta este citata anterior).

Compararea cu alte succesiuni cunoscute.

Succesiunea peptidicd deja cunoscutd, prototipul succesiunii similare din 112 aminoacizi a proteinei
mature, reprezintd succesiunea proteinei din 132 aminoacizi, dedusd din ADNc al proteinei P600 de soarece,
descrisd de K.D. Brown et al., 1989, J. Imm., 142, 679-687. Aceastd proteind se exprimid in subclasa
limfocitelor T de soarece: celulele Th2, activate cu concanavalina A.

Compararea acestor succesiuni peptidice prin metoda Needleman si Wunsch, 1970, J. Mol. Biol., 48, 443-
453, utilizatd in asigurarea de program UWGCG al Universitdtii din Wisconsin: Devereux et al., 1984, Nucl.
Ac. Res., 12, 8711-8721, optiunca GAP, atestd cd 63 aminoacizi din 112 sunt identici sau omologia identitatii
constituie circa 56%. Aceastd metodd algoritmicd ia in considerare toate concordantele posibile si permite
crearea unui sir coerent, prezentat in fig. 3, in care cit mai multi aminoacizi identici se selecteaza pentru
perechi si numdrul de treceri 1n succesiunile coerente este minim.

Compararea succesiunilor nucleotidice conform acestei metode indicd o omologie a identititii 70% intre
succesiunea ce codifica ADNe NC30 si ADNc al proteinei P600 de soarece (vezi fig. 4).

3) Secvenarea de ADNc al clonei NC30-bis

Secvenarea efectuatd prin metoda descrisd in 1) permite depistarea pentru ADNc al clonei NC30-bis a
aceleiasi succesiuni proteice ca si pentru clona NC30, cu exceptia aminoacidului al 75-lea translat, care
reprezintd Asp, codificat de GAC, pentru clona NC30, si Gly, codificat de GGC, pentru clona NC30-bis.

Capitolul 6

Analiza secretiei in celulele COS ale proteinei codificate de ADNc NC30

Celulele COS reprezintd celule renale de maimutd, care exprimd antigenul T al virusului SV40 (Gluzman
Y. Cell, 23, 1981, 175-182). Aceste celule, care permit replicarea vectorilor, ce contin sursa de replicare a ADN
al virusului SV40 (cazul vectorului pSE1), reprezintd gazdele selectate pentru studierea expresiei genelor in
celulele animale.

1) Transfectia celulelor COS si expresia tranzitorie a proteinei, codificate de ADNc NC30:

5x10° celule COS se insimanteazi in cutia Petri cu diametrul 6 cm (Corning) in 5 ml mediu Eagle,
modificat conform metodei Dulbecco, numit in continuare DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle medium, Gibco,
notare standard: 041-01965), care contine 0.6 g/l glutamind, 3.7 g/l hidrocarbonat de sodiu i este completat cu
ser fetal de vitel (Gibco) in cantitate de 5%. Dupd cultivare timp de circa 16 ore la 37°C intr-o atmosfer3, ce
contine 5% bioxid de carbon, mediul de culturd se elimind prin aspiratie si celulele se spald cu 3 ml tampon
PBS (tampon fosfat salin, Gibco). Apoi, se adaugd urmatorul amestec: 100 ul (DMEM+10% ser fetal de vitel,
Gibco), 110 pl dietilaminoetildextran cu masa moleculard medie 500000 (Farmacia) la o concentratie de 2
mg/ml, 1.1 pl de 100 mM clorochind (Sigma) si 6 ug ADN plasmidic al clonei NC30, preparat prin liza alcalina
cu purificarea ulterioard a ADN plasmidic pe un gradient de clorurd de cesiu (Sambrook et al., citat anterior).
Dupd incubare timp de 5 ore la 37°C intr-o atmosferd ce contine 5% bioxid de carbon, amestecul se izoleazi de
la celule. Se adaugd 2 ml tampon PBS, ce contine 10% dimetilsulfoxid (calitatea pentru spectroscopie, Merck).
Dupa incubare timp de un minut la temperatura camerei amestecul se elimind si celulele se spald de doud ori cu
tampon PBS si se incubeazd in mediu DMEM ce contine 2% ser fetal de vitel. Incubarea continud timp de 40
ore la 37°C intr-o atmosferd cu un continut de 5% bioxid de carbon.

Pe de altd parte, se prepard celulele de control COS, efectuandu-se operatiile descrise mai sus cu ADN al
plasmidei pSEL.

2) Marcarea proteinelor

Ansamblul de operatii descrise anterior se efectueaza cu celulele COS, transfectate cu ADN plasmidic al
clonei NC30 si cu celulele COS de control.

Mediul de culturd se elimind prin aspiratie si celulele se spald dublu cu cate 3 ml tampon PBS. Se adaugi 5
ml mediu MEM (mediu Eagle minimal de sustinere) fird metionind (Gibco, notare standard: 041-01900H),
completat cu 3 g/ml glucozi si 4 mM glutamind. Se incubeazi timp de 2 ore la 37°C. Mediul de

culturi se elimind si se adaugd 2 ml de mediu similar completat cu 200 uCi metionini *S (notare standard:
ST1015 Amersham). Se incubeazi timp de 6 ore la 37°C. Mediul de culturd se elimind, se centrifugheazi timp
de 5 minute pentru eliminarea resturilor celulare si celulelor in suspensie, si se pastreazi supernatantul.

3) Analiza proteinelor radiomarcate ale celulelor COS transfectate prin electroforeza pe gel de
poliacrilamida
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Se sedimenteazi 1 ml supernatant de celule COS17transfectate si 9 ml acetond la -20°C. Se
centrifugheazi si se recupereaza sedimentele proteinelor. Ele se trateazd intr-un tampon cu urmdtoarea
compozitie: 0.125 M Tris-HCI, pH 6.8; 4% dodecilsulfat de sodiu, 20% glicerind, si se incdlzesc la 100°C timp
de 10 minute. O parte alicatd din suspensia obtinutd, care corespunde unei radioactivititi de 200000 impulsuri
pe minut, se analizeazi prin electroforeza pe 15% gel de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu,
conform metodei descrise de U.K. Laemmli, Anal. Biochem., 1977, 78, 459. Gelul se usuca sub vid. Proteinele
radiomarcate se depisteaza prin autoradiografie.

Pe autoradiogramd se constatd prezenta a doud benzi suplimentare pentru celulele transfectate cu ADN
plasmidic al clonei NC30, comparativ cu celulele de control: banda clard de o intensitate inaltd, corespunzitoare
masei moleculare de circa 9.0+2 kDa, si banda difuzi cu o intensitate mai redusd, corespunzitoare masei
moleculare aparente de 16.0+2 kDa. Deci, clona NC30 codificd proteina secretatd, numitd in continuare
proteina NC30. Masa moleculard pentru forma proteinei conform inventiei, care constituie circa 942 kDa,
cedeazd masei moleculare, calculate pentru proteina maturd din 112 aminoacizi si egale cu 12366 Da. Aceasti
diferentd, posibil, este determinatd de mobilitatea electroforeticd, surprinzitoare pentru aceastd forma de
proteind conform inventiei.

Banda masei moleculare de circa 16.0+2 kDa poate corespunde formei N-glicozilate a proteinei conform
inventiei. Intr-adevir, ea posedi 4 saituri posibile de N-glicozilare, evidentiate prin punctarea in fig. 2 si care
corespund succesiunii tipice generalizate, descrise de Donner et al., 1987, J. Cell. Biol., 105, 2665.

4) Depistarea N-glicozildrii posibile a proteinei cu masa moleculard de circa 16.0+2 kDa.

Marcarea proteinelor se efectueazi prin metoda descrisd in 2), insd in prezenta a 10 ug/ml tunicamicini
(Sigma, notare standard: T7765), agent ce inhiba N-glicozilarea proteinelor.

Analiza proteinelor pe gel de poliacrilamida se efectueaza prin metoda descrisa in 3).

Pe autoradiogramad se constatd prezenta unei benzi suplimentare de 912 kDa pentru celulele transfectate de
ADN plasmidic al clonei NC30, comparativ cu celulele de control. Aceste rezultate atestd cd forma
recombinantd de proteind, examinatd in alin. 3), care corespunde masei moleculare de 16.0£2 kDa, este N-
glicozilata.

Capitolul 7. Producerea proteinei NC30 in celulele COS

43x107 celule COS se insimanteazi intr-un flacon cilindric de culturd, numit de reguld “roller”, cu
suprafata de 850 cm” in 150 ml mediu DMEM, care contine 0.6 g/l glutamini, 3.7 g/l hidrocarbonat de sodiu si
este completat cu ser fetal de vitel (Gibeo) in cantitate de 5%, apoi se tamponeaza cu bioxid de carbon.

Dupa circa 16 ore de cultivare la 37°C pe banda rulant3 (viteza de rotatie circa 0.2 rotatii pe minut), mediul
de culturd se elimind prin aspiratie si celulele se spald cu tampon PBS (tampon fosfat salin). Se adaugi un
amestec cu urmitoarea compozitie: 35 ml mediu DMEM+10% ser fetal de vitel (Sigma), 4 ml
dietilaminoetildextran (Farmacia, masa moleculard mai mica de 500000) intr-o concentratie de 2 mg/ml, 40 pl
de 100 mM clorchinind (Sigma) si 128 ng ADN plasmidic al clonei NC30, preparat prin liza alcalind cu
purificarea ulterioard a ADN plasmidic pe gradient de clorurd de cesiu (Sambrook et al., citat mai sus). Dupa
incubare timp de 5 ore la 37°C intr-o atmosferd ce contine 5% bioxid de carbon, amestecul se elimind de pe
celule. Apoi se adaugd 35 ml tampon PBS cu un continut de 7% dimetilsulfoxid (calitate pentru spectroscopie,
Merck) la 4°C. Dupi agitare prin rotatie timp de un minut 30 secunde la temperatura camerei, amestecul se
elimind si celulele se spald de doud ori cu PBS. Se adaugd 150 ml mediu DMEM (Sigma), ce contine 1% ser
fetal de vitel (SVF), pe roler si celulele se incubeazd la 37°C in prezenta a 5% bioxid de carbon (rotatie cu
viteza de 0.2 rotatii pe minut). Peste o zi dupa transfectie, mediul se elimind prin aspiratie, celulele se spala de
doud ori cu PBS. Se mai adauga 150 ml pe roler de mediu DMEM (Sigma) lipsit de ser si rolerele se mentin la
37°C in prezenta a 5% bioxid de carbon (in cadrul rotatiei cu viteza de 0.2 rotatii pe minut) timp de 5 zile.

Recoltarea se efectueaza in ziua a 6-a dupad transfectie.

Mediul de culturd se centrifugheaza cu viteza 7000 rotatii pe minut timp de 10 minute; supernatantul se
filtreaza prin filtrul de 0.2 um Nalgene.

Capitolul 8. Purificarea proteinei NC30, produse in celulele COS, si determinarea succesiunii ei amino-
terminale

1) Purificarea proteinei NC30

Partea majoritard a proteinei recombinante cu masa moleculard de circa 912 kDA, din 500 ml supernatant
obtinut in capitolul 7, se purificd prin urmitoarele etape:
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- Cromatografia cu schimbare de ioni pe coloana S18fast flow (Farmacia) (15x100 mm), in prealabil
echilibratd cu 50 mM solutie acetat de sodiu, pH 4.0, utilizdnd ca eluant solutia de 1M NaCl in 50 mM
solutie acetat de sodiu, in calitate de tampon, pH 4.0, consumul 2 ml/min;

- eluantul se concentreazd pe membrana centriprep 10 (Amicon) pand la un volum de circa 1 ml, apoi se
expune cromatografiei HPLC cu fazd inversd pe coloana C4 (Bownlee) (100x2.1 mm), in prealabil echilibrata
cu solutia ce contine 30% acetonitril si 0.1% TFA, cu gradientul liniar de la 30 pand la 70% acetonitril in
solutie cu continut de 0.1% TFA. Fractiile ce contin proteina recombinanti (se determind dupd analiza
electroforeticd pe gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu) se combina.

2) Determinarea succesiunii aminoterminale a proteinei NC30 cu masa moleculard aparentd 9+2 kDa.

Proteina obtinutd in alin.1) se expune analizei electroforetice pe 16% gel de poliacrilamida in prezenta
dodecilsulfatului de sodiu. Proteinele, timp de o ord cu o intensitate a curentului 0.8 mA/cm? intr-un tampon, ce
contine 25 mM Tris-borat, pH 9.0 si 10% metanol, se transferd pe membrana Immobilon (Milipore), apoi se
deceleazi cu albastru de Coomassie.

Banda cu masa moleculard de circa 942 kDa se decupeazi si se introduce in secvenatorul Applied
Biosystems, modelul 470A, cuplat cu analizatorul derivatilor de feniltiohidantoind Applied Biosystems, modelul
12A.

Succesiunea aminoterminald obtinuta reprezintd urmaétoarea succesiune (tro):

Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu Ile Glu Glu Leu

1 5 10 15
care corespunde saitului al patrulea de scindare, prevazut in asigurarea de program (vezi capitolul 5-2).

Capitolul 9

Construirea vectorului de expresie a ADNc NC30 in levurd, plasmida pEMR 673 si transformarea tulpinii
de levurd cu aceastd plasmida

1) Construirea plasmidei pPEMR673

Plasmida pEMRS83 (descrisd in cererea de brevet EP-435776) se supune digestiei complete cu enzima
HindIIl $i BamHI. Se purificd fragmentul mare (definit in continuare fragmentul A), ce include sursa de
replicare si saitul STB de 2 pm, gena LEU2d, gena de rezistentd la ampicilind, sursa pBR322, terminatorul
genei PGK, gena URA3, promotorul sintetic si debutul regiunii prepro- a alfa - feromonului.

Fragmentul HindllI-BamHI (numit ulterior fragmentul B), ce include extremitatea regiunii prepro- a alfa -
feromonului §i ADNc, ce codificd proteina maturd, flancat de saitul de restrictic BamHI la extremitatea 3’, se
obtine prin amplificare, conform metodei reactiei polimerazei in lant (RPL) din plasmida pSE1-NC30.
Succesiunea acestui fragment este prezentatd in fig. 5. Fragmentele A si B se ligheazd pentru obtinerea
plasmidei pEMR673.

a) Descrierea metodei reactiei polimerazei in lant (RPL)

Metoda reactiei polimerazei in lant (RPL) reprezintd o metoda bine cunoscutd specialistilor in domeniu,
care permite copierea simultand a doua filamente ale succesiunii, denaturate in prealabil de ADN, utilizand
doud oligonucleotide ca amorse (vezi, in special, publicatia H.A. Erlich: “PCR Technology: Principles and
Applications for DNA amplification”, din anul 1989 de citre editura Macmillan Publishers Ltd, Royaume-Uni,
si lucrarea M.A. Innis et al., “PCR Protocols”, publicatd in anul 1990, Academic Press Inc., San Diego,
California 92101, USA). Principiul acestei metode se expune succint in continuare.

Metoda RPL se bazeazd pe repetiri in trei etape, ceea ce permite obtinerea, dupa 10-30 cicluri, a sute de
mii de copii ale matricei initiale cu ADN-polimeraza Thermus aquaticus, numita de obicei, Taq-polimeraza.
Aceste trei etape sunt:

- Denaturarea matricei.

ADN bifilamenta se denatureazi pand la ADN monofilamenta prin incubare la temperaturd inaltd (92-96°C)
timp de circa 2 minute.

- Hibridizarea amorselor.

Aceste amorse reprezintd perechea de oligonucleotide sintetice, care se hibridizeazd cu extremitatile
regiunii amplificate. Doud amorse se hibridizeazi cu filamentele opuse. Amorsele se adaugd in exces pentru a
favoriza formarea complexului amorsi-matrice.

- Extensia amorselor.

Etapa, in procesul céreia Taq-polimeraza asigurd extensia complexului amorsa-matrice de la extremitatea 5’
pénd la extremitatea 3’, se realizeazi la 72°C.

In metoda RPL, produsul ciutat apare in al treilea ciclu si atunci el intr-un grad semnificativ este
amplificat. In procesul deschiderii ciclurilor, produsul de amplificare repede devine matrice, cu care se
hibridizeaza amorsa.

b) Descrierea amorselor utilizate

Se prepara doud oligonucleotide sintetice.
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Prima nucleotidd, numitd amorsa 1, cu urméitoarea]9succesiune:
CAGTGAATTC A AGC TTG GAT AAA AGA TCC CCAGGCCCTGTGCCTCC
Ser Leu Asp Lys Arg Ser Pro Gly Pro Val Pro

Regiunea 1 Regiunea 2

poseda doud regiuni diferite: regiunea 1, care contine extremitatea regiunii prepro- a alfa-feromonului,
modificatd, comparativ cu succesiunea naturald, descrisd de Kurjan et al., 1982, Cell, 30, 933-943, prin mutatia
silentioasd, care permite introducerea in saitul de scindare HindIIl, imediat inainte de partea ce codifica
regiunea 1 (nucleotida a unsprezecea a regiunii 1); si regiunea 2, care reprezintd regiunea, destinata hibridizarii
cu regiunea ce codifica, corespunzitoare debutului proteinei mature din 114 aminoacizi (vezi capitolul 5), a
filamentului care nu codificdi ADNe¢ NC30.

A doua oligonucleotidd, numitd amorsa 2, succesiunea cdreia este urmatoarea:

CGACGGATCC  CAAATAATGA TGCTTTCGAA G

Regiunea 1 Regiunea 2

de asemenea constd din doud regiuni diferite: regiunea 1, care in nucleotida a patra contine saitul BamHI, si
regiunea 2, care contine succesiunea nucleotidicd, corespunzatoare regiunii 3’ netranslate a ADNc NC30.
Aceastd regiune este destinata hibridizarii cu filamentul ce codifica ADNc NC30.

c) Obtinerea fragmentului HindIlI-BamHI amplificat, ce reprezintd extremitatea regiunii prepro- a alfa-
feromonului si ADNc, care codificd proteina maturd NC30.

Ca matrice se utilizeazi plasmida pSE1-NC30, care include ADNc, care codificd proteina NC30.

Intr-o eprubeta se introduc 100 ng de plasmidd pSE1 NC30, 100 ng amorsa 1, 100 ng amorsa 2.5 pl amestec
de reactie concentrat de 10 ori (concentratia finald: 67 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1.6 mM sulfat de amoniu; 1 mM
B-mercaptoetanol; 6.7 mM EDTA, 0.15% Tritonx100; 2 mM clorurd de magneziu; 0.2 mM dNTP, 200 ng
gelatind); volumul amestecului se ajusteaza cu apd pand la 50 pl.

Se adaugad 0.5 pl sau 2.5 unitati polimeraza Taq (Boehringer Mannheim, notare standard: 1146-173). Apoi
amestecul se acoperd cu parafind pentru a evita evaporarea solutiei apoase.

Amplificarea se realizeazi timp de 15 cicluri de reactie cu urmdtoarele etape ale unui ciclu:

- 1 minut la 94°C - denaturare;

- 1 minut la 55°C - hibridizare;

- 1 minut la 72°C - polimerizare.

Dupa 15 cicluri reactia enzimica se intrerupe addugandu-se 20 mM EDTA.

Fragmentul ADN astfel amplificat, care are lungimea dezirabila din circa 380 perechi de baze, se purificd
apoi pe 1% gel de agarozi, se dializeazi cu cromatografie pe coloana de gel de poliacrilamidd P10 (Farmacia),
apoi complet si simultan se hidrolizeaza cu enzima HindIIl si BamHI, conform metodei obisnuite, cunoscute
specialistilor in domeniu (Sambrook, 1983), pentru formarea extremititilor coezive HindIll si BamHIL Dupa
hidroliza fragmentul se purifica pe coloana P10.

Succesiunea fragmentului B obtinut este prezentatd in fig. 5. Ea include in partea ce codificd NC30 mutatia
silentioasa, in raport cu ADNc NC30, indicat cu asterisc in fig. 5.

Fragmentele A si B se ligheaza in scopul obtinerii plasmidei pEMR673.

2) Transformarea tulpinii de levurd EMY761 cu plasmida pEMR673 si expresia proteinei NC30 de citre
tulpina transformata.

Tulpina EMY761 (alfa-Mat, leu2, ura3, his3), descrisd in brevetul EP-0408461 si care poate fi obtinuta prin
climinarea plasmidei din tulpina depozitatd in Colectia Nationald de Culturi de Microorganisme la 27
decembrie 1989 cu numdrul 1-1021, contine mutatiile (leu2 si ura3), susceptibile de a fi complementate de
marcherul selectiei defective LEU2 si marcherul selectiei URA3, prezenti in plasmida pEMR673. Tulpina se
transforma cu plasmida pEMR673 in cadrul selectiei pentru prototrofia leucinei, conform variantei metodei de
transformare, descrise de Beggs et al. (Beggs et al., 1978, Nature, 275, 104-109), care constd in aceea cd
levurile sunt expuse tratarii de protoplastizare in prezenta stabilizatorului osmotic, sorbitolului, in concentratie
de 1 M.

Protocolul succint al transformdrii se expune in continuare:

a) 200 ml de mediu lichid YPG (vezi tabelul 1 ce urmeaz3) se inoculeazi cu circa 5x10° celule de culturi in
faza stationard si cultura astfel inoculatd se lasd peste noapte, fiind agitatd la 30°C;

b) cand cultura atinge circa 107 celule in 1 ml, celulele se centrifugheazi timp de 5 minute cu viteza de
4000 rotatii pe minut si sedimentul dupd centrifugare se spald cu 1M solutie de sorbitol;

¢) celulele se trec in suspensie in 5 ml de 1M solutie de sorbitol, ce contine 25 mM EDTA si 50 mM
ditiotreitol si se incubeaza timp de 10 minute la 30°C;

d) celulele se spald o datd cu 10 ml solutie de 1M de sorbitol si se trec in suspensie in 20 ml solutie de
sorbitol. Se adaugd zimolaza-100T (preparat comercializat de firma Seykagaku Kogyo Co., Ltd., obtinut prin
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purificarea  partiald a  supernatantului  culturii2QAthrobacter luteus pe coloana afind si care contine
B-1,3-glucanazalaminaripentahidrolazd) in concentratia finald de 20 ul/ml §i suspensia se incubeazi la
temperatura camerei timp de circa 15 minute;

e) celulele se trec din nou in suspensie in 20 ml de mediu, ce contine sorbitol, asa-numitul mediu YPG
sorbitol (vezi tabelul 1 ce urmeaz3) si se incubeazi timp de 20 minute la 30°C, fiind agitate moderat;

f) se centrifugheaza timp de 3 minute cu viteza de 2500 rotatii pe minut;

@) celulele se trec din nou in suspensie in 9 ml tampon de transformare cu urmitoarea compozitie: 1M
sorbitol, 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, si 10 mM clorurd de calciu;

h) se iau 0.1 ml celule si S ul solutie ADN (circa 5 pg) si suspensia obtinutd se lasd pentru 10-15 minute la
temperatura camerei;

i) se adaugd 1 ml solutie cu urmatoarea compozitie: 20% polietilenglicol PEG 4000, 10 mM Tris-HCI, pH
7.5, si 10 mM clorura de calciu;

j) 0.1 ml suspensie obtinutd in alin. i) se introduce intr-o eprubetd, ce contine un mediu de regenerare solid,
lipsit de leucind (vezi tabelul 1 in continuare), in prealabil topit si care se mentine in stare lichid3 la circa 45°C.
Suspensia se toarnd in cutia Petri, ce contine un strat solidificat din 15 ml mediu de regenerare solid lipsit de
leucina.

Transformantii incep sd apard peste trei zile. Astfel se obtine transformantul, numit tulpina EMY761
pEMR673.

Tabelul 1

Compozitia si prepararea mediilor principale, utilizate in protocolul transformarii tulpinii de levurd
EMY761

- mediul lichid YPG:

10 g extract de levura (Bacto-Yeast-extractul Difco);

20 g peptond (Bacto-peptona, Difco);

20 g glucoza,

se fuzioneazi ingredientele in apd distilatd. Se completeazd pand la volumul final de 1 1 cu apd distilata. Se
autoclaveaza timp de 15 minute la 120°C.

- mediul YPG sorbitol:

se utilizeazd compozitia mediului lichid YPG, in care dupd autoclavare se adaugd sorbitol in concentratie de
1M.

- Mediul de regenerare solid lipsit de leucina:

6.7 g baza azotatd de levurd lipsitd de aminoacizi (Difco);

20 mg adenind;

20 mg uracil;

20 mg L-triptofan;

20 mg L-histidina;

20 mg L-arginind;

20 mg L-metionina;

30 mg L-tirozind;

30 mg [-izoleucina;

30 mg L-lizing;

50 mg L-fenilalanin;

100 mg L-acid glutamic;

150 mg L-valing;

20 g glucozi;

30 g agar;

182 g sorbitol,

se fuzioneazi toate ingredientele in apd distilatd. Se completeaza pand la volumul de 11 cu apd distilatd. Se
autoclaveaza timp de 15 minute la 120°C. Dupd autoclavare se adaugd 200 mg L-treonind si 100 mg acid L-
aspartic.

Capitolul 10. Expresia in erlenmeyer a proteinei NC30 de cétre tulpina de levurd transformata si depistarea
proteinei in mediul de culturd pe gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu

1) Cultivarea tulpinii EMY761 pEMR673
Colonia tulpinii EMY761 pEMR673 (obtinutd in capitolul 9) se cultivd in 50 ml mediu lichid lipsit de
uracil. Acest mediu contine pentru 1 litru:
- 6.7 g bazd azotatd de levurd lipsitd de aminoacizi (Difco);
- 5.0 g hidrolizat de cazeind (cazaminoacizi, Difco);



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD 1652 G2

- 10 g glucoza. 21

Dupi agitare timp de o noapte la 30°C, cultura se centrifugheazi timp de 10 minute, sedimentul dupa
centrifugare se trateaza cu 10 ml apa sterild si din nou se centrifugheaza timp de 10 minute. Se induce expresia
proteinei NC30, activizand celulele in 50 ml mediu cu urmaétoarea compozitie:

- 6.7 g/l bazd azotatd de levura lipsitd de aminoacizi (Difco);

- 5.0 g/l hidrolizat de cazeind (cazaminoacizi, Difco);

- 30.0 g/1 glicerol;

- 30.0 g/l galactoza;

- 10 ml/1 etanol.

Se cultivd timp de 24 ore, agitind la temperatura de 30°C.

2) Analiza proteinei exprimate

a) gelul de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu

Prepararea esantioanelor.

Se centrifugheazd o parte din celulele cultivate timp de o noapte intr-un mediu, numit lichid lipsit de
uracil, cu glucoza, compozitia concretd a cdruia se prezintd in continuare in tabelul 2: esantionul neindus.
Celulele, cultivate timp de o noapte intr-un mediu, numit mediu lichid lipsit de uracil, cu etanol, glicerol si
galactozd (tabelul 2 n continuare) se centrifugheazi: esantionul indus. Supernatantul se colecteazd. La 10 ml
supernatant se adaugd 5 ml acid tricloracetic de 50%, ce contine 2 mg/ml dezoxicolat.

Amestecul se expune pentru 30 minute la temperatura de +4°C, apoi se centrifugheazd timp de 30 minute.
Dupa centrifugare sedimentul se trateazi cu circa 1 ml acetond racitd (+4°C) si din nou se centrifugheazi timp
de 30 minute. Dupd uscare sedimentul se trateazi cu circa 20 ul tampon, numit tampon de umplere, care consta
din 0.125 M Tris-HCl, pH 6.8; 4% dodecilsulfat de sodiu, 0.002% albastru de bromfenol, 20% glicerol, 10% [-
mercaptoetanol, conform protocolului descris de Laemmli in anul 1970, bine cunoscut specialistilor in domeniu.
Sedimentul se dizolva prin fierbere timp de 15 minute, apoi se neutralizeaza.

Esantioanele se plaseaza pe un gel de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu si se expun
electroforezei.

Rezultatele:

Analiza gelului (depistare dupd albastru de Coomassie) pentru esantionul indus indica prezenta citorva
benzi suplimentare, comparativ cu esantionul neindus, dintre care cele doud benzi principale corespund masei
moleculare 942 si 1612 kDa. Alte benzi suplimentare observate, destul de numeroase si difuze, posibil ci
corespund unui grad variabil de glicozilare.

Se cunoaste cd N-glicozilarea proteinei de catre levurd include N-glicozilarea simpla (“‘glicozilare centrald‘)
in reticulul endoplasmic si N-hiperglicozilarea (*“glicozilare in exteriorul lantului’’) in aparatul Golgi (R.A.
Hitzeman et al., 1990, “Methods in Enzymology, no. 185", Academic Press, p. 421-440). In general, N-
glicozilarea simpld conduce la o glicoproteind cu masd moleculard aparent omogend (o banda), iar N-
hiperglicozilarea, la o glicoproteind cu masd moleculara aparent neomogend (multiple benzi difuze).

b) Imunoamprenta (Western blot) cu tratare eventuald cu endoglicozidaza H

Prepararea egantioanelor

Se centrifugheazd o parte din celulele, cultivate timp de o noapte intr-un mediu lichid, lipsit de uracil, cu
glucoza (tabelul 2): esantionul neindus. Se centrifugheaza celulele, cultivate timp de o noapte in mediul lichid
lipsit de uracil, cu etanol, glicerol si galactoza (tabelul 2): esantionul indus. Supernatantul se colecteaza. La 10
ml supernatant se adaugd 5 ml acid tricloracetic de 50%, ce contine 2 mg/ml dezoxicolat.

Amestecul se mentine la temperatura de +4°C timp de 30 minute, apoi se centrifugheazi timp de 30
minute. Dupd centrifugare sedimentul se trateazi cu circa 1 ml acetond rdcitd (+4°C) si din nou se
centrifugheazi timp de 30 minute. Dupd centrifugare sedimentul se trateazd cu circa 20 ul tampon de
solubilizare (compozitia: 10 mM Tris-HCl, pH 6.8, 1% dodecilsulfat de sodiu; 2% [-mercaptoetanol).
Sedimentul se mentine la 100°C timp de 5 minute.

Esantionul se divizeaza in doua parti:

- la prima parte, egala cu 10 pl, se adauga 10 pl de 50 mM tampon citrat de sodiu cu pH 5.5, ce contine H-
endoglicozidaza (SmUI: Boehringer, notare standard: 1088726). Esantionul se mentine la 37°C timp de circa o
noapte. Apoi se adaugd 20 ul tampon de umplere;

- la partea a doua, egald cu 10 pl, se adaugd 10 pl de tampon de umplere. Esantioanele se fierb timp de 10
minute.

Esantioanele se plaseazd pe gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu si se efectueazi
electroforeza, conform protocolului Laemmli (referinta a fost citata anterior).

Proteinele ce se contin in gel se transferd pe membrana de nitroceluloza (conform metodei H. Towbin et al.,
1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76, 4350-4354). Imunodetectarea realizatd conform protocolului, descris in
trusa pentru testarea imuno-Blot, firma Bio-Rad (notare standard: 170-6450), include urmdtoarele etape:
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- saturarea membranei de nitro-celuloza cu tampon22TBS (tris-tampon salin), care contine 3 g/100 ml
gelatind, timp de 30 minute;

- spalarea membranei cu un tampon, numit T. TBS (tampon TBS, care contine 0.05% Tween 20) de doua
ori timp de 5 minute;

- contactarea membranei cu serul imun, preparat in capitolul 13, timp de o ord la temperatura camerei;

- spilarea membranei cu tampon T. TBS, de doud ori timp de 5 minute;

- contactarea membranei cu anticorpul conjugat din trusa;

- spalarea membranei cu tampon T.TBS de doud ori timp de 5 minute si o datd timp de 5 minute cu tampon
TBS;

- complexul antigen-anticorp se depisteaza la contactul membranei cu tamponul de developare, ce contine 5-
brom-4-clor-3-indolil-fosfat (BCIP) si albastru de nitrotetrazoliu (NBT);

- spalarea cu apa.

Rezultatele:

Analiza imunoamprentei pentru esantionul indus, netratat cu endoglicozidaza H, atestd prezenta a citeva
benzi suplimentare, comparativ cu esantionul neindus, doud benzi principale ale cdruia corespund masei
moleculare de circa 942 si 1612 kDa. Se depisteazd de asemenea alte benzi multiple si difuze cu o masi
moleculard mai mare. Toate aceste benzi se recunosc cu ajutorul serului imun, preparat in capitolul 13.

in esantionul indus banda ce corespunde masei moleculare de circa 1622 kDa manifesti o tendintd de
disparitie dupd tratare cu endoglicozidaza H, in timp ce banda cu masa moleculard 912 kDa isi majoreaza
intensitatea in aceleasi conditii. Aceste rezultate atestd cd proteina cu masa moleculard de circa 16+2 kDa este
N-glicozilata.

Benzile difuze cu o masd moleculard mai mare, de asemenea, dispar si se observd aparitia a doud benzi,
corespunzatoare maselor moleculare de circa 1842 i 20+2 kDa. Formele de proteind NC30, rezistente la
tratare cu endoglicozidaza H, pot corespunde precursorului, care mentine succesiunea pro- a feromonului, sau
formelor glicozilate ale proteinei NC30.

Tabelul 2

Compozitia si prepararea unor medii, utilizate pentru obtinerea esantioanelor

- Mediul lichid lipsit de uracil, cu glucoza:

- 6.7 g bazd azotatd de levurd lipsitd de aminoacizi (Difco);

- 5.0 g hidrolizat de cazeind (cazaminoacizi, Difco);

- 10.0 g glucoza,

se fuzioneaza toate ingredientele in apd distilata si se completeazd mediul pana la volumul de 11 cu apd
distilatd. Se autoclaveazd timp de 10 minute la 120°C;

- mediul lichid lipsit de uracil, cu etanol, glicerol si galactoza:

se utilizeaza comporzitia mediului lichid de uracil, descris mai sus, insd fird glucoza. Dupa autoclavare se
adaugd 10 ml etanol de 100%, 30 g glicerol si 30 g galactoza.

Capitolul 11

Producerea proteinei NC30 in fermentor cu ajutorul tulpinii EMY761 pEMR673

Cultivarea tulpinii EMY761 pEMR673 se efectueaza in fermentor in modul ce urmeaza:

a) faza de precultivare in fiole conice cu membrane despartitoare.

Reiesind din 1 ml de suspensie de culturd, ce contine 20% glicerol de tulpind mentionatd, cu numarul de
celule corespunzitor densitatii optice 3 pentru A=600 nm (in spectrograful Kontron), se insdmanteaza intr-o
fiold conicd cu membrand despirtitoare cu capacitatea de 500 ml, ce contine 90 ml mediu semisintetic pentru
cultivarea fazei autoclavabile (MCHPA), completate cu 1.28 g tampon MES pe bazd de acid 2-(N-
morfolino)etansulfonic (M 8250, Sigma) si 10 ml mediu semisintetic pentru cultivarea fazei filtrate (MCHPF).
Compozitiile chimice §i modul de preparare a mediilor MCHPA si MCHPF sunt prezentate concret in
continuare. Dupd incubare timp de 24 ore si agitare la 30°C densitatea opticd a culturii la A=600 nm constituie
circa 7.

b) Faza de crestere in fermentor

Cultura sus-mentionatd se utilizeazi pentru insamantarea fermentorului cu capacitatea de 2.5 1, in prealabil
completat cu 800 ml mediu MCHPA si 100 ml mediu MCHPF.

Valoarea pH a culturii in fermentor se regleaza pand la 5.5. Presiunea oxigenului de asemenea se mentine
mai mare de 4000 Pa (30 mm Hg) prin reglarea agitirii. Initial debitul aerului se fixeazi la 1 /min, sau circa 1
VVM, apoi in functie de necesitati, se majoreaza treptat.

Dupd cultivare timp de 6-7 ore la 30°C se adaugd uniform si timp de 9 ore 72 ml solutie de glucozd cu
concentratia de 500 g/l sau in total 36 g glucoza.
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¢) Faza de expresie in fermentor 23

In amestecul sus-mentionat se adaugd 100 ml mediu  semisintetic pentru expresia fazei autoclavabile
(MEHPA) si 100 ml mediu semisintetic pentru expresia fazei filtrate (MEHPF), compozitiile chimice $i modul
de preparare al cdrora se indicd concret in continuare. Cultivarea continud apoi timp de circa 5 ore fard nici o
aditie. Concentratiile a trei surse de carbon (glicerol, galactozi, etanol) se controleazd prin HPLC si se
completeaza prin injectii sterile, pentru a mentine urmatoarele valori: 15 g/ glicerol, 15 g/l etanol, 7.5 g/l
galactoza.

Peste 23-24 ore si in cadrul inductiei se obtine o densitate opticd la A=600 nm in jur de 90 si cultivarea se
opreste.

Suspensia de culturd se centrifugheazi cu acceleratia de 11500 g timp de 30 minute. Sedimentul din
celulele de levurd se elimind, supernatantul pastrat se congeleazi la -80°C.

Compozitia chimica a mediilor pentru cultivare si expresie

- Mediul semisintetic pentru cultivarea fazei autoclavabile MCHPA

Pentru 800 ml-volum
final (cu apd ultrapura)

NTA (acid nitriltriacetic) lg
KzSO4 1 g
Clorura de sodiu 05g
MgSOq4, THO 10g
CaClp, THO 700 mg
acid glutamic 37¢g
HY-CASE SF (Sheffield Products) 25¢g
leucind 18¢g
histidind 500 mg
metionind lg
microelemente de tip I-S (vezi in continuare) 5 ml

Se ajusteazd pH pand la 5.5 cu acid sulfuric concentrat sau cu solutie concentratd de hidroxid de potasiu.
Se autoclaveazi timp de 20 minute la 120°C.
- Lista microelementelor de tip I-S.
Pentru 1 litru-volum
final (cu apa ultrapurd)

sulfat de cupru CuSO45H,0 780 mg
acid boric H;BOs 5g
sulfat de zinc ZnSO47H,0 3g
iodurd de potasiu KI lg
sulfat de mangan MnSO42H,O 35¢g
molibdat de sodiu Na,MoO4-2H,O 2g
clorurd de fier FeCl3-26H 0 48¢g

fn solutie se adaugd 100 ml acid clorhidric concentrat. Se completeazi pand la 1000 ml.
- Mediul semisintetic pentru cultivarea fazei filtrate MCHPF

Pentru 100 ml-volum
final (cu apa ultrapurd)

KH2P04 4 g

triptofan 350 mg
vitamine tip I-S (vezi in continuare) 1 ml
glucoza 15¢

Se incdlzeste pentru dizolvare, se dilueazd, se adaugd vitaminele de tip I-S si se sterilizeazi prin filtrare

prin membrana de 0.2 pm.
- Lista vitaminelor de tip

I-S.

Pentru 100 ml-volum

final (cu apd ultrapurd)

biotind 5 mg
acid folic 4 mg
niacina 6 mg
(acid piridoxin nicotinic. HCI) 250 mg
tiamind. HC1 lg
pantotenat de calciu 5g

m. inozitol
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Dupa dizolvare se completeazi pand la volumul de24100 ml. Se filtreaza steril la rece prin membrana de
0.2 um. Se péstreaza la temperatura de +4°C.
- Mediul semisintetic pentru expresia fazei autoclavabile MEHPA

Pentru 400 ml-volum
final (cu apd ultrapurd)

NTA lg
KoSO4 1.74 g
acid glutamic 5g
HY-CASE SF (Sheffield Products) 20g
leucind 1.8¢g
histidina 500 mg
metionind lg
triptofan 350 mg
MgSO42H,0O 600 mg
microelemente de tip I-S (vezi mai sus) 5 ml

Se ajusteaza pH pand la 5.5 cu acid sulfuric concentrat sau cu solutie concentrata de hidroxid de potasiu. Se
autoclaveaza timp de 20 minute la temperatura de 120°C.
- Mediul semisintetic pentru expresia fazei filtrate MEHPF
Pentru 100 ml-volum final (cu apd ultrapura)

KH2P04 2 g
triptofan 350 mg
vitamine de tip I-S (vezi mai sus) 1ml
glicerol 15¢
etanol 15¢g
galactozi 75¢g

Se incdlzeste pentru dizolvare, se dilueazd, se adaugid vitaminele si se sterilizeazd prin filtrare prin
membrana de 0.2 pm.

d) Analiza proteinei produse

Esantioanele se prepard printr-o metoda similard celei descrise in capitolul 10 si se expun electroforezei pe
gel de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu. Se observa repartizarea benzilor pe gel, identic
celor observate in capitolul 10 pentru esantionul indus.

Capitolul 12. Purificarea proteinei NC30 produse in levurd si determinarea succesiunii ei aminoterminale si
a hartii ei peptidice

1) Purificarea a doud forme majoritare de proteind NC30

Se izoleazd doud forme majoritare de proteind recombinantd de levurd, benzile carora corespund maselor
moleculare aparente dupd electroforezd pe gel de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu si
constituie circa 912 si 162 kDa, si se purificd, reiesind din cantitatea de 500 ml de supernatant obtinut in
capitolul 11, conform urmétoarei metode:

Cateva etape se realizeazi succesiv:

- cromatografia cu schimbitori de ioni pe coloana Q fast flow (Farmacia) (5x5 cm), in prealabil echilibrata
cu 50 mM solutie de acetat de sodiu, pH 4.0. Debitul: 1 ml/min. Valoarea pH-ului supernatantului, in prealabil,
se ajusteazi pani la 4.0. In aceste conditii de operare proteina nu se fixeazi pe gel;

- cromatografia cu schimbatori de ioni pe coloana S fast flow (Farmacia) (5x4 cm), in prealabil echilibrata
cu 50 mM solutie de acetat de sodiu, pH 4.0, cu utilizarea ca eluant a solutiei de 1M de clorurd de sodiu in 50
mM tampon acetat de sodiu, pH 4.0. Debitul: 1 ml/min;

- eluantul se concentreazi pe membrana YM5 (Amicon) pand la un volum de circa 2 ml, apoi se aplicd pe
coloana pentru gel filtrare ACAS54 (IBF) (100x1.5 cm), echilibratd in 0.1 M tampon fosfat, ce contine

0.14 M NaCl, debit: 0.2 ml/min. Fractiile ce contin proteina recombinantd (se determind prin analiza
electroforetica pe gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu) se combina.

Solutia astfel obtinutd se expune analizei electroforetice pe gel de poliacrilamidd in prezenta
dodecilsulfatului de sodiu si se developeaza cu nitrat de argint. Se observa doud forme majoritare de proteind
NC30, corespunzitoare maselor moleculare de circa 942 si 1642 kDa, cu un grad de puritate mai mare de 70%.
Aceasta solutie se utilizeaza in testarile activititii biologice, descrise in continuare.

Intr-o altd experientd, in acest protocol de purificare se include etapa HPLC cu fazi inversd pe coloana C4
(Brownlee), utilizind ca eluant gradientul liniar de la 30 pand la 70% acetonitril in 0.1% solutie TFA (acid
trifluoracetic), ceea ce permite obtinerea produsului cu un grad de puritate mai superior de 90% (se estimeazi
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prin analiza electroforeticd pe gel de poliacrilamida in25prezenta  dodecilsulfatului  de sodiu si  se
developeaza cu nitrat de argint).

2) Determinarea succesiunii aminoterminale a doud forme majoritare de proteind NC30:

Proteina purificatd se expune electroforezei pe 16% gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de
sodiu. Proteinele gelului se transferd pe membrana Immobilon (Millipore) cu 0.8 mA/cm®, timp de o or# intr-un
tampon cu compozitia: 25 mM tris-borat, pH 9.0, si 10% metanol.

Doud benzi corespunzitoare maselor moleculare aparente de circa 912 kDa si 1612 kDa se decupeaza si se
plaseazd pe un secvenator Applied Biosystems, model 470A, cuplat cu analizatorul derivatilor de
feniltiohidantoina Applied Biosystems, model 120A.

Aceste doud benzi posedd una si aceeasi succesiune aminoterminald (trq):

Ser Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu,
1 5 10

care reprezintd o succesiune aminoterminald agteptata: succesiunea proteinei mature din 114 aminoacizi
(vezi fig. 2), descrisd in capitolul 5, succesiunea codificatoare a cédreia se introduce in vectorul pEMR673,
descris in capitolul 9.

3) Determinarea hértii peptidice a formei de proteind NC30 cu masa moleculard de circa 92 kDa.

Proteina cu masa moleculard de circa 912 kDa se digereaza pe gel cu tripsind de porcind si peptidele se
separd prin HPLC cu fazi inversa in urmatoarele conditii:

Supernatantul de levura, obtinut in capitolul 11, se sedimenteaza cu acid tricloracetic si precipitatul, dupa
dizolvarea la 100°C in tamponul, ce contine dodecilsulfat de sodiu, se expune electroforezei pe gel de
poliacrilamidd. Proteinele gelului se pun in evidentd cu albastru de Coomassie. Din gel se decupeazd o banda cu
masa moleculard de circa 912 kDa si se hidrolizeaza cu tripsina de porcind in gel, conform metodei descrise in
articolul J. Rosenfeld et al., in curs de publicare: “In gel digestion of proteins for internal sequence analysis
after one or two dimensional gel electrophoresis”.

Apoi peptidele tripsinice se separd prin cromatografia HPLC cu faza inversd pe coloana Altex C18 (0.21x25
cm) Beckman cu un gradient de la 1 pand la 70% acetonitril in 0.1% solutie TFA timp de 60 minute. Varfurile
se determind prin masurarea densitdtii optice la 218 nm.

Douad fractii corespunzitoare fiecare unuia din vérfuri, numite in continuare prima fractie si fractia a doua,
se analizeazd cu secvenatorul Applied Biosystems, model 470A, prin metoda descrisa anterior.

Succesiunile aminoacide obtinute reprezintd urmatoarele:

- pentru prima fractie:

Val Ser Ala Gly Gln Phe Ser Ser Leu His Val,

care corespunde aminoacizilor 108-118 ai proteinei NC30 translate (vezi fig. 2);

- pentru fractia a doua:

Ser Pro Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu

si

Lys Leu Phe,

care corespund, respectiv, aminoacizilor 33-43 si 138-140 ai proteinei NC30 translate (vezi fig. 2).

Capitolul 13

Expresia citoplasmicd a proteinei NC30 in E. coli si prepararea serului imun

1) Expresia citoplasmica a proteinei NC30 in E. coli:

Vectorul de expresie al proteinei mature NC30 din 112 aminoacizi, metonilat in E. coli, denumit
pSE714.122, se construieste prin insertia in vectorul pET3a, deschis in saiturile Ndel i Bamhl, a fragmentului
de ADN, ce contine o parte de ADNc NC30. Acest vector de expresie include de la extremitatea 5’ la
extremitatea 3":

- promotorul ARN-polimerazei al fagului T7, ce se contine in plasmida pET3a, descrisa de Rosenberg et al.,
Gene, 56, 125-135;

- partea de ADNc NC30, care codifica proteina maturd din 112 aminoacizi (vezi capitolul 5), precedata de
ATG initiatorul translarii;

- terminatorul genei 10 a fagului T7 (Studier et al., 1986, J. Mol. Biol., 189, 113-130).

Aceastd casetd de expresie functioneazd numai in prezenta ARN-polimerazei specifice a fagului T7. Deci,
trebuie sintetizatd aceastd ARN-polimerazd in tulpina-gazdd E. coli. Caseta de expresie a acestei ARN-
polimeraze se construieste, plasdnd succesiunea ce codificd aceastd enzimi (clonatd de ADN lambda-fagului
CE®6, conform Studier et al., 1986, J. Molec. Biol., 189, 113-130) in functie de promotorul PR lambda-fagului.
Aceastd casetd de expresie de asemenea include alelul de CI (CI857), ce codificd forma termosensibild a
represorului acestui promotor PR (P. Leplatois et al., 1983, Biochimie, 65, 317-324). Deci, la temperaturad
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joasd, caseta de expresie a ADN-polimerazei se reprimi,26la temperaturd inalti expresia nu se reprimd.
Aceastd casetd de expresie se cloneazd in vectorul de integrare pEJLA407, derivat de la plasmidele lui N.
Kleckner (1984, Gene, 32, 369-379). Vectorul obtinut reprezintd plasmida pEMR648. Acest vector se mentine
in stare episomicd in celuld, insd el provoacd integrarea unei sau a mai multor copii ale casetei de expresie a
polimerazei (incluzand acolo represorul CI), cand se induce transpozitia cu IPTG (izopropil-f-tio-galactozid).
Transpozaza responsabild de aceasta integrare se afld sub controlul genei lacl, ea insd nu se transpozeazi, ceea
ce permite otinerea integrantilor stabili dupd eliminarea plasmidei. Transformand tulpina E. coli K12 HB101
(Gibco BRI, notare standard: 8260 SA) cu pEMRO648, apoi provocand evenimente de integrare pe
transformanti, se obtine derivatul HB101, denumit VG112, care cuprinde 2 casete de expresie a polimerazei
fagului T7 sub controlul sistemului termosensibil PL-CI, integrat in cromozom. Tulpina VG112 E. coli se
purificd de plasmida pEMR648 si se transformd la temperaturd joasd (30°C) cu plasmida pEMR714.

Transformantul obtinut, denumit tulpina VG112 pSE714.12 si depus in Colectia Nationald a
Microorganismelor la 20 decembrie 1991 cu numirul 1-1162, se cultivd pe mediul LB, ce contine ampicilind in
concentratie de 100 pg/ml la 30°C pand la o densitate opticd la 600 nm egald cu 1. Apoi expresia genei
polimerazei se induce cu IPTG la 41°C timp de 2 ore. Analiza extractului celular in ansamblu pe gel de
poliacrilamidd denaturant permite depistarea proteinei de 9 kDa, corespunzitoare benzii suplimentare,
comparativ cu tulpina decelatd §i netransformatd VG112 (tulpina de control). Liza celulelor prin tratare cu
ultrasunet cu centrifugarea ultericard permite separarea extractului celular in 2 fractii: fractia solubila
(supernatantul) si fractia insolubild (sedimentul). Proteina NC30 se afld cu proteinele fractiei insolubile si
constituie circa 50% (masd) din proteinele acestei fractii.

2) Prepararea serului imun, ce recunoaste proteina NC30

Aceastd fractie insolubild se utilizeazd pentru imunizarea iepurelui (mascul cu greutatea de circa 2 kg,
New-Zeeland). Imunizarea se efectueazi toate cele 15 zile conform protocolului descris de Vaitukaitis, 1981,
Methods in Enzymology, 73, 46. Pentru prima injectie un volum de solutie de antigen se emulsioneaza intr-un
volum de adjuvant complet Freund (Sigma, notare standard: 4258). Sase repetiri se administreazd prin
adjuvantul incomplet Freund (Sigma, notare standard: 5506).

Serul imun obtinut este capabil sd recunoascd proteina NC30, produsa de levurd si celulele COS, prin
imunodetectare dupa electroforeza pe gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu.

a) Caracteristica proteinei NC30 cu harta peptidica

Fractia insolubild, obtinutd in alin. 1), se expune electroforezei pe gel de poliacrilamida in prezenta
dodecilsulfatului de sodiu. Proteinele gelului se depisteazd prin colorare cu albastru de Coomassie. Banda
corespunzitoare masei moleculare aparente de 912 kDa se decupeazi din gel si se digerd cu tripsina de porcind
in gel si peptidele tripsinice se separd prin metoda descrisd in capitolul 12-3).

Fractia corespunzatoare unui varf se analizeazi cu secvenatorul Applied Biosystems, model 470A.

Succesiunea aminoterminald obtinutd este urmitoarea:

Val Ser Ala Gly GIn Phe Ser Ser Leu N Val Arg,

in care N reprezintd un aminoacid nedeterminat.
Aceastd succesiune corespunde aminoacizilor 108-119 ai proteinei NC30 translate (vezi fig. 2) si peptidei
primei fractii, analizate in capitolul 12.

Capitolul 14
si IL-6 cu monocitele sangelui periferic, stimulate cu LPS

1) Metoda utilizata

a) Prepararea celulelor

Dintr-o alicotd de sange periferic (prelevat de la donatori voluntari intr-un centru de transfuzie a sangelui)
se separd majoritatea hematiilor prin sedimentare la 37°C timp de 30 minute intr-un mediu ce

contine 0.6% dextran, 0.09% clorurd de sodiu. Apoi celulele se plaseazd deasupra stratului Ficoll-Paque
(Farmacia) si se centrifugheazi cu 400 g timp de 30 minute. Celulele mononucleare ale sdngelui periferic
(PBMNC), care se situeazd pe suprafata de separare intre Ficoll si supernatant, se prelevd. PBMNC se
plaseaza in mediul RPMI (mediul RPMI 1640, Gibco BRL), ce contine 10% ser fetal de vitel (SVF), din cutiile
de cultivare cu diametrul de 15 cm, cate 1-5x107 celule in cutie. Peste 30 minute mediul se aspird si celulele
aderente de cutie (in mare parte formate din monocite) se incubeaza cum este descris in continuare.

b) Incubarea celulelor cu LPS si proteind NC30

PBMNC aderente se incubeazd in 20 ml RPMI/10% ser fetal de vitel timp de 4 ore la 37°C intr-o atmosferd
ce contine 5% bioxid de carbon, in prezenta a 5 pg la un ml de lipopolizaharida (LPS) (notare standard: 1.4391,
Sigma) si a concentratiilor crescande de proteind NC30, originard din levura purificatd (0.1-10 ng/ml), sau a
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supernatantului celulelor COS, sau transfectate cu27plasmida pSE1 NC30 si cultivate prin metoda
descrisa in capitolul 7, sau transfectate cu plasmida pSE1 si cultivate in conditii similare (control).

¢) Prepararea si analiza de ARN

Celulele se spald cu PBS, apoi se razuiesc direct in 1 ml de tampon D (urmatoarea compozitie: 4M tiocianat
de guanidiniu, 25 mM citrat de sodiu, 0.5% sarcosil, 0.1 M B-mercaptoetanol: Chomezynski P. si Sacchi N.
(1987), Anal. Biochem., 162, 156-159). ARN se obtine prin metoda de extragere cu fenol, la valori acide de pH,
descrisa de acesti autori. 1-5 ug ARN se aplicd pe 1% gel de agarozi in prezenta formaldehidei (Sambrook et
al., citat anterior). Dupd migrare ARN se transferd pe o membrand de nitroceluloza amplificatd (Schleicher si
Schuell) si se hibridizeaza cu sonde ADNc radiomarcate, metoda descrisa in capitolul 4. Intensitatea hibridizarii
fiecdrui ARN cu diferite sonde se cuantifica prin analiza fosforescentei cu aparatul Phosphorimager (Molecular
Dynamics, 800E, Arques Avenue, Sunnyvale, Ca, 94086, S.U.A.).

2) Rezultate

Valorile medii si erorile standard ale rezultatelor obtinute cu proteina NC30, purificatd in patru experiente,
sunt prezentate in tabelul 3, in care cantititile de ARN mesageri, determinate prin analiza fosforescentei, se
exprimd sub forma de procent in raport cu cantitatea de ARN mesager, determinat pentru esantion, originar din
celulele tratate cu un LPS.

Tabelul 3
Cantitatile de ARN mesageri ai IL-1f si IL-6, masurate pentru
diferite concentratii de proteind NC30

Cantitatea de ARN mesageri

Conditia de stimulare a celulelor IL-1B IL-6

LPS 100 100
LPS+proteina NC30 in concentratie de 0.1 ng/ml 97436 77£18
LPS+proteina NC30 in concentratie de 1 ng/ml 54+39 24+11
LPS+proteina NC30 in concentratie de 10 ng/ml 3045 13+4

Din tabelul prezentat rezultd ci acumularea de ARN mesageri ai IL-1p si IL-6 in monocitele tratate cu
lipopolizaharida se inhibd de proteina NC30. O inhibare mai semnificativa se observa pentru concentratia de 10
ng/ml de proteind NC30 si doza pentru inhibarea a 50% (IC50) constituie o valoare de ordinul 1 ng/ml.

fn mod analogic se stabileste inhibarea producerii de ARN mesageri ai IL-1B si IL-6 in prezenta
supernatantilor celulelor COS, transfectate de citre plasmida pSE1-NC30, si nu se manifesta nici o inhibare in
prezenta supernatantilor celulelor COS de control.

Pe parcursul altor experiente de asemenea se constatd inhibarea producerii proteinelor IL-1f si IL-6 in
mediile de culturd ale monocitelor, tratate cu LPS in prezenta proteinei NC30. IL-6 se analizeazi cantitativ
dupa efectul lui asupra proliferdrii liniei hibridomei B9, conform metodei descrise de L.A. Aarden, 1987, Eur.
J. Immun., 17, 1411-1416. (Cantitatea de proteind NC30, prezentd in esantioane, nu interfereazi cu
determinarea de B9 a cantitatilor de IL-6, produse de monocite.) Dozarea de IL-1f se realizeaza pe celulele EL4
dupd metoda descrisa de E.'W. Palaszynski, 1987, Biochem. And Biophys. Res. Comm., 147, p. 204-211, care
consta in misurarea concurentei de cuplare cu IL-1f radiomarcat.

Capitolul 15. Depistarea, pentru proteina NC30, a moduldrii cantititii de antigen de suprafatd CD23 de
catre celulele B amigdaliene

1) Metoda utilizata

a) Prepararea celulelor

Amigdalele umane se preleva prin interventie chirurgicald de la o fetitd in varstd de 6 ani. Amigdalele se
fardmiteaza cu un bisturiu in mediul RPMI, rdcit pand la 4°C. Celulele mirite in volum in mediu dupd aceastd
operatie se filtreazd prin tifon, pentru a obtine o suspensie omogend de celule. Dupa doud lavaje celulele se
numiri si se trateazi cu ser fetal de vitel, ce contine 10% dimetilsulfoxid (Merck). Cate 7.5x10° celule intr-un
volum de 1 ml se repartizeazi in fiecare eprubetd de congelare. Celulele se plaseazi in termostat la temperatura
de -80°C pentru 24 ore, apoi se depoziteaza in azot lichid.

b) Incubarea celulelor cu proteina NC30

fn ziua experientei o parte alicvoti de celule se decongeleazi la 37°C, apoi lent se dilueazi cu 50 ml mediu
RPML, ce contine 10% ser fetal de vitel. Celulele se centrifugheaza pentru eliminarea dimetilsulfoxidului. Dupa
calculul celulelor, 100 pl suspensie de celule reajustate pani la o concentratie de 4-10° celule/ml se distribuie
pe plachetele de microtitrare cu 96 alveole (NUNC).
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Diferite concentratii de proteind NC30 purificatd se28adaugi in mediul RPMI, ce contine 10% ser fetal de
vitel. 100 ul mediu cu diverse concentratii de proteind se adaugd la celulele din alveole pentru titrare.
Incubarea continud 48 ore la 37°C intr-o atmosferd ce contine 5% bioxid de carbon.

¢) Marcarea celulelor pentru imunofluorescenta

Dupd incubare celulele se transferd in microeprubete (Labsystem). Pentru o simpld analizd imunofluores-
centd, in suspensia de celule se adaugd 10 pl anticorpi anti-CD23, cuplati cu FITC (fluorescenizotiocianat)
(Immunotech). Pentru analizd in dubld imunofluorescentd, in suspensia de celule, simultan, se adaugd 10 ul
anticorpi anti-CD23, cuplati cu ficoeritrind si 10 pl anticorpi anti-CD20, cuplati cu FITC (Becton Dickinson).

Incubarea continud 30 minute la 4°C, apoi celulele se centrifugheazd si dupd centrifugare sedimentul se
trateazd cu 250 pl tampon PBS ricit. Pentru a distinge celulele moarte in timpul analizei, se adaugd 50 ul
solutie de iodurd de propidiu (Sigma) in concentratie de 20 pg/ml.

d) Analiza prin citometria in flux

Esantioanele se analizeaza prin determinarea fluorescentei pe un selector de celule FacStar Plus (Becton
Dickinson) cu lungimea undei laser de excitare a fluorescentei de 488 nm. In cadrul analizei imunofluorescente
simple se colecteaza emisiile de FITC si de iodurd de propidiu, utilizind filtrele interferentiale corespunzitoare
de 530 nm si 630 nm. In cadrul analizei in dubli imunofluorescents, emisia suplimentard cauzati de prezenta
ficoeritrinei se colecteaza prin filtrul interferential de 575 nm. Pentru aceastd ultima analizid se utilizeaza un
sistem de compensare electronicd pentru a evita contaminarea fluorescentei FITC in canalul ficoeritrinei, a
fluorescentei ficoeritrinei in canalul iodurii de propidiu si a fluorescentei iodurii de propidiu in canalul
ficoeritrinei. Rezultatele se colecteaza §i se trateazd, utilizdnd asigurarea de program LysIS II (Becton
Dickinson).

2) Rezultatele

a) Modularea cantititii de antigen CD23 in celulele amigdaliene prin proteina NC30

Valorile medii si erorile standard ale rezultatelor obtinute sunt prezentate in tabelul 4 ce urmeazi, pentru
incubarea celulelor amigdaliene timp de 48 ore si gama concentratiilor proteinei NC30 de la 10~ pani la 10°
ng/ml.

Tabelul 4
Variatia procentajului de celule amigdaliene, ce exprimd antigenul CD23,
in prezenta diferitelor concentratii de proteind NC30

Concentratia NC30 (ng/ml) % celulelor, ce exprimd CD23

0 48412

10° 4.840.8

107 4.9+0.4

10 12.042.4
1 17.042.5

10 27.3+1.6

10° 20.442.5

Se constatd cd procentul de celule amigdaliene, ce exprimd antigenul CD23 (receptorul afinititii, putin
exprimate fati de IgE), este mai semnificativ pentru concentratia proteinei NC30 mai mare de 10" ng/ml,
comparativ cu procentul obtinut in absenta proteinei NC30. Cel mai important efect al acestei proteine se
constatd la concentratia de 10 ng/ml.

b) Caracterizarea celulelor in care proteina NC30 moduleaza expresia antigenului CD23

Caracterizarea celulelor care exprimd antigenul CD23 se realizeaza prin imunofluorescenta dubla, utilizand
anticorpul anti-CD23 cuplat cu ficoeritrind si anticorpul anti-CD20 cuplat cu FITC. Acesta din

urmi se dirijeaza contra receptorului prezent numai in celulele B. Analiza prin citometrie in flux releva ci
fractia de celule B exprima antigenul CD23 sub actiunea proteinei NC30.

Capitolul 16. Depistarea actiunii proteinei NC30 asupra proliferarii liniei hibridomei B9

Activitatea de stimulare a proliferarii liniei hibridomei B9 se depisteaza utilizind supernatantii culturilor de
celule COS, transfectate de plasmida pSE;-NC30 (vezi capitolul 7), si proteina NC30 purificatd, originard din
levurd (vezi capitolul 12). Aceastd linie de obicei se utilizeaza pentru efectuarea mdasurdrii biologice a IL-6
(L.A. Aarden, 1987, Eur. J. Immun., 17, 1411-1416).

1) Metoda utilizata

a) Principiul de masurare

Principiul de masurare este descris de T. Mosman, 1983, J. Immun. Methods, 65, 55-63, si se rezumi
succint in continuare:

Mitocondriile includ multiple dehidrogenaze, capabile sd reduca ciclul tetrazoliu in formazan. Sarea de
acest tip, MTT (bromurd de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2,5-difenil-tetrazol)), de asemenea redusd, di o colorare
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albastrd, cu absorbtie puternicd la 565 nm. Masurarea29colorimetricd, descrisd aici, permite mésurarea
cantitativd a numarului de mitocondrii, deci a numarului  de celule.

b) Cultura de celule

Celulele utilizate apartin liniei B9, ce reprezinta linia hibridomei soarece/soarece, descrisd de L. A. Aarden,
1987, Eur. J. Immun, 17, 1411-1416. Acestea sunt celulele neaderente, care prolifereaza in prezenta de IL-6
murin sau IL-6 uman.

Mediul de cultura

500 ml mediu RPMI 1640 lipsit de glutamind

notare standard: 041-01870M (Gibco);

+50 ml ser fetal de vitel (decomplementat, adicd incdlzit timp de 30 minute la 55°C pentru inactivarea
fragmentelor de complement seric) (Sigma, notare standard: F 4135);

+12.5 ml de 100 mM piruvat de sodiu (notare standard: 043-01360H, Gibco);

+2.5 ml de 1M hepes, pH 7.3 (notare standard: 043-05630D, Gibco);

+10 ml de 200 mM glutamind (notare standard: 043-05030D, Gibco).

Ex temporal se adaugi:

- B-mercaptoetanol (Sigma, notare standard: M-6250), concentratia finala 5x10°° M;

- IL-6, concentratia finald de 500 pg/ml.

¢) Prepararea esantioanelor

Se utilizeazd doud tipuri de esantioane: unul, obtinut din supernatantul celulelor COS, sau transfectate cu
plasmida pSE; NC30 si cultivate cum este descris in capitolul 7, sau transfectate cu plasmida pSE; si cultivate
in aceleasi conditii (control), altul, obtinut din solutie de proteind NC30, originard din levurd purificatd conform
metodei din capitolul 12, in concentratie de 50 ng/ml.

d) Protocolul masurérii

Maésurarea se efectueazd pe plachetele de culturd cu 96 alveole cu fundul plat, fiecare esantion analizandu-
se intr-un rand din 12 alveole cu concentratii variabile.

Celulele liniei B9 se cultivd, se spald de 2 ori cu mediu de culturd lipsit de IL-6, se trec din nou in
suspensie in mediul de culturd (lipsit de IL-6) si se incubeaza timp de 2 ore la 37°C. Aceastd incubare permite o
eliminare mai completd a IL-6, responsabil, in fond, de masurari. In sfarsit, celulele din nou se centrifugheaza si
se trec in suspensie in mediul de culturd mentionat (lipsit de IL-6) intr-o concentratie de 2-10° celule/ml.

Pe plachetele cu 96 alveole se distribuie succesiv:

- 50 ul mediu de cultura (lipsit de IL-6) cu fiecare alveola (cu exceptia primelor alveole ale fiecdrui rand);

- 100 pl esantion testat in prima alveold a fiecdrui rAnd (cu o dilutie dubla de la alveold la alveold);

- 50 ul suspensie de celule in fiecare alveold (10000 celule in alveold).

Plachetele se plaseazi in termostat la temperatura 37°C intr-o atmosferd cu continut de 5% bioxid de
carbon.

Dupd incubare timp de 3 zile in fiecare alveold, in conditii sterile, se introduc cdte 10 ul solutie MTT
(Sigma, notare standard: 2128) cu concentratia de 5 mg/ml in tampon PBS. Plachetele se introduc din nou in
termostat. La microscop se poate urmari aparitia formazanului, produs sub forma de cristale albastrii de celule
supravietuitoare. Peste 4 ore celulele mor, supernatantul din fiecare alveold se aspird cu precautie si cristalele
se dizolvd in 100 ml solutie de n-propanol de 66%, ce contine 10% dodecilsulfat de sodiu si 0.04 N de HCL
Pentru cateva minute plachetele se plaseaza pe un agitator pentru plachete, pentru a omogeniza colorarea. Apoi
citirea se efectueazd cu aparatul pentru citirea plachetelor la o lungime de unda de 565 nm.

in plus, la misurarea cu MTT, descrisi anterior, caleulul celulelor se poate realiza utilizand microscopul.

2) Rezultatele

a) Supernatantul celulelor COS, ce contine proteina NC30

Se realizeazi 6 serii de masurdri: 3 cu diferiti supernatanti ai celulelor COS cu continut de proteind NC30 si
3 cu diferiti supernatanti ai celulelor COS de control, cu diferiti, pentru fiecare serie, factori de dilutie ai
solutiei supernatantului COS.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in fig. 6, in care este reflectatd variatia densitatii optice (fiecare punct
reprezintd valoarea medie a densitétii optice, masurate pentru unul si acelasi factor de dilutie in 3 serii de
experiente) in functie de factorul de dilutie a solutiei supernatantului COS.

La citirea datelor din aceastd figurd se constatd ci solutia supernatantului COS cu continut de proteind
NC30 este de 4-6 ori mai activa in proliferarea liniei B9, comparativ cu solutia de supernatant COS de control.

Activitatea de stimulare a proliferarii liniei B9, constatati la utilizarea solutiei de supernatant B9 de
control, apare ca urmare a producerii endogene a IL-6 de citre celulele COS, care poate fi de asemenea
cuantificatd prin analiza radioimuna (RIA), in special cu chitul firmei Amersham, notare standard: RPA 537.
Aceastd analizd radioimund confirmd cid amplificarea activitatii de stimulare a proliferdrii liniei B9 (prin
supernatantul COS cu continut de proteind NC30) nu este in legiturd cu superproducerea de IL-6 de cétre
celulele COS.
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b) Proteina NC30 purificatd, originard din levurd 30

Se realizeaza doud serii de masurdri: una, a densitatii optice dupa colorare cu MTT, alta, a densitatii
celulelor prin numdrarea celulelor la microscop, cu diferite, pentru fiecare serie, concentratii ale proteinei
NC30.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in fig. 7, care reflectd variatia densitétii optice si densitatii celulelor in
functie de concentratia proteinei NC30, exprimate in ng/ml.

Se constatd cd proteina NC30 purificatd stimuleazi proliferarea liniei B9. EDso (concentratia la care se
constata activitatea egald cu jumdtate din activitatea maxima obtinutd) constituie 100 ng/ml.

De remarcat ci celulele B9 sunt celule de soarece, ceea ce explicd necesitatea utilizirii unor concentratii
ridicate de proteind NC30, comparativ cu concentratiile utilizate pentru actiunea asupra celulelor umane (vezi
capitolele 14, 15 i 17).

Capitolul 17. Depistarea actiunii proteinei NC30 asupra proliferarii liniei umane megacarioblastice MO7.
in prezenta GMCSF

Amplificarea activitatii proliferative a GMCSF asupra liniei megacarioblastice umane MO7. se depisteaza
cu proteina NC30 produsi in levurd (capitolul 12). Aceastd linie de celule, descrisd de M.F. Brizzi et al., 1990,
British Journal of Haematology, 76, 203-209, in cresterea sa depinde strict de citochinele IL.3 sau GMCSF.

1) Metoda utilizata

a) Scopul

Se are in vedere compararea proliferdrii celulelor liniei MO7., cultivate sau in prezenta cantititii de
GMCSF, necesare pentru jumdtate de proliferare maxima, sau in prezenta aceleiasi cantititi de GMCSF, la care
se adaugi proteina in concentratie variabila.

b) Principiul de masurare

Proliferarea celulelor se determind prin mdsurarea radioactivitdtii incorporarii timidinei, ce contine tritiu, de
cétre celulele culturii.

Celulele proliferative utilizeazd timidina pentru sinteza de ADN. Timidina ce contine tritiu, fiind introdusd
in culturd, concureazi cu timidina neradioactivd a mediului si se incorporeaza in celule.

Dupd o perioadd de timp determinatd celulele se recupereazi pe un filtru si se spald, pentru eliminarea
excesului de timidind cu continut de tritiu, neinclusd in celule. Fiecare filtru se analizeazi apoi cu contorul
gama. Activitatea proliferativd se exprima in numérul de impulsuri pe minut ale timidinei cu continut de tritiu.

¢) Cultura de celule

Celulele utilizate apartin liniei MO7., care reprezintd linia megacarioblasticd umana, stabilitd de M.F.
Brizzi et al. (citat anterior). Acestea sunt celule neaderente, care prolifereazi in prezenta a IL-3 uman sau a
GMCSF umane. Jumitatea activititii maxime obtinute (EDsp) constituie:

35 pg/ml pentru GMCSF (Genzyme, notare standard: RM-CSF-C);

0.7 pg/ml pentru IL-3 (Genzyme, notare standard: HIL3 C).

Mediul de cultura:

- 500 ml mediu Dulbecco, modificat conform metodei Iscove (mediul IMDM, Gibco, notare standard:
04101980);

- 50 ml ser fetal de vitel (decomplementat, adicd incilzit la 55°C timp de 30 minute pentru inactivarea
fragmentelor de complement seric) (Sigma; notare standard: F4135);

+10 mg/ml gentamicind (1 ml solutie Gibco, notare standard: 043.05710 D).

Ex tempore se adauga IL3 recombinant uman (Genzyme, notare standard: HIL3.C) intr-o concentratie finala
de 4 ng/ml.

d) Prepararea esantioanelor

Esantioanele testate se prepard (prin dilutie in mediul de culturd lipsit de IL3) din solutia de proteind NC30,
originard din levurd si purificatd conform metodei din capitolul 12, in concentratie de 500 ng/ml.

e) Protocolul masurarii

Masurarea se efectueazi pe plachetele de culturd cu 96 alveole cu fund plat si fiecare esantion se analizeaza
intr-un rand din 12 alveole, utilizind concentratii variabile. Celulele cultivate ale liniei MO7. trebuie sd se afle
in faza exponentiala de crestere.

Pentru masurare, celulele se spald de 2 ori cu mediu de culturd lipsit de I3 si se incubeaza timp de 3 ore la
37°C. Aceastd incubare permite o eliminare mai completd a IL3, responsabil, in fond, de misurare. in sfarsit,
celulele se centrifugheazi din nou si se trec din nou in suspensie in mediul de culturd (lipsit de IL3), mentionat
anterior, in concentratie de 2-10° celule/ml.

Pe placheta cu 96 alveole se distribuie succesiv:

- sau 50 pl mediu de culturd (lipsit de IL3) in fiecare alveold;

- sau 50 pl mediu de culturd (lipsit de IL3) si 10 pl solutie GMCSF cu concentratia de 200 ng/ml;

- sau 50 pl esantion testat de concentratie variatd si 10 pl solutie GMCSF cu concentratia de 200 ng/ml;
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- apoi 50 ng suspensie de celule, in fiecare alveold31(10000 celule/alveola).

Apoi plachetele se plaseazi in termostat la temperatura de 37°C intr-o atmosferd de 5% bioxid
de carbon.

Dupd incubare timp de 3 zile, in fiecare alveold, in conditii sterile, se adaugad 50 ul solutie de timidind cu
continut de tritiu (10 uCi/ml) (Amersham, notare standard: TRA6=1 mCi/ml pand la 10 pCi/ml) in mediul de
culturd lipsit de IL3. Placheta se introduce in termostat. Peste 4 ore continutul fiecdrei alveole se aplica pe un
filtru prin aspiratie si lavaj cu apa distilatd i se mdsoara radioactivitatea filtrului.

2) Rezultatele

Rezultatele principale obtinute sunt prezentate in tabelul S5, in care figureazi valorile radioactivititii,
exprimate in numarul de impulsuri pe minut, pentru mediul lipsit de GMCSF si de proteina NC30, si valoarea
radioactivitatii pentru mediul ce contine 18 pg/ml GMCSF, in functie de concentratia proteinei NC30.

Valorile radioactivititii prezentate aici sunt mdrimile medii din 11 experiente pentru mediul lipsit de
GMCSF, precum si pentru mediul ce contine numai GMCSF, si din 7 experiente pentru mediile ce contin
GMCSF si proteina NC30. Valorile acestor marimi medii se compard, utilizdnd criteriul Student cu gradul de
autenticitate mai mare de 99.95%.

Tabelul 5
Concentratia proteinei NC30 0 0.49 1.95 7.8 312 125 500
(ng/ml)
Radioactivitatea (nr. de 550 / / / / / /
impulsuri pe min.) pentru mediul
lipsit de GMCSF

Radioactivitatea (nr. de | 14462 | 16852 | 18840 [ 20264 | 20549 | 20685 | 21784
impulsuri pe min.) pentru mediul
ce contine 18 pg/ml GMCSF

Devierea semnificativi ~ cu / nu da da da da da
probabilitate >99.95%

Din tabelul prezentat rezultd ca proteina NC30 sporeste considerabil proliferarea liniei MO7. in prezenta
GMCSEF.

Capitolul 18. Depistarea activititii chemotactice pentru proteina NC30

1) Metoda utilizata

a) Izolarea neutrofilelor

Din singele periferic se elimind, in mare parte, hematiile prin sedimentare la 37°C timp de 30 minute intr-o
solutie cu continut de 0.6% dextran T500 (Farmacia, notare standard: 17-0320-01) si 0.09% clorurd de sodiu.
Apoi celulele se depun pe stratul Ficoll-Paque (Farmacia) si se centrifugheazi timp de 30 minute cu 400 g.
Celulele mononucleare din singele periferic (PBMNC) sunt prezente pe linia de demarcare intre Ficoll si
supernatant, in timp ce hematiile reziduale si elementele polinucleare (in special, neutrofilele) se afld in
sedimentul celular. Acest sediment se trece din nou in suspensie in 0.8% solutie clorurd de amoniu,

10 mM hepes §i se incubeazd timp de 7 minute la 37°C pentru distructia hematiilor. Celulele reziduale (in
special neutrofilele) se centrifugheaza si se spald in tampon HBSS: Solutie salind echilibratd Hanks (Gibco
BRL, notare standard: 041-04025H), denumita in continuare solutie HBSS.

b) Izolarea monocitelor

Principiul izoldrii monocitelor se descrie de A.Boyum, 1983, Scan. J. Immunol., 17, 429-436. In continuare
este prezentata descrierea lui succintd. Metoda constd in separarea monocitelor din sange, utilizaind mediu cu
gradient de iod, Nycodenz (N,N’-bis(2,3-dihidroxipropil)-5-[N-(2,3-dihidroxipropil)acetamido]-2,4,6-triiod-
izoftalamida). Pentru accentuarea diferentei de densitate intre monocite si limfocite, se majoreazi osmolaritatea
solutiei, deci limfocitele se deshidrateazi si devin mai dense. Pentru izolarea monocitelor (Nycomed Pharma
AS, Norvege, notare standard: 223510) se poate utiliza mediul “NycoPrep 1.068”, care contine Nycodenz,
clorurd de sodiu i tricind/NaOH in concentratii optime.

Metoda utilizatd este urmétoarea:

Din sangele periferic se elimind, in mare parte, hematiile prin sedimentare la 37°C timp de 30 minute intr-o
solutie cu continut de 0.6% dextran si 0.09% clorurd de sodiu. Se preleva faza superioard a plasmei, ce contine
monocite, limfocite si neutrofile. Pentru separarea monocitelor de alte celule, se pregitesc eprubetele in modul
ce urmeaza:

6 ml plasmd se depun pe un strat din 3 ml NycoPrep 1.068 (Nycomed Pharma AS, Norvege, notare
standard: 223510) intr-o eprubeta cu diametrul de 13-14 mm. Dupd centrifugare cu 600 g timp de 15 minute se
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preleva plasma limpezitd pand la 3-4 mm deasupra fazei32intermediare §i se colecteazi restul de plasma si
toatd solutia NycoPrep pand la circa 1 cm mai sus de nivelul sedimentului de celule, ceea ce permite de a
nu preleva limfocitele. Suspensia de monocite colectatd se completeazi pand la un volum de 6-7 ml cu o solutie
ce contine: 0.9% clorurd de sodiu, 0.13% EDTA, 1% albumind serica de bovind, apoi se centrifugheazd timp de
7 minute cu 600 g.

Monocitele sunt contaminate cu trombocite. Pentru eliminarea trombocitelor, se centrifugheaza, apoi se
colecteaza supernatantul si se trece din nou in suspensie in aceeasi solutie, repetand aceste operatii de 3 ori.

Celulele se trec din nou in suspensie in mediul RPMI 1640 (Gibco) ce contine 0.5% albumind sericd de
bovind (BSA).

¢) Protocolul depistérii chemotactismului

Se utilizeazi testul descris de W. Falk et al., 1980, J. Imm. Meth., 33, 239-247. Protocolul concret este
expus in continuare.

Pentru determinarea chemotactismului se utilizeazd camera Boyden, comercializatd de firma Neuroprobe
(notare standard: AP48). Esantioanele pentru testare, diluate in solutia HBSS, pentru testarile pe neutrofile, si
in mediul RPMI cu continut de 0.5% albumind sericd de bovind, pentru testirile pe monocite, se plaseazi in
alveolele plachetei inferioare. Pe ea se pune o membrand de policarbonat (dimensiunea porilor: 5 mm-
Nuclepore, notare standard: 155845) cu partea lucioasd in jos. Pe membrand se amplaseaz placheta superioara.
Se introduc celulele (50000 pentru 50 pl tampon) in alveolele plachetei superioare. Camera se incubeaza la
37°C in termostatul umectat sau intr-o manta ce contine bumbac umezit timp de o ord, pentru testul pe
neutrofile, si timp de 3 ore, pentru testul pe monocite. Membrana se retrage si se indeparteaza celulele aflate pe
partea matd (celulele care nu au migrat) prin uscarea membranei si raclajul ei cu un rizor de cauciuc si aceste
doud operatii se repetd doar o datd. Celulele care au migrat se coloreaza si se fixeaza, utilizind chitul “Diff-
quick” (Dade, notare standard: 130832). Prin microscop se calculeazi numdrul de celule de pe partea lucioasd a
membranei (celulele care au migrat). Apoi se calculeaza indicele chemotactismului esantionului, in raport cu
celulele examinate (monocite sau neutrofile), care se defineste ca raportul numarului de celule care au migrat
in esantion fatd de numdrul de celule care in experienta de control au migrat in mediu sau in tamponul de
dilutie.

3) Prepararea esantioanelor

a) Esantioanele proteinei NC30 recombinante:

proteina NC30, originara din levurd, purificata prin metoda descrisa in capitolul 12, in concentratii de 0.1,
1, 10 si 100 ng/ml.

b) Controlul:

peptida formil-Met-Leu-Phe, de obicei numitd fMLP (Sigma, notare standard: F 3506) in concentratie de 1
uM (concentratie de reguld utilizata drept control pozitiv al chemotactismului).

4) Rezultatele

Rezultatele principale obtinute sunt prezentate in tabelul 6, care precizeaza indicele chemotactismului in
raport cu monocitele si indicele chemotactismului in raport cu neutrofilele pentru proteina NC30 de diferite
concentratii i controlul fMLP. Acest indice se calculeaza gisind media din patru experiente independente.

Tabelul 6
Proteina NC30, ng/ml Indicele chemotactismului in Indicele chemotactismului in
raport cu monocitele raport cu neutrofilele

0.1 2.2 0.6

1 4.1 1.0

10 6.1 12

100 5.1 1.1

fMLP 1 uM 3.0 3.8

Se constatd ci in concentratiile testate, proteina NC30 nu manifestd efect semnificativ asupra neutrofilelor,
insd in concentratii de 1, 10 si 100 nm/ml ea are un indice de chemotactism in raport cu monocitele net mai
superior celui cu fMLP.

Proteina NC30, deci, este un chemoatractant puternic si specific pentru monocite.

Capitolul 19. Activitatea imunomodulatoare in vivo (cu soareci)

Proteina NC30 purificatd, originard din levurd, se trateazd pentru activitatea ei imunomodulatoare in modele
infectioase sistemice cu soareci.

1) Materialul si metodele

a) Animalele
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In acest studiu se utilizeazi soareci femele CD1,33furnizati de C. River (Franta), cu masa medie de 25
g. Loturile utilizate includ 8 sau 10 soareci.

b) Tulpinile bacteriene

Tulpinile infectioase reprezintd tulpina Listeria monocytogenes, disponibild din Colectia Institutului Pasteur
cu numirul CIP 5734, si tulpina E. coli, izolatd clinic, conservatd la -70°C.

¢) Esantioanele

Proteina NC30, originard din levurd, purificatd prin procedeul descris in capitolul 12, se utilizeaza diluata
in 0.15M solutie clorurd de sodiu cu un continut de 1% volum plasma de soarece. Aceasta este solutia de
control.

d) Tratamentul soarecilor

Dupa repartizarea soarecilor in cateva loturi, lor li se administreazd proteina NC30 intraperitoneal in doze
de 2 si 20 pg/kg, la intervale temporale de 24 sau 4 ore inainte de infectie. Lotul de control se trateaza cu
diluant.

¢) Modelele de infectie

Se utilizeazd doud modele de septicemie, provocate prin tulpinile E. coli si L. monocytogenes. Aceste
modele sunt descrise de Kong-Tek-Chong, 1987, Infection and Immunity, 55, 3, p. 668-673, si M.
Haakfrendscho et al., Infection and Immunity, 1989, 57, 10, p. 3014-3021.

Tulpinile E. coli si L. monocytogenes se cultiva intr-un bulion nutritiv (Nutrient Broth, Oxoid) timp de 18
ore la 37°C. Un volum de 0.5 ml de o dilutie adecvati de bulion nutritiv, care corespunde cu 5x10° UFC
(unitate formatoare de colonie) se administreazd soarecilor intraperitoneal. Zilnic, pand in ziva a 10-a, se
inregistreazd mortalitatea soarecilor in diferite loturi.

f) Explorarea statistica

Numdrul de soareci care au supravietuit, depistati in loturile tratate, se compara cu cel din lotul de control
prin testul khi2. Diferenta se considerd autenticd, cand probabilitatea depaseste 95%.

2) Rezultatele

a) Infectia prin L. monocytogenes

Loturile de soareci tratati intraperitoneal la intervale temporale de 24 sau 4 ore inainte de infectare cu 2 sau
20 pg/kg proteind NC30 se comportd analogic lotului de control. Nu s-a constatat nici o ameliorare a gradului
de supravietuire.

b) Infectia prin E. coli

Rezultatele sunt prezentate in tabelul ce urmeaza, in care se indicd cota soarecilor care au supravietuit in
loturile testate.

Tabelul 7

Numdrul de soareci care au supravietuit/numdarul soarecilor infestati prin E. coli in functie de doza proteinei
NC30 si intervalul de timp T, de la tratare pana la infectare

T 24 ore 4 ore
Doza (ugrkg) Exemplul 1 Exemplul 1 Exemplul 2 Exemplul 3
0 (control) 3/8 1/10 1/8 2/8
2 3/8 5/8% 3/8 2/8
20 7/8* nu s-a testat 5/8* 3/8

* Diferenta autenticd, comparativ cu lotul de control, cu o probabilitate ce depaseste 95%.

S-a constatat:

Soarecii tratati intraperitoneal cu 24 ore inainte de infectare cu 20 ng/kg proteind NC30 sunt considerabil
mai rezistenti la infectia microbiand, comparativ cu soarecii din lotul de control.

Tratamentul preventiv, administrat intraperitoneal cu 4 ore inainte de infectie, este eficient in doud din trei
experiente realizate i permite majorarea semnificativd a gradului de supravietuire a animalelor tratate,
comparativ cu animalele din lotul de control. fn prima experienti este eficientd numai doza testati de 2 pg/kg.
In cea de-a doua experientd numai doza de 20 ng/kg protejeazd soarecii de infectie prin E. coli.

Intr-o alta serie de experiente, efectuate pe un lot de 20 soareci, s-a constatat ca doza de 32 ng/kg proteina
NC30, originara din levura, purificatd prin procedeul descris in capitolul 12 si administratd cu 24 ore inainte de
infectia prin E. coli, permite supravietuirea goarecilor intr-un grad mai semnificativ: 11 din 20, comparativ cu 2
din 20 in lotul de control. Diferenta constatatd este autenticd cu o probabilitate ce depiseste 99%, conform
criteriului Student.

Asadar, proteina NC30 si in vivo exercitd un efect imunomodulator.

Deci, proteina NC30 reprezintd o noud limfochind cu activitate imunomodulatoare de tip citochind in vitro
(proliferarea celulelor, activarea celulelor, chemotactismul si reglarea sintezei altor citochine) si in vivo. Ea
actioneaza cel putin asupra a doud tipuri de celule cheie ale sistemului imun: monocite si limfocite B. Deci,
aceasta este o interleuchind noud. Unele din proprietitile ei sunt comune cu interleuchina-4: inhibarea sintezei
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interleuchinei-1p si a interleuchinei-6 de catre34monocitele umane din sangele periferic, activate cu
LPS, si modularea expresiei antigenului CD23 si limfocitelor B amigdaliene (W. Paul, 1991, Blood,
77, 1959, si Waal Malefyt et al., 1991, J. Exp. Med., 174, 1199-1220).

(57) Revendicari:
1. Proteind cu activitate de tip citochind care contine urméitoarea succesiune (a1):
Gly Pro Val Pro Pro Ser Thr Ala Leu Arg Glu Leu Ile Glu Glu Leu
1 5 10 15
Val Asn Ile Thr Gln Asn Gln Lys Ala Pro Leu Cys Asn Gly Ser Met
20 25 30
Val Trp Ser Ile Asn Leu Thr Ala Xaa Met Tyr Cys Ala Ala Leu Glu
35 40 45
Ser Leu Ile Asn Val Ser Gly Cys Ser Ala Ile Glu Lys Thr Gln Arg
50 55 60
Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro His Lys Val Ser Ala Gly Gln Phe Ser
65 70 75 80
Ser Leu His Val Arg Asp Thr Lys Ile Glu Val Ala Gln Phe Val Lys
85 90 95
Asp Leu Leu Leu His Leu Lys Lys Leu Phe Arg Glu Gly Arg Phe Asn
100 105 110
in care Xaa reprezintd Asp sau Gly, sau o succesiune care posedd un grad nalt de omologie cu succesiunea
(a).
2. Proteind, conform revendicdrii 1, caracterizati prin aceea ca ea contine imediat deasupra succesiunii (a;)
succesiunea: Ser Pro.

3. Proteind, conform uneia din revendicarile 1 §i 2, caracterizata prin aceea ca are o masd moleculard de
circa 9,0+ 2 kDa.

4. Proteind, conform uneia din revendicdrile 1 si 2, caracterizatd prin aceea ci are o masd moleculard de
circa 16,0+ 2 kDa.

5. Proteind, conform uneia din revendicdrile 1 si 2, caracterizata prin aceea ci ea este N-glicosilata.

6. Proteind, conform uneia din revendicdrile 1 si 2, caracterizata prin aceea ci ea are un grad de puritate,
determinat prin electroforeza pe gel de poliacrilamidd in prezenta dodecilsulfatului de sodiu si developat cu
argint, peste 70%.

7. Proteina, conform uneia din revendicérile 1 si 2, earacterizati prin aceea ci ea are un grad de puritate,
determinat prin electroforeza pe gel de poliacrilamida in prezenta dodecilsulfatului de sodiu si developat cu
argint, peste 90%.

8. ADN recombinant codificator pentru proteina definitd in una din revendicdrile 1 si 2, sau precursorul
proteinei definite in una din revendicarile 1 §i 2.

9. ADN recombinant, conform revendicdrii 8, caracterizat prin aceea ca el codificd precursorul proteinei
definite in una din revendicérile 1 si 2, care include succesiunea de semnal.

10. ADN recombinant, conform revendicarii 9, earacterizat prin aceea ¢i succesiunea care codifica proteina
maturd include urmitoarea succesiune (Nal):

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG

AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT

CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT

GACATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT

CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG

CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC

AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG GTGGCCCAGT

TTGTAAAGGA CCTGCTCITA CATTTAAAGA AACTTTTTCG

CGAGGGACGG TTCAAC.

11. ADN recombinant, conform revendicdrii 9, earacterizat prin aceea ci succesiunea care codifica proteina
maturd include urméatoarea succesiune (Na 17):

GGCCCTGTGC CTCCCTCTAC AGCCCTCAGG GAGCTCATTG

AGGAGCTGGT CAACATCACC CAGAACCAGA AGGCTCCGCT

CTGCAATGGC AGCATGGTAT GGAGCATCAA CCTGACAGCT

GGCATGTACT GTGCAGCCCT GGAATCCCTG ATCAACGTGT

CAGGCTGCAG TGCCATCGAG AAGACCCAGA GGATGCTGAG

CGGATTCTGC CCGCACAAGG TCTCAGCTGG GCAGTTTTCC
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AGCTTGCATG TCCGAGACAC CAAAATCGAG35GTGGCCCAGT

TTGTAAAGGA CCTGCTCTTA CATTTAAAGA AACTTTTTCG

CGAGGGACGG TTCAAC.

12. ADN recombinant, conform uneia din revendicarile 9-11, caracterizat prin aceea ca succesiunea de
semnal reprezintd o succesiune selectatd din succesiunile (b1), (b2), (b3) si (b4):

(bD)

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala
1 5 10 15

Leu Leu Leu Thr Thr Val Ile Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala

20 25 30

(b2)

Met His Pro Leu Leu Asn Pro Leu Leu Leu Ala Leu Gly Leu Met Ala
1 5 10 15

Leu Leu Leu Thr Thr Val Ile Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly Phe Ala

20 25 30

Ser Pro

(b3)

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lle Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly
1 5 10 15

Phe Ala

(b4)

Met Ala Leu Leu Leu Thr Thr Val lle Ala Leu Thr Cys Leu Gly Gly
1 5 10 15

Phe Ala Ser Pro

20

13. ADN recombinant, conform revendicdrii 12, caracterizat prin aceea cii succesiunea nucleotidica, care
codificd peptida de semnal, se selecteazd din succesiunile (Nb1), (Nb2), (Nb3) si (Nb4):
(Nb1)

ATGCATCCGC
TCATGGCGCT
CCTTGGCGGC
(Nb2)

ATGCATCCGC
TCATGGCGCT
CCTTGGCGGC
(Nb3)

ATGGCGCTTT
TTGGCGGCTT
(Nb4)

ATGGCGCTTT
TTGGCGGCTT

TCCTCAATCC
TTTGTTGACC
TTTGCC

TCCTCAATCC
TTTGTTGACC
TTTGCCTCCC

TGTTGACCAC
TGCC

TGTTGACCAC
TGCCTCCCCA

TCTCCTGTTG GCACTGGGCC
ACGGTCATTG CTCTCACTTG

TCTCCTGTTG GCACTGGGCC
ACGGTCATTG CTCTCACTTG
CA

GGTCATTGCT CTCACTTGCC

GGTCATTGCT CTCACTTGCC

14. Vector de expresie care contine ADN recombinant definit in una din revendicarile 8-13.

15. Celule eucariote care contin, cu grupdrile necesare pentru expresia lor, ADN recombinant definit in una
din revendicarile 8-13.

16. Celule eucariote, conform revendicarii 15, caracterizate prin aceea i cle reprezintd celule animale.

17. Celule animale, conform revendicarii 16, caracterizate prin aceea il ele contin vectorul de expresie
definit in revendicarea 14.

18. Celule animale, conform revendicdrii 17, caracterizate prin aceea ci ele reprezinta celule ovariene de la
hamster chinezesc.

19. Celule animale, conform revendicarii 17, earacterizate prin aceea ¢i ele reprezintd celule renale de la
maimuta.

20. Celule eucariote, conform revendicdrii 15, caracterizate prin aceea ci cle reprezinta celule de levura.

21. Microorganism procariot care este transformat de citre vectorul de expresie definit in revendicarea 14.

22. Microorganism procariot, caracterizat prin aceea ca el apartine speciei E. coli.

23. Procedeu de obtinere a proteinei definite in una din revendicdrile 1-7 care include etapa de cultivare a
celulelor animale indicate in una din revendicdrile 16-19, urmata de etapele de izolare si de purificare a
proteinei recombinante.

24. Procedeu de obtinere a proteinei definite in una din revendicdrile 1-7 care include etapa de cultivare a
celulelor de levurd indicate in revendicarea 20, urmatd de ectapele de izolare si de purificare a proteinei
recombinante.
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25. Remediu cu actiune imunomodulatoare care36eontine proteind definitd in una din revendicdrile 1-
7 si un excipient farmaceutic acceptabil.
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“siteul de cuplare cu Hind 11
WG CTGGCTCOCATETCTECTTCACSCRECCRECGCCITACCTOABGLCGECATECATHEL

CCGAGCGTAGAGAGGAAGTOLGCGRGIGEIGHEATOGALTLCOGLGETAGRTHEIGE

—

GGTGAGTCGCOTTCTGLCGECTCCCGCTETGGTGCCTCCTGAACTGLGTCCGLLETTTA
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CLACTCAGUGCAAGACGGCOGAGGGCGEACACCALGEAGGACTTGACGCAGOCGGLAGAT

GETAGGUTCCARGGLAGLCGHACAARRGGLCIGRTOTLGACCTRAGCTCYAAACTTACLYA

CTGAGTCGGLTGAGAGGTGLGAAACGLALTGRGACGRACGAGTTGAGATGCAGAAALAAA
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COTTTTCTRYTEVGCGOCOTTACARCTTLARGETATGLCCTEGGACCTGLLAGGLGGTAT
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GCAAAAGACAAGATGLGGCAATATTGAAGTYCCATACGCOALCCTYGGACCGTICGLLGTA

CTGEGACCOCTAGGAAGEGLTTCEGGETCLTCGTGLCCAAGGLAGEGRAALATAGTSGTLC

T = e e 360

CAGGAAGGRGAGCAGAGGLATCAGGGTATCCACTTTRTCTCLGCAGCTCCTGAGLLTGTA
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Fig. 1b
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AAGCCACCCAGCCTATGCATCCGCTCCTCRATCCTCTCCTGTTGGCACTGGGCCTCATG
ﬁgﬁﬂisProLeuLeuAsnProLeuLeuLeuAlaLeuGlyLeuﬁg&

GCGCTTTTGTTGACCACGGTCATTGCTCTCACTTGCCTTGGCGGCTTTGCCTCCCCAGGC
AlaLeuLeuLeuThﬁ?hrValIleAlqpeuThrCysLeuGlyGlyPheAli§erPrﬁgly

CCTETGCCTCCCTCTACAGCCCTCAGGGAGCTCATTGAGGAGCTGGTCARCATCACCCAG

ACCCAGAGGATGCTGAGCGGATTCTGCCCGCACAAGGTCTCAGCTGGGCAGTTTTCCAGC
ThrGlnArgMet LeuSerGlyPheCysProHisLysValSerAlaGlyGlnPheSerSer

TPGCATGTCCGAGACACCAAAATCCAGGTGECCCAGTTTGTAARGGACCTGCTCTTACAT
LeuHisValArgAspThriysIleGluvalAlaGinPheVallysAspLeuleuleutis

TTAAAGRAACTTTTY

TTCGCGAGGGACGETTCRACTGRAACTTCCARAGCATCATTATTTGC
LeuLyslysLeuPheAr

o
; gGluGlyArgPheAsn

AGRGACAGGACCTGACTATTGRAGTTGCAGAT TCATTTTICT I TCTGATGTCARMARATGT
CTTGGCTAGGCEGOAAGGAGGGT TAGGGAGGGGTAAARTTCCTTAGCTTAGACCTCAGCC
TGTGCTGCCCGICTTCAGCCTAGCCGACCTCAGCCTTCCCCTTGUCCAGEGCTCAGCTTG
GTEEECCTCCTCTRICCAGGGCCCTGAGCTCGGTGGACCCAGEGATGACATGTCCCTACA
CCCOTCCCCTGCCCTAGAGCACACTGTAGCAT TACAGTGGGTGCCCCCCTTGCCAGARCAT

GTGGTCGGACAGGGACCCACTTCACACACAGGCRACTGRGGCAGACAGCAGCTCAGGCAC

ACTTCTTCTTGGTCTTATTTATTATTGTGTGT TAT P TARATGAGTGTGTITGTCACCGYT
GGGGATTGGGEAAGACTGTEGGUTGCTGGCACT TGEAGCCRAGEG TICAGAGACTCAGGGE
CCCAGCACTAAAGCAGTGGACCCCAGGAGTCCCTGETARTARGTACTGTGTACAGAATTC
GCTACCTCACTGGGETCCTGEEGCCTCGEAGCCTCATCCGAGGCAGGGTCAGGAGAGGS
GCAGRACRGCCGCICCTGTCTGCCAGCCAGCAGCCAGCICTCAGCCAACGRGTBATTTAT
TETTTTPCCTCGTATTTAAATATTAAATATGT TAGCARAGAGT TAATATATAGRAGGGTA
CCTTGARCACTGGGGGAGGEGACATTGAACAAGT TG TTCATTGACTATCARACTGRAGC
CAGRAATAARGTTGGRIGACAGATAARAARBARARAARA. .. 1300

Fig. 2
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1 MetBisEroLeuLeuAsnProLeuLeuieuAlaLeuGly euMstAlaleubeuleuThr 20

Popod |
1 . . . . . . . .« . . < . . . MetAlaLeuTrpValThr 6

21 ThrvalIledlaLeuThrCysheuGiyGlyPheAlaSerProGlyProValProProSer 40
I T T A U T T N S R T R A
AlavalLeuklaLeuhlaCysleuGlyGlyLeuhlaklaProGlyProValProArgSsr 26

41 Thrila . . . . LeuArgGluLeulleGluGlubeuValAsnileThrGlundAsn 56

S U T T N T D N B
27 valSerlLeuProleuThrLeulysGluLeulleGluGluLeuSerAsnIleThrGlnAsp 46

57 GinLysAlaProLeuCysAenGlySerMetValTrpSerliehAsnLeuThrAlahspiet 76
1}

i /AN SR SR H N T N N A | }
47 Gln . ThrProLeulvelAsnGlySerMetValfrpSerValAspleulAlaAlaGlvGly 65

7

~3

TyrCyshlahlaleuGluSerLeullehsnValSerGlyCysSexrAlalleGlulysThr 96

| P {1 ! { | b f
66 PheCysValdlaLeupspSerLeuThrAsnileSerAsnCysAsnAlalleTyrArgThr 85

97 GlnhrgMetLeuSerGlyFPheCysProHisLysValSerAlaGlyGlnFheSerSerLeu 116
P | | | | |
86 GlnArgIleLeuHisGlyLauCysAsnArgLysAlaProThrThrValSerSer .. 103

117 HisValArgAspThrLysIlleGluValAlaGlnPheVallysAspLeulLeuleulisleu 136

S T R N N T b
164 . LeuProhspThrlysIleGluValAlaHisPhelleThrLyslLeuleuSerTyrThr 122

$—
v

7 LysLysLsuPheArgGluGlyArgPheAsn 146
| b | |
123 LysGlnLeuPheArgHisGlyProPhe . 131

Fig. 3
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24 CoT GTTGGCACTGGGCCTCATEECGUT TTTTGTTGACCACGGTCATTGOIC 73
| RN R R R R R L I R NS N N A R R R A S

30 CTCACTGGCTCTGGGCTTICATGECOCTCTGEGTGACTGCAGTCCTGGCTC 79

74 TCACTEGCCT PTGGCGGCTITGCCTCCOCAGETC . « v v v . - CTeEG M

Pooatrrreirin v b nt b i PHEt
80 TTEOTTGCCTTGGTGETCTCGCCGCCCCAGGGCCGGTGCCAAGRTCTRTG 129

1z ¢er C‘CLTCTAC nGCCL.TCAuGuAGCT\,AT"‘GAGL;A(:(JTGG'I\,A}( ATCAF 161

P PECE D b b i
130 TCTC”CVCTCTGACCCTTAAGuAGCTTATTGA&GAJCTGAG”AACATCA( 178

P PIUL D EREEL p R

1 f
CAGRA . . . CTCCCCTGTGCAACGGCAGCATGETATGGAGTGTGE 226

CAGRA CCAGAAGGCTCCGCTCTGCAATGGCAGCATGGTATGGAGCATCA an
RS
180 BCARGAC
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212 ‘??LT?ATAGCF ACATGTACTGTGCAGCCOTOGAATCOCTGATCARCGTS 261
. ERDE Fitd l i liitl PR EEE bHp o
227 RCOTGGLCGCTGGCGEEETTCTGTETAGCCC TGGATT(PCTGAPéQAé TC 276
252 ??AGGCTGCAGTGCCATCGAGAAGAcCCp;Au¢AT@CTGAGCGGATTCT@ 311
N PR PR 0 prb by o
277 PCCAATTGUAATGCCATCTACAGGACCCAGRGGATATIGE TGGCCTééé 126
312 CCCGCA?????I CTCAGCTGE CAbTTTTCCAGCTYbCAiGTCC SAGACA 361
‘ ' P Ny NI
327  TAACCGCABRGGCCCCCAC. ... ... .. lAbiTClCCAbLLTCC CGAEA 367
362 $?????T?G§GGT GGECCCAGTTTGTAABGGACCTGCTCTTACATTTARAG 411
. PED P FHETE bEE OHE IEERRERE] ] I
368 CCAAAATCGAAGTAGCCCACTTTATAACAAAACTGCTCAGCTACACAAA& 417
412 ARACTTET! CGCGAGGGACGETTCAACTGA 441
R R R A A N A SN
418 CARCTGTTTCGCCACGGCCCCTTCTABRTGA . ot e v e v e e 447
Fig. 4
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AFCTTGGATAAAAGATQFLLA@GCCCTGTGCCTCCCTCTAC3@CFCTCAGGGAGFTPAT
o

~t

ACbTAT FTﬁTAGGGbTCC FACRCFGAGGGAFATGCCGGFA&TC‘CT”GAGTR

TGAGGAGCT GGTCAACATCACCLAGAACCAGAAGGCTCLGCTCTGCAATGGCAGCATGGT

.......... fm e povm e e b e i o s e b

AFTCCTCGAC(AGTTGTAGTGGGTCTTGG1L7TCFGRGGCGAGRCGTTACbGTChTRCCA

ATbQAGuAL”AALLTL AGPTGACATGTAFTGTGFAFCLCTGGAATCFCTGAWCAACGT
~~~~~~~~~~ I aias Setate Dbtk §

TACCTCGTaGTTGGRCTGTFGACTGTACATCACACGTCGGCALCTTAGuGACTAFTTGCA

TFRGuCTG(AGTFFCRTCCAGAAGACLCAGRGGATGCTCAGCGGRTTLTG CCCGCARCRAA

CAGTCCGACGTCACGETAGCTCTTCTGGGTCTCCTACGACTCGCCTAAGACGGGCGTGTT

GETCTCAGCTGGECAGTT TTCCAGCTTGCATGTCCGAGACRCCAARATCGAGGTGGCCCA
~~~~~~~~~ Fom e o e e s o o v e
CCAGAGTCGACCCGTCARRAGGTCGRACGTACAGGCTCTGTGGTTTTAGCTCCACCGRGT

GTTTFTAAAGGAFCTGCTCTTACATTTAAAbAAACTTTTTCGCGAbGuACGGTTFRACTG

CAAACATTTCCTGQRCGAGAATGTAAATTTCTTTGAAAAAGLGCTCCCTGCCAAGTfGAL

MnaE e w

ARACTTCGARAGCATCATTATTTGG

e —————— Jnom ot o e

TTTGAAGCTTTCGTAGTAATAARCCCTAG

Fig. 5
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Activitatea proliferativa a NC30 pe Jinia BY

————— —i et 4

Factor de dilutie
NC30{supernatant COS)
control (supernatunl COS)
~ egantion de control

Fig. 6

Activitatea NC30 (produsa de tevurs, purificaid)
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78 20
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Anatiza pria colorare MTT: NC3Q {din levura, purificatd) 5 pg/mi
Analiza prin colorare MTT: control (RPMi + 107% SVF)

33

—————— ~ Analiza prin numararea celhulelor: NC30 idin levura, purificat®) $ ugml
************ Ansalizs jwin mumarares celulelor: control (RPMI + 10% SVE)
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