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Keksinndn kohteera on uusia biologisesti Uppfinningen avser nya biologiskt aktiva

aktiivisia polypeptidejd, mukaanlukien uusi luokka polypeptider inklusive en ny klass av

muuntokasvutekijd (TGF)polypeptidejd, omvandlingsvixtfaktor (TGF) polypeptider

joilla on solukasvua edistdvid ominaisuuk- som uppvisar cellvidxt befrimjande egenskaper

sia, sekd myds menetelmd TGF-polypeptidien och ett férfarande for isolering av TGF-

eristdmiseksi sekd ihmis- ettd hiiri-solu- polypeptiderna fran bade minnisko- och

linjoista homogeenisessd muodossa. Esite- muscellinjer i homogen form. Det framfdrs

tddn myds antigeenisid oligopeptideja, dven antigena oligopeptider som hidrletts

jotka on johdettu TGF-polypeptideistd, sekd frin TGF-polypeptiderna och antikroppar

niistd syntyneitd vasta-aineita, joilla on som uppstdtt dirfrdn och som har anvindning

kdyttdd pahanlaatuisuuksien havaitsemisessa vid upptickt och behandling av maligniteter

ja hoidossa, sekd oligopeptidejd, joilla on och oligopepntider som dr i stand att bindas

kyky sitoutua solukasvutekijd-reseptoreiden med cellvidxtfaktor-reseptorer och si hindra

kanssa ja siten hdiritd tiettyjen solulin- omvandlingen av vissa cellinjer till ett

jojen muuntumista sydpidiseen tilaan. Kuva- krdftartat tillstind. Det beskrivs dven

taan my6s yhdistelmid ja menetelmid, jotka kompositioner och metoder p& basis av de

perustuvat esitettyihin peptideihin, sydvén framfoérda peptiderna f8r upptdckt och

ja muiden proliferatiivisten sairauksien behandling av cancer och andra proliferativa

havaitsemiseksi ja hoitamiseksi sek& solu- sjukdomar och fdr cellvixt atfsljande

kasvuun liittyvdid hoitoa, esim. haavan behandling, t.ex. botning av sir och sar-

parantamiseksi ja haavauman hoitamiseksi. terapi
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Menetelmd biologisesti aktiivisten polypeptidien valmis-

tamiseksi

Keksint® koskee menetelmdd biologisesti aktiivisten
polypeptidien ja ndistd polypeptideist& johdettujen anti-
geenisten oligopeptidien valmistamiseksi luonnossa esiin-
tyvistd tai synteettisistd ldhteistd. N&illd peptideilla
on yleinen polypeptidirakenne, joka m8drittelee proteii-
neja, joilla on solukasvua edistdvd aktiivisuus, ja ne
ovat uusia muuntokasvutekij& (TGF) -polypeptidejd, joilla
on ominaisuus palautuvasti antaa muunnettu fenotyyppi nor-
maalisoluille in vitro ja jotka siten ndytt&vat olevan
pahanlaatuisen fenotyypin valitttmia efektoreita, tai eri-
tyisesti TGF-polypeptideistd johdettuja antigeenisia oli-
gopeptidej&d. Ndma polypeptidit voivat myds olla oligopep-
tideja, joilla on kyky sitoutua solun kasvutekijsresepto-
reihin ja siten voimakkaasti hdirit&d tiettyjen solulinjo-
jen muuttumista sy®pédtilaan.

Keksinn®n erdsdna toteutusmuotona on erityisesti me-
netelmd TGF-polypeptidien valmistamiseksi eristd@m&lla ne
homogeenisessa muodossa sekd muunnetuista ihmisen etta
hiiren solulinjoista ja kehon nesteista.

Keksinnén mukaisesti valmistettuja polypeptideja
voidaan kayttda sytvé&n ja muiden proliferatiivisten tau-
tien havaitsemiseen ja hoitoon, solukasvuun liittyvaan
hoitoon, esimerkiksi haavan parantamiseen ja haavauman
hoitoon, sekd luukatoon liittyvien sairauksien, kuten os-
teoporoosin ja hyperkalsemian hoitoon ja toteamiseen.

Joukko polypeptidihormoni- ja hormoninkaltaisia
kasvutekijoitd on 1ldydetty kudosnesteistd ja niiden yhteys
normaalin solukasvun tai mitoosin s#d&telyyn on vahvistet-
tu. N&m& mitogeeniset polypeptidikasvutekijdat k#sittdvat
insuliinin, insuliinin kaltaiset kasvutekijdt, wverihiuta-
leperdisen kasvutekijdn, hermokasvutekijdn, fibroblasti-

kasvutekijan ja orvaskesikasvutekijén (EGF). Ainakin joil-
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lakin ndistd tunnetuista kasvutekij®istd on vaikutus muun-
nettujen solujen kasvuun, mutta in vitro -testien perus-
teella ndyttd8d siltd, ettd muunnetut solut tarvitsevat
vahemmdn ndit& tunnettuja kasvutekijoitd optimaalista kas-
vua ja monistumista varten kuin normaalit solut. Erityi-
sesti on osoitettu soluviljelykokeilla, etta ulkosyrtyis-
ten kasvutekijdiden, kuten insuliinin ja EGF:n, lisaidminen
voi saada normaalit solut jdljittelem&&n tiettyjd soluomi-
naisuuksien muutoksia, jotka ovat analogisia muuntamisen
kanssa. Ne eiv&t kuitenkaan pysty tuottamaan kaikkia muu-
toksia, jotka liittyvat muunnettuun fenotyyppiin, ks.
esim. Sporn et al., The New Eng. J. of Med. 15 (1981)
878 - 880.

Polypeptidikasvutekij®iden uusia tyyppejd, jotka
On nimetty muuntokasvutekijoiksi eli TGF:iksi, on &sket-
tain 1l6ydetty tietysta ihmis- ja eldinsydp&- ja sarkooma-
soluista, joilla on enemmin ominaisuuksia, jotka ilmeises-
ti ovat olennaisia fenotyyppimuunnoksille (Roberts et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 3494 - 3498 ja Todaro
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 5258 - 5262).
TGF-polypeptideille luokkana ovat ominaisia muutokset,
joita ne aiheuttavat, kun niit4 kidytetd&n muuntamattomiin
normaaleihin indikaattorisoluihin, jotka kasvavat viljel-
massd. Namd muutokset kadsittdvit a) solukasvun tiheydesta
riippuvan kasvun estymisen puutteen yYksisolukerrosvilje-
lyssd, b) solujen liikakasvun yksisolukerrosviljelyssid, c)
muutoksen solun muodossa, mistd on tuloksena, ettd indi-
kaattorisolut omaksuvat kasvainfenotyppin, ja d) kiinni-
tysriippumattomuuden saavuttamisen, mistid on tuloksena
kyky kasvaa pehmytagarissa. Solujen kiinnittymisestd riip-
pumattoman kasvun ominaisuus viljelyss# on erityisen voi-
makkaasti vastaavuussuhteessa neoplastisen kasvun Kkanssa
in vivo. Ainakin tietyt TGF-polypeptidit ovat jonkin ver-
ran samanlaisia kuin EGF siind, ettd ne sekd ovat kuunuut-

ta ja happoa kesté&vi&, pelkistimille ja proteaaseille
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herkkié peptidejd ettd ne ndyttdvit spesifisesti olevan
vuorovaikutuksessa solumembraanin EGF-reseptorien kanssa
ja tuottavan biologisia vaikutuksia niiden kautta, jolloin
TGF kilpailee EGF:n kanssa sitoutumisesta solun EGF-resep-
toriin. TGF on kuitenkin erotettavissa EGF:sta useissa
tdrkeissd suhteissa. Erityisesti EGF ei indusoi kiinnitty-
misestd8 riippumatonta solujen kasvua viljelyssd, eivdtké
EGF:848 wvastaan muodostetut vasta-aineet havaitse TGF:&4
radioimmuunianalyysi- eik& immuunisaostuskokeissa. Lis&ksi
EGF:118 on ainoastaan vdhdinen vaikutus viljeltyjen solu-
jen fenotyyppiin, kun taas TGF tuottaa korostuneemman fe-
notyypin muutoksen viljellyissd& soluissa ja antaa niille
kyvyn kdyttdytyd8 Kuten muunnetut solut. Mikd8 mielenkiin-
toisinta, TGF:n aiheuttama muuntuminen ei ole pysyvd vaan
palautuva TGF:n poissaollessa, eikd ole olemassa mitdan
todistusta siitd, ettd TGF toimii itse tdydellisend sydpé&ad
synnyttdvand aineena (Todaro et al., J. of Supramolecular
Structure and Cell Biochem. 15 (1981) 287 - 301).

Siten TGF-polypeptidit muodostavat proteiinien ai-
nutlaatuisen luokan, joka voidaan erottaa muista kasvute-
kijoistd, kuten EGF:std, sekd biologisten ominaisuuksien
ettd kemiallisen rakenteen kannalta. N&ill& TGF:ill& on
vuorostaan joukko erilaisia ominaisuuksia, jotka ovat ar-
vokkaita tai mahdollisesti arvokkaita terveystieteiden
alueella, kuten voimakkaat mutta palautuvat solukasvu- tai
mitogeeniset ominaisuudet, joita voidaan k#yttdd solun
korjaamisessa, kuten esimerkiksi haavan parantamisessa tai
haavauman hoidossa. Lis&ksi TGF-polypeptidin tuottaminen
tai lisd8&8ntynyt tuottaminen on ominaista, ellei olennais-
ta, tiettyjen solulinjojen morfologiselle muuntamiselle
sekd ihmis- ettd hiirikudoksessa ja/tai -nesteissd; siten
TGF-polypeptidit tai niiden antigeeniset fragmentit ovat
arvokkaita normaalisolujen erottamisessa kasvainsoluista
ja niitd& vastaan syntyneilld vasta-aineilla on k&yttsd

pahanlaatuisuuksien diagnoosissa. Lis3ksi oivallus, ettd
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tietyt TGF-polypeptidit ovat spesifisesti vuorovaikutuk-
sessa solumembraanin EGF-reseptoreiden kanssa ja tuottavat
biologiset vaikutuksensa niiden kautta, antaa mahdollisuu-
den, kun TGF-polypeptidin perusrakenne on méddritetty,
saattaa rakenne vastaavuussuhteeseen EGF:n rakenteen kans-
sa oligopeptidien kehittdmiseksi, joilla on kemialliset
ominaisuudet, jotka sallivat sitoutumisen EGF-reseptorei-
hin ilman solun samanaikaista fenotyypin muuntumista. 0li-
gopeptideilld, joilla on t&am& ominainen EGF-reseptoriin
sitoutumiskyKky, on kdyttsd hoidettaessa pahanlaatuisuuk-
sia, koska oligopeptidi h&diritsee tai kilpailee TGF:n
kanssa kaytettavisssd olevista reseptorikohdista ja siten
keskeyttdd solun muunnettujen ominaisuuksien ilmentamisen.

Tamdn keksinndn mukaisesti on kehitetty menetelmd
TGF-polypeptidien valmistamiseksi riittdvid madria ja
riittdvan puhtaina sallimaan tdydellisen rakenteen mddrit-
tamisen, ja tuloksena tdstd mdarittamisesta ja muista ha-
vainnoista, mukaan lukien olennaisen homologian ldytdminen
ihmisen ja hiiren TGF:ien v&lill&d, on ldydetty perusrpepti-
dirakenne, jolla on laaja kayttd solumitoosin ja solukas-
vuun liittyvdlla alueella. Lisdksi menetelmdlld ssadaan
homogeenisid TGF-polypeptidejd, joilla on Kk&yttdd seka
solukasvun alueella ettd sy®dvédn ja muiden proliferatiivis-
ten sairauksien toteamisessa. TGF-polypeptideja ja -cligo-
peptidejda ja niitd wvastaan muodostettuja vasta-aineita
voidaan k3aytt&dd luukatoon liittyvien sairauksien, Kkuten
osteoporoosin, hyperkalsemian ja luuresorption, toteami-
seen ja hoitoon. Edelleen peruspeptidirakenteesta jz ma&a-
ritetyistd TGF-polypeptidirakenteista saadaan antigeenisia
oligopeptideja ja oligopeptidejd, joilla on kyky sitoutua
solukasvutekijsdreseptoreihin.

Marquardt ja Todaro, J. of Bio. Chem. 257(9) (1982)
5220 - 5225 (julkaistu 10.5.1982), kuvaavat pienimolekyy-
lipainoisen ihmis-TGF:n eristidmisen seerumittomasta vali-

aineesta, jota oli k&dsitelty ihmisen metastaattisella me-
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lanoomakasvainlinjalla, kdytt&en sarjaa menetelmdvaiheita,
jotka kdsittdvdt uuttamisen 1 M etikkahappoon ja per&kkdi-
sen puhdistuksen k#&nteisfaasikorkeapainenestekromatogra-
fialla eluoiden ensin asetonitriililiuottimella ja sen
jdlkeen 1l-propanolilla, jolloin saadaan puhdistettu TGF,
jolla on luonteenomainen TGF-biologinen aktiivisuus, esi-
merkiksi kiinnittymisestd riippumattoman solukasvun indu-
sointi. Twardzik et al., Science 216 (1982) 894 - 897
(julkaistu 21.5. 1982), esittdvit saman puhdistusmetodolo-
gian kdytdén TGF:n puhdistamiseksi viruksella muunnetusta
rottasolusta. My®s puhdistettujen aineiden biologinen ak-
tiivisuus soluviljelyssd8 osoitetaan. Pike et al., J. of
Bio. Chem. 257 (24) (1982) 14 628 - 14 631 (julkaistu
25.12.1982), esittdvdt, ettd sekd osittain puhdistetulla
rotan ettd ihmisen TGF:118 on kyky aktivoida proteiiniki-
naasia ihmisen kasvainsolumembraaneissa ja siten stimuloi-
da synteettisen tyrosiinia sisdltdvin peptidin fosfory-
lointia. Ainoat muut t&h3n asti selostetut molekyylit,
joilla on t&m& aktiivisuus, ovat EGF, insuliini ja veri-
hiutaleperdinen kasvutekiji, joista kaikilla uskotaan ole-
van tdrkeitd fysiologisia funktioita ihmisessd ja eldimes-
sd. Muita kiinnostavia kirjallisuusviitteitd on esitetty
edelld mainituissa artikkeleissa.

Nyt on havaittu, ettd tietty perusproteiinirakenne
mddrittelee uuden luokan biologisesti aktiivisia molekyy-
lejd. T&md&n runkopolypeptidin, joka antaa biologisen ak-
tiivisuuden erityisesti solukasvun edistidmisen alueella,
loytyminen perustuu havaintoon, ettd on olemassa selvi
vastaavuussuhde tiettyjen, useita disulfidisidoksia sis8l-
tdvien polypeptidien, TGF:t mukaan lukien, kolmiulotteisen
rakenteen ja polypeptidistéd aiheutuvan biologisen aktiivi-
suuden valilla.

Siten t8md keksintd koskee menetelmdd biologisesti

aktiivisten polypeptidien valmistamiseksi, joilla on kaava
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5 10
Val-Val-Ser-His~Phe-Asn-R-Cys-Pro-Asp-Ser-His-Thr-

15 20 25
Gln-R'-Cys-Phe-His-Gly-Thr-Cys-Arg-R"-Leu-Val-Gln-

30 35
Glu-R'-Lys-Pro-Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-Gly-R'"-

40 45 50
Val-Gly-R’-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala

jossa R on Asp tai Lys, R' on Phe tai Tyr, R" on Ser tai
Phe, R'" on Phe tai Tyr, R' on Asp tai Glu ja R° on Ala tai
Val, tai ndiden polypeptidien aminohapposekvenssin 1 - 13,
34 - 43, 34 - 50 tai 39 - 50 kasittavien oligopeptidifrag-
menttien valmistamiseksi, jossa menetelmdssa:

a) aminohapot liitet&dan perdkkdin polypeptidia tai
oligopeptidin kaavan mukaisessa jadrjestyksessd tavanomai-
sella kiintedfaasimenetelmdlld sopivalla kantajalla, tai

b) muodostetaan synteettisesti kaksis&ikeinen DNA-
sekvenssi, joka koodaa polypeptidirakenteen aminohapposek-
venssid, kaksisdikeinen DNA liitetddn kloonausvdlineen tai
-vektorin sopivaan kohtaan yhdistelmd@-DNA-molekyylin muo-
dostamiseksi ja transformoidaan sopiva isdntd mainitulla
yhdistelmd&-DNA-molekyylilld polypeptidin ilmentymisen ai-
kaansaamiseksi, tai

c) eristetddn homogeeninen muuntokasvutekija-
polypeptidi vesipitoisesta vdliaineesta, joka sis&ltaéa
taman muuntokasvutekijdpolypeptidin epdpuhtaassa muodossa,
menetelm&lld8, joka késittdd seuraavat vaiheet:

(1) dialysoidaan vesipitoinen v&dliaine, joka sisdl-
t&& muuntokasvutekijén epidpuhtaassa muodossa, vesipitoista
etikkahappoa vastaan antamaan liuotinfaasi, joka sisiltaa
muuntokasvutekijdpolypeptidid ja joka faasi vakevdidddn ja
valinnaisesti selkeytetdsn,

(2) muodostetaan vaiheen 1) vdakevoity liuotinfaasi
uudelleen vesipitoisella etikkahapolla ja saatetaan uudel-
leenmuodostettu liuos geelisuodatuskromatografiaan viemdl-

13 uudelleenmuodostettua liuosta geelisuodatuskromatogra-
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fiapylvéddseen, jota on tasapainotettu vesipitoisella etik-
kahapolla, ja eluoidaan vesipitoisella etikkahapolla
eluaatin valittujen fraktioiden saamiseksi, jotka sisdlta-
vdt muuntokasvutekijdpolypeptidid puhtaampana, ja valitut
fraktiot yhdistetd4n ja vdkev®idddn, jolloin saadaan osit-
tain puhdistettu, muuntokasvutekijdpolypeptidid sisaltava
tuote,

(3) saatetaan vaiheen (2) osittain puhdistettu,
muuntokasvutekijédpolypeptidid sisdltéva tuote perdkkidiseen
kddnteisfaasikorkeapainenestekromatografiaan viemdlla tuo-
te, uudelleenmuodostamisen j#lkeen vesipitoiseen tri-
fluorietikkahappoon, yhden tai useamman hiilivetysidottu-
jen piihappomatriisipylvdiden 18pi, jotka on tasapainotet-
tu vesipitoisella trifluorietikkahapolla, korkeapainenes-
tekromatografian olosuhteissa, jolloin pylvddn alkueluoin-
ti suoritetaan kdyttden lineaarista asetonitriiligradient-
tia vesipitoisessa trifluorietikkahapossa ja sen j&lkeen
pylvédseluointi, joka suoritetaan ensimmdisestd korkeapai-
nenestekromatografiavaiheesta saaduille, yhdistetyille,
muuntokasvutekijidpolypeptidid sisdltdville fraktioille,
toteutetaan kdyttden 1lineaarista l-propancligradienttia
vesipitoisessa etikkahapossa, jolloin l-propanolin gra-
dienttia nostetaan riittdvidn pienind l-propanolin vdidke-
vyyslisdyksind antamaan muuntokasvutekijdpolypeptidi yhte-
nd ainoana selvdnid huippuna homogeenisend polypeptidind.

Keksinnén edullisen toteutusmuodon mukaisesti val-
mistetaan edelld olevan kaavan mukaisia polypeptideja,
joissa R on Asp, R' on Phe, R'" on Tyr, R!' on Asp ja R’ on
Ala.

Peptidisekvenssi, joka luonnehtii esitetyn kaavan
mukaista perusproteiinirakennetta, sisdlt&88 kuusi kysteii-
nitdhdettd sijoittuneina ratkaiseviin asemiin polypeptidi-
rungossa. Arvellaan, ettd kysteiinit&hteiden sijainti sal-
1ii polypeptidin laskostua erityisellsd tavalla pariutunei-
den kysteiinien vdlille muodostuneiden disulfidisiltojen
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johdosta ja siten tuottaa kolmiulotteisen rakenteen, joka
edistdsd osaltaan saadun proteiinin biologista aktiivisuut-
ta. On olemassa jonkin verran todistusaineistoa, joka
viittaa erityiseen disulfidi-siltajirjestykseen, jossa
(numeroimalla edelld olevassa kaavassa Cys-tdhteet l:sta
6:een vasemmalta oikealle) Cys-1 on sitoutunut Cys-3:een,
Cys-2 on sitoutunut Cys-4:88n ja Cys-5 on sitoutunut Cys-
6:een disulfidisidoksin perusproteiinirakenteen biologi-
sesti aktiivisissa muodoissa.

Tam& uusi polypeptidiluokka on johdettu havainnos-
ta, ettd tietyt TGF:t, jotka on saatu erilaisista nisdkds-
lajeista (sekd hiiristd ettd ihmisistd), ovat olennaisesti
homologisia peptidisekvenssin aminohapporakenteen suhteen
(yli 90 %:n sekvensseistd ollessa samoja) ja niilla on
myds péd&dasiallisesti samat biologiset ominaisuudet. Eri-
tyisesti edella olevan kaavan mukaiset polypeptidit ai-
heuttavat solukasvun tiheydestd riippuvan estymisen puu-
tetta yksikerrosviljelyssd, liikakasvua yksikerrosvilje-
lyssd, luonteenomaisen muutoksen solun morfologiassa ja
Kiinnittymisestd riippumattoman kasvun saamisen, kun niitéa
kdytetdsdn muuntamattomiin, normaaleihin indikaattorisolui-
hin, jotka on kasvatettu viljelmdssd. Sen lisdksi ettd ne
ovat d8rimmdisen voimakkaita solukasvun edistdjid ja solu-
muunnoksen aiheuttajia, edelld esitetyn kaavan mukaiset
TGF-polypeptidit kilpailevat EGF:n kanssa sitoutumisesta
solun EGF-reseptoriin ja niill8 on kyky aktivoida entsyy-
mi, proteiinikinaasi, ihmisen kasvainsolumembraaneissa.

Kuten seuraavassa yksityiskohtaisemmin esitetaan,
keksinnén mukaisesti edelld mainitun kaavan mukaisia TGF-
polypeptidejad saadaan sopivasti erilaisista muunnetuista
ihmis- ja hiirisolulinjoista, tietyistd sikidén solulin-
joista ja kasvainta kantavien nisdkk#diden kehon nesteista
kdyttden mybhemmin kuvattavaa eristysmenetelmdd tai tavan-
omaista synteettistd tai rekombinanttimenetelmdd polypep-

tidien syntetisoimiseksi. Tyypillisesti mainitun Kkaavan
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mukaisten TGF-polypeptidien ja niiden oligomeerien mole-
kyylipaino on alueella n. 5000 - 35 000. T&ssd suhteessa
edullisia ovat TGF-polypeptidit, joiden molekyylipaino on
n. 5000 - 8000.

Keksinndn mukaisesti valmistettuja TGF-polypeptide-
j8 voidaan kayttda pahanlaatuisuuksien havaitsemisessa ni-
sdkkdilld, koska TGF-polypeptidien tuotanto ja/tai nous-
seet tuotantotasot ovat luonteenomaisia tiettyjen ihmis-
ja hiirisolulinjojen morfologiselle muunnokselle. T&ssa
suhteessa myds vasta-aineilla TGF-polypeptideille on kdyt-
t68 pahanlaatuisuuden diagnoosissa, koska niita voidaan
kdyttad havaitsemaan kasvainsoluissa tai kehon nesteisséi
ldsndolevan TGF-polypeptidin #3rimmdisen alhaiset tasot.
Samalla kun koko TGF-polypeptidimolekyylid voidaan k&dyttaa
vasta-aineiden muodostamiseen (sekd polyklonaalisten etté&
monoklonaalisten), on myds mahdollista ja edullista Kkus-
tannusten ja teknisen ponnistelun kannalta m&arittdd TGF-
polypeptidisekvenssin eri alueita, jotka todenndk&isesti
ovat determinanttikohtia, ja kdyttdd n&it&d v&hint&d&n noin
8 aminohapon, tyypillisesti v&hint#&n noin 10 eik3d enemmin
kuin noin 20 aminohapon oligopeptidej& maarittelemd&n hap-
teeni, jota voidaan k&yttd4 vasta-aineen muodostumisen
indusointiin. Oligopeptidi sidotaan sopivaan immunogeeniin
ja viedddn selkdrankaiseen haluttujen vasta-aineiden to-
teamiseksi. Esimerkkejd antigeenisistd oligopeptideists,
jotka ovat kayttokelpoisia muodostettaessa tdllaisia vas-
ta-aineita, luetellaan seuraavassa.

A)Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Lys-Cys-Pro-Asp-Ser-His-

Thr
B) Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Val-Arg-Cys
C)Cys-His-Ser-Gly-Tyr-vVal-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-
Ala-Asp-Leu-Leu-Ala ja

D)Val-Gly-Val-Arg-Cys~-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala.

Keksinndn mukaisesti edelld esitetyn kaavan mukai-
sia polypeptidej8 ja oligopeptidej& seki edells esitettyjé
peptidisekvenssej8 voidaan valmistaa kdyttden synteettisid
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menetelmis, menetelmid, joissa peptidi eristetddn luonnos-
sa esiintyvdstd l&hteestd, esim. solulinjoista ja kehon
nesteistd, sekd menetelmid, joissa kdytetddn hybridi-DNA-
teknologiaa. Niinpd polypeptideille ja oligopeptideille
kdytetddn sopivasti tavanomaista kiinte&dfaasipeptidisyn-
teesild. Tdssd8 yleisessd synteesimenetelmdssd peptidien
valmistamiseksi, joka menetelmd on kuvattu esimerkiksi
Ganfield et al.'n US-patentissa 4 341 761, k&ytetdsdn tun-
nettuja sivuketjusuojaryhmid ja tavanomaisia polystyreeni-
hartsimatriiseja, esimerkiksi kloorimetyloituja hartseja,
hydroksimetyylihartseja tai bentshydryyliamiinihartseja,
aminohappokytkennin toteuttamiseksi. Polypeptideille voi-
daan sopivasti kaytt&4 myds alempana kuvattua menetelmds
homogeenisten TGF:ien eristdmiseksi luonnon l&hteistd ha-
lutun peptidin puhtaiden muotojen saamiseksi. T&ssd suh-
teessa erityisen sopivia TGF-polypeptidien l8hteitd ovat
seerumiton v&liaine, jota on k&sitelty retroviruksella
muunnetuilla Fischer'in rotan sikién fibroblasteilla, eri-
tyisesti fibroblasteilla, jotka on muunnettu Snyder-Thei-
len kissan sarkoomaviruksella, Moloneyn hiiren sarkoomavi-
ruksella muunnetuilla hiiren 3T3-soluilla ja ihmisen me-
tastaattisilla melanoomasolulinjoilla A2058 ja A375. L&h-
teitd ja menetelmid sopivia hiirisolulinjoja varten ovat
kuvanneet DeLarco et al., J. Biol. Chem. 255 (1980) 3685 -
3690, ja Ozanne et al., J. Cell. Physiol. 105 (1980)

163 - 180. Lihteitsd ja menetelmid ihmisen solulinjoja var-
ten ovat samalla tavalla kuvanneet Todaro et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 5258 - 5262 sekd Giard et
al., J. Natl. Cancer Inst. 51 (1973) 1417 - 1423. Seuraa-
vassa selostettua eristémismenetelmdd voidaan myds kdyttaa
TGF~polypeptidien saamiseksi erilaisista kehon nesteists,
kuten ihmisten tai hiirten, joilla on pahanlaatuisuuksia,
virtsasta, seerumista, plasmasta, kokoverestd tai aivosel-
kdydinnesteests, tai muunnetuista soluista, jotka tuotta-

vat TGF-polypeptideja. Tdss& suhteessa sopiva TGF-polypep-
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tidien l8hde on virtsa tai muut kehon nesteet hiiristi,
joihin on siirretty kasvainsoluja (ihmisen melanooma- tai
muunnettuja rotan soluja), joiden tiedet&ddn tuottavan TGF-
polypeptidejd. Kaikissa tapauksissa TGF-polypeptidin iden-
tifiointia ja puhtautta vcidaan tarkkailla radioreseptori-
mddritysmenetelmdlld, joka perustuu ristiin reaktiivisuu-
teen EGF:n kanssa reseptoriin sitoutumisesta (ks. koe-esi-
merkit seuraavassa). Menetelmissd, joissa kdytet#dsn yhdis-
telmd- tai hybridi-DNA-teknologiaa, voidaan oligopeptideja
tai polypeptidien segmenttej&, jotka sis#ltidvat korkein-
taan esimerkiksi 20 aminohappoa, kadyttdd kodonisekvenssin
johtamiseksi yksisdikeisid nukleotidi (DNA) -koettimia
varten. Ndmd nukleotidikoettimet voidaan sitten synteti-
soida kdyttden tunnettuja synteesimenetelmisd ja kayttaa
koettimena 1l&hetti-RNA:n (mRNA) saamiseksi, joka koodaa
kasvutekijatyyppisid polypeptideji sekd normaaleissa ettd
muunnetuissa soluissa tai kehon nesteissd, jotka sisdlté-
vat nditd8 peptidej&. Kun 1l&hetti-RNA on saatu, voidaan
kdyttd8d tavanomaisia menetelmid mRNA:n k#dinteiskopioimi-
seksi cDNA:ksi ja sen jdlkeen kloonata cDNA sopivassa vek-
torissa halutun polypeptidin ilmentymisen aikaansaamisek-
si.

Keksinndn mukainen menetelm& antaa kdyttédn ainut-
laatuisen tehokkaan keinon TGF-polypeptidien saamiseksi
homogeenisessa muodossa erilaista vesipitoisista nesteis-
td, jotka sisdltdvat TGF-polypeptidien vdhemm#n puhtaita
muotoja, esimerkiksi seerumittomista v#&liaineista, jotka
on kdsitelty TGF-polypeptidejd tuottavilla muunnetuilla
solulinjoilla, tai nis#kk&iden, joilla on pahanlaatuisuuk-
sia, kehon nesteistd8, esimerkiksi virtsasta, tai muunne-
tuista soluista, jotka tuottavat TGF-polypeptidej&. T#dm&n
eristys- tai puhdistusmenetelm#n tidrkeitsd puolia ovat al-
ku-uutto eli dialyysivaihe, jossa k#ytet##dn vesipitoista
etikkahappoa, sit8 seuraava TGF:44 sis&ltdvdn happoon liu-
kenevan aktiivisuuden geelisuodatuskromatografia ja lopuk-
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si kddnteisfaasikorkeapainenestekromatografia kdyttden
perdkkidin asetonitriilid ja l-propanolia vesipitoisen tri-
fluorietikkahapon l&sndollessa.

Erddssd edullisessa sovellutusmuodossa keksinndn
mukaista menetelmdd voidaan kdyttd3 edullisesti homogee-
nisten TGF:ien eristdmiseksi seerumittomista vdliaineista,
joita on k#sitelty muunnetuilla, TGF:48 tuottavilla solu-
linjoilla. T&118in k4sitelty vdliaine selkeytetdsdn edul-
lisesti esimerkiksi sentrifugoimalla ja vdkevdidd&n ennen
dialyysid ja TGF:88 sisdltdvd dialyysistd saatu liuotin-
faasi selkeytetdin sopivasti esimerkiksi sentrifugoimalla
sekd v#kevdiddsn myds ennen geelisuodatuskromatografiaa.
Kaikissa tapauksissa dialyysi suoritetaan sopivasti kdyt-
tden vesipitoista etikkahappoliuotinta, jonka etikka-
happopitoisuus on 0,01 - 1 M, jolloin 0,1 M etikkahappo on
edullinen. Geelisuodatuskromatografia voidaan toteuttaa
kdyttden joukkoa erilaisia geelejd, joita tavanomaisesti
kidytetdsn proteiinien tai polypeptidien erottamiseen mole-
kyylikokoon perustuen. Sopivia geelejd ovat dekstraanigee-
lit, agaroosigeelit ja polyakryyliamidigeelit. T&ssd suh-
teessa edullisia ovat polyakryyliamidigeelisuodatushartsit
(Bio-Gel®-hartsit), kuten Bio-Gel P-10, Bio-Gel P-30 ja
Bio-Gel P-60, joista Bio-Gel P-10 on erityisen edullinen.
Vesipitoisen etikkahapon, jota k&ytetdsdn pylvddn tasapai-
nottamiseen ja TGF:&& sisdltévien fraktioiden eluointiin,
etikkahappopitoisuus on sopivasti 0,2 -2,0 M, jolloin 1,0
M etikkahappo on edullinen. TGF:d8 sisdltdvdt fraktiot,
jotka eluoituvat pylvddstd, voidaan tunnistaa mddrittdmal-
14 niiden EGF:n kanssa kilpaileva aktiivisuus ja kasvua
edistdvd aktiivisuus pehmytagarissa (ks. koe-esimerkit
seuraavassa). Geelisuodatuskromatografiasta saadut frak-
tiot, jotka sisdltdvdt TGF-polypeptidej& puhtaudeltaan
parantuneina, yhdistet&in ja vdkevtiddan, esimerkiks:i kyl-
midkuivaamalla, valmistavana vaiheena lisdpuhdistusta var-

ten k#inteisfaasikorkeapainenestekromatografialla (HPLC).
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Puhdistusprosessin loppuvaihe k&sittdd perdkkidiset
HPLC:t eluoiden asetonitriililld ja l-propanolilla vesi-
pitoisen trifluorietikkahapon l&sn&ollessa. N8m# persdkk#i-
set HPLC-ajot voidaan toteuttaa kdyttden yhtd tai useampia
HPLC-pylvditd, mutta on edullista toteuttaa per#kkdiset
HPLC-vaiheet kdytt&den yhtd ainoata HPLC-pylvistid. Kiytetty
pylvddn tdyte on sopivasti huokoista piihappomatriisia,
johon on sidottu pitk&ketjuinen hiilivety, esimerkiksi 16-
22 hiiliatomia sis#dltdvd hiilivety. Edullisia taytteita
ovat pBondapak-hiilivetypylvéddt, erityisesti upBondapak
C,s-pylvas (partikkelikoko 10 pm, 0,39 x 30 cm, Waters As-
sociates). Menetelmd8 toteutetaan tyypillisesti paineen
alaisena, edullisesti paineessa v&lilta n. 3,45 x 10° -
3,45 x 10’ Pa (50-5000 psi). Ennen pylviiseen viemistd vé-
kevdidyt, TGF:88 sisdltavat fraktiot muodostetaan uudel-
leen 1 - 10-%:iseen trifluorietikkahappoon ja s##ddetdsn
pH-arvoon 2 - 5, edullisesti 3 - 5, lis&3m&l113 trifluori-
etikkahappoa. Pylvds tasapainotetaan sopivasti 0,01 - 0,1-
%:isella vesipitoisella trifluorietikkahapolla, edullises-
ti O0,05-%:isella vesipitoisella trifluorietikkahapolla,
ennen ndytteen ruiskuttamista. Ensimmdinen eluointi suori-
tetaan asetonitriililld 0,01 - 0,1-%:isessa, edullisesti
0,05-%:isessa trifluorietikkahapossa k#yttden lineaarista
asetonitriiligradienttia (asetonitriilivékevyys kasvaa
lineaarisesti gradientilla n. 0,1 %/min - n. 1 %/min).
Eluointi suoritetaan ajanjaksona 0,2:sta 3 tuntiin vir-
tausnopeudella n. 0,2 -~ 2 ml/min ja l&mp®dtilassa n. 10 -
50 °C, edullisesti n. 40 °C:ssa. Yhdistetyt fraktiot, jot-
ka sis&ltavat TGF-aktiivisuuden m#dritettyn&d EGF:n kanssa
kilpailulla ja pehmytagaranalyysillid, vikev®ididsdn esimer-
kiksi kylmdkuivaamalla ennen toista HPLC-vaihetta kidyttden
l-propanoliliuotinta. Per#kkdisen HPLC:n toista vaihetta
varten yhdistetyt ja vdkevoidyt fraktiot ensimmdisestd
HPLC-eluoinnista muodostetaan uudelleen 0,01 - 0,1-%:iseen

trifluorietikkahappoon ja kromatografoidaan uudelleen sa-
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massa pylvddssd tai toisessa pylvédsssd, joka on tasapaino-
tettu trifluorietikkahapolla samalla tavalla, jota k&ytet-
tiin ensimmdistd pylvdstd varten. T&m& toinen eluointi
suoritetaan l-propanolilla, 0,01 - 0,1-%:sessa, edullises-
ti 0,035-%:sessa trifluorietikkahapossa, kdyttden lineaa-
rista 1l-propanoligradienttia. Optimituloksia wvarten on
tdrkedtsd kédyttdd tdssd8 vaiheessa matalaa lineaarista 1-
propanoligradienttia. Erityisesti 1-propanolipitoisuutta
tulisi lisdtd lineaarisesti gradientilla, joka ei ylita
0,1 $/min ja edullisesti lineaarinen l-propanoligradientti
tulisi pitdd valills 0,01 $/min ja 0,05 %/min eluoinnin
aikana. Tdm3 toinen eluointi suoritetaan sopivasti aikana
yhdestd viiteen tuntiin virtausnopeudella n. 0,5 - &
ml/min ja l&mpdtilassa alueella 10 -60 °C, edullisesti n.
40 °C:ssa. S84tdmidllé lineaarista l-propanolipitoisuusgra-
dienttia edelld annetuilla matalilla tasocilla on mahdol-
lista eluoida TGF-polypeptidit hyvin md&riteltyind TGF-
aktiivisuuden huippuina homogeenisina polypeptideindi.
T8118 eristysmenetelmidlls on mahdollista ottaa tal-
teen n. jopa 70 % alku-TGF-aktiivisuudesta ep&dpuhiaassa
ldhtdaineesta, jolloin saavutetaan yli 200 000 -kertaisia
puhdistumiasteita. Eristdmismenetelmélld saatujen homogee-
nisten TGF-polypeptidien molekyylipainot ovat tyypillises-
ti alueella n. 5 000 - 35 000 ja ne ovat riittdvén puhtai-
ta sallimaan peptidisekvenointi. Edullisia homogeenisi&
TGF-polypeptidejd, joita saadaan t&ll& menetelmdlld, ovat
TGF:t, joiden n#enndiset molekyylipainot ovat 7 400,
20 000 ja 30 000 - 35 000. N&8illa homogeenisilld TGF-poly-
peptideilld on luonteenomaisia TGF-polypeptidien biologi-
sia ominaisuuksia, kun niitd k3ytetddn viljelmidssd kasva-
viin muuntamattomiin, normaaleihin indikaattorisoluihin,
mukaan lukien kiinnittymisriippumattomuuden saavuttaminen,
mistd on tuloksena kyky kasvaa pehmytagarissa. Nditd homo-
geenisid TGF-polypeptidejd voidaan kdyttdd nostattamaan

vasta-aineita, joilla on arvoa sytvdn ja muiden prolifera-
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tiivisten tautien havaitsemisessa. Tdss8 suhteessa ei ole
olennaista, ettd jokainen TGF:n muodoista puhdistetaan
homogeenisyyteen vasta-aineiden tuottamiseksi eri TGF-pep-
tideille.

Keksinntn mukaisesti valmistettuja polypeptideja ja
oligopeptidejd voidaan k&yttdd sydvdn ja muiden prolifera-
tiivisten sairauksien hoitoon sekd hoitoihin, joissa solu-
kasvun edistdminen on eduksi, esim. haavan parantamiseen
ja haavauman hoitoon. Niit#& voidaan kdyttaa farmaseuttisi-
na koostumuksina, jotka sis&ltdvat tehokkaan maadrén ky-
seistd poly- ja/tai oligopeptidid sekoitettuna farmaseut-
tisesti hyvdksyttdviin kantajiin. Erityisesti farmaseutti-
sia koostumuksia, jotka sisdltdvidt aktiivisena aineosana
keksinn®n mukaisesti valmistettuja poly- tai oligopeptide-
j4, voidaan yleensd formuloida sopivan kiintedn tai neste-
midisen kantajan kanssa kulloinkin k&ytettdvaa antotapaa
vastaavasti. Esimerkiksi parenteraaliset formulaatiot ovat
tavallisesti injektoitavia nesteitd, joissa kaytetdan kan-
tajina farmaseuttisesti ja fysiologisesti hyvéksyttévia
nesteitsd, kuten fysiologista suolaliuosta, tasapainotettu-
ja liuoksia jne. Oraalisesti kdytettdvdt formulaatiot puo-
lestaan voivat olla kiinteitd, esim. tabletteja tai: kapse-
leita, tai nestem#isi# liuoksia tai suspensioita.

Keksinndn mukaisesti valmistettuja poly- ja/tai
oligopeptideja voidaan antaa ihmisille eri tavoin, kuten
suun kautta, laskimonsisdisesti, lihaksensis#disesti, vat-
saontelonsisdisesti, nen#nsiséisesti, ihonsisdisesti ja
ihonalaisesti. Kiytettdvdn antotavan ja annosalueen valit-
see hoitava 1443k&ri ottaen huomioon potilaan yksityiskoh-
dat, tarvittavan hoidon luonteen ja/tai kyseessd olevan
sairauden tilan. Esimerkiksi haavoista vaurioitunutta ku-
dosta hoidetaan tavallisesti p#divittdiselld tai kahdesti
pdividssd annettavalla annoksella muutamasta paivédstd muu-
tamaan viikkoon; kun taas kasvain- tai sydp&hoito kdsittaa

paivittdisen tai useita p#ivittdisi& annoksia kuukausien



10

15

20

25

30

35

16 81365

tai vuosien ajan. Hoito keksinn®én mukaisesti valmistetuil-
la poly- ja/tai oligopeptideilld voidaan yhdist&3 muiden
hoitojen kanssa ja siihen voi liitty4 hoito muilla kemote-
rapeuttisilla tai kemiallisesti estdvilld aineilla hoidon
antamiseksi proliferatiivisia sairauksia tai kasvaimia
vastaan tai muissa tiloissa, joihin ne ovat tehokkaita.

Esimerkki I

Ihmisen pienimolekyylipainoisten muuntokasvuteki-
Jjoiden (hTGF:t) tuottaminen, puhdistaminen ja karakteri-

sointi
A. Kokeellisia menetelmii
hTGF:ien l3hde

hTGF:t puhdistettiin seerumittomasta v#liaineesta,

jota oli késitelty ihmisen metastaattisella melanooma lin-
jalla A2058 [Todaro et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77
(1980) 5258 - 5262), joka oli perdisin aivometastaasista
43 vuoden ik#diseltd mieheltd. Soluja kasvatettiin 9C $%:n
yhteenkasvuun kiertopulloissa, jotka sis#lsivat Dulbecco'n
modifioitua Eagle'n v#liainetta (Grand Island Biological
Co., 430-2100), jota oli tdydennetty 10 %:1la vasikan see-
rumia (Colorado Serum Co.) 37 °C:ssa. Soluja pestiin 1
tunti 50 ml:lla seerumitonta Waymouth'in vdliainetta
(Grand Island Biological Co., MD 705/1). T&m& ja toinen 24
tuntia myShemmin ker#dtty supernatantti hyl&ttiin. My&hem-
mat supernatantit otettiin talteen joka toinen paivi tai
joka kolmas paiv4 kahden viikon ajan.

Vdliaine kerdttiin talteen dekantoimalla, varastoi-
tiin korkeintaan 24 h 4 °C:ssa proteaasi-inhibiittori-fe-
nyylimetaanisul fonyylifluoridin (1 Hg/ml) l&sndollessa ja
selkeytettiin jatkuvavirtaussentrifugoinnilla kierrcsno-
peudella 32 000 rpm 4 °C:ssa. Kéytettiin virtausnopeuksia
5 1/h CF-32-jatkuvavirtausroottorissa (Beckman) L5-50 -

mallisessa ultrasentrifugissa (Beckman). Suurnopeuksisen
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sentrifugoinnin jdlkeen saatua supernatanttia nimitet&an
A2058-kasitellyksi vdliaineeksi.

A2058-kédsitelty védliaine vdkevditiin valittomasti
onttokuitu-dialysoimis/vakevdimislaitteessa (Model DC10,
H10P5-20-tyyppinen patruuna, Amicon Corp.) 10 °C:ssa. Kon-
sentraatti valutettiin, kun tilavuus oli pienentynyt 150-
kertaisesti. Patruuna pestiin 1 000 ml:l1la Waymouth'in
valiainetta. Ultrasuodos hyl&ttiin.

hTGF:ien puhdistaminen

Dialyysi ja sentrifugoiminen

Yhdistettyd retentaattia ja patruunan pesunestetta
A2058-kdsitellyn vdliaineen ultrasuodatuksen j&dlkeen dia-
lysoitiin 60 tuntia 0,1 M etikkahappoa vastaan Spectrapor
3 -dialyysiletkussa (Spectrum Medical Industries). Reten-
taattia sentrifugoitiin 100 000 x g:ssa 1 tunti 4 °C:ssa.
Pelletti hylattiin. Supernatantti védkevéitiin kylmakuivaa-
malla ja liuotettiin 0,5 ml:aan 1 M etikkahappoa litraa
alkuperdaistada A2058-k&siteltyd valiainetta kohti.

Kromatografia Bio-Gel P-10 -geelilld

Vdkevdinnin, dialyysin ja sentrifugoinnin j&dlkeen
supernatantti, joka sis8lsi hTGF-aktiivisuuden, puhdistet-
tiin edelleen geelisuodatuskromatografialla Bio-Gel P-10
-pylvéassa (2,5 x 8,5 cm, patsaan tilavuus 420 ml, 200-400
mesh, Bio-Rad Laboratories). Pylvds tasapainotettiin 1 M
etikkahapolla 22 °C:ssa. Pylvéddseen vietiin proteiininidyt-
teet (65 - 115 mg) 1 M etikkahapossa (5 ml). Muuttumatto-
man virtausnopeuden varmistamiseksi nesteen ulosvirtaus
pylvddstd asetettiin 12 ml/h:ksi peristalttisella pumpul-
la. Kerdttiin 4,8 ml:n fraktioita. Pienet maarat fraktioi-
ta kylmékuivattiin myohempid EGF:n kanssa kilpailevan ak-
tiivisuuden ja kasvua edistdvan aktiivisuuden m3&rityksid
varten pehmytagarissa. Fraktiot, jotka edustivat tietyn
huipun p&&osia, yhdistettiin ja vdkevditiin kylm#kuivaa-

malla.
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Kadanteisfaasikorkeapainenestekromatografia

hTGF:n lopullinen puhdistaminen tapahtui k##nteis-
faasi-HPLC:1lla kdyttden yleistd menetelmdd, jonka ovat
selostaneet Marquardt et al., J. of Biol. Chem. 256 (1981)
6859 - 6865. Kaikki erottamiset suoritettiin pBondapak C,g-
kolonnilla (partikkelikoko 10 um, 0,39 x 30 cm, Waters
Associates) virtausnopeudella 1 ml/min 40 °C:ssa. Kylmi-

kuivatut ndytteet muodostettiin wuudelleen 0,05-%:iseen
(v/v) trifluorietikkahappoon vedessd, sdddettiin pH-arvoon
2 10-%:isella (v/v) trifluorietikkahapolla ja vietiin nédy-
teinjektorin avulla pylvddseen, joka oli tasapainotettu
0,05-%:isella trifluorietikkahapolla. Pylv3s eluoitiin
sitten lineaarisella asetonitriili-gradientilla
0,045-%:isessa trifluorietikkahapossa. Pylvéddstd ulosvir-
taava neste kerdttiin 1,5 ml:n fraktioina. Pienet m&&rat
fraktioita kylm#kuivattiin EGF:n kanssa kilpailu- ja kas-
vun stimulointi-md&rityksid varten. Yhdistetyt fraktiot,
jotka sisdlsivdt p&dosan hTGF-aktiivisuudesta, vdkevdtitiin
kylmdkuivaamalla.

Yhdistetyt, hTGF:88 sisdltdvat erdt 1liuotettiin
0,05-%:iseen trifluorietikkahappoon ja kromatografoitiin
uudelleen samassa pylvddssd, joka oli sitd ennen tasapai-
notettu 0,05-%:isella trifluorietikkahapolla vedessd. Sit-
ten pylvds eluoitiin lineaarisella l-propanoli-gradientil-
la 0,035-%:isessa trifluorietikkahapossa. Pylviddsti ulos-
virtaava neste kerdttiin 1,5 ml:n fraktioina. Pienet. md&-
rdt fraktioita kylm#kuivattiin EGF:n kanssa kilpailu- ja
kasvun stimulointi -m8&rityksid varten.

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi

Natriumdodekyylisulfaatti (SDS) -polyakryyliamidi-
geelielektroforeesi suoritettiin, kuten Laemmli on selos-
tanut, Nature (Lond) 227 (1980) 680 - 685. Valmistettiin
15 - 30-%:inen akryyliamidigradienttilevy (140 x 120 x
0,75 mm), jossa oli 4 %:inen konsentrointigeeli. Geeleja
ajettiin ajojé&nnitteelld 30 V kdyttden elektrodipuskuria,
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joka sisdlsi Tris:& (0,05 M), glysiinia (0,38 M) ja SDS
(0,1 %, w/v), kunnes merkkiviriaine (bromifenolisininen)
0li kulkenut pois geelin p&#dstd. Elektroforeesin jdlkeen
geeleja kiinnitettiin kahden tunnin ajan 50-%:isessa meta-
nolissa, joka sisdlsi 10 % etikkahappoa, pestiin yli yo6n
5-%:isessa metanolissa, joka sis#lsi 7 % etikkahappoa, ja
vdrjédttiin hopealla (Oakley et al., Anal. Biochem. 105
(1980) 361 - 363).
Proteiinim8&8ritys

Kokonaisproteiini mddritettiin kdyttden naudan see-
rumialbumiinia standardina. Ennen proteiinimddritysta 1&h-
tbaine dialysoitiin fosfaattipuskuroitua fysiclogista suo-
laliuosta vastaan vdrireaktioita hdiritsevien viljelyvdli-
aineen aineosien poistamiseksi tai kylm&kuivattiin, jos
ndytteet o0li 1liuotettu haihtuviin happoihin. Proteiini
madritettiin myds aminohappoanalyysilld. Kylmdkuivattuja
ndytteitd hydrolysoitiin 110 °C:ssa 24 tuntia tyhjenne-
tyissd Pyrex-putkissa kdytt&den 0,1 ml 6 M HCl:a, joka si-
sdlsi 0,1 % nestemdistd fenolia, ja analysoitiin Durrum D-
500 -analysaattorilla, joka oli varustettu PDP 8/A -tieto-
koneintegraattorilla kdyttden, o-ftaalihappoaldehydid pri-
maaristen amiinien fluorogeenista havaitsemista varten
(Bensen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 72 (1975) 619 -
622).

Radioreseptorimd&dritys

Puhdistettu EGF leimattiin Na'*’I:1la kloramiini-T-

menetelm8n muunnoksella, kuten ovat selostaneet Delarco et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75 (1978) 4001 - 4005. '*°I-
EGF-sitoutumisanalyysi suoritettiin kdyttden formaliinilla
kiinnitettyjen A431-ihmissy®pdsolujen l&hes yhtenevid yk-
sisolukerroksia, kuten aikaisemmin on selostettu (DeLarco
et al., J. of Biol. Chem. 255 (1980) 3685 - 3690). Kiin-
nitetyt solut pestiin kahdesti 0,5 ml:1la sidepuskuria
(Dulbecco'n modifioitu Eagle'n v#liaine, joka sis8lsi 1

mg/ml naudan seerumin albumiinia ja 50 mM 2-[bis(2-hydrok-
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sietyyli)amino}etaanisulfonihappoa, pH 6,8). Kilpailut
aloitettiin lis&4am#d114 0,2 ml sidepuskuria, joka sisdlsi
0,4 ng 125] _EGF:44 mahdollisen inhibiittorin kanssa tai il-
man sitd. Yhden tunnin inkuboinnin j#élkeen 22 °C:ssa spe-
sifisesti sitoutunut '*I-EGF m&&ritettiin. TGF-sis&ltso il-
maistiin sen '**I-EGF:n sitoutumista EGF-reseptoriin inhi-
bointiasteen avulla. Yksi EGF:n kanssa kilpaileva aktiivi-
suusyksikkd midritellidsdn midsdrdksi proteiinia, joka estda
1251 _EGF-sitoutumisen reseptoriinsa 50-%:isesti.
Kasvumddritys pehmytagarissa

Pesdkekasvumddritys pehmytagarissa kdyttden normaa-
lin rotan munuaisfibroblasteja, kloonia 49F, suoritettiin
kuten Todaro et al. ovat esittdneet, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77 (1980) 5258 - 5262. Testattavat kylmdkuivatut
ndytteet muodostettiin uudelleen 0,5 ml:aan Dulbecco'n
modifioitua Eagle'n v&liainetta, jota oli t&ydennetty 10
$:11la vasikan seerumia. Lis#ttiin 1,5 ml 0,5-%:ista (w/v)
agaria (Difco) tdydennetyssd vdliaineessa ja 0,5 ml tay-
dennetty4 v&liainetta, joka sis#dlsi 2,3 x 10 solua. 2,3 ml
syntynyttd seosta pipetoitiin 2 ml:n pohjakerrokselle
(0,5 % agaria tdydennetyssd vdliaineessa) 60 mm:n petri-
maljoissa (Falcon). Soluja inkuboitiin 37 °C:ssa kosteute-
tussa, 5 % CO, ja 95 % ilmaa sis&ltévéssd atmosfddrissa.
Mddritys luettiin kiinnitt&médttoémé&na ja varjaadmdttdmind 5.
paividnd ja 10 - 14. pdivina.

B. Tulokset

hTGF:ien l&hde, v&kevdinti ja alkufraktiointi

hTGF:t eristettiin ihmisen erittdin muunnetun meta-

staattisen melanoomasolulinjan, A2058, seerumittomasta
kdsitellystd vdliaineesta. hTGF:ien kvantitatiivinen mda-
ritys perustui kahteen sen ominaisuuteen: kykyyn indusoida
normaalien rotan munuaisfibroblastien kiinnittymisesta
riippumaton kasvu pehmytagarissa ja kyvystd kilpailla '*°I-
EGF:n kanssa EGF-reseptorikohdista ihmisen sy®6pdsocluissa
A431. Yhteenveto vaiheista, jotka johtavat hTGF:ien eris-

tdmiseen ja sen talteenottoon, on esitetty taulukossa I.
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Seerumiproteiinien poistamiseksi A2058-soluja pes-
tiin perusteellisesti Waymouth'in vdliaineella ennen nii-
den viljelemistd seerumittomassa védliaineessa. Superna-
tanttinesteet otettiin talteen joka toinen pdiva kahden
viikon ajan. Viljelyolosuhteet olivat sellaiset, ettd vil-
jelyjakson lopussa yli 90 % soluista oli vield elinvoi-
maisia ja kiinnittyiv&t yksisoluisina kerroksina. Ensim-
mdinen selkeytetty 136 1l:n ma&rd A-2058-kédsiteltyd valiai-
netta, joka sisdlsi 1,02 g kokonaisproteiinia ja 4525 yk-
sikkdd EGF:n kanssa Kilpailevaa aktiivisuutta, vadkevditiin
n. 900 ml:ksi kdyttden onttokuituvidkevdimislaitetta, jonka
patruunoiden molekyylipainoraja oli 5 000. Koko EGF:n
kanssa kilpaileva aktiivisuus pid&ttyi ja saanto oli yli
95 %.

Vakevdidyn, A2058-késitellyn vdliaineen dialyysi
etikkahappoa vastaan ja senjdlkeinen sentrifugointi tuot-
tivat 95 %:n saannon alkuperdisestd EGF:n kanssa kilpaile-
vasta kokonaisaktiivisuudesta. 18 % proteiinista oli hap-
poon liukenematonta ja hylattiin. Happoliukoinen, osittain
puhdistettu hTGF saatettiin geelisuodatuskromatografiaan
kdyttden Bio-Gel P-10 -geelid. Pylvds eluoitiin 1 M etik-
kahapolla. Kontaminoivan proteiinin p&&massa eluoitiin yh-
delld pylvdsdn tilavuudella ja erottui hyvin EGF:n kanssa
kilpailevasta aktiivisuudesta ja kaswvua stimuloivasta ak-
tiivisuudesta. Kahden aktiivisuushuipun havaittiin olevan
hyvin erill8&n toisistaan. Fraktioiden, joilla oli seka
EGF:n kanssa kilpaileva ettd kasvua stimuloiva aktiivisuus
(P-10-A ja P-10-B), n&enndiset molekyylipainot olivat 10
500 ja 6 800, vastaavasti. Fraktioita, joilla oli wvain
toinen ndistd kahdesta aktiivisuudesta, ei havaittu.
hTGF:848 sisdltavédt fraktiot yhdistettiin, kuten on esitet-
ty, kylm8kuivattiin ja puhdistettiin edelleen. Suurempimo-
lekyylipainoinen TGF eluoituil pylvdidstd levednd piikkind
(P-10-A) ja naytti liittyvén erikokoisiin polypeptideihin.
P-10-A sisdlsi 46 % alkuperdisestd EGF:n kanssa kilpaile-

vasta aktiivisuudesta. Pienimolekyylipainoinen TGF eluoi-
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tui pylvddstd terdvénd piikkind (P-10-B) ja edusti 45 %
alkuperdisestd EGF:n kanssa kilpailevasta kokonaisak-
tiivisuudesta. Pylvddseen viedyn EGF:n kanssa kilpailevan
aktiivisuuden yhteinen saanto vaiheesta 1 geelisuodatus-
kromatografiavaiheen l&pi oli 91 % (taulukko I). hTGF e-
luoitui kahtena erillisend p#&8piikkind, jotka vaihtelivat
kvantitatiivisesti valmistuksesta toiseen. A2058-kédsitel-
lyn vdliaineen joissakin valmisteissa oleellisesti kaikki
kasvua edistdvd aktiivisuus oli hTGF:ien alueella.

hTGF:ien puhdistaminen

hTGF:t puhdistettiin edelleen k&idnteisfaasi-
HPLC:1148. V&kevbidyn, A2058-kdsitellyn vdliaineen happo-
liukoisen, EGF:n kanssa kilpailevan aktiivisuuden geeli-
suodatuskromatografian jdlkeen Bio-Gel P-10 -geelid k&yt-
tden yhdistetty P~10-B-erd muodostettiin uudelleen 0,05
-%:iseen trifluorietikkahappoon vedessd ja kromatografoi-

tiin sitten pBondapak C,; -kolonnilla. Yksitt&disten frak-

tioiden EGF:n kanssa kilpaileva ja kasvua stimuloiva ak-
tiivisuus pehmytagarissa midiritettiin. hTGF:t erotettiin
hyvin kontaminoivan proteiinin p&&massasta, joka eluoitui
orgaanisen 1liuottimen suuremmilla v#8kevyyksill&. hTGF:t
sis8ltavét fraktiot yhdistettiin, kylm#dkuivattiin ja otet-
tiin uudelleen kromatografoitaviksi. Saatiin hTGF:ien 57-
kertainen puhdistuminen geelisuodatuskromatografian j&l-
keen. 80 % alkuperdisestd EGF:n kanssa kilpailevasta ak-
tiivisuudesta P-10-B-erdssd otettiin talteen (taulukko I).
hTGF:t sisdltdvien fraktioiden uudelleenkromatogra-
fointi pBondapak C,; -kantajalle valittiin lopulliseksi
puhdistusvaiheeksi, koska n#dilld pylvdilld havaittiin ai-
noastaan suhteellisen pienid EGF:n kanssa kilpailevan ak-
tiivisuuden hdviditd. hTGF:ien selvin erottumisen ep#puh-
tauksista saavuttamiseksi oli tarpeen kayttdd loivaa line-
aarista l-propanoli-gradienttia 0,035-%:isessa trifluori-
etikkahapossa. Kontaminoivan peptidiaineksen p&imassa
erottui hyvin médritellystd aktiivisuuspiikistd. EGF:n

kanssa kilpaileva ja kasvua stimuloiva aktiivisuus puhdis-
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tuivat rinnakkain ja niilld oli selvasti erottuvat absor-
boivuuspiikit 13-%:isessa l-propanolissa. Fraktiot, jotka
sisdlsivdt hTGF:t, yhdistettiin ja analysoitiin edelleen.
hTGF:ien puhdistuminen oli n. 7 00O-kertainen geelisuoda-
tuskromatografian jédlkeen saannon ollessa 33 % alkuper&i-
sestd EGF:n kanssa kilpailevasta kokonaisaktiivisuudesta.
hTGF:ien kokonaissaanto vaiheesta 3 lopullisen k#&&nteis-
faasi-HPLC-vaiheen 1l4pi oli 73 % ja saanto vaihetta kohti
oli 80 - 100 % (taulukko I).

hTGF:ien karakterisointi

Lopullisen hTGF-valmisteen puhtaus m88ritettiin
analyyttisella SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesil-
la. Geeli varjattiin hopealla. Havaittiin yksi p&&polypep-
tidinauha, jonka n&enndinen Mp oli 7 400. Sama kuviomalli
saatiin, kun ndytteistd ajettiin elektroforeesi pelkisté&-
madttdmissd olosuhteissa, mikid osoittaa, ettd TGF on yksi-
ketjuinen molekyyli.

hTGF:ien reseptorireaktiivisuutta verrattiin
EGF:88n radioreseptorimddritykselld. hTGF:ien kvantitatii-
vinen md&dritys perustui rinnakkaisn#dytteen aminohappoana-
lyysiin. Sekd hTGF:t ettd EGF kilpailivat '*’I-EGF:n kanssa
ihmisen A431-sydpdsolujen EGF-reseptoripaikoista. hTGF:ien
spesifisen EGF:n kanssa kilpailevan aktiivisuuden havait-
tiin olevan 1 - 1,5 x 10° yksikk®&d/mg; hTGF:id tai EGF:&&
tarvittiin 1,1 ng estd4md&n EGF:n sitoutuminen 50-%:isesti.

hTGF:t mahdollistivat normaalien kiinnittymisestd
riippuvaisten rotan munuaissolujen, kloonin 49F, kasvami-
sen pehmytagarissa. hTRF:ien puolimaksimaalinen vaste peh-
mytagarissa saavutettiin yhdelld EGF:n kanssa kilpaileval-
la yksik®1lla tai 1,1 ng:lla hTGF:i&, kun taas EGF ei sti-
muloi ndiden solujen kasvua pehmytagarissa edes testattuna
jopa 10 pg:lla.
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Esimerkki II
Ihmisen (hTGF), rotan (rTGF) ja hiiren (mTGF) muun-

tokasvutekijdiden tuotanto suuressa mittakaavassa, puhdis-

taminen ja aminohapposekvenointi

A. Kokeelliset menetelmit

TGF:n l&hde

rTGF, mTGF ja hTGF puhdistettiin seerumittomasta
vdliaineesta, joka oli kdsitelty Fisher'in rotan sikiéfib-
roblasteilla, FRE CL10, FRE 3A:n alakloonilla (Sacks et
al., Virology 97 (1979) 231 - 240), joka oli muunnettu ei-
tuottavaksi Snyder-Theilen'in kissan sarkoomaviruksella
(Snyder et al., Nature (Lond) 221 (1969) 1074 - 1075),
Moloney'n hiiren sarkoomaviruksella muunnetulla 3T3-solu-
linjalla 3B11-IC (Bassin et al., Int. J. Cancer 6 (1970)
95 - 107) ja kahdella ihmisen metastaattisella melanooma-
solulinjalla, A2058 (ks. esimerkki I) ja A375 (Girad et
al., J. Natl. Cancer Inst. 51 (1973) 1417 - 1423), vastaa-
vasti. Soluja kasvatettiin 2 1l:n muovisissa kiertopul-

loissa, jotka sisdlsivit Dulbecco'n modifiocitua Eagle'n
valiainetta tdydennettynd 10 %:1la vasikan seerumia, ja
ylldpidettiin sen jdlkeen seerumittomassa Waymouth'in v&-
liaineessa, kuten DeLarco et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75 (1978) 4001 -4005, ovat selostaneet. Seerumiton
kdsitelty vdliaine koottiin talteen joka 24. tunti 3 p#i-
vdn ajan, selkeytettiin jatkuvavirtaussentrifugoinnilla ja
supernatantti vdkevditiin (Marquardt et al., J. of Biol.
Chem. 255 (1980) 9177 -9181). K#4sitellyn viliaineen kon-
sentraatti oli l&htdaine TGF:ien puhdistusta varten.

TGF:ien puhdistaminen

TGF:t valmistettiin oleellisesti edelld esimerkissi
I melanoomaperdisen hTGF:n puhdistamiselle selostetuin

menetelmin. Kédsitellyn vdliaineen ultrasuodatuksen jilkei-
nen retentaatti dialysoitiin 0,1 M etikkahappoa vastaan ja
sentrifugoinnin jdlkeen saatu supernatantti vidkevditiin
kylmdkuivaamalla ja liuotettiin uudelleen 1 M etikkahap-
poon mybhempdd geelisuodatuskromatografiaa varten Bio-Gel
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P-10 -pylvaalla (2,5 x 85 cm, 200-400 mesh, Bio-Rad Labo-
ratories). Pylvds tasapainotettiin 1 M etikkahapolla.
Fraktiot, jotka sisdlsivét p&#dosan EGF:n kanssa kilpaile-
vasta aktiivisuudesta ja joiden n#denndinen molekyylipaino
oli 7 000, yhdistettiin ja kylmdkuivattiin.

rTGF:n, mTGF:n ja hTGF:n lopullinen puhdistaminen
tapahtuli k&&nteisfaasi-HPLC:118 kdyttden esimerkissa I
kuvattua kromatografiasysteemis. Erotukset suoritettiin
pBondapak C,, -kolonnilla (partikkelikoko 10 pm, 0,39 x 30
cm, Waters Associates). Liikkuva faasi o0li 0,05 % trifluo-
rietikkahappo ja liikkuvan faasin modifioija oli asetonit-
riili, joka sisdlsi 0,045 % trifluorietikkahappoa. Aseto-
nitriilin vidkevyyttd nostettiin lineaarisesti (0,083
$/min) 2 tunnin aikana virtausnopeudella 1 ml/min 40C
°C:ssa peptidien eluoimiseksi. Yhdistetyt TGF:88 sisdlta-
vit eridt kylmidkuivattiin ja muodostettiin uudelleen 0,05~
$:iseen trifluorietikkahappoon ja kromatografoitiin uudel-
leen samassa pylvadssd kayttden liikkuvan faasin modifioi-
jana l-propanolia, joka sisdlsi 0,035 % trifluorietikka-
happoa. l-propanolin vdkevyyttd nostettiin lineaarisesti
(0,05 $/min) 2 tunnin aikana virtausnopeudella 1 ml/min 40
°C:ssa. Fraktioiden yhdistetyt erdt, jotka sisdlsivat pda-
osan EGF:n kanssa kilpailevasta aktiivisuudesta, kylmdkui-
vattiin.

TGF:n mddritysmenetelmd

TGF mddritettiin kvantitatiivisesti radioreseptori-
madritykselld, joka perustuu reseptorin ristireaktiivi-
suuteen hiiren leuanalussylkirauhasen orvaskeden kasvute-
kij4n (mEGF) kanssa. Puhdistettu mEGF leimattiin Na'®I:1lla
kloramiini-T -menetelmdn muunnoksella, kuten esimerkissd I

selostettiin. %5

I-EGF:n sitomisanalyysi suoritettiin fforma-
liinilla kiinnitetyilld ihmisen A431 -syVYpésoluilla, 8 x
10%, Micro Test II -levyilld (Falcon). TGF:n v#kevyys il-
maistiin mEGF ng-ekvivalentteina/ml ja perustui TGF:n maa-

rdsn, joka tarvitaan aikaansaamaan yht# suuri '*I-EGF:n
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sitoutumisen A431-soluihin estyminen kuin tunnetulla m#i-
rdlld leimaamatonta mEGF:&.

TGF:n aminohapposekvenssin m&8ritys

Aminohapposekvenssianalyysid8 wvarten rTGF (3 ug)
pelkistettiin ditiotreitolilla (20 mM) 100 pl:ssa Tris-
HCl-puskuria (0,4 M), joka sisdlsi guanidiini-HCl:a (6 M)
ja Na,-EDTA:ta (0,1 %), pH 8,5, kahden tunnin ajan 50
°C:ssa, ja S-karboksiamidometyloitiin sen j8lkeen jodi-
asetamidilla (45 mM) 30 minuutin ajan 22 °C:ssa. S-karbok-
siamidometyloidusta rTGF:sta poistettiin suolat pBondapak
C,s -“kolonnilla. Peptidi eluoitiin 0,045 % trifluorietikka-
happoa sisdltévin, vesipitoisen asetonitriilin gradientil-
la. Asetonitriilin vdkevyyttd nostettiin lineaarisesti (1
$/min) 1 tunnin aikana virtausnopeudella 1 ml/min 40
°C:ssa.

S-karboksiamidometyloidun rTGF:n ja modifioimatto-
mien mTGF:n ja hTGF:n automatisoidut sekvenssianalyysit
(Edman et al., Eur. J. Biochem. 1 (1967) 80 - 91) suori-
tettiin kaasu-neste-kiintedfaasimikrosekvenaattorilla
(Hewick et al., J. of Biol. Chem. 256 (1981) 7990 - 7997).
Sekvenaattorifraktiot analysoitiin k#&nteisfaasi-HPLC:11&
(Hunkapiller et al., Science 219 (1983) 650 - 659).

B. Tulokset

TGF:n puhdistus

Pienimolekyylipainoisen rTGF:n, mTGF:n ja hTGF:n
puhdistettuja valmisteita saatiin retroviruksella muunnet-

tujen rotan ja hiiren fibroblastien ja kahden ihmisen me-
lanoomasolulinjan k&sitellystd vdliaineesta, vastaavasti.
Puhdistaminen tapahtui happoliukoisen EGF:n Kkanssa kil-
pailevan aktiivisuuden geelisuodatuskromatografialla Bio-
Gel P-10 -geelilld 1 M etikkahapossa, mit# seurasi k33n-
teisfaasi-HPLC pBondapak C,; -kantajalla kdytt&en perdkkdin
vesipitoisen asetonitriilin lineaarista gradienttia ja sen
jdlkeen 0,035 % trifluorietikkahappoa sis&ltdvdn l-propa-
nolin lineaarista gradienttia. rTGF:n, mTGF:n ja hTGF:n
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lopullisen puhdistusvaiheen eluutiomallit osoittavat, ettd
EGF:n kanssa kilpaileva aktiivisuus puhdistui rinnan sel-
vdsti erottuvan absorbanssipiikin kanssa ja erottui tehok-
kaasti kontaminoivasta, UV-absorboivasta aineksesta. Pro-
teiinin pddpiikki rTGF-, mTGF- ja hTGF-valmisteissa eluoi-
tui pBondapak C,; -pylvddstd standardiolosuhteissa ajassa
48 - 55 minuuttia.

Geelisuodatuskromatografia Bio-Gel P-10 -geelilld
aikaansai pienimolekyylipainoisten TGF:ien erottumisen
suurempimolekyylipainoisista TGF:istd ja vdhensi pBondapak
C,s -pylvaddseen lisdttyd proteiinimddrdd seuraavassa puh-
distusvaiheessa. Pienimolekyylipainoiset TGF:t edustivat
45 -80 % alkuperdisestd EGF:n kanssa kilpailevasta koko-
naisaktiivisuudesta. TGF:ien k#&&nteisfaasi-HPLC pBondapak
C,s ~kantajalla seuraavassa kahdessa puhdistusvaiheessa oli
hyvin tehokas kummankin antaessa tyypilliselld valmisiteel-
la saannon 80 - 100 % vaihetta kohti. Pienimolekyylipai-
noisten TGF:ien lopullinen saanto oli n. 70 % laskettuna
maksimaalisesta, puhdistuksen kuluessa havaitusta EGF:n
kanssa kilpailevasta kokonaisaktiivisuudesta. Puhdistetun
rTGF:n keskisaanto oli 90 ng/l, mTGF:n 50 ng/l ja hTGF:n
10 ng/l kdsiteltyd vdliainetta. T&m8 laskelma perustuu
spesifiseen aktiivisuuteen, joka on m&&ritetty eristetyil-
le TGF:ille olettaen, ettd EGF:n kanssa kilpaileva aktii-
visuus mitattuna radioreseptorimdidritysmenetelmédlld hei-
jastaa pelkdstdsdn pieni- ja suurimolekyylipainoisten
TGF:ien kokonaispitoisuuksia. Immunoreaktiivista mEGF ei
havaittu kdsitellyssd vdliaineessa.

TGF:n puhtaus

rTGF:n, mTGF:n ja hTGF:n puhtaus saatuna kromato-
grafisilla eluutioprofiileilla mddritettiin EGF-radiore-
septorimddritysmenetelmdlld ja aminohapposekvenssianalyy-
silld. rTGF, mTGF ja hTGF kilpailivat '*I-EGF:n kanssa EGF-
reseptoripaikoista ihmisen A431-sybpdsoluilla ja olivat
kvalitatiivisesti ja kvantitatiivisesti l8hes erottumatto-
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mia mEGF:std. Siten lopullisten TGF-valmisteiden uskottiin
olevan erittdin puhtaita ja p&d#dasiallisesti homogeenisii.
Yksi ainoa aminoterminaalinen sekvenssi mddritettiin
rTGF:1lle, mTGF:1lle ja hTGF:1lle automatisoidulla Edman-ha-
Jjoituksella. Mikd tahansa suojaamaton v&h#inen peptidisek-
venssi, jota on 1l8sn& yli 5 %, olisi voitu havaita kéyte-
tyilld menetelmilld. hTGF:n homogeenisyys vahvistettiin
lisdksi analyyttiselld natriumdodekyylisulfaattipolyakryy-
liamidigeelielektroforeesilla. Puhdistettu valmiste antoi
yhden suuren polypeptidinauhan.

TGF:n aminochapposekvenointi

rTGF:n, mTGF:n ja hTGF:n tdydellinen sekvenointi
suoritettiin ja n#diden kolmen polypeptidin aminohapposek-

venssit on annettu seuraavassa. Esitetyistd sekvensseistd
havaitaan, ettd rTGF ja mTGF ovat kemialliselta rakenteel-
taan identtisid@ ja lisdksi ettd oleellinen homologia on
olemassa hiiren TGF:ien ja hTGF:ien v&1ill4 ja erilaisia
aminohappotdhteitd esiintyy ainoastaan harvoissa asemissa
(7, 15, 23 ja 38) sekvensseissi.

(1) xTGF 5 10

Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Lys-Cys-Pro-Asp-Ser-His-—

15 20
Thr-Gln-Tyr-Cys-Phe-His~Gly-Thr-Cys-Arg-Phe-Leu-

25 30 35
Val-Gln-Glu-Glu-Lys-Pro—Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-
40 45
Gly-Tyr-vVal-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-

50
Leu-Ala

(2) mTGF 5 10

Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Lys-Cys-Pro-Asp-Ser-His-
15 20
Thr-Gln-Tyr-Cys-Phe-His-Gly-Thr-Cys-Arg-Phe-Leu-
25 30 35
Val-Gln-Glu-Glu-Lys~Pro-Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-
40 45

Gly-Tyr-val-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-
50

Leu-Ala
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(3) hTGF 5 10

Val-val-Ser-His-Phe-Asn-Asp-Cys-Pro-Asp-Ser~His-
15 20
Thr-Gln-Phe-Cys-Phe-His-Gly-Thr-Cys-Arg-Phe-Leu-
25 30 35
Val-Gln-Glu-Asp-Lys-Pro-Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-
40 45

Gly-Tyr-val-Gly-Ala-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-
50

Leu-Ala

Esimerkki III

TGF:n tuottaminen in vivo ja sen eristdminen

Kasvainsolulinjoja (1 x 10°%), joiden tiedet&in tuot-
tavan (ihmisen melanooma- ja muunnettuja rotan) TCGF:i4,
siirrettiin kateenkorvattomiin "karvattomiin" hiiriin ja
kasvainten annettiin kehittyd. Kasvainta kantavien hiirten
virtsa koottiin ja analysoitiin TGF:n 1l&sn&olon suhteen
kdyttden edelld esimerkissd I annettua eristédmismenetelmid
ja analyyttisid menetelmid. Kasvainta kantavien hiirien
virtsasta havaittiin TGF, jolla on sama koko ja eluoitu-
misominaisuudet HPLC:ssd kuin soluviljelystd saadulla
TGF:118, jota on edelld selostettu esimerkeissd I ja II.
Edelleen kdyttden edelld esimerkissd I selostettuja mene-
telmid havaittiin hiirien virtsassa l#sndolevalla TGF:11l&
olevan luonteenomaiset TGF:n biologiset ominaisuudet sii-
nd, ettd se stimuloi solujen kiinnittymisestd riippumaton-
ta kasvua ja sitoutuu EGF-reseptoriin. Sen jdlkeen kasvai-
met poistettiin kasvainta kantavista hiiristd ja hiirien
virtsa testattiin kasvaimen poiston jdlkeen TGF:n l&sné-
olon suhteen kdyttden edelld mainittuja menetelmid. T&dsséi
tapauksessa ei havaittu TGF:d4, jolla olisi luonteeromai-
set eluoitumisominaisuudet HPLC:ssd tai TGF:n kaltainen
biologinen aktiivisuus. N&m& tulokset osoittavat, etta
kasvainsolut tuottavat TGF:88 kokonaisissa eldimissd yhtéa
hyvin kuin soluviljelmissd8 ja ettd TGF voidaan havaita
kehon nesteissd ja eristd8 niistd kdyttden edelld kuvat-
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tuja menetelmid. Samanlaisia kokeita suoritettiin my&s
rotilla, joilla oli kemiallisesti karsinogeenilla indusoi-
tuja kasvaimia, ja niilld havaittiin olevan TGF:88 virt-
sassaan edelld lueteltujen biologisten ja biokemiallisten
ominaisuuksien perusteella, kun taas kdsittelemdttdmilla
rotilla ei ollut.

Esimerkki IV

Rotan TGF:n synteesi ja karakterisointi

Rotan TGF:n (rTGF), jolla oli esimerkissd II annet-
tu kemiallinen kaava, kemiallinen synteesi suoritettiin
kdsin vaiheittaisella kiintedfaasimenetelm&lld Merri-
field'in, J. Amer. Chem. Soc. 85 (1963) 2149 - 2156, se-
lostamien yleisten periaatteiden mukaisesti. Differentiaa-
linen happolabiili suojaryhmd -strategiaa sovellettiin
tdhdn synteesiin yhdessd N-aminop&8n tert.-butyylioksikar-
bonyylin ja sivuketjujen bentsyylialkoholijohdannaisten
tavanomaisen yhdistdmisen kanssa. Paremmin happoa kestdvda
bentsyyliesterisidontaa, joka kiinnitti suojatut aminoha-
pot polymeerikantajaan, kdytettiin peptidih&vididen mini-
moimiseksi toistuvien happokédsittelyjen aikana (Mitchell
et al., J. Amer. Chem. Soc. 92 (1976) 7357 - 7362). T&dy-
dellinen suojauksen purkaminen ja peptidin poistaminen
hartsista tapahtuivat Tam et al.'in, Tetrahedron Lett. 23
(1982) 4435 - 4438, Low-High HF -menetelmdn mukaisesti,
joka poikkesi tavanomaisesta HF -suojauksenpurkumenetel-
mastd ja poisti bentsyyli-suojaryhmdt S 2-mekanismilla lai-
meassa HF-liuoksessa vakavien sivureaktioiden minimoimi-
seksi, jotka aiheutuvat hiilikationeista, joita kehittyy
tavanomaisessa S,l-suojauksenpurkumenetelméssd. Lisdksi se
on myds suunniteltu v3ahentdmd&n monia kysteinyyli-sivu-
reaktioita, jotka usein est8vdt monia disulfidisidoksia
sisédltdvien proteiinien, synteesin.

HF-k&sittelyn jdlkeen ja ennen mitd8n puhdistamista
raaka ja pelkistetty synteettinen rTGF hapetettiin ja re-
generoitiin seka-disulfidi-menetelm&lld pelkistetyn ja
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hapetetun glutationin yhdistelm#n l&sndollessa (Ahmed et
al., J. Biol. Chem. 250 (1975) 8477 - 8482). T&l1l4 viltet-
tiin polymeeristen ainesten muodostuminen puhdistamisen
aikana.” Regeneroitu, puhdistamaton rTGF-I sis#lsi 40-50 %
EGF-radioreseptoria ja tyrosiinispesifisi3 proteiinikinaa-
siaktiivisuuksia verrattuna luonnon-rTGF-I:een. Raaka syn-
teettinen rTGF puhdistettiin homogeenisyyteen kolmessa
vaiheessa: (1) geelisuodatuksella Bio-Gel P-10 -pylv&dlls;
(2) ioninvaihtokromatografialla CM-Sephadex-pylvadlli; ja
(3) preparatiivisella korkeapainenestekromatografialla
(HPLC) C-18-k#&nteisfaasikolonnilla. Kokonaissaanto las-
kettuna Ala:n l8htbmédridstd hartsiin oli 31 %.

Pelkistdvissd taili pelkistdmdttdmissd olosuhteissa
puhdistetun synteettisen rTGF:n havaittiin antavan vhden
ainoan nauhan, jonka n#enndinen molekyylipaino oli 7 000
SDS-PAGE-elektroforeesilla. Aminochappoanalyysi 6 mol/1l
HCl:1la ja entsymaattisella hydrolyysill3 antoivat ehdo-
tetun sekvenssin odotetun teoreettisen moolisuhteen. Va-
paata tiolia ei havaittu Ellman'in sulfhydryylin m88ritys-
menetelmdlld synteettisestd rTGF:std, mutta tiolyyttisesti
pelkistettdessd saatiin kuuden kysteiinin odotettu teo-
reettinen arvo. N&mid havainnot tukevat sitid johtopddtdsti,
etta synteettinen rTGF on yksiketjuinen polypeptidi, joka
sisdltdd kuusi kysteiinid disulfidisidoksissa, miki on
sopusoinnussa luonnon rTGF:n odotettujen kemiallisten omi-
naisuuksien kanssa. Lis#dksi synteettinen rTGF eluoitui
yhdessd luonnon rTGF:n kanssa yhtend ainoana symmetrisena
huippuna C-18-k&&nteisfaasi-HPLC:ssé&.

Tdmdn esimerkin mukaista synteettist3 rTGF:383 ver-
rattiin luonnon rTHF:8%n kolmessa analyysissd otaksutun
muuntokasvutekijin biologisten ominaisuuksien suhteen. Mi-
togeenianalyysissd normaalien rotan munuaissolujen, joista
seerumi oli poistettu, kasvun stimuloitumista rTGF:114&
mitattiin yhdist#m&lld '**I1-jodideoksiuridiinia. Analyysis-

sa pehmytagarilla naudan seerumin albumiinin ja toisen
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TGF:n, TGF-beetan, l&4sndollessa rTGF:n aiheuttamat mor-
fologiset ja fenotyypin muutokset voitiin m#&rittaa kvan-
titatiivisesti pes&kkeenmuodostuksella pehmytagariin. J&l-
kimmdisen muuntoanalyysin on osoitettu korreloivan hyvin
kasvaimien syntymisen kanssa (Stoker et al., Int. J. Can-
cer 3 (1968) 683 - 693). Naudan siki®dn seerumi tai TGF-
beeta eivdt yksind#n indusoi NRK-solujen muuntumista vil-
jelyssd. Samoin ei luonnollinen eikid synteettinen TGF saa
aikaan tdllaista vaikutusta TGF-beetan poissaollessa. Seka
synteettinen ettd luonnon rTGF antoivat samanlaiset annos-
vastekdyrdt sek& puolimaksimaaliset aktiivisuudet ndissa
kahdessa analyysissi.

Koska rTGF kilpailee mEGF:n kanssa EGF-reseptorien

sitomisesta solukalvoilla, synteettistd rTGF:84 verrattiin
luonnon rTGF:48n sitoutumisen suhteen ihmisen A431-sy®p&-
soluihin. Jdlleen luonnon ja synteettisen rTGF:n vasteen
ja aktiivisuuksien havaittiin oleva toisistaan erottumat-
tomia. Vakevyyden, joka tarvitaan '*’I-EGF:n sitoutumisen
estdmiseen 50-%:isesti, havaittiin olevan 3,5 ja 4,1 nM
luonnon ja vastaavasti synteettiselle rTGF:lle. Erids seu-
raus TGF:n tai EGF:n sitoutumisesta EGF-membraaniresepto-
reihin on synteettisten peptidien tai endogeenisten subs-
traattien tyrosiinitdhteiden fosforyloitumisen stimuloitu-
minen (Pike et al., J. Biol. Chem. 257 (1982) 14 628 -
14 631). Synteettisen rTGF:n havaittiin stimuloivan syn-
teettisen angiotensinyyli-peptidisubstraatin fosfory-
lointia puolimaksimaalisella aktiivisuudella 0,3 nM, joka
aktiivisuus oli verrannollinen luonnon rTGF:114 saatuun
arvoon, jonka Reynold et al., Nature 292 (1981) 259 - 261,
ovat esittdédneet.

Esimerkki V

Haavojen parantaminen TGF:ien avulla
Ihmisen EGF:88 (hEGF), rotan TGF:44 (rTGF), ihmisen

TGF:n analogia, luonnon vacciniaviruskasvutekijai (VGF) ja
yhdistelmd-VGF:44 kdytettiin haavan parannuskokeessa, joka
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tehtiin j&ljempdmd kuvattua menetelmdd noudattaen, kunkin
tekijédn parantavien vaikutusten mé&8rittdmiseksi toisen
asteen palovammaan. Rotan TGF syntetisoitiin edelld esi-
merkissd IV kuvatulla tavalla, ja sen kemiallinen kaava
oli esimerkissd II esitetyn kaavan mukainen. Ihmisen TGF-
analogilla, joka valmistettiin tavanomaisia rekombinaatio-

menetelmid kdyttden, o0li seuraava aminohapposekvenssi:

5
Val-vVal-Ser-His-Phe-Asn-Asp-Cys-Pro-Asp-Ser-His-Thr-
15 20 25
Gln-Phe-Cys-Phe~-His-Gly-Thr-Cys-Arg-Ser-Leu-Val-Gln-

30 35
Glu-Glu-Lys-Pro-Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-Gly-Phe-vVal-
40 45 50
Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala

Luonnon VGF puhdistettiin j&ljemp&nd esimerkissi
XII kuvattavalla tavalla. Myds yhdistelm&-VGF valmistet-
tiin kdyttdmdlld tavanomaista yhdistelm#d-DNA-tekniikkaa.
Luonnon VGF on 25 kilodaltonin (kD) proteiini, joka sisdl-

t88 seuraavan aminochapposekvenssin.

Leu-C{ﬁ-Pro-Glu—Giy-Asp—Gly—Tyr-Cys—LéS—His—Gly—Asp—
Cys—Ile—His—Ala—Arg-Asp—Ile—Asp-Gly—Met—Thr-ng—Arg-
Cys—Ser-His—Gig—Tyr—Thr—Gly—Ile—Ai;—Cys—Gln-His-Val-
Vgg—Leu-Val

Jaljempdnd esimerkissd XII kuvattavalla tavalla
puhdistetun (ja yhdistelm&-DNA-tekniikalla tuotetun) VGF-
molekyylin koko aminohapposekvenssi on seuraava:
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5 10
Asp-Ser-Gly-Asn-Ala-ILe-Glu~Thr-Thr-Ser-Pro-Glu-Ile~-
15 20 25
Thr-Asn-Ala-Thr-Thr-Asp-Ile-Pro-Ala-Ile-Arg-Leu-Cys-

30 35
Gly-Pro-Glu-Gly-Asp-Gly-Tyr-Cys-Leu-His-Gly-Asp-Cys-

40 45 50
lle-His-Ala-Arg-Asp-Ile-Asp-Gly-Met-1yr-Cys-Arg-Cys-
55 60 65
Ser-His-Gly-Tyr-Thr-Gly-Ile-Arg-Cys-Gln-His-Val-val-
70 75
Leu-Val-Asp-Tyr-Gln-Arg-Ser-Glu~-Asn-Pro-Asn-Thr-Thr-
80 85 90

Thr-Ser-Tyr-Ile-Pro-Ser-Pro-Gly~-Ile-llet-Leu-vVal-Leu-

95 100
Val-Gly-Ile-Ile-Ile-Ile~-Thr-Cys-Cys-Leu-Leu-Ser-Val-
105 110
Tyr-Arg-Phe~-Thr-Arg-Arg-Thr

Kolme naarasporsasta, jotka kukin painoivat noin
4,5 kg, nukutettiin Ketaminella ja Rompumilla, niiden pe-
rapddstd ajeltiin karvat ja jdljelle jd&dneet karvat pois-
tettiin kokonaan kaupallisella karvanpoistovoiteella. Mes-
sinkikappale (3 x 3 cm, 147 g) tempercitiin 70 °C:isessa
vesihauteessa ja painettiin sitten tiiviisti paljasta nah-
kaa vasten tarkalleen 10 sekuntia. Selk&rangan kummallekin
puolelle tehtiin viisi vammaa, joiden etdisyys toisistaan
oli noin 2,5 cm. Kunkin muodostuneen rakkulan pinta pois-
tettiin kokonaan ja vammoja hoidettiin kahdesti vuorokau-
dessa pelk&lld Silvadenella, Silvadenella, joka sisdlsi
yht8 kasvutekij®istd, tai jadtettiin hoitamatta. Porsaiden
annettiin syt8dd ja juoda vapaasti.

Porsaat nukutettiin 9 tai 10 vrk:n kuluttua ja rupi
poistettiin kustakin palovammasta. Kaikki palovammat valo-
kuvattiin ja kustakin palovammasta otettiin koepala.

Seuraavassa taulukossa esitetddn, kuinka monta pro-
senttia Kkustakin vammasta arvioitiin epitelisoituneeksi

visuaalisesti tarkasteltuna.
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Taulukko I1I

Luonnon VGF ug/ml

Oikea puoli Silvadene Hoitamaton 0,1 0,1
15% 0% 70% 65%
Sika 1
9 vrk polton jdlkeen hEGF ug./ml
Vasen puoli Silvadene Hoitamaton 0,1 0,1 0,1
75% 55% 60% 70% 30%

Yhdistelmd-VGF mg/ml

QOikea puoli Silvadene Hoitamaton 0,1 0,5 1L,0
50% 0% 95% 95% 60%
Sika 2
10 vrk polton jdlkeen
Vasen puoli Silvadene Hoitamaton 0,1 0,5 1,0
50% 0% 60% 75% 40%

Rotan TGF ag/ml

Oikea puoli Silvadene Hoitamaton 0,1 0,5 10
20% 15% 90% 65% 90%
Sika 3
9 vrk polton jdlkeen IThmis-TGF-analogi jng/ml
Vasen puoli Silvadene Hoitamaton 0,1 0,5 10
25% 5% 90% 85% 5%

Kuten taulukosta II ilmenee, TGF:t olivat hyvin
tehokkaita haavan parantamisessa verrattuina hoitomatto-
miin vertailundytteisiin ja jopa pelkkddn Silvadeneen.

Esimerkki VI

Haavojen parantaminen

Tehtiin toinen koe, jonka tarkoituksena oli mitata
edelld kuvatun ihmis-TGF-analogin vaikutusta toisen asteen
palovammojen paranemiseen. Koeolosuhteet olivat edelld ku-
vattujen kaltaiset. Menetelmiin tehtiin kuitenkin seuraa-

vat muutokset. Yksi Yorkshire-porsas nukutettiin Ketami-
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nella ja kukin 12:sta palovammasta tehtiin kdytt&mdlla
messinkikappaletta 11 s/poltto. Kun kukin rakkula oli
poistettu, haavoja hoidettiin kerran vuorokaudessa yhdell&
seuraavista aineista:

a) 1 pg/ml TGF:488 Silvadenessa;

b) 0,1 pg/ml TGF:8d& Silvadenessa;

c) ei mitd&n;

d) pelkkd Silvadene;

e) 1 pg/ml hEGF:848 Silvadenessa; ja

£f) 0,1 ug/ml hEGF:48 Silvadenessa.

Rupi poistettiin 7 vrk:n kuluttua. Vamman prosen-
tuaalinen paraneminen, joka laskettiin planimetriatulok-
sista, esitetdidn alla olevassa taulukossa. TGF o0li hyvin
tehokas vamman parantajana.

Taulukko III

Hoito Parantuneen vamman  prosenttiosuus
Palovamma A Palovamma B
TGF 1 pg/ml 9 26
TGF 0,1 pg/ml 34 57
Hoitamaton 3 6
Silvadene 14 21
hEGF 1 pg/ml 14 17
hEGF 0,1 pg/ml 17 14

Esimerkki VII

Sarveiskalvovamman parantaminen rTGF:114

A. rTGF-polypeptidin valmistaminen
TGF-polypeptidi syntetisoitiin kayttden l1l&dhtbkohta-

na aminohapposekvenssid, joka esitettiin edelld esimerkis-
sd4 II TGF:lle, joka oli puhdistettu kissan sarkoomaviruk-
sella transformoitujen Fisher-rotan alkiofibroblastien
kasvualustasta. rTGF:n kemiallinen synteesi toteutettiin

edelld esimerkissd IV kuvatulla tavalla.
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B. Hoitoformulan valmistus
rTGF-a-polypeptidi8 1lisédttiin isotoniseen (285

mosmol), steriiliin, fosfaattipuskuroituun fysiologiseen

suolaliuokseen (pH 7,4) pitoisuudeksi 50 ng/ml.
C. Sarveiskalvoperuskudoksen puhkaisut

Kalvon kokonaan ldpdisevdt 5 mm:n pituiset aukot,
jotka ulottuivat etukammioon asti koko pituudeltaan, teh-

tiin aikuisten naaraspuolisten Macaca fasicularis -apinoi-

den sarveiskalvon keskelle. Oikea silmi toimi vertailukoh-
teena ja sitd kdsiteltiin kolmesti vuorokaudessa kahdella
pisaralla isotonista (285 mosmol) steriilisd fosfaattipus-
kuroitua suolaliuosta (pH 7,4), joka ei sisdltdnyt
rTGF:84. Vasenta silm88 hoidettiin samaa ohjelmaa noudat-
taen edelld kuvatulla hoitoformulalla. Kolmen vuorokauden
hoidon j&lkeen haavojen lujuus mitattiin kvantitatiivises-
ti sijoittamalla pienireik&inen neula (n:o 25) etukammioon
sarveiskalvon reunuksen kautta. Neula kytkettiin aneronidi-
manometriin ja painetta nostettiin hitaasti ja tasaisesti,
kunnes haavat alkoivat vuotaa ja lopulta aukesivat. T&mé&n
menetelmé&n on KkKuvannut yksityiskohtaisesti Weene (Anal.
Ophthalmol. 15 (183) 438).

D. Tulokset

Taulukossa IV esitetyt tulokset osoittavat, etta
TGF-kdsiteltyjen sarveiskalvojen puhkaisulujuus oli mer-
kittdvdsti suurempi kuin fysiologisella suolaliuoksella
kdsiteltyjen sarveiskalvojen.

Taulukko IV

paine (mm/Hg)
Oikea vertailusilmi TGF:118 hoidettu vasen silmia

Vuoto Aukeaminen Vuoto Aukeaminen
Apina P-21 25 30%* 210 225%
Apina P-20 35 90* 155 >300%*

*t = 40,0, p >0,025, parillinen T-testi
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Esimerkki VIII
TGF:n toteaminen monospesifiselld, synteettistid

peptidid vastaan muodostetulla antiseerumilla

Peptidisynteesi

Peptidit, jotka vastaavat aminohappoja osista rTGF-
aminohapposekvenssid, jotka kuvattiin edelld esimerkissi
I1, syntetisoitiin kaupallisesti (Peninsula Labs) tavan-
omaisella kiintedfaasimenetelmd&llsd (Ohgak et al., Journal
of Immunol. Meth. 57 (1983) 171 - 184). Peptidit puhdis-
tettiin tarpeen vaatiessa kdédnteisfaasikorkeapaineneste-
kromatografialla (RP-HPLC:114) ennen k#yttdi.

Kdytetyt sekvenssit olivat:

Peptidi I - Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Lys-Cys-

Pro-Asp-Ser-His-Thr

Peptidi II - Cys-His-Ser-Gly-Tyr-val-Gly-Val-
Arg-Cys

Peptidi III - Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Val-
Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala

Peptidi IV - Val-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-Ala-
Asp-Leu-Leu-Ala

Peptidien konjugointi ja immunisointi

Peptidin8dyte (10 mg) sekoitettiin tulivuorikotilon
hemosyaniiniin (10 mg, Calbiochem) 3,5 ml:ssa 0,1 M nat-
riumfosfaattia (pH 7,4). Lisdttiin 4 ml 25 mM glutaralde-
hydid ja seosta inkuboitiin ravistellen 1 tunti l&mp&ti-
lassa 23 °C. Sitten lisdttiin glysiini8 loppupitoisuudeksi
0,1 mol/l ja seosta ravisteltiin y®n yli l&mpdtilassa 23
°C. Saatu konjugaatti sekoitettiin yht#8 suureen tilavuu-
teen Freundin tdydellistd apuainetta ennen injektointia.

Kaniinit immunisoitiin injektoimalla ihon alle 1 mg
konjugaattia nelj&4n eri kohtaan. Ensimmdisen injektion
jdlkeen annettiin kaksi tehostetta kahden viikon v#li-
ajoin. Tdss8 kokeessa kdytetty seerumi kerdttiin 80 vrk:n
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kuluttua ensimmdisestd injektiosta. Tdstd8 seerumista pre-
paroitiin immunoglobuliinifraktio ammoniumsulfaattisaos-
tuksella. Immunisoivalle peptidille spesifistd vasta-ai-
netuotetta seurattiin kiinte&faasi-ELISA:1lla.
Peptidien leimaus radioaktiivisella jodilla
Peptidit leimattiin Na'*®I:11a k#yttsm&lls kloramii-

ni-T-menettelyd, joka oli oleellisilta osiltaan Dasin et
al.'in kuvaaman menettelyn mukainen [Proc. Natl. Acad.
Sci. 74 (1977) 2790-2794]. Liuoksiin, jotka sisdlsivat
hiiren leuanalussylkirauhas-EGF:48 (mEGF) (170 pmol), syn-
teettistd rTGF:88 (4 pmol) tai peptidid& III (400 pmol),
sekoitettiin 1 - 2 mCi Na'®®I:a (Amersham 2 mCi/nmol) 2 M
kaliumfosfaatissa (pH 7,5). Lis&ttiin 50 - 100 pg klor-
amiini-T:t8 ja jatkettiin inkubointia l&mp&ttilassa 4 °C 1
min (mEGF ja rTGF) tai 7 min (peptidi III). Reaktiot py-
sdytet-tiin lis&8mdlléd 10 - 20 pg Na,S,0,:a ja leimatut pro-
teiinit erotettiin reagoimattomasta Na'?**I:sta kromatografi-
sesti Sephadex G-10:1148 (Pharmacia). TAll4 tavalla leimat-
tujen peptidien ominaisaktiivisuudet olivat: 1 x 10
cpm/nmol (EGF); 6 x 10° cpm/nmol (rTGF); ja 1 - 10°
cpm/nmol (peptidi III).

Radioreseptorimédritys

11-EGF:n sitoutuminen reseptoriinsa formaliinilla
kiinnitettyjen A431-solujen yksisolukerroksilla mitattiin
edelld esimerkissd I kuvatulla tavalla. '**I-EGF:44 lis&t-
tiin loppupitoisuudeksi 0,33 nmol/l kilpailevien aineiden
ldsnd tai poissa ollessa. Leimaamattoman EGF:n lis#d&minen
pitoisuudeksi 0,3 - 0,5 nmol/1 johti puoleen ?**I-EGF:n si-
toutumisen maksimi-inhibitiosta. TGF-pitoisuudet ilmoitet-
tiin m8&r&nd, joka vaaditaan saamaan aikaan tunnettua TGF-
m44rs8 vastaava '*’I-EGF:n sitoutumisen esto.

RIA (radioimmuunianalyysi)

Reagenssit sekoitettiin 50 mikrolitran lopputila-
vuudessa liuosta, joka sisdlsi 20 mmol/l natriumfosfaattia
(pH 7,4), 200 mmol/l NaCl:a, 40 mmol/l ditiotreitolia,
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0,1 % (w/v) BSA:ta, 0,1 % (w/v) NaN,:a, '®I-peptidi III:a
(10* cpm); lopullista laimennusastetta 1/15000 vastaavan
mddrdn antiseerumia, ja muita aineita ilmoitettaessa.
Reaktio k8ynnistettiin 1lis88mdlld antiseerumi ja sen an-
nettiin jatkua lampodtilassa 23 °C 90 min. Sitten lisat-
tiin yhtd8 suuri tilavuus 10-%:isella formaliinilla kiin-
nitettyd Staphylococcus A -valmistetta (Pansorbin,
Calbiochem) ja jatkettiin inkubointia vield 30 min l18mpo-
tilassa 23 °C. Immunoadsorbantti poistettiin sedimen-
toimalla 10-%:isen (w/v) sakkaroosiliuoksen ldpi, ja si-
toutuneen **I-peptidi III:n m&4r4 ma&ritettiin kayttamal-
18 gammalaskuria. N4dissd olosuhteissa vasta-aine sitoi
noin 25 % '*’I-peptidist4 kilpailijan poissa ollessa. Sitou-
tuneen peptidi III:n m8&r3 korjattiin epdspesifisen sitou-
tumisen suhteen, joka mitattiin vasta-aineen poissa olles-
sa (alle 5 % kokonaissitoutumisesta) ja ilmoitettiin pro-
sentteina maksimisitoutumisesta. Kilpailijoiden pitoisuu-
det ilmoitettiin siind md&r&nsd peptidi IIIl:a, joka tarvit-
tiin saamaan aikaan vastaava saostumisen esto.

Kromatografia

Geelisuodatuskromatografia tehtiin valmistajan oh-
jeiden mukaan Bio Gel P-10 -kolonneilla (BioRad), jotka
tasapainotettiin 1 N etikkahapolla. HPLC tehtiin Novapak
Cie -kolonnilla (0,39 x 10 cm, Waters Associates) kaytta-
mdlla virtausnopeutta 1 ml/min l&mp&tilassa 23 °C.

Kdsitellyn alustan valmistus

Snyder Theilen -transformoitujen Fischer -rotan al-
kiosolujen (ST-FrSV-RFE klooni 10) seerumiton modifioitu
alusta kerdttiin Twardzikin et al. kuvaamalla tavalla [Vi-
rology, 124 (1983) 201 - 207]. Kasvualusta selkeytettiin
sentrifugoimalla pienelld nopeudella ja kylm&kuivattiin.
Jaannds suspendoitiin sitten 1 N etikkahappoon ja dialy-
soitiin perusteellisesti 0,1 N etikkahappoa vastaan. Liu-
kenematon proteiini poistettiin sentrifugoimalla, ja su-
pernatantti kylmdkuivattiin. Lopuksi j&#nnds suspendoitiin
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takaisin sadasosatilavuuteen alkuper#isestd 1 N etikkahap-
poa ja sdilytettiin l&mp®Stilassa 4 °C.
Immunoblotting-analyysi

Analysoitaville ndytteille tehtiin ensin natrium-
dodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi
(SDS-PAGE) kdyttden akryyliamidigradienttia 15 -> 20 % ja
elektroforeesi ajettiin pelkistidvisss olosuhteissa Laemm-
lin kuvaamalla tavalla [Nature 227 (1970) 680-682]. Erot-
tamisen jdlkeen proteiinit siirrettiin elektroforeettises-
ti nitroselluloosalle (Schleicher and Schuell, BA85, 0,45
H) Burnetten kuvaamalla tavalla [Anal. Biochem. 112
(1981) 195 - 203]. Siirto tehtiin jé&nnitteelld 5 V/cm 3 -

4 tuntia 23 °C:ssa. Tuloksena olevaa proteiiniblottia in-
kuboitiin yon yli maitopohjaisessa seoksessa BLOTTO [John-
son et al., Gene Anal.Techn., 1 s. 3 - 8]. Antiseerumi
laimennettiin BLOTTO:1la ja lis#ttiin blottiin peptidi III
-ylim8&r&n l&snd tai poissa ollessa. Inkubointia vasta-
aineen kanssa jatkettiin usein sekoittaen 2 - 3 tuntia
l&mpdtilassa 23 °C. Sitten blotti pestiin, sit# inkuboi-
tiin '®I-proteiinin kanssa (4 x 10® cpm/ml, 4 x 107 cpn/ug)
1 tunti l&mpdtilassa 23 °C, ja pestiin BLOTTO:1la. Vasta-
aineen sitoutumiskohdat visualisoitiin tekem#lli autora-
diografia Kodak XAR-5 -filmille l&mpdtilassa -70 °C kéyt-
tamalla kuvanvahvistuslevyji.

Edelld kuvatun radioimmuunianalyysin yhteydessi 1i-
sttty '*’I-peptidi III saostui l#hes kvantitatiivisest: an-
tiseerumin laimennusasteen ollessa pieni; antiseerumille
saatiin tiitteri > 10 000. Vasta-aineaffiniteetti mitat-
tiin inkuboimalla antiseerumia suhteessa 1/5000 laimennet-
tuna vaihtelevien '*I-peptidi III -pitoisuuksien ldsni ol-
lessa. Ndiden tulosten analysointi Scatchardin menetel-
mdlld antoi tulokseksi yhden ryhm&n sitoutuvaa/sitoutuvia
komponenttia/komponentteja, jonka affiniteettivakio (Ka)
‘®I-peptidi III:n suhteen oli 8,3 x 10° M.
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RIA:n spesifisyys

RIA:n spesifisyyden m88rittémiseksi tutkittiin eri-
laisista peptideistd niiden kyky est&sd '**I-peptidi III:n
saostuminen. Leimaamaton peptidi III esti !*’I-peptidi III:n

saostumisen suurin piirtein lineaarisesti alueella 0,13-11
nmol/l; leimaamattoman peptidi III:n pitoisuus, joka sai
aikaan puolet saostumisen maksimi-inhibitiosta, oli 0,7
nmol/1l1. Peptidi IV oli vain hieman tehottomampi saostumi-
sen estdjdand kuin peptidi III, kun taas peptidi II oli
tdysin tehoton pitoisuuksiin 1,1 umol/l asti. My&6s peptidi
I, joka vastaa 1l aminoterminaalista ryhmdd, oli tehoton
kilpailijana. N&8m& tulokset osoittavat, ettd tavanomaisis-
sa koeolosuhteissa detektoitu epitooppi oli paikallistu-
neena peptidi III:n 11 karboksiterminaaliseen aminohap-
poon. Taulukossa V esitetddn yhteenveto eri peptidien suh-
teellisista inhiboivista pitoisuuksista.
Taulukko V

Lisdys Suhteellinen inhibointiaktiivisuus
peptidi III 1

peptidi IV 3,5

peptidi I > 1500

peptidi II > 1500

rTGF 0 ditiotreitoli 1

rTGF - ditiotreitoli 20

mEGF > 1500

Ilmoitetuista lis8tyistd aineista tutkittiin niiden kyky
estda standardi-RIA edelld kuvatulla tavalla. Kullekin
lisdtylle aineelle mdéritettiin pitoisuus, joka tarvittiin
saamaan aikaan puolet saostumisen maksimi-inhibitiosta, ja
se ilmoitetaan suhteessa peptidi III -pitoisuuteen, joka
vaaditaan saamaan aikaan vastaava inhibitio. Merkintid ">"
osoittaa suurimman tutkitun pitoisuuden. (Peptidien I-1IV
inhibitioaktiivisuuteen ei vaikuttanut ditiotreitolin 13s-
ndolo médrityksessi.)
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My8s rTGF:n kyky est#48 '**I-leimatun peptidi III:n
saostuminen tutkittiin. Synteettinen rTGF, joka vastasi
biologiselta aktiivisuudeltaan tdysin luontaista molekyy-
1i4, oli yhta tehokas (molaarisen pitoisuuden perusteella
arvioituna) inhibiittorina kuin peptidi III. rTGF:n suh-
teellinen inhibitiokapasiteetti aleni merkittdvdsti, Kkun
pelkistin jdtettiin pois reaktioseoksesta (taulukko). mEGF
oli t#ysin tehoton kilpailijana pitoisuuksiin yli 1 umol/1
asti. T4m3 osoittaa, ettd tidssid kuvattu RIA eroaa muista
kdytettdvissd olevista TGF-mddrityksistd siind suhteessa,
ettd se on spesifinen TGF:lle muttei EGF:lle.

Jotta osoitettaisiin suoraan, ettd antiseerumi si-
too rTGF:43, korvattiin '#®I-peptidi III '*’I-leimatulla
rTGF:114 tavanomaisessa RIA:ssa. Havaittiin annoksesta
riippuva '*®I-TGF:n saostuminen, jota esti oleellisesti yli-
mii-rdisen peptidi III:n lis&dminen. T&lla tavalla saatu-
jen sitoutumistulosten Scatchard-analyysi osoitti, ettd
antiseerumin K, 'I-TGF:n suhteen oli 2,3 x 10° M. T&m4
arvo sopii kohtuullisen hyvin yhteen '®I-peptidille III
misritetyn Ka:n kanssa (8,3 x 10® M'), ja osoittaa, etta
antiseerumi sitoutuu rTGF:&d&n.

rTGF:n toteaminen transformoitujen solujen modi-

fioidusta kasvualustasta
Erds TGF-ldhde on RNA-kasvainviruksilla transfor-

moitujen solujen kasvualusta. rTGF:n toteamiseksi viljel-
tyjen transformoitujen solujen modifioidusta kasvualustas-
ta kidytettiin seuraavaa menettelyd. Kissan sarkoomaviruk-
sen Snyder-Theilen -kannalla (ST-FeSV FRE klooni 10)
transformoidun Fischer-rotan alkiosolulinjan on aiemmin
osoitettu tuottavan Kkohonneita madrid rTGF:88 [Gray et
al., Nature 303 (1983) 722-725). Ker&ttiin seerumiton mo-
difioitu alusta, k#&siteltiin se ja vdkevoitiin edelld ku-
vatulla tavalla. Osalle alustasta tehtiin sitten geelisuo-
datuskromatografia Bio-Gel P-10:114 happamissa olosuhteis-
sa. Fraktiosta analysoitiin rTGF EGF-reseptorikilpailumd&-
ritykselld tai RIA:1la.
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Ndissd olosuhteissa havaittiin EGF:n kanssa kilpai-
levaa aktiivisuutta kahdessa molekyylikokoryhmissd, toinen
noin M, = 10 000 ja toinen M, = 20 000; kummatkin molekyy-
lilajit eluoituivat selvdsti ndytteen proteiinin p&dosan
j8lkeen. Kumpikin kokoluokka, jolla oli EGF:n kanssa kil-
paileva aktiivisuus, oli myds immunologisesti aktiivinen.
Immunologista aktiivisuutta havaittiin lis#@ksi kolonnin
patsaan tilavuudessa, jossa ei havaittu EGF:n kanssa kil-
pailevaa aktiivisuutta. N&md& havainnot osoittavat, etta
edelld kuvatut rTGF-Kkokoryhm#t ovat aktiivisia RIA:ssa.
EGF:n kanssa kilpaileva aktiivisuuden suhde immunologiseen
aktiivisuuteen pieneni voimakkaasti suurimolekyylisissa
TGF-fraktioissa, mikd osoittaa, ettd ndiden TGF-molekyyli-
lajien biologinen aktiivisuus on pienempi kuin pienimole-
kyylisten fraktioiden.

Sen vahvistamiseksi, ettd immunologinen aktiivisuus
esiintyi samassa molekyylilajissa Kuin EGF:n kanssa kil-
paileva aktiivisuus, tehtiin RP-HPLC yhdistetyille frak-
tioille, jotka saatiin toistamalla t#m4 koe preparatiivi-
sessa mittakaavassa ja jotka sisdlsivdt rTGF-kokoryhm&t M,
= 10 000 ja M, = 20 000; kaytetyt olosuhteet olivat saman-
laiset kuin ne, joita ké#ytettiin rTGF:n puhdistamiseen
Marquardtin et al. mukaisesti [Proc. Natl. Acad. Sci., 80
(1983) 4684-4688]. Yhdistettyjen TGF-fraktioiden, joiden M,
oli 10 000, ollessa kyseess# sekd EGF:n kanssa kilpaileva
ettda immunologinen aktiivisuus puhdistuivat rinnakkain
suurin piirtein kvantitatiivisella saannolla. Kummankin
aktiivisuuden puhdistuminen rinnan sekd geelisuodatuskro-
matografiassa ettd HPLC:ss8 viittasi vahvasti siihen, etta
kumpikin aktiivisuus esiintyy samassa molekyylilajissa.
Kun EGF:n kanssa kilpailevalle kokoryhm&lle M, = 20 000
tehtiin HPLC, havaittiin samanlainen EGF:n kanssa kilpai-
levan ja immunologisen aktiivisuuden rinnakkaispuhdistumi-
nen. Namd kokeet osoittavat, ettd suuri osa immunologises-
ta aktiivisuudesta, joka havaittiin St-FeSV-FRE-kloonin 10
kdsitellysss8 kasvualustassa, oli rTGF:n aiheuttamaa.
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Eri rTGF-kokoryhmien immunoblotting-analyysi

Retroviruksilla transformoitujen rotan solujen k&-
sitellyssd alustassa esiintyvdt suuremmat TGF-kokoryhmat
voisivat edustaa joko aggregoituneita tiloja tai TGF-mole-
Kyylin erillisid molekyylimuotoja. Ndiden kahden vaihtoeh-
don erottamiseksi toisistaan tehtiin synteettiselle
rTGF:lle ja luonnon TGF:n kokoluokille M, = 10 000 ja M, =
20 000 immunoblottinganalyysi, kun polypeptidikomponentit
0li erotettu SDS-PAGE:1lla pelkistdvissd olosuhteissa. Im-
muunireaktiivinen synteettinen rTGF ja pienimolekyylinen
luonnon rTGF liikkuivat rinnakkain kumpikin yhtend poly-
peptidiketjuna, jonka M_ oli 6 000, ja antiseerumin inku-
bointi peptidi III -ylim&&rdn kanssa salpasi ndiden mole-
kyylien immunologisen reaktiivisuuden. Suurimolekyylinen
kokoluokka sitd vastoin sisdlsi kolmea immuunireaktiivista
peptidia, M, = 24 000, M, = 40 000 ja M, = 42 000; peptidi
III -ylim38r&n lisd&minen salpasi my®s ndiden peptidien
immunologisen reaktiivisuuden. Kaikissa kaistoissa havait-
tiin radiocaktiivinen vythyke, jonka liikkumisnopeus vasta-
si M.:a 43 500. Peptidi III -ylim8&r&n lisd&minen poisti
epdtdydellisesti tamé&n materiaalin, ja se havaittiin yhta-
ldisesti kaikissa kokeissa analysoitavasta nidytteesti
riippumatta; siksi se n3yttd33 edustavan kokeessa muodos-
tunutta keinotekoista tuotetta. On huomionarvoista, ettei
suurimolekyylisessd kokoluokassa havaittu TGF:84, jonka M_
= 6000. N&m& tulokset osoittavat, ettd suurempimolekyyli-
set rTGF-kokoluokat edustavat erillisi8 TGF:n muotoja.

Esimerkki IX

Synteettinen rTGF-fragmentti, joka sitoutuu resep-

toreihin ja on antigeeninen

Peptidit

Hiiren leuanalussylkirauhasista eristettiin EGF
uuttamalla 1 M HCl:1la, joka sisdlsi 1 % trifluoriet:ikka-
happoa (TFA), 5 % muurahaishappoa ja 1 % NaCl:a, konsent-
roimalla Sep-Pak-kolonneilla (Waters) ja tekem&lld RP-
HPLC Bondapak C-18 -kolonneilla (Waters) Elson et al.'in
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kuvaamalla tavalla [Biochemistry Int., 8 (1984) 427 - 43-
5]. Luonnon rotta-TGF:n kokonaissynteesid on kuvattu edel-
18 esimerkissa 1V.

Synteettiset peptidifragmentit valmistettiin 1 %
divinyylibentseenid sisdltédvalla kloorimetyyli-polystyree-
nihartsilla (Bio-Rad) k&yttadm&lld Na-t-butoksikarbonyyli-
suojausta. Peptideistd poistettiin suojaus ja ne irrotet-
tiin hartsista kdyttdmdlld HF:a tai, C-pddstd suojattujen
analogien ollessa kyseessd, peptidi irrotettiin ensin am-
monolyysilld (NH,/MeOH). Raakapeptidit, joista oli poistet-
tu suojaus, laimennettiin ja syklisoitiin disulfidimuotoon
hapettamalla 0,01 M K;Fe(CN),:1la. Peptidiliuos laitettiin
Bio-Rex 70 -kationinvaihtokolonnille, pestiin H,0:11a (300
ml) ja eluoitiin AcOH-gradientilla (-> 50 %). Peptidi puh-
distettiin preparatiivisella HPLC:11& kolonnissa (2,5 x
100 cm Altex), joka oli t&ytetty Vydac 218TP C-18:11a,
kayttden eluenttina 20-%:ista CH,CN-liuosta, joka sisdlsi
0,03 mol/1 NH,OAc:a (pH 4,5) (10). Peptidit 1 ja 2 edusta-
vat rTGF:n aminohapposekvenssej& 34 - 43, joilla on suo-
jaamattomat tai vastaavasti suojatut p&3t (N Ac, C - ami-
di). Peptidi 3 on vastaavan hTGF-silmukan metyyliesteri
(Ac-Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Ala-Arg-CysOMe), joka on
valmistettu siirtotester$innills hartsista (emds/MeOH).

Immunogeenin valmistus ja immunologinen m&&ritys

TGF-peptidi 1 liitettiin tulivuorikotilon hemosya-
niinin (KLH) tai naudan seerumialbumiiniin tioli/maleimi-
disidoksella [King et al., J. Immunol. Methods 28 (1979)
201 - 206]. Kantaja-peptidikompleksit puhdistettiin geeli-
suodatuksella. Saatiin keskimddrin 60 mol peptidid/l mol
KLH:a ja 20 ml peptidi&/l mol BSA:a. Kaniinit immunisoi-
tiin KLH:n ja peptidin 1 konjugaatilla injektoimalla
useaan kertaan 2 mg proteiinia tédydellisessd Freundin apu-
aineessa ihonalaisesti (s.c.) tai lihaksensisdisesti
(i.m.). Kaniineille annettiin tehosteet kahden viikon v&-
liajoin injektoimalla s.c. immunogeenia ep&tdydellisessa

Freundin apuaineessa. Viiden tehosteen jidlkeen ker&tyn
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antiseerumin IgG-fraktio kdytettiin immunologisiin m#dri-
tyksiin ja se leimattiin radionuklidilla k&ytt&m&lld
Na'®®I:a (NEN) ja Enzymobeads-helmid (Bio-Rad) siten, ettd
laskentatulos oli 4 x 10° cpm/pg proteiinia. 92-kuoppaiset
polyvinyylikloridilevyt (Costar) pd8llystettiin liuoksel-
la, joka sisdlsi 200 pg/ml BSA:n ja peptidin 1 konjugaat-
tia, ja vastapddllystettiin fosfaattipuskuroidulla fysio-
logisella suolaliuoksella, joka sisdlsi 10 % normaalin
kaniinin seerumia. Levyj& inkuboitiin 4 tuntia l&mp&tilas-
sa 37 °C ['®¥I]lanti(KLH - peptidi 1)-IgG:n kanssa (50000
cpm/syvennys) inhibiittorien 14snd tai poissa ollessa,
pestiin ja tehtiin yksittdisille kuopille laskenta.

Radioreseptorimddritys

Ihmisen epidermoidikarsinoomasoluja A-431 tai ih-
misen esinahkafibroblasteja (HFF), jotka oli kerdtty pri-
maariviljelmist&, kasvatettiin yhtendiseksi pinnaksi 24-
kuoppaisissa ryhmdmaljoissa (Costar) Dulbeccon minimialus-
tassa (Dulbecco's minimal essential medium, DMEM, Gibco),
joka sisdlsi 10 % naudan siki®¢seerumia (FCS, Hyclone). EGF
leimattiin radiojodilla edelld kuvatulla tavalla pulssi-
ma&rdsdn 4 x 10* - 8 x 10* cpm/mg proteiinia. Soluja inku-
boitiin l&mpdtilassa 4 °C 60 min DMEM:ssd (pH 7,4 20
mmol/1l Hepesi&), joka sis#lsi 1 mmol/l ['**I]-EGF:84 ja
0,1 % BSA:ta, inhibiittoripeptidien 18sn& ollessa. $Solut
pestiin kolmesti kylm&ll& puskuriliuoksella, hajotettiin
0,1 N NaOH:1la, ja mitattiin soluihin kytkeytynyt rad.ioak-
tiivisuus (gammalaskuri). Epédspesifinen sitoutuminen, jo-
ka mé&ritettiin 100-kertaisen ylimd&ré&n kylm#dsd EGF:848 l&s-
nd ollessa, o0li alle 5 % ja alle 10 % spesifisestd sitou-
tumisesta A431-soluille ja vastaavasti HFF-soluille.

Soclujen proliferaatiomddritys

HFF-soluja kasvatettiin yhtendiseksi kerrokseksi
48 kuoppaisissa ryhmé&maljoissa DMEM:ss#d, joka sisdlsi 10 %
FCS:a, ja lis&4ntyminen pysdytettiin pitdm&lld soluja 2
vrk ravintovajauksessa DMEM:ss&, joka sisdlsi 0,5 % FCS:a.
Mitogeeneja ja peptidejd inkuboitiin solujen kanssa lidmpd-
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tilassa 37 °C 18 tuntia ennen 4 tunnin kdsittelyd 1
pCi:114 [’H]-metyylitymidiini4 (NEN) ja masritettiin tri-
kloorietikkahapolla saostuva radioaktiivisuus.

KLH:n ja peptidin 1 konjugaattia vastaan muodoste-
tut kaniinin vasta-aineet reagoivat BSA-TGF-peptidin kans-
sa kiinte&faasi-RIA:n mukaan. T&td reaktiota inhiboi kon-
sentraatiosta riippuvalla tavalla peptidi 1 ja hieman v&-
hemm&n luonnon TGF. EGF ei sitd vastoin aiheuttanut mer-
kittavd8 inhibitiota.

Rotan TGF syrjaytt&& kompetitiivisesti EGF:n sitou-
tumisen reseptoreihinsa. TGF-peptidien kyky kilpailla
['**I1]-EGF:n kanssa sitoutumisesta joko A-431-soluihin tai
HFF-soluihin arvioitiin. Peptidi 1 esti osittain ['*°I]-
EGF:n sitoutumisen A-431-soluihin pitoisuuden ollessa
> 10"® mol/l. Peptidien 2 ja 3 kyky estdd sitoutumista oli
parempi; ICy,-arvot olivat 4 x 10°® mol/l1 ja vastaavasti
4 x 107 mol/l (ts. noin 0,02 ja 0,2 % EGF:n tai TGF-a:n
sitoutumistehosta). Samanlaisia havaintoja tehtiin EGF:n
inhibitiosta HFF-soluilla (taulukko VI). N&diden wvuorovai-
kutusten reseptorispesifisyyttd4 valaisee n#iden peptidien
kyvyttdmyys estdd endoteelisolukasvutekijidn sitoutuminen
tai mitogeeninen vaikutus HFF-soluihin (ei esitetd).

Mill&8n TGF-peptideistd ei ollut luontaisia mito-
geenisia ominaisuuksia pitoisuuteen 10 mol/l asti inku-
boitaessa niitd lis&&ntym&ttSmien HFF-solujen kanssa (tu-
loksia ei esitetd). TGF-peptidit estivdt kuitenkin pitoi-
suudesta riippuvalla tavalla DNA-synteesin indusoinnin
lisddntyméttdmissd HFF-soluissa EGF:n vaikutuksesta. N&mi
antagonistit olivat yhtd tehokkaita k#ytettdess#d TGF:&&
mitogeenina (taulukko VI). Samoin kuin sitoutumistehokin
TGF-peptidien antagonistinen teho parani suljettaessa ami-
no- ja karboksipdit.
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Taulukko VI
Synteettisten TGF-fragmenttien biocloginen aktiivisuus

b
Mitogeneesin esto

Sitoutuminen® ICcy (M) ICc, (M)
A-431 HFF EGF TGE
Peptidi 1 8 + 2 X 107° 6+ 2x 107 >107° >107°
Peptidi 2 4+2x10° 2+2x10° 5+2x10° 341 x 107°
Peptidi 3 4+1x107 3+1x10 6+2x10 5+3x10"

*IC,,~arvot laskettu inhibitiokdyristd, jotka kuvaa-
vat ['®I]-EGF:n (1 nM) sitoutumista soluihin. PIC,,-arvot
ovat pitoisuuksia, jotka alentavat puoleen vertailundyt-
teen kyvyn edist#dd [’H]-metyylitymidiin ottoa lis#8ntymdt-
témiin HFF-soluihin, jotka on indusoitu EGF:114 tai
TGF:114 (1 nM).

Esimerkki X

TGF stimuloi luun resorptiota in vitro

Muuntavaa kasvutekijdi sisdltdvdt valmisteet puh-
distettiin ihmisen melanoomasoluja sisdltdvdstd késitel-
lystd alustasta ja ihmisen verihiutaleista esimerkissa 1
kuvatulla tavalla ja synteettinen rotan TGF valmistettiin
edellsd esimerkissd II kuvatulla tavalla. TGF-valmisteiden
ja synteettisen TGF:n biologista aktiivisuutta seurattiin
kdyttamdlla EGF-radioreseptoriméddritystd tai pehmytagaril-
la tapahtuvan pesédkkeenmuodostuksen avulla samoin esimer-
kissd I kuvatulla tavalla.

Synteettinen rotan TGF (MP = 5600) resorboi luuta
pitoisuudesta riippuvalla tavalla. Pitoisuudet yli 2 ng
EGF-ekvivalenttia/ml stimuloivat luun resorptiota kolmessa
erli kokeessa. Synteettinen TGF vaati v&hint#d&n 72 tuntia
stimuloidakseen luun resorptiota. Tdssd suhteessa synteet-
tinen muoto ndyttd8d olevan samanlainen kuin EGF, joka re-
sorboi luuta saman ajanjakson kuluessa tdssd biologisessa
kokeessa (Tashjian et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.,
85 (1978) 966).
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Ihmisen melanoomasolulinjasta valmistetut osittain
puhdistetut valmisteet, jotka sisédlsivat suuri- ja pieni-
molekyylisid TGF:i&, tutkittiin my®6s luun resorptiokokeel-
la. Seka suurimolekyyliset (27 000 daltonia) ettd pieni-
molekyyliset (6 000 daltonia) muodot stimuloivat luun re-
sorptiota. Suurimolekyylinen muoto stimuloi resorptiota 48
tunnin kuluessa, kun taas pienimolekyylinen muoto vaati
72 - 96 tuntia resorption stimulointiin, mikd on sama kuin
rotan synteettisen TGF-I:n ja EGF:n vaatima aika
(Tashjian, yll&)

Tulokset osoittavat, ettd TGF pystyy stimuloimaan
luun resorptiota in vitro. Synteettistd rotan TGF:&8& ja
pienimolekyylistd&8 ihmisen TGF:44 sis&ltadvat valmisteet
kdyttdytyivdt samalla tavalla kuin EGF, silld ne vaativat
pitk&hk6ja inkubointijaksoja resorption stimulointiin. Ne
olivat tehokkaita noin yhtd kertaluokkaa pienempind pitoi-
suuksina kuin EGF. Suurimolekyylinen ihmisen melanooma-
TGF stimuloi luun resorptiota 48 tunnissa.

Esimerkki XI

Synteettisen muuntavan kasvutekij&n aikaansaama

luun resorption stimulointi in vitro

Synteettinen rotan TGF valmistettiin edelld esi-
merkissd IV kuvatulla tavalla. Proteiinin puhtaus varmis-
tettiin natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelie-
lektroforeesilla, aminohappoanalyysilld ja RP-HPLC:11&.
TGF-valmisteiden ja synteettisen TGF:n biologista aktii-
visuutta seurattiin EGF-radioreseptorimiddrityksen avulla
(Todaro et al., Nature 264 (1976) 26). Luun resorptio mia-
ritettiin mittaamalla *‘°Ca:n vapautuminen ennalta leima-
tuista rotan siki®dn pitkistd luista. Tiineisiin rottiin
injektoitiin 18. raskausp#divana 200 pCi **Ca:a (Raisz, J.,
Clin. Invest., 44 (1975) 103). Emot tapettiin 19. raskaus-
pdivdnd ja sikidt poistettiin. Varttind- ja kyyndrluiden
mineralisoituneet varret leikattiin vapaiksi ymp#rodivasta
kudoksesta ja rustosta ja sijoitettiin elinhauteeseen.

Luita inkuboitiin BGJb-alustassa (Irvine Scientific) 24
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tuntia 37 °C:ssa, kostutetussa atmosfddrissd, joka sisdlsi
5 % CO,:a ja 95 % ilmaa, heikosti kompleksoituneen *Ca:n
vaihtumisen mahdollistamiseksi. Sitten luita kasvatettiin
48 - 120 tuntia BGJb-alustassa, jota oli t&dydennetty 5
$:11a naudan sikidseerumia (KC Biologicals), joka sisdlsi
vertailu- tai tutkittavia aineita. Luun resorbointiaktii-
visuus mitattiin alustaan vapautuneen ‘°Ca:n prosenttiosuu-
tena kokonaismiddrdstsd, ja ilmoitettiin k&dsitelty/vertailu-
ndytesuhteena. Tilastollinen merkitsevyys mddritettiin
parittomille tuloksille tehdyll& Studentin testilla.

Synteettinen rotan TGF (molekyylipaino 5 600) sti-
muloi luun resorptiota pitoisuuksina yli 2 ng EGF-ekviva-
lenttia/ml pitoisuudesta riippuvalla tavalla kolmessa eri
kokeessa. Synteettinen TGF ei aiheuttanut merkittdvda luun
resorboitumista luun viljelyn 48 ensimmdisen tunnin aika-
na, mutta stimuloi selvédsti resorptiota seuraavien 3 vrk:n
aikana. T&ssd suhteessa TGF:n synteettinen muoto néyttaa
olevan samanlainen kuin EGF, joka resorboi luuta samanlai-
sen ajanjakson kuluessa tdssd biologisessa kokeessa
(Raisz,et al., Endocrinology 107 (1980) 270). TGF:n vaiku-
tus luun resorptioon ndytti olevan riippumaton prostaglan-
diinisynteesista.

Koska rotan TGF resorboi luuta in vitro, tutkit-
tiin myds ihmisvalmisteista, jotka sis#dlsivdt TGF-aktii-
visuutta, niiden vaikufus luuhun. Suuri- ja pienimolekyy-
listd TGF:84 sis&dltdvat osittain puhdistetut valmisteet
preparoitiin ihmisen melanoomasolulinjasta (Marquardt et
al., J. Biol. Chem. 275 (1982) 5220). N&m3 valmisteet puh-
distettiin osittain happouutolla ja geelisuodatuskromato-
grafialla. Sekd suurimolekyyliset (13 000) ettd pienimole-
kyyliset (6 000) muodot stimuloivat luun resorptiota. Suu-
rimolekyylinen muoto stimuloi resorptiota 48 tunnissa, kun
taas pienimolekyylinen muoto vaati 72 - 92 tuntia resorp-
tion stimulointiin, mik8 on sama aika kuin rotan TGF:n ja

EGF:n vaatima.
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Esimerkki XII

Vacciniaviruksella infektoidut solut vapauttavat

uutta polypeptidid, joka on toiminnallisesti muuntavan ja

ihokasvutekijé&n sukulaisaine

Cercopithecus-apinan munuaissolujen (BSC-1) yksi-
kerrosviljelmid pidettiin ylld naudan sikidseerumilla
(10 %) tdydennetyssd Eagle'n vdliaineessa. Vacciniavirusta
(VV) (kanta WR) kasvatettiin Hela-soluissa ja puhdistet-
tiin sedimentoimalla sakkaroositiheysgradientin l1&dpi (Moss
teoksessa Gene Amplification and Analysis, vol. 2., toim.
Chirickjian ja Papis, Elsevier/North Holland, New York,
1981, s. 253 - 266).

BSC-1-yksisolukerroksia inkuboitiin lamp&tilassa
37 °C puhdistetun viruksen kanssa Eaglesin perusalustassa,
joka oli tdydennetty naudan siki®én seerumilla (2 %). Solu-
viljelmien supernatantit selkeytettiin sentrifugoimalla
pienelld kierrosnopeudella ja kylm&kuivattiin. J&8nnds
suspendoitiin sitten 1 M etikkahappoon ja dialysoitiin
perusteellisesti 0,2 M etikkahappoa vastaan. Liukenematon
materiaali poistettiin sentrifugoimalla, supernatantti
kylmdkuivattiin, suspendoitiin uudelleen 1 M etikkahap-
poon, jota kdytettiin sadasosa alkuperdisestd tilavuudes-
ta, ja sdilytettiin l&mpotilassa 4 °C.

Geelisuodatus tehtiin Biol-Gel P-10 -kolonneilla
(BioRad, Richmond, CA), jotka oli tasapainoitettu 1 M e-
tikkahapolla). HPLC-loppupuhdistukseen kdaytettiin kahta
sarjaan kytkettyd Bio-Sil TSK-250 -kolonnia (BioRad).

Eristetylld materiaalilla, joka nimettiin Vac-
ciniaviruksen kasvutekijdksi (VGF), oli edelld esimerkis-
sd V esitetty aminohapposekvenssi.

Kdytetty radioreseptorimdaritys oli edelld esimer-
kissd I kuvatun kaltainen. TGF- ja VGF-pitoisuudet ilmais-
tiin m88rdnd, joka tarvitaan saamaan ajikaan tunnetun EGF-
ma&drdn kanssa ekvivalenttinen **I-EGF:n sitoutumisen esto.

Kadytetty RIA o0li edelld esimerkissd VIII Kkuvatun

kaltainen.
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EGF:n kanssa kilpailevan aktiivisuuden esiintyminen

VV:1lla infektoitujen solujen kasvualustassa
Supernatantista, joka saatiin BSC-l-viljelmdstd 24
tunnin kuluttua VV-infektoinnista, tutkittiin, sis8lt8akod

se materiaalia, joka pystyy kilpailemaan '**I-leimatun EGF:n
kanssa sitoutumisesta runsaasti EGF-reseptoreita sisdlta-
viin ihmisen ihokarsinoomasoluihin (A431). VV-infektoidut
solut vapauttivat voimakkaan EGF:n kanssa kilpailevan ak-
tiivisuuden, joka saa aikaan suurin piirtein t&dydellisen
kyll&tystilan (>10 ng) kokeessa, jossa kdytettiin ainemaa-
rd4, joka vastasi 10 ng:aa 0,5 ml:sta viljelmdnestetta
suspendoitua materiaalia. Aktiivisuus nimettiin VV-kas-
vutekijdksi (VGF). (Valeinfektoidut BSC-l-vertailuvil-
jelmdt sitd vastoin sis8lsivdt hyvin v&dhdn EGF:n kanssa
kilpailevaa aktiivisuutta jopa pienimm&n tutkitun laimen-
nusasteen ollessa kyseessd.)

Seuraavien testien tarkoituksena oli tutkia VGF-
tuotannon kinetiikkaa. Varhaisimpana tutkimushetkend, 2
tuntia infektoinnin jdlkeen, kasvualustassa esiintyi jo
kasvaneita pitoisuuksia EGF:n kanssa kilpailevaa ak-
tiivisuutta, mikd viittaa VGF:n nopeaan syntetisoitumiseen
ja vapautumiseen. T&mdn aktiivisuuden mddrd oli Kkorkeim-
millaan viljelm&supernatanteissa 12 tunnin kuluessa; 24
tunnin kuluttua md&rd oli noussut vain hieman. Koska VV:n
koodaama polypeptidi, jonka rakenne on homologinen EGF:n
ja TGF:n kanssa, on varhaisen geenin tuote, seurattiin
VGF-geenin ilmentymistd BSC-1l-soluviljelmissd, joita kési-
teltiin sytosiiniarabinosidilla (AraC) heti viruksen ad-
sorboitumisjakson (1 tunti) j&lkeen. AraC:n aiheuttama
DNA-synteesin esto salpaa mythdisten Vacciniageenien il-
mentymistd, kun taas varhaisten geenien ilmentyminen ei
hdiriinny samalla tavalla. VGF:n tuotanto ei estynyt
AraC:1lla késitellyissd viljelmissd, vaan lis8&ntyi yli
kaksinkertaiseksi infektoituihin vertailuviljelmiin n&hden
mitattuna 13 ja 24 tuntia infektoinnin jdlkeen. VGF:n tuo-

tantom#drid oli riippuvainen my®s virusinokulaatista (tau-
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lukko VII). Pesdkkeenmuodostusyksikdiden (PFU) suhteen so-
luihin ollessa 20:1, havaittiin viljelmdsupernatanteissa
noin 3 ng-EGF-ekvivalenttia VGF:8d/ml 24 tunnin kuluttua
infektoinnista. VGF~tuotanto oli verrannollinen infektoi-
vien yksik®iden lukum#drédsn; BSC-l-viljelmiss&, jotka in-
fektoitiin m&&rilld 40 ja 80 PFU/solu havaittiin noin 6 ja
vastaavasti 10 ng-EGF-ekvivalenttia tuotetta.

Taulukko VII: Infektoivan viruksen m88r&n vaikutus

VGF:n vapautumiseen

Virusmddra Vapautunut VGF
PFU/solu EGF-ekvivalentteja
(ng/ml)
- 0]
10 2,7
20 4,5
40 6,1
80 10,0

VGF:n osittainen puhdistus

VV-infektoiduissa BAS-l-soluissa esiintyvd EGF:n
kanssa kilpaileva aktiivisuus eristettiin osittain puh-
distuneena wuuttamalla viljelmdsupernatantit hapolla 24
tunnin kuluttua infektoinnista. VV-infektoitujen soluvil-
jelmien supernatanteissa saadut, hapolla liuenneeseen muo-
toon saatetut polypeptidit (10,5 mg) laitettiin BioGel P-
10 -kolonniin, joka oli tasapainotettu 1 M etikkahapolla,
ja tutkittiin kustakin fraktiosta EGF:n kanssa kilpaileva
aktiivisuus. Pddosa EGF:n kanssa kilpailevasta aktiivisuu-
desta (fraktio 42) eluoitui vdhan hiilihappohydraasimark-
kerin (MP = 29 000) j&lkeen, ja sen ndenndinen molekyyli-
paino oli 25 000. Fraktioissa, jotka vastasivat EGF:n tai
rotan TGF:n tunnettuja eluoitumiskohtia (fraktio 100 ja
vastaavasti 78), ei havaittu merkittavida aktiivisuutta
tdlla pylvaalla. VGF-aktiivisuushuippu (fraktio 42 - 44)
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kdytettiin mydhempiin biologisiin kokeisiin. Molekyylipai-
no varmistettiin k&yttdmdlld perdkkdin kytkettyj& Bio-Sil
TSK 250 -HPLC-loppupuhdistuskolonneja, EGF:n kanssa kil-
paileva aktiivisuus eluoitui kokonaan suurimpana piikkind
alueella, joka vastasi proteiinimarkkeria MP = 25 000.

EGF:n ja TGF:n immunologinen vertailu

TGF:n ja VGF:n vertailemiseksi tarkemmin viimek-
si mainittu tutkittiin edelld kuvatulla tavalla kompeti-
tiivisella radioimmuunimdsritykselld TGF:n suhteen. M3&ri-
tykselld pystytddn erottamaan EGF TGF:st& ja tunnistamaan
rotta- ja ihmis-TGF:n pieni- ja suurimolekyyliset muodot
(Linsley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985) 365
-369). Rotan TGF kilpaili tehokkaasti '**I-leimatun TGF-pep-
tidin Kkanssa sitoutumisesta vasta-aineeseen; k8yré& oli
samanlainen kuin leimaamattoman TGF-peptidin. Havaittiin
antigeenin 50-%:inen syrjdytyminen vasta-aineesta antigee-
nipitoisuuden ollessa noin 0,2 - 0,3 ng-EGF-ekvivalenttia.
Kun tutkittiin VGF:&4 vastaavina pitoisuuksina, ei havait-
tu kilpailua, mikd viittaa siihen, ettei VGF ole TGF-pep-
tidiryhmdn jdsen ainakaan immunologisten ominaisuuksien
suhteen. Kompetitiivisessa radioimmuunimd@&drityksessa luon-
non EGF:n suhteen VGF-valmisteet saivat aikaan hyvin pie-
nen (<10 %) '*I-leimatun EGF:n syrjiytymisen luonnon
EGF:n polyklonaalisesta vasta-aineesta.

VGF:n biologinen aktiivisuus

Havaitun VGF:n md8rd (>2 000 ng/l) oli v&hintaan

vyhtd kertalukua suurempi kuin TGF-m&&rd parhaimmassa TGF:n

tuottajassa, Snyder-Theilen -kissan sarkoomaviruksella ei-
produktiivisesti transformoiduissa Fischer-rotan alkioso-
luissa (FRE).

TGF:std8 riippuvassa pehmytagarkokeessa, jossa mi-
tataan tarttumiskohdasta riippumatonta solukasvua, VGF
stimuloi rotan munuaissolut muodostamaan progressiivisesti
kasvavia pesdkkeitd pehmytagariin. Nanogrammaekvivalenttia
kohden laskettuna osittain puhdistettu VGF-valmiste tuotti
102 pesdakettd, kun taas EGF ja TGF tuottivat 120 ja vas-
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taavasti 154 pesdkettd. (On mahdollista, ettd osittain
puhdistetuissa VGF-valmisteissa esiintyvdt kontaminoivat
aktiivisuudet vaikuttavat kvantitatiiviseen tulokseen t&-
man tyyppisessd biologisessa kokeessa.)

VGF 0li my8s voimakkaasti mitogeeninen tutkittuna
erilaisten viljeltyjen fibroblastien suhteen. Kdytettdessa
madrisd, jotka saavat aikaan vastaavan sitoutumisen EGF-re-
septoreihin, seerumivajauksessa viljellyille (48 tuntia)
minkin fibroblasteille (jotka sisdltdvidt suhteellisen run-
saasti kalvon EGF-reseptorikohtia), VGF sai aikaan DNA-
synteesin lisd&ntymisen 78 %:1la verrattuna stimuloimat-
tomiin seerumivajauksessa kasvatettuihin soluihin, kun
taas hiiren leuanalussylkirauhas-EGF:11& havaittiin deok-
siuridiinin oton lisd&ntyminen 59 %:1la. VGF:n mitogeeni-
nen vaikutus on siten vd8hintd&n yhtd voimakas kuin EGF:n.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd biologisesti aktiivisten polypepti-
dien valmistamiseksi, joilla on kaava

5 10
Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-R-Cys-Pro-Asp-Ser-His-Thr-

15 20 25
Gln-R'-Cys-Phe-His-Gly-Thr-Cys-Arg-R"-Leu-Val-Gln-

30 35
Glu-R'-Lys-Pro-Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-Gly-R'"-

40 45 50
Val-Gly-R’-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala

jossa R on Asp tai Lys, R' on Phe tai Tyr, R" on Ser tai
Phe, R'" on Phe tai Tyr, R! on Asp tai Glu ja R* on Ala tai
Val, tai ndiden polypeptidien aminohapposekvenssin 1 - 13,
34 - 43, 34 - 50 tai 39 - 50 k&sittdvien oligopeptidifrag-
menttien valmistamiseksi, t unne t tu siitd, etta

a) aminohapot liitetd&n perdkkdin polypeptidin tai
oligopeptidin kaavan mukaisessa ja&rjestyksessd tavanomai-
sella kiinte&dfaasimenetelmdlld sopivalla kantajalla, tai

b) muodostetaan synteettisesti kaksis#8ikeinen DNA-
sekvenssi, joka koodaa polypeptidirakenteen aminohapposek-
venssid, kaksisdikeinen DNA liitet&dn kloonausvdlineen tai
-vektorin sopivaan kohtaan yhdistelm&-DNA-molekyylin muo-
dostamiseksi ja transformoidaan sopiva is&nt& maini-ulla
yhdistelm&-DNA-molekyylilld polypeptidin ilmentymisen ai-
kaansaamiseksi, tai

c) eristetddn homogeeninen muuntokasvutekijé-
polypeptidi vesipitoisesta v#liaineesta, joka sisidltad
tdmdn muuntokasvutekijdpolypeptidin epdpuhtaassa muodossa,
menetelmdlld, joka kdsittdd8 seuraavat vaiheet:

(1) dialysoidaan vesipitoinen vdliaine, joka sisdl-
t44 muuntokasvutekijdn epdpuhtaassa muodossa, vesipitoista
etikkahappoa vastaan antamaan liuotinfaasi, joka sisdltda
muuntokasvutekijidpolypeptidia ja joka faasi vdkev®iddin ja

valinnaisesti selkeytetdén,
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(2) muodostetaan vaiheen 1) vdkevdity liuotinfaasi
uudelleen vesipitoisella etikkahapolla ja saatetaan uudel-
leenmuodostettu liuos geelisuodatuskromatografiaan viemdl-
14 uudelleenmuodostettua liuosta geelisuodatuskromatogra-
fiapylvadseen, jota on tasapainotettu vesipitoisella etik-
kahapolla, ja eluoidaan vesipitoisella etikkahapolla elu-
aatin valittujen fraktioiden saamiseksi, jotka sisdltdvit
muuntokasvutekijépolypeptidid puhtaampana, ja valitut
fraktiot yhdistetddn ja vdkevdidddn, jolloin saadaan osit-
tain puhdistettu, muuntokasvutekij8polypeptidid sis&dltava
tuote,

(3) saatetaan vaiheen (2) osittain puhdistettu,
muuntokasvutekijédpolypeptidid sisdltév8 tuote perdkkdiseen
kdidnteisfaasikorkeapainenestekromatografiaan viemdlla tuo-
te, uudelleenmuodostamisen j&lkeen vesipitoiseen tri-
fluorietikkahappoon, yhden tai useampien hiilivetysidot-
tujen piihappomatriisipylvadiden 18pi, jotka on tasapaino-
tettu vesipitoisella trifluorietikkahapolla, korkeapaine-
nestekromatografian olosuhteissa, jolloin pylvd8n alkuelu-
ointi suoritetaan kdyttden lineaarista asetonitriiligradi-
enttia vesipitoisessa trifluorietikkahapossa ja sen jal-
keen pylvdseluointi, joka suoritetaan ensimmdisestd kor-
keapainenestekromatografiavaiheesta saaduille, yhdiste-
tyille, muuntokasvutekijépolypeptidid sisdltdville frak-
tioille, toteutetaan k#yttden lineaarista l-propanoligra-
dienttia vesipitoisessa trifluorietikkahapossa, jolloin 1l-
propanolin gradienttia nostetaan riittdv&n pienind l-pro-
panolin vdkevyyslisdyksind antamaan muuntokasvutekijapoly-
peptidi yhtend ainoana selvdnd8 huippuna homogeenisend po-
lypeptidina.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd3,
tunnettu siitd, ettd R on Asp, R' on Phe, R'" on
Tyr, R' on Asp ja R? on Ala.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

tunnettusiitd, ettd valmistetaan oligopeptidifrag-
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mentti, joka kdsittdd aminohapposekvenssin

A) Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Lys-Cys-
Pro-Asp-Ser-His-Thr

B) Cys~-His-Ser-Gly-Tyr-val-Gly-Val-Arg-Cys

C) Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-
Ala-Asp-Leu-Leu-Ala tai

D) Val-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd valmistetaan oligopeptidi-
fragmentti, joka k&sittdd aminohapposekvenssin
Cys-His~Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Ala-Arg-Cys.

5. Patenttivaatimuksen 1 kohdan c) mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd vesipitoinen viliai-
ne, joka sisdltd84 muuntokasvutekijédpolypeptidid ep&dpuh-
taassa muodossa, on kehon neste, joka sisdltdi3 muuntokas-
vutekijan, tai vesipitoinen vdliaine, joka on k&sitelty
muuntokasvutekijd8 tuottavalla solulinjalla.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen menetelmi,
tunnettusiitd, ettd homogeeninen muuntokasvuteki-
japolypeptidi on ihmisen muuntokasvutekijdpolypeptidi.

7. Patenttivaatimuksen 1 kohdan c) mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd vesipitoinen v3liaine,
joka sis&ltd&d muuntokasvutekijdpolypeptidid epdpuhtaassa
muodossa, on seerumiton vdliaine, joka sis#dlt#83 muuntokas-
vutekijdd tuottavan elinkykyisen solulinjan.
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Patentkrav

1. F6rfarande fdr framstdllning av biologiskt akti-
va polypetider med formeln

5 10
Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-R~Cys-Pro-Asp-Ser-His-Thr-

15 20 25
Gln-R'-Cys-Phe-His-Gly-Thr-Cys-Arg-R"-Leu-Val-Gln-

30 35
Glu-R'-Lys-Pro-Ala-Cys-Val-Cys-His-Ser-Gly-R'"-

40 45 50
Val-Gly-R’-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-Leu-Ala

vari R 8r Asp eller Lys, R' 4r Phe eller Tyr, R" &r Ser
eller Phe, R'" 4r Phe eller Tyr, R' &r Asp eller Glu och R’
4r Ala eller Val, eller f6r framstdllning av oligopeptid-
fragmenter, omfattande aminosyrasekvensen 1 - 13, 34 - 43,
34 - 50 eller 39 - 50 hos dessa polypeptider, k 8 n n e-
tecknat dirav, att man

a) kopplar aminosyror efter varandra i en £61jd
enligt formeln f6r polypeptiden eller oligopeptiden me-
delst ett konventionellt fastfasfdérfarande pd en lamplig
bdrare, eller

b) bildar syntetiskt en dubbelstrdngad DNA-sekvens,
som kodar aminosyrasekvensen hos polypeptidstrukturen,
kopplar den dubbelstréngade DNA:n till ett ldmpligt stdlle
i ett kloningsmedel eller -vektor f6r bildande av en re-
kombinant-DNA-molekyl och transformerar en l&mplig v&rd
med ndmnda rekombinant-DNA-molekyl f&6r 4&stadkommande av
expression av polypeptiden, eller

c) isolerar en homogen transformerande tillvaxtfak-
torpolypeptid ur ett vattenhaltigt medium innehdllande
denna transformerande tillvdxtfaktor i oren form med ett
forfarande, som omfattar fdljande steg:

1) ett vattenhaltigt medium innehdllande trans-
formerande tillvaxtfaktor i oren form dialyseras mot vat-

tenhaltig dttiksyra f6r erhdllande av en l8sningsfas, som
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innehdller den transformerande tillv#&xtfaktorpolypeptiden
och som koncentreras och eventuellt gérs klar,

2) den koncentrerade ldsningsfasen fran steget 1)
bildas pa nytt med vattenhaltig dttiksyra och den pd& nytt
bildade 1l6sningen underkastas gelfiltreringskromatografi
genom att leda den pd nytt bildade l6sningen till en gel-
filtreringskromatografikolonn, vilken har balanserats med
vattenhaltig &dttiksyra, och elueras med vattenhaltig &t-
tiksyra fo6r erhdllande av valda eluantfraktioner, som in-
nehdller den transformerande tillvaxtfaktorpolypeptiden i
en renare form, och de valda fraktionerna kombinera:s och
koncentreras for erhallandet av en partiellt renad produkt
innehdllande den transformerande tillvdxtfaktorpolypep-
tiden,

3) den partiellt renade produkten innehdllanda den
transformerande tillvaxtfaktorpolypeptiden fran stegst 2)
underkastas sekventiell omvdndfashdgtrycktsva&tskekromato-
grafi genom att leda produkten, efter 4&terbildningen i
vattenhaltig trifluordttiksyra, genom en eller flera kol-
vetebundna, kieselsyramatriskolonner, vilka har balanse-
rats med vattenhaltig trifluoridttiksyra, i hoégtryckts-
védtskekromatografiférhdllanden, varvid den initiella ko-
lonnelueringen utfdrs under anvdndande av en linedr aceto-
nitrilgradient i wvattenhaltig trifluoridttiksyra och ef-
terféljande kolonnelueringen, vilken utfdrs med de kombi-
nerade, transformerande tillvé&xtfaktorpolypeptidhaltiga
fraktionerna fran det initiella hogtrycktsvédtskekromato-
grafisteget, under anvd&ndande av en linedr l-propanolgra-
dient i vattenhaltig trifluori#ttiksyra, varvid 1l-propa-
nol-gradienten &kas i tillrdckligt sma 1l-propanol-kon-
centrationsinkrement f6r erhdllande av den transformerande
tillvadxtfaktorpolypeptiden, som en enda distinkt topp i
form av en homogen polypeptid.

2. Fd6rfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e-
tecknat ddrav, att R 8r Asp, R' dr Phe, R'" &r Tyr,
R' &r Asp och R’ &r Ala.



10

15

20

25

30

63 81565

3. Forfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e-
t e c k nat darav, att man framstdller en oligopep-

tidfragment, som innehdller aminosyrasekvensen

A) Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Lys-Cys-
Pro-Asp-Ser-His-Thr

B) Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Val-Arg-Cys

C) Cys-His-Ser-Gly-Tyr-Val-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-

Ala-Asp-Leu-Leu-Ala eller
D) Val-Gly-Val-Arg-Cys-Glu-His-Ala-Asp-Leu-~Leu-Ala.

4., Forfarande enligt patentkravet 1, k 8 n n e-

t eckna t darav, att man framstdller en oligopep-
tidfragment, som innehdller aminosyrasekvensen

Cys-His-Ser-Gly-Tyr-vVal-Gly-Ala-Arg-Cys.

5. Fdrfarande enligt steget c) i patentkravet 1,
kd8nnetecknat darav, att det vattenhaltiga me-
-diet, som innehdller den transformerande tillvaxtfaktor-
polypeptiden i oren form, &r en kroppsvatska, som in-
nehdller den transformerande tillvdxtfaktoren, eller ett
vattenhaltigt medium, som behandlats med en cell-linje,
som producerar den transformerande tillvaxtfaktoren.

6. Forfarande enligt patentkravet 5, k @8 n n e-

t e c knat darav, att den homogena transformerande
tillvaxtfaktorpolypeptiden &r en human transformerande
tillvaxtfaktorpolypeptid.

7. Forfarande enligt steget c¢) i patentkravet 1,
kdnnetecknat darav, att det vattenhaltiga me-
diet, som innehdller den transformerande tillvaxtfaktor-
polypeptiden i oren form, &r ett serumfritt medium, som
innehdller en transformerande tillvdxtfaktor producerande,

livsduglig cell-linje.
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