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éi§tény a izolovany polypeptid, jeho pouZiti, DNA sekvence pro jeho expresi a farmaceu-
ticka kompozice

Oblast techniky

Vynélez se tyka cCisténého a izolovaného polypeptidu, vykazujiciho hematopoetickou
biologickou vlastnost pfirozen& se vyskytujiciho faktoru kmenovych bunék, Jeho pouziti pro
vyrobu léCiv, DNA sekvence pro jeho expresi a farmaceutické kompozice na béazi tohoto peptidu.

Dosavadni stav techniky

Lidsky krev-vytvétejici (hematopoeticky) systém je slozen z variant bilych krvinek (zahrujicich
neurofily, makrofégy, basofily, mast buiiky, eosinofily, T a B buiiky), Cervenych krvinek
(arytrocytit) a bungk, vytvéfejicich sraZeninu (megakaryocyty, destitky).

Predpoklada se, Ze malé mnoZstvi jistych hematopoetickych ristovych faktor odpovida za
diferenciaci malého mnoZstvi ,kmenovych bun&k® (»stem cells*) v ruznych progenitorech
krevnich bun€k pro ohromnou proliferaci téchto bun&k a nevratnou diferenciaci zralych bun&k
ztéchto linii. Za normélnich podminek funguje hematopoeticky regeneralni systém dobfe.
Jakmile je stresovdn chemoterapii, radiaci nebo ptirozenym myelodysplastickym poru3enim,
vyskytne se u pacienta ur€ité obdobi, béhem n&hoZ jsou pacienty postiZeni va¥nou leukopenii,
anémii nebo trombocytopenii. Vyvoj a uziti hematopoetickych faktori urychluje regeneraci
kostni dfené b&hem této nebezpeéné faze.

V jistych virové indukovanych poruchach, jako je syndrom ziékané imunodeficience (AIDS),
mohou byt krevni elementy jako jsou T-buiiky, specificky zniSeny. Zvyseni produkce T bunék
mizZe byt v takovych ptipadech terapeutické.

ProtoZe hematopoetické ristové faktory jsou ptitomné v extrémn& malych mnoZstvich, je jejich
detekce a identifikace provadéna fadou zkousek, které dosud jediné ¢ini rozdil mezi riznymi
faktory, na bazi stimula¢nich G¢inki na kultivované butiky p¥i umélych podminkach.

Aplikace rekombinantnich genetickych technik byla vyjasnéna pochopenim biologickych aktivit
Jjednotlivych ristovych faktord. Napfiklad aminokyselinové a DNA sekvence pro lidsky
erytropoetin (EPO), ktery stimuluje produkci erytrocytd, byla ziskana (viz Lin, US patent
4703008, ktery je zde uveden jako odkaz). Rekombinantni metody byly také aplikovany pro
izolaci ¢cDNA pro stimulaéni faktor lidskych granulocytovych bunék, G-CSF (viz Souza,
US patent €. 4810643, uvedeny zde jako reference) a stimulujici faktor lidskych granulocytovych
makrofédgovych bungék (GM-CSP) /Lee a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82 4360-4364
(1985), Wong a spol., Science, 228, 810-814 (1985)/, my3$i G— a GM~CSF /Yokota a spol., Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA), 81, 1070 (1984), Fung a spol., Nature, 307, 233 ( 1984), Gough a spol.,
Nature, 309, 763 (1984)/ a lidské makrofagové kolonie stimulujici faktor (CSF-1) /Kawasaki
a spol., Science, 230, 291 (1985)/.

High Proliferative Potential Colony Forming Cell (HPP-CFC) zkouskovy systém testuje &innost
faktorl v rannych hematopoetickych progenitorech /Zont., J. Exp. Med. 159, 679—690 (1984)/.
V literatufe existuje mnoZstvi zprav o faktorech, které jsou aktivni v HPP-CFC zkousce. Zdroje
téchto faktori jsou uvedeny v tabulce 1. Nejlépe charakterizované faktory Jjsou uvedeny déle.

Aktivita v upraveném médiu lidské sleziny byla pojmenovana synergicky faktor (SF). Nékolik
lidskych tkani a lidskych a mySich bun&¢nych linii produkuje SF oznaceny SF-1, ktery je
synergicky s CSF-1 ke stimulaci rané HPP-CFC. SF-1 byl zji$tén v upraveném médiu bunék
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lidské sleziny, lidské placenty, 5637 bunék (buriky karcinomu méchyie) a EMT—6 bunék (linie
bunék karcinomu prsni zldzy mysi). Totoznost SF-1 je pravé uréovina. Pocéteéni vysledky
ukazovaly aktivitu SF—1 z buné¢né linie 5637, prevySujici aktivitu interleukinu /Zsebo a spol.,
Blood, 71, 962-968 (1988)/. Dalsi vysledky ukazaly, Ze kombinace interleukin—-1 (IL-1) plus
CSF-1 nemize stimulovat stejnou tvorbu kolonii, jakou je mozno ziskat s SCF-1 plus ¢aste¢né
¢iSténymi pripravky z 5637 upraveného média /McNiece, Blood, 73,919 (1989)/.

Synergicky faktor, pfitomny v extraktu z délohy bfezi mysi, je CSF—1. WEHI-3 buiiky (bunéna
linie bun€k mysi myelomonocytové leukemie) produkuji synergicky faktor, ktery se zda byt
totozny s IL-3. Jak CSF-1, tak IL-3 stimulujici hematopoetické progenitory, které jsou zralejsi
nez cileny SF-1.

Bylo prokazano, Ze jina tfida synergickych faktorti je pfitomna v médiu z bunék TC-1 (buiky
odvozené ze stromatu kostni dfeng). Tato bunétna linie produkuje faktor, ktery stimuluje rané
myeloidni a lymfoidni buné€¢né typy. Byl pojmenovan jako hemolymfopoeticky ristovy faktor 1
(HLGF-1). M4 zjevnou molekulovou hmotnost 120 000 /McNiece a spol., Exp. Hematol., 16,
383 (1988)/.

Ze znamych interleukind a CSFs, IL-1, IL-3 a CSF-1 byly identifikovany jako aktivni ve
zkousce HPP-CFC. Dalsi zdroje synergické aktivity, uvedené v tabulce 1, nebyly strukturné
identifikovany. Vztazeno na polypeptidovou sekvenci a profil biologické aktivity, tyka se
predloZeny vynalez molekul, které se 1i8i od IL—1, IL-3, CSF-1 a SF-1.

Tabulka 1

Ptipravky obsahujici faktory aktivni v HPP-CFC zkousce

Zdroj! odkaz

CM lidské sleziny (Kriegler, Blood, 60, 503 (1982))

CM mysi sleziny (Bradley, Exp. Hematol. Today
Baum. ed., 285 (1980))

CM krysi sleziny (Bradley, supra, (1980))

CM mysich plic (Bradley, supra, (1980))

CM lidské placenty (Kriegler, supra (1982))

pregnantni mysi déloha

(Bradley, supra, (1980))

GTC-CCM (Bradley, supra (1980))

RH3 CM (Bradley, supra (1980))

PHA PBL (Bradley, supra (1980))

WEHI-3B CM (McNiece, Cell. Ciol. Int. Rep., 6, 243 (1982))
EMT-6 CM (McNiece, Exp. Hematol., 15, 854 (1987))
CM L-bunék (Kriegler, Exp. Hematol., 12, 844 (1984))
5637 CM (Stanley, Cell, 45, 667 (1986))

TC-1 CM (Song, Blood, 66, 273 (1985))

! CM = upravena média
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Pfi parenteralnim podani jsou proteiny &asto a rychle odstranény z ob&hu a mohou zde tak
vyvolat relativné kratkou farmakologickou aktivitu. Mohou tedy byt potfebné casté injekce
relativné velkych dévek bioaktivnich proteinii k udrZeni terapeutické pusobnosti. Proteiny
modifikované kovalentnim spojenim s polymery rozpustnymi ve vodg, Jjako je polyethylenglykol,
kopolymery polyethylenglykolu a polypropylenglykolu, karboxymethylceluléza, dextran,
polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon nebo polyprolin, jsou zndmé tim, ze vykazuji podstatné
del3i polotas vkrvi po intravenézni injekci nez odpovidajici nemodifikované proteiny
(Abuchowski a spol., v: ,,Enzymes as Drugs®, Holcenberg a spol., vyd. Wiley-Interscience,
New York, NY, 367-383 (1981), Newmark a spol., J. Appl. Biochem. 4: 185-189 (1982) a Katre
aspol.,, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 1487-1491 (1987)). Takové modifikace mohou také
zvySovat rozpustnost proteinu ve vodnych roztocich, eliminovat agregaci, zvysit fyzikalni
a chemickou stabilitu proteinu a zna&n& sniZit imunogenicitu a antigenicitu proteinu. Vysledkem
Je, Ze poZzadované biologické aktivity in vivo je moZno doséhnout podénim takového aduktu
polymer—protein s men3i frekvenci nebo v mensich davkéch, nez v pfipadé nemodifikovaného
proteinu.

Pfipojeni polyethylenglykolu (PEG) k proteinu je zvla3té vyhodné, protoze PEG ma velmi
nizkou toxicitu pro savce (Carpenter a spol., Toxicol. Appl. Pharmacol., 18, 35-40 (1971)).
Napiiklad PEG adukt adenosin deaminazy byl ve Spojenych statech schvalen pro pouziti u lidi
pfi 1éCeni tézkych kombinovanych syndromi imunodeficience. Druhou vyhodou spojenou
s konjugaci s PEG je G&inna redukce imunogenicity a antigenicity heterolognich proteind.
Naptiklad PEG adukt lidského proteinu miZe byt uzite&ny pro lé&bu chorob v Jinych savéich
druzich bez rizika vyvolani t&zké imunologické odpovédi.

Polymery jako je PEG mohou byt vhodn& navazény na jeden nebo vice reaktivnich amino-
kyselinovych zbytki v proteinu, jako je alfa-aminoskupina aminokonce aminokyseliny, epsilon—
aminoskupina vedlejsiho fetézce lysinu, sulthydrylové skupiny vedlejsiho fetézce cysteinu,
karboxylové skupiny aspartylového a glutamylového vedlejiiho Fetdzce, alfa—karboxylova
skupina karboxyl-koncové aminokyseliny, tyrosinové vedlejsi fetzce, nebo k aktivovanym
derivatim glykosylovanych fetézci, pfipojenym k urditym asparaginovym, serinovym nebo
threoninovym zbytkim.

Bylo popsano mnoZstvi aktivovanych forem PEG vhodnych pro piimou reakci s proteiny.
Vhodné PEG reaktanty pro reakci s proteinovymi aminoskupinami zahrnuji aktivni estery
karboxylové kyseliny nebo karbonatové derivaty, vyhodné ty, ve kterych odstépitelné skupiny
Jsou N-hydroxysukcinimid, p-nitrofenol, imidazol nebo 1-hydroxy-2-nitrobenzen—4—sulfonit.
PEG derivaty, obsahujici maleimido nebo halogenacetylové skupiny, Jjsou vhodnymi reaktanty
pro modifikaci proteint prostych sulfhydrylovych skupin. Podobng&, PEG reaktanty, obsahujici
aminové, hydrazinové nebo hydrazinové skupiny, jsou vhodné pro reakci s aldehydy
generovanymi jodistanovou oxidaci karbohydratovych skupin v proteinech.

Piedmétem piedkladaného vynélezu je poskytnuti faktoru, ktery zpusobuje rist ranych
hematopoetickych progenitorovych bungk.

Podstata vynilezu

Pfedmé&tem vynélezu je &istény a izolovany polypeptid, majici celou nebo &astednou primarni
strukturu sekvence, uvedené na obr. 15C, poptipadé s methioninovym zbytkem na N—konci,
vykazujici hematopoetickou biologickou vlastnost pfirozeng se vyskytujiciho faktoru kmenovych
bunék.
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Pfedmétem vynélezu jsou dale vyhodna provedeni ¢iSténého a izolovaného polypeptidu podle
vyse uvedeného zakladniho provedeni, ktera zahmuji:

a) ¢istény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1-183, jak je uvedena
na obr. 15C, popiipadé s dal§im methioninovym zbytkem na N—konci;

b) istény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1-165, jak je uvedena
na obr. 15C, popiipadé s dal§im methioninovym zbytkem na N—konci;

c) Cistény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1-164, jak je uvedena
na obr. 15C, popfipadé s dal§im methioninovym zbytkem na N-konci;

d) ¢istény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1-162, jak je uvedena
na obr. 15C, popripadé s dal§im methioninovym zbytkem na N—konci;

e) Cistény a izolovany polypeptid, vykazujici hepatopoetickou aktivitu stimulace riistu ranych
hematopoetickych progenitorovych bunék;

f) Cistény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci, vybranou ze skupiny,
zahrnujici nasledujici sekvence vzhledem k aminokyselinové sekvenci, uvedené na obr. 15C:
1-178, 1-173, 1-168, 1-166, 1-163, 1-161, 1-159, 1-158, 1-157, 1-148 a 1-145; a

g) Cistény a izolovany polypeptid podle provedeni, popsaného v odstavci f), obsahujici dalsi
methioninovy zbytek na N—konci.

Pfedmétem vynilezu je dale také DNA sekvence pro pouziti v expresi polypeptidovych produkti
popsanych vySe v prokaryotické nebo eukaryotické hostitelské burice, kde uvedena DNA
sekvence je vybrana z:

(a) DNA sekvenci, uvedenych na obrazku 15C, nebo jejich komplementarnich fetézci,

(b) DNA sekvenci, které ze stringentnich podminek hybridizuji k DNA sekvencim, definovanym
pod (a), nebo jejich fragmenti, a

(c) DNA sekvenci, které nebyt degenerace genetického koédu by hybridizovaly k DNA
sekvencim, definovanym v (a) a (b), pfi¢emz tyto sekvence kdéduji polypeptid, majici stejnou

aminokyselinovou sekvenci.

Pfedmétem vyndlezu jsou dale vyhodna provedeni DNA sekvence podle vySe uvedeného
zakladniho provedeni, ktera zahrnuji:

a) DNA sekvenci, zahrnujici jeden nebo vice kodond, preferovanych pro expresi v ne—savéich
burikach;

b) DNA sekvenci, obsahujici jeden nebo vice kodonii, preferovanych pro expresi v E.coli
burikach;

c) DNA sekvenci, obsahujici jeden nebo vice kodont, preferovanych pro expresi v kvasinkovych
burikach;

d) DNA sekvenci, ktera koduje expresi lidského faktoru kmenovych bunék;
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e) DNA sekvenci podle zikladniho provedeni nebo podle provedeni, uvedenych v odstavcich a)
aZz d), kterd kéduje expresi methionového zbytku na N—terminalni poloze maturované verze
uvedeného polypeptidu;

f) DNA sekvenci podle zékladniho provedeni nebo podle provedeni, uvedenych v odstavcich a)
az d), kovalentné spojenou s detekovatelnym znadenim; a

g) DNA sekvenci podle odstavce f), kde znageni je radioaktivni znadeni.

Predmétem vynélezu je dile také farmaceutickd kompozice, jejiz podstata spociva v tom, Ze
obsahuje G¢inné mnoZstvi kteréhokoliv zvyse popsanych polypeptidia podle vynalezu
a farmaceuticky pfijatelné fedidlo, pfisadu nebo nosi¢.

Pfedmétem vyndlezu je déle také pouziti kteréhokoliv z vyse popsanych polypeptidi podle
vynalezu pro vyrobu lé€iva pro hematopoetickou terapii savce.

Zejména se mizZe jednat o 1é&ivo pro

a) léCbu leukopenie, 1é¢bu trombocytopenie, 1é¢bu anémie, zvyseni pfijmu transplantatu kostni
dfeng, zvySeni obnovy kostni dfen& pfi 16&b& ozaFovanim, chemicky nebo chemoterapeuticky
indukované aplasii kostni dfend nebo myelosupresi a pro zvySovani citlivosti bunék
k chemoterapii;

b) pro zvy3eni pottu bun&k schopnych transplantace po aspiraci kostni dfené nebo periferalni
krevni leukoferesi;

¢) pro léeni AIDS, myelofibrosis, myelosklerézy, osteopordzy, metastatického karcinomu,
akutni leukemie, mnohotného myelomu, Hodgkinovy choroby lymfomu, Gaucherovy choroby,
Niemann—Pickovy choroby, Letterer-Siwovy choroby, odolné erythroblastické anémie, Di
Guglielmova syndromu, kongestivni splenomegalie, Kala azar, sarkoiddézy, primarni splenické
pancytopenie, milidrni tuberkulézy, rozseté plisiové choroby, prudké septikémie, malarie,
deficience vitaminu B,, deficience kyseliny folové a pyridoxinové deficience u savci;

d) pro Iéeni poSkozeni nervil, infertility nebo intestinalniho poskozeni u savce; a
e) pro lé€eni hypopigmenta&ni poruchy.

Pfedmétem vynalezu je i takové pouziti, kde vyrabéné 1é&ivo dale obsahuje alespoii jeden dalsi
hematopoeticky faktor, vybrany z

a) EPO, G-CSF, GM-CSF, CSF-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL—4, IL-5, IL-6, IL-7 a IGF-1;
b)IL-8,IL-9allL-10; a

c)IL-11aLlIF.

Vyse uvedené sekvence DNA mohou byt zavedeny do vhodnych vektort, témito vektory mohou
byt transformovény nebo transfekovany vhodné hostitelské buiiky, kterych pak lze pouzit

k produkci peptidi podle vynélezu.

Faktor kmenovych bunék (SCF) se mize ziskavat z materidlu, ktery jej obsahuje za pouZiti
technik ionexové chromatografie nebo/a separace kapalinovou chromatografii s reverzni fazi.
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Prodlouzeni polo€asu in vivo a zvySené ucinnosti u savci se muize dosdhnout pfevedenim
peptidii podle vynalezu na konjugéty, v nichz je SCF kovalentné konjugovany s polymerem,
ktery je rozpustny ve vodé, jako je polyethylenglykol nebo kopolymery polyethylenglykolu
a polypropylenglykolu, pri¢emz uvedeny polymer je nesubstituovany nebo je na jednom konci
substituovéan alkylovou skupinou. Pfiprava takového aduktu zahmuje reakci SCF s polymerem
rozpustnym ve vodé€, majicim alespoii jednu koncovou reaktivni skupinu, a ¢isténi vysledného
aduktu za vzniku produktu s rozSifenym ob&hovym polo¢asem a zvySenou biologickou G¢innosti.

Piehled obr. na vykresech

Obr. 1 pfedstavuje aniontovyménny chromatogram z ¢isténi savéiho SCF.
Obr. 2 predstavuje chromatogram z gelové filtrace z ¢isténi savéiho SCF.

Obr. 3 predstavuje chromatogram na aglutininu z pSeni¢nych klicki—agaroze z ¢isténi savéiho
SCF.

Obr. 4 predstavuje kationtovyménny chromatogram z €isté€ni savéiho SCF.
Obr. 5 predstavuje C,4 chromatogram z ¢iSténi sav¢éiho SCF.

Obr. 6 predstavuje elektroforézu na dodecylsulfat sodny (SDS)-polyakrylamidovém gelu
(PAGE) (SDS-PAGE) frakci z C4 kolony z obr. 5.

Obr. 7 predstavuje analyticky C, chromatogram savéiho SCF.

Obr. 8 predstavuje SDS—-PAGE C, kolonovych frakci z obr. 7.

Obr. 9 piedstavuje SDS—PAGE ¢isténého savciho SCF a deglykosylovaného savéiho SCF.
Obr. 10 pfedstavuje analyticky chromatogram ¢&i§téného savéiho SCF.

Obr. 11 pfedstavuje aminokyselinovou sekvenci sav¢iho SCF, odvozenou ze sekvenovani
proteinu.

Obr. 12 pfedstavuje

A. oligonukleotidy krysi SCF cDNA,
B. oligonukleotidy lidské SCF DNA,
C. univerzalni oligonukleotidy.

Obr. 13 piedstavuje

A. schéma vystavby fetézce polymerizou (PCR) amplifikaci krysi SCF cDNA,
B. schéma PCR amplifikace lidské SCF cDNA.

Obr. 14 predstavuje
A. sekvenéni strategii pro krysi genomovou DNA,

B. sekvenci nukleokyselin krysi genomové DNA,
C. sekvenci nukleokyselin krysi SCF ¢cDNA a aminokyselinovou sekvenci krysiho SCF proteinu.
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Obr. 15 predstavuje

A. strategii sekvenovani lidské genomové DNA,

B. sekvenci nukleové kyseliny lidské genomové DNA,

C. kompozic sekvence nukleové kyseliny lidské SCF ¢cDNA a aminokyselinové sekvence SCF
proteinu.

Obr. 16 predstavuje sefazené aminokyselinové sekvence lidského, opitiho, psiho, mysiho
a krysiho SCF proteinu.

Obr. 17 piedstavuje strukturu expresniho vektoru V19.8 SCF sav&ich bun&k.
Obr. 18 predstavuje strukturu expresniho vektoru pDSVE.1 sav&ich CHO bungk.
Obr. 19 pfedstavuje strukturu E.coli expresniho vektoru pPCFM1156.

Obr. 20 predstavuje

A. radioimunostudii sav&iho SCF,
B. SDS-PAGE imunitné vysraZzeného sav&iho SCF.

Obr. 21 pfedstavuje Western analyzy rekombinantniho lidského SCF.
Obr. 22 predstavuje Western analyzy rekombinantniho krysiho SCF.

Obr. 23 pfedstavuje sloupcovy diagram u¢inku COS-1 buitkami produkovaného rekombi-
nantniho krysiho SCF na transplantaci kostni dfené.

Obr. 24 predstavuje G¢inek rekombinantniho krysiho SCF na légeni makrocytické anémie my3i
Steel.

Obr. 25 predstavuje periferni bilé krvinky (WBC) u my3i Steel, oSetfenych rekombinantnim
krysim SCF.

Obr. 26 pfedstavuje poCet desticek u mysi Steel, o3etfenych rekombinantnim krysim SCF.

Obr. 27 predstavuje rozdil vpoitu WBC u Steel my3i, oletfenych rekombinantnim
SCF'"'“PEG25.

Obr. 28 predstavuje lymfocytové subsety Steel mysi, o3etfenych rekombinantnim krysim
SCF'"'*PEG25.

Obr. 29 predstavuje i€inek rekombinantni lidské sekvence SCF pfi o3etfeni normalnich primatii
se zvySenym poctem perifernich WBC.

Obr. 30 ptedstavuje ¢inek rekombinantni lidské sekvence SCF pfi oSetfeni normélnich priméti
na zvySeni po¢tu hematokritti a desti¢ek.

Obr. 31 pfedstavuje fotografie

A. kolonif lidské kostni dfeng, stimulované rekombinantnim lidskym SCF H(’z,
B. Wright-Giemsa vybarvenych bun&k z kolonii na obr. 31A.
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Obr. 32 piedstavuje SDS-PAGE frakci z chromatogramu na sloupci S—Sepharosy, uvedeného na
obr. 33

A. s redukénim éinidlem,
B. bez redukéniho ¢inidla.

Obr. 33 je chromatogram rekombinantniho lidského SCF, odvozeného z E.coli na S-Sepha-
rosové koloné.

Obr. 34 ptedstavuje SDS-PAGE frakci C4 kolony z chromatogramu, uvedeného na obr. 35

A. s redukénim €inidlem,
B. bez redukéniho ¢inidla.

Obr. 35 je chromatogram rekombinantniho lidského SCF, odvozeného z E.coli na C, kolonég.

Obr. 36 je chromatogram na kolon& Q-Sepharosy z CHO odvozeného rekombinantniho krysiho
SCF.

Obr. 37 je chromatogram C; kolony rekombinantniho krysiho SCF, odvozeného od CHO.
Obr. 38 predstavuje SDS-PAGE frakci C4 kolony z chromatogramu, uvedeného na obr. 37.

Obr. 39 predstavuje SDS-PAGE ¢isténého z CHO odvozeného rekombinantniho krysiho SCF
pied a po deglykosylaci.

Obr. 40 predstavuje

A. gelovou filtraéni chromatografii reakéni smési rekombinantniho krysiho pegylovaného
SCFI_I64,

B. gelovou filtraéni chromatografii rekombinantniho krysiho SCF''%

, nemodifikovaného.
Obr. 41 pfedstavuje radioaktivné znaceny SCF, vazany k €erstvym leukemickym blastim.

Obr. 42 predstavuje sekvenci lidské SCF cDNA, ziskanou z HT1080 fibrosarkomové bunééné
linie.

Obr. 43 piedstavuje autoradiograf z COS—7 bunék exprimujicich lidsky SCF'** a CHO bungk
exprimujicich lidsky SCF'™'%.

Obr. 44 predstavuje cDNA sekvenci lidského SCF, ziskaného z linie 5637 buné&k kafcinomu
méchyfe.

Obr. 45 predstavuje zvySeni preZiti ozafenych mysi po oSetfeni SCF.

Obr. 46 predstavuje zvySeni pieziti ozafenych mysi po transplantaci kostni diené s 5 % stehenni
kosti a oSetfeni SCF.

Obr. 47 predstavuje zvySeni preZiti ozafenych my$i po transplantaci kostni dfené 0,1 a 20 %
stehenni kosti a oSetfeni SCF.

Mnozstvi aspekti a vyhod pfedloZeného vynalezu bude zifejmé odbornikim z nasledujiciho
podrobného popisu, ktery slouzi kilustraci praktického provedeni vynilezu v jeho zvlasté
vyhodnych provedenich.
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Podrobny popis vynilezu

V souladu s pfedlozenym vynalezem je poskytnut novy Cistény a izolovany polypeptid,
obsahujici aminokyselinovou sekvenci, uvedenou na obr. 15C.

Dile je poskytnut €i§tény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1 a%
183, jak je uvedena na obr. 15C, popfipadé s dal$im methioninovym zbytkem na N—konci.

Dile je poskytnut ¢istény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1 az
165, jak je uvedena na obr. 15C, poptipadé s dal$im methioninovym zbytkem na N—konci.

Dile je poskytnut Cistény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1 a?
164, jak je uvedena na obr. 15C, pop¥ipad€ s dal$im methioninovym zbytkem na N-konci.

Dile je poskytnut &idtény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci 1 az
162, jak je uvedena na obr. 15C, poptipadé s dal§im methioninovym zbytkem na N-konci.

Vyraz ,faktor kmenovy bun&k“ nebo ,,SCF¥, jak je zde pouzit, se vztahuje na pfirozené se
vyskytujici SCF (tj. pfirozeny lidsky SCF), jakoz i na ptirozeng se nevyskytujici (tj. odli$né od
piirozen& se vyskytujicich) polypeptidy, majici aminokyselinové sekvence a glykosylaci
dostatené shodnou s témito vlastnostmi ptirozené se vyskytujiciho faktoru kmenovych bunék
tak, aby poskytla schopnost hematopoetické biologické aktivity pfirozené se vyskytujiciho
faktoru kmenovych bungk. Faktor kmenovych bunék ma schopnost stimulovat rist ranych
hematopoetickych progenitorti, které jsou schopné zréni na erytrocyty, megakaryocyty,
granulocyty, lymfocyty a makrofagy. Légba saveli pomoci SCF pfinesla vysledky v absolutnim
zvyseni pottu hematopoetickych bungk jak myeloidni, tak mylfoidni linie. Jednou z hlavnich
charakteristik kmenovych bun&k je jejich schopnost diferencovat mezi myeloidnimi
a lymfoidnimi buiikami (Weissman, Science, 241, 58-61 (1988)). Lécba Steel mysi (priklad 88)
rekombinantnim krysim SCF pfinesla zvy3eni potu granulocyti, monocyti, erythrocyti,
lymfocyti a krevnich destiGek. Légba normélnich primatii rekombinantnim lidskym SCF ptinesla
zvyseni poCtu myeloidnich a lymfoidnich bun&k (ptiklad 8C).

Embryonélni exprese SCF probiha v buiikich migra&nim zpiisobem a v matefskych mistech
melanoblasti, zarode&nych bungk, hematopoetickych bunék, mozku a hibetni michy.

Rané hematopoetické progenitorové buiiky byly namnoZeny v kostni dfeni savcl, ktefi byli
lé€eni S—fluoruracilem (5-FU). Chemoterapeutické 1égivo 5-FU selektivné vyCerpava pozdni
hematopoetické progenitory. SCF je aktivni v kostni dfeni na mistech 5—FU.

Biologicka aktivita a model tkafiové distribuce SCF ukazuje jeho centralni dlohu v embryogenezi
a hematopoezi, jakoZ i jeho schopnost 1é&by riiznych deficienci kmenovych bunék.

Pfedkladany vynélez poskytuje DNA sekvence, které obsahuji: inkorporaci kodoni ,,vyhodnych*
pro expresi vybranymi nesav&imi hostiteli; opatfeni mist pro $tépeni restrikénimi endonukles-
zovymi enzymy a opatfeni dalSimi polatednimi, koncovymi nebo intermediarnimi DNA
sekvencemi, které umoZiuji konstrukei snadno exprimovatelnych vektori. Predkladany vynilez
také poskytuje DNA sekvence, kodujici polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci podle
obr. 15C, které se lisi od pfirozen& se vyskytujicich forem ve shodnosti nebo umisténi Jjednoho
nebo vice aminokyselinovych zbytkd, (tj. deledni analogy, obsahujici méné nez viechny zbytky
specifické pro polypeptid SCF s aminokyselinovou sekvenci podle obr. 15C, substituéni analogy,
kde jeden nebo vice specifickych zbytkii je nahrazeno jinymi zbytky, a adiéni analogy, kde je ke
koncové nebo stfedni &asti polypeptidu pfiddn jeden nebo vice aminokyselinovych zbytkd,
a které maji nékteré nebo viechny vlastnosti pfirozené se vyskytujicich forem. Pfedklidany
vynalez specificky poskytuje DNA sekvence, kédujici plnou délku nezpracované amino-
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kyselinové sekvence, jakoz i DNA sekvence, kédujici zpracovanou formu polypeptidu SCF
podle vynalezu.

Nové DNA sekvence podle vyndlezu zahrnuji sekvence, vhodné k zabezpeleni exprese
v prokaryotickych a eukaryotickych hostitelskych buiikich polypeptidovych produkti, majicich
alespoi ¢ast primarni strukturni konformace a jednu nebo vice biologickych vlastnosti pfirozené
se vyskytujiciho SCF. DNA sekvence podle vynalezu specificky zahrnuji: a) DNA sekvence,
uvedené na obr. 15C, nebo jejich komplementarni fetézce, b) DNA sekvence, které hybridizuji
(za podminek hybridizace, popsanych v ptikladu 3, nebo za jesté pfisnéjsich podminek) na DNA
sekvenci na obr. 15C nebo jeji fragmenty, a c) DNA sekvence, které by hybridizovaly na DNA
sekvenci na obr. 15C, nebyt degenerace genetického kédu. Specificky, jsou to ty sekvence, které
jsou uvedeny v &asti b) a c) genomické DNA sekvence, kédujici alelické varianty SCF a/nebo
kédujici SCF z jinych sav&ich druhi, a vyrobené DNA sekvence, kddujici SCF, fragmenty SCF
a analogy SCF. DNA sekvence mohou inkorporovat kodony, usnadiiujici transkripci a translaci
mesengerové RNA v mikrobidlnich hostitelich. Takové sekvence mohou byt snadno
konstruovany metodami podle Altona a spol., zvefejnéna PCT pfihlaska WO 83/04053.

V souladu s jinym aspektem piedloZzeného vynalezu jsou zde popsané sekvence DNA, které
kdduji polypeptidy, majici SCF aktivitu, cenné pro poskytovani informaci, tykajicich se
aminokyselinové sekvence sav€ich proteint, které dosud byly bezcenné. DNA sekvence jsou
také cenné jako produkty, uzite¢né pii provadéni Siroké Skély syntéz SCF riznymi rekombi-
nantnimi technikami. PouZitim jiné metody jsou DNA sekvence, poskytované vynilezem,
uzitetné pfi generovani novych a uziteSnych virovych a cirkuldrnich plazmidovych DNA
vektorl, novych a uZite¢nych transformovanych a transfektovanych prokaryotickych a eukaryo-
tickych hostitelskych bunék (zahrnujicich bakteridlni a kvasinkové buiiky a kultivované sav&i
buiiky) a novych a vhodnych metodach kultivovéani takovych hostitelskych bunék schopnych
exprese SCF a od ného odvozenych produkti.

DNA sekvence podle vynalezu jsou také vhodnym materidlem pro znagené sondy v izolaci lidské
genomové DNA, kédujici SCF a jinych geni pro tyto proteiny, jakoz i cDNA a genomové DNA
sekvence jinych savEich druhti. DNA sekvence mohou byt také vyuzity v riznych alternativnich
metodach proteinové syntézy (napf. ve hmyzich buiikach) nebo v genové terapii &lovéka nebo
jinych savcii. Pfedpoklada se, ze DNA sekvence podle vynédlezu jsou uZitedné pii vyvoji
transgennich sav¢ich druhi, které mohou slouzit jako eukaryotiéti hostitelé pro produkci SCF
a SCF produktid. Viz Palmiter a spol., Science 222, 809 az 814 (1983).

Predkladany vyndlez poskytuje Cistény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou
sekvenci podle obr. 15C (tj. iSté€ny z ptirodniho nebo vyrobeny tak, Ze primarni, sekundarni
a terciarni konformace a glykosyla¢ni model jsou shodné s pfirozené se vyskytujicim materia-
lem), jakozZ i pfirozené se nevyskytujici polypeptid, majici strukturni konformaci (tj. konformaci
sekvenci aminokyselinovych zbytkl) a glykosylaci dostate¢né duplikativni s timtéZ u pfirozené
se vyskytujiciho faktoru kmenovych bunék, a tak dovolujici hematopoetickou biologickou
aktivitu prirozené se vyskytujiciho SCF. Takové polypeptidy zahrnuji derivaty a analogy.

Ve vyhodném provedeni je SCF charakterizovan jako produkt exprese v prokaryotnim nebo
eukaryotnim hostiteli (tj. kultivovanych bakteriich, kvasinkéch, buiikach vyssich rostlin, hmyzu
nebo savéich buiikdch) exogennich DNA sekvenci, ziskanych genomovym nebo cDNA
klonovanim nebo genovou syntézou. SCF je v preferovaném provedeni ,,rekombinantni SCF*.
Produkty exprese obycejné ve kvasinkach (napf. Saccaromyces cerevisiae) nebo prokaryotickych
(napf. E.coli) hostitelskych burikach jsou prosté asociace s jinymi savéimi proteiny. Produkty
exprese v buiikdch obratlovcl napf. savcl s vyjimkou ¢Elovéka (napi. COS nebo CHO) a ptakil,
jsou prosté asociace s jakymikoliv lidskymi proteiny. V zavislosti na pouZitém hostiteli mohou
byt polypeptidy podle vynalezu glykosylovany sav&imi nebo jinymi eukaryotickymi karbo-
hydraty, nebo mohou byt neglykosylovany. Hostitelskd bufika miZe byt zménéna pouZitim
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techniky, jako jsou ty, které jsou popsany Leeem a kol., J. Biol. Chem. 264, 13848 (1989), prace

Je zde uvedena jako odkaz. Polypeptidy podle vynilezu mohou také obsahovat iniciadni
methioninovy aminokyselinovy zbytek (v poloze 1).

Kromé pfirozené se vyskytujicich alelovych forem SCF predloZeny vynélez také obsahuje dalsi
SCF produkty, jako jsou polypeptidové analogy SCF. Takové analogy zahrnuji fragmenty SCF.
Postupy podle vySe uvedené zvefejnéné prihlasky Altona a spol. (WO 83/04053) je mozno
snadno tvarovat a vyrobit kédujici geny pro mikrobialni expresi polypeptidi, majicich primarni
konformace, které se lidi od zde specifikovanych v poméru shody a umisténi jednoho nebo vice
zbytkil (napf. substituci, terminalni a intermedialni adici a deleci). Alternativnd muZe byt
modifikace ¢cDNA a genomickych genéi snadno dosa?eno dobie zniamou mistné Fzenou
mutagenezni technikou a byt upotiebena ke generovani analogii a derivatd SCF. Takové
produkty maji alespori jednu z biologickych vlastnosti SCF, ale v ostatnich se mohou li&it. Jako
piiklady zahrnuji produkty podle vynalezu ty, které jsou zkraceny napt. delecemi nebo ty, které
Jsou stabilngjsi k hydrolyze (a mohou proto mit zfetelndj$i nebo déle trvajici efekty, nez
pfirozené se vyskytujici); nebo které jsou zménény vypusténim nebo pfidanim jednoho nebo vice
potencidlnich mist pro O-glykosylaci a/nebo N—glykosylaci. Kompetitivni antagonisté mohou
byt pln€ vyuzity, napfiklad v pfipadech nadprodukce SCF nebo v piipadech lidské leukemie, kde
maligni buiiky exprimuji p¥ili§ receptord pro SCF, jak indikuje pfili¥na exprese SCF receptori
v leukoblastech (piiklad 13).

Pro pouZitelnost polypeptidovych analogi podle vynalezu jsou uvedeny jejich imunologické
vlastnosti u syntetickych peptid, které v podstaté duplikuji aminokyselinovou sekvenci,
existujici v pfirozen& se vyskytujicich proteinech, glykoproteinech a nukleoproteinech.
Specifi¢téji, polypeptidy s relativngé malou molekulovou hmotnosti mohou participovat
v imunitni reakci, kterd je podobna pribéhu a rozsahu s imunitnimi reakcemi fyziologicky
vyznamnych proteini, jako jsou virové antigeny, polypeptidové hormony a podobng. MnoZstvi
imunitnich reakci takovych polypeptidi podnécuje formovani specifickych protilatek
v imunologicky aktivnich zvifatech (Lerner a spol., Cel, 23, 309-310 (1981); Ross a spol.,
Nature, 294, 654-656 (1981); Walter a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 5197-5200 (1980);
Lener a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 3403-3407 (1981); Walter a spol., Proc. Natl.
Acad. SCI, USA, 78, 4882-4886 (1981); Wong a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79,
5322-5326 (1982); Baron a spol., Cell, 28, 395-404 (1982); Dressman a spol., Nature, 295, 185
az 160 (1982) a Lerner, Scientific American, 248, 6674 (1983). Viz také Kaiser a spol./Science,
223, 249.255 (1984) vzhledem k biologickym a imunologickym vlastnostem syntetickych
peptidd, které pfiblizné maji sekundarni struktury peptidovych hormont, ale nemaji jejich
primarni strukturni konformace.

PfedloZeny vynélez také zahrnuje tu t¥idu polypeptidi, kédovanych &asti DNA komplementarni
k protein—kédujicimu fet&zci lidské cDNA nebo genomické sekvence SCF, tj. ,,komplementarni
invertované proteiny“, jak je popsino Tramontanoem a spol., (Nucleic Acid. Res., 12,
5049-5059 (1984)).

Reprezentativni SCF polypeptidy podle ptedlozeného vynalezu zahrnuji, ale nejsou tak omezeny,
SCF'™'%?, SCF'' | SCF'"'** a SCF''** na obr. 15C.

SCF mize byt ¢&iStén technikami zndmymi v oboru. Je popsdna metoda &isténi SCF z SCF
materidlu, jako jsou kondicionovana média, nebo lidskd mod a sérum. Metoda zahruje jeden
nebo vice nasledujicich stupiit: podrobeni materialu, obsahujiciho SCF, iontovyménné chroma-
tografii (bud’ kationtovyménné nebo aniontovyménné chromatografii), zpracovani materidlu
obsahujiciho SCF délenim kapalinovou chromatografii s reverzni fazi, zahrnujici naptiklad
imobilizovanou C, nebo Cs pryskyfici; zpracovani chromatografii s imobilizovanym lektinem,
napf. navazanim SCF na imobilizovany lektin a eluci za pouziti cukru, ktery se uchazi o toto
navazani. Detaily téchto metod budou zfejmé s popist, uvedenych v prikladech 1,10 a 11 pro
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¢isténi SCF. Techniky popsané v prikladu 2 Laiem a spol. US patent €. 4667016, ktery je zde
uveden jako reference, jsou také vhodné pro ¢isténi kmenového faktoru bunék.

Izoformy SCF jsou izolovany pouzitim standardnich technik, jako jsou techniky, uvedené v US
ptihl. €. 421444, nazvané Erythropoietin Isoforms, podané 13. fijna 1989, ktera je zde uvedena
jako odkaz. (US patent ¢. 5.856.298).

Obsahem vynalezu jsou také farmaceutické kompozice, obsahujici terapeuticky G¢inné mnoZstvi
polypeptidového produktu podle tohoto vynédlezu spolu se vhodnymi fedidly, ochrannymi
latkami, solubilizatory, emulgatory a pfisadami a/nebo nosi¢i uzite¢nymi v SCF terapii.
»Terapeuticky uéinné mnozstvi“ je mnoZzstvi, které poskytuje terapeuticky efekt za danych
podminek a zptisobu podavani. Takové kompozice jsou kapaliny nebo lyofilizované nebo jinak
susené pripravky a obsahuji fedidla nebo riizné pufry (napf. Tris—HC], acetatovy, fosfatovy), pH
a iontové sily, aditiva, jako je albumin nebo Zelatina, pro prevenci adsorpce na povrchy,
detergenty (napt. Tween 20, Twen 80, Pluronic F68, soli kyseliny zlu¢ové), solubiliza¢ni ¢inidla
(napf. glycerol, polyethylenglykol), antioxidanty (napf. kyselina askorbova, metabisulfit sodny),
ochranné latky (napf. Thimerosal, benzylalkohol, parabeny), botnaci ptisady nebo modifikatory
tonicity (napf. laktéza, mannitol), kovalentni pfipojeni polymerid, jako je polyethylenglykol,
k proteinu (popsano v pfikladu 12 dale), komplexace skovovymi ionty nebo inkorporace
materialu do nebo na partikularni pfipravky polymernich sloucenin, jako je polymlééna kyselina,
kyselina polyglykolova, hydrogely atd., nebo do lipozomi, mikroemulzi, miceli, jednovrstvych
nebo vicevrstvych vehikuli, erytrocytovych hostitelli nebo sferoplastii. Takové kompozice budou
ovliviiovat fyzikalni stav, rozpustnost, stabilitu, rychlost uvoliiovani in vivo a rychlost
vyluéovani SCF in vivo. Vybér slouceniny bude zaviset na fyzikalnich a chemickych
vlastnostech proteinu, majiciho SCF aktivitu. Naptiklad produkt, odvozeny od membranové
vazané formy SCF, miZe vyzadovat pripravek, ktery obsahuje detergent. Pripravky s fizenym
nebo postupnym uvoliiovanim zahrnuji prostfedky s lipofilnimi depotnimi u¢inky (napf. mastné
kyseliny, vosky, oleje). V rozsahu vynélezu jsou také zahrnuty partikularni pfipravky potaZzené
polymery (napi. poloxamery nebo poloxaminy) a SCF spojeny s protilatkami vici tkanové
specifickym receptoriim, ligandiim nebo antigentim, nebo spojeny s ligandy tkanové specifickych
receptori. Dalsi provedeni ptipravkil podle vynalezu zahrnuji ¢asticové formy, chranici potahy,
inhibitory proteinaz nebo latky zvy3ujici permeaci pfi riznych zpusobech podani, zahmujicich
podani parenteralni, pulmonarni, nasalni a oralni.

Vynalez také zahrnuje pfipravky, obsahujici jeden nebo vice hematopoetickych faktori, jako je
EPO, G-CSF, GM-CSF, CSF-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, [L-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL.-11, IGF-I nebo LIF (faktor inhibujici leukemii).

Polypeptidy podle vynalezu mohou byt ,znafeny* spojenim s detekovatelnou markerovou
substanci (napf. radioaktivné znalenou '*I nebo biotinylovanou) pro poskytnuti &inidel
vhodnych pro detekci a kvantifikaci SCF nebo jeho receptor nesoucich bun€k v pevné tkani
a v kapalnych vzorcich, jako je krev nebo mo€.

Biotinylovany SCF je uziteny ve spojeni simobilizovanym streptavidinem k &iSténi
leukemickych blast z kostni dfené€ v autologni transplantaci kostni dfené. Biotinylovany SCF je
uZiteCny ve spojeni s imobilizovanym streptavidinem k obohaceni kmenovych bunék
v autolognich nebo alogennich transplantacich kostni diené. Toxin napojeny na SCF, jako je
ricin /Uhr, Pro. Clin. Biol. Res. 288, 403-412 (1989)/, toxin difterie /Moolten, J. Natl. Con. Inst.,
55, 473—477 (1975)/ a radioizotopy jsou vhodné pro pfimou antineoplastickou terapii (pfiklad
13) nebo jako kondi¢ni rezim pro transplantaci kostni diené.

Produkty nukleovych kyselin podle vynalezu jsou vhodné, jsou-li oznadeny detekovatelnymi

markery, jako jsou radioaktivni znackovae a neizotopové znaCkovale, jako je biotin,
a vyuzivané v hybridizaénim procesu k lokalizaci polohy lidského SCF genu a/nebo polohy
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nekteré takové genové rodiny na chromozomové mapé. Jsou také uZitetné pro identifikaci
poruseni lidského SCF genu na Girovni DNA a pouziti jako genovych markeri pro identifikaci
sousednich genii a jejich poruseni. Lidsky gen pro SCF je kédovan chromozomem 12 a mysi
SCF gen je mapovan do chromozomu 10 pii S1 lokusu.

SCF je uzite¢ny samotny nebo v kombinaci s jinou terapii v 168b& mnozstvi poruch hematopoesy.
SCF mize byt uzit samostatné nebo s jednim nebo vice dalsimi hematopoetickymi faktory, jako
je EPO, G-CSF, GM—CSF, CSF-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10,
IL-11, IL~12, IGF-I nebo LIF pfi 1é¢b& hematopoetickych chorob.

Existuje skupina poruch kmenovych bungk, ktera je charakterizovana redukeci funkce kostni
dien€, zplsobenou toxickym, radia&nim nebo imunologickym poskozenim a kterd miiZe byt
léCitelna SCF. Aplasticka anémie je poskozeni kmenovych bunék, pfi kterém je hematopoeticka
tkaf nahrazena tukem a pancytopenie. SCF zvy3uje hematopoetickou proliferaci a je vhodny pii
lécbé aplastické anémie (pfiklad 8B). Steel mysi byly pouzity jako modely lidské aplastické
anémie (Jones, Exp. Hematol.,, 11, 571-580 (1983)). Slibné vysledky byly ziskany pouzitim
cytokinu, pfibuzného GM-CSF, v Ié&bé aplastické anémie (Antin a spol., Blood 70, 129a
(1987)). Paroxysmaélni nocturilni hemoblobinurie je porucha kmenovych bunék, charakte-
rizovand formovéanim defektnich destitek a granulocyti, jakoZ i abnormalnich erytrocyti.
Existuje mnoho chorob, které jsou lé¢itelné SCF. Patii sem nasledujici: myelofibréza,
myeloskleréza, osteopordza, metastaticky karcinom, akutni leukemie, multiplikovany myelom,
Hodkinova choroba, lymfom, Gaucherova choroba, Nieman—Pickova choroba, Letterer—Siwe
choroba, nelistupné erytroblasticka anémie, Di Guglielmtv syndrom, kongestivni splenomegalie,
Hodkinova choroba, Kala azar, sarcoidosis, primarni slezinna pancytopenie, miliirni
tuberkuldza, houbové choroby, septikemie, malarie, nedostatek vitaminu B2 a kyseliny listové,
nedostatek pyridoxinu, Diamond Blackfan anemie, hypopigmentaéni choroby, jako je vitiligo
a piebaldismus. Erytroidy, megakaryocyty a granulocyty, stimulujici vlastnosti SCF, jsou
uvedeny v piikladech 8B a 8C.

Narist ristu v nehematopoetickych kmenovych buiikach, jako jsou primordialni zarodeéné
buiiky, melanocyty odvozené od zirodeéného hfebenu, commisuralni axony, pochazejici ze
hibetni michy, buiiky krypt stfeva, mesonefrické a metanefrické ledvinové tubuly a &ichové
bulby, je uzite¢ny v situaci, kdy se na t&chto mistech vyskytuje poskozeni tkani. SCF je uZite&ny
pro lé¢bu neurologickych poskozeni a je ristovym faktorem pro nervové buriky. SCF je uzitegny
behem in vitro fertilizaéniho procesu nebo pfi lé&eni infertility. SCF je uZitedny pro 1é&bu
poskozeni stfev radiaci nebo chemoterapii.

Existuji myeloproliferativni poskozeni kmenovych bungk, jako je polycythemia vera, chronicka
myelogenni leukemie, myeloidni metaplasie, primarni trombocytemie a akutni leukemie, které je
mozno lé¢it SCF, anti-SCF protilatkami nebo konjugaty SCF-toxin.

Je zde mnozstvi piipadd, které dokumentuji narist proliferace leukemickych bun&k podle
hematopoetickych ristovych faktori G-CSF, GM—CSF a IL-3 /Delwel a spol., Blood, 72, 1944—
1949 (1988)/. ProtoZe Gsp&ch mnoha chemoterapeutickych 16&iv zavisi na faktoru, Ze
neoplastické buriky cykluji aktivn&ji nez normalni buiiky, SCF sam nebo v kombinaci s jinymi
faktory pisobi jako ristovy faktor pro neoplastické buiiky a senzibuje je k toxickému efektu
chemoterapeutickych 16&iv. Nadprodukce SCF receptorii na leukoblastech Jje ukazéna v pfi-
kladu 13.

Mnozstvi rekombinantnich hematopoetickych faktori je podrobeno zkoumani pro jejich
schopnost sniZovat leukocytovou hranici nasledkem chemoterapie a radia¢niho oSetfeni. A&koliv
tyto faktory jsou velmi uZite¢né v tomto sestaveni, je zde rany hematopoeticky kompartment,
ktery je poSkozen, zejména radiaci a ma byt znovu vytvofen dfive, nez tyto pozdné-pusobici
ristové faktory mohou projevit optimélni akci. Pouziti SCF samotného nebo v kombinaci
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stémito faktory podporuje snizovidni nebo eliminaci leukocytové destitkové hladiny
z chemoterapie nebo radiaéni 1é¢by. Navic SCF dovoluje intenzifikaci davky v antineoplastickém
nebo radia¢nim oSetieni (ptiklad 19).

SCF je uziteCny pro expresi ranych hematopoetickych progenitori v syngenich, alogennich nebo
autolognich transplantacich kostni dfené. Pouziti hematopoetickych ristovych faktord vykazuje
snizeni doby pro nahrazeni neurofilii po transplantaci /Donahue a spol., Nature, 321, 872-875
(1986) a Welte a spol., J. Exp. Med., 165, 941-948 (1987)/. Pro transplantaci kostni dfeng jsou
pouZivany nasledujici tfi scénafe samostatné nebo v kombinaci: darce je 1é€en SCF samotnym
nebo v kombinaci s jinym hematopoetickym faktorem pred aspiraci kostni dfené nebo periferlni
krevni leukoporesou pro zvySeni mnoZstvi bunék vhodnych pro transplantaci; kostni dfefi je
lé¢ena in vitro kviili aktivaci nebo naristu pottu bunék pfed transplantaci; nakonec je 1é&en
piijemce kvili zvySeni schopnosti pfijmout dfefi darce.

SCF je uzite¢ny pro zvySeni schopnosti genové terapie, zaloZené na transfekci (nebo infekci
retrovirovym vektorem) hematopoetickych kmenovych bunék. SCF dovoluje kultivaci a multipli-
kaci ranych hematopoetickych kmenovych bunék, které maji byt transfektovany. Kultivace miize
byt provedena se samotnym SCF nebo jeho kombinaci s IL-6, IL-3 nebo obéma. Po transfektaci
Jsou pak tyto buiiky zavedeny do kostni dfeng, transplantované do pacienta, trpiciho genetickou
poruchou /Lim, Proc. Natl. Acad. Sci., 86, 8892-8896 (1989)/. Piiklady gen, které jsou vhodné
pro lé¢bu genetickych poSkozeni, jsou adenosindeaminiza, glukocerebrosiddza, hemoglobin
a cysticka fibrdza.

SCF je uziteCny pro lé€bu syndromu ziskané imunodeficience (AIDS) nebo nékolika
kombinovanych imunodeficitnich stavii (SCID) samotny nebo v kombinaci s jinymi faktory, jako
je IL-7 (viz priklad 7). Hustraci téchto uginkd je schopnost SCF 1é¢by zvysit absolutni hladinu
cirkulujicich T-helper (CD4", OKT,") lymfocyti.. Tyto buiiky jsou primarnim bun&nym cilem
viru lidské imunodeficience (HIV), coz vede kimunodeficientnimu stavu AIDS pacienti
/Montagnier, v Human T-Cell Leukemia/Lymphoma Virus, vyd. R. C. Gallo, Cold Spring
Harbor, New York, 369-379 (1984)/. Navic je SCF uZiteCny pfi potladeni myleosupresivniho
t¢inku anti-HIV 1é¢iv, jako je AZT /Gogu Life Sciences, 45, &. 4 (1989)/.

SCF je uzite¢ny pro zvy3Seni hematopoetické nahrady po akutni ztraté krve.

Pti 1éb€ in vivo je SCF uziteCny pro povzbuzeni imunitniho systému pro boj s neoplasii
(rakovinou). Priklad terapeutické schopnosti pfimého zvy3eni imunitni funkce nové klonovanym
cytokinem (IL-2) je popsan Rosenbergem a spol., N. Eng. J. Med., 313 1485 (1987).

Podavani SCF s jinymi Cinidly, jako je jeden nebo vice hematopoetickych faktoril, se provadi
v ur€itych Casovych intervalech, nebo jsou podavany spoledné. Pfedchozi 1é&ba SCH rozsituje
progenitorovou populaci, ktera odpovida koncové—funkénim hematopoetickym faktorim, jako je
G—CSF nebo EPO. Zpisob podavani miize byt intravendzni, intraperitoneélni, subkutanni nebo
intramuskularni.

PredloZeny vynalez se také tyka protilatek, které specificky vazou faktor kmenovych bungk.
Priklad 7, ktery je uveden déle, popisuje produkci polyklonélnich protilatek. Dal§im vyuZitim
vyndlezu jsou monoklondlni protilatky, které specificky vaZou SCF (viz ptiklad 20). Oproti
konven¢nim protildtkovym (polyklonalnim) preparatim, které obvykle obsahuji rizné protilatky
fizené proti riznym determinantim (epitopim), kazdd monoklonalni protilatka je fizena proti
jednomu determinantu na antigenu. Monoklonalni protilitky jsou uZite¢né pro zlep3eni
selektivity a specifity diagnostickych a analytickych zkuSebnich metod, vyuZivajicich vazby
antigen—protilatka. Také jsou pouzivany k neutralizaci nebo nahrazeni SCF ze séra. Druha
vyhoda monoklonalnich protilatek je ta, Ze mohou byt syntetizovany hybridnimi burikami
v kultufe, nekontaminované jinymi imunoglobuliny. Monoklonalni protilitky mohou byt
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pfipraveny ze supernatantu kultivovanych hybridimovych bun&k nebo zascitu, indukovaného
naockovanim bunék hybridomi intraperitonealné mysi. Technika hybridomii popsana piivodng
Ké&hlerem a Milsteinem /Eur. J. Immunol. 6, 511-519 (1976)/ byla aplikovéna v irokém rozsahu
pro produkci hybridnich buné&énych linii, které produkuji vysoké hladiny monoklonalnich
protilatek proti specifickym antigentim.

Priklady provedeni vynilezu

Nasledujici pfiklady slouZi k ilustraci predlozeného vynalezu a v 2adném ptipadé jej nikterak
neomezuji.

Piiklad 1

Cist&ni/charakteristika faktoru kmenovych bun&k z média, ziskaného z bungk jater krys Buffalo
A. Biologické zkousky in vitro

1. Zkouska HPP-CFC

Rizné biologické aktivity mohou byt vlastni pfirozenému sav&imu krysimu SCF, jakoz
i rekombinantnimu SCF proteinu. Jednou takovou aktivitou Je jeho pusobeni na rané
hematopoetické buriky. Tato aktivita miiZe byt m&fena ve zkousce High Proliferative Potential
Colony Forming Cell (HPP-CFC)/Zsebo a spol., supra (1988)/. Pro hodnoceni Gi¢inku faktori na
rané hematopoetické buiiky utilizuje HPP-CFC zkuSebni systém mysi kostni dfen, ziskanou ze
zvifat 2 dny po 1é&b& S-fluoruracilem (5-FU). Chemoterapeutické 1é¢ivo 5-FU selektivné
vyCerpava pozdni hematopoetické progenitory, s nésledujici detekci ranych progenitorovych
bunék a proto faktory, které piisobi na takové buiiky. Krysi SCF je umistén na plotny za
pritomnosti CSF-1 nebo IL-6 v polopevné agarové kultute. Agarové kultura obsahuje kompletni
McCoysovo médium (GIBCO), 20 % fetalniho hovéziho séra, 0,3 % agaru a 2 x 10° bungk kostni
dfen€/ml. McCoyovo kompletni médium obsahuje nasledujici slozky: 1xMcCoyovo médium,
doplnéné 0,1 mM pyruvatu, 0,24 x esencialnimi aminokyselinami, 0,24 x neesencialnimi
aminokyselinami, 0,027 % hydrogenuhli¢itanu sodného, 0,24 x vitamind, 0,72 mM glutaminu,
25 pg/ml L-serinu a 12 pg/ml L-asparaginu. Buiiky kostni dfené byly ziskany z Balb/c mysi,
injikovanych i.v. 150 mg/kg 5-FU. Femury se odeberou 2 dny po 16&b& 5-FU mysi a kostni dfefi
je vybréana. Cervené krvinky se lyzuji s Cinidlem, lyzujicim buiiky Servenych krvinek (Becton
Dickenson) pfed umisténim na plotny. Testované substance se umisti na plotny s vyie uvedenou
smési ve 30 mm miskach. O ¢trnict dni pozdgji jsou poitiny kolonie (>1 mm v priméru), které
obsahuji tisice bun&k. Tato zkouska je pouZivina viude pro ¢iSténi SCF z krysich pfirozenych
bunék.

V obvyklé zkousce krysi SCF zpiisobuje proliferaci pfiblizné 50 HPP-CFC z 2000 bunék na
plotné. Krysi SCF ma synergistickou aktivitu na buiiky mysi kostni dfeng, léiené 5-FU;
HPP-CFC kolonie se nevytvafeji v ptitomnosti samotnych faktord, ale v této zkousce je aktivni
kombinace SCF a CSF-1 nebo SCF a IL-6.

2.MC/9 zkouska
Jind uZiteCna biologicka aktivita ptirozené ziskaného a rekombinantniho krysiho SCF je
schopnost zptsobovat proliferaci na I[L-4 zavislé mySi ,mast cell“ linie, MC/9 (ATCC

CRL 8306). MC/9 buiiky jsou kultivovany se zdrojem IL-4 v souladu s ATCC CRL 8306
protokolem. Médium, pouZité v biozkousce, je RPMI 1640, 4 % fetdlniho hovéziho séra,
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5 x 10° M 2-merkaptoethanolu a 1 x glutamin—pen—strep. MC/9 buiiky proliferuji jako odezva
na SCF bez potieby jinych rustovych faktori. Tato proliferace je méfena prvni kultivaci bunék
po 24 hodin bez rastovych faktorti, umisténim 5000 bun&k v kazdé jamce plotny s 96 jamkami
s testovanym vzorkem po 48 hodin, zpracovavanim po 4 hodiny 0,5 uCi *H-thymidinem
(specifickd aktivita 20 Ci/mmol), ziskdnim roztoku na filtrech ze sklenénych vldken a pak
méfenim specificky navazané radioaktivity. Zkouska byla pouzita pro &iiténi sav&ich bunék,
odvozenych od krysiho SCF po stupni ACA gelové filtrace, sekci C2 tohoto prikladu. SCF
pusobi 4—-10nasobné zvyseni CPM proti zakladu.

3. CFU-GM

Byla zjistovéna akce ¢iténého sav&iho SCF jak pfirozené ziskaného, tak rekombinantniho, bez
interferujicich kolonie stimulujicich faktord (CSFs), na normélni nevy&erpané kostni dfeni.
CFU-GM zkouska /Broxmeyer a spol., Exp. Hematol., 5, 87 (1977)/ je pouZita ke zhodnoceni
G¢inku vlivu SCF na normalni dfefi. Stru¢ng, viechny butiky kostni dfen& po lyzi ervenych
krvinek, jsou umistény na plotny v polopevné agarové kultufe, obsahujici testovanou substanci.
Po 10 dnech jsou po€itany kolonie, obsahujici skupiny vice nez 40 bun&k. Agarova kultura miize
byt usuSena na sklenénych podlozkéch a specifickych histologickym barvenim mize byt uréena
morfologie bunék.

Na normalni mysi kostni dfeni byl ¢istény sav&i krysi SCF pluripotentni CSF, stimulujicim rist
kolonii, obsahujicich nezralé buiiky, neurofily, makrofagy, eosinofily a megakaryocyty, bez
potieby dal3ich faktort. Z 200 000 bunék, umisténych na plotng, vyrostlo béhem 10 dnt pres 100
kolonii. Jak krysi, tak lidsky rekombinantni SCF stimuluji produkci erytroidnich bunék
v kombinaci s EPO, viz pfiklad 9.

B. Kondiciované médium

Jaterni buriky krys Buffalo (BRL) z American Type Culture Collection (ATCC CRL 1442)
vyrustaly na mikronosi¢ich ve 20litrovém perfuznim kultivaénim systému pro produkci SCF.
Tento systém vyuziva Biolafitte fermentor (Model ICC—20) s vyjimkou sit, pouzivanych pro
zadrZeni mikronosi¢i a oxidac¢nich trubiek. 75 mikrometrové sitka jsou zabezpe&ovana pred
ucpanim mikronosi¢i periodickym zpétnym proplachovanim dosaZenym systémem fizenych
ventili a pocitatem Fizenych Cerpadel. Kazdé sito alternativné pracuje jako pfivod média
a vychozi sito. Oscilujici vyvolany tok tak zabezpeluje, Ze se sita neucpévaji. Okyslieni je
zajit'ovano vinutymi silikonovymi ptivody (50 stop délka, 0,25 palci vnitini priimér, 0,03 palcd
sténa). Rlistové médium, pouzité pro kultivaci BRL 3A bunék, bylo minimalni zikladni médium
(s Earleovymi solemi) (GIBCO), 2 mM glutaminu, 3 g/L glukézy, fosfat tryptozy (2,95 g/1), 5 %
fetalniho hovéziho séra a 5 % fetalniho teleciho séra. Ziskané médium bylo identické s vyjimkou
vynechani séra. Reaktor, obsahujici Cytodex 2 mikronosi¢e (Pharmacia) v koncentraci 5 g/1, byl
ofkovan 3 x 10° BRL CA bungk, rostlych ve valcovitych nadobach a pfenesenych trypsinizaci.
Buiiky byly ponechany pro pripojeni a riist na mikronosic¢ich po osm dni. Ristové médium bylo
perfundovano reaktorem v zavislosti na spotfebé gluk6zy. Koncentrace glukézy byla udrzovéana
na pfiblizn€ 1,5 g/l. Po osmi dnech byl reaktor perfundovan 3esti objemy média prostého séra pro
odstranéni vét3iny séra (koncentrace proteinu < 50 ng/ml). Reaktor byl pak vsadkové provozo-
van, dokud koncentrace glukézy neklesla pod 2 g/l. Od tohoto bodu dale pracoval reaktor
s kontinualni perfuzni rychlosti asi 10 I/den. pH kultury bylo udrZovéno na 6,9 + 0,3 upravou
rychlosti pritoku CO,. Rozpustény kyslik byl udrzovan na vice nez 20 % sycenim vzduchem,
a pokud je to potfebné, dopliiovacim &istym kyslikem. Teplota byla udrZzovina na 37 £ 0,5 °C.

Z vy3se uvedeného systému bylo ziskano pfiblizné& 336 litri kondiciovaného média prostého séra

a bylo pouzito jako vychozi material pro &iténi pfirozeného, ze savéich bun&k odvozeného,
krysiho SCF.
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C. Cisténi
V3echny prace, zaméfené na Cisténi, byly provadény pfi 4 °C, pokud neni uvedeno jinak.
1. Aniontovyménna chromatografie na DEAE—celuléze

Kondiciované médium, ziskané ze séra, prosté kultivace BRL 3A bungk, bylo &isténo filtraci
pies 0,45 um Sartocapsules (Sartorius). Nékolik riznych podila (411, 271, 391, 30,21, 37,51
a1611) bylo oddélen¢ zahusténo, zpracovano vymeénou diafiltrace/pufr a aniontovyménnou
chromatografii na DEAE—celuldze, stejnym postupem pro kazdy podil. DEAE—celul6zové pooly
pak byly spojeny a zpracovéany dale jako jeden podil v sekci C2-5 tohoto prikladu. Pro ilustraci,
zpracovani 41 | bylo nasledujici. Filtrované kondiciované médium bylo zahu$téno na —700 ml za
pouziti ultrafiltratniho zafizeni s tangencialnim tokem Millipore Pellicon skazetou délici
polysulfonové membrany 10000 mol. hmotnost (20 ft* celkova plocha membrany; rychlost toku —
1095 ml/min a filtratni rychlost 250 az 315 ml/min). Diafiltradni/pufrovd vymeéna pii pfipravé
pro aniontovyménnou chromatografii byla provedena ptidanim 500 ml 50 mM tris—-HC, pH 7,8
ke koncentritu, znovu bylo zahusténo na 500 ml za pouziti ultrafiltraéniho zafizeni s tangen-
cialnim tokem a toto bylo opakovano 3estkrat. Zahuitény/diafiltrovany pfipravek byl nakonec
ziskdn v objemu 700 ml. Pfipravek byl aplikovan na sloupec aniontovyménné DEAE—celulozy
(5x20,4cm, Whatman DE-52 pryskyfice), ktera byla ekvilibrovina 50 mM tris—HCI,
pH 7,8 pufr. Po aplikaci vzorku byl sloupec promyt 2050 ml tris—~HCI pufru a solnym gradientem
(0300 mM NaCl v tris—HCI pufru, 4 I celkovy objem). Frakce 15 ml byly odebirany za rychlosti
pritoku 167 ml/h. Chromatografie je uvedena na obr. 1. HPP-CFC po&et kolonii odpovida
biologické aktivité ve zkousce HPP-CFC; bylo zkoumano 100 pl z indikovanych frakci. Frakce,
odebrané béhem aplikace vzorku a vymyté, nejsou uvedeny na obrazku, v téchto frakcich nebyla
prokédzana zZadna biologicka aktivita.

Chovani v3ech podili kondiciovaného média, podrobenych zahusténi, vyméné diafiltrace/pufr
a aniontovyménné chromatografii bylo stejné. Koncentrace proteinu ve viech podilech,
stanovené metodou podle Bradforda /Anal. Biochem. 72, 248-254 (1976)/ s hovézim sérovym
albuminem jako standardem byly v rozmezi 30 az 50 pg/ml. Celkovy objem kondiciovaného
média, pouzitého v této pfipravé, byl 336 1.

2. ACA 54 gelova filtraéni chromatografie

Frakce, majici biologickou aktivitu ze zpracovani na sloupcich DEAE—celul6za pro kazdych 3est
podilii kondiciovaného média, uvedenych vyse (napiiklad frakce 87—114 uvedené na obr. 1),
byly spojeny (celkovy objem 2900 ml) a zahuStény na celkovy objem 74 ml za pouZiti micha-
nych zafizeni Amicon a YM10 membran. Tento materidl byl aplikovan na ACA 54 (LKB)
gelovy filtra¢ni sloupec (obr. 2), ekvilibrovany v 50 mM tris—~HCI, 50 mM NaCl, pH 7,4. Frakce
o objemu 14 ml byly odebirany pfi pritokové rychlosti 70 ml/h. Diky inhibi&énim faktortim,
koeluovanym s aktivnimi frakcemi, se pik aktivity (potet HPP-CFC sloupec) jevi rozitépeny;
nicméné vzhledem k pfedchozim chromatogramim, aktivita koeluuje s hlavnim proteinovym
pikem a proto byl pfipraven jeden pool frakci.

3. Chromatografie na agar6ze s aglutininem z pSeniénych kli¢ka

Frakce 70-112 z gelové filtrace na sloupci ACA 54 byly spojeny (500 ml). Pool byl rozdélen na
polovinu a kazda polovina byla zpracovana chromatografii na sloupci agarézy s aglutininem
z peni¢nych klickd (5 x 24,5 cm, pryskyfice od E-Y Laboratories, San Mateo, CA; aglutinin
z pSeni€nych klickl rozpoznava urcité karbohydratové struktury), ekvilibrovaném ve 20 mM
tris—HCI, 500 mM NaCl, pH 7,4. Po aplikacich vzorku byl sloupec promyt asi 2200 ml pufru
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sloupce a eluce vazaného materialu pak byla provedena aplikaci roztoku 350 mM N-acetyl-D—
glukosaminu, rozpusténého v pufru sloupce, pti po€atku u frakce —210 na obr. 3. Frakce 13,25 ml
byly odebirany pfi rychlosti pritoku 122 ml/h. Pribéh jedné chromatografie je uveden na obr. 3.
Podily frakei, uréenych pro zkouseni, byly dialyzovany viugi fosfitem pufrovanému salinickému
roztoku; 5 pl dialyzovanych materialit bylo umisténo do MC/9 zkousky (cpm hodnoty na obr. 3)
a 10pul do HPP-CFC zkousky (Ciselni hodnoty kolony na obr. 3). Je zfejmé, Ze aktivni material,
vazany na kolonu, byl pak eluovan N-acetyl-D—glukosaminem, pfi¢emZ kolonou b&hem aplikace
vzorku a promyvani proSel kontaminujici material.

4. Kationtovyménna chromatografie na S—Sepharose s rychlym pritokem

Frakce 211 az 225 z chromatografie na agardze s aglutininem z pSeni¢nych kli¢ks, uvedené na
obr. 3, a ekvivalentni frakce z druhého pokusu byly spojeny (375 ml) a dialyzovany proti 25 mM
mravencanu sodnému, pH4,2. Pro minimalizovani doby vystaveni u€inku nizkého pH byla
dialyza provadéna b&hem obdobi 8 h, proti 51 pufru, se étyfmi zménami béhem 8hodinového
obdobi. Na konci tohoto dialyzaéniho obdobi byl objem vzorku 480 ml a pH a vodivost vzorku
byly blizké témto hodnotdm dialyza¢niho pufru. Béhem dialyzy se objevil ve vzorku vysrazeny
material. Tento byl odstranén odstfedénim pti 22000 g po dobu 30 min a supernatant z odstfedé-
ného vzorku byl aplikovan na kolonu kationtové vymény na S—Sepharose s rychlym pritokem
(3,3 x 10,25 cm; pryskyfice od fy Pharmacia), ktera byla ekvilibrovana v pufru ~mravenéanu
sodném. Rychlost pritoku byla 465 ml/h a byly odebirany frakce 14,2 ml. Po aplikaci vzorku
byla kolona promyta 240 ml pufru a eluce navdzaného materidlu byla provedena aplikaci
gradientu 0-750 mM NaCl (NaCl rozpustény v pufru pro kolonu, celkovy objem gradientu
2200 ml), po¢atek u frakce —45 na obr. 4. Elu¢ni profil je uveden na obr. 4. Spojené frakce byly
upraveny na pH 7-7,4 pfidanim 200 pl 0,97 M tris baze. cpm na obr. 4 se tyka vysledki,
ziskanych v MC/9 biologické zkoudce; podily indikovanych frakci byly dialyzovany proti
fosfatem pufrovanému salinickému roztoku, byly pouzity v mnoZzstvi 20 pl pro tuto zkoudku.
Z obr. 4 je zfejmé, Ze hlavni podil biologicky aktivniho materidlu prosel kolonou nenavézany,
zatimco se kontaminujici material navazal a byl eluovan v solném gradientu.

5. Chromatografie, pouzivajici uhlovodikové pryskyfice navazané na oxidu k¥emigitém

Frakce 440 z kolony S—Sepharosy na obr. 4 byly spojeny (540 ml). 450 ml tohoto poolu bylo
spojeno se stejnym objemem pufru B (100 mM octanu amonného, pH 6:izopropanol)
a aplikovéano prutokovou rychlosti 540 ml/h na C, kolonu (Vydac Proteins C,, 2,4 X2 cm),
ekvilibrovanou pufrem A (60 mM octan amonny, pH 6:izopropanol, 62,5:37,5). Po aplikaci
vzorku byla pritokova rychlost snizena na 154 ml/h a kolona byla promyta 200 ml pufru A.
Pak byl aplikovan lineamni gradient od pufru A k pufru B (celkovy objem 140ml) a byly
odebirany frakce 9,1 ml. Podily poolu zchromatografie na S—Sepharose, vychozi vzorek
zkolony C,, souhrn poolu a promyty pool byly upraveny na 40 pg/ml hovéziho sérového
albuminu pfidanim vhodného objemu zisobniho roztoku o koncentraci 1 mg/ml a dialyzovéany
proti fosfaitem pufrovanému salinickému roztoku pro piipravu biologické studie. Podobné byly
40 pl podily gradientovych frakei spojeny s 360 ul fosfatem pufrovaného salinického roztoku,
obsahujictho 16 pg hovéziho sérového albuminu, a tyto byly pak dialyzovany proti fosfatem
pufrovanému salinickému roztoku pro pfipravu biologické studie. Tyto rizné frakce byly
zkouSeny MC/9 zkouskou (6,3 pl podily pripravenych gradientovych frakci, cpm na obr. 5).
Vysledky zkousky také ukazuji, Ze asi 75 % ziskané aktivity bylo v souhrnnych a promytych
frakcich a 25 % v gradientovych frakcich, jak je uvedeno na obr. 5. SDS-PAGE /Laemmli,
Natire, 227, 680—685 (1970)/; zasobni gely obsahuji 4 % (hmotn./obj.) akrylamidu a délici gely
obsahuji 12,5 % (hmotn./obj.) akrylamidu/ podilt riznych frakci je uvedena na obr. 6. Pro
gelové zpracovani byly podily vzorkil suSeny za vakua a pak znovu rozpustény za pouziti 20 pl
vzorku oSetfeného pufrem (neredukujicim, tj. bez 2—merkaptoethanolu) a vafeny 5 minut pied
nanesenim na gel. Drahy A a B piedstavuji vychozi kolonovy material (75 ul z 890 ml)
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a materidl proSly kolonou (75 pl z 880 ml), &islované znatky na levé strané obr. predstavuji
migracni polohy (redukované) markerd, majicich molekulovou hmotnost 10°krat v&t$i nez
indikované hodnoty, kde markery jsou fosforyliza B (M, 97 400), hovézi sérovy albumin (M,
66 200), ovalbumin (M; 42 700), uhlikats anhydrdza (M, 31 000), inhibitor trypsinu sojovych
bobit (M, 21 500) a lysozym (M, 14 400), drahy 4-9 piedstavuji odpovidajici frakce odebrané
béhem aplikace gradientu (60 pl z 9,1 ml). Gel byl postfibien (Morrissey, Anal. Biochem., 117,
307-310 (1981)). Ze srovnani drah A a B je ziejmé, Ze hlavni &ast barveného materialu prosla
kolonou. Obarveny materidl ve frakcich 46 v oblasti uvedené vyse a pod M, 3100 polohou
standardu odpovidé biologické aktivit&, detekované ve frakcich gradientu (obr. 5) a predstavuje
biologicky aktivni material. Je tfeba poznamenat, Ze tento material je vizualizovan ve drahach 4
6, ale ne ve drahich A a/nebo B, protoze byl mnohem v&t3i podil celkového objemu (0,66 %
celkového objemu frakci 4-6 versus 0,0084 % celkového objemu pro drdhy A a B) pouzit pro
zpracovani. Frakce 4-6 z této kolony byly spojeny.

Jak je uvedeno vyse, pfiblizné 75 % ziskané aktivity proslo C, kolonou, obr. 5. Tento material
byl rechromatografovan na pouziti C, pryskytice v podstaté popsané vyse s tim rozdilem, e v&tsi
kolony (1,4x 7,8 cm) a nizi pritokovéa rychlost (5060 ml/h) byly pouzity. Pfiblizn& 50 %
ziskané aktivity bylo v priitoku a 50 % ve frakcich gradientovych, vykazujicich podobny pribéh
pH SDS-PGE jako aktivni gradientové frakce na obr. 6. Aktivni frakce byly spojeny (29 ml).

Analytickd C4 kolona byla provedena v podstaté jak je uvedeno vyse a frakce byly zkouseny
ob&ma biozkouskami. Jak je uvedeno na obr. 7, frakce z analytické kolony koleuovaly jak MC/9,
tak HPP-CFC bioaktivity. SDS—PAGE analyza (obr. 8) odhaluje pfitomnost M, =31000 proteinu
ve frakcich z kolony, které obsahuji biologickou aktivitu v obou zkouskach.

Aktivni materidl v piku druhé (relativné malé) aktivity, ziejmy v S—Sepharosové chromatografii
(4. obr. 4, frakce 6272, Casn&jsi frakce v solném gradientu) byl také &istén C, chromatografii.
Vykazuje stejné chovani pfi SDS-PAGE a mél stejné N—terminalni aminokyselinové sekvence
(viz piiklad 20) jako material, ziskany C,4 chromatografii frakci, proslych S—Sepharosou.

6. Shrnuti ¢isténi

Shrnuti stupiidi &i$téni, popsanych ve stupnich 1-5 vy3e, je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2

Shrnuti ¢isténi savich SCF

Stupei celkem

objem (ml) protein (mg)’
kondiciované médium 335,700 13,475
DEAE celuléza' 2,900 2,164
ACA-54 550 1,513
aglutinin p3eni¢nych klig-
ki-agar6za® 375 431
S—Sepharosa 540° 10
C,4 pryskytice® 57,3 0,25-0,40°

1. Uvedené hodnoty predstavuji souhrn hodnot z riznych vsadek, popsanych v textu.
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2. Jak je popsano vySe v prikladu, vysrazeny material, ktery se objevil b&hem dialyzy vzorku
v pfipravé pro S-Sepharosovou chromatografii, byl odstranén odstfedénim. Vzorek po
odstfedéni (480 ml) obsahoval 264 mg celkového proteinu.

3. Kombinace aktivnich gradientovych frakci ze dvou pokusit na C4 kolonach v sekvenci, jak je
popsano.

4. Pouze 450 ml tohoto materialu bylo pouzZito pro nasledujici stupeti (tento ptiklad, vyse).
5. Stanoveno metodou podle Bradforda (supra, 1976), pokud neni uvedeno jinak.

6. Hodnoceno podle intenzity potaZeni stfibrem po SDS-PAGE, a podle analyzy aminokyselin,
jak je popsano v sekci K prikladu 2.

D. SDS-PAGE a zpracovani glykosidazou

SDS-PAGE spojeného gradientu frakci ze dvou pokusii na kolon& C, ve velkém méfitku jsou
uvedeny na obr. 9. Sedesat pl poolu s prvni C, kolony bylo pouzito (draha 1), a 40 pl poolu ze
druhé C; kolony (drdha 2) v pokuse. Tyto gelové drahy byly postfibfeny. Markery molekulové
hmotnosti byly, jak je popsano u obrazku 6. Jak bylo uvedeno, material migrujici nad a pod M
31000 markerovou polohu predstavuje biologicky aktivni material; zfejma heterogenita je
vétsinou zplsobena heterogenitou v glykosylaci.

Pro charakterizovani glykosylace byl &i§tény material jodovan pomoci '’I, zpracovan s riznymi
glykosidazami a analyzovan pomoci SDS-PAGE (redukéni podminky) autoradiografii. Vysledky
jsou uvedeny na obr. 9. Drahy 3 a 9, '"l-znadeny material bez jakéhokoliv oSetfeni
glykosidazou. Drahy 4-8 predstavuji '*I-znaceny material, o3etreny glykosidazou nasledujicim
zpisobem. Drdha 5 neuraminiddzou a O-glykanazou. Draha 6 N-glykanizou. Driha 7
neuraminiddzou a N-glykanazou. Draha 8 neuraminidazou, O-glykanazou a N-glykanizou.
Podminky byly 5 mM 3-/(3—cholamidopropyl)dimethylamonio/~1-propansulfonat (CHAPS),
33 mM 2-merkaptoethanol, 10 mM tris~HCI, pH 7-7,2 po 3 h pfi 37 °C. Neuraminidiza (z
Arthrobacter ureafaciens, Calbiochem) byla pouZita v kone&né koncentraci 0,23 jednotek/ml. O—
Glykanaza (Genzym, endo—alfa—N-acetyl-galaktosaminid4aza) byla pouZzita v koncentraci 45
milijednotek/ml. N-Glykanaza (Genzym, peptid; N-glykosidaza F; peptid-N* /N-acetyl-beta—
glukosaminyl/asparagin amidaza/ byla pouzita v koncentraci 10 jednotek/ml.

Stejné vysledky jako na obr. 9 byly ziskdny pfi zpracovani neznaleného ¢&isténého SCF
glykosidazou a vizualizaci produktu postfibfenim po SDS-PAGE.

Prilezitostné byly provedeny rizné kontrolni inkubace. Tyto zahrnuji: inkubaci ve vhodném
pufru, ale bez glykosidazy, pro ovéfeni, Ze vysledky byly ziskany plsobenim p¥idaného
glykosidazového pripravku; inkubace s glykosylovanym proteinem (tj. napfiklad glykosylovany
rekombinantni lidsky erythropoietin), zndmym jako substrat pro glykosidazu, pro ovéfeni, ze
pouzity glykosiddzovy enzym byl aktivni; a inkubace s glykosiddzou ale bez substratu, pro
ovéfeni Ze glykosiddza samotna nevytvafi pruhy na vizualizovaném gelu.

OSetfeni glykosiddzou byla také provedena s endo—beta—N-acetylglukosaminidazou H (endo H,
NEN DuPont) a s endo-beta-N-acetylglukosaminiddzou H (endo H, NEN DuPont), vidy se
vhodnymi kontrolnimi inkubacemi. Podminky oSetfeni s endo F byly: var 3 min za pfitomnosti
1% (hmotn./obj.) SDS, 100 mM 2-merkaptoethanol, 100 mM EDTA, 320 mM fosfat sodny,
pH 6, nasledovany 3-ndsobnym zfedénim s Nonidetem P-40 (1,17%, obj./obj.., kone¢na
koncentrace), fosfat sodny (200 mM, kone¢na koncentrace) a endo F (7 jednotek/ml, kone¢na
koncentrace). Podminky endo H oSetfeni byly stejné s tou vyjimkou, Zze SDS koncentrace byla
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0,5 % (hmotn./obj.) a endo H byla pouZita v koncentraci 1 ng/ml. Vysledky s endo F byly stejné
Jako s N—glykanazou, zatimco endo H byla na &i#téném SCF materialu net&inna.

Zavéry, které lze zvysledki odvodit, jsou popsany déle pro pokusy s glykosidazou. Ruzna
odetfeni s N-glykanazou (kterd odstrafiuje jak komplex, tak vysoce manosovy N-zesitény
karbohydrat (Tarentino a spol., Biochemistry 24, 4665-4671)(1985)/, endo F (piisobici stejns
jako N-glykanaza (Elder a Alexander, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 4540—4544 (1982)/, endo
H (odstratiujici jak vysokou manosu, tak urlity hybridni typ N-zesiténého karbohydratu
(Tarentino a spol.,, Methods Enzymol. 50C, 574-580 (1978)/, neuraminiddzou (odstrafujici
zbytky sialové kyseliny) a O—glykanazou (odstrafiujici urdité O—zesiténé karbohydraty (Lambin
aspol.,, Biochem. Soc. Trans. 12, 599-600 (1984)/ potvrzuji, Ze: jsou pfitomny jak N-zesiténé
tak O-zesiténé karbohydraty, nejvétsi podil N—zesiténého karbohydratu je komplexniho typu,
a je pfitomna sialova kyselina, kde alespoit &ast je ve formé O-zesiténych skupin. Nekteré tdaje
0 moznych mistech N-zesiténi mohou byt ziskany z aminokyselinovych sekven&nich udajii
(pfiklad 2). SkuteCnost, Ze o3etfeni N-glykanizou, endo F a N-glykanazou/neuraminidazou
muZe pievést heterogenni material, jak je zfejmé podle SDS-PAGE, na rychle migrujici formy,
které jsou homogennéjsi, je v souladu se zavérem, Ze viechen material pfedstavuje stejny
polypeptid, s heterogenitou zpiisobenou heterogenitou pFi glykosylaci. Je také pozoruhodné, Ze
nejmensi formy, ziskané kombinovanymi o3etfenimi s riznymi glykosylazami, jsou v rozmezi M,
18 000-20 000 vzhledem k markeriim molekulové hmotnosti, pouzitym v SDS-PAGE.

Potvrzeni, Ze difuzné migrujici material kolem polohy M, 31000 na SDS-PAGE predstavuje
biologicky aktivni material, ktery ma stejny polypeptidovy fetézcem, je dano skuteGnosti, ze
aminokyselinové sekven&ni udaje, ziskané z materialu migrujiciho v této oblasti (napf. po
elektroforetickém transferu a o3etfeni bromkyanem, pfiklad 2) odpovidaji tém, které byly
demonstrovany pro izolovany gen, jehoZ exprese rekombinantni DNA vede k biologicky
aktivnimu materialu (pfiklad 4).

Priklad 2
Aminokyselinové sekvenéni analyza sav&iho SCF
A. Vysoce i¢inn4 kapalinova chromatografie s reverzni fazi (HPLC) &isténého proteinu

Pfiblizné 5 pg SCF ¢isténého jako v piikladu 1 (koncentrace = 0,117 mg/ml) se podrobi HPLC
s reverzni fazi za pouziti C4 izkovrtanou kolonou (Vydac, 300 A vrténi, 2 mm x 15cm). Protein
byl eluovén linedrnim gradientem 97 % mobilni fize A (0,1 % trifluoroctova kyselina)/ 3 %
mobilni faze B (90 % acetonitrilu v 0,1% trifluoroctové kyseling) do 30 % mobilni faze A/70 %
mobilni faze B b&hem 70 min s nasledujici izokratickou eluci po dalgich 10 minut pfi pritokové
rychlosti 0,2 ml za min. Po odegteni slepého chromatogramu pufru se SCF jevi jako jednotlivy
symetricky pruh(pik) s reten¢nim &asem 70,05 min, jak je uvedeno na obr. 10. Za téchto
podminek nebyl detekovan Zadny hlavni pik kontaminujiciho proteinu.

B. Sekvenovani elektroforeticky transferovanych proteinovych pruht

SCF c&istény jako v piikladu 1 (0,5-1,0 nmol) se nasledujicim zptisobem oSetti N-glykanazou,
enzymem, ktery specificky $tépi Asn—zesiténé karbohydratové skupiny, kovalentné ptipojené
k proteiniim (viz pfiklad 1D). Sest ml poolovaného materialu z frakci 4-6 z C, kolony na obr. 5
se susi za vakua. Pak se pfida 150 pl 14,25 mM CHAPS, 100 mM 2-merkaptoethanolu, 335 mM
fosfore¢nanu sodného, pH 8,6 a inkubace se provadi po 95 minut pii 37 °C. Pfida se 300 ul
74 mM fosfore¢nanu sodného, 15 jednotek/ml N—glykanazy, pH 8,6 a v inkubaci se pokraduje
19 h. Vzorek se pak zpracuje na 9-18% SDS—polyakrylamidovém gradientovém gelu (0,7 mm
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tlouStka, 20x20 cm). Proteinové pruhy v gelu se elektroforeticky prenesou do polyvinyl-
difluoridu (PVDF, Milipore Corp.) za pouziti 10 mM Caps pufru (pH 10,5) pfi konstantnim
proudu 0,5 Amp po 1h /Matsudaira, J. Biol. Chem., 261, 10035-10038 (1987)/. Pfenesené
proteinové pruhy se vizualizuji pomoci Coomasie Blue. Pruhy jsou pfitomny pfi M, —29 000~

predstavuje nestépeny materidl a pozdéjsi predstavuje material, ze kterého je odstranén N-
zesitény karbohydrat. Pruhy byly vyfiznuty a pfimo vloZeny (40 % pro M, 29 000-33 000
proteinu a 80 % pro M, 26 000 proteinu) na proteinovy sekvenator (Applied Biosystems Inc.,
model 477). Analyza proteinové sekvence byla provedena za pouziti programii, doporuenych
vyrobcem (Hewicka a spol., J. Biol. Chem., 256 7990-7997)/, a uvolnéné fenylthiohydantoinyl-
aminokyseliny byly analyzovany on-line za pouziti mikrovrtané C,g HPLC s reverzni fazi. Oba
pruhy nedévaji signaly pro 20-28 sekvenéni cykly, coz potvrzuje, Ze jsou oba nesekventovatelné
metodou, vyuzivajici Edman chemie. Zakladni hladina kazdého sekvenovéani byla mezi 1-
7 pmol, je daleko niz$i neZ mnozstvi proteinu pfitomné v pruhu. Tyto (daje potvrzuji, Ze protein
v pruzich byl N-koncové blokovan.

C. In situ CNBr $tépeni elektroforeticky transferovaného proteinu a sekvenovani

Pro potvrzeni, Ze protein byl skute¢né blokovan, byla ze sekvenétoru odstranéna membrana
/€ast B/ a bylo provedeno St€peni bromkyanem in situ /CNBr 5%, hmotn./obj./ v 70% kyseliné
mravenci 1 h pfi 45 °C/ s nasledujicim su3enim a sekvenéni analyzou. Byly detekovany silné
sekvenéni signaly, predstavujici vnitini peptidy, ziskané ze $té€peni methionylpeptidové vazby
pomoci CNBr.

Oba pruhy poskytuji identické smésné sekvencni signaly, uvedené déle v prvnich péti cyklech.
Identifikované aminokyseliny

Cyklus 1: Asp, Glu, Val, Ile, Leu,
Cyklus 2: Asp, Thr, Glu, Ala, Pro, Val,
Cyklus 3: Asn, Ser, His, Pro, Leu,
Cyklus 4: Asp, Asn, Ala, Pro, Leu,
Cyklus 5: Ser, Tyr, Pro.

Oba pruhy také poskytuji podobné signaly az do 20 cykli. Pocateéni vytézky byly 40—115 pmol
pro M, 26 000 pruh a 40—150 pmol pro M, 29 000-33 000 pruh. Tyto hodnoty jsou srovnatelné
s pivodnim moldrnim mnoZstvim proteinu, vlozenym do sekvenatoru. Vysledky potvrzuji, Zze
proteinové pruhy, odpovidajici SCF, obsahuji blokovany N—konec. Postupy pouZité pro ziskani
potfebnych sekvencnich informaci pro N-koncové blokované proteiny zahrnuji: a/ odblokovani
N-konce /viz sekce D/, a b/ ziskani peptidii vnitinim $tépenim pomoci CNBr /viz sekce E/,
trypsinem /viz sekce F/ a Staphylococcus aureus /kmen V-8/ protedzou /Glu—C//viz sekce G/.
Sekven¢ni analyza miZe byt provedena po odstranéni blokované N-koncové aminokyseliny nebo
po izolaci peptidovych fragmenti. Piiklady jsou detailné popsany dile.

D. Sekvencni analyza faktoru BRL kmenovych buné€k po zpracovani s pyroglutamovou
kyselinou—aminopeptidazou

Predpovédét chemicky charakter blokujici skupiny, pfitomné na amino zakonéeni SCF, bylo
obtizné. Blokovani mize byt post-translaéni in vivo /F. Wold, Ann. Rev. Biochem., 50, 783-814
/1981//, nebo miize vznikat in vitro béhem ¢iSténi. Obvykle jsou nejCastéji pozorovany dvé post—
translacni modifikace. MiiZze probihat acetylace urcitych N-koncovych aminokyselin, jako je
Ala, Ser, atd., katalyzovana N-a—acetyltransferazou. Toto miiZe byt potvrzeno izolaci a analyzou
hmotovou spektrometrii N-koncové blokovaného peptidu. Jestlize je aminozakon&enim peptidu
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glutamin, miZe probihat deamidace jeho gama—amidu. MiiZe pak probihat cyklizace, zahrnujici
gama-karboxylat a volny N-konec za vzniku pyroglutamatu. Pro detekci pyroglutamatu muze
byt pouZit enzym pyroglutamat aminopeptidiza. Tento enzym odstrafiuje pyroglutamétovy
zbytek, Stépici volny aminokonec u druhé aminokyseliny. Pro sekvenovani miZe byt uzito
Edmanovy chemie.

SCF /CistEny jako v pfikladu 1, 400 pmol/ v 50 mM sodném fosfatovém pufru /pH 7,6,
obsahujici dithiothreitol a EDTA/ byl inkubovan s 1,5 jednotkami pyroglutamové kyseliny—
aminopeptidazy telecich jater /pE-AP/ po 16 h pii 37 °C. Po reakci byla smés ptimo vlozena do
proteinového sekvenitoru. Hlavni sekvence byla identifikovana po 46 cyklech. Podate¢ni
vytéZek byl asi 40 % a opakovany vytézek byl 94,2 %. N—terminalni sekvence SCF, zahrnujici
N-koncovou pyroglutamovou kyselinu je:

PE-AP misto $tépeni
10
pyroGlu-Glu-Ile-Cys—Arg—Asn-Pro-Val-Thr—Asp-Asn—Val-Lys—Asp-

20
—lle-Thr-Lys-Leu-Val-Ala-Asn-Leu—Pro—Asn—Asp-Tyr-Met-Ile-Thr-

30 40
-Leu-Asn-Tyr-Val-Ala-Gly-Met-Asp—Val-Leu—Pro—Ser—His-xxx~Trp—
—Leu-Arg-Asp—......

XXX, v poloze 43 nestanoveno
Tyto vysledky prokazuji, Ze SCF obsahuje na svém N-konci pyroglutamovou kyselinu.
E. Izolace a sekvenéni analyza CNBr peptidi

SCF Cistény jako v prikladu 1 /20-28 pg/, /1,0-1,5 nmol/ byl zpracovan s N-glykanazou, jak je
popsano v pfikladu 1. V tomto pfipadé byla pfem&na na material M, 26000 kompletni. Vzorek
byl suSen a $t&pen CnBr v 70% kyselin€ mravenci /5%/ po 18 h pfi teploté mistnosti. Po §tépeni
byl material zfedén vodou, sulen a znovu rozpustén v 0,1% trifluoroctové kyseliné. CNBr
peptidy byly oddéleny HPLC s reverzni fazi za pouziti C; narrowbore kolonou za eluénich
podminek stejnych, jak jsou popsany v sekci A tohoto piikladu. Nékteré hlavni peptidové frakce
byly izolovany a sekvenovany a vysledky jsou sumarizovany nasledovné:

Peptid retenéni &as /min/ sekvence®
CB4 15,5 L-P-P——-—
CB-6' 22,1 a. I-T-L-N-Y-V-A-G—/M/

b. V-A-S-D-~T-S-D-C-V-L~S~( )} )}-L-G-
—P-E-K-D-8-R-V-S-V—/ /K~ ———

CB-B 28,0 D-V-L-P-S-H-C-W-L-R-D-/M/

CB-10 30,1 /obsahujici sekvenci CB-B/

CB-15° 43,0 E-E-N-A-P-K-N-V-K-E-S-L-K-K-P-T-
~R—/N/-F-T-P-E~E-F-F-S-I-F-D*-R-S-
—I-D-A-—---~-

CB-14 37,3

a

CB-16 oba peptidy obsahuji sekvenci CB-15
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1. Nebyly detekovany aminokyseliny v polohach 12, 13 a 25. Peptid b nebyl sekvenovéin na
konci.

2. /N/ v CB-15 nebyl detekovén, byl odhadnut jako potencidlni misto N—glykosylace. Peptid
nebyl na konci sekvenovan.

3. OznaCené misto, kde Asn mize byt pfeveden na Asp N—glykanizovym odstranénim N-
pfipojeného cukru.

4. Byl pouzit nasledujici pismenovy kod: A Ala, C Cys, D Asp, E Glu, F Phe, G Gly, H His, I Ile,
K Lys, L Leu, M Met, N Asn, P Pro, Q Gln, R Arg, S Ser, T Thr, V Val, W Trpa Y Tyr.

F. Izolace a sekvenovani faktoru BRL kmenovych bunék jako tryptickych fragmenti

SCF ¢&itény jako v pfikladu 1 /20 ug ve 150 pl 0,1 M hydrogenuhli¢itanu amonném/ byl 3tépen
1 pg trypsinu pfi 37 °C po 3,5 h. Material byl ihned pfeveden na narrowbore C4 HPLC za pouZiti
elu¢nich podminek, jak jsou popsany v sekci A tohoto prikladu. V3echny eluované peptidové
piky mély retencni ¢asy rozdilné od nestépeného SCF /sekce A/. Sekvendni analyza izolovanych
peptidi je uvedena déle:

Peptid retenéni doba sekvence
/min/
T-1 7,1 E-S-L-K-K-P-E-T-R
T-2! 28,1 V-S-V~/_/-K
T-3 324 I-V-D-D-L-V-A-A-M-E-E-N-A-P-K
T-4? 40,0 N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-/_/-R
T-5° 46,4 a. L-V-A-N-L-P-N-D-Y-M-[-T-L-N-Y-V-A-G-

~-M-D-V-L-P-S-H-C-W-L-R
b. S--D-A-F-K-D-F-M-V-A-S-D-T-S-D-C-V-

LS~/ _/~/ /-L-G~———

7 72,8 E-S-L-K-K~P—E-T-R-/N/-F-T-P-E-E~F-F-
-S-I-F-/ /-R

T-8 73,6 E-S-L-K-K~P-E~-T-R-N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-
-F-D-R

1. Aminokyselina v poloze 4 nebyla oznacena.
2. Aminokyselina v poloze 12 nebyla uréena.

3. Aminokyseliny v polohach 20 a 21 v 6 peptidu T-5 nebyly identifikovany, byly odhadem
uréeny jako mista O—pfipojeni cukru.

4. Aminokyselina v poloze 10 nebyla detekovana, byla povaZovina za Asn vzhledem
k potencidlnimu N-vazanému glykosylaénimu mistu. Aminokyselina v poloze 21 nebyla

detekovana.

G. Izolace a sekvenovani peptidd faktoru BRL kmenovych bunék po $tépeni S.aureus Glu— C
proteazou

SCF ¢istény jako v prikladu 1 /20 pg ve 150 ul 0,1 M hydrogenuhljc':itanu amonného/ byl
podroben Stépeni Glu—C proteazou pifi poméru protedza—substrat 1:20. Sté€peni bylo provedeno
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pii 37 °C po 18 hodin. Material byl ihned oddélen narrowbore C; HPLC s reverzni fazi. Bylo
oddéleno pét hlavnich peptidovych frakei a tyto byly sekvenovany:

retenéni
Peptid doba /min/ sekvence
S-1 5,1 N-A-P-K-N-V-K-E
s-2! 27,7 S-R-V-S8-V—/_/-K-P-F-M-L-P-P-V-A-/A/
S-3? 46,3 nedetekovana Z4dn4 sekvence
s-5° 71,0 S-L-K—K-P-E-T-R-N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F~
—/N/-R-S-I-D-A~-F-K-D-F-M-V-A-S-D
S-6° 72,6 S-L-K-K-P-E-T-R-N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-

~/N/-R-S—I-D—A—F-K-D-F-M-V-A-S-D-T-S-D

1. Aminokyselina v poloze 6 S—2 peptidu nebyla uréena, mohlo by to byt misto pfipojeni O—
vazaného cukru. Ala v poloze 16 S-2 peptidu byl detekovan v nizkém vytézku.

2. Peptid S-3 miize byt N-koncové blokovany peptid, odvozeny od N-konce SCF.
3. N v zévorkéch oznaduje potencialni misto ptipojeni N-vazaného cukru.
H. Sekvencni analyza faktoru BRL kmenovych bunék po $t&peni BNPS—skatolem

SCF /2 pg/ v 10 mM hydrogenuhligitanu amonného byl zcela vysuSen vakuovym odstfed’ovanim
a pak znovu rozpustén v 100 ul ledové kyseliny octové. 10ti az 20ti nasobny molarni prebytek
BNPS-skatolu byl ptidan k roztoku a smés byla inkubovana pti 50 °C po 60 min. Reakéni smés
pak byla suSena vakuovym odstfed'ovanim. Sueny zbytek byl extrahovan 100 pl vody a opét
50 pl vody. Spojené extrakty pak byly podrobeny sekven&ni analyze popsané vyse. Byla
detekovana nasledujici sekvence:

1 10
Leu-Arg-Asp-Met—Val-Thr—His-Leu-Ser-Val-Ser-Leu-Thr-Thr-Leu—Leu-

20 30
—Asp-Lys—Phe-Ser-Asn-Ile-Ser-Glu-Glu-Leu-Ser—/Asn/~Tyr-Ser—Ile-Ile—

40
—Asp-Lys-Leu-Gly-Ile-Val-Asp— — — —

Poloha 28 nebyla pozitivn& uréena, byla uréena jako Asn jako potencidlni misto N—vézané
glykosylace.

Podil SCF proteinu /500 pmol/ byl pufrem preveden do10 mM octanu sodného, pH 4,0 /celkovy
objem 90 pl/ a byl pfidan Brij-35 v koncentraci 0,05% /hmotn./obj./. 5 pl podil byl odebran pro
kvantifikaci proteinu. CtyFicet ul vzorku bylo zfed&no na 100 ul vy3e popsanym pufrem. Byla
pfidana karboxypeptiddza P /z Penicillium janthinellum/ pfi poméru enzym-substrat 1:200.
Stépeni bylo provadéno pti 25 °C a byly odebirany 20 ul podily 0, 15, 30, 60 a 120 min. Stépeni
bylo ukonéeno v kazdé dobé pridanim trifluoroctové kyseliny v celkové koncentraci 5 %. Vzorky
byly suSeny a uvolnéné aminokyseliny byly derivatizovany reakci s Dabsyichloridem /dimethyl-
aminoazobenzensulfonylchlorid/ v 0,2 M NaHCO; v 0,2 M NaHCO; /pH 9,0/ pti 70 °C po
12 min /Chang a spol., Methods Enzymol., 90, 41-48 /1983//. Derivatizované aminokyseliny
/jedna Sestina kazdého vzorku/ byly analyzovany HPLC narrowbore reverzni faz{ s modifikaci
postupu podle Changa a spol., /Techniques in Protein Chemistry, T. Hugli vyd., Acad. Press, NY
71989/, str. 305-311/. Kvantitativni slozeni odpovidajici urgité dobé bylo ziskano porovnanim
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standardl derivatizovanych aminokyselin /1 pmol/. V dob& O byl detekovan kontaminujici
glycin. Alanin byl jedinou aminokyselinou, ktera stoupala s inkubaénim &asem. Po 2 hodinach
inkubace byl Ala detekovan v celkovém mnoZstvi 25 pmol, ekvivalentni 0,66 mol Ala,
uvolnéného na mol proteinu. Vysledek indikuje, Ze pfirodni savéi SCF molekuly obsahuji Ala na
svém karboxylovém konci, coZ je v souladu se sekvenéni analyzou C—koncového peptidu, S-2,
ktery obsahuje C-koncovy Ala. Tento zavér je také vsouladu se zndmou specifikou
karboxypeptidazy P /Lu a spol., J. Chromatog. 447, 351-364 /1988//. Napriklad 3tépeni probiha,
Jestlize je pfedpovézena sekvence Pro—Val. Peptid S-2 mél sekvenci S— R-V-S—V—/T/-K-P-F-
M-L-P-P-V-A-/A/ a bylo pfedpokladéno, ze je C-koncovym peptidem SCF /viz sekce J tohoto
piikladu/. C-koncové sekvence — — -P-V—-A—/A/ omezuje protedzové 3tépeni pouze na alanin.
Aminokyselinové sloZeni peptidu S-2 indikuje pfitomnost 1 Thr, 2 Ser, 3 Pro, 2 Ala, 3 Val,
1 Met, 1 Leu, 1 Phe, 1 Lys a 1 Arg, celkem 16 zbytkd. Detekce 2 Ala zbytkd indikuje, Ze zde
mohou byt dva Ala zbytky na C—konci tohoto peptidu /viz tabulka v sekci G/. BRL CSF je tak
zakonCen Ala 164 nebo Ala 165.

J. Sekvence SCF

Kombinaci vysledki ziskanych ze sekven¢ni analyzy /1/ intaktniho faktoru kmenovych bungk po
odstranéni jeho N-terminélni pyroglutamové kyseliny, 2/ CNBr peptidd, 3/ trypsin peptidt a 4/
Glu—C peptidazovych fragmentii, N-koncové sekvence a C-koncové sekvence byly dedukovéany
/obr. 11/. N-koncova sekvence za¢in u pyroglutamové Kyseliny a kon&i u Met—48. C—koncova
sekvence obsahuje 84/85 aminokyselin /poloha 82 aZ 164/165/. Sekvence od polohy 49 do 81
nebyla detekovana v Zidném zizolovanych peptidi. Nicméné sekvence byla detekovana
u velkého peptidu po BNPS—skatolovém stépeni BRL SCF, jak je popsano v sekci H tohoto
ptikladu. Z téchto dal3ich udaji, jakoz i DNA sekvenci ziskanych z krysiho SCF /priklad 3/
mohou byt N— a C—koncové sekvence uréeny a celkova sekvence sestavena, jak je uvedeno na
obr. 11. N-konec molekuly je pyroglutamova kyselina a C—konec je alanin, jak je potvrzeno
St€penim pyroglutamét aminopeptidazou a karboxypeptidazou P.

Ze sekvenCnich Gdaji je zfejmé, Ze Asn-72 je glykosylovan, Asn—-109 a Asn—120 jsou
pravdépodobné glykosylovany v nékterych molekulach, ale v jinych ne. Asn—65 mohl byt béhem
sekven¢ni analyzy detekovan a proto mize byt jen astetné& glykosylovan, pokud viibec je. Ser—
142, Thr-143 a Thr-155, piedpovézené z DNA sekvence, nebyly detekovany béhem
aminokyselinové sekvenéni analyzy a proto by mohly byt misty O—vazaného karbohydratového
pfipojeni. Tato potencilni mista karbohydratového pfipojeni jsou uvedena na obr. 11; N-vazany
karbohydrét je indikovan polotuénymi pismeny v zavorkach, O-vazany karbohydrat volnymi
polotu¢nymi pismeny.

K. Analyza sloZeni aminokyselin faktoru BRL kmenovych bunék

Material z C4 kolony na obr. 7 byl pfipraven pro analyzu sloZzeni aminokyselin zahusténim
a pufrovou vyménou do 50 mM hydrogenuhli¢itanu amonného.

Dva 70 pul vzorky byly oddélené hydrolyzovany v 6 N HCI, obsahujici 0,1 % fenolu a 0,05 % 2—
merkaptoethanolu pii 110 °C za vakua po 24 hodin. Hydrolyzaty byly suseny, rekonstituovany
vpufru na bazi citritu sodného a analyzoviny za pouZiti iontovyménné chromatografie
/Beckman Model 6300 analyzator aminokyselin/. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. PouZiti
164 aminokyselin /ze sekvencnich proteinovych dat/ pro vypoget sloZeni aminokyselin poskytuje
lepsi pfedpovéd’ hodnot nez pouziti 193 aminokyselin /jak je dedukovino z PCR odvozenych
DNA sekvenénich hodnot, obr. 14C/.
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Tabulka 3

Kvantitativni sloZeni aminokyselin v sav&im SCF

sloZeni aminokyselin predpovidané
mol na mol proteinu’ zbytky na molekulu®
Aminokyseliny
pok. €. 1 pok. €. 2 (A) (B)

Asx 24,46 24,26 25 28
Thr 10,37 10,43 11 12
Ser 14,52 14,30 16 24
Glx 11,44 11,37 10 10
Pro 10,90 10,85 9 10
Gly 5,81 6,20 4 5
Ala 8,62 8,35 7/8 8
Cys nd nd 4 5
Val 14,03 13,96 15 15
Met 4,05 3,99 6 7
Ile 8,31 8,33 9 10
Leu 17,02 16,97 16 10
Tyr 2,86 2,84 3 7
Phe 7,96 7,92 8 8
His 2,11 2,11 2 3
Lys 10,35 11,28 12 14
Trp nd nd 1 1
Arg 4,93 4,99 5 6
celkem 158 158 164/165 193
vypoctena molekulova hmotnost 18,424°

1. VztaZeno na 158 zbytkii z proteinové sekvenéni analyzy (s vyjimkou Cys a Trp).

2. Teoretické hodnoty vypodtené z idajii proteinové sekvence (A) nebo z Gdajii DNA sekvence

(B).

3. Vztazeno na 1-164 sekvence.

Zahrnuti zndmého mnozstvi vnitiniho standardu v analyze aminokyselinového sloZeni také
umoziiuje kvantifikaci proteinu ve vzorku, pro analyzovany vzorek byla ziskana hodnota
0,117 mg/ml.

Piiklad 3

Klonovani geni pro krysi a lidsky SCF

A. Amplifikace a sekvenovani krysich SCF cDNA fragmentii

Determinace aminokyselinové sekvence fragmentii krysiho SCF proteinu umozZnila oznadit
smiSenou sekvenci oligonukleotidd, specifickou pro krysi SCF. Oligonukieotidy byly vyuzity
jako hybridizaéni sondy ke zji§téni krysi cDNA a genomovych knihoven a jako primert

v pokusech amplifikovat ¢asti cDNA uZitim polymerazové fetézcové reakéni (PCR) strategie
Mullis a spol., Methods in Enzymol. 155, 335-350 (1987). Oligodeoxynukleotidy byly
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syntetizovany fosforamiditovou metodou /Beaucage a spol., Tetrahedron Lett., 22, 1859-1862
(1981), McBride a spol., Tetrahedron Lett., 24, 245-248 (1983)/, jejich sekvence jsou zobrazeny
na obr. 12A. Pismena znamenaji A adenin, T thymin, C cytosin, G guanin, I inosin, na obr. 12A
pfedstavuje oligonukleotidy, které obsahuji sekvence zjistitelné restrikénimi endonukledzami.
Sekvence jsou zapsany 5'——3'.

Krysi genomova knihovna, krysi jaterni genomova knihovna a dvé BRL ¢cDNA knihovny byly
zjistény pouzitim **P-zna&enych smésnych oligonukleotidovych sond, 219-21 a 219-22 (obr.
21A), jejichz sekvence byly vztazeny na aminokyselinové sekvence ziskané v pikladu 2. Zadné
SCF klony nebyly v tomto experimentu ziskany pouzitim standardnich metod cDNA klonovani
/Maniatis a spol., Molecular Cloning, Cold Spring Harbor 212-246 (1982)/.

V alternativnim pokusu, jehoZ vysledkem byla izolace sekvence nukleové kyseliny pro SCF, se
vyuzila PCR technika. V téchto metodach je oblast DNA vymezena dvéma primery amplifiko-
vana in vitro multiplikovanymi cykly replikace katalyzovanymi vhodnou DNA polymerazou
(jako je Taql DNA polymeraza) za pritomnosti deoxynukleosidtrifosfati v zafizeni pro tepelné
cykly. Specifita PCR amplifikace spo¢ivd na dvou oligonukleotidovych primerech, které
ohrani¢uji DNA segment, ktery ma byt amplifikovan a hybridizovan k protilehlému fetézci. PCR
s dvoustrannou specifitou pro jednotlivé DNA oblasti v komplexu smési je dosaZeno uzitim dvou
primert se sekvenci dostatecné specifickou pro tento region. PCR s jednostrannou specifitou
vyuziva primer specificky pro jednu oblast a druhy primer, ktery mize zalinat v cilovych
mistech pfitomnych na mnoha nebo viech DNA molekulach ve smési /Loh a spol., Science, 243,
217-220 (1989)/.

DNA produkty tspésné PCR amplifikaéni reakce jsou zdrojem informace o DNA sekvenci
/Gyllesten, Biotechniques, 7, 700-708(1989) a mohou byt vyuzity k vyrobé znacenych
hybridnich sond, majicich vétsi délku a vyssi specifitu nez oligonukleotidové sondy. PCR
produkty mohou také byt znafeny, se vhodnou primerovou sekvenci, ke klonovani do
plazmidovych vektoru, které dovoluji expresi kodovaného peptidového produktu.

Zakladni strategie pro ziskani DNA sekvence krysi SCF cDNA je nadrtnuta na obr. 13A. Malé
Sipky indikuji DNA sekvencni reakce. PCR 90,6 a 96,2, ve spojeni s DNA sekvenovanim, byly
pouzity k ziskani ¢aste¢né nukleokyselinové sekvence pro krysi SCF ¢cDNA. Primery pouZité
v téchto PCR byly smisené oligonukleotidy, vztazené na aminokyselinové sekvence, uvedené na
obr. 11. Pouzitim sekvenéni informace ziskané z PCR 90,6 a 96,2, unikatni sekvenéni primery
(224-27 a 224-28, obr. 12A) byly vyrobeny a pouzZity v nasledujici amplifikaci a sekvenénich
reakcich. DNA, obsahujici 5’ konec cDNA, byla ziskdna v PCR 90,3, 96,6 a 625,1 pouZitim
jednostranné specifické PCR. Dalsi DNA sekvence blizko C-konce SCF proteinu byla ziskana
v PCR 90,4. DNA sekvence pro zbytek kddujiciho regionu krysi SCF cDNA byla ziskdna z PCR
produkti 630,1, 630,2, 84,1 a 84,2, jak je popsano dale v sekci C tohoto ptikladu. Techniky,
pouZité pii ziskavani krysi SCF cDNA, jsou popséany dale.

RNA byla ptipravena z BRL bunék, jak popisuje Okayama a spol. /Methods Enzymol., 154, 3—
28 (1987)/. PolyA+ RNA byla izolovana za pouziti oligo(dT)celulézové kolony, jak popisuje
Jacobson v /Methods in Enzymology, sv. 152,254-261 (1987)/.

Prvni fetézec cDNA byl syntetizovan pouzitim 1 pg BRL poly+ RNA jako templatu a (dT)i>-1s
jako primeru v souladu s protokolem doplnénym enzymem, Mo-MLV reverzni transkriptdzou
(Bethesda Research Laboratories). Degradace fetézce RNA byla provedena pouzitim 0,14 M
NaOH pfi 84 °C za 10 minut nebo inkubaci ve vrouci vodni lazni 5 minut. Pfebytek octanu
amonného byl pfidan pro neutralizaci roztoku a cDNA byla nejprve extrahovéna fenol/chloro-
formem, pak extrahovana chloroformem/izo-amylalkoholem a pak vysraZena ethanolem.
Pro umoznéni pouziti oligo(dC)- primerti v PCR s jednostrannou specifitou, byl poly(dG) konec
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pfidin na 3’ konec &asti prvniho fetézce cDNA terminalni transferdzou zteleciho thymu
(Boeringer Mannheim), jak bylo dfive popséno /Deng a spol., Methods Enzymol., 100, 96-103
(1983)/.

Jestlize neni uvedeno v dalSich popisech, které nasleduji, je denaturaéni krok v kazdém PCR
cyklu provadén pti 94 °C 1 minutu a elongace byla pfi 72 °C 3 nebo 4 minuty. Teplota a trvani
chlazeni byla rizni podle PCR, &asto predstavuji kompromis, vztazeny na odhad potieby
nékolika rozdilnych PCR, provedenych sougasné. Jestlize primerové koncentrace byly sniZeny
pro snizeni akumulace primerovych artefakti /Watson, Amplifications, 2, 56 (1989), je
indikovéana del3i doba anelace, kdyZ byla koncentrace PCR produktu vysoka, byla pouzita kratsi
doba a vys3i koncentrace primerti pro zvySeni vytéZku. Vyznamnym faktorem v ureni teploty
anelace byl odhad T, primer—cilové misto asociace /Suggs a spol., v Developmental Biology
Using Purified Genes, vyd. Brown D. D. a Fox C. F. (Academic, New York), str. 683—693
(1981)/. Enzymy, pouzité v amplifikaci, byly ziskany od jednoho ze tfi vyrobci: Straragene,
Promega nebo Perkin-Elmer Cetus. Reaktanty byly pouZity podle doporuéeni vyrobce.
Amplifikace byla provedena v zafizeni pro DNA tepelné cykly Coy Tempcycle nebo Perkin—
Elmer Cetus.

Amplifikace SCF cDNA fragmentt byla obvykle zkou3ena elektroforézou na agarézovém gelu
za pfitomnosti ethidiumbromidu a vizualizace fluorescenci DNA prouzkii stimulované
ultrafialovym zafenim. V nékterych ptipadech, kde byly malé fragmenty anticipovény, byly PCR
produkty analyzovany elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Ovéfeni toho, Ze pozorované
prouzky reprezentuji SCF c¢cDNA fragmenty, bylo ziskdno pozorovanim ptisluinych DNA
prouzkii nésledujicich amplifikaci s jednim nebo vice vnitfn& usazenymi primery. Kone&né
ovéfeni bylo uskutenéno dideoxysekvenovanim /Sanger a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74,
5463-5467 (1977) PCR produkti a srovnani pfedpokladanych translaénich produkti se
sekvencni informaci SCF peptidu.

V pocate¢nich PCR experimentech byly pouzity smiSené oligonukleotidy, zaloZené na SCF
proteinové sekvenci /Gould, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 1934-1938 (1989)/. Daile jsou
popsany PCR amplifikace, které byly pouzity k ziskani DNA sekvenéni informace pro krysi
c¢DNA, kédujici aminokyseliny —25 az 162.

V PCR 90,6, BRL cDNA byla amplifikovana se 4 pmol 222-11 a 223—6 v reakénim objemu
20 pl. Cast produktu PCR 90,6 byla elektroforézovana na agardzovém gelu a prouzky piiblizné
ofekavané velikosti byly pozorovany. Jeden pl PCR 90,6 produktu byl amplifikovan dale
s 20 pmol primerd 222-11 a 223-6 v 50 pl v 15 cyklech, anelovan pti 45 °C. Cast tohoto
produktu byla pak podrobena 25 cyklim amplifikace za pfitomnosti primerii 222-11 a 219-25
(PCR 96,2), poskytla pak prouzek jednoho hlavniho produktu pii elektroforéze na agarézovém
gelu. Asymetrickd amplifikace produktu PCR 96,2 se stejnymi dvéma primery produkovala
templaty, které byly pak uspéSné sekvenovany. Dal3i selektivni amplifikace SCF sekvenci
v produktu 96,2 byla provedena PCR amplifikaci produktu za pfitomnosti 222—11 a usazeného
primeru 219-21. Produkt této PCR byl pouzit jako templat pro asymetrickou amplifikaci
a vyrobu radioaktivné znagenych sond (PCR2).

K izolovani 5" konce cDNA krysiho SCF byly primery, obsahujici (dC), sekvence, komple-
mentarni k poly (dG) koncim cDNA, vyuZity jako nespecifické primery. PCR 90,3 obsahuje
(dC)12 (10 pmol) a 223—6 (4 pmol) jako primery a BRL ¢cDNA jako templat. Reakéni produkty
vytvéreji agregity velmi vysoké molekulové hmotnosti, zistavajici v jamkach pti elektroforéze
na agar6zovém gelu. Jeden pl produkovaného roztoku byl dile amplifikovan za pfitomnosti
25 pmol (dC);2 a 10 pmol 2236 v objemu 25 pl v 15 cyklech, anelovén pii 45 °C. Pil pl tohoto
produktu bylo pak amplifikovano po 25 cykld s vnitiné usazenym primerem 219-25 a 201-7
(PCR 96,6). Sekvence 201-7 je zndzornéna na obr. 12C. P¥i elektroforéze na agarézovém gelu
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nebyly pozorovany zidné prouzky. Bylo provedeno 25 jinych cykld PCR pfi 40 °C, po kterych
byl pozorovin jeden prominentni prouzek. Bylo provedeno ,vypijikovani podle Southerna
a jeden vyrazny hybridizovany prouzek pak byl pozorovan. Dalsich 20 cykli PCR (625,1), pii
45°C bylo provedeno za pouziti 201-7 a usazeného primeru 224-27. Sekvenovéni bylo
provedeno po asymetrické amplifikaci prostfednictvim PCR, ziskaly se sekvence, které
obsahovaly po domnélém aminokonci predpokladanou signalni peptid kédujici sekvenci pre—
SCF. Tato sekvence je vyuZita k oznageni oligonukleotidového primeru 227-29, obsahujiciho
5" konec kodujiciho regionu cDNA krysiho SCF. Obdobné 3'DNA sekvence, konéici na
aminokyseliné 162, byla ziskana sekvenovanim PCR 90,4 (viz obr. 13A).

B. Klonovani genomové DNA krysiho bun&&ného kmenového faktoru

Sondy ziskané z PCR amplifikace cDNA, kédujici krysi SCF, jak je popsano vy3e v &asti A, byly
pouzity k prohledani knihovny, obsahujici krysi genomové sekvence (ziskané od CLONTECH
Laboratories, Inc., katalogové &islo RL1022 j). Knihovna byla konstruovana v bakteriofa-
govém A vektoru EMBL-3 SP6/T7 uzitim DNA, ziskané z dosp&lého samce krysy Sprague—
Dawley. Knihovna, jak je charakterizovdna dodavatelem, obsahuje 2,3x10° nezavislych klont
s prumérnou inzertni velikosti 16 kb.

PCR byla pouzita ke generovani *’P—znalenych sond, pouZitych ve screeningu genomové
knihovny. Sondy PCR1 (obr. 13A) byly pfipraveny v reakci, ktera obsahuje 16,7 uM *P(alfa)-
dATP, 200 uM dCTP, 200 uM dGTP, 200 uM dTTP, reakéni pufr doporudeny Perkin Elmer
Cetus, Taq polymerizu (Perkin Elmer Cetus) pfi 0,05 jednotek/ml, 0,5 uM 219-26,
0,05 uM 2236 a 1 pl templatu 90.1, obsahujicim cilova mista pro dva primery. Sonda PCR 2
byla vytvofena pouZitim stejnych reakénich podminek, pouze primery a templat byly zméné&ny.
Sonda PCR2 byla vyrobena pouzitim 0,5 pM 222-11, 0,05 pM 219-21 a 1 pl templatu
odvozeného z PCR 96,2.

Ptiblizné 10° bakteriofagd bylo umisténo na plotnu, jak popisuje Maniatis a spol. /supra(1982)/.
Plaky byly transferovany na GeneScreen Plus™ filtry (22 cm x 22 cm, NEN/DuPont), které byly
denaturovany, neutralizovany a suSeny, jak je popsano v protokolu od vyrobce. Z kazdé plotny
byly provedeny dva prenosy na filtr.

Filtry byly prehybridizovany v 1M NaCl, 1% SDS, 0,1% albuminu hovéziho séra, 0,1% ficollu,
0,1% polyvinylpyrrolidonu (hybridizaéni roztok) po dobu ptiblizn& 16 h pfi 65 °C a skladovany
pii =20 °C. Filtry byly transferovany do &erstvého hybridiza¢niho roztoku, obsahujiciho *2P-
znagenou PCR 1 sondu v 1,2x10° cpm/ml a hybridizovany 14 h pti 65 °C. Filtry byly vymyty
v 0,9 M NaCl, 0,09 M citratu sodném, 0,1% SDS, pH 7,2 (promyvaci roztok) 2 hodiny pfi teploté
mistnosti s nasledujicim druhym promytim &erstvym promyvacim roztokem 30 minut pfi 65 °C.
Bakteriofdgové klony z oblasti ploten, odpovidajici radioaktivnim bodim, byly pfemistény
z ploten a znovu prohledany sondami PCR 1 a PCR 2.

DNA z pozitivnich kloni byla $tépena restrikénimi endonukledzami BamHI, Sphl nebo Sstl
avysledné fragmenty byly subklonovany do pUC119 a nésledné sekvenovany. Strategie pro
sekvenovani krysi genomové SCF DNA je schematicky znizorn€na na obr. 14A. Na tomto
obrazku kfivka nakreslena nahofe predstavuje oblast krysi genomové DNA kodujici SCF.
Mezery ve kfivce indikuji oblasti, které nejsou sekvenovany. Mezery ve k¥ivce indikuji oblasti,
které nebyly sekvenovany. Velké ramecky predstavuji exony kédujiciho regionu SCF genu
s odpovidajici kédovanou aminokyselinou, uvedenou nad kazdym rameékem. Sipky predstavuji
individualni oblasti, které byly sekvenovany a pouzity k sestaveni souhlasné sekvence pro krysi
SCF gen. Sekvence pro krysi SCF gen je uvedena na obr. 14B.
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Pouzitim PCR 1 sondy ke screeningu krysi genomové knihovny byly izolovany klony,
odpovidajici exonlim, kédujicim aminokyseliny 19 — 176 SCF. Aby se ziskaly klony pro dalsi
exony kédujiciho regionu pro aminokyselinu 19, byla knihovna screenovéana pouzitim
oligonukleotidovych sond 228-30. Stejn4 sada filtrii, jaka byla pouzita dfive se sondou PCR 1,
byla prehybridizovana jako pfedtim a hybridizovana v hybridiza&nim roztoku, obsahujicim **P—
znaceny oligonukleotid 228-30 (0,03 picomol/ml) pti 80 °C po 16 hodin. Filtry byly promyty
v promyvacim roztoku pfi teploté mistnosti po dobu 30 minut a nasledovné byly znovu promyty
v Cerstvém promyvacim roztoku pfi 45 °C po dobu 15 minut. Bakteriofdgové klony z oblasti
ploten, odpovidajici radioaktivnim bodim na autoradiogramech, byly premistény z ploten
aznovu screenovany sondou 228-30. DNA zpozitivnich kloni byla Sté€pena restrikénimi
endonukledzami a subklonovéna jak bylo popsano. Pouzitim sondy 228-30 byly ziskany klony,
odpovidajici exontim, kodujicim aminokyseliny —20 az 18.

Bylo provedeno nékolik pokusii izolovat klony, odpovidajici exoni(iim), obsahujicimu 5'—
netranslatovany region pro aminokyseliny —25 az -21. Nebyly izolovany 7adné klony pro tento
region krysiho SCF genu.

C. Klonovani krysi cDNA pro expresi v savéich buiikich

Sav¢i bun&tné expresni systémy byly vymysleny pro zji$t&ni toho, jsou-li aktivni polypeptidové
produkty krysiho SCF schopny byt exprimoviny a secernovany sav&imi bufikami. Expresni
systémy byly vymySleny pro expresi zkricenych verzi krysiho SCF (SCF''® a SCF'™1%
a proteinu (SCF'%%), pfedpovézenych z translace genové sekvence na obr. 14C.

Expresni vektor uzity v t&chto studiich byl ,,shuttle vektor, obsahujici pUCI119, SV40 a HTLVI
sekvence. Vektor byl oznalen pro umoznéni autonomni replikace jak v E.coli, tak v sav&ich
bufikdch a k expresi vloZené exogenni DNA pod kontrolou virovych DNA sekvenci. Tento
vektor, oznageny V19.8 v E.coli DHS5 je uloen v American Type Culture Collection, 12 301
Parklawn Drive, Rockville, Md. (ATCC ¢&. 68124). Tento vektor je derivitem pSVDMI9,
popsané¢ho v Souzové US patentu &. 4810643, ktery je zde uveden jako odkaz.

cDNA pro krysi SCF'™'** byla vloZena do plazmidového vektoru V19.8 cDNA sekvence je
uvedena na obr. 14C. cDNA, ktera byla pouZita v této konstrukci byla syntetizovdna v PCR
reakcich 630-1 a 630-2, jak ukazuje obr. 13A. Tyto PCR predstavuji nezavislé amplifikace
a vyuZivaji syntetickych oligonukleotidovych primeri 227-29 a 227-30. Sekvence pro tyto
primery byly ziskiny zPCR generované c¢DNA, jak je popsino vsekci A tohoto prikladu.
Reakeni smés, 50 pl objem, obsahuje 1x reak&ni pufr (z Perkin Elme Cetus kitu), 250 uM dATP,
250 uM dCTP, 250 uM dGTP a 250 uM dTTP, 200 ng oligo(dT)-primované cDNA, 1 picomol
227-29, 1 picomol 227-30 a 2,5 jednotky Taq polymerazy (Perkin Elmer Cetus). cDNA byla
amplifikovana v 10 cyklech za pouziti denaturaéni teploty 94 °C po 1 minutu a 2 minutovém
chlazeni na teplotu 37 °C a elongaéni teploty 72 °C po 1 minutu. Po téchto prvnich kolech PCR
amplifikace bylo ptidano 10 picomol 227-29 a 10 picomol 227-30. Amplifikace pokracovaly 30
cykly za stejnych podminek s vyjimkou toho, Ze teplota chlazeni byla zménéna na 55 °C.
Produkty PCR byly 3tépeny restrikénimi endonukledzami HindIIl a Sstll. V19.8 byl shodné
HindIll a Sstll a v jednom pfipadé byl 3tépeny plazmidovy vektor podroben pusobeni teleci
intestindlni alkalické fosfatazy, v jiném ptipadé byl dlouhy fragment ze 3$t€peni izolovan
z agarového gelu. cDNA byla ligovana do V19.8 pouzitim T4 polynukleotidové ligdzy. Produkty
ligace byly transformovéany do kompetentniho E.coli kmenu DHS5, jak bylo popsano /Okayama
aspol., supra(1987)/. DNA ptipravena zjednotlivych bakterialnich kloni byla sekvenovana
Sangerovou dideoxymetodou. Obr. 17 ptedstavuje konstrukci V19.8 SCF. Tyto plazmidy byly
vyuzity k transfekci savéich bunék, jak je popsano v ptikladu 4 a ptikladu 5.
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Expresni vektor pro krysi SCF'™'* byl konstruovan pouZitim strategie podobné té, ktera byla
uzita pro SCF'™*, ve které cDNA byla syntetizovana pouzitim PCR amplifikace a nasledné
vloZzena do V19.8. ¢cDNA pouzitd v konstrukcich byla syntetizovina v PCR amplifikacich
s V19.8, obsahujicim SCF''%cDNA (V19.8:SCF'™'®?) jako templatem, 227-29 jako primerem
pro 5'~konec genu a 237-19 jako primerem pro 3'~konec genu. Dal3i reakce (50 pl), obsahujici
1x reakeni pufr, 250 uM kazdého z dATP, dCTP, dGTP a dTTP, 2,5 jednotek Taq polymerazy,
20 ng V19.8:SCF'™'® a 20 picomol kazdého primeru. cDNA byla amplifikovana 35 cykld
pouZzitim denaturaéni teploty 94 °C 1 minutu, teploté chlazeni 55 °C po 2 minuty a elongaZni
teploté¢ 72 °C po 2 minuty. Produkty amplifikaci byly Stépeny restrikénimi endonukleazami
HindIll a Sstll a inzertovany do V19.8. Vysledny vektor obsahuje koédujici oblast pro
aminokyseliny —25 az 164 SCF nasledovanou terminaé¢nim kodonem.

cDNA pro 193 aminokyselinami tvoteny krysi SCF (krysi SCF'™'* je piedpovézen z translace
DNA sekvence na obr. 14C) byla také vlozena do plazmidového vektoru V19.8 pouzitim postupu
shodného s postupem pouzitym pro krysi SCF'™'%2, cDNA, ktera byla pouZita v této konstrukci,
byla syntetizovana v PCR reakcich 84.1 a 84.2 (obr. 13A) vyuZitim oligonukleotidi 227-29
a 230-25. Dve reakce predstavuji nezavislé amplifikace, za¢inajici z rozdilnych RNA preparata.
Sekvence 227-29 byla ziskana cestou PCR reakei, jak je popsano v sekci A tohoto ptikladu,
a sekvence pro primer 230-25 byla ziskana z krysi genomové DNA (obr. 14B). Reakéni smés,
50 ul objem, obsahovala 1x reakéni pufr (z kitu Perkin Elmer Cetus), 250 uM dATP,
250 uM dCTP, 250 uM dGTP a 250 pM dTTP, 200 ng oligo(dT)—primovana cDNA, 10 pikomol
227-29, 10 pikomol 230-25 a 2,5 jednotek Taq polymerazy (Perkin Elmer Cetus). cDNA byla
amplifikovana v 5 cyklech za pouziti denaturadni teploty 94 °C po 1 1/2 minuty, teploté chlazeni
50 °C po 2 min a teploté elongace 72 °C po 2 min. Po téchto po€ate¢nich cyklech pokragovala
amplifikace za stejnych podminek s tou vyjimkou, Ze teplota chlazeni byla zménéna na 60 °C.
Produkty PCR amplifikace byly S§tépeny restrikénimi endonukledzami HindIIl a Sstll.
V19.8 DNA byla Stépena HindIIl a Sstll a dlouhé fragmenty ze S$té€peni byly izolovany
z agar6zoveho gelu. cDNA byla ligovana do V19.8 pouzitim polynukleotidové ligazy. Produkty
ligace byly transformovany do kompetitivniho E.coli kmenu DH5 a DNA prfipravena
z jednotlivych bakteridlnich klont byla sekvenovana. Tyto plazmidy byly pouZity k transfekci
sav&ich bunék v ptikladu 4.

D. Amplifikace a sekvenovani PCR produkti lidské SCF cDNA

Lidskda SCF cDNA byla ziskdna z hepatomélni bunééné linie HepG2 (ATCC HB 8065) za
pouziti PCR amplifikace, jak je znidzornéno na obr. 13B. Zakladni strategie byla amplifikovat
lidskou cDNA PCR s primery, jejichz sekvence byly ziskany z krysi SCF cDNA.

RNA byla pfipravena jak popisuje Maniatis a spol. (supra (1982)/. PolyA+ RNA byla pfipravena
pouzitim oligo dT celuldzy podle navodu vyrobce (Collaborative Research Inc.).

Prvni fetézec cDNA byl pfipraven jak je popsano vySe pro BRL cDNA s tou vyjimkou, Ze
syntéza byla zaCata 2 uM oligonukleotidu 228-28, uvedeného na obr. 12C, ktery obsahoval
kratkou nahodilou sekvenci na 3’ konci, pfipojenou k del$i unikatni sekvenci. Unikatni sekvence
z 228-28 poskytuje cilové misto pro amplifikaci PCR s primerem 228-29 jako nespecifickym
primerem. Lidskd cDNA sekvence, pfibuzna alesponi ¢asti krysi SCF sekvence, byla
amplifikovana z Hep62 cDNA PCR pouzitim primerd 227-29 a 228-29 (PCR 22,7, viz obr. 13B,
15 cykli chlazeni pfi 60 °C, nasledovanych 15 cykly chlazeni pfi 55 °C). Elektroforéza na
agarézovém gelu ukazala nezfetelné prouzky, pouze skvrny patrné heterogenni DNA. Dalsi
preferovand amplifikace sekvenci, tykajicich se krysi SCF ¢cDNA, byla zkouSena provedenim
PCR s 1 pl produktu PCR 22.7 pouzitim vnitiné¢ usazeného krysiho SCF primeru 222-11
a primeru 228-29 (PCR 24.3, 20 cykli chlazeni pfi 55 °C). Znovu byly pozorovany pouze
heterogenni skvrny DNA produkti na agarézovych gelech. Dvojstranna specifickd amplifikace
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produktu PCR 24.3 s primery 222-11 a 27-30 (PCR 25.10, 10 cykld) dala vzniknout jednomu
prouzku majoritniho produktu stejné velikosti jako odpovidajici krysi SCF ¢cDNA PCR produkt.
Sekvenovéni asymetrického PCR produktu (PCR 33.1) DNA pouzitim 224-24 jako sekvenéniho
primeru, poskytlo okolo 70 bazi lidskych SCF sekvenci.

Podobné, amplifikace 1 pl PCR 22.7 produktu, nejprve s primery 224-25 a 228-29 (PCR 24,7,
20 cykl), pak s primery 224-25 a 227-30 (PCR 41.11) vyvolala jeden majoritni prouzek té
samé velikosti jako odpovidajici krysi SCF produkt a po asymetrické amplifikaci (PCR 42.3)
poskytla sekvenci, ktera byla vysoce homologni ke krysi SCF, Jestlize byl 224-24 pouzit jako
sekvencni primer. Unikatni sekvence oligonukleotidii cilenych pro lidskou SCF cDNA byly
syntetizovany a jejich sekvence je uvedena na obr. 12B.

K ziskani lidského proté&jiku krysi SCF PCR generované kédujici sekvence, ktera byla pouzita ve
studiu exprese a aktivity byla provedena PCR s primery 227-29 a 227-30 v 1 pl PCR 22.7
produktu v reakénim objemu 50 ul (PCR 39.1). Amplifikace byla provedena v zatizeni Coy-
Tempcycler. Protoze stupei odlisnosti mezi lidskou SCF ¢cDNA a krysim SCF unikétnim
primerem 227-30 byl neznamy, bylo pro prvni tfi cykly pouzito vyrazného chlazeni (37 °C),
pozdgji bylo chlazeno na 50 °C. Prominentni prouzek stejné velikosti (okolo 590 bp) jako krysi
homolog se objevil a byl dile amplifikovan zfedénim malé dévky produktu PCR 39.1 a PCR se
stejnymi primery (PCR 41.1) Protoze byl pozorovan vice nez jeden prouZek v produktech PCR
41.1, byla provedena dal3i PCR s vnitiné usazenymi primery, aby se determinovala alespoii ¢ast
Jeho sekvence pied klonovanim. Po 23 cyklech PCR s primery 231-27 a 227-29 (PCR 51.2) byl
patrny samostatny intenzivni prouzek. Asymetricka PCR s primery 227-29 a 231-27
a sekvenovani potvrdily pFitomnost lidské SCF cDNA sekvence. Klonovani PCR 41.1 SCF DNA
do expresniho vektoru V19.8 bylo provedeno tak, jak uz bylo popsano pro krysi SCF 1-162 PCR
fragmenty v sekci C. DNA zjednotlivych bakteridlnich klond byla sekvenovana Sangerovou
dideoxymetodou.

E. Klonovani genomové DNA lidskych faktori kmenovych bungk.

PCR7 sonda, ziskand z PCR amplifikace ¢cDNA, viz. obr. 13B, byla pouzita ke screeningu
knihovny, obsahujici lidské genomové sekvence. Ribosonda komplementarni k ¢asti lidské SCF
cDNA, viz vy3e, byla pouzita k rescreeningu pozitivnich plaki. PCR7 sonda byla pfipravena
s produktem PCR41 jako vychozim materidlem (viz. obr. 13B). Produkt PCR 41.1 byl dale
amplifikovén s primery 227-29 a 227-30. Vysledny 590 bp fragment byl eluovén z agarézového
gelu a reamplifikovan se stejnymi primery (PCR 58.1). Produkty PCR 58.1 byly ziedény
1000x50 pl reakeni smési, obsahujici 10 pmol 233-13 a amplifikovany v 10 cyklech. Po ptidani
10 pmol 227-30 k reakéni smési se PCR provadi ve 20 cyklech. Prida se daliich 80 pmol 233-13
a reakéni objem se zvy3i na 90 ul a PCR pokraduje v dalsich 15 cyklech. Reakéni produkty byly
ziedény 200krat v 50 pl reakéni smési, bylo piddno 20 pmol 231-27 a 20 pmol 233-13 a PCR
byla provedena ve 35 cyklech za pouziti teploty chlazeni 48 °C v reakci 96.1. Pro piipravu *2P-
znaCené¢ PCR7 byly pouZity stejné reakéni podminky jako byly pouzity pro vyrobu PCR1
s nasledujicimi rozdily: v reakénim objemu 50 pl, PCR 96.1 byla zfedéna 100krat, bylo pouzito
5 pmol 231-27 jako prosty primer a 45 cykli PCR bylo provedeno s denaturaci pii 94 °C po 1
minutu, chlazeni 48 °C po 2 minuty a elongaci pti 72 °C po 2 minuty.

Ribosonda, ribosonda 1, byla *>P—znagena Jednotetézcova RNA komplementarni k nukleotidim
2-436 hSCF DNA sekvence uvedené na obr. 15B. Ke konstrukei vektoru pro produkci této
sondy byl PCR 41.1 (obr. 13B) produkt DNA 3tépen HindIII a EcoRI a klonovan do polylinkeru
plazmidového vektoru pGEM3:hSCF (Promega Madison, Wisconsin). Rekombinantni
PGEM3:hSCF plazmidové DNA byla pak linearizovana §t&penim HindIIL *2P-znatena ribosonda
1 byla pfipravena z linearizované plazmidové DNA , runoff* transkripci s T7 RNA polymerazou
v souladu s instrukcemi poskytovanymi Promegou. Reakéni smés (3 pl) obsahovala 250 ng
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linearizované plazmidové DNA a 20 uM **P—rCTP (katalog. &. NEG-008H, New England
Nuclear (NEN) se Zadnou dal3i neznatenou CTP.

Lidska genomova knihovna byla ziskdna ze Stratagene (La Jolla, CA, katalog. &.: 946203).
Knihovna byla konstruovana ve Fix II vektoru bakteriofigu Lambda pouzitim DNA, pfipravené
z bélosské saméi placenty. Knihovna, jak je charakterizovdna dodavatelem, obsahovala 2.10°
primarnich plaki s prim&rmou velikosti inzert v&t3i nez 15 kb. P¥iblizné 10° bakteriofagi bylo
umisténo na plotnu jak uvadi Maniatis a spol. (vyse (1982)). Plaky byly transferovany do Gene
Screen Plus™ filtra (22 cm®, NEN/DuPont) podle protokolu vyrobce. Pro kazdou plotnu byly
provedeny dva transfery na filtr.

Filtry byly prehybridizovany v 6XSSC (0,9 M NaCl, 0,09 M citrat sodny pH 7,5), 1% SDS pii
60 °C. Filtry byly hybridizovany v &erstvém 6XSSC, 1% SDS roztoku obsahujicim **P—znagenou
PCR 7 sondu pfi 2x10° cpm/ml a hybridizovany po 20 g pti 62 °C. Filtry byly promyty v 6XSSC,
1 % SDS po 16 h pii 62 °C. Bakteriofagové vyfezy byly pfemistény z plochy plotny odpovidajici
radioaktivnim bodiim na autoradiogramech a rescreenovany sondou PCR 7 a ribosondou 1.
Rescreening sondou PCR 7 byl proveden za podminek shodnych s podminkami pii po&atenim
screeningu. Rescreening ribosondou 1 byl proveden nasledovné: filtry byly prehybridizovany
v 6XSSC, 1 % SDS a hybridizovany pfi 62 °C po 18 g v 0,25 M NaPO,, (pH 7,5), 0,25 M NaCl,
0,001 MEDTA, 15% formamid, 7% SDS a ribosonda pti 1X10°cpm/ml. Filtry byly
promyvany v 6XSSC, 1% SDS po 30 min pfi 62 °C a dale 1XSSC, 1 % SDS po 30 min pti
62 °C. DNA z pozitivnich klonii byla 3tépena restrikénimi endonukledzami Bam HI, Sphl nebo
Sstl a vysledné fragmenty byly subklonovany do pUC119 a potom sekvenovany.

Pouzitim sondy PCR 7 byly ziskany klony, obsahujici exony kédujici aminokyseliny 40-176
a tyto klony jsou uloZeny v ATCC (depon. ¢. 40681). K ziskani kloni pro daldi SCF exony byla
lidskd genomova knihovna screenovana ribosondou 2 a oligonukleotidovou sondou 235-29.
Knihovna byla screenovdna do urCité miry stejné jako ptredchozi s nasledujicimi vyjimkami:
hybridizace sondou 235-29 byla provedena pii 37 °C a promyvani pro tuto hybridizaci bylo
1 hodinu pii 37 °C a 1 h pfi 44 °C. Pozitivni klony byly rescreenovény ribosondou 2, ribosondou
3 a oligonukleotidovymi sondami 235-29 a 236-31. Ribosondy 2 a 3 byly vyrobeny podle
stejného postupu, ktery byl pouZit k vyrob& ribosondy 1, snasledujicimi vyjimkami: a)
rekombinantni pGEM3:hSCF plazmidovda DNA byla linearizovana restrikéni endonukleizou
Pwvull (ribosonda 2) nebo Pstl (ribosonda 3) a b) k syntéze ribosondy 3 byla pouzita SP6 RNA
polymeraza (Promega).

Obrazek 15A predstavuje strategii pouzitou k sekvenovani lidské genomové DNA. Na tomto
obrazku kiivka nahote piedstavuje oblast lidské genomové DNA kédujici SCF. Mezery ve kivce
indikuji oblasti, které nebyly sekvenovany. Velké rame&ky pfedstavuji exony, kodujici oblast
SCF genu s odpovidajicimi kédovanymi aminokyselinami, uvedenymi nad kazdym rameckem.
Sekvence lidského SCF genu je uvedena na obr. 15B. Sekvence lidské SCF ¢cDNA ziskané PCR
technikou je uvedena na obr. 15C.

F. Sekvence lidské SCF ¢cDNA 5'oblasti

Sekvenovani produkti PCR, primovanych dvéma genové specifickymi primery, odhalilo
sekvenci oblasti ohrani¢ené 3'koncem dvou primeri. Jednostranna PCR, jak ukazuje pfiklad 3A,
miiZe prinést sekvenci sousednich oblasti. Jednostranné PCR bylo pouzito k poskytnuti sekvence
5'—netranslatovatelné oblasti lidské SCF cDNA.

Prvni fetézec cDNA byl pfipraven z polyA+ RNA z lidské bunééné linie karcinomu méchyfe

5637 (ATCC HTB 9) za poutziti oligonukleotidi 228-28 (obr. 12C) jako primert, jak popisuje
pfiklad 3D. Konec této cDNA sdG zbytky s nasledujici jednostrannou PCR amplifikaci
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pouZivajicich primeri, obsahujicich (dC), sekvence v kombinaci se SCF-specifickymi primery,
neposkytl cDNA fragmenty, poskytujici ve sméru (5') znamé sekvence.

Malé mnozstvi sekvenéni informace bylo ziskano z PCR amplifikace produktd syntézy druhého
fetézce primovaného oligonukleotidem 228-28. Nepfipevnény 5637 prvni Fetézec cDNA
popsany vy3se (okolo 50 ng) a 2 pmol 228-28 byly inkubovany s Klenow polymerazou a 0,6 mM
kazdého z dATP, dCTP, dGTP a dTTP pti 10 az 12 °C po 30 minut v 10 ul 1xNick—translaéniho
pufru /Maniatis a spol, Molecular Cloning, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory (1982)/. Amplifikace vysledné cDNA sekvenénimi jednostrannymi PCR s primerem
228-29 v kombinaci s usazenymi SCF primery (v potadi pouziti: 235-30, 233—14, 236-31
a kone&né€ 235-29) pfinesly komplexni smé&s produktu, které se jevily jako skvrny na agar6zovém
gelu. Vyznamné zvy3eni SCF ¢DNA fragmentd bylo indikovano zvy3enim intenzity prouzku
specifického produktu, pozorovaného, kdyz srovnatelné objemy Gisp&snych produktti jednomistné
PCR byly amplifikovany se dvéma SCF primery (227-29 a 235-29, napt. poskytlo produkty
0 150 bp). Pokusy selektovat vyhodné rozmezi velikosti produkti rozStépenim skvrn na
agardzovém gelu a reamplifikaci PCR ve v&t3iné pFipadii neposkytlo dobfe definované prouzky,
obsahujici sekvence, tykajici se SCF.

Jedna reakce, PCR 16.17, ktera obsahovala pouze 235-29 primer, poskytla prouzek, ktery patrné
vznikl z primovani 235-29 v nezndmém misté 5’ kddujici oblasti vedle o&ekavaného mista, jak
ukazuje mapovani restrikénimi enzymy Pvull a Pstl a PCR analyzy s usazenymi primery. Tyto
produkty byly gelové &istény a reamplifikovany s primery 235-29 a sekvenovani bylo zkouseno
Sangerovou dideoxymetodou za pouziti *’P znateného primeru 228-30. Vysledna sekvence bazi
pro oznaceni oligonukleotidu 254-9 (obr. 12B). KdyZ tento 3’ fizeny primer byl pouzit v
nasledujicich PCR v kombinaci s 5’ Fizenymi SCF primery, byly ziskany prouzky ogekavané
velikosti. PFimé sekvenovani dle Sangera takovych PCR produkti poskytlo nukleotidy 180 a2
204 lidské SCF cDNA sekvence, obr. 15C.

Za 1Celem ziskani vice sekvenci na 5'konci hSCF ¢cDNA byl prvni fetézec cDNA pFipraven ze
5637 polyA+ RNA (asi 300 pg) pouzitim SCF specifického primeru (2 pmol 233-14) v 16 pl
reakéni smési, obsahujici 0,2 j. MMLV reverzni transkriptazy (ziskané z BRL) a 500 1M kazdé
dNTP. Po standardni fenol-chloroformové a chloroformové extrakci a srazeni ethanolem (z 1 M
octanu amonneho), byly nukleové kyseliny resuspendovany ve 20 pul vody, umistény do vafici
vodni lazné na 5 minut, pak chlazeny koncem terminalni transferazou za ptitomnosti 8 pM dATP
v pufru, obsahujicim CoCl, /Deng a Wu, Methods in Enzymology, 100, str. 96—103/. Produkt,
(dA),—koncem opatfeny prvni fetézec cDNA, byl &istén extrakci fenol—chloroformem a sraZen
ethanolem a resuspendovan ve 20 pl 10 mM tris, pH 8,0 a 1 mM EDTA.

Obohaceni a amplifikace lidského SCF, tykajici se 5’ koncovych fragmenti cDNA z asi 20 g
(dA),~koncem opatfené 5637 cDNA, bylo provedeno nasledovné: polatetnich 26 cykli
Jednostranné PCR bylo provedeno za pritomnosti SCF specifického primeru 236-31 a primeru
nebo smési primeri, obsahujici (dT), sekvence u nebo blizké 3'konci, naptiklad primer 221-12
nebo smés primerii 220-3, 2204 a 220-11 (obr. 12C). Produkty (1 pul) téchto PCR byly pak
amplifikovany ve druhé sadé PCR, obsahujicimi primery 221-12 a 235-29. Prouzek hlavniho
produktu pfiblizn€ 370 bP byl pozorovan v kazdém pfipadé analyzy na agarézovém gelu. Gelovy
vyfez, obsahujici &ast tohoto prouzku, byl vypichnut zgelu 3pickou Pasteurovy pipety
a premistén do suché mikrofugové zkumavky. Bylo ptidéno 10 pl vody a vyfez byl roztaven pfi
84 °C v tavném bloku. PCR, obsahujici primery 221-12 a 235-29 (8 pmol oba) ve 40 ul byl
naockovén 2 pl roztaveného, zfedéného gelového vyfezu. Po 15 cyklech byl viditelny nepatrny
difuzni prouZek pfiblizné 370 bp pfi analyze na agarézovém gelu. Gelové vyfezy, obsahujici
Casti tohoto prouzku byly vyjmuty zgelu 3pikou Pasterovy pipety a premistény do malé
mikrofugové trubice. 10 ul vody bylo pfidano a vyfez byl roztaven pfi 84 °C v topném bloku.
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PCR, obsahujici primery 221-12 a 235-29 (8 pmol kazdy) ve 40 ul byl naofkovan 2 pl
roztaveného, zfedéného gelového vytezu. Po 15 cyklech byl pozorovéan nepatrny difuzni prouzek
priblizné 370 bp pfi analyze na agar6zovém gelu. Asymetrické PCR byly provedeny, aby se
generoval horni a dolni konec fetézce sekvenovanych templati: pro kazdou reakci 4 ul PCR
reak¢niho produktu a 40 pmol bud’ primeru 221-12 nebo primeru 235-29 v celkovém reakénim
objemu 10 ul bylo podrobeno 25 cyklim PCR (1 minuta, 95 °C, 30 sekund, 55 °C, 40 sekund,
72 °C). Piimé sekvenovani 221-12 smési primovanych PCR produktli (po standardni extrakci
a ethanolovém srazenf) se *’P-znalenym primerem 26213 (obr. 12B) poskytlo 5’ sekvenci
nukleotidi 1-179 (obr. 15C).

6. Amplifikace a sekvenovani lidské genomové DNA v misté prvniho kédujiciho exonu faktoru
kmenovych bunék

Screening lidské genomové knihovny SCF oligonukleotidovymi sondami neodhalil Zédné klony,
obsahujici zndmou ¢&&st prvniho kédujiciho exonu. Pokus byl pak iniciovan pouZitim
Jjednostranné PCR techniky k amplifikaci a klonovani genomovych sekvenci, obklopujicich tento
exon.

Prodlouzeni primerem teplem denaturované lidské placentarni DNA (ziskané od Sigma) bylo
provedeno DNA polymerazou (Klenow enzym, dlouhy fragment, Boehringer Mannheim) za
pouziti ne-SCF primeru, jako je 22828 nebo 221-11 za nendro¢nych (nizkéa teplota) podminek,
jako je 12 °C, pro usnadnéni primingu na velkém mnozstvi riznych mist. Kazda reakéni smés
byla pak zfedéna S5x do Taql DNA polymerazového pufru, obsahujiciho Taql polymerizu
a 100 pM kazdého z dNTP a elongace DNA fetézct byla provadéna pii 72 °C po 10 minut.
Produkt byl pak obohacen prvni exonovou sekvenci pro faktor kmenovych bunék pomoci PCR za
ptitomnosti SCF prvniho exonového oligonukleotidu (jako je 254-9) a vhodného ne-SCF
primeru (228-29 nebo 221-11). Elektroforéza na agarézovém gelu odhalila, Ze vét§ina produkti
byla kratkych (mensich nez 300 bp). K obohaceni delSich druhit byla ¢ast kazdého agar6zového
gelového prouzku, odpovidajiciho délce vétsi nez 300 bp, vyfiznuta a elektroforeticky eluovana.
Po ethanolovém sraZzeni a znovu rozpusténi ve vodé byly gelové precisténé PCR produkty
klonovany do derivati pGEM4, obsahujicich Sfil misto jako HindIII az Sfil fragment.

Kolonie byly screenovany *’P znatenym prvnim exonovym oligonukleotidem SCF. Bylo
identifikovano nékolik pozitivnich kolonii a sekvence inzertii byly ziskany Sangerovou kolonii
a sekvence inzertu byly ziskany Sangerovou metodou. Vysledna sekvence, ktera je v protisméru
k prvnimu exonu pfes dohodnutou hranici exon—intron, do nejbliziiho intronu, je uvedena na
obr. 15B.

H. Amplifikace a sekvenovani SCF ¢cDNA kodujici oblasti z mysi, opice a psa.

Prvni fetézec cDNA byl pfipraven z celkové RNA nebo polyA+ RNA z opi€ich jater (ziskanych
od Clontech) a z bunénych linii NIH-3T3 (mys, ATCC CRL 1658) a D17 (pes, ATCC
CCL 183). Primer, pouzity v syntéze prvniho fet€ézce cDNA, byl bud’ nespecificky primer 228-
28 nebo SCF primer (227-30, 237-19, 237-20, 230-25 nebo 241-6). PCR amplifikace
s primerem 227-29 a jednim zprimeri 227-30, 237-19 nebo 237-20 poskytla fragment
oc¢ekavané velikosti, ktery byl sekvenovan bud’ hned nebo po klonovani do V19.8 nebo pGEM
vektoru.

Dalsi sekvence blizké 5’ konci SCF ¢cDNA byly ziskdny PCR amplifikacemi za vyuziti SCF-
specifickych primerd v kombinaci bud’ 254-9 nebo 228-29. Dalsi sekvence na 3’ konci SCF
kddujici oblasti byly ziskany po PCR amplifikaci cDNA primované 230-25 (v tomto pfipadé
my3i) nebo cDNA primované 241-6 (v tomto piipadé€ opici) s bud’ 230-25 nebo 241-6 jak je to
vhodné a 3’ tizenym SCF primerem. Zadné prouzky SCF PCR produktu nebyly ziskany ve
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stejnych pokusech amplifikovat D17 cDNA. Nespecificky primer 228-28 byl pouzit k primovani
syntézy prvniho fetézce zDI17 celkové RNA a vyslednd komplexni smé&s produktu byla
obohacena SCF se tykajicimi sekvencemi pomoci PCR se 3’ fizenymi SCF primery, jako je 227-
29 nebo 225-31 v kombinaci s 228-29. Smés produktu byla Stépena Sfil a klonovéna do derivati
PGEM4 (Promega, Madison, Wisconsin), obsahujicich SfIl misto Jjako je fragment od Sfil mista
Stépeni do tupého konce fragmentu. Vysledna heterogenni knihovna byla screenovana
radioaktivné znafenym 237-20 a nékolik pozitivnich klond bylo sekvenovano a pfineslo
sekvenci 3' konce psiho SCF. Sefazené aminokyselinové sekvence lidského (obr. 42), opiciho,
psiho, mysiho a krysiho SCF zralého proteinu je zobrazena na obr. 16.

Znamé SCF aminokyselinové sekvence jsou vysoce homologni ve vé&t3ing jejich délky. Identické
souhlasné sekvence signdlniho peptidu jsou pfitomny v kédujici oblasti vSech pé&ti druhd.
Aminokyselina, o¢ekdvand na aminokonci zralého proteinu podle analogie s krysim SCF, je
oznalena na tomto obrazku &islem 1. Psi cDNA sekvence obsahuje nejasnost, kterd se projevuje
dvojzna¢nosti valin/leucin v aminokyselinové sekvenci v kodonu 12a. Lidska, opici, krysi a my3i
aminokyselinové sekvence koaliguji bez inzerci a deleci. Psi sekvence ma jeden zvlastni zbytek
v poloze 120 ve srovnani s jinymi druhy. Lidsky a opi&i se lisi pouze v jedné pozici konzervativ-
nim nahrazenim valinu (lidsky) alaninem (opi&i) v poloze 130. Pfedpokladana SCF sekvence
bezprostfedné pfed a po domnélém zpracovani mista blizko zbytku 164 je vysoce mezi druhy
konzervovana.

Priklad 4
Exprese rekombinantniho SCF v COS-1 buiikach

Pro transientni expresi v COS-1 buiikich (ATCC CRL 1650) byl transfektovan vektor V19.8
(pfiklad 3C), obsahujici krysi SCF'"'* a SCF'""” geny duplicitné na 60mm plotny /Wigler
aspol., Cell, 14, 725-731 (1978)/. Plazmid V19.8 SCF je uveden na obr. 17. Vektor bez inzertu
byl také transfektovéan pro kontrolu. Tkafiové kultura supernatantii byla odebrana v rizném &ase
po transfekci a byla zkou3ena jeji biologicka aktivita. Tabulka 4 sumarizuje vysledky HPP-CFC
biozkousky a tabulka 5 sumarizuje MC/9 *H-thymidinem ziskana data z typického transfek&niho
experimentu. Vysledky biozkousky supernatanti z COS—1 bungk transfektovanych nasledujicimi
plazmidy, jsou uvedeny v tabulce 4 a 5: C—koncovy oklestény tvar krysiho SCF s C-koncem
v aminokyselinové poloze 162 (V19.8 krysi SCF'"'®%), SCF'™'*? obsahujici kyselinu glutamovou
v poloze 81 /V19.8 krysi SCF'"** (Glu81)/ a SCF'™', obsahujici alanin v poloze 16 /V19.8 krysi
SCF''¢ (Alal9)/. Aminokyselinové substituce byly produktem PCR reakci, provedenych
v amplifikaci krysiho SCF'"™', jek ukazuje pfiklad 3. Jednotlivé klony V19.8 krysiho SCF™¢?
byly sekvenovany a u dvou kloné byla nalezena aminokyselinova substituce. Jak je zfejmé
ztabulek 4 a 5, je rekombinantni krysi SCF aktivni v biozkouskach, pouzitych k &isténi
pfirodniho sav&iho SCF v pfikladu 1.

Tabulka 4

HPP-CFC zkouska COS~1 supernatantii z bungk transfektovanych krysi SCF DNA

Vzorek objem kolonie
zkouseného CM (ul) ¢./200000 bun&k
V19.8 (bez inzertu) 100 0
50 0
25 0
12 0
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V19.8 krysi SCF'™'®? 100 >50
50 >50
25 >50
12 >50
6 30
3 8
V19.8 krysi SCF' ¢ 100 26
(Glu81) 50 10
25 2
12 0
V19.8 krysi SCF''¢? 100 4]
(Alal9) 50 18
25 5
12 0
6 0
3 0

Tabulka 5

MC/9’H-thymidinova absorpce v COS-1 supernatantech z bungk transfektovanych krysi SCF
DNA

Vzorek objem zkouseného cpm
kultiv. média (ul)

v19.8 (bez inzertu) 25 1,936
12 2,252

6 2,182

3 1,682

v19.8 SCF'-16 25 11,648
12 11,322

6 11,482

3 9,638

v19.8 SCF''*(Glu81) 25 6,220
12 5,384

6 3,692

3 1,980

v19.8 SCF'%%(Ala19) 25 8,396
12 6,646

6 4,566

3 3,182

Rekombinantni krysi SCF a jiné faktory byly testoviny jednotlivé v lidské CFU-GM
/Broxmeyer a spol., supra (1977)/ zkousSce, ktera méfi proliferaci bunék normaélni kostni dfené
a data jsou ukazana v tabulce 6. Vysledky pro COS~1 supernatanty z kultur 4 dny po transfekci
V19.8 SCF''%2 v kombinaci s jinymi faktory jsou také uvedeny v tabulce 6. MnoZstvi kolonii je
primémy pocet ze tfi kultur.
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Rekombinantni krysi SCF ma v prvni fadé synergickou aktivitu na normalni lidskou kostni dfeii
v CFU-GM zkouSce. V experimentu v tabulce 6 byl SCF synergistou 1 lidskému GM-CSF,
lidskému IL-3 a lidskému CSF-1. V dal¥i zkousce byl také pozorovan synergismus s G-CSF.
Byla pozorovéna urtité proliferace lidské kostni dfené po 14 dnech s krysim SCF; skupiny bun&k
se skladaly z < 40 bungk. Stejné vysledky byly ziskany v ptirodnim sav&im SCF.

Tabulka 6

Lidské CFU-GM zkouska COS~—1 supernatanti z bunék transfektovanych krysi SCF DNA

Vzorek kolonie ¢./100000 buné&k (+SEM)
salinicky 0
GM-SCF 7+1
G-CSF 24+ 1
IL-3 S+1
CSF-1 0
SCFI—IGZ 0
GM-CSF + SCF'%2 29+6
G—CSF + SCF!-'¢2 20+ 1
IL-3 + SCF!-'¢? 1141
CSE-1 + SCF'-1¢2 4%0
Piiklad 5

Exprese rekombinantniho SCF v buiikach ovarya éinského kiecka

Tento piiklad se tyka stilych sav&ich expresnich systémii pro sekreci SCF z CHO bungk
(ATCC CCL 61 selektovanych DHFR-).

A. Rekombinantni krysi SCF

Expresni vektor, pouzity pro produkci SCF, byl V 19.8 (obr. 17). Selektujici marker, pouzity pro
zjisténi stalych transformantt, byl gen pro dihydrofolat reduktazu v plazmidu pDSVE.1. Plazmid
pDSVE. (obr. 18) je derivitem pDSVE konstruovanym 3tépenim pDSVE restrikénim enzymem
Sall a ligaci k oligonukleotidovému fragmentu, obsahujicimu dva oligonukleotidy

S'TCGAC CCGGA TCCCC 3’
3 G GGCCT AGGGG AGCT 5.

Vektor pDSVE je popsén v US pfihlaskéch &. 025344 a 152045, uvedenych zde jako odkaz. Cast
vektoru V19.8 a pDSVE.1 obsahuje dlouhé useky, které jsou homologni, zahrujic v to
bakteridlni ColE1 piivod replikace a gen pro ampicilinovou rezistenci a SV40 puvod replikace.
Tyto ptesahujici iseky mohou pfispét k homologni rekombinaci béhem transforma&niho procesu,
takto usnadriujici ko—transformaci.

Byly pripraveny kalciumfosfitové ko-sraZeniny V19.8 SCF konstrukti a pDSVE.1 za
pfitomnosti nebo nepfitomnosti 10 pug ptenasefové mysi DNA pouzitim 1,0 nebo 0,1 pg
pDSVE.1, ktery byl linearizovan restrik&ni endonukleazou Pvul a 10 pg V19.8 SCF, jak popisuje
Wigler a spol.,, supra (1978). Kolonie byly selektovany vzhledem k expresi DHFR genu
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zpDSVE.1. Kolonie schopné ristu bez pfidavku hypoxanthinu a thymidinu byly vybrany
pouzitim klonovacich valci a rozsifovany jako nezavislé bun&&né linie. Bun&&né supernatanty
z jednotlivych bun&nych linii byly testovany v MC/9 *H-thymidinové absorp&ni zkouice.
Vysledky z charakteristického experimentu jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7

Zkouska absorpce *H-thymidinu ze stabilnich CHO bungk

Transfektovana DNA objem zkou$eného

kondiciovaného média cpm
V19.8 SCF 25 22,926
12 34,973
6 30,657
3 14,714
1,5 7,160

Zadna 25 694
12 1,082

6 880

3 672
1 1,354

B. Rekombinantni lidsky SCF

Exprese SCF v CHO burikach byla také dosaZena pouzitim expresniho vektoru pDSVRa2, ktery
Je popsan v US pfihlaSce ¢. 501904 podané 29. 3. 1990, které je zde uvedena jako odkaz. Tento
vektor obsahuje gen pro selekci a amplifikaci klond, zalozenych na expresi DHFR genu. Klon
pDSRa2 SCF byl ziskidn dvoustupfiovym zplsobem. V19.8 SCF byl S§tépen restrikénim
enzymem BamHI a SCF inzert byl ligovdn do BamHI mista pGEM3. DNA z pGEM3 SCF byla
Stépena s HindIIl a Sall a ligovdana do pDSR 2 $tépeného HindIIl a Sall. Stejny postup byl
opakovan pro lidské geny, kédujici COOH—konec aminokyselinovych poloh 162, 164 a 183
sekvence, uvedené na obr. 15C, a polohy 248 sekvence, uvedené na obr. 42. Stabilizované
bunécné linie byly stimulovany methotrexatem /Shimke, v Methods in Enzymology, 151 85-104
(1987)/ pfi 10 nM pro zvySeni hladin exprese DHFR genu a sousedniho SCF genu. Hladiny
exprese rekombinantniho lidského SCF byly zkousky radioimunostudii jako v ptikladu 7 a/nebo
indukei tvorby kolonii in vitro za pouZiti lidskych perifernich krevnich leukocytii. Tato zkouska
se provadi jak je popsano v piikladu 9 (tabulka 12) s tim rozdilem, Ze se pouZije periferni krev
misto kostni dfené a inkubace se provadi pfi 20% O,, 5% CO, a 75% N, za pritomnosti
lidského EPO (10 j/ml). Vysledky z typickych pokusi jsou uvedeny v tabulce 8. CHO klon
exprimujici lidsky SCF'™* byl deponovan 25. zafi 1990 v ATCC (CRL 10557) a oznaden
Hul64SCF17.
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Tabulka 8

Zkouska hPBL kolonii kondiciovaného média ze stabilnich CHO buné&nych linif
transfektovanych lidskou SCF DNA

Transfektovana DNA zkou$ené médium (pl) poget kolonii/10°
pDSRo2 hSCF''* 50 53
25 45
12,5 27
6,25 13
pDSRa2 hSCF!-142 10 43
5 44
2,5 31
1,25 17
0,625 21
Zadna (CHO kontrola) 50 4
Priklad 6

Exprese rekombinantniho SCF v E.coli
A. Rekombinantni krysi SCF

Tento pfiklad se tyké exprese v E.coli SCF polypeptidii pomoci DNA sekvence kédujici /Met'/
krysi SCF'™'> (obr. 14C). I kdyz muze byt pouzit jakykoliv vhodny vektor pro expresi proteinu
za pouZiti této DNA, uzity plazmid byl pCFM1156 (obr. 19). Tento plazmid miZe byt snadno
konstruovan z pCFM 836 (viz US patent &. 4710473, ktery je zde uveden pro uplnost jako odkaz)
rozruSenim na dvou endogennich Ndel restrik&nich mistech zaplnénim konce T4 polymerazovym
enzymem s nasledujici ligaci tupého konce a substituci malé DNA sekvence mezi Jjedineéna Clal
a Kpnl restrikéni mista malym oligonukleotidem uvedenym dale.

5'CGATTTGATTCTAGAAGGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGGTAC 3
3’ TAAACTAAGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGC 5!

Rizeni exprese proteinu v pCFM1156 plazmidu je pomoci syntetického lambda P, promotoru,
ktery je sam pod kontrolou teplotng citlivého lambda CI857 represorového genu /jaky je
poskytovan ve kmenech E.coli FMS (ATCC dep. &islo 53911 nebo K12 Hirp/. pCFM1156 vektor
Je konstruovin tak, aby mél DNA sekvenci, obsahujici optimalni ribosomova vazebna mista
a iniciaéni kodon pfimo 3’ syntetického PL promotoru. Unikatni Ndel restrikéni misto, které

obsahuje AT6 iniciatni kodon, pfedchazi multirestrikéni misto klonujici skupiny, nasledované
lambda t-oop transkripéni stop sekvenci.

Plazmid V19.8 SCF'"'%, obsahujici krysi SCF'™* gen kionovany z PCR amplifikované cDNA
(obr. 14C), jak popisuje priklad 3, byl $tépen BglII a SstII a 603 bp DNA fragment byl izolovan.
Pro poskytnuti Met inicia¢niho kodonu a obnoveni kodonii pro prvni t¥i aminokyselinové zbytky
(Gln, Glu a Ile) krysiho SCF polypeptidu, byl vyroben synteticky oligonukleotidovy linker

5" TATGCAGGA 3
3’  ACGTCCTCTAG 5
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s Ndel a Bglll lepivymi konci. Maly oligonukleotid a krysi SCF'™'* genovy fragment byly
vloZeny ligaci do pCFM1156 v unikatnich Ndel a SstIl mistech plazmidu, uvedenych na obr. 19.
Produktem této reakce je expresni plazmid, pCFM1156 krysi SCF'™'*.

pCFM1156 krysi SCF'™'® plazmid byl transformovan do kompetentnich FMS E.coli
hostitelskych bunék. Selekce bunék, obsahujicich plazmid, byla na bazi markerového genu pro
antibiotickou rezistenci (kanamycin), pfenadenou pCFM1156 vektorem. Plazmidova DNA byla
izolovéna z kultivovanych bun¢k a DNA sekvence syntetického oligonukleotidu a jeho spojeni
s krysim SCF genem bylo potvrzeno DNA sekvenovanim.

Pro konstrukei plazmidu pCFM1156 krysi SCF'™'*, kédujiciho/Met™/ krysi SCF'™'? polypeptid,
byl izolovan restrik¢ni fragment od EcoRI k Sstll zV19.8 krysiho SCF a vloZen ligaci do
plazmidu pCFM krysiho SCF'™'* v unikétnich restrikénich mistech EcoRI a Sstll a takto se
nahradi kédujici oblast pro karboxylovy konec krysiho SCF genu.

Pro konstrukei plazmidd pCFM1156 krysiho SCE'™'* a pCFM1156 krysiho SCF'™% kédujicich
/Met"/ krysi SCF'™'* a /Met™"/ krysi SCF''® byly izolovainy EcoRI az Sstll restrikéni
fragmenty z PCR amplifikované DNA, kédujici 3’ konec SCF genu a byly oznaleny pro
zavedeni mistn€ fizenych zmén v DNA v oblasti kédujici karboxylovy konec SCF genu. DNA
amplifikace byly provedeny pouzitim oligonukleotidovych primerd 227-29 a 237-19
v konstrukei pCFM1156 krystho SCF'™'* a 227-29 a 237-20 v konstrukci pCFM1156 krysiho
SCF ™.

B. Rekombinantni lidsky SCF

Tento priklad se tykd exprese v E.coli lidského SCF polypeptidu pomoci DNA sekvence,
kédujici /Met/lidsky SCF'™* a /Met™/ lidsky SCF''® (obr. 15C). Plazmid V19.8 lidského
SCF'™'%, obsahujici lidsky SCF'™? gen, byl pouzit jako templat pro PCR amplifikace lidského
SCF genu. Oligonukleotidové primery 227-29 a 237-19 byly pouzity ke generovani PCR DNA,
kterd pak byla Stépena Pstl a Sstll restrikénimi endonukledzami. Za udelem ziskani Met

.....

lidského SCF polypeptidu byl pfipraven synteticky oligonukleotidovy linker

5" TATGGAAGGTATCTGCA 3’
3’ ACCTTCCATAG 5

s Ndel a Pstl lepivymi konci. Maly oligolinker a PCR odvozeny genovy fragment lidského SCF
genu byly vloZeny ligaci do expresniho plazmidu pCFM1156 (jak jiZ bylo popsano) v unikatnich
Ndel a Sstll mistech v plazmidu, jak je uvedeno na obr. 19.

pCFM lidsky SCF'™'* plazmid byl transformovan do kompetentnich FMS E.coli hostitelskych
bunék. Selekce na plazmid obsahujici bunééné hostitele byla provedena na bazi markerového
genu pro antibiotickou rezistenci (kanamycin) pfenaseného na pCFM1156 vektoru. Plazmidova
DNA byla izolovana zkultivovanych bunék a DNA sekvenovanim byla potvrzena DNA
sekvence lidského SCF genu.

Ke konstrukci plazmidu pCFMI1156 lidského SCF'™'®, kédujicitho /Met™/ lidsky SCF''®
(obr. 15C), byl izolovan EciRI az HindIIl restrikéni fragment, kddujici karboxylovy konec
lidského SCF genu z pGEM lidského SCF"'*'® (popsaného niZe), a Sstl az EcoRI restrik&ni
fragment, kédujici aminokonec lidského SCF genu, z pCEM1156 lidského SCF'™'®, a delsi
restrikéni fragment z pCFM1156 byl téZ izolovan. Tfi DNA fragmenty byly spolu ligovany za
vzniku pCFM1156 lidského SCF"™'® plazmidu, ktery byl pak transformovan do FM5 E.coli
hostitelskych bunék. Po selekci kolonii pouZitim rezistence na kanamycin byla plazmidova DNA
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izolovdna a opraveni DNA sekvence byla potvrzena DNA sekvenovanim. pGEM lidsky
SCF"'*'® plazmid je odvozen od pGEMS3, ktery obsahuje EcoRI-Sphl fragment, ktery zahrnuje
nukleotidy 609-820 lidské SCF cDNA sekvence, uvedené na obr. 15C. EcoRI-Sphl inzert
v tomto plazmidu byl izolovan z PCR, ktera vyuzivala oligonukleotidové primery 225-31 a 241-
6 (obr. 12B) a PCR 22.7 (obr. 13.B) jako templat. Sekvence primeru 241-6 byla zaloZena na
lidské genomové sekvenci na 3 strané& exonu, obsahujiciho kodon pro aminokyselinu 176.

C. Fermentace E.coli, produkujicich lidsky SCF'™'*

Fermentace pro ptipravu SCF 1-164 byly provadény v 16 litrovych fermentorech za pouziti
E.coli K12 hostitele, obsahujiciho plazmid pCFM 1156 lidského SCF™'%. Zasobni otkovaci
materidl pro produkéni kulturu byl udrzovan p#i -80°C v 17% glycerolu v Luria pude.
Pro produkci inokula bylo 100 pl rozmraZeného zésobniho materialu pfeneseno do 500 ml Luria
pidy ve 2litrové Erlenmeyerové baiice a ponechano riist pfes noc pfi 30 °C na rotani tfepadce
(250 ot.min™).

Pro produkci pasty bungk E.coli, pouzité jako vychozi material pro &isténi lidského SCF'™'®
v tomto pfikladu, byly pouZity nasledujici fermenta&ni podminky.

Kultura inokula byla asepticky pfenesena do 16litrového fermentoru, obsahujiciho 8litrovou
vsadku média (viz tabulka 9). Kultura byla kultivovana vsadkovym zpusobem dokud OD—600
kultury nebylo 3,5. V této dob& bylo zavedeno sterilni Zivné médium (Zivné médium 1, tabul-
ka 10) do fermentoru za pouZiti peristaltického &erpadla pro fizeni rychlosti Zivin. Rychlost
zivného média byla exponencialng s &asem zvySovana do dosaZeni rychlosti ristu 0,15 h™.
Teplota byla udrzovana na 30 °C b&hem ristové faze. Koncentrace rozpuiténého kysliku ve
fermentoru byla automaticky udrzovana na 50 % nasyceni za pouZiti rychlosti pritoku vzduchu,
rychlosti michani, tlaku v nidobé a dopliovani kysliku. pH ve fermentoru bylo automaticky
fizeno na 7,0 za pouZiti kyseliny fosfore¢né a hydroxidu amonného. P¥i OD—600 ptiblizné 30
byla indukovana produkéni faze fermentace zvysenim fermenta&ni teploty na 42 °C. V této dobé
byl ukoncen piidavek Zivin 1 a bylo zah4jeno ptidavani Zivin 2 (tabulka 11) rychlosti 200 ml/h.
Pfiblizné Sest hodin po zvySeni teploty fermentoru byl obsah fermentoru ochlazen na 15 °C.
Vytézek SCF''® byl vytézen vmnozstvi 30 mg/OD-L. Bunéné pelety pak byly ziskany
odstfedénim v Beckmanové J6-B rotoru pfi 3000 x g po dobu Jjedné hodiny. Buné&na pasta byla
uchovévana zmrazena pfi —70 °C.

Vyhodna metoda pro produkci SCF'™* je podobna metod& popsané vy3e s tou vyjimkou, Ze byly
y
provedeny nasledujici modifikace:

1) Nezacne pfidavani Zivin 1, dokud OD~600 kultury nedoséhne 5-6.

2) Rychlost pfidavani Zivin 1 je zvySovina pomaleji, coz vede k pomalejsi rychlosti riistu
(priblizné 0,08).

3) Kultura je indikovana pti OD—600 20.
4) Ziviny 2 jsou zavadény do fermentoru rychlosti 300 ml/h.
Vsechny ostatni operace jsou stejné jako u vyse popsaného postupu, véetné médii.

Za pouZiti téchto postupl byly ziskény vyt&zky SCF'™'* ptiblizné 35-40 mg/OD-L p¥i OD=25.
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Tabulka 9

SloZeni vsadkového média

kvasni¢ny extrakt 10° g/
glukéza 5
K,HPO, 3,5
KH,PO, 4
MgS0,.7H,0 1

NaCl 0,625
Dow P-2000, protipéniva pfisada 5ml/81
vitaminovy roztok® 2 ml/1
roztok stopovych kovii® 2 mll

a

Pokud neni uvedeno jinak, jsou viechny slozky minény jako g/l.

> Roztok stopovych kovii: FeCl;.6H,0 27 g/l, ZnCl.4H,02 g/l, CaCl,.6H,0 2 g/l
Na,M00,.2H,0 2 g/l, CuSO,.5H,0 1,9 g/1, koncentrovana HCI, 100 ml/1.

Vitaminovy roztok: riboflavin 0,42 g/l, kyselina pantothenova 5,4 g/l, niacin 6 g/l, pyridoxin
1,4 g/1, biotin 0,06 g/1, kyselina listova 0,04 g/1.

Tabulka 10

Slozeni Zivného média

kvasniény extrakt 50°
glukéza 450
MgSO47H20 8,6
roztok stopovych kovi® 10 mV/1
vitaminovy roztok® 10 ml/1

®  Pokud neni uvedeno jinak, jsou viechny slozky min&ny jako g/l.

Roztok stopovych kovii: FeCl.6H,027g/l, ZnCL.4H,02g/l, CaCL.6H,0 2g/l,
Na;Mo00,.2 H,0 2 g/l, CuSO,.5 H,0 1,9 g/l, koncentrovana HCI 100 ml/1.

Vitaminovy roztok: riboflavin 0,42 g/l, kyselina pantothenova 5,4 g/l, niacin 6 g/1, pyridoxin
1,4 g/l, biotin 0,06 g/1, kyselina listova 0,04 g/1.

Tabulka 11

SlozZeni Zivného média 2

Trypton 172*
kvasni¢ny extrakt 86
Glukoéza 258

vSechny slozky jsou uvadény v g/1.
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Piiklad 7
Imunozkouska detekce SCF

Radioimunozkousky (RIA) byly pouzity pro kvantitativni detekci SCF ve vzorcich a byly
provedeny nasledujicim zplisobem.

SCF ptipravek z BRL 3A bungk, ¢istény jako v piikladu 1, byl inkubovan spolu s antisérem po
dv& hodiny pti 37 °C. Po dvou hodinich inkubace byly pak zkumavky se vzorky ochlazeny na
ledu, byl pridan '*I-SCF a zkumavky byly inkubovany pti 4 °C nejméné 20 h. Kazda zkumavka
obsahovala 500 pl inkuba¢ni smési, obsahujici 50 pl zfedéného antiséra, 60000 cpm '*I-SCF
(3,8x 10" cpm/ pg), 5 ul trasyloli a 0,400 pl SCF standardu, s pufrem (fosfatem pufrovany
salinicky roztok, 0,1% hovézi sérovy albumin 0,05 Triton X-100, 0,025% azid), tvoticim zbytek
objemu. Antisérum pro druhy test bylo ziskdno z krve kréalikd imunizovanych s 50% gistym
ptipravkem pfirodnfho SCF zBRL 3A kondiciovaného média. Koneéné ziedéni antiséra ve
zkousce bylo 1:2000.

S protildtkou vazany '“I-SCF byl vysrizen ptidavkem 150 ul Staph A (Calbiochem).
Po 1 hodiné inkubace pfi teploté mistnosti byly vzorky odstfedény a pelety byly promyty dvakrat
0,75 ml 10 mM Tris—HCI pH 8,2, obsahujicim 0,15M NaCl, 2 mM EDTA a 0,05 % Tritonu X-
100. Promyté pelety byly proméfeny v gama pogitadi pro stanoveni procent '“I-SCF vazeb.
Pocty vazeb ve zkumavkach, postradajicich sérum, byly odegitany ze viech konegnych hodnot
pro korekci nespecifického srazeni. Charakteristické RIA je uvedena na obr. 20. Procenta
inhibice '*I-SCF vazby produkované neznatenym standardem je davka dependentni (obr. 20A)
a jak je uvedeno na obr. 20B, pfi zkouskach pelet, které byly imunoprecipitovany, pomoci SDS—
PAGE a autoradiograficky, je pruh '*I-SCF proteinu konkurujici. Na obr. 20B je draha 1 'Z-
SCF a dréhy 2, 3, 4 a 5 jsou imunoprecipitovany '“I-SCF, porovnavany s 0, 2, 100 a 200 ng SCF
standardu. Jak je stanoveno jak sniZenim v precipitaci protilatkou v cpm pozorovaném v RIA
zkumavkach, tak snizenim v pruhu imunoprecipitovaného '’I-SCF proteinu (migrujici pti asi M,
31 000), polyklonalni protilatka rozeznava SCF standard, ktery byl &istén jako v prikladu 1.

Westernovy postupy byly také aplikovany pro stanoveni rekombinantniho SCF, exprimovaného
v E.coli, COS-1 a CHO buiikach. Caste¢ng &istény E.coli exprimovany krysi SCF'™'? a SCF™™'**,
jakoz i lidsky SCF'™'® (ptiklady 4 a 9) a CHO buiikou exprimovany krysi SCF'™"? (ptiklad 5),
byly podrobeny SDS-PAGE. Pfti nésledujici elektroforéze byly proteinové pruhy preneseny na
0,2 um nitrocelulézou za pouziti zafizeni Bio-Rad Transblot pii 60V po dobu 5 hodin.
Nitrocelul6zové filtry byly blokovany po 4 h v PBS, pH 7,6, obsahujicim 10% kozi sérum a dale
inkubovany po 14 h pfi teplot€ mistnosti sfedénim 1:200 bud’ krali¢iho preimunniho nebo
imunniho séra (imunizace popsana vyse). Komplexy protilatka—antisérum byly vizualizovany za
pouZziti reagencii peroxidaza kfenu— konjugovany kozi anti—krali¢i IgG (Vector laboratories) a 4—
chlor—1-naftolu jako ¢inidla, vyvijeciho zbarveni.

Pfiklady dvou Westernovych analyz jsou uvedeny na obr. 21 a 22. Na obr. 21, dréhy 3 a 5 jsou
200 pl COS-1 buttkami produkovaného lidského SCF'™'®*, drahy 1 a 7 jsou 200 ul COS-1
burikami produkovaného lidského EPO (COS-1 buiiky tranfektované s V19.8 EPQO), a driha 8 je
drahou markerd molekuldrni hmotnosti. Drahy 1-4 byly inkubovany a preimunnim sérem a drahy
5-8 byly inkubovény s imunnim sérem. Imunni sérum specificky rozpoznava difuzni pruh s M,
asi 30 000 daltonii zCOS—1 bungk, produkujicich lidsky SCF'™'%% ale ne zCOS-1 bungk,
produkujicich lidsky EPO.

Ve Westernové analyze, uvedené na obr. 22, drahy 1 a 7 jsou 1 pg &astedné &isténého pripravku
krystho SCF'™"* produkovaného v E.coli, drahy 2 a 8 jsou krysi SCF'™"* produkovany COS—1
buiikou a ¢itény na agardze s aglutininem z pSeniénych kli¢kd, drahy 4 a 9 jsou krysi SCF'™'6

-45-



20

25

30

35

40

45

50

CZ 286302 B6

produkovany COS~1 buiikou, €iStény na agardze s aglutininem z p3eniénych kli¢kd, drahy 5 a 10
jsou krysi SCF'™'*? produkovany CHO buiikou a &i3tény na agardze s aglutininem z pSeni¢nych
klickd, a dréha 6 jsou zabarvené markery molekulové hmotnosti. Drahy 1-5 a drahy 6-10 byly
inkubovany s krali¢im preimunnim a imunnim sérem. E.coli produkovany krysi SCF'"'* (drahy 1
a 7) migruje pfi zfejmé M, —24 000 daltond, zatimco COS-1 buiikou produkovany krysi SCF"*?
(dréhy 2 a 8) migruje pfi M, 24-36 000 daltoni. Tento rozdil v molekulové hmotnosti je
oCekavany, protozZe sav<i buiiky, ale ne bakterie, jsou schopné glykosylace. Transfekce sekvence
kédujici krysi SCF'™'®? v COS-1 (drahy 4 a 9) nebo CHO buiikach (drahy 5 a 10), vede k expresi
SCF s niz3i primé&mou molekulovou hmotnosti ne je produkovan transfekci s SCF'™'* (drahy 2
a8).

Expresni produkty krystho SCF'™'** z COS-1 a CHO bun&k jsou série pruhi v rozmezi ziejmé
mol. hmotnosti M, mezi 24-36 000 daltont. Heterogenita exprimovaného SCF je pravdépodobng
zpusobena zménami v obsahu karbohydrati, jelikoz SCF polypeptid je glykosylovan v riizné
mife.

Souhmné, Westernovy analyzy indikuji, Zze imunni sérum z kralikd, imunizovanych s ptirodnim
sav¢im SCF, rozpoznava rekombinantni SCF, produkovany v E.coli, COS—1 a CHO burikach, ale
nerozpoznava jakékoliv pruhy v kontrolnim vzorku, obsahujicim COS-1 bufikami produkovany
EPO. Jako dalsi podporu specifity SCF antiséra lze uvést, Ze preimunni sérum ze stejného kralika
nereaguje s jakymikoliv krysimi nebo lidskymi SCF expresnimi produkty.

Ptiklad 8
In vivo aktivita rekombinantniho SCF
A. Krysi SCF pfi transplantaci kostni diené

COS-1 buiiky byly transfektovany s V19.8 SCF'™'? v pokusu ve velkém méfFitku (T175 cm?
nadoby misto 60 mm misek) zplisobem popsanym v ptikladu 4. Bylo ziskano ptiblizné 270 ml
supernatantu. Tento supernatant byl chromatografovan na agaréze s aglutininem z p3eni¢nych
klicki a S—-Sepharose v podstaté stejnym zplisobem, jak je popsano v piikladu 1. Rekombinantni
SCF byl hodnocen na modelu transplantace kostni dfené, zalozeném na mysich W/W'. My3
W/W" méla defektni kmenovou buiiku, coz mimo jiné vede k makrocytové anémii (velké ervené
krvinky) a umoZziiuje transplantaci kostni dfené z normalnich Zivogichii bez potieby ozafovani
prijemcd /Russel a spol., Science, 144, 844-846 (1964)/. Kmenové buiiky normalniho darce
rostou po transplantaci rychleji nez defektni recipientovy buiiky.

V nasledujicim pfikladu obsahuje kazd4 skupina Sest my3i odpovidajiciho stafi. Kostni dieit byla
ziskana z normalnich dircovskych mysi a transplantovana W/W" my$im. Krevni profil pfijemct
Je sledovan v riznych Casech po transplantaci a pfihojeni kostni dfené je stanoveno zmé&nami
perifernich krevnich buné€k zrecipientova fenotypu na donoriv. Konverze zrecipienta na
donortiv fenotyp je detekovana monitorovanim pfedniho ,.scatter profilu (FASCAN, Becton
Dickenson) Cervenych krvinek. Profil po kazdé transplantaci pro kazdé zvite byl porovnan
s profilem pro kontrolni zvifata jak donora, tak recipienta ve stejné dob&. Porovnani bylo
provedeno za vyuZiti po¢itaCového programu, zaloZeného na Kolmogorov—Smirnov statistikich
pro analyzy histogramii z pritonych systémi /Young, J. Histochem. and Cytochem., 25, 935—
941 /1977//. Nezavislym kvalitativnim indikdtorem pfihojeni je hemoglobin, detekovany
elektroforézou hemoglobinu pfijemcovy krve /Wong a spol., Mol. and Cell. Biol., 9, 798-808
(1989)/, coz je v souladu se zavéry statistiky podle Kolmogorova—~Smirnova.

Priblizng 3 x 10° bun&k bylo transplantovino bez osetieni SCF (kontrolni skupina na obr. 23)
z C56BL/6J darch W/W" pfijemcim. Druh4 skupina dostala 3 x 10° bunék donora, které byly

-46-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 286302 B6

osetfeny SCF (600 j/ml) pfi 37 °C po 20 min a injektovany spoleéné (pre—odetfena skupina na
obr. 23). (Jedna jednotka SCF je definovana Jjako mnoZstvi, které vede k poloving maximalni
stimulace v MC/9 biozkousce). Ve tieti skuping, recipientni mysi byly injektovany subkutinné
(sub-Q) ptiblizn& 400 j SCF/den 3 dny po transplantaci 3 x 10° darcovskych bungk (sub—Q inject
skupina na obr. 23). Jak je uvedeno na obr. 23 v obou SCF-oSetfenych skupinach je kostni dreri
pfihojena rychleji neZ v neoSetiené kontrole. 29 dni po transplantaci byla SCF pre-o3etiena
skupina pfeménéna na donoriv fenotyp. Tyto priklady ilustruji vhodnost SCF terapie pii
transplantaci kostni diené.

B. In vivo aktivita krysiho SCF u Steel mysi

Mutace v S1 lokusu pitsobi deficienci hematopoetickych bungk, pigmentovych bunék a zarode&-
nych bungk. Hematopoeticky defekt je manifestovan jako snizeny pocet &ervenych krvinek
/Russell, v: Al Gordon, Regulation of Hematopoiesis, sv. I, 649675 Appleton—-Century—Crafts,
New York (1970)/, neurofilG /Ruscetti, Proc. Sco. Exp. Biol. Med., 152, 398 (1976)/, monocytt
/Shibata, J. Immunol. 135, 3905 (1985)/, megakaryocytii /Ebbe, Exp. Hematol., 6, 201 (1978)/,
pfirozenych zabijeovych bun&k /(Clark, Immunogenetics, 12, 601, (1981)/ a mast bungk
/Hayashi, Dev. Biol., 109, 234 (1985)/. Steel my3i jsou Cistymi pfijemci transplantatu kostni
drené pro svoji snizenou schopnost poskytovat kmenové buiiky /Bannerman, Prog. Hematol., 8,
131 (1973)/. Gen koédujici SCF je u Steel mysi (S1/S1) vypustén.

Steel mysi poskytuji senzitivni in vivo model pro SCF aktivitu. Rizné rekombinantni SCF
proteiny byly testovany na Stel-Dickie /S1/S1%) mySich v riizné dlouhych &asech. Sest az deset
tydnd staré Steel my$i (WCB6F1-S1/S1%) byly ziskdny od Jackson Labs, Bar Harbor, ME.
Periferni krev byla monitorovana mikrobun&&nym poéitatem SYSMEX F-800 (Baxter, Irvine,
CA) na Cervené krvinky, hemoglobin a desti¢ky. Pro spo&teni perifernich bilych krvinek (WBC)
byl pouzit Coulter Channelyzer 256 (Coulter Electronics, Marietta, GA).

V pokusu na obr. 24, byly Steel-Dickie mysi oSetfeny SCF 1-164 ziskanym z E.coli, Cisténym
jako v piikladu 10, v davce 100 pg/kg/den po 30 dni, pak dalich 20 dni davkou 30 pg/kg/den.
Protein byl formulovan v salinickém roztoku pro injekce (Abbott Labs, North Chicago, IL) +
0,1 % fetalniho hovéziho séra. Injekce byly podavany denné subkutanng. Periferni krev byla
monitorovana v ocase odebranim 50 pl v €asech uvedenych na obr. 24. Krev byla odebrina do
3 % EDTA povletenych stfikatek a prenesena do mikrofugovych zkumavek s praskovanym
EDTA (Brinkmann, Westbury, NY.). Existuje vyrazna korekce makrocytové anémie
u oetfenych zvifat vzhledem ke zvifatim kontrolnim. P¥i ukonéeni oSetieni se o3etfovana zvitata
navrétila do po¢éte¢niho stavu makrocytové anémie.

V pokusu, uvedeném na obr. 25 a 26, byly Steel-Dickie my3i o3etfeny riiznymi rekombinantnimi
formami SCF, jak je popséno vy3e, ale v davce 100 pg/kg/den po 20 dnéi. Byly produkovény dvé
formy z E.coli ziskaného krysiho SCF, SCF'™'** a SCF'™'*, jak je popsano v ptikladu 10. Dale
byl také testovan E.coli SCF'"'!, modifikovany ptidavkem polyethylenglykolu (SCF''*PEG25)
jako v ptikladu 12. Rovnéz byl testovan z CHO ziskany SCF'™'®?, produkovany jako v ptikladu §
a LiStény jako v prikladu 11. Zvifata byla podrobena odebrani krve srdeéni punkei stikatkami se
3 % EDTA a tato byla umistény do zkumavek s pradkovanou EDTA. Profily periferni krve po 20
dnech po oSetfeni jsou uvedeny na obr. 23 pro bilé krvinky (WBC) a obr. 26 pro destitky. WBC
rozdily pro skupinu SCF'~'* PEG25 jsou uvedeny na obr. 27. Absolutng jsou zvy3eny neurofily,
monocyty, lymfocyty a destitky. Nejdramatitéjsi efekt je ztejmy s SCF''**PEG 25.

Nezévisld méfeni lymfocyti byla rovnéz provedena a udaje jsou uvedeny na obr. 28. Mysi

ekvivalent lidské CD4 nebo marker T pomocnych bunék, je L3T4 /Dialynas, J. Immunol., 131,
2445 (1983)/. Lyt-2 je mysi antigen cytotoxickych T bunék /Ledbetter, J. Exp. Med., 153, 1503
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(1981)/. Monoklonélni protilatky vii¢i témto antigenim byly pouZity pro hodnoceni T bun&nych
podskupin u oSetfenych zvifat.

Krev byla hodnocena na T lymfocyty nasledovné. Dvést& mikrolitrii krve bylo odebrano od
jednotlivych zvitat do EDTA oSetfenych zkumavek. Kazdy vzorek krve byl lyzovan sterilni
deionizovanou vodou po 60 sekund a pak zpracovan izotonicky s 10X Dulbecco fosfatovym
pufrovanym salinickym roztokem PBS (Gibco, Grand Island, NY). Takto lyzovana krev byla
promyta dvakrat 1X PBS (Gibco, Grand Island, NY), doplnénym 0,1 % fetalniho hovéziho séra
(Flow Laboratory, McLean, VA) a 0,1 % azidu sodného. Kazdy vzorek krve byl umistén do
misky s 96 jamkami s kulatym dnem a odstfedén. Bun&&na peleta (obsahujici 2-10 x 10° bun&k)
byla resuspendovéna s 20 mikrolitry krysi anti-mysi L3T4, konjugované s phycoerythrinem (PE)
(Becton Dickinson, Mountain View, CA) a 20 mikrolitry krysi anti-my3i Lyt-2, konjugované
s fluoresceinizothiokyanatem, inkubovanym na ledu (4 °C) po 30 minut (Becton Dickinson).
Nasledujici inkubace bun€k byly promyty dvakrat v 1X PBS, doplnénym jak je uvedeno vyse.
Kazdy vzorek krve pak byl analyzovin na FACScan cell analytickém systému (Becton
Dickinson, Mountain View, CA). Tento systém byl standardizovén za pouziti standardnich
autokompenzacnich postupi a Calibrite Beads (Becton Dickinson, Mountain View, CA). Tyto
udaje indikuji zvyseni jak pomocnych T bunék, tak cytotoxickych bungk T.

C. In vivo aktivita SCF u primati

Lidsky SCF 1-164 exprimovany v E.coli (ptiklad 6B) a ¢istény do homogenity jako v prikladu
10 byl testovin na in vivo biologickou aktivitu u normalnich primati. Dospé&li samci paviant
(Papio sp.) byli studovani ve tfech skupinich: neosetfend, n=3, SCF 100 pg/kg/den, n=6,
a SCF 30 pg/kg/den n=6. OSetfend zvifata dostivala jednou denné subkutinni injekce SCF.
Zku3ebni vzorky krve byly ziskdny od zvifat pod ketaminem. Vzorky kompletni krve,
retikulocyt a destiCek byly ziskany ve dnech 1, 6, 11, 15, 20 a 25 po o3etieni.

V3echna zvifata pfeZivaji a nemaji Zadnou negativni reakci vzhledem k terapii SCF. Po&et bilych
krvinek se u zvifat oSetfenych 100 pg/kg zvysil, jak je uvedeno na obr. 29. Rozdilny podet,
ziskany ruéné ze Wright Giemsa vybarvenych skvrn periferni krve, je také uveden na obr. 29.
Bylo zde absolutni zvy3eni u neurofild, lymfocyti a monocyti. Jak je uvedeno na obr. 30 pfi
davce 100 pg/kg také doslo ke zvySeni hematokryti a desticek.

Lidsky SCF (hSCF'™'* modifikovany ptidavkem polyethylenglykolu jako v ptikladu 12) byl také
testovan na normalnich pavianech v davce 200 pg/kg—den, podavané kontinudlné intravendzni
infuzi a porovnan s nemodifikovanym proteinem. Zvifata zagala dostavat SCF v den 0 a byla
oSetfovana 28 dnl. Vysledky perifermi WBC jsou uvedeny v nasledujici tabulce. PEG
modifikovany SCF vyvolava ¢asnéjsi zvy3eni periferni WBC neZ nemodifikovany SCF.

Ofetteni 200 pg/kg—den hSCF''%%:

Zvite &. M88320 zvife €. M88129
den WBC den WBC
0 5800 0 6300
+7 10 700 +7 7400
+14 12 600 +14 20900
+16 22 000 +21 18 400
+22 31100 +23 24 900
+24 28 100 +29 13 000
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zvire ¢. M88129

+29
+36
+43

9600
6600
5600

+30
+37
+44
+51

23 000
12 100
10 700

7800

osetfeni 200 pg/kg—den PEG-hSCF''%:

zvife €. M88350

zvite ¢. M89116

den WBC den WBC
~7 12 400 -5 7900
-2 11 600 0 7400
+4 24 700 +6 16 400
+7 20 400 +9 17 100
+11 24 700 +13 18 700
+14 32 600 +16 19 400
+18 33 600 +20 27 800
+21 26 400 +23 20 700
+25 16 600 +27 20200
+28 26 900 +29 18 600
+32 9200 +33 7600
Ptiklad 9

In vitro aktivita rekombinantniho lidského SCF

cDNA lidského SCF, odpovidajiciho aminokyselinim 1-162, ziskani PCR reakcemi jako
v prikladu 3D, byla exprimovana v COS-buiikdch, jak je popsano pro krysi SCF v prikladu 4.
COS-1 supernatanty byly zkouSeny na lidské kostni dfeni jakoz i v mysich HPP-CFC a MC/9
zkouSkach. Lidsky protein nebyl aktivni pii koncentracich testovanych v obou zkoudkich na
mysich, byl aktivni na lidské kostni dfeni. Kultivaéni podminky byly nasledujici: lidska kostni
dfei od zdravych dobrovolnikii byla odsttedéna nad Ficoll-Hypaque gradienty (Pharmacia)
akultivovana v 2,1% methylceluléze, 30 % fetalniho teleciho séra, 6x107° M2-merkapto-
ethanolu, 2 mM glutaminu, ISCOVE médiu (GIBCO), 20 j/ml EPO a 1 x 10° bunék/ml po 14 dni
ve zvlhené atmosféfe, obsahujici 7% O,, 10% CO, a 83 % N,. Pocet kolonii vzniklych
s rekombinantnimi lidskymi a krysimi SCF COS-1 supernatanty je uveden v tabulce 12. Jsou

zapocCteny pouze ty kolonie, které maji velikost 0,2 mm nebo v&tsi.

Tabulka 12

Rust kolonii lidské kostni dfené jako odezva na SCF

Transfektovany plazmid objem CM kolonie po&./100000
zkous. (ul) bunék + stand. odch.
V19.8 (bez inzertu) 100 0
50 0
V19.8 lidsky SCF''¢? 100 33+7
50 22+3
V19.8 krysi SCF'-1? 100 131
50 10
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Kolonie, které rostly béhem &trnactidenniho obdobi, jsou uvedeny na obr. 31A (zvétSeno 12x).
Sipka upozortiuje na typickou kolonii. Kolonie se podobaji koloniim my3iho HPP-CFC svymi
rozméry (prumér 0,5 mm). Diky pfitomnosti EPO byly nékteré kolonie hemoglobinovény.
Po izolaci kolonii a odstfedéni na sklenénych destickach za pouziti Cytospinu /Shandon/
s nasledujicim vybarvenim pomoci Wright-Giemsy, byl pfevladajicim bunénym typem typ
buiiky nerozdélené s velkym jadrem:cytoplazma pomérem, jak je uvedena na obr 31B (zvétSeni
400x). Sipky na obr. 31B predstavuji: Sipka 1 — cytoplazma, Sipka 2 —jadro, Sipka 3 — vakuola.
Imaturované buiiky jako tfida jsou velké a ziskané buiiky jsou mensi nez zralé (Digs a spol., The
Morphology of Human Blood Cells, Abbott Labs, 3 (1978)). Jadra ranych bunék z hemato-
poetinové maturované sekvence jsou relativné velka vzhledem k cytoplazmé. Déle cytoplazma
imaturovanych bunék se zbarvuje pomoci Wright-Giemsy tmavéji neZ jadro. Jak buiiky zraji, je
jadro proti cytoplazmé tmavsi. Morfologie bunék lidské kostni dfené, vzniklych z kultury
s rekombinantnim lidskym SCF je v souladu se zavéry, Ze koneénym produktem a meziproduk-
tem pusobeni SCF je relativn€ imaturovany hematopoeticky progenitor.

Rekombinantni lidsky SCF byl testovan zkouSkou kolonii na agaru na lidské kostni dfeni
v kombinaci s dal$imi ristovymi faktory popsanymi vyse. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.
SCF synergizuje s G-CSF, GM-CSF, IL-3 a EPO pro zvyseni proliferace kostni dfené pro
individualni CSF.

Tabulka 13

Synergismus rekombinantniho lidského SCF s dal§imi faktory, stimulujicimi lidské kolonie

kolonie pocet/10° bungk

(14 dni)

slepy pokus 0
hG—CSF 32+3
hG—CSF + hSCF 741
hGM-CSF 14+£2
hGM-CSF + hSCF 1085
hIL-3 23£1
hIL-3 + hSCF 108 +3
hEPO 10£5
hEPO+ IL-3 171
hEPO + hSCF 86+ 10
hSCF 0

Dalsi aktivitou rekombinantniho lidského SCF je schopnost vyvolavat proliferaci lidské a akutni
myelogenové leukemické (AML) bunécné linie, KG-1 (ATCC CCL 246) v mékkém agaru.
COS-1 supernatanty z transfektovanych bun€k byly testovany v KG-1 agarové klonovaci
zkousce /Koeffler a spol., Science, 200, 1153-1154 (1978) v podstaté tak, jak je popsana
s vyjimkou, e buiiky byly umistény na plotnu v koncentraci 3000/ml. Udaje ze tii kultur jsou
uvedeny v tabulce 14.
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Tabulka 14

Zkouska klonovani KG-1 na mékkém agaru

Transfektovany plazmid zkouseny kolonie po&./3000
objem (ul) bunék + SD (stand. odch.)

V19.8 (bez inzertu) 25 2+1
V19.8 lidsky SCF''¢ 25 14£0
12 8%0
6 9+5
3 6+4
1,5 66
V19.8 krysi SCF''¢2 25 61
lidsky GM—CSF 50 (5 mg/l) 14+5

Priklad 10
Cisténi rekombinantnich SCF produktii exprimovanych v E.coli

Fermentace E.coli lidského SCF'™'* byla provedena podle ptikladu 6C. Ziskané buitky (912 g
vlhké hmotnosti) byly suspendovany ve vodé v objemu 4,6 | celkem a ponechany rozrusit trojim
prichodem laboratornim homogenizatorem (Gaulin Model I5MR-8TBA) pii 8000 psi. Pelety
rozruSenych bunék byly ziskany odstfedénim (17700 x g, 30 min, 4 °C), promyty jednou vodou
(resuspendovany a recentrifugovany) a nakonec suspendovény ve vod& na objem 400 ml.

Frakce pelet, obsahujicich nerozpustny SCF (pfiblizng 10-12 g SCF) byla ptidana do 3950 ml
vhodné smési tak, Ze koneéné koncentrace slozek ve smési byly 8 M moloviny (ultradisté),
0,1 mM EDTA, 50 mM octanu sodného, pH 6-7; SCF koncentrace byla hodnocena jako
1,5 mg/ml. Inkubace byla provadéna pti teplot& mistnosti po 4 hodiny pro rozpusténi SCF. Zbyly
nerozpustny materidl byl odstranén odstfedénim (17700 x g, 30min, teplota mistnosti.
Pro sloZeni/reoxidaci rozpus§téného SCF byly supernatantni frakce pomalu pfidany za michani do
39,151 vhodné smési, tak¥e koneéné koncentrace slo¥ek ve smési byly 2,5M modoviny
(ultragista), 0,01 mM EDTA, 5 mM octan sodny, 50 mM Tris-HCI, pH 8,5, 1 mM glutathion,
0,02 % (hmotn./obj.) azid sodny. SCF koncentrace byla hodnocena jako 150 ug/ml. Po 60 h pii
teplot€ mistnosti /kratsi doba (napt. ~20 h) je také vhodna/, byla smés zahu$téna dvojnasobnym
prichodem ultrafiltraénim zafizenim Millipore Pellicon s polysulfonovymi membranovymi
kazetami pro d&leni mol. hmotnosti 10 000 /tfi kazety/ /15 fi? celkovy povrch/ a pak diafiltrovany
proti 7 objemim 20 mM Tris—HCI, pH 8. Teplota b&hem koncentrace/ultrafiltrace byla 4 °C,
rychlost Cerpani byla 5 /min, a rychlost filtrace 600 ml/min. Kone¢ny objem ziskaného retentatu
byl 26,5 1. Pouzitim SDS-PAGE, provedenym jak s redukci, tak bez redukce vzorki, je ziejmé,
Ze nejvyle (>80 %) pelet frakci SCF je solubilizovano inkubaci s 8 M moloviny a Ze po
sloZeni/oxidaci jsou pritomny nasobné druhy (formy) SCF, jak je zfejmé z SDS-PAGE
neredukovanych vzorkt. Hlavni forma, ktera piedstavuje spravné oxidovany SCF (viz niZe),
migruje se zjevnou M, asi 17000 (neredukovana) vzhledem k markertm molekulové hmotnosti
(redukované), popsanym na obr. 9. Dalsi formy obsahuji material migrujici se zjevnou M, asi
18-20 000 (neredukovéno), predpoklada se, Ze predstavuji SCF s nespravnymi disulfidovymi
vazbami uvniti fetézce; a pruhy, migrujici se zjevnymi M, v rozmezi 37 000 (neredukovéno)
nebo vétsi, o emz se predpoklada, e predstavuje riizné SCF formy, majici vnitini disulfidové
vazby, vzniklé v SCF polypeptidovych fetézcich, které Jjsou kovalentné navazany za vzniku
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dimeri nebo dlouhych oligomerd. Nasledujici stupné frakcionace spocivaji v odstranéni
zbyvajicich E.coli kontaminanti a neogekavanych SCF forem, takze se ziskd SCF ¢istény do
zjevné homogenity v biologicky aktivni konformaci.

pH ultrafiltradniho retentitu bylo upraveno na 4,5 pfidavkem 375 ml 10% (obj./obj.) kyseliny
octové, coz vede k vysraZeni materialu. Po 60 minutéch, to jest dobg, kdy se usadi na dné nadoby
nejvice materialu, se hornich 241 dekantuje a zfiltruje pres Cuno™ 30SP tlusty filtr pfi
500 ml/min pro Gplné vyjasnéni roztoku. Filtrat se pak zfedi 1,5krat vodou a aplikuje pfi 4 °C na
kolonu S—Sepharose Fast Flow (Pharmacia) (9 x 18,5 cm), ekvilibrovanou ve 25 mM octanu
sodném, pH 4,5. Kolonou material protékal rychlosti 5 V/h pfi 4 °C. Po aplikaci vzorku byla
kolona promyta péti objemy kolony (6 1) kolonového pufru a SCF material, ktery je vdzin na
kolonu, byl eluovan gradientem od 0 do 0,35 M NaCl kolonovym pufrem. Celkovy objem
gradientu byl 20 1 a byly odebirany frakce 200 ml. Eluéni profil je zndzornén na obr. 33. Podily
(10 pl) z frakei, odebiranych z S—Sepharosové kolony, byly analyzoviany SDS-PAGE, provedené
jak sredukei (obr 32A), tak bez (obr. 32B) redukce vzorku. Z téchto analyz je zfejmé, Ze
pravdépodobné viechny absorbance pii 280 nm (obr. 32 a 33) jsou zpiisobeny SCF materidlem.

Spravn& oxidovana forma pfevlada v piku hlavni absorbance (frakce 22-38, obr. 33). Mensi
druhy (formy), které mohou byt vizualizovany ve frakcich, zahmuji nesprivné oxidovany
material se zjevnou M, 18-20 000 na SDS-PAGE (neredukovana), pfitomny ve vzestupny
ramenu hlavniho absorbanéniho piku (frakce 10-21, obr. 32B); a disulfidovy vazany dimerni
material, pfitomny v oblasti absorbance (frakce 10-38, obr. 32B).

Frakce 22-38 ze S—Sepharosové kolony byly spojeny a tento pool byl upraven na pH 2,2
pridanim asi 11 ml 6N HCI a aplikovan na Vydac C4 kolonu (vySka 8,4 ¢cm, primér 9 cm),
ekvilibrovanou s 50 % (obj./obj.) ethanolem, 12,5 mM HCI (roztok A) a operace byla provadéna
pti 4 °C. Pryskyfice kolony byla pfipravena suspendovanim suché pryskytice v 80 % (obj./obj.)
ethanolu, 12,5 mM HCI (roztok B) a pak ekvilibrovanim v roztoku A. Pied aplikaci vzorku byl
aplikovan slepy gradient od roztoku A k roztoku B (6 I celkového objemu) a kolona byla pak
reekvilibrovana roztokem A. Po aplikaci vzorku byla kolona promyta 2,5 1 roztoku A a SCF
material, vazany na kolonu, byl eluovéan gradientem od roztoku A do roztoku B (181 celkovy
objem) pii rychlosti pritoku 2670 ml/h. Bylo odebrédno 286 frakci po 50 ml a podily byly
analyzovany absorbanci pti 280 nm /obr. 35/, a SDS-PAGE (25 pl na frakei), jak je popséno
vy3e (obr. 34A, redukéni podminky, obr. 34B neredukéni podminky). Frakce 62-161, obsahujici
spravné oxidovany SCF ve vysoce &istém stavu, byly spojeny (relativné mald mnoZstvi
nespravné oxidovaného monomeru s M, asi 18-20000 (neredukovano), eluovanym pozdéji
v gradientu (asi frakce 166-211), a disulfidovy dimerovy material byl také eluovan pozdéji (asi
frakce 199-235) (obr. 35).

Pro odstranéni ethanolu z poolu frakci 62-161 a pro zahusténi SCF byl pouZit nasledujici postup,
vyuzivajici Q-Sepharosovou Fast Flow (Pharmacia) iontovyménnou pryskyfici. Pool (5 1) byl
zfedén vodou na objem 16,625 |, na koncentraci ethanolu asi 20 % (obj./obj.). Pak bylo pfidano
1 M Tris baze (135 ml) pro upravena pH na hodnotu 8, dale 1 M Tris—HCI, pH 8 (23,6 ml) pro
upraveni celkové Tris koncentrace na 10 mM. Dalsich 10 mM Tris-HCI, pH 8 (~ 15,5 ) bylo
pridano na celkovy objem asi 10 % (obj./obj.). Material byl pak aplikovan pti 4 °C na kolonu Q-
Sepharose Fast Flow (vyska 5,5 cm, primér 7 cm), ekvilibrovanou 10 mM Tris-HCl, a pak
nasledovalo promyvani kolony 2,51 kolonového pufru. Rychlost pritoku vzorku pfi aplikaci
a promyvani byla asi 5,5 /h. Pro eluci vazaného SCF bylo &erpano 200 mM NaCl, 10 mM Tris—
HCI, pH 8 v opaéném sméru kolonou rychlosti asi 200 ml/h. Frakce asi 12 ml byly odebrany
a analyzovany absorbanci pfi 280 nm a SDS-PAGE, jak je uvedeno vyse. Frakce 16-28 byly
spojeny (157 ml).
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Pool, obsahujici SCF, byl pak aplikovan ve dvou oddelenych chromatografickych pokusech
(78,5 ml pouzito vkazdém) na Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) kolonu pro gelovou filtraci
(5 x 138 cm), ekvilibrovanou fosfitem pufrovanym salinickym roztokem pti 4 °C. Frakce asi
15 ml byly odebrany pfi pritokové rychlosti asi 75 ml/h. V kazdém pripadé hlavni pik materialu
s absorbanci pfi 280 nm, eluovany ve frakcich, odpovida zhruba eluénimu objemu v rozmezi od
1370 do 1635 ml. Frakce, pfedstavujici absorb&ni piky ze dvou kolonovych pokusi, byly spojeny
do objemu 525 ml, obsahujiciho asi 2,3 g SCF. Tento material byl sterilizovén filtraci za pouziti
zatizeni Millipore Millipak 20 membranova vlozka.

Alternativné, material z kolony C, miiZe byt koncentrovan ultrafiltraci a pufr vyménén diafiltraci,
pfed sterilni filtraci.

Izolovany rekombinantni lidsky SCF'™'** material je vysoce &isty (> 98 % podle SDS-PAGE
s vyvolanim stfibrem) a je poklddan za farmaceuticky &isty. Za pouZziti metod z pfikladu 2 je
zajisténo, 7e materidl ma aminokyselinové sloZeni, odpovidajici analyze SCF genu a ma N-
koncovou aminokyselinovou sekvenci Met-Glu-Gly-Ile..., podle ocekavani, s udrzenim Met

.....

kédovaného inicia¢nim kodonem.

Podobnymi postupy, uvedenymi pro lidsky SCF'"'* exprimovany v E.coli, miize byt také ziskan
krysi SCF'™' (také ptitomny v nerozpustné formé uvnitt buiiky po fermentaci) v &istém stavu
s vysokou biologickou specifickou aktivitou. Stejné miize byt ziskan lidsky SCF'"™'® a krysi
SCF'™'”. Krysi SCF'""* behem skladani/oxidace Jevi sklon ke tvorbé riizné oxidovanych druha
a je nesnadné;jsi odstranit tyto neotekdvané druhy chromatograficky.

Krysi SCF''® a lidsky SCF'™® jsou nichylné k proteolytické degradaci béhem potate¢nich
stupiii ziskdvéni, tj. solubilizace a skladani/oxidace. Primarni misto proteolyzy je umisténo mezi
zbytky 160 a 170. Proteolyza miize byt minimalizovana vhodnou Upravou podminek (napf.
koncentrace SCF, zménou pH, ptidanim EDTA na 2-5 mM, nebo Jinymi inhibitory proteazy)
a ocekavané degradované formy mohou byt odstranény vhodnymi délicimi stupni.

Zatimco pouziti moloviny pro solubilizaci a b&hem skladéni/oxidace, jak je uvedeno, je
vyhodnym provedenim, mohou byt pouzita i dal$i solubiliza&ni Cinidla, jako je guanidin.HCI
(napt. 6 M béhem solubilizace a 1,25 M b&hem skladani/oxidace) a N-lauroylsarkosin sodny.
Po odstranéni ¢inidel po skladéni/oxidaci mize byt ziskan vycistény SCF, jak je stanoveno SDS—
PAGE, pouzitim vhodnych délicich stupii.

Dile je vyhodnym provedenim pouziti glutathionu v koncentraci 1 mM b&hem skladani/oxidace,
mohou byt ovSem pouzity dalsi podminky se stejnym nebo blizkym uginkem. Tyto naptiklad
zahmuji pouZiti misto 1mM glutathionu 2mM glutathionu plus 0,2 mM oxidovaného
glutathionu, nebo 4 mM glutathionu plus 0,4 mM oxidovaného glutathionu nebo 1 mM 2—
merkaptoethanolu nebo jiného thiolu.

Mimo chromatografickych popsanych postupii jsou vhodné i jiné postupy pro ziskani SCF ve
vyCiSténé aktivni formé, které zahrnuji hydrofobni interakéni chromatografii (napf. pouZiti
fenyl-Sepharosy (Pharmacia), pouZivajici vzorek v neutralnim pH za ptitomnosti 1,7 M siranu
amonného a eluci gradientem sniZujici se koncentrace siranu amonného); afinitni chromatografie
s imobilizovanym kovem /napf. pouZiti chelatované-Sepharosy (Pharmacia) s Cu®* ionty,
aplikace vzorku pfi téméF neutrdlnim pH za p¥itomnosti 1 mM imidazolu a eluci gradientem
zvySujici se koncentrace imidazolw/; hydroxylapatinové chromatografie /aplikace vzorku pfi
neutralnim pH za pfitomnosti 1 mM fosfatu a eluci zvySujicim se gradientem fosfatu/ a dal$imi
postupy, které jsou zfejmé odbornikim.
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Dal$i formy lidského SCF, odpovidajici celému nebo &asti otevieného &teciho ramedku
kodujiciho aminokyseliny 1-248 na obr. 42, nebo odpovidajici otevienému &tecimu rameéku,
kédovanému alternativné spojovanymi mRNA, ktery miZe existovat (jak je reprezentovan cDNA
sekvenci na obr. 44), mohou také byt exprimovany v E.coli a ziskdny v ¢iténé formé postupy
stejnymi, jak jsou vySe popsany v tomto pfikladu, a dal§imi postupy, které jsou zfejmé pro
odborniky.

Cisténi a ptiprava forem, zahrnujicich tak zvanou transmembranovou oblast, uvedené v piikladu
16, mohou vyuzivat detergenty, zahrnujici neionogenni detergenty, a lipidy, zahrnujici
fosfolipidy, obsahujici liposomovou strukturu.

Piiklad 11
Rekombinantni SCF ze savéich bunék
A. Fermentace CHO bunék, produkujicich SCF

Rekombinantni builky ovarya &inského kietka (CHO) (kmen CHO pDSRo2 hSCF'™'%) byly
kultivovdny na mikronosi¢ich ve 20litrovém perfuznim kultivaénim systému pro produkci
lidského SCF''*. Fermentorovy systém byl podobny systému, pouZitému pfi kultivaci BRL 3A
bunék, pfiklad 1B, s vyjimkou nasledujicich podminek: kultivaénim médiem, pouzitym pro
kultivaci CHO bunék, byla sm&s média Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) a Ham's
F-12 Zivna smés v poméru 1:1 (GIBCO), doplnéna 2 mM glutaminu, neesencidlnimi amino-
kyselinami (ke zdvojnasobeni existujici koncentrace za pouZiti 1:100 zfedéni Gibco &. 320-
1140) a 5 % fetalniho bovinniho séra. Ziskané médium bylo identické s vyjimkou vynechéni
séra. Reaktor byl inokulovan 5,6 x 10° CHO buiikami, kultivovanymi ve dvou 3-litrovych
nadobach. Buiiky byly ponechany riist do koncentrace 4 x 10° bungk/ml. V tomto bodé& bylo do
reaktoru pfidano 100 grami presterilizovaného mikronosi¢e cytodex—2 (Pharmacia) jako
suspenze ve 3 litrech fosfatem pufrovaného salinického roztoku. Buiiky byly ponechény napojit
a rust na mikronosic¢ich po dobu &ty dnti. Ristové médium bylo perfundovano reaktorem podle
potieby vzhledem ke spotfebé gluk6zy. Koncentrace glukdzy byla udrzovana pfiblizné na 2,0 g/1.
Po ¢tyfech dnech byl reaktor perfundovan Sesti objemy séra—prostého média pro odstranéni
vétSiny séra (koncentrace proteinu < 50 pg/ml). Reaktor byl pak provozovan vsadkové, dokud
koncentrace glukézy neklesla pod 2g/l. Od tohoto momentu byl reaktor provozovan
s kontinuélni perfuzni rychlosti asi 20 I/den. pH kultury bylo udrzovano na 6,9 + 0,3 upravou
prutoku CO,. Rozpustény kyslik byl udrZovan na hladiné vyssi nez 20 % sycenim vzduchem
a podle potieby dopliiovanim Cistym kyslikem. Teplota byla udrzovana na 37 + 0,5 °C.

Z vyse uvedeného systému bylo ziskano pfiblizn€ 450 litrd kondiciovaného média a toto bylo
pouzito jako vychozi material pro &isténi rekombinantniho lidského SCF'™'®*,

Priblizné 589 litri séra prostého kondiciovaného média bylo také ziskano stejnym postupem, ale

za pouziti kmene CHO pDSRo2 rSCF' ™%, bylo poutito jako vychozi material pro &isténi krystho
SCF''®,
B. Cisténi rekombinantniho savé&iho exprimovaného krysiho SCF' ¢

V3sechny ¢&istici postupy byly provadény pfi 4 °C, pokud neni uvedeno jinak.
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1. Koncentrace a diafiltrace

Kondiciované médium, ziskané ze séra prosté kultivace bun&iného kmene CHO
pDSRa2 krysiho SCF™'®?, jak je popsano v sekci A vySe, bylo vy¢ifeno filtraci pfes 0,45 pm
Sartocapsules (Sartorius). Nékolik rozdilnych vsadek (361, 1011, 1021, 2001 a 150 1) bylo
oddélené zahusténo a provedena vyména diafiltrace/pufr. Pro ilustraci, zpracovani 36 1 vsadky
bylo nasledujici. Filtrované kondiciované médium bylo zahu$téno na 500ml za pouziti
ultrafiltraéniho zafizeni s tangencialnim pritokem Millipore Pellicon s membranovymi kazetami
z acetatu celuldzy (tfi kazety), oddé&lujicimi molekulovou hmotnost 1000 (15 ft* celkova plocha
membrany, rychlost Cerpani ~ 2200 ml/min a rychlost filtrace ~ 750 ml/min.). Vyména diafil-
trace/pufr pro aniontovyménnou chromatografii byla pak provedena ptidanim 1000 m! 10 mM
Tris-HCI, pH 6,7-6,8 pro koncentrat, znovuzahuiténim na 500 ml za pouziti zafizeni pro
ultrafiltraci s tangencialnim pritokem a opakovanim tohoto ptidavani Skrat. Koncentrova-
ny/diafiltrovany ptipravek byl nakonec ziskan v objemu 1000 ml. Postup pro viechny vsadky
kondiciovaného média, podrobené zahusténi a diafiltraci/vyméné pufru byl stejny. Koncentrace
proteinu ve vsadkéch, stanovené metodou podle Bradforda /Anal. Biochem. 72, 248-254 (1976)/
s hovézim sérovym albuminem jako standardem, byly v rozmezi 70-90 pg/ml. Celkovy objem
kondiciovaného média, pouzitého pro tuto p¥ipravu byl asi 589 I.

2. Aniontovyménna chromatografie na Q-Sephahrose s rychlym pritokem

Koncentrovana/diafiltrované ptipravky zkazdé z péti vsadek kondiciovaného média uvedené
vyse byly spojeny (celkovy objem 5000 ml). pH bylo upraveno na 6,75 ptidanim 1 M HCL.
2000 ml 10 mM Tris-HCI, pH 6,7 bylo pouZito pro tpravu vodivosti na asi 0,700 mmho.
Ptipravek byl aplikovan na aniontovyménnou kolonu Q-Sepharosy srychlym pritokem
(36 x 14 cm, pryskyfice Q-Sepharose Fast Flow Pharmacia), ktera byla ekvilibrovana s 10 mM
Tris-HCI, pH 6,7 pufr. Po aplikaci vzorku byla kolona promyta 28700 ml Tris pufru. Po tomto
promyvani byla kolona promyta 23000 ml 5 mM octové kyseliny/l mM glycin/6 M mogovi-
na/20 uM CuSO, s pH asi 4,5. Kolona byla pak promyta 10 mM Tris—HCI, 20 pm CuSO;,,
PH 6,7, pufru pro obnoveni neutralniho pH a odstran&ni mogoviny, a solnym gradientem (0-
700 mM NaCl, v 10 mM Tris—HCI, 20 pM CuSO,, pH 6,7 pufr; 40 | objem celkem). Byly odebi-
rany frakce velikosti asi 490 ml pfi pritokové rychlosti 3250 ml/h. Chromatogram je uveden na
obr. 36. ,,MC/0 cpm* udava biologickou aktivitu v MC/9 zkousce; 5 pl z kazdé oznalené frakce
bylo zkouSeno. Eluaty odebrané b&hem aplikace vzorku a promyvani nejsou na obrazku uvedeny,
v téchto frakcich nebyla detekovana Zadna biologicka aktivita.

3. Chromatografie za pouZiti na silikagelu vazané uhlovodikové pryskytice

Frakce 44-66 z pokusu, uvedeného na obr. 36, byly spojeny (11200 ml) a byla p¥iddna EDTA do
kone&né koncentrace 1 mM. Tento material byl aplikovan pritokovou rychlosti asi 2000 ml/h na
C4 kolonu (Vydac Proteins Cs, 7 x 8 cm), ekvilibrovanou pufrem A (10 mM Tris pH 6,7/20 %
ethanolu). Po aplikaci vzorku na kolonu byla kolona promyta 1000 ml pufru A. Pak byl
aplikovan linearni gradient od pufru A do pufru B (10 mM Tris pH 6,7/94 % ethanolu)(celkovy
objem 6000 ml) a byly odebrany frakce 30 aZz 50 ml. Podily ze startu vzorku na koloné C,,
souhrnného poolu a promyvaciho poolu, ptidané k 0,5 ml podilim gradientovych frakci, byly
dialyzovany proti fosfitem pufrovanému salinickému roztoku pti pripravé pro biologickou
zkousku. Tyto rizné frakce byly zkouseny v MC/9 zkouce (5 pl podily ptipravenych gradien-
tovych frakei; cpm na obr. 37). SDS-PAGE /Laemli, Nature 227, 680-685 (1970); zasobni gely
obsahuji 4 % (hmotn./obj.) akrylamidu a separatni gely obsahuji 12,5% (hmotn./obj.)
akrylamidu/ podild riznych frakci je uvedena na obr. 38. Pro pouziti na gelu byly vzorky podila
(100 pl) suSeny za vakua a pak znovu rozpuitény za pouziti 20 pl pufru pro zpracovani vzorku
(redukeni, tj. s 2-merkaptoethanolem) a vafeny 5 min pfed vloZenim na gel. Cislované znagky na
levé stran€ obrazku predstavuji migraéni polohy markerii molekulové hmotnosti (redukované)
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jako na obr. 6. Cislované drahy predstavuji odpovidajici frakce, odebrané bdhem aplikace
posledni casti gradientu. Gely byly vyvolany stfibrem /Morrissey, Anal. Bioch. 117, 307-
310(1981)/.

4. Aniontovyménna chromatografie na Q—-Sepharose s rychlym pritokem

Frakce 98-124 z C, kolony jsou uvedeny na obr. 37, tyto byly spojeny (1050 ml). Pool byl
ziedén 1:1 10 mM Tris, pH 6,7 pufrem pro sniZeni koncentrace ethanolu. Zfedény pool byl pak
aplikovan na aniontovyménnou Q-Sepharosovou kolonu srychlym pritokem (3,2x3 cm,
pryskyfice Pharmacia Q-Sepharose Fast Flow), ktera byla ekvilibrovana 10 mM Tris—HC],
pH 6,7 pufrem. Rychlost prutoku byla 463 ml/h. Po aplikaci vzorku byla kolona promyta 135 ml
kolonového pufru a eluce navdzaného materidlu byla provedena promytim 10 mM Tris—HClI,
350 mM NaCl, pH6,7. Smér pritoku kolonou byl obracen, aby se minimalizoval objem
eluovaného materialu a byly b&hem eluce odebirany frakce 7,8 ml.

5. Sephacryl S—200 HR gelova filtrani chromatografie

Frakce, obsahujici eluovany protein z promyvani aniontové kolony Q-Sepharose Fast Flow soli
byly spojeny (31 ml). 30 ml bylo aplikovano na gelovou filtra¢ni kolonu Sephacryl S-200 HR
(Pharmacia) (5 x 55,5 cm), ekvilibrovanou ve fosfatem pufrovaném salinickém roztoku. Frakce
6,8 ml byly odebrany pri prutokové rychlosti 68 ml/h. Frakce, odpovidajici piku absorbance pfi
280 nm, byly spojeny a pfedstavuji finalni vy¢istény material.

Tabulka 15 predstavuje souhmn CiSténi.

Tabulka 15
Souhrnny prehled &isténi savéiho exprimovaného krysiho SCF'™'®

celkem
Stuperi objem (ml) protein (mg)”
kondiciované médium
(koncentrované) 7000 28 420
Q-Sepharose Fast Flow 11200 974
C4 Pryskyfice 1050 19
Q-Sepharose Fast Flow 31 20
Sephacryl S-200 HR 82 19™

X

Stanoveno metodou podle Bradforda (vyse, 1976)
™ Stanoveno jako 37,3 mg kvantitativni aminokyselinovou analyzou za pouZiti metody stejné
jak je uvedena v piikladu 2.

N-Koncova aminokyselinova sekvence &isténého krysiho SCF'™'® je piiblizng polovina Gln—
Glule... a polovina PyroGlu—-Glu-lle..., jak bylo stanoveno metodami podle piikladu 2. Tyto
vysledky prokazuji, ze krysi SCF''% je produktem proteolytickych Stépeni mezi zbytky,
oznatovanymi jako &isla (=1) (Thr) a (+1)(GIn) na obr. 14C. Podobné, &istény lidsky SCF''®
z kondiciovaného média transfektovanych CHO bunék (nize) mél N-koncovou aminokyse-
linovou sekvenci Glu—Gly-Ile, indikujici, Ze je produktem §t€peni mezi zbytky, oznadenymi jako
¢isla (—1)(Thr) a (+1)(Glu) na obr. 15C.
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Za pouziti vyse uvedeného postupu byl ziskan ¢istény lidsky SCF protein, bud’ rekombinantné
vytvofeny expresi v CHO buiikach, nebo pfirozené ziskany.

Dalsi ¢istici metody, které Jsou vhodné pro &isténi ze savéich bungk ziskaného rekombinantniho
SCF, zahrnuji postupy, uvedené v pfikladu 1 a 10 a dal3i metody, ziejmé odbornikim.

Dal3i formy lidského SCF, odpovidajici celému nebo &isti &teciho otevieného ramecku,
kédujiciho aminokyseliny 1-248, uvedené na obr. 42, nebo odpovidajici otevienému &tecimu
ramecku kédujicimu alternativng spojené mRNA, které mohou existovat (jako cDNA sekvence
na obr. 44), mohou byt také exprimovany v sav&ich bufikich a ziskany v ¢isténé formé postupy
podobnymi postupiim, popsanym v tomto pfikladu, a dal3imi postupy, zfejmymi odbornikiim.

C. SDS-PAGE a zpracovani glykosidazou

SDS-PAGE spojenych frakci z gelové filtraéni kolony Sephacryl S-200 HR je uvedeno na
obr. 39. 2,5 ul spojené frakce bylo vlozeno na gel (dréha 1). Draha byla vyvoldna stfibrem.
Markery molekulové hmotnosti jsou uvedeny na obr. 6 (draha 6). Ruzny materidl, migrujici po
anad M, 31 000 polohou markeru predstavuje biologicky aktivni material; ziejma heterogenita je
do zna¢né miry zpisobena heterogenitou pfi glykosylaci.

Pro charakterizovani glykosylace, CiStény material byl zpracovan s riznymi glykosidizami,
analyzovan SDS-PAGE (reduk&ni podminky) a byl vizualizovan postiibrenim. Vysledky jsou
uvedeny na obr. 39. Draha 2 — neuraminidaza. Dréha 3 —neuraminiddza a O—glykanaza. Draha
4 — neuraminidaza, O-glykanaza a N-glykanaza. Dréha 5 — neuraminidaza a N-glykanaza. Draha
7-N-glykanaza. Dréha 9 — N—glykanaza bez substratu. Draha 9 — O-glykanaza bez substratu.
Podminky byly 10 mM 3—/(3—-cholamidopropyl)dimethylamoniq/—1—propansulfonét (CHAPS),
66,6 mM 2-merkaptoethanol, 0,04 % (hmotn./obj.) azid sodny, fosfitem pufrovany salinicky
roztok, 30 minut pfi 37 °C, snésledujici inkubaci pfi poloviné uvedenych koncentraci za
pfitomnosti glykosidaz po 18 h p¥i 37 °C. Neuraminidaza (z Arthrobacter ureafaciens, dodany
Calbiochem) byla pouZita pti kone¢né koncentraci 0,5 jednotky/ml. O-Glykanaza (Genzyme;
endo—alfa—N—acetylgalaktosaminidéza) byla pouzita v koncentraci 7,5 milijednotek/ml. N—
Glykandza (Genzyme; peptid:N—glykosidéza F; peptid——N“/N—-acetyl—beta—glukosaminyl)aspa-
raginamidédza) byla pouzita pti koncentraci 10 jednotek/ml.

Kde je to Zadouci, byly provedeny rizné kontrolni inkubace. Tyto zahrnuji: inkubaci bez
glykosidéaz pro ové&feni, Ze vysledky jsou zpiisobeny ptidanymi ptipravky glykosidazy; inkubace
s glykosylovanymi proteiny (napt. glykosylovany rekombinantni lidsky erythropoietin), zndmymi
Jako substrity pro glykosylazy, pro ovéfeni, Ze pouZité glykosidazové enzymy byly aktivni;
a inkubace s glykosidazami, ale bez substratu, pro posouzeni, zda glykosiddzové ptipravky
pfispivaji nebo zatemriuji vizualizaci gelovych pruhit (obr. 8 2 9).

Poetné hodnoceni je moZno provést z vySe uvedenych pokusi. Riznd zpracovani sN-
glykondzou /ktera odstrafiuje jak komplex, tak vysoce-manosou N-vézany karbohydrat
/Tarentino a spol., Biochemistry 24, 4665-4671 (1988)/, neuraminiddzou /ktera odstraiiuje
zbytky sialové kyseliny/, a O-glykanazou /ktera odstraiuje ur¢ité O-vazané karbohydraty
(Lambin a spol., Biochem. Soc. Trans. 12, 599600 (1984)/, potvrzuji ze: jsou ptitomny jak N—
vazany tak O-vézany karbohydrat; je pfitomna sialova kyselina, kde alespori jeji &ast tvoti O—
vazané skupiny. Skutednost, Ze oSetfeni N-glykanazou miize pfevést heterogenni materil podle
SDS-PAGE na rychleji migrujici formu, ktera Je mnohem vice homogenni indikuje, e viechen
material pfedstavuje stejny polypeptid, s heterogenitou, ktera je zpiisobena hlavné heterogenitou
pii glykosylaci.
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Piiklad 12
Pfiprava rekombinantniho SCF'"'*PEG

Krysi SCF'™'*, ¢istény z rekombinantniho E.coli expresniho systému podle prikladu 6A a 10, byl
pouzit jako vychozi materiél pro modifikaci s polyethylenglykolem, jak je popsano dale.

Methoxypolyethylenglykol-sukcinimidylsukcinat (18,1 mg= 3,63 umol, SS-MPEG = Sigma
Chemical Co. & M3152, pfiblizna mol. hmotnost = 5000) v 0,327 m] deionizované vody byl
pfidin ke 13,3ml (0,727 umol) rekombinantniho krystho SCF''* v 1,0ml 138 mM
fosfore¢nanu sodného, 62 mM NaCl, 0,62 mM octanu sodného, pH 8,0. Vysledny roztok byl
Setrné trepan (100 ot.min™') pfi teploté mistnosti po 30 minut. 1,0 ml podily kone&né reakeni
smési (10 mg proteinu) pak byly aplikovany na gelovou filtraéni kolonu Pharmacia Superdex 75
(1,6 x 50 cm) a eluovany 100 mM fosfatem sodnym, pH 6,9, pfi rychlosti 0,25 ml/min pfi teploté
mistnosti. Prvnich 10 ml z kolony bylo odloZeno a pak byly odebirdny 1,0 ml frakce. Byla
monitorovana UV absorbance pti 280 nm u eluentu z kolony a tato absorbance je uvedena na
obr. 40A. Frakce &. 25 az 27 byly spojeny a sterilizovany ultrafiltraci pres 0,2 pm polysulfono-
vou membranu (Gelman Sciences &. 4454) a vysledny pool byl oznaten PEG-25. Podobné byly
frakce &. 28 aZ 32 spojeny, sterilizovany ultrafiltraci a oznafeny jako PEG-32. Spojené frakce
PEG-25 obsahuji 3,06 mg proteinu a spojené frakce PEG-32 obsahuji 3,55 mg proteinu, jak je
vypo&teno z méfeni A280 za pouZiti kalibrace, dané absorbanci roztoku 1,0 ml/ml nemodifikova-
ného krysiho SCF'™'® pti 0,66. Nezreagovany krysi SCF'"'*, predstavujici 11,8 % celkového
proteinu v reakéni smési, byl eluovan ve frakcich &islo 34 az 37. Za stejnych chromatografickych
podminek byl nemodifikovany krysi SCF''% eluovan jako hlavni pik s retenénim objemem
45,6 ml, obr. 40B. Frakce & 77 az 80 na obr. 40A, obsahuji N-hydroxysukcinimid, vedle;jsi
produkt reakce krysiho SCF'™'* se SS-MPEG.

Potencialné reaktivni aminoskupiny v krysim SCF''% zahrnuji 12 lysinovych zbytkd a alfa—
aminoskupinu na N-konci glutaminového zbytku. Poolované frakce PEG-25 obsahuji 9,3 mol
reaktivnich aminoskupin na mol proteinu, stanoveno spektroskopickou titraci trinitrobenzen-
sulfonovou kyselinou (TNBS) za pouZiti metody, popsané Habeebem, Anal. Biochem, 14:328—
336 (1966). Podobné, spojené frakce PEG—32 obsahuji 10,4 mol a nemodifikovany krysi SCF'~*
obsahuje 13,7 mol reaktivnich aminoskupin na mol proteinu. Primémé 3,3 (13,7 minus 10,4)
aminoskupin krysiho SCF'™'** ve spojené frakci PEG-32 bylo modifikovano reakci s SS-MPEG.
Podobné primémé 4,4 aminoskupiny krysiho SCF 11184 ve spojené frakci PEG-25 byly
modifikovéany. Lidsky SCF (hSSF'™'*), produkovany jako v piikladu 10, byl také modifikovan
postupem uvedenym vySe. Specificky, 714 mg (38,5 umol) hSCF'"'* reagovalo s 962,5 mg
(192,5 umol) SS-MPEG v 75 ml 0,1 M pufru—fosfore¢nanu sodného, pH 8,0 po 30 minut pfi
teploté mistnosti. Reak&ni smés byla aplikovana na kolonu Sephacrylu S-200HR (5 x 134 cm)
a eluovano PBS (Gibco Dulbecco fosfatem pufrovany salinicky roztok bez CaCl, a MgCly)
rychlosti 102 mI/h, a byly odebirany frakce 14,3 ml. Frakce €. 39-53 analogické PEG-25 poolu,
popsanému vy3e a na obr. 40A, byly spojeny a bylo zjiténo, Ze obsahuji celkem 354 mg
proteinu. Aktivita in vivo takto modifikovaného SCF u primétii je popsana v pfikladu 8C.

Priklad 13

Exprese receptoru SCF na leukemickych blastech

_Leukoblasty byly ziskiny z periferni krve pacienta se smiSenou leukemii. Buriky byly Cistény

odstfed’ovanim gradientovou hustotou a potlagenim adheze. Lidsky SCF'* byl jodovan podie
popisu, uvedeného v piikladu 7. Buiiky byly inkubovany s riznymi koncentracemi jodovaného
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SCF, jak bylo popséno /Broudy, 75 1622-1626 (1990)/. Vysledky pokusu vazby receptoru jsou
uvedeny na obr. 41. Hustota receptoru je ptiblizng 7000 receptorii/buiika.

Piiklad 14
Aktivita krysiho SCF na ranych lymfoidnich prekurzorech

Schopnost rekombinantniho krysiho SCF'™'** (rrSCF'™'**), piisobit synergicky s IL-7 pro zvyseni
proliferace lymfoidnich bunék byla studovana na agarovych kulturdch my3i kostni dfené. V této
zkousce kolonie, vytvotené se samotnym rrSCF'™'*, obsahuji monocyty, neurofily a blastové
buiiky, zatimco kolonie stimulované samotnym IL-7 nebo v kombinaci s rrSCF'™'** obsahuji
pfevazné pre-B buiiky. Pre-B buiiky, charakterizované jako B220", slg", cu’, byly identifiko-
vany FACS analyzou spojenych bunék za pouziti fluorescenéné znadenych protilatek k B220
antigenu /Coffman, Immunol. Rev., 69, 5 (1982)/ a k povrchovému Ig (FITC-kozi anti-K,
Southern Biotechnology Assoc., Birmingham, AL) a analyzou cytospinovych skli¢ek pro
cytoplazmickou p expresi za pouZiti fluorescenéné znagenych protilatek (TRITC—kozi anti p,
Southern Biotechnology Assoc.). Rekombinantni lidsky IL~7 (rhIL-7) byl ziskan od Biosource
International (Westlake Villae, CA). Kdyz byl p¥idan rrSCF'™'® v kombinaci s pre-B faktorem
rustu bunék IL-7, bylo pozorovano synergické zvyseni tvorby kolonii (tabulka 16), indikujici
stimulujici roli rSCF'™'* na &asnych B bun&&nych progenitorech.

Tabulka 16

Stimulace tvorby kolonii Pre-B bun&k pomoci rrSCF''* v kombinaci s hIL—7

Ristové faktory poet kolonii'
salinicky roztok 0
RrSCF''# 200 ng 132
100 ng 7+4
50 ng 4+£2
rhIL-7 200 ng 216
100 ng 18+6
50 ng 136
25ng 4+2
rhIL-7 200 ng + rrSCF''% 200 ng 60 + 0
100 ng + 200ng48+8
50 ng + 200ng 24+ 10
25 ng + 200ng21 £2

'Pocet kolonii na 5 x 10* bungk my3i kostni dfené, které byly umistény na plotnu.

Kazda hodnota je primér ze tfi ploten + stad.odchylka.
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Priklad 15

Identifikace receptoru pro SCF

A. c=kit je receptorem pro SCF'™'**

Pro testovani, zda SCF'™'® je ligandem pro c—kit, byla cDNA pro cely mysi c—kit /Qiu a spol.,
EMBO J., 7, 1003-1011 (1988)/ amplifikovéna za pouziti PCR z SCF'™'* citlivé mast cell linie
MC/9 /Nabel a spol., Nature, 291, 332-334 (1981)/ s primery podle publikované sekvence.
Ligand vazby a transmembranové domény lidského c-kitu, kédovaného aminokyselinami 1-549
/Yarden a spol., EMBO 1J., 6, 3341-3351 (1987)/, byly klonovany za pouZiti stejnych technik
z lidské erythroleukemické bunééné linie, HEL /Martin a Papayannopoulou, Science, 216, 1233—
1235 (1982)/. ¢cDNA c—kitu byly inzertovany do sav¢iho expresniho vektoru V19.8, trans-
fektovaného do COS-1 bunék a membranovych frakci, ptipravenych pro vazbovou zkousku
pouzitim bud’ krysiho nebo lidského 'PI-SCF'"'** podle metod, popsanych v sekci B a C dale.
Tabulka 17 predstavuje Udaje ztypické vazbové zkousky. Nejsou zde specifické vazby 1257
lidského SCF''® na COS-1 buiiky transfektované samotnym V19.8. Nicmén& COS—1 buiiky
exprimujici lidsky rekombinantni c—kit ligandové vazby plus transmembranové domény (hckit—
LT1) vazaly '®I-hSCF''* (tabulka 17). Pfidavek 200 nasobku molarniho prebytku neznageného
lidského SCF'™'® snizuje vazbu na zikladni Grovedi. Podobné COS-1 buiiky transfektované
plnou délkou mysiho c—kitu (mckit-L1) vazou krysi '’I-SCF'™'*. Malé mnoZstvi vazby krysiho
1I5L_SCF!™'% bylo detekovano v COS-1 buiikach transfektovanych samotnym V19.8 a bylo také
pozorovano v netransfektovanych buiikdch (nezndzornéno), coz indikuje, ze COS-1 buiiky
exprimuji endogenni c—kit. Toto zjidténi je v souladu se Sirokou molekularni distribuci exprese
c—kitu. Krysi 'PI-SCF'™'* se vaze stejné jak k lidskému, tak my3imu c—kitu, zatimco lidsky '*’I-
SCF''® se vaze snizsi aktivitou k mySimu c—kitu (tabulka 17). Tyto udaje jsou v souladu
s modelem k¥izové reaktivity SCF'™'* mezi druhy. Krysi SCF''* indukuje proliferaci lidské
kostni dfené se specifickou aktivitou stejné jako lidsky SCF'™'®, zatimco lidsky SCF'™'®
indukuje proliferaci mySich mast bungk se specifickou aktivitou 800 krat niZ$i neZ krysi protein.

Souhrnng jsou tyto udaje v souladu s tim, Ze fenotypové abnormality exprimované W nebo S1
mutantni my$i jsou nasledkem primarnich defektii v c—kitu interakci receptor/ligand, které jsou
kritické pro vyvoj riznych typi bunék.

Tabulka 17

SCF''® vazba k rekombinantnimu c—kitu exprimovanému v COS—1 buiikich

CPM vazba®
Transfektovany lidsky SCF'™"®* krysi SCF''*
plazmid I5L_SCF® BL_SCF-+nezn.® BL_SCF? 151_SCF+nezn.”
V19.8 2,160 2,150 1,100 550
V19.8:hekit-LT1 59,350 2,380 70,000 1,100
V19.8:mckit-L1 9500 1,100 52,700 600

2 Je uveden primér ze dvou méfeni; pokus byl proveden nezivisle se stejnymi vysledky

tikrat.
® 1,6 nM lidsky 'ZI-SCF''#

-60-




10

15

20

25

30

35

40

45

CZ 286302 B6

° 1,6 nM lidsky '“I-SCF'™'* + 320 nM neznageny lidsky SCF''%*
4 1,6 nM krysi '"®I-SCF'-'¢*
° 1,6 nM krysi "I-SCF"'* + 320 nM neznaceny krysi SCF''¢*

B. Exprese rekombinantniho c—kitu v COS—1 buiikich

Klony lidské a mysi c—kitové cDNA byly ziskany pouZitim PCR technik /Saiki a spol., Science,
239, 487-491 (1988)/ z celkové RNA izolované postupem kyselé fenol/chloroformové extrakce
/Chomczynsky a Sacchi, Anal. Biochem., 162, 156-159 (1987)/ zlidské erythroleukemické
buné&né linie HEL a MC/9 bun&k. Unikatni sekvence oligonukleotid( byly navrZeny z publiko-
vanych lidskych a mysich c-kitovych sekvenci. Prvni fetézec cDNA byl syntetizovan z celkové
RNA podle protokolu ziskaného s enzymem, Mo-MLV reverzni transkripce (Bethesda Research
Laboratories, Bethesda, MD), za pouziti opa&nych c—kitovych oligonukleotidi jako primert.
Amplifikace pfesahujicich oblasti c—kitové ligandové vazby a domén tyrosin kindzy byla
provedena za pouziti vhodnych péri c—kitovych primert. Tyto oblasti byly klonovany do sav&iho
expresniho vektoru V19.8 (obr. 17) pro expresi v COS—1 buiikach. DNA sekvenovani nékterych
klonti odhaluje nezavislé mutace, prevazné vzniklé béhem PCR amplifikace, v kazdém klonu.
Klon prosty téchto mutaci byl konstruovin znovusestavenim mutaci prostych restrikénich
fragmentl ze separétnich klond. Urgité odchylky od publikovanych sekvenci se objevily ve viech
nebo vasi poloviné klonii; tyto byly povaoviny za aktualni sekvence pfitomné v pouzité
bunééné linii a mohou predstavovat alelové diference publikovanych sekvenci. V19.8 byly
konstruovany nésledujici plazmidy: V19.8:mckit-LT]1, cely mysi c—kit; a V19.8:kckit-L1,
obsahujici ligandovou vazbu plus transmembranovou oblast (aminokyseliny 1-549) lidského c—
kitu.

Plazmidy byly transfektovany do COS~1 bungk v podstats stejné, jak je popsano v prikladu 4.
C. "PI-SCF'"* vazba k COS-1 butikdm exprimujicim rekombinantni c—kit

Dva dny po transfekci COS-1 buiiky byly seskrdbnuty z misky, promyty v PBS a zmrazeny do
pouziti. Po rozténi byly buiiky resuspendovany v 10 mM Tris=HCI, 1 mM MgCl, obsahujici
1 mM PMSF, 100 pg/ml aprotinin, 15 pg/ml peupeptin, 2 pug/ml pepstatin a 200 pg/m] TLCK~
HCI. Suspenze byla dispergovana nasatim a vypusténim z pipety pétkrat, inkubovana na ledu 15
minut a buiiky byly homogenizovany 15-20 narazy Dounce homogenizeru. Sacharéza (250 mM)
byla pfidana k homogenitu a jaderni frakce a zbylé nerozrusené buiiky byly peletovany
odstfedénim pfi 500 x g po dobu 5 minut. Supernatant byl odsttedén pfi 25000 g po 30 minut pfi
4 °C pro peletovani zbylych bunétnych kusi. Lidsky a krysi SCF'"'® byly oznageny radio-
aktivnim jodem za pouziti chloraminu—T /Hunter a Greenwood, Nature, 194, 495-496 (1962)/.
COS-1 membrénové frakce byly inkubovény bud’ s lidskym nebo krysim '*I-SCF'™'* (1,6 nM)
s nebo bez 200 nésobného prebytku neznaeného SCF'™'* ve vazacim pufru, obsahujicim RPMI
doplnény 1% hovéziho serového albuminu a 50 nM HEPES (pH 7,4) po 1 hodinu pti 22 °C.
Pfi ukonéeni inkubace vazby byly membranové pfipravky Setrné rozvrstveny na 150 pl
ftalatového oleje a odstfed’ovany po 20 minut v Beckman Microfuge 11 pro oddéleni membra-
nové vizaného '“I-SCF'™'* od volného '“I-SCF'"'®. Pelety byly oddleny a membranové
napojeny '“I-SCF''* byl kvantifikovan.
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Priklad 16
A. Izolace cDNA lidského SCF

Celkova RNA byla izolovéna z lidské fibrosarkomové buné&né linie HT-1080 (ATCC CCL 121)
metodou extrakce za pomoci smési kysely guanidiniumthiokyanit—fenol-chloroform /Chom-
czynski a spol., Anal. Biochem. 162, 156 (1987)/, a poly(A) RNA byla ziskéna za poufZiti
oligo(dT) kolony, ziskané od Clontech. Dvojfetézcova cDNA byla ptipravena z 2 pg poly(A)
RNA sBRL (Bethesda Research Laboratory) cDNA syntéznim kitem za podminek
doporutenych dodavatelem. Priblizné 100ng na koloné délené dvojietézcové cDNA
s pramérnou velikosti 2kb bylo ligovano k 300 ng Sall/Notl Stépeného vektoru pSPORT 1
/D’ Alessio a spol., Focus, 12, 47-50(1990)/ a transformovano do DH5a (BRL, Bethesda, MD)
bungk elektroporaci /Dower a spol., Nucl. Acids Res., 16, 6127-6145 (1988)/.

B. Screening cDNA knihovny

Ptiblizn& 2,2 x 10° primarnich transformantii bylo rozdéleno do 44 poold, kaZdy o obsahu ~ 5000
individualnich klont. Plazmidova DNA byla pfipravena z kazdého poolu CTAB-DNA srazeci
metodou, jak je popsina /Del Sal a spol., Biotechniques, 7, 514-519 (1989)/. Dva mikrogramy
kazdého poolu plazmidové DNA byly $tdpeny restrikénim enzymem Notl a odd€leny gelovou
elektroforézou. Linearizovana DNA byla transferovéna na GeneScreen Plus membranu (DuPont)
a hybridizovana s *P-zna&enou PCR generovanou lidskou SCF ¢cDNA (pfiklad 3) za podminek
popsanych dfive /Lin a spol., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82, 7580-7584 (1985)/. Tfi pooly,
obsahujici pozitivni signal, byly identifikovany zhybridizace. Tyto pooly kolonii byly
rescreenovény hybridizaénim koloniovym postupem /Lin a spol., Gene 44, 201-209 (1986)/, az
byla z kazdého poolu ziskana jedna kolonie. Velikost cDNA téchto tfi izolovanych klona byla
mezi 5,0 aZ 5,4 kb. Stdpeni restrikénimi enzymy a stanoveni nukleotidové sekvence na 5" konci
indikuji, ze dva z téchto tfi klond jsou identické (10-1a a 21-7a). Oba obsahuji kédujici oblast
a piiblizné 200 bp 5’ netranslatované oblasti (5"UTR). Treti klon (26-1a) je zhruba o 400 bp
krat$i na 5'konci nez druhé dva klony. Sekvence cDNA lidského SCF je uvedena na obr. 42.
Zv143ts podrobné zaznamenana je hydrofobni transmembranova doménové sekvence, za€inajici
v oblasti aminokyselin 186—190 a kon¢ici u aminokyseliny 212.

C. Konstrukce pDSRa2 hSCF'*

pDSRa 2 hSCF'*® byl generovan za pouZiti plazmidii 10-1a (jak je popsano v ptikladu 16B)
a pGEM3 hSCF'"* nasledovné: Hindlll inzert zpGEM3 hSCF'™'® byl transferovin do

M13pm18. Nukleotidy bezprostfedné v protisméru k ATG inicia¢nimu kodonu byly vyménény
mistné fizenou mutagenezi z tttcctt ATG na geegeegecATG za pouziti opaéného oligonukleotidu

5'-TCT TCT TCA TGG CGG CGG CAAGCT T 3’

a oligonukleotidem tizenym in vitro kitovym mutageneznim systémem a protokoly Amersham
Corp. pro generovani M13mp18 hSCF*'™'*. Tato DNA byla tépena HindIIl a inzertovana do
pDSRa2, ktery byl 3tépen HindIl. Tento klon je oznalen pDSRa2 hSCF*-'*. DNA
z pDSRa2 hSCFX'™'* byla $tépena Xbal a DNA byla opatfena tupymi konci pfidanim Klenowo-
va enzymu a &tyi ANTP. Po ukongeni této reakce byla DNA dale St€pena enzymem Spel. Klon
10-1a byl 3tépen pomoci Dral pro vytvofeni tupého konce 3’ pro otevfeny &teci ramecek
v inzertu a pomoci Spel, ktery $tépi na stejném misté v genu jak v pDSRa2 hSCF'"'* a 10-1a.
Tyto DNA byly spole¢ng spojeny za vzniku pDSRo2 hSCF*!2%,
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D. Transfekce a imunoprecipitace COS bunék s pDSRa2 hSCFX!"2% DNA.

COS-7 (ATCC CRL 1651) buiiky byly transfektovany s DNA, konstruovanou vyse popsanym
zplsobem. 4x10° bunék v 0,8 ml DMEM + 5% FBS bylo elektroporovano pfi 1600 V bud’ 10 g
pDSRa2 hSCF'*** DNA nebo 10pg pDSR 2 vektorové DNA (vektorova kontrola).
Po elektroporaci byly buiiky umistény do dvou 60mm misek. Po 24 hodinich bylo médiem
nahrazeno &erstvym kompletnim médiem.

72 h po transfekei byla kazda miska oznagena *°S—médiem podle modifikace protokolu Yardena
a spol. (PNAS 87, 2569-2573, 1990). Buiiky byly promyty jednou PBS a pak inkubovany
s DMEM prostym methioninu, prostym cysteinu (met cys DMEM) po 30 minut. Médium bylo
odstranéno a ke kazdé misce byl pfidan 1 ml metcys DMEM, obsahujici 100 uCi/m] Tran*’S—
znaceného(ICN). Buiiky byly inkubovany pti 37 °C po 8 hodin. Médium bylo odebrano, vygifeno
odstredéni pro odstranéni zlomkd bunék a zmrazeno na —20 °C.

Podily znacen¢ho kondiciovaného média z COS/pDSR 2 hSCF¥'"*® a COS/pDSRa2 vektorové
kontroly byly imunoprecipitovany spolu se vzorky média z **S—znageného CHO/pDSRa
2 hSCF'™'* klonu 17 bungk (viz priklad 5) v souladu s modifikaci protokolu Yardena a spol.
(EMBO, J., 6, 3341-3351, 1987). Jeden ml kazdého vzorku kondiciovaného média byl zpraco-
van s 10 pl pre-imunniho krali¢iho séra (&. 1379 P. L.). Vzorky byly inkubovany po 5 hodin pfi
4 °C. Sto mikrolitri 10% suspenze Staphylococcus aureus (Pansorbin, Calbiochem.) v 0,15 M
NaCl, 20 mM Tris pH 7,5, 0,2 % Triton-X—100 bylo pfidano ke kazdé zkumavce. Vzorky byly
inkubovany dalsi jednu hodinu pii 4 °C. Imunni komplexy byly peletovany odstfedénim pFi
13000 x g po 5 minut. Supernatanty byly transferovany do novych zkumavek a inkubovany
s 5 pl kréli¢iho polyklonalniho antiséra (¢. 1381 TB4), &isténého jako v piikladu 1, proti hSCF"~
12 2 CHO pfes noc pfi 4 °C. 100 pl Pansorbinu bylo ptidavano po 1 hodinu a imunni komplexy
byly peletovany jako dfive. Pelety byly promyty 1x pufrem pro lyzi (0,5% N—deoxycholat, 0,5%
NP—40, 50 mM NaCl. 25 mM Tris pH 8), 3x promyvacim pufrem (0,5M NaCl, 20 mM
Tris pH 7,5, 0,2% Triton X-100) a 1x 20 mM Tris pH7.5. Pelety byly resuspendovany v 50 pl
10 mM Tris pH 7,5, 0,1% SDS, 0,1 M B-merkaptoethanolu. SCF protein byl eluovén varem po
5 min. Vzorky byly odstfed&ny pfi 13000 x g po 5 minut a supernatanty byly odstranény.

OSetfeni glykosiddzami bylo provedeno nasledovng: t¥i mikrolitry 75 mM CHAPS, obsahujiciho
1,6 mU O-glykanazy, 0,5U N-glykanizy a 0,02 U neuraminidazy byly pfiddny ke 25 pl
imunniho komplexu a inkubovéno bylo po 3 hodiny pfti 37 °C. Byl pfidén stejny objem 2xPAGE
vzorkového pufru a vzorky byly povateny 3 minuty. Stépené a nestépené vzorky byly zpracovany
elektroforézou na 15% SDS—polyakrylamidovém redukénim gelu pfes noc pii 8 mA. Gel byl
fixovdn v methanolu-kyseling octové, zpracovan s NEN po 30 minut, suSen a exponovin pfi
-70 °C na film Kodak XAR-5.

Obrazek 43 pfedstavuje autoradiograf vysledki. Dréhy 1 a 2 jsou vzorky zkontrolnich
COS/pDSRa2 kultur, dréhy 3 a 4 zCOS/pDSRo2hSCF¥'**%, dréhy 5 a 6 z CHO/pDSRa
2hSCF'™'*. Dréhy 1,3 a 5 jsou neitépené imunni sraeniny, drahy 2,4 a 6 byly Stépeny
glykanazami, jak je popsano vy3e. Polohy markerti molekulové hmotnosti Jjsou oznaleny nalevo.
Pfiprava SCF v COS transfektovanych pDSRa2 hSCFX!-2 je vsouladu s hSCF'™'** sekreto-
vanym CHO transfektovanymi pDSR 2 hSCF'™'** (ptiklad 11). Tyto skutetnost siln& naznacuje,
Ze piirozené proteolytické misto, uvoliiujici SCF z buiiky, je v sousedstvi aminokyseliny 164.
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Ptiklad 17
Kvartérni strukturni analyza lidského SCF

Pfi kalibraci gelové filtratni kolony (ACA 54), popsané v ptikladu 1, pro &isténi SCF z BRL
bunétného média se standardy molekulové hmotnosti, a pFi eluci &isténého SCF z jinych
kalibrovanych gelovych filtra¢nich kolon je zfejmé, e SCF &istény z BRL bun&éného média se
projevuje se zfejmou molekulovou hmotnosti ptiblizné 70 000 az 9000, vztazeno k molekulovym
hmotnostem standardi. V protikladu k tomu je zfejma molekulova hmotnost podle SDS-PAGE
priblizné 28 000-35000. I kdyz je zjiténo, Ze glykosylované proteiny se mohou chovat
v takovych analyzich anomélng, vysledky potvrzuji, Ze krysi SCF, odvozeny z BRL, miize
existovat jako nekovalentné asociovany dimer za nedenatura&nich podminek. Podobné vysledky
plati pro rekombinantni SCF formy (napt. krysi a lidsky SCF' % ziskany z E.coli, krysi a lidsky
SCF'1¢2 ziskany z CHO bunék), u kterych velikost molekuly, stanovena gelovou filtraci za
nedenaturatnich podminek, je pfiblizné dvakrt vét$i neZ stanovenad gelovou filtraci za
denaturalnich podminek (tj. za pfitomnosti SDS), nebo pomoci SDS-PAGE, v kazdém
jednotlivém piipadé. Déle sedimentaéni rychlostni analyza, ktera poskytuje presné stanovené
molekulové hmotnosti v roztoku, poskytuje hodnotu asi 36 000 pro molekulovou hmotnost
rekombinantniho lidského SCF'™* ziskaného zE.coli. Tato hodnota je opét ptiblizné
dvojndsobné nez poskytnutad z SDS-PAGE (~ 18000-19000). Proto, i kdyZ je mozno pfipustit, Ze
mohou existovat ndsobné oligomerni stavy (v&etn& monomerniho stavu), je zfejmé, Ze dimerni
stav v roztoku za ur¢itych okolnosti prevlada.

Priklad 18
Izolace kloni ¢cDNA lidského SCF z buné&éné linie 5637
A. Konstrukce 5637 cDNA knihovny

Celkova RNA, izolovand zlidské krevni karcinomové bunééné linie 5637 (ATCC HTB-9)
extrakéni metodou, vyuZivajici kysely guanidiniumthiokyanat—fenol-chloroform (Chomczynki
aspol., Anal. Biochem. 162, 156 (1987)), a poly(A) RNA byla ziskdna za pouziti oligo(dT)
kolony, ziskané od Clontech. Dvojfetézcova cDNA byla pfipravena ze 2 pug poly(A) RNA s BRL
cDNA syntéznim kitem za podminek doporudenych dodavatelem. Pfiblizné 80 ng na kolong
frakcionované dvoufetézcové cDNA s primémou velikosti 2kb bylo ligovano ke 300 ng
Sall/Notl $tépeného vektoru pSPORT 1 /D’Alessio a spol., Focus, 12, 47-50 (1990 a transfor-
movano do DH5a bunék elektroporaci /Dower a spol., Nucl. Acids Res., 16, 61276145 (1988)/.

B. Screening cDNA knihovny

Pfiblizn& 1,5 x 10° primérnich transformantd bylo rozdéleno do 30 poolii, kde kazdy ptiblizn&
obsahoval 5000 individualnich kloni. Plazmidova DNA byla ptipravena zkazdého poolu
CTAB-DNA sraZenim, které je popsino /Del Sal a spol., Biotechniques, 7, 514519 (1989)/.
Dva mikrogramy kazdé plazmidové DNA zpoolu byly stépeny restrikénim enzymem Notl
a separovany gelovou elektroforézou. LinearizovandA DNA byla transferovidna na GeneScreen
Plus membranu (DuPont) a hybridizovana *’P—znatenou cDNA celé délky lidského SCF,
izolovanou z HT1080 bun&éné linie (pfiklad 16) za jiz popsanych podminek (Lin a spol., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82, 7580-7584 (1985)/. Hybridizaci bylo identifikovano sedm poold,
obsahujicich pozitivni signal. Pooly kolonii byly rescreenovany **P znatenou PCR ziskanou
¢DNA lidského SCF (ptiklad 3) postupem hybridizace kolonii /Lin a spol., Gene, 44, 201-209
(1986)/, dokud nebyla ziskana jedna kolonie ze ¢tyf pooli. Velikosti inzertu ze &tyf izolovanych
kloni jsou ptiblizné 5,3 kb. Stépeni restrikénim enzymem a nukleotidova analyza 5'-konce klonti
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prokazuje, Ze Ctyfi klony jsou identické. Sekvence této lidské cDNA je uvedena na obr. 44.
cDNA na obr. 44 kéduje polypeptid, ve kterém aminokyseliny 149-177 sekvence na obr. 42 jsou
nahrazeny jedinym Gly zbytkem.

Ptiklad 19
Vliv SCF na pfeziti po letalni iradiaci
A. Uginek in vivo SCF na pieziti po letalni iradiaci

Vliv SCF na preziti mysi po letalni iradiaci byl testovan. Pouzité mysi byly 10 aZ 12 tydni staré
samice Balb/c. Byly pouzity skupiny 5 mysi ve viech pokusech a my3i byly pied kazdym
pokusem zvaZzeny. MySi byly ozafeny 850 rad nebo 950 rad v jedné davce. My3im byly
injektovany samotné faktory nebo faktory plus normalni Balb/c buiiky kostni dfen&. V prvnim
pfipadé byly mysi injikovany intravenézné 24 hodin po ozafeni krysim PEG-SCF'™'®
(20 pg/kg), Cidténym z E.coli a modifikovanym pfidavkem polyethylenglykolu jako v ptikladu
12, nebo salinickym roztokem u kontrolnich zvifat. Pro transplantaéni model byly mysi
injikovany i.v. riznymi davkami bun€k normélni Balb/c kostni dfené 4 hodiny po ozéfeni.
Osetieni s krysim PEG-SCF'™'* bylo provedeno pfidanim 200 pg/kg krysiho PEG-SCF'~'*
k suspenzi bunék 1 hodinu pied injekci a podano jako jednotliva i.v. injekce faktoru plus bungk.
Po ozéteni pti 850 rad, byly mys3i injikovany krysim PEG-SCF' ' nebo salinickym roztokem.
Vysledky jsou uvedeny na obr. 45. Injekce krysiho PEG-SCF'™'* vyrazné zvy3uje dobu preziti
mySi ve srovnani s kontrolnimi zvifaty (p 0,0001). Mysi injikované salinickym roztokem
piezivaji primémé 7,7 dne, zatimco krysim PEG-SCF'® ogetfené mysi prezivaji v priméru 9,4
dne (obr. 45). Vysledky uvedené na obr. 45 predstavuji souhrn ze 4 oddélenych pokusi se 30
mySmi v kazdé oSetfované skupiné.

Zvyseni pieziti mysi odetfenych s krysim PEG-SCF'™'* potvrzuje uginek SCF na buiiky kostni
dfené u ozafenych zvifat. Pfedbézna studie hematologickych parametri t&chto zvifat ukazuje
slaba zvySeni hladin desti¢ek ve srovnéni s kontrolnimi zvifaty 5 dnt po ozafeni, nicméné 7 dni
po ozareni nejsou hladiny desti¢ek vyrazné rozdilné od kontrolnich zvifat. Nebyly detekovany
Zadné rozdily v RBC nebo WBC hladinach nebo bunééné stavbé kostni diené.

B. Preziti transplantovanych mysi oSetfenych SCF

Déavky 10% buné&k kostni dfené¢ femuru normalnich Balb/c mys$i, transplantované do mysi,
ozafenych pii 850 rad, mohou zachranit 90 % nebo vice zvifat (data nejsou uvedena). Proto byla
pouzita divka ozareni 850 rad s transplantaéni davkou 5 % femuru ke studiu Gé&inkd krysiho
PEG-SCF'™'* na preziti. Pti této bun&éné davce bylo predpokladano, e velké procento mysi,
které nedostanou SCF, nepfezije; v pripadé, Ze krysi PEG-SCF'™'™ by mohl stimulovat
transplantované burky, pfeziti by se mohlo zvysit. Jak je uvedeno na obr. 46, pfiblizné 30 %
kontrolnich my3i ptezivalo 8 dni po ozafeni. O3etieni krysim PEG-SCF'™'* mélo za nésledek
vyrazné zvySeni preziti s vice nez 90 % mysi, které prezivaji vice nez 30 dni (obr. 46). Vysledky
uvedené na obr. 46 predstavuji kompilaci vysledki ze 4 separatnich pokusu, kde bylo pouzito 20
mys3i jak u kontrolnich my3i, tak u my3i o3ettenych krysim PEG-SCF'™'®. P¥i vyssich davkach
ozafeni, oSetfeni my3i krysim PEG-SCF'™* v souvislosti s transplantaci dien& také vede ke
zvySenému prezivani zvifat (obr. 47). Kontrolni myS$i ozafeni 950 rad a s transplantaci 10 %
femuru uhynuly 8 den, zatimco pfiblizné 40 % mysi odettenych krysim PEG-SCF'™'* prezivalo
20 dni nebo déle. 20 % kontrolnich mysi s transplantovanymi 20 % femuru prezivalo po 20 dni,
pii oSetfeni rSCF piezivalo 80 % pokusnych zvifat (obr. 47).
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Ptiklad 20
Tvorba monoklonélnich protilatek vii¢i SCF

8 tydnt staré samice BALB/c mySi (Charles River, Wilmington, MA) byly subkutinné
injektovany 20 ug lidského SCF"* exprimovaného v E.coli v kompletnim Freudové adjuvans
(H37-Ra; Difco Laboratories, Detroit, MI). Dalsi imunizace 50 pg stejného antigenu v nekom-
pletnim Freudové adjuvantu byly nasledné podany 14., 38. a 57. den. Tfi dny po posledni injekci
byly 2 mysi usmrceny a jejich slezinné buriky fizovany se sp 2/0 myelomovou linii postupem
popsanym Nowinskim a spol., (Virology 93, 111-116(1979)).

Médium, pouzité pro bunéénou kulturu sp 2/0 a hybridomy, bylo Dulbecco modifikované
Eaglovo médium (DMEM), (Gibco, Chagrin Falls, Ohio), doplnéné 20 % teplem inaktivovaného
fetalniho hovéziho séra (Phibro Chem., Fort Lee, NJ), 110 mg/ml pyruvat sodny, —100 U/ml
penicilin a 100 mcg/ml streptomycin (Gibco). Po bunééné fuzi byly hybridomy selektovéiny
v HAT médiu, obsahujicim 10™M hypoxanthinu, 4x10” aminopterinu a 1,6x10°M thymidinu,
po dobu dvou tydni, pak kultivovany v médiu, obsahujicim hypocanthin a thymidin po dva
tydny.

Hybridomy byly screenovany nasledovné: polystyrenové jamky (Costar, Cambridge, MA) byly
senzitizovany 0,25 pg lidského SCF'™'** (E.coli) v 50 pl 50 mM hydrogenuhli¢itanového pufru
pH 9,2 po dvé hodiny pfi teploté mistnosti, pak pfes noc pfi 4 °C. Plotny pak byly blokovéany 5%
BSA v PBS po 30 minut pfi teploté¢ mistnosti, pak inkubovany se supernatantem hybridomové
kultury po jednu hodinu pfi 37 °C. Roztok byl dekantovan a navazané protilatky inkubovany
s 1:500 fedénim kozi-anti-mysiho IgG, konjugovaného s kfenovou peroxidazou (Boehringer
Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN) po jednu hodinu pfi 37 °C. Plotny byly promyty
promyvacim roztokem (KPL, Gaithersburg, MD), pak vyvijeny se smési H,O, a ABTS (KLL).
Kolorimetrie byla provedena pfi 405 nm.

Kultury hybridomovych bungk, sekretujicich protilatku specifickou pro lidsky SCF'™'* (E.coli),
byly testovany ELISA, jakoZ i postupy screeningu hybridomi, na k¥iZové reaktivity k lidskému
SCF''%? (CHO). Hybridomy byly subklonovany limitni fedici metodou. 55 jamek hybridomo-
vého supernatantu je v testu silné pozitivni k lidskému SCF''® (E.coli); 9 znich je k¥izové
reaktivnich k lidskému SCF'™'%* (CHO).

Nékteré hybridomové buiiky byly klonovany nasledovné:

Monoklonalni IgG izotyp reaktivita k lidskému SCF'""(CHO)
4G12-13 IgG1 ne
6C9A IgGl ne
S8H7A IgGl ano

Hybridomy 4G12—-13 a 8H7A byly ulozeny v ATCC 26. zati 1990.
I kdyz piedloZzeny vynalez byl popsan vyhodnymi provedenimi, je nutno upozornit, Ze

odbornikiim budou zfejmé dal§i modifikace a variace tohoto provedeni. PiedloZené néroky
pokryvaji viechny takové mozné variace, které spadaji do rozsahu pfedlozeného vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Cistény a izolovany polypeptid, majici celou nebo &aste&nou primarni strukturu sekvence,
uvedené na obr. 15C, popfipadé s methioninovym zbytkem na N-konci, vykazujici hemato-
poetickou biologickou vlastnost pfirozené se vyskytujiciho faktoru kmenovych bunék.

2. Cistény a izolovany polypeptid podle niroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
1-183, jak je uvedena na obr. 15C, popfipad€ s dalSim methioninovym zbytkem na N—konci.

3. Cistény a izolovany polypeptid podle naroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
1-165, jak je uvedena na obr. 15C, popfipad¢ s dalSim methioninovym zbytkem na N—konci.

4. Cistény a izolovany polypeptid podle naroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
1-164, jak je uvedena na obr. 15C, popfipadé s dal§im methioninovym zbytkem na N-konci.

5. Cistény a izolovany polypeptid podle naroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
1-162, jak je uvedena na obr. 15C, popfipadé s dal§im methioninovym zbytkem na N—konci.

6. Cistény a izolovany polypeptid podle naroku 1, vykazujici hepatopoetickou aktivitu
stimulace ristu ranych hematopoetickych progenitorovych bunék.

7. Cistény a izolovany polypeptid podle naroku 1, obsahujici aminokyselinovou sekvenci,
vybranou ze skupiny, zahrnujici nasledujici sekvence vzhledem k aminokyselinové sekvenci,
uvedené na obr. 15C: 1-178, 1-173, 1-168, 1-166, 1-163, 1-161, 1-159, 1-158, 1-157, 1-148
a 1-145.

8. Cistény a izolovany polypeptid podle naroku 7, obsahujici dalsi methioninovy zbytek na
N-konci.

9. DNA sekvence pro pouziti vexpresi polypeptidového produktu podle kteréhokoliv
z predchozich néarokl v prokaryotické nebo eukaryotické hostitelské buiice, kde uvedenda DNA
sekvence je vybrana z:

(a) DNA sekvenci, uvedenych na obrazku 15C, nebo jejich komplementarnich fetézcd,

(b) DNA sekvenci, které ze stringentnich podminek hybridizuji k DNA sekvencim, definovanym
pod (a), nebo jejich fragmenti, a

(c) DNA sekvenci, které nebyt degenerace genetického kodu by hybridizovaly k DNA
sekvencim, definovanym v (a) a (b), pficemz tyto sekvence kdoduji polypeptid, majici stejnou

aminokyselinovou sekvenci.

10. DNA sekvence podle naroku 9, zahrnujici jeden nebo vice kodoni, preferovanych pro
expresi v ne-sav¢ich burikach.

11. DNA sekvence podle naroku 9, obsahujici jeden nebo vice kodont, preferovanych pro
expresi v E.coli burikach.

12. DNA sekvence podle niroku 9, obsahujici jeden nebo vice kodoni, preferovanych pro
expresi v kvasinkovych buiikédch.

-67-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

CZ 286302 B6

13. DNA sekvence podle naroku 9, ktera kdduje expresi lidského faktoru kmenovych bunék.

14. DNA sekvence podle kteréhokoliv z narokti 9 az 13, ktera kéduje expresi methionylového
zbytku na N—terminalni poloze maturované verze uvedeného polypeptidu.

15. DNA sekvence podle kteréhokoliv z narokli 9 az 13, kovalentné& spojena s detekovatelnym
znacenim.

16. DNA sekvence podle naroku 15, kde znaceni je radioaktivni znaéeni.

17. Farmaceutickd kompozice, vyznacujici se tim, Ze obsahuje uinné mnoZstvi
polypeptidu podle kteréhokoliv z narokt 1 az 8 a farmaceuticky pfijatelné fedidlo, pfisadu nebo
nosi¢.

18. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoliv z ndrokd 1 az 8 pro vyrobu lé&iva pro hemato-
poetickou terapii savce.

19. Pieziti podle niroku 18 pro vyrobu léCiva pro 1é¢bu leukopenie, 1é&bu trombocytopenie,
1é¢bu anémie, zvySeni ptijmu transplantatu kostni dfené, zvy3eni obnovy kostni dfené pfi 1écbé
ozafovanim, chemicky nebo chemoterapeuticky indukované aplasii kostni dfené nebo
myelosupresi a pro zvy3ovani citlivosti bunék k chemoterapii.

20. Pouziti podle naroku 18 pro vyrobu léCiva pro zvySeni po&tu bun&k, schopnych
transplantace po aspiraci kostni dfené nebo periferalni krevni leukoferesi.

21. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoliv z narokl 1 az 8 pro vyrobu lé&iva pro lé&eni AIDS,
myelofibrosis, myelosklerézy, osteopordézy, metastatického karcinomu, akutni leukemie,
mnohotného myelomu, Hodgkinovy choroby lymfomu, Gaucherovy choroby, Niemann—Pickovy
choroby, Letterer-Siwovy choroby, odolné erythroblastické anémie, Di Guglielmova syndromu,
kongestivni splenomegalie, Kala azar, sarkoidézy, primarni splenické pancytopenie, miliarni
tuberkulézy, rozseté plistiové choroby, prudké septikémie, malarie, deficience vitaminu B,
deficience kyseliny folové a pyridoxinové deficience u savei.

22. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoliv zndrokd 1 az 8 pro vyrobu légiva pro 1é&eni
poskozeni nervi, infertility nebo intestinalniho poskozeni u savce.

23. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoliv znarokd 1 aZ 8 pro vyrobu léCiva pro lé&eni
hypopigmentaéni poruchy.

24. Pouziti podle kteréhokoliv z narokd 18 az 23 pro vyrobu lééiva, dale obsahujiciho alespori
jeden dalsi hematopoeticky faktor, vybrany z EPO, G-CSF, GM-CSF, CSF-1, IL-1, [L-2, IL-3,
IL4, IL-5, IL-6, IL-7 a IGF-1.

25. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 18 az 23 pro vyrobu 1é€iva, dile obsahujiciho alespoii
jeden dalsi hematopoeticky faktor, vybrany z IL-8, IL-9 a IL-10.

26. Pouziti podle kteréhokoliv z naroki 18 az 23 pro vyrobu lé¢iva, dale obsahujiciho alespoii
jeden dalsi hematopoeticky faktor, vybrany z IL-11 a LIF.

81 vykresi
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Obr.128B

CTTAATGTTGAAGARACC
GATGGTAGTACAATTGTCAGAC
GTCTGACAATTGTACTACCATC
CAATTTAGTGACGTCTTTTACA
TTAGATGAGTTTTCTTTCACGCAC
AARATCATTCAAGAGCCCAGAACCC
AACATCCATCCCGGGGAC
CTGGCAATATTTTAAGTCTCAAGAAGACC
GCGCCGCGGCTCCTATAGGTGCTARTTGG
CCTCACCACTGTTTGTGCTGGATCGCA

GGTGTCTAGACTTGTGTCTTCTTCATAAGGA
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Obr.12C

CCCCCCCCGG
T
A

TTTTTTTTTTTTTTTTTITIGG
TTTTTTTTTTITTTTITTTTAG
TTTTTTTTTTTTTTTITTTCG
TTCGGCCGATCAGGCCCCCCCCCC
TTCGGCCGGATAGGCCTTTTTTTTTTTTTT
GGCCGGATAGGCCTCACNNNNNNT

GGCCGGATAGGCCTCAC

-83-



CZ 286302 Bé

Obr.13A
k 200 400 600 800
| 1 0 : o
1
PCRS0.6 22211
A 2236
PCR96.2 222-11 <
L
21925
ST 21925 /
AC PCR90.3 219-21 res o I »
(; ) 12 /a"d Ké”a:aq/ m‘//b f;«/
e
PCR96.6
201-7 5256
—>
«—
PCRE25.1 Soms
201-7
—>
P
224-27
22428
PCR90.4
22211
€< PR & ‘Slb‘*ﬁ/&)ﬂﬂ
224.24 —> p /
PCR630.1, 630.2 24906 ———3 viie amildori
227-29 )
—_—>
<«
PCR84.1, 84.2 227-30 Pea /W
227-29
—> £opret
230-25
ad
e 21926
—>
-—
2236 e s
—> A
PCR2 544 o ;‘f .
0
ety
219-21

-84-



CZ 286302 B6

Obr.13B
1 200 400 600 700
L | 1 1 1
PCR22.7
227-29
PCR24.3
222-11
<5
PCR24.7
224-25
..__-9 _
PCR25.10 (33.1)
222-11
=5
é——_
227-30
224-24——>
PCR41.11 (42.3)
224-25
—_
%
PCR39.1 (41.1, 51.1, 58.1)
227-29
=5
e_
7-30
233-13———————> 22
PCRS8.5
233-13
—_—
<___-—
PCRS6.1 (PCR 7) 227-30
233-13
==
F
231-27

-85-

Pete | a'/:&, e DA

pre wheeicd
d&aﬂ{%éuu/

Peks Fr opren

PeRs pro hfﬁria&kzii«f

proby



Obr.14A

CZ 286302 B6

150 176
—H
——

97 149
-1
> —_———
r~——«-—>
—

40 96
il -
—
-

19 39
——
C——

-20 18
i
—_—

——

-86-



CZ 286302 B6

Obr.148B

ARAGTATCTTTCTATTGGCGAAGGACATGTTTTCCcATAAGTGGT
AAACANACTGTCTGCACATAATAATTATCTTGCTGCCGTAAAGAT
TAGGTTAAATTCTGcCTTCGATCTAARAACACACCCTTCTGTCAA
TCCGAGGAGCAGTGTGCTAGTCTAGAGGTCTAAATGAAGGCTCCT
TTCACGGTTGTATTTCTGCTCCCCARATTGTCCACATTTAAAAGG
AGAGTGCTTCTTTTCAGCCTTAGGCTCTGAATTTCATGCATTCCT
CCATTTTCCGAGGTCCCccCcAAGTGATAATTCTGTTACACGTTG
CTACAAGTTCATCCCTAATTGCCGTCAAGAAACTGACTGTAGAAG
GCTTACCACAGACGTTGTAACCGACAGTAAAGCCATTGAAAGAGT
AATTCAAACAGGATGGRAGCCAGGAGTATTTTGTGGCTGTTGCTC
TTTTTCTTITCAGTTTGGTGAGAGCAGCTTGAATGCTTAACATTT
AAGCCATCAGCTTAAAACAAAACAAAACAAAACAAAAARAAACCC
CGCTCTGGCATATTTGCACTTAACACATACGGTATAAGGTGTTAC
TGGTTTGCATAGTTCTGGATTTTTTTTTTTTAAAAACTGATGGAC

-20

ThrTrpIleIleThrC
ACCAAGAAATGTTTCTGTTCTTTGTTTAGACTTGGATTATCACTT

-10

ysIleTyrLeuGlnLeuLeuLeuPheAsnProLeuValLysThrG
GCATTTATCTTCAACTGCTCCTATTTAATCCTCTCGTCAAAACTC
1 10

1nGluIleCysArgAsnProValThrAspAsnVallLysAsplleT
AGGAGATCTGCAGGAATCCTGTGACTGATAATGTARAAGACATTA

18
hrLysLeu
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Obr.14RB pokrel A

CAAAACTGGTAAGTAAAGAATGATTTTGGCATCTATAAGTCTTCC
CTGTGCTTGCTGACCACATAGGTTCAGGGCACTCCCGACAGGAGT
TCCCAGCTTTCTAAGATAAGGAATCACTGTACGAGTCTGAAGTGC
TTCTTCTGGGCARATGGGAGATGCTTAGGTCATGGAGGGTTTATC
TGTATAACTGGCCCTTTGCACACCAACAAAGTGACTGACTGGCTT

TTGCCTGTTACCTACTG

TCTCCAGTCCTGGGCATGGTATATACTTAGGCACCCAAGATTGGA
TTTACAACTCAAGCATTATATATTGGACAACNACGGGGTATGAGA
TATTAATGATATGTCAGGTTGGATGGATGAGTTTTCTCAAGAAAT
19
Val
TCTCITTGTATTTACTCACGTTTTCATTTCTTGGTCTCTGTAGGTG
30
AlaAsnleuProAsnAspTyrMetIleThrLeuAsnTyrValAla
GCGAATCTTCCAAATGACTATATGATAACCCTCAACTATGTCGCC
39
GlyMetAspValLeu
GGGATGGATGTTTTGGTATGTAGTCCACACACTTCTGAGTTGCCT
TTTAGTAGCTAATGGGTGACCTGTGCTTATTCACATTGAAGACAT
TATTTGCTCTTTGTCGTTTTTAGATGTTGACCTATAATTTTITCCT
TCAAGCTGCTGCTAAGATTATCAGTGAGCATTTCAGTATGTGTIT

TAAGCCTACTCATTAARAGGAAATGGCTCATCTTAGACGTAGCAA
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Obr .14 B/,amz.b

CCGATGTTAATTTTTCCCCAGGCATCTCTCAGAGGGACTTGAATG
TTAAAATCATGTTAARTTTCCTCCTTGGCTATGTTATTTCTCATG
GCTATGTTATTCCTATTCGTATTTCATTTAAAGGGACGGAATATT

TATTGTATTTCTGAACTTTTTCAGGCATGCATCCGGGTCTTTGAA

TAAAA

CACTAAGACTCCTTCTAGTAATGTTTGTAATCCTGTCTGTATCGA
ATGTCTTTGAAAACGCAGTGACTAAGCCATAAATAATCTTCCACA
GAACGTCCAGTGGTTCATGAACTTTGTATGTGGGGGTGGGGCAAG
AATTGTCTCACTATTGGTCAAGGAAGAGAAGGTAAGGTATGCAAG
GGTGGTTTAATCTTCTTCCGTGGAAGGACAARATCATCTATCATT
TCCTCTGATCTCTATGCATTTGTTTGTTTTGAACTGAATCTGACT
TGAGCAAGAGTTGGCGTCCTGTGTTCTGAGGAAACTCTTTGTCCT
GCAGTCAGTGACTAAAAGTGCTGAGAGATCTGAAGAGCACTCTGA

ATCTGCCATATTTTTAATAGATGCTTTGTCTTCTCTTTGAATTTC

40 50

ProSerHisCysTrpLleuArgAspMetValThrHisLeu
TTCCAGCCTAGTCATTGTTGGTTACGAGATATGGTAACACACTTA

60
SerValSerLeuThrThrLeuleuAspLysPheSerAsnlIleSer
TCAGTCAGCTTGACTACTCTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCT

70 80
GluGlyLeuSerAsnTyrSerIleIleAspLysLeuGlyLyslle
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Obr.14B pne.s

GAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAACTTGGGARARTA
90 96

ValAspAspLeuValAlaCysMetGluGluAsnAlaProlLys

GTGGATGACCTCGTGGCATGTATGGAAGAAAATGCACCTAAGGTA

ACTTGGTATTCATCAGAATTATTTTTCTTATACT

GAGCTCATGATGAGCAATTCACAACCACTTGTAATTCCAGCTCCA
GAGGACATTATCCCCTCTTTGGATGCCATAGGAATCTGCTCTCAR
ATATGTAGATACCACCTCTGCCACCTCAGCACATACATACACATA
ATTAAAAAATAGAAACATTAAAGGAGTTCCAATCAATCCTITATTC
TTTTCTGTATTCAGTATGCCCAGATGTAAATTCTAGGAATATGTT
TTAAAGGCTAATTCTTATTTTGTAATAAGCAGCTTTAAAATTCTT
AATTGTITITTCGGGTCACTTTATTGTCCTATTGCCACGACATTG
TCCTGTCCCATTGTCTGTTATTCCTTCTGTTTTGTTTATTGTTCC
CTAGTTACTTTGATCATGAGATTGACCTGTTACCCGTTGTTATTIC
TCTGTAGCCATTTTGAGTTGTGTCTATTAGAACAGCTGTTAAATT
ACTTGAATCATTGAGGACATAGTCAATAATCTATTATGCTGATCC
AGTCAAGTCTATGAGTTATTTGAAAACTAGAATCTTITGTTAATTA
97

AsnVallys
TTTGTTTGCTTGTTTGTTTGTTTATTATTTGTCTAGAATGTAAAR

100 110
GluSerLeulLysLysProGluThrArgAsnPheThrProGluGlu
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Obr .14 B phez.+

GAATCACTGAAGAAGCCAGAAACTAGAAACTTTACTCCTGAAGARA
120

PhePheSerIlePheAsnArgSerIleAspAlaPhelysAspPhe

TTCTTTAGTATTTTCAATAGATCCATTGATGCCTTCAAGGACTTC

130 140
MetValAlaSerAspThrSerAspCysVallLeuSerSerThrLeu
ATGGTGGCATCTGACACTAGTGATTGTGTGCTCTCTTCAACATTA

148

GlyProGluLysA
GGTCCTGAGAAAGGTAAGGCTTTTAAGCATTTCTTGTTTAAATGT

ACATAGAAAGCCTGAACTTCTGTAAGCCTCTACTGCTGAATCAAC
TAAATGTGTTGCTGTAGAAAGAACGTGTGGGTTTTTCTGATAAAA
ACAAAAAGCAAATATCAATGACTACCAATGATTATTATCTAGCTT
GAGAGATATGCCCTAAGACAGCGATTCTCGATATTTCTAAARTTAA
AGAATTGTGTGATGGTGGCTCACATATTTTCTAACTGTGATATTT
GCCAGGAGAGTAGAATAATGTTATTCTTICATCCCCAGAATTCCTA
AGATTTCACGTCTCATGTCTTTTCCATAAGGTTCAAACTCTGAGA
CTTGAGTTCTGAGCCTCAGCAGGTCATTCTGARTCCCCACTCTCC
CCGAGCTGGGTCCCTATGGGGGAACTAACTTCATTGCTTITCTTTT
AAARCATGACGAGTTACCAACAGCTCCTCGCTATTATAAACATGT
TCCTARGCATGTCTGTGCATGCaATAAGCCTTCACTCTACAAGAC
AGTTATGGTGTATCGCTTGACAAAACTGAGCAGCCAAGCTGAGTA
TGAAATAATAARTCTAGACTTGGGAGGCAGACCCAGCACCTACTGT

GATATTGCACTTCGCCTTTGGGGGACTCTATGATTCAARAAGTTCA
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Obr .14 B ptus.s
150

spSerAxrgV

CCATGTAACACTGACACATTATTGCTTTCTATTTAGATTCCAGAG
160
alServalThrLysProPheMetlLeuProProValAlaAlaSerS
TCAGTGTCACAAAACCATTTATGTTACCCCCTGTtGCAGCCAGTT
170 176

erLeuArgAsnAspSerSerSerSerAsn_
CCCTTAGGAATGACAGCAGTAGCAGTAATAGTAAGTACACATATC
TGATTTACTGCATGCATGGCTCCAAGTATCCTCTATAGGAGTGTT
GCATGGACTTAAAGTTTATAAATCACTACTAATAATGCTGTTCTG
TCACTGTTATTCCTTGTATGGGCTTCCTGACAATTAAATATCTGG
TTTGTAGAATCGGATCTCCTTAGAGGTTAAGATGACCATGACAAA
ATTAGGCCAATCAACTTTCTGCGAAGGTTATTTTAAATAAGGCAC
GAARATTAATTGAAGGAAAAAAAAATACAAGCAAGGCCTITATITIG
AATCATGGTAGGCTTAAAATAGACTTTGTGGAGAATGTCCCTGAT
CARAGTGGAGTTTTCAGATTTCAAGTGCATGTGCTAACTCTCCAC
AATGTCAAGGCTATTTTCAGTTTTGTGTCTCCATATTTACTACTG
CATGTTTGGAAATTTGCTGATGCTGTTAGATTACCTARGAATGTA
TGTTGAAGAAGAATGGACTTCTTTCCCTAAAATTTCTGTCCICTT
TGcCCAAGAACCCACGTTCCTGGAARGACTATCTTATTTTCATGTC
TGTGCAATGATCATTATAAAGATTATTGAATATACTGGGAATACT

CTGGTTTCTGTTTTTACAGATTCATAATAGCTTATTCAGTCTTTA

AAGAAAGTTCTCTGAAGTCCATGCTTTAGAATGTTTCTCTATCAA
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Obr.14B fokniz-¢
AACTTGACCTGGACCTTARATAAAGCTATATTTAGTCTTTTTATC
CCTGAAAAATATATTTCACAGTGTAGACATTTGATATACATCTAA
GGGAAGGATGCTGCCAGAATGCTCGGGCTGGCAGTCTACARAGTC
CACTGCTCTCAGGATGGACTTCTGAAAGCGGAAATTGTGAACTGE

ATGCATATAACATATCAGATCCTCGAGC

-93-

2250

2295

2340

2385

2413



CZ 286302 B6

0cy

ose

00€

ove

08T

oct

09

OYYYOYOOOVVYOVYDLOVOIVYOVYVYLOLYYOVYLOOVOOLVYVYOVYOOIVIOIYDO
I 3 4 ¥ X T S 8 X A N XX d VY N & T W O V¥
00T 06

LOOLOOYILVOOLOVIVYYVOOOLIOVYYOYOVIVILYOOLIVIIVYIOVOIIDOOVYOL
A T a aaA I X 9 T X d I I S X N S T 9 4
08 0L

ILLLYLYYYILILIOVVIVIOLOILOIOVIOVOLIOOVIILOVIIVILOVYIVIOVYIOOIV
S I N § & ¥ a4 1T T & & T S A 8 T H I A W
09 0s

YOYOOVIIODLLOLIVILOVIIDOLIILIOIVIDIVDD9ID9DIOIVIOVYILIIOVYIYD
d ¥ T ¥ 2 B §s &4 1T A AW 9 ¥ A X N T I I
ov 0t

LVLVLOVOLVYYOILLOIVYODOOLIOLOVYY YOV I IVOVOVYYYIOIVYIVOIOYOIOL
n X @ R 41T N Y A T X I I a3 A NG I A
02 01

OOLYYDIVIILOIVIVIOVILIOVYVYIIIOLIIOILYVILIVIOOLIOLOVVYOLIOIVLL
d N ¥ 9 I 3 0 I ¥ A T Jd N I T T T O T X
T 0T-

LYIDLLIOVILYLIYIOLLOVY YD VIVOVYOVYOLYILODLLLIDOLINDOYIODIIVIOLD
I 2 & I I M I 0 & X X W
0c- GZ-

ol *x1g0

-94-



CZ 286302 B6

099

009

ovs

08¥y

S0L JIIOVVYILOVOOLVOODLLOIOVIOVIVLOLIODIYIOVYIOIOODL
T 4 X X S§ D
€61 06T

YOOIYIOLOVLLIVOLOLYLYOVOVIOVYIOVIVILOVIOVLOVIOVIVOIVYOOVILID
H W O X I 7T X I X 3 S N § § S s a N ¥ 1

08T OLT

OLLOVIOOVIDILIOLOODDIVIIOIVILIVOOVYYYOVILOIOVIIOVOVIOLIVOVYYD
S 8§ ¥ ¥ A d &d T W & & ¥ I A S A ¥ § a ¥

0sT 0ST

YOLIOIIOVLINOVYOLLOLOLIOLOIOLIVOLOVIOVYIVOLIOIVIODLOOIVOLIOVDD
4 &4 9 1T & § $§$ T A 3 d S I d S ¥ A R 4 a

0¥t 0¢T

YVOLIJODIVILIVOOLYOVIVVYILILIVIOVILLOLIVYOVYOLIDLOVILLOVYYOVL
¥ 4 ¥ I § ¥ N J I 8§ 43 3 3 T &4 I 4 N ¥

0Z1 011

2 Q| * 290

-95.






CZ 286302 Bé6

Obr.15B

~21
hrGln

CACAAGTGAGTAGGGCGCGCCCGGGAGCTCCCAGGCTCTCCAGGA
ARAATCGCGCCCGGTGCCCCGGGGaAGCCGGCGCTCCCTGGGACT

TGCAGCTGGGGCGTGCAGGGCTGTGCCTGCCGGGTG

AGATACTACAAAGATAARTCAGTTGCACAAGTTCTTGAAACTCTA
CAGTGTAATAAGGAAAAATAAGTCATGCATAARAGCAACTATAAT
ACATAATAGAAAATGTTATTTTCAAGCCGATGTGTAGGTTATGTG
TGTTCGAGAGAGAGAGAGAGAAGACAGATTACTTTCTGCTAGGGT
TCAAGAATGCCTTCCTGTTGGCTAAGGAAATATTTTCCTTAAGTG
GCTAAAAAGCTGTGTTTCAAAATATTCITITGATGTCTCACAAAT
TCAGTGGAATTCTCTTAGGTCTAAAAATATACATCTCTCTCACTT
TAACTTGGTGTGCTATTGTAGATTATTGGATTAAAGCACTGCTCA
GGGATTATGCTGCTTCTTGCCAAGCAGTCTACATTTAAAGTAGAA
ATAAGATGTTTCTTTTGGIGCCATAAGGTATACATTTTATGCATT
CTCTAGTTTTTAGAAGATACCCTAAGGGCTAAGTCTTTAACATGC
TGCTACAAGTTTATTCCTAATTGCCATTGGGAAATTGGCTGAAGA
AAGTTTTTAARCAAAAGTTAACAATATTGTCATTGAGAGAATAATT
CAAAATGGATTTTAACTAAAAGCTTTTAAAAACTTTGGTGAGCAT

AGCTTGARATGCGTAATATTTAATTGCATTTAAGCCAATAACATAT

97-

45
S0

126

45

90

135

180

225

270

315

360

405

450

495

540

585

630

675



CZ 286302 B6

ATTAGACTGGTCTTTTTGTGCATCAAGGCATTAGATGTTARAAGT
TTGAATGATTACAGATCTTAACTGATGATCACCAAGCAATTTTTC
=20 -10
ThrTrpIleLeuThzCysIleTyrLeuGlnLe
TGTTTTCATTTAGACTTGGATTCTCACTTGCATTTATCTTCAGCT'
1 .
ulLeuLeuPheAsnProLeuValLysThrGluGlyIleCysArgAs
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