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Cigtény a izolovany polypeptid, jeho ﬁouziti, DNA sekvence
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pro jeho expresi a farmaceuticka kompozice-

Oblast techniky

Vyndlez se tykd &i&téného a izolovaného poly-
peptidu vykazujiciho hematopoﬂétickou biologickou vlastnost
prirozené se vyskytujiciho faktoru kmenovych bunék, jeho
pouziti pro vyrobu 1é&iv, DNA sekvence pro jeho expresi
a farmaceutické kompozice na bazi tohoto peptidu.

Dosavadni stav techniky

afo -
Lidsky krev-vytvarejici (heqﬁpoet1cky) systém je slozen 2

'~var1ant bilych krvinek (zahrnujicich neuroflly, makrofagy,
basofily, mast burky, eos1no§/11y, T a B buaky), &ervenych
krvinek (erytrocyta) a bunék, vytvédrejicich srazeninu
(megakaryocyty, desticky).
afe

Predpokl4d4 se, Ze malé mnozstvi J1stych hemgpoetickych
ristovych faktoru odpovid4 za diferenciaci malého mnozstvi
"kmenovych bunék" ("stem cells" ) v ruznych progenitorech
krevnich bunidk pro ohromnou proliferaci té&chto bunék a
nevratnou diferenciaci zralych bunék z téchto 1lini{. Za
normidlnich podminek funguje homopoeticky regeneraéni systém
dobre. Jakmile je stresovan chemoterapii, radiaci nebo
prirozenym meyloplastickym porudenim, vyskytne se u pPacienta
ur¢ité obdobi, béhem néhoz jsou pacienti postiZeni vaznou
leukopenif{, anemi{ nebo trombocytopenii. Vy¥voj a uziti
hemopeotickych faktoru urychluje regeneraci kostni drené bséhem
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této nebezpeéné faze.

V jistych virové indukovanych poruchach jako je syndrom
ziskané imundeficience (AIDS), mohou byt krevni elementy jako
isou T-bunky, specificky zmideny. Zvy3eni produkce T-bunék
miZe byt v takovych pripadech terapeutické.

ProtoZe hemopoetické rustové faktory jsou pritomné v
extrémné malych mnozstvich, je jejich detekce a identifikace
provadéna radou zkousek, které dosud jediné éini rozdil mezi
ruznymi faktory, na bazi stimulad&nich G&inkd na kultivované -

buniky pri umédlych podmink&ach.

Aplikace rekombinantnich genetickych technik byla
vyjasnéna pochopenim biologickych aktivit jednotlivych
ristovych faktori. Naprfiklad aminokyselinova a DNA sekvence
pro lidsky erythropoetin (EPQO), ktery stimuluje produkci
erytrocyta, byla ziskdna (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 odkaz) a stimulujici faktor lidskych
granulocytovych makrofagovych bunék (GM-CSP) (Lee a spol.,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 82 4360-4364/1985), Wong a spol.,
Science, 228, 810-814 (1985), mysi G- a GM—-CSF (Yokota a
spol., Proc.Natl.Acad.Sci. (USA), 81, 1070 (1984), Fung a
spol., Nature, 30, 233 (1984), Cough a spol., Nature, 309, 763
(1984)) a 1lidské makrofagové kolonie stimulujici faktor
(CSF—I) (Kawasaki a spol., Science, 230, 291 (1985)).

"High Proliferative Potential Colony Forming Cell"
(HPF-CFC) zkouskovy systém testuje é¢innost faktord v rannych
hemopoetickych progenitorech (Zont., J.Expr.Med. 159, 679-690




(1984)). V literature existuje mnoZstvi zpradv o faktorech,
které jsou aktivni v HPP-CFC zkousce. Zdroj téchto faktoru
jsou uvedeny v tabulce 1. Nejlépe charakterizované faktory
jsou uvedeny dale.

Aktivita v upraveném mediu lidské sleziny byla
pojmenovana synergicky faktor (SF). Nékolik lidskych tkani a
lidskych a my3ich bunéénych linii produkuje SF oznadeny SF-1,
ktery je synergicky s CSF-1, ke stimulaci ranné HPP-CSF. SF-1
byl zjistén v upraveném mediu bunék lidské sleziny, lidské
placenty, 5637 bunék (bunky karcinomu méchyre). aEMT-6 bunék
(linie bunék karcinomu prsni Zlazy my3i). TotoZnost SF-1 je
pravé uréovana. Pocate&ni vysledky ukazovaly aktivitu SF-1 2z
bunééné linie S637 prevysujici aktivitu interleukinu (Zsebo a
spol., Blood, 71, 962-968 (1988)). Dalsi vysledky ukézaly, Ze
kombinace interleukin-1 (IL-1) plus CSF-1 miZe stimulovat
stejnou tvorbu kolonii, jako je moZno ziskat s CSF-1 plus
C4steénéd &isténymi pripravky z 5637 upraveného media (McNiece,
Blood, 73, 919 (1989)).

Synergicky faktor pritomny v extraktu z délohy brezi my3si
je CSF-1. WEHI-3 bunky (bunéénad linie bunék mys3i
myelonomocytové leukemie) produkuji synergicky faktor, ktery
se %da byt totozny s IL-3. Jak CSF-1 tak IL-3 stimuluji
hemgpoetické progenitory, které jsou zralejsi nez cileny SF-1.

Bylo prokazano, 2e jinad trfida synergickych faktoru je
pritomna v mediu z bunék TC-1 (bunky odvozené ze stromatu
kostni drend). Tato unéé&na linie produkuje faktor,ktery
stimuluje ranné myeloidni a lymfoidni bun&éné typy. Byl
pojmenovan jako hemolymfopoeticky riastovy faktor 1 (HLCF-1).
M4 zjevnou molekulovou hmotnost 120000 (McNiece a spol.,
Exp.Hematol., 16, 383 (1988)).




Ze znamych interleukinua a CSF, byly IL-1, IL-3 a CSF-1i
identifikovany jako aktivni ve zkousce HPP-CPC. Dalsi zdroje
synergické aktivity uvedené v tabulce | nebyly strukturnsg
identifikovany. VztaZeno na polypeptidovou sekvenci a profil
biologické aktivity, tyka se predloZeny vynalez molekul, které
se 1i$i od IL-!, IL-3, hemopoetic—-1 a SF-1.

Tabulka 1
Pripravky, obsahujici faktory aktivni v HPP-CFC zkousce

Zdroj! odkaz
CM lidské sleziny (Kriegler, Blood, 60, 503
(1982))
CM myéi sleziny (Bradley, Exp.Hematol.Today
Baum.ed., 285(1980))
CM krysi sleziny (Bradley, supra, (1980))
CM mys3ich plic (Bradley, supra, (1980))
CM 1lidské placenty (Kriegler, supra (1982))
pregnantni mysi déloha (Bradley, supra, (1980))
GTC-C CM | (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))

ICM = upravenia media

Pri parenteralnim podani jsou proteiny &asto a rychle
odstranény z ob&hu a mohou zde tak vyvolat relativné kréatkou
farmakologickou aktivitu. Mohou tedy byt potrebné casté

injekce relativné velkych davek bioaktivnich proteint k




udrzeni terapeutické pusobnosti. Proteiny modifikované
kovalentnim spojenim s polymery rozpustnymi ve vodé, jako je
polyethylenglykol, kopolymery polyethylenglykolu a
polypropylenglykolu, karboxymethylceluloza, dextran,
polyvinylalkohol, polyvinylpyrrolidon nebo polprolin jsou
znamé tim, Ze vykazuji podstatné del3i poloéas v krvi po
intravenozni 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.Biolchem.4:185-189 (1982) a Katre a
spol., 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 znaéné sniZit imunogenidP{tu a
antigeniddtu proteinu. Vysledkem je, Z%e poZadované biologické
aktivity in vivo je moZno dosadhnout podanim takového aduktu
polymer—protein s mensi frfkvenci nebo v mensich davkach nez v
pripadé nemodifikovaného proteinu.

Pripojeni polyethylenglykolu (PEG) k proteinu je zv1aste
vyhodné, protoze PEG m4 velmi nizkou toxicitu pro savce
(Carpenter a spol., Toxicol.Appl.Pharmacol., 18, 35-40
(1971)). Napriklad PEG adukt adenosin deaminazy byl ve
Spojenych statech schvdlen pro pouziti u lidi pfi léceni
tézkych kombinovanych syndromid imunodeficience. Druhou vyhodou
spojenou s konjugaci s PEG je G¢innad redukce imunogenicity a
antigenicity heterolognich proteina. Napfiklad PEG adukt
lidského proteinu miZe byt uZiteédny pro 1é&bu chorob.v jinych
savé&ich druzich bez rizika vyvolani té&zké imunologické
odpovédi.

Polymery jako je PEG mohou byt vhodné& navazany na jeden

nebo vice reaktivnich aminokyselinovych zbytkd v proteinu jako
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je alfa-aminoskupina aminokonce aminokyseliny,
epsilon—-aminoskupiny vedlejsiho fetézce lysinu, sulfhydrylové
skupiny vedlejsiho retézce cysteinu, karboxylové skupiny
aspartylového a glutamylového vedlejsiho retézce,
alfa-karboxylov4d skupina karboxyl-koncové aminokyseliny,
tyrosinové vedlejsi retézce nebo k aktivovanym derivatum
glykosylovych retézcu, prfipojenym k urditym asparaginovym,
serinovym nebo threoninovym zbytkam.

Bylo popséani mnoZstvi aktivovanych forem PEG vhodnych pro
primou 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-hydroxysukcimimid,
p—nitrofenol, imidazol nebo
I-hydroxy-2-nitrobenzen—4—sulfonat. PEG derivaty, obsahujici
maleimido nebo halogenacetylové skupiny jsou vhodnymi
reaktanty pro modifikaci proteinid prostych sulfhydrylovych
skupin. Podobné PEG reaktant, obsahujici aminové, hydrazinové
nebo hydrazidové skupiny, jsou vhodné pro reakci s aldehydy
generovanymi jodistanovou oxidaci karbohydradtovych skupin v

proteinech.

Pfedmétem predkladaného vynidlezu je poskytnuti faktoru,
ktery zpusobuje rust rannych hemopoetickych progenitorovych
bunék.




Podstata vyndlezu

Predmétem vyndlezu je ¢istény a izolovany
polypeptid majici celou nebo ¢astednou primdrni strukturu
sekvence uvedené na obr. 42A-C, popripadé s methioninovym
zbytkem na N-konci, vykazujici hematopoﬂetickou biologickou
vlastnost prirozené se vyskytujiciho faktoru kmenovych
bunék.

Predmétem vynalezu jsou ddle vyhodnd provedeni
cisténého a izolovaného polypeptidu podle vyse uvedeného
zdkladniho provedeni, ktera zahrnuji:

a) polypeptid obsahujici aminokyselinovou.sekvenci
podle obr. 42A-C: 1-248, 1-189, 1-188, 1-185, 1-180, 1-156,
1-141, 1-137, 1-130, 1-164, 2-164, 5-164 a 11-164, popripadé
s methioninovym zbytkem na N-konci; a

b) polypeptid obsahujici aminokyselinovou sekvenci
podle obr. 42A-C: 1-120, 1-110, 1-100, 1-133, 1-127
a 1-123, popripadé s methioninovym zbytkem na N-konci.

Predmétem vynalezu je dale také DNA sekvence pro
pouziti pri expresi polypeptidovych produktl popsanych vyse
v prokaryotické nebo eukaryotické hostitelské burice, kde
uvedend DNA sekvence je vybrana z:

(a) DNA sekvenci uvedenych na obr. 42A-C nebo
jejich komplementdrnich retézcu,

W/
(b) DNA sekvenci, kteréka stringentnich podminek
hybridizuji k DNA sekvencim definovanym pod (a) nebo jejich
fragmentu a




(c) DNA sekvendf, které nebyt degenerace
genetického kédu by hybridizovaly k DNA sekvencim
definovanym v (a) a (b),‘pfiéemé tyto sekvence kéduji
polypeptid, majici stejnou aminokyselinovou sekvenci.

Predmétem vyndlezu jsou ddle vyhodna provedeni
DNA sekvence podle vysSe uvedeného zdkladniho provedeni,
kterd zahrnuji:

a) DNA sekvenci zahrnujici jeden nebo vice kodonu
preferovanych pro expresi v ne-savéich bunkach;

b) DNA sekvenci obsahujici jeden nebo vice kodonu
preferovanych pro expresi v E.coli burikdch;

c) DNA sekvenci obsahujici jeden nebo vice kodonu
preferovanych pro expresi v kvasinkovych burikdch;

d) DNA sekvenci podle zadkladniho provedeni nebo
podle provedeni uvedenych v odstavcich a) aZ b), ktera
kéduje expresi methionylového zbytku na N-termindlni
poloze maturované verze uvedeného polypeptidu;

e) DNA sekvenci podle zakladniho provedeni nebo
podle provedeni uvedenych v odstavcich a) az d), kovalentné
spojenou s detegovatelnym znacenim; a

f) DNA sekvenci podle odstavce e), kde znaceni je
radioaktivni znacdeni. '

Predmétem vyndlezu je didle také farmaceuticka
kompozice, jejiZ podstata spo¢iva v tom, Ze obsahuje
i¢inné mnozZstvi kteréhokoliv z vysSe popsanych polypeptidu
podle vynadlezu a farmaceuticky prijatelné redidlo, prisadu
nebo nosic. |




Predmétem vynilezu je dale také pouziti kterého-
koliv z vySe popsanych polypeptidi podle vyndlezu pro vyrobu
léc¢iva pro hematopoietickou terapii savce.

Zejména se muZe jednat o 1lé&ivo pro

a) lécbu leukopenie, 1é&bu trombocytopenie, 1lécbu
anemie, zvySeni prijmu transplantatu kostni d¥ené, zvysSeni
obnovy kostni drené pri 1é¢bé ozarovanim, chemicky nebo
chemoterapeuticky indukované aplasii kostni dfené nebo
myelosupresi a pro zvySovani citlivosti bunék
k chemoterapii; )

b) pro zvySeni poc¢tu bunék schopnych transplantace
po aspiraci kostni drené nebo periferdlni krevni leuko-
feresi;

c) pro léceni AIDS, myelofibrosis, myelosklerosy,
osteoporosy, metastatického karcinomu, akutni leukenie,
mnohotného myelomu, Hodgkinovy choroby lymfomu, Gaucherovy
choroby, Niemann-Pickovy'choroby, Letterer-Siwovy choroby,
odolné erythroblastické anemie, Di Guglielmova syndromu,
kongestivni splenomegalie, Kala azar, sarkoidosy, primarni
splenické pancytopenie, milidrni tuberkulozy, rozseté
plisniové choroby, prudké septikémie, malarie, deficience
vitaminu B,,, deficience kyseliny folqvé a pyridoxinové
deficience u savcu;

d) pro lé&eni poskozeni nervii, infertility nebo
intestindlniho poskozeni u savce; a
e) pro léceni hypopigmentaéni poruchy.

Predmétem vyndlezu je i takové pouziti, kde
vyrabéné lécivo dale obsahuje alespon jeden dalsi
hematopqﬂéticky 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-9 a IL-10; a
c) IL-11 a LIF.

VySe uvedené sekvence DNA moho byt zavedeny do
vhodnych vektord, témito vektory mohou byt transformovany
nebo transfekovany vhodné hostitelské buriky, kterych pak lze
pouzit k produkci peptidu podle vynalezu. '

Faktor kmenovych bunék (SCF) se miZe ziskavat z
materidlu, ktery jej obsahuje za pouZiti technik ionexové
chromatografie nebo/a separace kapalinovou chromatografii s

reversni fazi.

Prodlouzeni poloasu in vivo a zvySené Udinnosti
u savcl se miZe dosdhnout prevedenim peptidi podle
vyndlezu na konjugdty, v nichZ je SCF kovalentné konju-
goveny s polymeren, ktery Je rozpustny ve vodd jako je
polyettxxlenglykol nebo kopolymery polyethylenglykolu 8
polypropylenglykolu, prifemZ uvedeny polymer. je nesubsti-
tuovany nebo je na jednom konci substituovédn elkylovon
skupinou. Pfiprava 'Ea;kového aduktu zahrnuje reak-

ci SOF & polymerem rozpustnym ve vod8, majfcim slespon
Jednu koncovou reaktivni skupinu s iBt¥nd vysledného

aduktu zavzniku produktu 8 rozéﬁenjm ohéhovym poloéa-
sem a zvySenou biologickou ﬁ"innosti.
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Popis obriazku na pripojenvch vvkresech:

' Obr. | predstavuje aniontovymé&nny chromatogram z &isténi
savéiho SCF. '

Obr. 2 predstavuje chromatogram z gelové filtrace z &isténi
savéiho SCF.

Obr. 3 predstavuje chromatogram na aglutininu z p3eniénych

kligku-agaroze z éisténi savé&iho SCF.

Obr. 4 predstavuje kationtovyménny chromatogram z ¢&isténi
savéiho SCF.

Obr. 5 predstavuje Cs chromatogram z &istén{ sav&iho SCF.
Obr. 6 predstavuje elektroforézu na dodecylsulféat sodny
(SDS)-polyakrylamidovém gelu (PAGE) (SDS—-PAGE) frakci z Cs
kolony z obr. S. '
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Obr.7 predstavuje analyticky Cs chromatogram savéiho SCF.
Obr. 8 predstavuje SDS-PAGE Cs4 kolonovych frakci z obr. 7.

Obr. 9 predstavuje SDS-PAGE &isté&ného savéiho SCF a
deglykosylovaného savéiho SCF.

Obr. 10 predstavuje analyticky chromatogram &isténého savéiho
SCF.

Obr. 11 predstavuje aminokyselinovou sekvenci savéiho SCF

odvozenou ze sekvenovani proteinu.

Obr. 12 predstavuje

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

Obr. 13 predstavuje

A. schema polymerasové retézové reakce (PCR) amplifikaci ké&si
SCF cDNA

B. schema 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.

Obr. 15 predstavuje

A. strategii sekvenovani lidské genomové DNA

B. sekvenci nukleové kyseliny lidské genomové DNA

C. kompozit sekvence nukleové kyseliny lidské SCF cDNA a
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aminokyselinové sekvence SCF proteinu.

Obr. 16 predstavuje serazené aminokyselinové sekvence
lidského, opiéiho, psiho, my3iho a krysiho SCF proteinu.

Obr. 17 pPredstavuje strukturu vektoru V19.8 SCF savéich bunék.

Obr. 18 predstavuje struktury expresniho vektoru PDSVE. 1
savéich CHO bunék.

Obr. 19 predstavuje strukturu E.coli expresniho vektoru
pCFM156.

Obr. 20 predstavuje
A. radioimunostudii savéiho SCF
B. SDS-PAGE imunitneé vysrazeného savéiho SCF.

Obr. 21 Predstavuje Western analyzy rekombinantniho lidského
SCF.

Obr. 22 Predstavuje Western analyzy rekombinantniho krysiho
SCF.

Obr. 23 predstavuje sloupcovy diagram ué&inku COS~-1 bunkami
produkovaného rekombinantniho krysiho SCF na transplantaci
kostni dfens.

Obr. 24 Predstavuje GUéinek rekombinantniho krysiho SCF na
léseni makrocytické anemie mysi Steel.

Obr. 25 pfedstévuje periferni bilé krvinky (WBC) u mysi Steel
o3etfenych rekombinantnim krysim SCF.
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Obr. 26 ptedstavuje pocet desticdek u mysi Steel osetrfenych

rekombinantnim krysim SCF.

Obr. 27 predstavuje rozdil v po&tu WBC u Steel mysi osetrenych
rekombinantnim SCF1-164PEG2S.

Obr.28 predstavuje lymfocytové subsety Steel my3i osetfenych
rekombinantnim krysim SCF1-164PEG25.

Obr. 29 predstavuje uginek rekombinantni 1lidské sekvence SCF
pii osetreni normalnich primata se zvysenym poétem perifernich
WBC.

Obr. 30 predstavuje ucinek rekombinantni lidské sekvence SCF
pri osetreni normalnich primatd na zvyseni po&tu hematokritu a
destigek.

Obr. 31 predstavuje fotografie
A. kolonii lidské kostni dren stimulované rekombinantnim
lidskym SCF1-162

B. Wright-Giemsa vybarvenych bunék z kolonii na obr. 31

Obr. 32 piedstavuje SDS-PAGE frakci z chromatogramu na sloupci
S-Sepharosy uvedeného na obr. 33

A. s redukénim ¢inidlem

B. bez redukéniho &inidla.

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

Obr. 34 predstavuje SDS-PAGE frakci Cs kolony z chromatogramu
uvedeného na obr. 35

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

Obr. 35 je chromatogram rekombinantniho lidského SCF
odvozeného z E.coli na 4 kolons.

Obr. 36 Predstavuje chromatogram na kolone Q—Sepharosy z CHO
odvozeného rekombinantniho krysiho SCF.

Obr. 37 pPredstavuje chromatogram Cs kolony rekombinantniho
krysiho SCF odvozeného od CHO.

Obr. 38 predstavuje SDS-PAGE frakci C4 kolony z chromatogramu
uvedeného na obr. 37.

Obr. 40 Predstavuje

A. gelovou filtragni chromatografij reakéni smési
rekombinantniho krysiho pPegylovaného SCF!-164

B. gelovou filtraé&ni chromatografii rekombinantniho krysiho
SCFl-t64 nemodifikovaného.

Obr. 41 Predstavuje radioaktivns znaceny SCF vazany k ¢erstvym
leukemickym blastum.

Obr. 42 Pfedstavuje sekvenci lidské SCF cDNA ziskanou z HT1080
fibrosarkomove bunééné linije.

Obr. 43 Predstavuje autoradiograf 2 COS-7 bunek exXprimujicich
lidsky SCF1-248 4 CHO bungk, exprimujicich lidsky SCF1-164

Obr. 44 Predstavuje cDNA sekvenci lidského SCF ziskaného z
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linie 5637 bundk karcinomu méchyfe.

Obr. 45 predstavuje zvysené prezitd ozarenych mysi po osetreni
SCF.

Obr. 46 predstavuje zvyseni preziti ozarenych mysi po
transplantaci kostni drené s S 9% stehenni kosti a osetreni
SCF.

Obr. 47 predstavuje zvyseni preziti ozatenych mysi po
transplantaci kostni drené 0,1 a 20 % stehenni kosti a
osetreni SCF.

Mnozstvi aspektd a vyhod ptedlozeného vynélezu bude
ztejmé odbornikim z nasledujiciho podrobného popisu, ktery
slouzi k ilustraci praktického provedeni vynalezu v jeho
zv14%té vyhodnych provedenich.

Podrobny popis vynalezu

V souladu s predloZenym vynadlezem je poskytnut novy
¢igtény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou

sekvenci uvedenou na obr. 42A-C.

V souladu s predloZenym vynalezem je poskytnut novy
gistény a izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou
sekvenci uvedenou na obr. 42A-C: 1-248, 1-189, 1-188, 1-185,
1-180, 1-156, 1-141, 1-137, 1-130, 2-164, 5-164 a 11-164.

Daliim aspektem predloZeného vynadlezu je &idtény a
izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci jak
je uvedena na obr. 42A-A, obsahujici popripadé methioninovy

zbytek v N-terminédlni poloze.




17

Dalsim aspektem predlozeného vynalezu je &isteny a
izolovany polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci
podle obr. 42A-C: 1-130, 1-120, 1-110, 1-100, 1-133, 1-127,

a 1-123, kery popripadé obsahuje dalsi methioninovy zbytek na
N-~konci.

Vyraz "faktor kmenovy bunsk" nebo ”SCF",jak je zde
pouZit, se vztahuje na prirozeng se vyskytujici SCF
(tj.pfirozeny lidsky SCF) jakoZ i na Prirozené se
nevyskytujici (tj. odlisné od Prirozend se vyskytujicich)
polypeptidy, majici aminokyselinové sekvence a glykosylaci
dostatedns shodnou s témito vlastnostmi Prirozené se
vyskytujiciho faktoru kmenovych bunsk tak, aby poskytla
schopnost hematopoeticke biologickeé aktivity pPrirozené se
vyskytujiciho faktoru kmenovych bunék. Faktor kmenovych bunsk
ma schopnost stimulovat rust rannych hematopoetick?ch
progenitoru, ktereé jsou schopné zrani na erytrocyty,
megakaryocyty, granulocyty, lymfocyty a makrofagy. Lé&ba savct
pomoci SCF piinesla vysledky v absolutnim zvyseni poé&tu
hematopoetickﬁch bunék jak myeloidni tak lymfoidni linie.
Jednou gz hlavnich charakteristik kmenovych bunek je jejich
schopnost diferencovat megzj myeloidnimi a lymfoidnimi bunkami
(Weissman, Science, 241, 58-62 (1988)). Léeba Steel mysi
(priklad 8B) rekombinantnim krysim SCF Prinesla zvyseni po&tu
granulocyta, monocytu, erythrocyta, lymfocyta a krevnich
desticek. Lédba normalnich primatu rekombinantnim lidskym SCF
Prinesla zvyseni poc¢tu myeloidnich a lymfoidnich bunék
(priklad 8C).

Embryon4lni exprese SCF probiha v buiikdch migraénim
zpaisobem a v materskych mistech melanoblastu, zarodeé&nych




18

bunék, hematopoetickych bunék, mozku a hrfbetni michy.

Ranné hematopoetické progenitorové bunky byly namnoieny Vv
kostni dreni savca, kteri byli léceni s-fluoruracilem (S-FU).
Chemoterapeutické 1é&ivo S-FU selektivné vycerpava pozdni
hematopoeticke progenitory. SCF je aktivni v kostni drfeni na
mistech S-FU.

Biologicka aktivita a model tanové distribuce SCF ukazuje
jeho centréalni alohu v embryogenesi a hematopoese, jakoZ
i jeho schopnost 1é¢by raznych deficienci kmenovych bungk.

Predkladany vynalez poskytuje DNA sekvence, které
obsahuji: inkorporaci kodonu "vyhodnych" pro expresi vybranymi
nesavéimi hostiteli; opatfeni mist pro stepeni restrikénimi
endonukleasovymi enzymy 2 opatrfeni dalgimi podéateénimi,
koncovymi nebo intermediarnimi DNA sekvencemi, které umoziuji
konstrukci snadno exprimovatelnych vektoru. Predkladany
vynalez také poskytuje DNA sekvence, kodujici polypeptid,
obsahujici aminokyselinovou sekvenci podle obr. 14, které se
1i%i od prirozené se vyskytujicich forem ve shodnosti nebo
umistsni jednoho nebo vice aminokyselinovych zbytka (tj.
dele&ni analogy, obsahujici méné ne? vsechny zbytky specifické
pro polypeptid s aminokyselinovou sekvenci podle obr. 14,
substituéni analogy, kde jeden nebo vice specifickych zbytku
je nahrazeno jinymi zbytky a adiéni analogy, kde je ke koncové
nebo stredni &asti polypeptidu pridan jeden nebo vice
aminokyselinovych zbytka) a které maji nékteré nebo viechny
vlastnosti prirozené se vyskytujicich forem. Pfedkladany
vynalez specificky poskytuje DNA sekvence, kodujici plnou
délku nezpracované aminokyselinové sekvence jakoz i DNA
sekvence, kodujici zpracovanou formu polypeptidu podle
vynalezu.
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Nové DNA sekvence podle vynalezu zahrnuji sekvence vhodné
k zabezpegeni exXprese v prokaryotickych a eukaryoticchh
hostitelskﬁch bunkach polypeptidov?ch produktu, majicich

sekvence podle vynalezu specificky zahrnuji: a) DNA sekvence
uvedené na obr. 4B, 14C nebo jejich komplementarni retézce,
b) DNA sekvence, které hybridizuji (za podminek hybridizace
Popsanych v prikladu 3 nebo za jests prisnéjsich podminek) na
DNA sekvenci na obr. 14B a 14C nebo jeji fragmenty a c) DNA
sekvence, které by hybridizovaly na DNA sekvenci na obr. 14B,
14C nebyt degenerace genetického kodu. Specificky, jsou to ty
sekvence, které isou uvedeny v &4sti b) a ¢) genomické DNA
sekvence, kodujici alelicke varianty SCF a/nebo kodujici SCF
z jinych savéich druhtt a vyrobené DNA sekvence, kodujici SCF,
fragmenty SCF a analogy SCF. DNA sekvence mohou inkorporovat
kodony, usnadiujici transkripci a translaci mesengerové RNA

Vv mikrobidlnich hostitelich. Takové sekvence mohou byt snadno
konstruovény metodami podle Altona a spol., zverejnéna PCT
prihlaska WO 83/04053.

V souladu s jinym aspektem preloZeného vynalezu jsou zde
Popsané sekvence DNA, které kodujt pPolypeptidy, majici SCF
aktivitu, cenné Pro poskytovani informaci, tykajicich se
aminokyselinové sekvence savéich Proteina, které dosud byly
bezcenné. DNA sekvence jsou také cenné jako Produkty uzite&né
Pri provadéni Siroké 3kaly syntéz SCF raznymi rekombinantnimi
technikami. Pouzitim jineé metody jsou DNA sekvence pPoskytované
vVynadlezem uZiteéné Pri generovani novych a uZiteé&nych virovych
a cirkularnich plasmidovych DNA vektora, novych a uZiteé&nych
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kvasinkové bunky a kultivované savél bunky) a novych a
vhodnych metodach kultivovani takovych hostitelskych bunék
schopnych exprese SCF a od n&ho odvozenych produkta.

DNA sekvence podle vynadlezu jsou také vhodnym materidlem
pro zna&ené sondy Vv izolaci lidské genomové DNA, kodujici SCF
a jinych genu pro tyto proteiny, jakoz i cDNA a genomové DNA
sekvence jinych savéich druht. DNA sekvence mohou byt také
vyuzity v raznych alternativnich metodéach proteinové syntézy
(napf. ve hmyzich buiikdch) nebo v genoveé terapii &lovéka nebo
jinych savcu. Predpoklada se, Ze DNA sekvence podle vynadlezu
jsou uzitecné pri vyvoji transgennich sav¢&ich druha, které
mohou slouzit jako eukaryotic¢ti hostitelé pro produkci SCF a
SCF produktu. Viz Palmiter a spol., Science 222, 809 az 814
(1983).

Pfedkladany vynédlez poskytuje &istény a izolovany
polypeptid, obsahujici aminokyselinovou sekvenci podle obr.
14V a 14C (tj. ¢istény z prirodniho nebo vyrobeny tak, Ze
primarni, sekundarni a terciérni konformace a glykosylaéni
model jsou shodné s prirozené se vyskytujicim materialem),
jakoz i prirozené se nevyskytujici polypeptid, majici
strukturni konformaci (tj. konformaci sekvenci
aminokyselinovych zbytkia)a glykosylaci dostatecné duplikativni
s timtéz u prirozené 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 VvV prokaryontnim nebo eukaryontnim hostiteli (tj.
kultivovanych bakteriich, kvasinkéach, bunkach vyssich rostlin,
hmyzu nebo savéich bunkéach) exogennich DNA sekvenci, ziskanych
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genomovym nebo cDNA klonovanim nebo genovou syntézou. SCF je v
preferovaném Provedeni "rekombinantni SCE", Produkty exprese
oby&ejné ve kvasinkach (napr. Saccharomyces cerevisiae) nebo
prokaryotickych (napr. E.coli) hostitelskych bunkach jsou
Prosté asociace s jinymi savéimi proteiny. Produkty exprese v
burikach obratlovca napr. savcu s vyjimkou &lovéka (napfr. COS
nebo CHO) a ptaki, jsou prosté asociace s jakymikoliv lidskymi
Proteiny. V z4dvislosti na pouzitém hostiteli mohou byt
polypeptidy podle vynalezu glykosylovany savéimi nebo jinymi

Hostitelsks buriky muze byt zm&néna pouZitim techniky jako jsou
ty, které jsou popsany Leeem a kol., J.BiolChem. 264, 13848
(1989), prace je zde uvedena jako odkaz. Polypeptidy podle
vynadlezu mohou také obsahovat iniciaéni methioninovy
aminokyselinovy zbytek (v poloze 1).

Kromé prirozens se vyskytujicich alelovych forem SCF
predloZeny vynalez také obsahuje dalsi SCF produkty jako jsou

spol. (WO 83/04053) je moZno snadno tvarovat ga vyrobit
kéaujici geny pro mikrobidlni expresi Polypeptida, majicich
primarni konformace, které se 1is{ od zde specifikovanych v
poméru shody a umi{sténi jednoho nebo vice zbytku (napr.
substituci, terminalni a intermedialni adici a deleci).

- - : : . -

Alternativné muge byt modifikace cDNA a genomickych genu

SCF. Takové Produkty maj{ alespont jednu gz biologickych
vlastnosti SCF, ale v ostatnich se mohou lisit. Jako priklady
zahrnuj { produkty podle vynédlezu ty, které isou zkraceny napr.
delecemi nebo ty, které jsou stabilngjsi k hydrolyze ( a mohou
proto mit zretelnéjsi nebo déle trvajici efekty, nez pfirozene
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se vyskytujici); nebo které jsou zménsny vypusdténim nebo
pridanim jednoho nebo vice potencidlnich mist pro
O-glykosylaci a/nebo N-glykosylaci. Kompetitivni antagoisté
mohou byt plné vyuzity, napriklad v pfipadech nadprodukce SCF
nebo v pripadech lidské leukemie, kde maligni bunky exprimuji
pfilid receptora pro SCF, jak indikuje prilisné expreses SCF
receptora v leukoblastech (priklad 13).

Pro pouzitelnost polypeptidovych analogi podle vynalezu
jsou uvedeny jejich imunologické vliastnosti u syntetickych
peptidu, které v podstaté duplikuji aminokyselinovou sekvenci,
existujici v prirozen& se vyskytujicich proteinech,
glykoproteinech a nukleoproteinech. Spegkfiétéji, polypeptidy
s relativné malou molekulovou hmotnosti mohou participovat v
imunitni reakci, ktera je podobn& prub&hu a rozsahu s
imunitnimi reakcemi fyziologicky vyznamnych proteind jako jsou
virové antigeny, polypeptidové hormony a podobné. Mnozstvi
imunitnich reakci takovych polypeptidu podnécuje formovani
specifickych protilatek v imunologicky aktivnich zvirfatech
(Lerner a spol., Cell, 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, 18S
a?z 160 (1982) a Lerner, Scientific American, 248, 66-74
(1983). Viz také Kaiser a spol./Science, 223, 249.255 (1984)
vzhledem k biologickym a imunologickym vlastnostem
syntetickych peptida, které pribliZzné maji sekundArni
struktury peptidovych hormonu, ale nemaji jejich primérni

strukturni konformace.




23

retézci lidské cDNA nebo genomické sekvence SCF, tj.
"komplementarni invertované Proteiny" jak je ppséano
Tramontanoem a spol., (Nucleic Acid.Res., 12, 5049~5059
(1984)).

SCF muze byt ¢isteén technikami znamymi v oboru. Je
Popsana metoda ¢isteéni SCF g« SCF materidlu, jako jsou
kondicionovans media nebo lidsks moc¢ a serum. Metoda zahrnuje
jeden nebo vice nasledujicich stuptia: podrobeni materidlu,
obsahujiciho SCF iontovyménné chromatografii (bud
kationtovyménné nebo aniontovyménneé chromatografii),
Zpracovani materiglu, obsahujiciho SCF délenim kapalinovou
chromatografii s reverzni fazi, zahrnujici napriklad
imobilizovanou Cs nebo Csg Pryskyrici; Zpracovani
chromatografii s imobilizovanYm lektinem, napr. navazanim SCF
na imobilizovany lektin a eluci Za pouziti cukru, ktery se
uchdzi o toto navazani. Detaily t&chto metod budou Zrejmé g
pPopisu uvedenych v prikladech 1, 10 a 1l pro &isténg SCF.
Techniky pPopsané v prikladu 2 Laiem a spol., US patent &.
4667016, ktery je zde uveden jako odkaz, jsou také vhodné pro
¢isténi kmenového faktoru bunegk.

Isoformy SCF isou izolovany pouzitim standardnich technik
jako jsou techniky uvedené v US Prihl.¢&. 42144 nazvané
Erythropoietin Isoforma, podané 13.%1jna 1989, kters je zde

uvedena jako odkaz( MW &. Ir8rg.2s2).

Produktu podle tohoto vynalezu spolu se vhodnymi redidly,
ochrannymi latkami, solubilizatory, emulgitory a Prisadami
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a/nebo nosid&i uziteénymi v SCF terapii. "Terapeuticky ué¢inné
mnozstvi" je oznadeno mnoZstvi, které poskytuje terapeuticky
efekt za danych podminek a zpGsobu podavani. Takové kompozice
jsou kapaliny nebo lyofilizované nebo jinak susené pripravky a
obsahuji redidla nebo ruzné pufry )napf. Tris-HCl, acetatovy,
fosfatovy), pH a iontové sily, aditiva jako je albumin nebo
Zzelatina pro prevenci adsorpce na povrchy, detergenty (naprt.
Tween 20, Tween 80, Pluronic Fé68, soli kyseliny Zlucdové),
solubilizaéni &inidla (napr. glycerol, polyethylenglykol),
antioxidanty (napr. kyselina askorbova, metabisulfit sodny),
ochranné 14tky (napr. Thimerosal, benzylalkohol, parabeny),
botnaci prisady nebo modifikatory tonicity (napr. laktoza,
mannitol), kovalentni pripojeni polymertu jako je
polyethylenglykol k proteinu (popsano v prfikladu 12 délea,
komdexace s kovovymi ionty nebo inkorporace materiidlu do nebo
na partikularni pfipravky polymernich sl%%gnin jako je
polymlééna kyselina, kyselina polyglykolova, hydrogely atd.
nebo do liposomd, mukroemulzi, miceld, jednovrstvych nebo
vicevrstvych vehikuli, erytrocytovych hostiteld nebo
sferoplastta. Takové kompozice budou ovliviovat fyzikalni stav,
rozpustnost, stabilitu, rychlost uvolfiovdni in vivo a rychlost
vyluéovani SCF in vivo. Vybér sloudeniny bude zaviset na
fyzikalnich a chemickych vlastnostech proteinu, majiciho SCF
aktivitu. Naprfiklad produkt odvozeny od membréanové vazané
formy SCF mGze vyzadovat pripravek, ktery obsahuje detergent.
Pfipravky s rizenym nebo postupnym uvolifiovdnim zahrnuji
prostredky s lipofilnimi depotnimi d&inky (napf. mastné
kyseliny, vosky, oleje). V rozsahu vynalezu jsou také zahrnuty
partikularni pripravky potaZené polymery (napr. poloxamery
nebo poloxaminy) a SCF spojeny s protilatkami vaéi tkéanové
specifickym receptorum, ligandim nebo antigenim nebo spojeny s
ligandy tkéanové specifickych receptorad. Dal3i provedeni

pripravki podle vynadlezu zahrnuji &4sticové formy, chréanici
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potahy, inhibitory Proteadzy nebo latky, Zvysujici bPermeaci prj
riznych zpusobech podani, zahrnujicich podan{ Parenteralni,
nasalni ga oralni.

Vynalez take zahrnuje Pripravky, obsahujici Jeden nebo
vice hematopoetickich faktoru jako je EPO, G-CSF, GM-CSF,
CSF-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-s, IL-6, 1L-7 3 IGF-1,
IL-8, IL-9, IL-10, IL-11 a2 LIF (faktor, inhibujici leukemiij),

Polypeptidy Podle vynalezu mohou byt "znaéeny" Spojenim s
detegfovatelnou markerovou substanci (napr. radioaktivns
Znacenou 125] pepq biotinylovanou) Pro poskytnuti ¢inidel

krev nebo mog¢.

Biotinylovany SCF je uZitedny ve Spojeni s imobilizovanym
streptavidinen k ¢isteni leukemickYCh blasta z kostni drens \%
autologni transplantaci kostni dfené. Biotinylovany SCF je
uzite&ny ve Spojeni s imobilizovanym streptavidinem k
obohaceni kmenovych bunék v autolognich nebo alogennich
transplantacich kostni dgens. Toxin napojeny na SCF, jako jie
ricin (Uhr, Pro.Clin.Biol.Res.288, 403-412 (1989)), toxin
difterie (Moolten, J.Natl.Con.Inst., SS, 473-477 (1975)) a
radioisotopy vhodné pro Prfimou antineoplastickou terapii
(priklad 13) nebo jako kondieént reZim pro transplantaci kostni
dfeng.

Produkty nukleovych kyselin podle vynalezu Jsou vhodng,
jsou-1i oznadeny detektovatelnymi markery, jako isou
radioaktivni Zznadékovade gz neizotopové znackovaée jako je
biotin a vyuZivané v hybridizagnim Procesu k lokalizaci polohy
lidského SCF genu a/nebo Polohy néktere¢ takové genove rodiny
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na chromozomové mapé. Jsou také uZiteéné pro identifikaci
porudeni lidského SCF genu na turovni DNA a pouziti jako
genovych markert pro identifikaci sousednich geni a jejich
poruseni. Lidsky gen pro SCF je kAdovén chromozomem 12 a my3i

SCF gen je mapovan do chromozomu 10 pri S1 lokusu.

SCF je uzite¢ny samotny nebo v kombinaci s jinou terapii
v 1é&bé mnoZstvi poruch hematopoezy. SCF muZe byt uzit
samostatné nebo s jednim nebo vice dalsimi hematopoetickymi
faktory jako je EPO, G-CSF, GM-CSF, CSF-1, IL-t, IL-2, IL-3,
IL-4, IL-S, IL-6, IL-7 a IGF-1, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11
a LIF prfi 1é¢&¢bé hematopoetickych chorob.

Existuje skupina poruch kmenovych bunék, ktera je
charakterizovana redukci funkce kostni dfené zplGsobenou /
toxickym, radiaénim nebo imunologickym poskozenim a kterg’ miuze
byt 1écitelnd SCF. Aplasticka anemie je poskozeni kmenovych
bunék, pri kterém je hematopoetickad tkan nahrazena tukemva
pancytopenie. SCF zvy3suje hematopoetickou proliferaci a je
vhodny pri 1é&bé aplastické anemie (priklad 8B). Steel mysi
byly pouzity jako modely lidské aplastické anemie (Jones,
Exp.Hematol., 11, 571-580 (1983). Slibné vysledky byly ziskéany
pouzitim cytokinu pfibuzného GM—-CSF v 1é&bé aplastické anemie
(Antin a spol., Blood 70, 129a (1987)). Paroxysmalni
nocturalni hemoglobiﬁ?ie je porucha kmenovych bunék,
charakterizovanid formovanim defektnich desti&ek a granulocytu,
jakoZ i abnormalnich erytrocytt. Existuje mnoho cherob, které
jsou l1é&itelné SCF. Patri S§ nasledujici: myelofibroza,
myeloskleroza, osteoporoza, metastaticky karcinom, akutni
leukemie, multiplikovany myelom, Hodkinova choroba, lymfom,
Gaucherova choroba, Nieman-Pickova choroba, Letterer-Siwe

choroba, neustupnd ertroblastickd anemie, Di Guglielmiav

syndrom, kongestivni splenomegalie,fﬁeék+ﬁﬁva—chvrohd, Kala
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v
azar, sarcoidosis, Primarni slezinné@ancytopenie, milidrni

tuberkuloza, houbovsé choroby, septikenmie, malarie, nedostatek
vitaminu By, g2 kyseliny listove, nedostatek Pyridoxinu,
Diamond Blackfan anemie, hypopigmentaéni choroby/jako jie
vitiligo a Piebaldismus, Erytroidy, megakaryocyty a
granulocyty stimulujici vliastnosti SCF jsou uvedeny v
prikladech 8B a 8C.

Narast rastu nehematopoetick?ch kmenovych bugzé;h/jako
jsou Primordialnig Zzarodeg&né buriky, melanocyty odvozené od
zarodeé&ného hrebenu, commisuralni axony, pochizejici ze
hrbetni michy, bunky krypt streva, mesonefrické g metanefricke
ledvinove tubuly a ¢ichoveé bulby, je uziteény v situaci, kdy
Se€ na téchto mistech vyskytuje poskozeni tkani. SCF je
uZiteény pro 1é&bu neurologickych pPo3kozeni a je riustovym
faktorem Pro nervové bunky. SCF je uZitedny béhem in vitro
fertilizaéniho Procesu nebo pri légeni infertility. SCF je
uzZiteény pro 1é&bu pPosSkozeni strev radiaci nebo chemoterapii.

Existuji myeloproliferativni pPodkozeni kmenovych bunék
jako je polycythemia vera, chronické myelogenni leukemie,
myeloidni metaplasie, Primarni trombocytomie a akutni
leukemie, které je mozno lé¢it SCF, anti-SCF protilatkami nebo
konjugaty SCF-toxin.

Je zde mnoZstvi Pripada, kterég dokumentuji narast
Proliferace leukemickYCh bunék podie hematopoeticchh
rustovych faktoru G-CSF, GM-CSF g2 IL-3 (Delwel a spol., Blood,
72, 1944-1949 (1988)). Protoze Uspéch mnoha
chemoterapeuticchh léciv zavis{ na faktoru, ze neoplastické
buniky cykluji aktivnéji nez normadlni busnky SCF, s&am nebo v
kombinaci g jinymi faktory Pasobi jako rastovy faktor Pro
neoplastickeé buriky a senzibuje je k toxickému efektu
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chemoterapeutickych 1é¢iv. Nadprodukce SCF receptord na
leukoblastech je ukazana v prikladu 13.

MnoZstvi rekombinantnich hematopoetickych faktoru je
podrobeno zkoumani pro jejich schopnost sniZovat leukocytovou
hranici nasledkem chemoterapie a radiaéniho osetrfeni. Ackoliv
tyto faktory jsou velmi uzite¢né v tomto sestaveni, je zde
ranny hematopoeticky kompartment, ktery je poSkozen, zejména
radiaci a ma byt znovu vytvoren drfive, neZ tyto pozdné
pisobici rastové faktory mohou projevit optimadlni akci.
Pouziti SCF samotného nebo v kombinaci s témito faktory
podporuje sniZovani nebo eliminaci leukocytové destickové
hladiny z chemoterapie nebo radiadni 1é&by. Navic SCF dovoluje
intenzifikaci davky v antineoplastickém nebo radiaénim
osetreni (priklad 19).

SCF je uzited&ny pro expresi rannych hematopoetickych
progenitoru v syngennich, alogennich nebo autologickych
transplantacich kostni dfené. PouZziti hematopoetickych
rastovych faktort vykazuje sniZeni doby pro nahrazeni
neurofild po transplantaci (Donahue a spol., Nature, 321,
872-875 (1986) a Elte a spol., J.Exp.Med., 165, 941-948
(1987)). Pro transplantaci kostni dfené jsou pouzivany
nasledujici tri scénédre samostatné nebo v kombinaci: darce je
1é¢en SCF samotnym nebo QQombinaci s jinym hematopoetickym
faktorem pred aspiraci kg;tni drené nebo periferni krevni
leukoporesou pro zvyseni mnoZzstvi bunék vhodnych pro
transplantaci; kostni drfen je 1é&ena in vitro kvali aktivaci
nebo narustu poétu bunék pred transplantaci; nakonec je 1éc&en

prijemce kvali zvy3eni schopnosti prijmout drefi darce.

SCF je uziteé&ny pro zvyseni schopnosti genové terapie

zalozené na transfekci (nebo infekci retrovirovym vektorem)
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samotnym SCF nebo jeho kombinaci g IL-6, IL-3 nebo obeéma. Po
transfekci Jsou pak lyto buriky zavedeny do kostni drfeneg
transplantované do Pacienta, trpiciho 8enetickou Poruchou
(Iim, Proc.Nat!.Acad.Sci., 86, 8892-889¢ (1989)). Peiklady
genia, kters jsou vhodné Pro léébu g8enetickych Poskozeni isou
adenosindeaminéza, glukocerebrosidéza, hemoglobin a4 cysticks
fibroza.

jinymi faktory jako je IL-7 (viz priklad 7). Ilustraci t&chto
G¢inka je schopnost SCF l1é&by Zvysit absolutni hladinu
cirkulujicich T-helper (CD4+, CKT4+) lymfocytuy, Tyto buriky
jsou Primarnim bunéénym cilenm viru lidské imunodeficience

(Montagnier v Human T—Cell/Lymphoma Virus, vyd. R.C.Gallo,

Gold Spring Harbor, New York, 369-379 (1984)) . Navic je SCF
uzitedny pri potlaceni myelosupresivniho G&inku anti-HIV 1é&iv
jako je AZT (Gogu Life Sciences, 45, ¢. 4 (1989)).
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Podavani SCF s jinymi &inidly jako je jeden nebo vice
hematopoetickych faktord se provadi v urgitych gasovych
intervalech nebo jsu podavany spoleiné. Predchozi 1é&ba SCF
rozséiruje progenitorovou populaci, ktera odpovida
koncové—funkdénim hematopoetiékym faktoram jako je G-CSF nebo
EPO. Zpusob podavani miZe byt intravenozni, intraperitonealni,
subkutanni nebo intramuskularni.

Predlozeny vynalez se také tyka protilatek, které
specificky vazou faktor kmenovych bunék. Priklad 7, ktery je
uveden dale, popisuje produkci polyklonalnich protilatek.
Dalsim vyuzitim vynadlezu jsou monoklonalni protilatky, které
/Apecificky vazou SCF (viz priklad 20). Oproti konvenénim
protilatkovym (polyklonalnim) preparatam, které obvykle
obsahuji ruzné protilatky fizené proti raznym determinantim
(epitopam), kazda monoklonalni protilatka je rizena proti
jednomu determinantnu na antigenu. Monoklondlni protilatky
jsou uzitec¢né pro zlepseni selektivity a specifity
diagnostickych a anélytick?ch zkusebnich metod, vyuzivajicich
vazby antigen-protiléatka. Také jsou pouzivany k neutralizaci
nebo nahrazeni SCF ze sera. Druha vyhoda monoklonélnich
protilatek je ta, Ze mohou byt syntetizovany hybridnimi
butikami v kultufe nekontaminované jinymi imunoglobuliny.
Monoklonalni protilatky mohou byt pripraveny ze supernatantu
kultivovanych hybridomvych bunék nebo z ascitu indukovaného
naodkovanim bunék hybridomu intraperitone4dlnd myS$i. Technika
hybridomd popsané puvodné Kéhlerem a Milsteinem
(Eur.J.Immunol.6, 511-519 (1976)) byla aplikovéna v §irokém
rozsahu pro produkci hybridnich bunéénych linii, které
produkuji vysoké hladiny monoklondlnich protiléatek proti
specifickym antigenum.
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Priklady provedeni vynalezu

Néasledujici priklady slouzi k ilustraci predloZeného
vynalezu a v 2adném pripadé jej nikterak neomezuji.

Priklad 1
Cisténi/charakteristika faktoru kmenovych bunék z media
ziskaného z jater krys Buffalo

A. Biologicka zkouska in vitro
1. Zkouska HPP-CFC

Razné biologické aktivity mohou byt vlastni prirozenému
savcéimu krysimu SCF jako# i rekombinantnimu SCF proteinu.
Jednou takovou aktivitou je jeho pusobeni na ranné
hematopoetické buiiky. Tato aktivita miZe byt mérfena ve zkousce
High Proliferative Potential Colony Forming cell
(HPP-CTC) /Zsebo a spol., supra (1988)). Pro hodnoceni
G¢innosti faktord na ranné hematopoetické bunky utilizuje
HPP-CFC zkusebni systém my3i kostni drfen ziskanou ze zvirat 2
dny po 1éé&bs S-fluoruracilem (S-FU). Chemoterapeuticke 1égivo
S-FU selektivné vyéerpava pozdni hematopoetickeé progenitory s
nasledujici detekci rannych Progenitorovych bunék a proto
faktory, které pasobi na takové buinky jsou prinosem. Krysi SCF
je umistén na plotny za pritomnosti CSF-1 nebo IL-6 v
polopevné agarové kulture. Agarova kultura obsahuje kompletni
McCoy-ovo medium (GIBCO), 20 % fetalniho hovéziho sera, 0,3 %
agaru a 2 x 105 bunék kostni drfené&/ml. McCoyovo kompletni
medium obsahuje nasledujici slozky: 1 x McCoyovo medium
doplnéné 0,1 mM pyruvatu, 0,24 ;gsencialnimi aminokyselinami,
0,24 x neesencialnimi aminokysef;nami, 0,027 %
hydrogenuhli&itanu sodného, 0,24 x vitamina, 0,72 mM
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glutaminu, 25 pg/ml L-serinu a 12 pg/ml L-asparaginu. Buiky
kostni dfené byly ziskany z Balb/c my3i injikovanych i.v. 150
mg/kg S-FU. Femury se odeberou 2 dny po 1é&bé S5-FU mysi a
kostni dfeti se vybere. Cervené krvinky se lyzuji s éinidlem,
lyzujicim bunky &ervenych krvinek (Becton Dickenson) pred
umisténim na plotny. Testované substance se umisti na plotny s
vyse uvedenou smési ve 30 mm jamkach. O &trnéct dni pozdéji
jsou spoéteny kolonie (> | mm v pruméru), které obsahuji
tisice bundk. Tato zkouska je pouZivana viude pro ¢isténi SCF

z krysich pfirozenych bunék.

V obvyklé zkousce krysi SCF zplisobuje proliferaci
priblizné 50 HPP-CFC ze 20000 bunék na plotné. Krysi SCF ma
synergistickou aktivitu na bunky my3i kostni drené lécené
S-FU:; HPP-CFC kolonie se nevytvareji v pritomnosti samotnych
faktora, ale v této zkousce je aktivni kombinace SCF a CSF-1I

nebo SCF a IL-6.
2. MC/9 zkouska

Jinid uziteéna biologicka aktivita prirozené ziskaného a
rekombinantniho krysiho SCF je schopnost zpusobovat
proliferaci na IL-4 z4vislé "mast cell" linie, MC/9 (ATCC CRL
8306) . MC/9 buiiky jsou kultivovany se zdrojem IL-4 v souladu s
ATCC CRL 8306 protokolem. Medium pouzité v biozkouice je RPMI
1640, 4 % fetdlniho hovéziho sera, 5 x 10-% M
2-merkaptoethanolu a 1x glutamin-pen-strep. MC/9 bunky
proliferuji jako odezva na SCF bez potreby jinych rastovych
faktoriu. Tato proliferace je méfena prVni kultivaci bunék po
24 hodin bez rustovych faktoru, umisténim SO000 bunék v kazZdé
jamce plotny s 96 jamkami s testovanym vzorkem po 48 hodin,
zpracovavanim po 4 hodiny 0,5 pCi 3H~thymidinem (specificka
aktivita 20 Ci/mmol), ziskanim roztoku na filtrech ze
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sklené&nych vidkem a pak méfenim specificky navazané
radioaktivity. Zkouska byla pouzita Pro ¢isteéni saveich bunék
odvozenych od krysiho SCF Po stupni ACA geloveé filtrace, sekci
C2 tohoto prikladu. SCF Pisobi 4 a? 10nasobné zvyseni CPM
proti zakladu. '

3. CFU-GM

Byla zjistovana akce ¢isténého savéiho SCF jak prirozens
ziskaného tak rekombinantniho, bez interferujicich kolonie
stimulujicich faktorua (CSF) na nor#%;i nevycerpané kostni
dreni. CFU-GM zkouska (Broxmeyer a spol., Exp.Hematol., 5, 87
(1977)) je pouzita ke zhodnoceni u&inku vlivu SCF na normalni
dren. Stru&ns - viechny bunky kostni drené po lyzi dervenych
krvinek, jsou umistény na plotny v polopevné agarové kulture,
obsahujici testovanou substanci. Po 10 dnech jsou spog&itany
kolonie, obsahujici skupiny vice nez 40 bunék. Agarova kultura
miZze byt usudena na sklenénych podlozkach a specifickym
biologickym barvivem maze byt uréena morfologie bunsk.

Na normalni my3i kostni dreni byl ¢isdtény savei krysi
SCF plutipotentni CSF, stimulujici rast kolonii, obsahujicich
nezralé bunky, neurofily, makrofagy, eosinofily a
megarokaryocyty, bez potreby dalsich faktora. Ze 200000 bunék
umisténych na plotns vyrostlo béhem 10 dnu pres 100 kolonii.
Jak krysi tak lidsky rekombinantni SCF stimuluji produkci
erytroidnich bunék v kombinaci s EPO, viz priklad 9.

B. Kondicionované medium
Jaterni bunky krys Buffalo (BRL) z American Type Culture

Collection (ATCC CRL 1442), vyrastaly na mikronosi&ich ve
20litrovém perfuznim kultivaénim systému pro produkci SCF.
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Tento systém vyuZiva Biolafitte fermentor (Model ICC-20) s
vyjimkou sit pouZzivanych pro zadrZeni mikronosi¢d a oxidaé&nich
trubi&ek. 7Smikrometrova sitka jsou zabezpecovéana pred ucpéanim
mikronosi&i periodickym zpétnym proplachovanim dosazZzenym
systémem rizenych ventilu a pocditacem tizenych &erpadel. KaZzdé
sito alternativné pracuje jako privod media a vychozi sito.
Oscilujici vyvolany tok tak zabezpeduje, 2e se sita
neucpavaji. Pkysligeni je zajistovano vinutymi silikonovymi
privody (50 stop délka, 0,25 palcu vnit#ni prumér, 0,03 palcu
sténa). Rustovdmedlum pouzité pro kultivaci BRL 3A bunék bylo
minimalni zakladn1 med1um (s Earleovyml solemi) (GIBCO), 2 mM
glutaminu, 3 g/l glukozy, fosfat tryptozy (2,95 g/l), S %
fetéln1h045vez1ho séra a 5 % fetalniho teleciho séra. Zskané
medéum bylo identické s vyjikou vynechani sera. Reaktor,
obsahujici Cytodex 2 mikronosice (Pharmacia) v koncentraci §
g/1 byl o&kovan 3 x 109 BRL CA bunék rostlych ve valcovitych
nadobach a prenesenych trypsinizaci. Bunky byly ponechéany pro
prlpOJeni a rast na mikronosidich po osm dna. Rustové medium
bylo perfundovano reaktorem v zavislosti na spotrebé glukd%y
Koncentrace glukozy byla udrzovéna na pribliZné 1,35 g/l1. Po
osmi dnech byl reaktor perfundovéan $esti objemy media prostého
sera pro odstranéni vétsiny sé;a (koncentrace proteinu < 50
Lo
glukozy nekles}A
kontinualni perfzni rychlosti asi 10 1/den. p ultury bylo

z

ug/l) Reaktor byl pak vsidkove provozovan dokud koncentrace
ﬁﬁg . 0d tohoto bodu pracoval reaktor v

udrzovano na 6,9 + 0,3 Upravou rychlosti pratoku CO2.
Rozpustény kyslik byl udrZovan na vice neZ 20 % sycenim
vzduchem a pokud je to potrebné, dopliovanim ¢istym kyslikem.
Teplota byla udrzovana na 37 + 0,5 °C.

7 vyse uvedeného sys;tému bylo ziskano pribliZné 336
litra kondicionovaného media prostého sé}a gﬁgglo pouzito jako
vychozi material pro ¢isténi pfirozeného ze sav&ich bunék
ziskaného krysiho SCF.
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C. Cisteni

Viechny préce zaméfené na ¢&isteéni byly Provadény pri 4 °C
pokud neni uvedeno jinak.

1. Aniotﬂov?ménna chromatografie na DEAE-celuloze

Kondicionované medium ziskané ze sé;a prosté kultivace
BRL 3A bunék bylo ¢isténo filtraci pres 0,45 um Sartocapsules
(Sartorius). Nékolik raznych podilu (41 1, 27 1, 39 1, 30,2 1,
37,5 1 a 161 1) bylo oddéleng zahusténo, zpracovano vaé;ou
diafiltrace/pufr a aniontovyménnou chromatografii na
DEAE—celul&ge, stejnym postupem pro kazdy podil.
DEAE—celuléiové pooly pak byly spojeny a Zpracovany dale jako
jeden podil v sekci C2-5 tohoto prikladu. Pro ilustraci,
Zpracovani 41 bylﬁﬁésledujici. Filtrované kondicionovang
mé&ium bylo zahuiténo na -700 ml za pouziti ultrafiltracéniho
zarizeni s tangencialnim tokem Millipore Pellicon s kazetou
délici polysulfonové membrany 10000 mol.hmotnost (20 stop?
celkova plocha membrany; rychlost toku -1095 ml/min a
fi{;raéni rychlost 250 az 315 ml/min). Defiltraéni/pufrova
vyﬁ%; pPri pripravé pro aniontovyménnou chromatografii byla
provedena prid4dnim 500 ml 50 mM tris~-HC1, pH 7,8 ke
konce?hrétu, znovu bylo zahusténo na 500 mi Zza pouziti
ultrafiltraéniho zarizeni s tangencialniy tokem a toto bylo
opakovano 3estkrat. Zahuétény/diafiltrovany Pripravek byl
nakonec ziskan v objemu 700 ml. Pripravek byl aplikovan na
sloupec aniontov?ménné'DEAE—celulégy (S x 20,4 cm, Whatman
DE-52 pryskyrice), kter4 byla ekvilibrovana 50 mM tris-HC1, pH
7,8 pufrem. Po aplikaci vzorku byl sloupec promyt 2050 ml
tris-HC1 pufru a solnym gradientem (0 az 300 mM NaCl v
tris-HC1 pufru, 4 1 celkovy objem). Frakce 15 ml byly
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odebirany za rychlosti prutoku 167 ml/h. Chromatografie je
uvedena na obr. 1. HPP-CFC poéet kolonii odpovida biologické
aktivite ve zkousce HPP-CFC; bylo zkoumano 100 pl z
indikovanych frakci. Frakce odebrané bédhem aplikace vzorku a
vymyté nejsou uveden?,na obrazku, v téchto frakcich nebyla
prokdzana 24dnid biologicka aktivita.

Chovani viech podild kondicionovaného media, podrobenych
zahusiténi, vyméné diafiltrace/pufr a aniontovyménné
chromatografii bylo stejné. Koncentrace proteinu ve vsech
podilech, stanovenid metodou podle Bradforda (Anal.Biochem.72,
248-254 (1976)) s hovézim sé?ovym albuminem jako standardem
byly v rozmezi 30 aZz SO ug/ml Celkovy objem kondicionovaného
medla pouzitého v této pripravé byl 336 1.

2. ACA 54 gelova filtraéni chromatografie

Frakce, majici biologickou aktivitu se zpracovani na
sloupcich DEAE-celuloza pro kazdych est podilu
kondicionovaného media uvedenych vyse (napriklad frakce 87-114
uvedené na obr. 1) byly spojeny (celkovy objem 2900 ml) a
zahuitény na celkovy objem 74 ml za pouziti michanych zarizeni
Amicon a YM10 membran. Tento material byl aplikovan na ACA 54
(LKB) gelovy filtragni sloupec (obr. 2) ekvilibrovany v 50 mM
tris-HC1, 50 mM NaCl, pH 7,4. Frakce o objemu 14 ml byly
odebirany pri prutokové rychlosti 70 ml/h. Diky inhibiénim
faktoram koeluovanym s aktivnimi frakcemi, se pik aktivity
(podet HPP-CFC sloupec) jevi rozitépeny; nicméné vzhledem k
predchozim chromatogramim, aktivita koeluujé s¢ hlavnim

proteinovym pikem/a proto byl pripraven jeden pool frakci.

3. Chromatografie na agarose s aglutininem z p3eniénych klickua
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Frakce 70-112 2z gelové filtrace na sloupci ACA 54 byly
spojeny (500 ml). Pool byl rozdélen na polovinu a kazda
polovina byla Zpracovana chromatografii na sloupci agarozy s
aglutininem zﬁ p3eniénych klig&ku (S x 24,5 c¢n, Pryskyrfice od
E~-Y Laboratories, San Mateo, CE; aglutinin ze p3enié&nych
kl1i¢ka rozpoznava urdité karbohydratove struktury)
ekvilibrovanym ve 20 mM tris-HC1, 500 mM NaCl, pH 7,4. Po
aplikacich vzorku sloupec promyt asi 2200 ml pufru sloupce
a eluce vazaného materidlu pak byla provedena aplikaci roztoku
350 mM N—acetyl-D—glukosaminu rozpudténého v pufru sloupce,
PTi podatku u frakce -210 na obr. 3. Frakce 13,25 mi byly
odebirany pri rychlosti pratoku 122 ml/h. Prubsh jedné
chromatografie je uveden na obr. 3. Podily frakci uréenych pro
zkouseni byly dialyzovany vae&i fosfatem pufrovanému
salinickému roztoku; 5 pl dialyzovanych materialda bylo
umisténo do MC/3 zkousky (cpm hodnoty na obr. 3) a 10 ul do
HPP-CFC zkousky (&iselné hodnoty kolony na obr. 3). Je ztejmé,
Ze aktivni materisl vdzany na kolonu byl pak eluovan
N—acetyl—D—glukosaminem, pPridemZ kolonou béhem aplikace vzorku
a promyvani prosel kontaminujici materijl.

4, Kationtovyménna chromatografie na S-Sepharose s rychlym
pritokem

Frakce 211 az 225 2 chromatografie na agarose s
aglutininem \BﬁeniényCh kligku, uvedené na obr. 3 a
ekvivalentni frakce ze druhého pokusu byly spojeny (375 ml) a
dialyzovany proti 25 mM mravené&anu sodného, pH 4,2. Pro
minimalizovan{ doby vystaveni Gé&inku nizkého pH, byla dialyza
provadéna bdhem obdobi 8 h proti § 1 pufru, se &tyrmi zménami
b&hem 8hodinového obdobi. Na konci tohoto dialyzaéniho obdobi
byl objem vzorku 480 ml a pH a vodivost vzorku byly blizkeé
témto hodnotam dialyzaé&niho pufru. Béhem dialyzy se objevil ve
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vzorku vysrazeny material. Tento byl odstranén odstredénim pri
22000 g po dobu 30 min a supernatant z odstredéného vzorku byl
aplikovan na kolonu kationtové vymény s rychlym pratokem (3,3
x 10,25 cm; pryskyrice fy Pharmacia), kterd byla ekvilibrovéna
v pufru - mravenéanu sodném. Rychlost prutoku 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
pufrupro kolonu, celkovy objem gradientu 2200 ml), pocatek u
frakce —45 na obr. 4. Eluéni profil je uveden na obr. 4.
Spojené frakce byly upraveny na pH 7 az 7,4 pridanim 200 pl
0,97 mM tris baze. Gpm na obr.4 se tyka vysledka ziskanych v
MC/9 biologické zkousce; podily indikovanych frakci byly
dialyzovany proti fosfatem pufrovanému salinickému roztoku a
byly pouZity v mnozstvi 20 pl pro tuto zkousku. Z obr. 4 je
zfejmé, 2e hlavni podil biologicky aktivniho materi&dlu prosel
kolonou nenavazany, zatimco se kontaminujici materidl navéazal

a byl eluovidn v solném gradientu.

S. Chromatografie, pouzivajici uhlovodikové pryskyrice

navazané na oxidu kfemiditém

Frakce 4 aZ2 40 z kolony S-Sepharosy na obr. 4 byly
spojeny (540 ml). 450 ml tohoto poolu bylo spojeno se stejnym
objemem pufru B (10 mM octanu amonného, pH 6 : isopropanol) a
aplikovano prutokovou rychlosti 540 ml/h na Cs4 kolonu (Vydac
Proteins c4, 2,4 x 2 cm) ekvilibrovanou pufrem A (60 mM octan
amonny, pH 6 : isopropanol, 62,5:37,5). Po aplikaci vzorku
byla pratokova rychlost sniZzena na 154 ml/h a kolona byla
promyta 200 ml pufru. Pak byl aplikovan linedrni gradient od
pufru A k pufru B (celkovy objem 140 ml) a byly odebirany
frakce 9,1 ml. Podily poolu z chromatografie na S-Sepharose,

vychozi vzorek z kolony Cs, souhrn poolu a promyty pool byly
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upraveny na 40 pg/ml hovéziho séiového albuminu pfidanim
vhodného objemu zasobniho roztoku o koncentraci 1 mg/ml a
dialyzovany proti fosfatem pufrovanému salinickému roztoku pPro
pripravu biologické studie. Podobné& byly 40 ul podily
gradientovych frakci spojeny s 360 pl fosfatem pufrovaného
salinického roztoku, obsahujiciho 16 Hg hovéziho serového
albuminu a tyto byly pak dialyzovany proti fosfatem
pufrovanému salinickému roztoku pro pfipravu biologické
studie. Tyto ruzné 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, Nature,
227, 680-685 (1970)); zAasobni gely obsahuji 4 % (hmotn. /obj.)
akrylamidu a délici gely obsahuji 12,5 % hmotn. /obj.)
akrylamidu) podilu raznych frakci je uvedena na obr.6. pro
gelové zpracovani byly podily vzorka suSeny za vakua g pak
Znovu rozpustény za pouziti 20 ml vzorku osetfeného pufrem
(neredukujicim,tj. bez 2—merkaptoethanolu) a vareny S minut
pred nanesenim na gel. Drahy A a B predstavuji{ vychozi
kolonovy material (75 ul z 890 ml) a material Pros3ly kolonou
(75 pl z 880 ml), &islované znaé¢ky na levé strané obr.
predstavuj{ migraéni polohy (redukované) markerd, majicich
molekulovou hmotnost 103kr4t vét3i nez indikované hodnoty, kde
markery jsou fosforylaza B (Mr 97400), hovézi sé}ovy albumin
(Mr 66700), ovalbumin (Mr 42700), karboanhydraza (Mr 31000),
inhibitor trypsinu sojovych bobu (Mr 21500) a lysozym (M,
14400), drahy 4 az 9 predstavuji odpovidajici frakce odebrané
béhem aplikace gradientu (60 pl z 9,1 ml). Gel byl postribren
(Morrissey, Anal.Biochem. , 117, 307-310 (1981)). Ze srovnani
drah A a B je zrejmé, Ze hlavni &ast barveného materislu
prosla kolonou. Obarveny material ve frakcich 4 a2 6 v oblasti
uvedené vyie a pod Mr 31000 polohou standardu odpovida
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biologické aktiviteé deteg%vané ve frakcich gradientu (obr. S5)
a predstavuje biologicky aktivni materidl. Je treba
poznamenat, %e tento materiadl je vizualizovan ve drahach 4 aZ
6, ale ne ve drahach A a/nebo B, protoZe byl mnohem vé&tsi
podil celkového objemu (0,66 % celkového objemu frakci 4 az 6
versus 0,0084 % celkového objemu pro drahy A a B) pouzit pro
zpracovani. Frakce 4 az 6 z této kolony byly spojeny.

Jak je uvedeno vyse, priblizné& 75 % ziskané aktivity
proilo Cs4 kolonou, obr. S Tento material byl
rechromatografovan za pouziti Cs pryskyrfice v podstaté popsané
vyse s tim rozdilem, Ze byly pouzity vétsi kolony (1,4 x 7,8
cm) a nizsi pratokova rychlost (S0 az 60 ml/h). Priblizné SO %
ziskané aktivity bylo v pratoku a 50 % ve frakcich
gradientovych, vykazujicich podobny prubéh SDS~PAGE jako
aktivni gradientové frakce na obr. 6. Aktivni frakce byly
spojeny (29 ml).

Analyticka Cs4 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 kol@ny koeluovaly jak
MC/9 tak HPP-CFC bioaktivity. SDS-PAGE analyza (obr. 8)
odhaluje pfitomnost Mr —-31000 proteinu ve frakcich z kolony,
které obsahuji biologickou aktivitu v obou zkouskéach.

Aktivni material v piku druhé (relativné malé) aktivity
ztejmy v S-Sepharosové chromatografii (tj. obr. 4, frakce 62
a? 72), &asnéjsi frakce v solném gradientu) byl také &istén Ca
chromatografii. V?ﬁg;je stejné chovani pri SDS-PAGE a mél
stejné N-terminalni aminokyselinové sekvence (viz priklad 20)
jako materiadl ziskany Cs chromatografii na frakcich proslych
S—-Sepharosou.
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Shrnuti ¢isteéni

Shrnuti stupna ¢isténi Popsanych ve stupnich 1| aZ S vyse

je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2
Shrnuti &isteni savéich SCF

Stupen celkem

objem (ml) protein (mg)5

konditionované medium 335,700 13,475
DEAE celuloza! 2,900 2,164
ACA-54 SS0 1,513
aglutinin;ggeniénYCh klig-

kﬁ—agaro/za2 375 431
S-Sepharose S404 10
Cs-pryskyrices 57,3 0,25-0,406

Uvedené hodnoty Predstavuji souhrn hodnot z riznych vsadek
popsanych v textu.

Jak je popsano v¥se v prikladu, VysrazZeny material, ktery
se objevil béhem dialyzy vzorku v Pripravé pro
S-Sepharosovou chromatografii byl odstranén odstredénim.
Vzorek po odstredéni (480 ml1) obsahoval 264 mg celkového
proteinu.

Kombinace aktivnich gradientovych frakci ze dvou pokusi na
Cs kolonach v sekvenci jak je popsano.

Pouze 450 ml tohoto materidlu bylo pouzito pro nasledujici
stupen (tento priklad, vysze).

Stanoveno metodou podle Bradforda (vyse, 1976) pokud neni
uvedeno jinak.

Hodnoceno podle intenzity potazeni stfibrem po SDS-PAGE a
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podle analyzy aminokyselin jak je popséno v sekci
K prikladu 2.

D. SDS-PAGE a zpracovani glykosidazou

SDS-PAGE spojeného gradientu frakci ze dvou pokusa na
koloné Cs ve velkém mé&ritku jsou uvedeny na obr. 9. 60 ul
poolu z prvni C4 kolony v pokuse bylo pouzito (draha 1), a 40
pl poolu ze druhé Cs kolony (dréha 2). Tyto gelové drahy byly
postfibfeny. Markery molekulové hmotnosti byly jak je popsano
u obr. 6. Jak bylo uvedeno, material migrujici nad a pod M:
31000 markerovou polohu predstavuje biologicky aktivni
material; zfejma heterogenita je vé&tsinou zpusobena

heterogenitou ve glykosylaci.

Pro charakterizaci glykosylace byl &istény material
jodovan pomoci 1251, zpracovén s raznymi glykosidazami a
analyzovéan pomoci SDS-PAGE (redukéni podminky)
autoradiografii. Vysledky jsou uvedeny na ob. 9. Drahy 3 a 9,
125]-znadeny materiadl bez jakéhokoliv osetreni glykosidazou.
Drahy 4 az 8 predstavuji !253I-znaceny material osetrfeny
glykosidazou nasledujicim zpusobem. Dridha 5 neuraminidéazou a
O-glykanazou. Draha 6 N-glykanazou. Draha 7 neuraminidazou a
N-glykandzou. Draha 8 neuraminidazou, O-glykanidzou a
N-glykanazou. Podminky byly S mM
3—/(3—cholamidopropyl)dimethylamonio/-l—propansulfonét
(CHAPS), 33 mM 2-merkaptoethanol, 10 mM tris-HCl, pH 7-7,2 po
3 h pri 37 °C. Neuraminidadza (z Arthobacter ureafaciens,
Calbiochem) byla pouZita v konecné koncentraci 0,23
jednotek/ml. O-Glykanaza (Genzym,
endo-alfy-N-acetyl-galaktosaminidéaza) byla pouZita v
koncentraci 45 milijednotek/ml. N-Glykanaza (Genzym, peptid;
N-glykosidaza F;
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peptid—N4/N—acetyl—beta—gé@kosaminyl/asparagin amid4za) byla
pouZita v koncentraci 10 jednotek/ml.

Stejné vysledky jako na obr. 9 byly ziskany pri
zpracovani neznacdeného &isténého SCF glykosidazou a
vizualizaci produktu postfgpfenim na SDS-PAGE.

Prilezitostné byly provedeny ruzné kontrolni inkubace.
Tyto zahrnuji: inkERubaci ve vhodném pufru, ale bez
glykosidéazy, pro ovéreni, ze vysledky byly zisk&ny plsobenim
pridanéhpglykosidazového pripravku; inkubace s glykosylovanym
proteinem (tj. napriklad glykosylovany rekombinantni lidsky
erythropoietin) zndmym jako substrat pro glykosidazu, pro
ovéreni, Ze pouZity glykosid4zovy enzym byl aktivni; a
inkubace s glykosidazou ale bez substratu, pro ovéreni, ze
glykosidédza samotnd nevytvari pruhy na vizualizovaném gelu.

Osetreni glykosidazou byla také provedena s
endo-beta~-N-acetylglukosamidazou (endo F; NEN Dupont) a s
endo—-beta-N-acetylglukosaminid4azou H (endo H, NEN Dupont),
vidy se vhodnymi kontrolnimi inkubacemi. Podminky o&tfeni s
endo F byly: var 3 min za prfitomnosti 1 % (hmotn./obj.) SDS,
100 mM 2-merkaptoethanolu, 100 mM EDTA, 320 mM fosfat sodny,
PH 6, nasledovany 3-nasobnym zredénim s Nonidatem P-40 (1,17
%, obj./obj., koneé&na koncentrace), fosfat sodny (200 mM,
koneénd koncentrace) a endo F (7 jednotek/ml, koneéna
koncentrace). Podminky endo H ozetfeni byly stejné s tou
vyjimkou, Ze SDS koncentrace byla 0,5 % (hmotn./obj.) a endo H
byla pouZita v koncentraci 1 pg/ml. Vysledky s endo F byly
stejné jako s N-glykanadzou, zatimco endo H byla na &isténém
SCF materiadlu netdinna.

Zavéry, které lze z vysledkn odvodit, jsou popséany dale
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pro pokusy s glykosidazou. Rizna osetrenf s N-glykanazou
(ktera odstranuje jak komplex tak vysoce manosovy N-zesit&ny
karbohydrat (Tarentino a spol., Biochemistry 24,

4665-4671) (1985)), endo F (pusobici stejné jako N-glykanaza
(Elder a Alexander, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 79, 4540-4544
(1982)), endo H (odstranujici jak vysokou manosu tak urédity
hybridni typ N-zesité&ného karbohydratu (Tarentino a spol.,
Methods Enzymol. S0C, 574-580 (1978)), neuraminidazou
(odstranujici zbytky sialové kyseliny) a O-glykanazou
(odstrafnujfci ur&ité O-zesiténé karbohydraty (Lambin a spol.,
giochem.Soc.Trans.IZ, 599-600 (1984)) potvrzuji, Ze: jsou
pritomny jak N-zesiténé tak O-zesiténé karbohydraty, nejvetsi
podil N-zesfté&ného karbohydratu je komplexniho typu a je
piritomna sialovad kyselina, kde alesponn &4st je ve formé
O-zesiténych skupin. Né&které Gtdaje o moZnych mistech
N-zesft&ni mohou byt ziskidny z aminokyselinovych sekvenénich
ddajua (prfiklad 2). Skute&nost, 2e osetreni N-glykanazou, endo
F a N glykandzou/neuraminididzou miZe prevést heterogenni
materidl jak je zrejmé podle SDS-PAGE na rychle migrujici
formy, které jsou homogenné&jii, je v souladu se zaAvérem, Ze
v3echen materidl predstavuje stejny polypeptid, s
heterogenitou zpisobenou heterogenitou pri glykosylaci. Je
také pozoruhodné, Ze nejmen3{ formy ziskané kombinovanymi
o3etfenimi s raiznymi glykosylazami, jsou v rozmezi Mr 18000 a2
20000 vzhledem k markeram hmotnosti pouZitym v SDS-PAGE..

Potvrzeni, 2Ze difd;né migrujici materiidl kolem polohy M
31000 na SDS—PAGE predstavuje biologicky aktivn{ material,
ktery mad stejny polypeptidovy retézec, je dano skute&nosti, 2Ze
aminokyselinové sekvenéni Gdaje ziskané z materialu
migrujiciho v této oblasti (nap. po elektroforetickém
transferu a osetfen{ bromkyanem, priklad 2) odpovidaji tém,
které byly demostrovany pro izolovany gen, jehoZ exprese
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rekombinantnf{ DNA vede k biologicky aktivnimu materialu
(priklad 4).

Priklad 2
Aminokyselinovad sekvenéni analyza savéiho SCF

A. Vysoce u¢innd kapalinovd chromatografie s reverzni fazi
(HPLC) &isté&ného proteinu

Pfiblizné S pg SCF &isténého- jako v pirikladu 1
(koncentrace = 0,117 mg/ml) se podrobi HPLC s reverzni f4zi za
pouzit{ Cs Gzké kolony (Vydac, otver 300 A, 2 mm x 15 cm).
Protein byl eluovidn linedrnim gradientem 97% mobilni faze A
(0,1% trifluoroctova kyselina)/3% mobilni faze B (90 %
acetonitrilu v 0,1% trifluoroctové kyseling) do 30% mobilni
faze A/70 % mobilni fadze B b&hem 70 min s nasledujici
isokratickou elucf{ po daliich 10 minut pfi prtatokové rychlosti
0,2 m! za min. Po odeé&tent slepéhb chromatogramu pufru se SCF
jevi jako jgdnotlivy symetricky pruh (pik) s retenénim &asem
70,05 min jak je uvedeno na obr. 10. Za téchto podminek nebyl
deteébvan 4ﬁhy hlavni pik kontaminujiciho proteihu.

B. Sekvenovani elektroforeticky transferovanych proteinovych
pruhu

SCF &isté&ny jako v prikladu { (0,5 az 1,0 mmol) se
nidsledujicim zpisobem o3etfi N-glykandzou, enzymem, ktery
specificky 3t&pf Asn-zesiténé karbohydritové skupiny
kovalentné pripojené k proteinum (viz priklad 1D). Sest ml
poolovaného materidlu ze frakci{ 4 az 6 z C4 kolony na obr. §
se su3i za vakua. Pak se prida 150 pl 14,25 mM CHAPS, 100 mM
2-merkaptoethanolu, 335 mM fosfore&nanu sodného, pH 8,6 a
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inkubace se provadd{ 95 minut pfi 37 °C. Prid4 se 300 pl 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 tloustka, 20 x
20 cm). Proteinové pruhy v gelu se elektroforeticky prfenesou
do polyvinyldifluoridu (PVDF, Milipore Corp.) za pouziti 10 mM
Caps pufru (pH 10,5) pri konstantnim proudu 0,5 A po 1 h
(Matsudaira, J.Biol.Chem., 261, 10035-10038 (1987)).<gfenesené
proteinové pruhy se vizualizuji pomoci Coomasie Blue. Pruhy
jsou pifitomny pifi Mr -29000-33000 a Mr - 26000, tj.
deglykosylace byla jen &asteéna (priklad 1D, obr. 9); dfivejsi
pruh predstavuje neitépeny materiidl a pozdéjs{ predstavuje
material, ¥ kterého je odstranén N-zesitény karbohydrat. Pruhy
byly vyziznuty a primo vloZeny (40% pro Mr 29000-33000
proteinu a 80% pro Mr 26000 proteinu) na proteinovy sekvenator
(Applied Biosystems Inc., model 477). Analieg’proteinové
sekvence byla provedena za pouziti programi doporudenych
vyrobcem (Hewick a spol., J.Biol.Chem., 256 7990-7997)) a
uvolnéné fenylthiohydantoinylaminokyseliny byly analyzovany
on—-line za pouZiti{ mikrootvorové Cigs HPLC s reverzni fazi. Oba
pruhy neddvaji signdly pro 20 aZ 28 sekvenéni cykly, co2
potvrzuje, Ze jsou oba nesekvenovatelné metodou, vyuzivajici
Edman chemie. ZAkladni hladina kaZzdého sekvenovani byla mezi
1-7 pmol, a je daleko niz%i neZ mnoZstvi proteinu prfitomné v
pruhu. Tyto ddaje potvrzuji, 2e protein v pruzich byl
Aﬁkoncové blokovan.

C. In situ CNBr stépeni elektroforeticky transferovaného
proteinu a sekvenovani

2&0 potvrzeni, Ze protein byl skuteéné blokovan, byla ze
sekvendtoru odstranéna membridna (84st B) a bylo provedeno
3tépeni bromkyanem in situ (CNBr 5 % hmotn./obj.) v 70%
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kyseliné mravené¢i 1 h pfi 45 °C) s nasledujicim susenim a
sekvenéni analyzou. Byly deteg@vény silné sekvenéni signéaly,
predstavujici{ vnitfni peptidy ziskané ze stépeni
methionylpeptidové vazby pomoci{ CNBr.

Oba pruhy poskytuji identické sm&sné sekvenéni signaly
uvedené dile v prvnich pé&tu 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 cyklu.
Pocdtedni vyt&zky byly 40-11S pmol pro Mr 26000 pruh a 40 az
150 pmol pro Mr 29000-33000 pruh. Tyto hodnoty jsou
srovnatelné s pivodnim molarnim mnoZstvim proteinu vloZenym do
sekvendtoru. Vysledky potvrzuji, Ze proteinové pruhy,
odpovidajici SCF, obsahuji blokovany N-konec. Postupy pouzité
pro ziskani potfebnych sekvendnich informaci pro N-koncové
blokované proteiny zahrnujf: a) odblokovani N-konce (viz sekce
D), a b) zisk4ni peptidu vnitfnim 3tépenim pomoci CNBr (viz
sekce E), trypsinem (viz sekce F) a Staphylococcus aureus
(kmen V-8) protedzou (Glu-C)(viz sekce G). Sekvené&ni analyza
maZe byt provedena po odstranéni blokované N-koncové .
aminokyseliny nebo po izolaci peptidovych fragmenta. Piriklady
jsou podrobné& popsany dale.

D. Sekvenéni analyza faktoru BRL kmenovych bunék po zpracovani
s pyroglutamovou kyselinou—-aminopeptidazou
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Predpovédét chemicky charakter blokujici skupiny pritomné
na amino zakoné&eni SCF bylo obtiZné. Blokovadni muZe byt
post-translaé¢ni in vivo (F.Wold, Ann.Rev.Biochem., 50, 783-814
(1981)) nebo miZ%e vznikat in vitro b&hem &i3téni. Obvykle jsou
nejdastéji pozorovany dvé post-translaéni modifikace. Muze
probihat acetylace ur&itych N-koncovych aminokyselin jako je
Ala, Ser, atd., katalyzovanid N-a-acetyltransferdzou. Toto muze
byt potvrzeno izolaci a analyzou hmotovou spektrometrii
N-koncové blokovaného peptidu. Jestlize je aminozakondéenim
peptidu glutamin, miZe probihat deaminace jeho gama-amidu.
Mize pak probihat cyklizace, zahrnujici gama-karboxyléat a
volny N-konec za vzniku pyroglutamiatu. Pro detekci
pyroglutamatu mize byt pouzit enzym pyroglutaméat
aminopeptidéza. Tento enzym odstrafnuje pyroglutamatovy zbytek,
gtepici volny aminokonec u druhé aminokyseliny. Pro
sekvenovani miZze byt uzito Edmanovy chemie.

SCF (&istény jako v piikladu 1, 400 pmol) v 50 mM sodném
fosfatovém pufru (pH 7,6, obsahujici dithiothreitol a EDTA)
byl inkubovan s 1,5 jednotkami pyroglutamova
kyselina-aminopeptiddazy telecich jater (pE-AP) po 16 h pzi 37
°C. Po reakci byla smés pfimo vloZena do proteinového
sekvenatoru. Hlavni sekvence byla identifikovaina po 46
cyklech. Po&ate&n{ vytéiek byl asi 40 % a opakovany vytézek
byl 94,2 %. N-termindlni sekvence SCF zahrnujici N-koncovou
pyroglutamovou kyselinu je:

PE-AP misto &tépeni
10
pyroGlu—Glu-I1e—Cys—Arg—Aso—Pro—Val-Thr—Asp—ASn—Va1—Lys—Asp—
20
-'I1e~Thr—Lys-Leu—Va1—A1a—Asn—Leu-pro—Asn—Asp—Tyr—Met—Ile—Thr-
30 40
— Leu-Asn-Tyr—-Ala-Gly-Met—-Asp-Val-Leu-Pro-Ser-His-xxx~Trp-
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~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 peptidad

SCF ¢&istény jako v prikladu 1 (20-28 pg), (1,0-1,5 nmol)
byl zpracovan s N-glykanazou jakfje popsadno v prikladu 1. V
tomto pripadé byla preména na mgzerial Mr 26000 kompletni.
Vzorek byl su%en a 3tépen CNBr a 70% kyselin& mraven&i (S%) po
18 h pri teploté mistnosti. Po 3tépeni byl materidl zredén
vodou, susen a znovu rozpudtén v 0,1% trifluoroctové kyseling.
CNBr peptidy byly odd&leny HPLC s reverzni fazi za pouZiti Cs4
uzké kolony za eluénich podminek stejnych jak jsou popsény v
sekci A tohoto prikladu. Né&které hlavni peptidové frakce byly
izolovany a sekvenovany a vysledky jsou sumarizovany

nadsledovné:
Peptid retenéni

¢as (min) sekvence?4
CB-4 15,8 L-P-P~-~
CB-61 22,1 a. I-T-L-N-Y-V-A-G-(M)

b. V-A-S-D-T-S-D-C-V-L-SA Y yL-G-
P-E-K-D-S-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-152 43,0 E-E-E-A-P-K-N-V-K-E-S-L-K-K-P-T-

~R-(E) -F~T-P-E-E-F~F-$-I1-F-D3-R-S~
—I-D-A----—~




SO

CB-14 37,3

CB-16 oba peptidy obsahuji sekvenci
CB-15

1. Nebyly detgﬁ%vany aminokyseliny v polohich 12, 13 a 25.
Peptid b nebyl sekvenovédn na konci.

2. (N) v CB-15 nebyl dete®ovan, byl odhadnut jako potencidlni
misto N-glykosylace. Peptid nebyl na konci sekvenovén.

3. Ozna&ené misto, kde Asn miZe byt preveden na Asp
N-glykanidzovym odstranénim N-pripojeného 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 Gin, R Arg, S Ser, T Thr, V Val, W Trp
a Y Tyr.

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

SCF ¢&istény jako v prikladu 1 (20 pg ve 150 pl O,1IM
hydrogenuhliéitanu amonného) byl 3stépen 1 pg trypsinu pri 37
°C po 3,5 h. Material byl ihned preveden do uzké Cs HPLC za
pouziti eluédnich podminek jak jsou popsény v sekci A tohoto
prikladu. Viechny eluované peptidové piky mély retenéni ¢&asy
odlisiné od nestépeného SCF (Sekce A). Sekvenéni analyza
izolovanych peptidu je uvedena dale:

Peptid retenéni
éas (min) sekvence*
T-1 7,1 E-S-L-K-K~-P-E-T-R

T-21 28,1 V-S-V-(_)-K
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T-3 - 32,4 I-V-D-D-L-V-A-A-M-E~E-N-A-P-K
T-42 40,0 N-F-T-P-E-E-F-F-S-I-F-(_)-R
T-53 46,4 a.L-V-A-N-L-P-N-D-Y-M~I-T-L-N-Y-V-A-G-

- M-D-V-L-P-S-H-C-W-I-R
b.S-I-D-A-F~-D-F-M-V~A-S-D-T-S-D-C-V-
- L-8-(_) - () -L-G----~

T-74 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~-1-
- F-D-R

1. Aminokyselina v poloze 4 nebyla oznacena

2. Aminokysela v poloze 12 nebyl uréena.
Aminokyseliny v polohadch 20 a 21 v 6 peptidu T-5 nebyly
identifikovany, byly odhadem uré&eny jako mista O-pfipojeni
cukru.

K

4. Aminokyselina v poloze 10 nebyla deteé6véna, byla
povazZzovidna za Asn vzhledem k potencidlnimu N-vidzanému
glykgsylaé¢nimu mistu. Aminokyselina v poloze 21 nebyla
detﬁzﬁvéna.

G. Izolace a sekvenovani peptida faktoru BRL kmenovych bunék
po Stépeni S.aureus Glu- C protedzou

SCF ¢istény jako v prikladu | (20 pg ve 150 pl 0,1IM
hydrogenuhlig&itanu amonného) bylo podrobeno stépeni Glu-C
protedzou pri poméru protedza-substrat 1:20. Stépeni bylo
provadéno pri 37 °C po 18 hodin. Material byl ihned oddé&len Cj
HPLC s uzkou kolonou s reverzni fazi. Bylo odd&leno pét
hlavnich peptidovych frakci a tyto byly sekvenovany:

Peptid retenéni
¢as (min) sekvence4
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S-1 S,1 N-A-P-K-N-V-K-E

S-21 27,7 §-R-V-S-V-(_)-K-P-F-M-L-P-P-V-A-(A)

S$-32 4,3 nedetegovana Z4dna sekvence

S-53 71,0 S-L-K~-K-P-E-T-R-N~-F-T-P-E-E-F-F-S-1-F~
- (N)-R-S-I1-D-A-F~-K~D-F-M-V-A-S-D

S-63 72,6 $-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 ur&ena, mohlo
by to byt misto pripojeni O-vazaného cukru. Ala v poloze
16 S-2 peptidu byl detggbvén v nizkém vytézku.

2. Peptid S-3 muze byt N-koncivé blokovany peptid odvozeny od
N-konce SCF.

3. N v zavorkach oznaduje potencidlni misto pripojeni

N--vdzaného cukru.

H. Sekvenéni analyza faktoru BRL kmenovych bunék po Stépeni
BNPS-—-skatolem

SCF2 (2 pg) v 10 mM hydrogenuhligitanu amonném byl zcela
vysusen vakuovym odstfedovanim a pak znovu rozpuitén ve 100
pul ledové kyseliny octové. 10ti az 20ti nasobny prebytek
BNPS—-skatolu byl pridan k roztoku a smés byla inkubovéna pri
50 °C po 60 min. Reakéni smé&s pak byla su3ena vakuovym
odstredovanim. Suseny zbytek byl extrahovan 100 pl vody.

vyse. Byla detegovéana nésledujici sekvenﬁe:
1 - 10
Leu—Arg—Asp—Met-Va1—Thr—His—Leu—Ser-Va1-Ser—Leu—Thr—Thr—Leu—Leu—'
20 20
-—Asp—Lys—Phe—Ser—Asn—Ile—Ser—Glu—Gly—Leu—Ser—(Asn)—Tyr~Ser—Ile-Ile—
40

Spojené extrakig/pak byly podrobeny sekvgnéni analyze popsané




— Asp-Lys-Leu-Gly-Ile-Val-Asp———-

Poloha 28 nebyla pozitivné ur&ena, byla uréena jako Asn
jako potencialnf{ misto N-navizané glykosylace.

Podil SCF proteinu (500 pmol) byl pufrem preveden do 10
mM octanu sodného, pH 4,0 (celkovy objem 90 pl) a byl pridan
Brij-35 v koncentraci 0,05% (hmotn./obj.). 5 pl podifl byl
odebrédn pro kvantifikaci proteinu. 40 pl vzorku bylo zredéno
na 100 pl vy3e popsanym pufrem. Byla pridana karboxypeptidaza
P (z Penicillium janthinellum) p#i pomé&ru enzym-substrat
1:200. Stépeni bylo provadéno pri 25 °C a byly odebirany 20 el
podily za 0, 1S, 30, 60 a 120 min. Stépeni bylo ukon&eno v
kazdé dobs pridanim trifluoroctové kyseliny v celkové
koncentraci 5 %. Vzorky byly susSeny a uvolnéné aminokyseliny
byly derivatizovany reakci{ s Dabsylchloridem
(dimethylaminobenzensulfonylchlorid) v 0,2M NaHCO3 (pH 9,0)
pri 70 °C po 12 min (Chang a spol., Methods Enzymol., 90,
41-48 (1983)). Derivatizované aminokyseliny (jedna sestina
kazdého vzorku) byly analyzovany HPLC s uzkou kolonou s
reverzni fdz{ s modifikaci postupu podle Changa a spol.
(Techniques in Protein Chemistry, T. Hugli vyd., Acad.Press,
NY (1989), str. 305-311). Kvantitativnf slozeni, odpovidajici
uréité dobé& bylo ziskdno porovnanim standarda derivatizovanych
aminokyselin (1 pmol). V dob& 0 byl detegovan kontaminujici
glycin. Alanin byl jedinou aminokyselinou, kteri stoupala s
inkubaénim &asem. Po 2 hodin&ch inkubace byl Ala detigbvan \%
celkovém mnozstvi 25 pmol, ekvivalentni 0,66 mol Ala
uvolnéného na mol proteinu. Vysledek indikuje, ze prfirodni
savé{ SCF molekuly obsahuji Ala na svém karboxylovém konci,
coz je v souladu se sekvendni analyzou O-koncového peptidu,
S-2, ktery obsahuje C-koncovy Ala. Tento zavér je také v
souladu se zndmou specifikou karboxypeptid4azy P (Lu a spol.,
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J.Chromatog. 447, 351-364 (1988)). Napriklad 3tépeni probiha,
jestlize je predpovézena sekvence Pro-Val. Peptid S-2 mél
sekvenci S-R-V-S$-V-(_)-K-P-F-M-L-P-P-V-A-(A) a bylo
predpokladano, Ze je C-koncovym peptidem SCF (viz téz sekce J
tohoto pxfkladu). C-koncova sekvence ———P-V-A(A) omezuje
protedzové 3tépeni pouze na alanin. Aminokyselinové slozeni
peptidu S-2 indikuje prfitomnost ! Thr, 2 Ser, 3 Pro, 2 Ala, 3
Val, 1 Met, 1| Leu, 1 Phe, | Lys a 1 Arg, celkem 16 zbytku.
Detekce 2 Ala zbytka indikuje, Ze zde mohou byt dva Ala zbytky
na C-konci tohoto peptidu (viz tabulka v sekci G). BRL SCF je
tak zakondéen Ala 164 nebo Ala 16S.

J. Sekvence SCF

Kombinaci vysledki ziskanych ze sekvenéni analyzy (1)
intaktniho faktoru kmenovych bunék po odstrané&ni jeho
N-terminadlni pyroglutamové kyseliny, 2) CNBr peptida, 3)
trypsin peptida a 4) Glu-C peptidazovych fragmenta, N-koncové
sekvence a C-koncové sekvence byly dedukovany (obr. 11).
N-koncova sekvence zaé¢inid u pyroglutamové kyseliny a konéi u
Met-48. C-koncovi sekvence obsahuje 84/85 aminokyselin (poloha
82 az 164/165). Sekvence od polohy 49 do 81 nebyla det%gbvana
v 24dném z izolovanych peptida. Nicméné sekvence byla
deteé%vana u velkého peptidu po BNPS-skatolovém stépeni BRL
SCF jak je popsano v sekci H tohoto prikladu. Z téchto dalsich
tdaju jakoZz i DNA sekvenci ziskanych z krysfho SCF (priklad 3)
mohou byt N- a C-koncové sekvence urdeny a celkovd sekvence
sestavena jak je uvedeno na obr. 11. N-konec molekuly je
pyroglutamova kyselina a C-konec je alanin jak je potvrzeno
$te&penim pyroglutamiat aminopeptidédzou a karboxypeptidézou P.

Ze sekvenénich udaja je zrejmé, Ze Asn-72 je
glykosylovan, Asn-109 a Asn-120 jsou pravdépodobné
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glykosylovdny v nékterych molekulach, ale v jinych ne. Asn-65
by mohl byt béhem sekvenéni analyzy detegovan a proto muze byt
jen &&steéné glykosylovan, pokud vibec je. Ser—142, Thr-143 a
Thr-155 predpovézené z DNA sekvence, nebyly detefbvany béhem
aminokyselinové sekvendni analyzy,a proto by mohly byt miSty
O-v4zaného karbohydridtového pripojeni. Tato potencialni mista
karbohydratového pripojeni jsou uvedena na obr. 11; N-vazany
karbohydrit je indikovadn polotuénymi pismeny v z&vorkach,
O-v4zany karbohydrat volnymi polotuénymi pismeny.

K. Analyza sloZzeni{ aminokyselin faktoru BRL kmenovych bunék

Materidl z Cs4 kolony na obr. 7 byl pripraven pro analyzu
slozeni aminokyselin zahu3ténim a pufrovou vyménou do 50 mM
hydrogenuhliditanu sodného.

Dva 70 pl vzorky byly oddélené hydrolyzovany v 6N HCI1,
obsahujic{ 0,1 % fenolu a 0,05 % 2-merkaptoethanolu prfi 11 °C
za vakua po 24 hodin. Hydrolyzaty byly suseny, rekonstituovany
v pufru na bazi citrdtu sodného a analyzovany za pouziti
iontovyménné chromatografie (Beckman Model 6300 analyzator
aminokyselin). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Pouziti 164
aminokyselin (ze sekvenénich proteinovych dat) pro vypoédet
sloZeni aminokyselin poskytuje lep3i predpovéd hodnot nez
pouziti 193 aminokyselin (jak je dedukovano z PCR odvozenych
DNA sekvenénich hodnot, obr. 14C).
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Tabulka 3
Kvantitativni slozeni aminokyselin v savéim SCF

sloZeni aminokyselin predpovidané

mol na mol proteinu! zbytky na molekulu?
Aminoky-
seliny pok.¢g.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 S
Ala 8,62 8,35 7/8 8
cys nd nd 4 S
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 19
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 i
Arg 4,93 4,99 S 6
celkem 158 158 164/165 193
vypoétena molekulovad hmotnost 18,4243

1. Vztazeno na 158 zbytka z proteinové sekvenéni analyzy (s
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vyjimkou Cys a Trp).

2. Teoretické hodnoty vypoétené z Gdaju proteinové sekvence
(A) nebo z udaju DNA sekvence (B).

3. Vztazeno na 1-164 sekvence.

Zahrnuti zn&mého mnoZstvi vnitfniho standardu do analyzy
aminokyselinového slozeni také umozfiuje kvantifikaci proteinu
ve vzorku, pro analyzovany vzorek byla ziskana hodnota 0,117
mg/mi.

Prfiklad 3
Klonovani gend pro krysi a lidsky SCF

A. Amplifikace a sekvenovani krysfch SCF cDNA fragmentu

Determinace aminokyselinové sekvence fragmentu krysiho
SCF proteinu umoZnila oznadit smiZenou sekvenci
oligonukleotida, specifickou pro krysi SCF. Oligonukleotidy
byly vyuzity jako hybridizaéni sondy ke zjistén{ krysi cDNA a
genomovych knihoven a jako Primery v pokusech amplifikovat
casti cDNA pouzitim polymerazové retézové reakéni (PCR)
strategie (Mullis a spol., Methods in Enzymol. 155, 335-350
(1987)). Oligonukleotidy byly syntetizoviny fosforamiditovou
metodou (Beaucage a spol., Tetrahedron Lett., 22, 1859-1862
(1981), McBridge 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,
obr. 12A predstavuje oligonukleotidy, které obsahuji sekvence
zjistitelné restrikénimi endonukledzami. Sekvence jsou zapsany
S'" => 3",

Krysi genomova knihovna, krysi jaterni genomova knihovna
a dvé BRL cDNA knihovny byly zjidtény pouzitim 32P-znacenych
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oligonukleotidovych sond, 219-21 a 219-22 (obr. 21A), jejichz
sekvence byly vztaZeny na aminokyselinové sekvence ziskané v
prikladu 2. fgdné SCF klony nebyly v tomto experimentu ziskéany
pouzitim standardnich metod cDNA klonovéani (Méniatis a spol.,
Molecular Cloning, Cold Spring Harbor 212-246 (1982)).

‘ V alternativnim pokusu jehoz vysledkem byla izolace
sekvence nukleové kyseliny pro SCF, se pouzila PCR technika. V
téchto metodach je oblast DNA vymezenad dvéma primery
amplifikovanad in vitro multiplikovanymi cykly replikace
katalyzovanymi vhodnou DNA polymerdzou (jako je Taql DNA
polymeraza) za pritomnosti deoxynukleosidtrifosfata v zarizen{
pro tepelné cykly. Specifita PCR amplifikace spo&iva na dvou
oligonukleotidovych primerech, které ohraniéuji DNA segment,
ktery ma byt amplifikovadn a hybridizovéan k protilehlému
fetézci. PCR s dvoustrannou specifitou pro jednotlivé DNA
oblasti v komplexu smési je dosazeno uzitim dvou primera se
sekvenci dosteténé specifickou pro tento region. PCR s
jednostrannou specifitou vyuzivad primer specificky pro jednu
oblast a druhy primer, ktery maZe za&inat v cilovych mistech
pfitomnych na mnoha nebo v3ech DNA molekulach ve smési (Loh a
spol., Science, 243, 217-220 (1989)).

DNA produkty usp&sné PCR amplifikaéni reakce jsou zdrojem
informace o DNA sekvenci (Gyllesten, Biotechniques, 7, 700-708
(1989)) a mohou byt vyuzity k vyrobé znaé¢enych hybridnich
sond, majicich vétsi délku a vy3si specifitu nez
oligonukleotidové sondy. PCR produkty mohou také byt znadéeny,
se vhodnou primerovou sekvenci,.ke klonovani do plasmidovych
vektora, které dovoluji expresi kodovaného peptidového

produktu.

74kladni strategie pro ziskani DNA sekvence krysi SCF
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cDNA "je naértnuta na obr. 13A. Malé Sipky indikuji DNA
sekvenéni reakce. PCR 90,6 a 96,2, ve spojeni s DNA
sekvenovanim, byly pouzity k ziskdni &4steéné nukleokyselinové
sekvence pro krys{ SCF cDNA. Primery pouZité v téchto PCR byly
smisené oligonukleotidy vztaZené na aminokyselinové sekvence
uvedené na obr. 11. Pouzitim sekvenéni informace ziskané z PCR
96,6 a 96,2, unikatné sekvenéni primery (224-27 a 224-28, obr.
12A) byly vyrobeny a pouZity v ndsledujici 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 ziskidna v PCR 90,4. DNA sekvence pro zbytek kodujiciho
regionu krysi SCF cDNA byla ziskana z PCR produktu 630,1,
630,2, 84,1 a 84,2, jak je popsédno dale v sekci C tohoto
prikladu. Techniky pouZité pro ziskdni krysi SCF cDNA jsou
popsany déle.

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

Prvni retézec cDNA byl syntetizovan pouZitim 1 pg BRL
poly+ RNA jako templatu a (dT)i12-18 jako primeru v souladu s
doplnénym enzymem, Mo—-MLV reverzni transkriptdzou (Bethesda
Research Laboratories). Degradace ret&zce RNA byla provedena
pouzitim 0,14M NaOH pri 84 °C za 10 minut nebo inkubaci ve
vrouci vodni lazni 5 minut. Prfebytek octanu amonného byl
pridan pro neutralizaci roztoku a cDNA byla nejprve
extrahovana fenol/chloroformem, pak extrahovéana
chloroformem/isoamylalkoholem a pak vysré4Zena ethanolem. Pro
umoznéni oligo(dC)-primerd v PCR s jednostrannou specifitou,
byl poly(dG) konec pridadn na 3' konec &4sti prvniho retézce
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cDNA- terminsdlni transferdzou z teleciho thymu (Boehringer
Mannheim) jak bylo popsano drive (Deng a spol., Methods
Enzymol., 100, 96-103 (1983)).

Pokud neni v dalsich popisech, které nasleduji, jinak, je
denaturaéni krok v kazdém PCR cyklu provadén pri 94 °C 1
minutu a elongace byla pri 72 °C 3 nebo 4 minuty. Teplota a
trvani chlazeni byla razn4 podle PCR, é&asto predstavuji
kompromis vztazeny na odhad potreby nékolika rozdilnych PCR
provedenych souéasné. JestliZe primerové koncentrace byly
snizeny pro snizen{ akumulace primerovych artefakta (Watson,
Amplifications, 2, 56 (1989)), je indikovéana delsi doba
anelace, kdy? byla koncentrace PCR produktu vysok4, byla
pouzita krat3i doba a vys3i koncentrace primerd pro zvyseni
vytézku. Vyznamnym faktorem v urdeni teploty anelace byl odhad
Ta 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 ziskény od jednoho ze tfi vyrobcu:
Stratagene, Promega nebo Perkin-Elmer Cetus. Reaktanty byly
pouzity podle doporuéeni vyrobce. Amplifikace byla provedena v
zatfzeni pro DNA tepelné cykly Coy Tempcycle nebo Perkin-Elmer
Cetus.

Amplifikace SCF cDNA fragmentd byla obvykle zkousena
elektroforézou na agaréiovém gelu za pritomnosti
ethidiumbromidu a vizualizace fluorescenci DNA pruhd
stimulované ultrafialovym zafenim. V nékterych pripadech, kde
byly malé fragmenty anticipovany, byly PCR produkty
analyzovany elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Ovéreni
toho, 2e pozorované prouzky reprezentuji SCF cDNA fragmenty
bylo ziskano pozorovanim prislusnych DNA prouzka nasledujicich

amplifikaci s jednim nebo vice vnitfné usazenymi primery.
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Kone&¢né ovéreni bylo uskuteénéno dideoxysekvenovanim (Sanger a
spol., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 74, 5463-5467 (1977) PCR
produktd a srovnani predpokladanych translaénich produktu se
sekvenéni informac{ SCF peptidu.

V po&ateénich PCR experimentech byly pouzity smisené
oligonukleotidy zaloZené na SCF proteinové sekvenci (Gould,
Proc.Natl.Acad.Sci. USA, 86, 1934-1938 (1989)). Dale jsou
popsany PCR amplifikace, které byly pouzity k ziskang DNA
sekven3ni{ informace Pro krysi cDNA kodujici aminokyseliny -25
az 162,

V PCR 90,6, byla BRL cDNA amplifikov4na se 4 pmol 222-11
a 223-6 v reakénim objegg 20 ul. Casti produktu PCR 90,6 byly
elektroforézovany na agaré%ovém gelu a byly pPozorovany prouzky
pribliZné ocekavané velikosti. Jeden pl PCR 90,6 produktu byl
amplifikovan dale se 20 pPmol primeru 222-11 a 223-6 v 15
cyklech, anelovan pri 45 °cC, Cast tohoto produktu byla pak
podrobena 25 cyklum amplifikace za pritomnosti Primert 222-11
a 219-25 (PCR 96,2), poskytla pak pruh jednoho hlavniho
produktu pri elektroforéze na agarozovém gelu. Asymetricka
amplifikace produktu PCR 96,2 se stejnymi dvéma Primery
produkovala templaty, které byly pak Uspésna sekvenovany.
Dalsi selektivnt amplifikace SCF sekvenci v produktu 96,2 byla
pProvedena PCR amplifikaci produktu za pfitomnosti 222-11 a
usazenéo primeru 219-21. Produkt této PCR byl pouzit jako
templat pro asymetrickou amplifikaci a vyrobu radiocaktivng
zZnac¢enych sond (PCR2). '

d;zolovéni S' konce cDNA krysiho SCFX byly primery,
obsahujici (dC)n sekvence, komplementarni k poly(dG) koncum
cDNA, vyuzity jako nespecifické primery. SCF 90,3 obsahuje

(dC)12 (10 pmol) a 223-6 (4 pmol) jako primery a BRL cDNA jako
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templAt. Reakéni produkty vytvareji agregity vysoké molekulové
hmotnosti, zastavajici v jamkadch pri elektroforéze na
agarozovém gelu. Jeden pl produkovaného roztoku byl dale
amplifikovdn za pritomnosti 25 pmol (dC)i2 a 10 pmol 223-6 v
objemu 25 pl v 15 cyklech, anelovan pri 45 °C. Pul ui tohoto
produktu bylo pak amplifikovano po 2S5 cykld s vnitfné usazenym
primerem 219~-25 a 201-7 (PCR 96,6). Sekvence 201-7 je
znazornéna na obr. 12C. Pri elektroforéze na agarozovém gelu
nebyly pozorovdny 24dné pruhy. Bylo provedeno 25 dalzich cykla
PCR prfi 40 °C, po ktery h byl pozorovan jeden prominentni
pruh. Bylﬁ proveden¢ }uxpl;§§g§zntﬂ podle Southerna a byl pak
pozorovan jeden vyrazny hybridizovany pruh. Dalsich 25 cyklu
PCR (625,1), pri 45 °C, bylo provedeno za pouziti 201-7 a
usazeného primeru 224-27. Sekvenovani bylo provedeno po
asymetrické amplifikaci prostfednictvim PCR , ziskaly se
sekvence, které obsahovaly po domnélém aminokonci
predpoklidanou signdlni peptid kodujici sekvenci pre—~SCF. Tato
sekvence je vyuzZita k oznadeni oligonukleotidového primeru
227-29, obsahujiciho 5' konec kodujiciho regionu cDNA krysiho
SCF. Obdobné 3' DNA sekvence, kon&ici na aminokyseling 162
byla ziskédna sekvenovanim PCR 90,4 (viz obr. 13.A).

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

Sondy ziskané z PCR amplifikace cDNA, kodujici krysi SCF
jak je popsédno vy3e v &4sti A, byly pouzZity k prohledani
knihovny, obsahujici krys{ genomové sekvence (ziskané od
CLONTECH Laboratories, Inc., katalogové &islo RL1022 3).
Knihovna byla konstruovdna v bakteriofédgovém lambda vektoru
EMBL-3 SP6/T7 uzitim DNA ziskané z dospé&lého samce krysy
Sprague-Dawley. Knihovna, jak je charakterizovédna dodavatelem,
obsahuje 2,3 x 106 nezavislych klonu s prumérnou inzertni
velikost{ 16 kb.
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PCR byla pouzita ke generovani 32P-znacéenych sond
pouZitych ve screeningu genomové knihovny. Sondy PCR 1|
(obr.13A) byly pripraveny v reakci, kter4d obsahuje 16,7 pM
32P(alfa)-dATP, 200 puM dCTP, 200 pM 4dGTP, 200 pM dTTP, reakéni
pufr doporuéeny Perkin Elmer Cetus, Taq polymerazu (Perkin
Elmer Cetus) pri 0,05 jednotek/ml, 0,S pM 219-26, 0,05 pM
223-6 a 1 pl templatu 90,1, obsahujicim cilovd mista pro dva
primery. Sonda PCR 2 byla vytvorena pouzitim stejnych
reakénich podminek, pouze primery a templat byly zménény.
Sonda PCR 2 byla vyrobena pouZitim 0,5 puM 222-11, 0,S pM
219-21 a | pl templatu odvozeného z PCR 96,2.

Priblizné 106 bakteriofagu bylo umisténo na plotnu jak
popisuje Maniatis a spol. (supra (1982)). Plaky byly
transferovdny na GeneScreen PlusT¥ filtry (22 cm x 22 cm,
NEN/DuPont), které byly denaturovany, neutralizovany a suseny,
jak je popsdno v protokolu od vyrobce. Z kazdé plotny byly
provedeny dva prenosy na filtr.

Filtry byly prehybridizovany v IM NaCl, 1% SDS, 0,1%
albuminu hovéziho sé}a, 0,1% ficollu, 0,% polyvinylpyrrolidonu
(hybridizaé&n{ roztok) po dobu priblizné& 16 h pri 65 °C a
skladovany prfi -20 °C. Filtry byly transferovany do é&erstvého
hybridizaéniho roztoku, obsahujiciho 32P-~znadenou PCR sondu v
1,2x105 cpm/ml a hybridizovany 14 h p#i 65 °C. Filtry byly
vymyty v 0,9M NaCl, 0,09M citratu sodném, 0,1% SDS, pH 7,2
(promyvaci roztok) 2 hodiny prfi teploté mistnosti s
nasledujicim druhym promytim &erstvym promyvacim roztokem 30
minut pri 65 °C. Bakteriofigové klony z oblasti ploten,
odpovidajic{ radioaktivnim bodum, byly premistény z ploten a
znovu prohledany sondami PCR 1 a PCR 2.
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.DNA z pozitivnich kloni byla 3tépena restriké&nimi
endonukledzami MabHI, Sphl nebo Sstl a vysledné fragmenty byly
subklonovany do pUC119 a nasledné& sekvenovdny. Strategie pro
sekvenovani krysi{ genomové SCF DNA je schematicky znizornéna
na obr. 14A. Na tomto obrazku krivka nakreslenia nahore
predstavuje oblast krysi genomové DNA kodujici SCF. Mezery gﬁ
k¥ivce indikuji oblasti, které nejsou sekvenovany. Velké
ramecky predstavuji exony kodujiciho regionu SCF genu s
odpovidajici aminokySelinou uvedenou nad kazdym rémedkem.
Sipky predstavuj{ individuadlni oblasti, které byly sekvenovany
a pouZity k sestaveni souhlasné sekvence pro krysi SCF gen.
Sekvence pro krysi SCF gen je uvedena na obr. 14B.

Pouzitim PCR | sondy ke screeningu krysi genomové
knihovny byly izolovany klony, odpovidajici exonum, kéaujicim
aminokyseliny 19 ~ 176 SCF. Aby se ziskaly klony pro dalsi
exony kghujiciho regionu pro aminokyselinu 19, byla knihovna
screenovana pouzitim oligonukleotidovych sond 228 - 30. Stejna
sada filtra, jaka byla pouzita drive se sondou PCR 1, byla
prehybridizovidna jako predtim a hybridizovdna v hybridizaénim
roztoku, obsahujicim 32P-znadeny oligonukleotid 228-30 (0,03
picomol/1) pri 80 °C po 16 hodin. Filtry byly promyty v
promyvacim roztoku pri teploté mistnosti po dobu 30 min a
nidsledovné znovu promyty v &erstvém promyvacim roztoku pri 45
°C po dobu 15 minut. Bakteriofdgové klony z oblasti ploten,
odpovidajfci radioaktivnim boduim na autoradiogramech, byly
premistény z ploten a znovu screenovany sondou 228 az 30. DNA
z pozitivnich klona byla $té&pena restrikénimi endonukledzami a
subklonovidna jak bylo popsdno. Pouzitim sondy 228—30lby1y
ziskany klony, odpovidajici exonum, kodujicim aminokyseliny
-20 az 18.

Bylo provedeno nékolik pokust izolovat klony,
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odpovidajici exonu(um), obsahujicimu S'-netranslatovany region
Pro aminokyseliny -25 az -21}. Nebyly izolovany 24dné klony pro
tento region krysiho SCF genu,

C. Klonovani krysi cDNA Pro expresi v savéich bunkach

Saveéi bunééné expresni systémy byly vymy3leny pro
zjisténi toho, jsou-1li aktivni polypeptidové produkty krysiho
SCF schopny byt exprimovény a secernovany savé&imi bunkami.
Expresni systémy byly vymysleny pro expresi zkré4cenych verzi
krysiho SCF (SCF1-162 4 SCF1-164) 3 proteinu (SCF1-193)
predpovézenych z translace genové sekvence na obr. 14C.

Expresni vektor uzity v té&chto studiich byl "shuttle"
vektor, obsahujici pUC119, SV40 a HTLVI sekvence. Vektor byl
oznac¢en pro umoznéni autonomni replikace jak v E.coli tak v
sav&ich bunikdch a k expresi vlozZené exogenni DNA pod kontrolou
virovych DNA sekvenci. Tento vektor, oznadeny V19.8 v E.coli
DHS je uloZenv American Type Culture Collection, 12301
Parklawn Drive, Rockville, Md. (ATCC ¢. 68124). Tento vektor

je derivatem pSVDM19 popsaného v Souzov& US patenti &.
4810643, kter je zde uveden jako odkaz.

cDNA pro krysi SCF t-162 byla vlozena do plasmidového
vektoru V19.8. cDNA sekvence je uvedena na obr. 14C. cDNA,
kterd byla pouzita v této konstrukci byla syntetizovana v PCR
reakcich 630-1 a 630-2, jak ukazuje obr.13A. Tyto PCR
predstavuji{ nezdvislé amplifkace a vyuzivaji{ syntetickych
oligonukleotidovych primeru 227-29 a 227-30. Sekvence pro tyto
primery byly ziskany z PCR generované cDNA, jak je pops4no v
sekci A tohoto prikladu. Reaké&ni smés, 350 pl objem, obsahuje
1x reakéni pufr (z Perkin Elmer Cetus kitu), 250 puM dATP, 250
M dCTP, 250 pM dGTP a uM 250 uM dTTP, 200 ng
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oligo.(dT)-primované cDNA, 1 picomol 227-29, 1 picomol 227-30 a
2,5 jednotky Taq polymerazy (Perkin Elmer Cetus). cDNA byla
amplifikovana 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 té&chto prvnich kolech PCR amplifikace bylo
priddno 10 pikomol 227-29 a 10 picomol 227-30. Amplifikace
pokragovaly 30 cykly za stejnych podminek s vyjimkou toho, Ze
teplota chlazeni byla zmé&néna na S5 °C. Produkty PCR byly
3tépeny restrikénimi endonukledzami HindIII a SstII. V19.8 byl
shodn& HindIII a SstIl a v jednom pripadé byl stépeny
plasmidovy vektor podroben pusobeni teleci intestinédlni
alkalické fosfatazy, v jiném pripadé& byl dlouhy fragment ze
$tépen{ izolovan z agarového gelu. cDNA byla ligovéna do Vi9.8
pouziti, T4 polynukleotidové ligazy. Produkty ligace byly
transformovany do kompetentniho E.coli kmenu DHS jak bylo
popsano (Okayama a spol., suopra (1987)). DNA pripraveni z
jednotlivych bakteri&dlnich klonu byla sekvenovéna Sangerovou
dideoxymetodou. Obr. 17 predstavuje konstrukci V19.8 SCF. Tyto
plasmidy byly vyuzity k transfekci savéich bunék, jak je
popsadno v prikladu 4 a prikladu S.

Expresn{ vektor pro krysi SCF 1-16% byl konstruovan
pouzitim strategie podobné té, ktera byla pouzita pro
SCF1-162_  vye které cDNA byla syntetizovana pouzitim PCR
amplifikace a nasledn& vlozena do V19.8. cDNA pouzitd v
konstrukcich byla syntetizovana v PCR amplifikacich s V19.8,
obsahujfcich SCF1-162 cDNA (V19.8:SCF 1-162) jako templatem,
227-29 jako primerem pro 5'-konec genu a 237-19 jako primerem
pro 3'—konec genu. Dalsi reakce (50 pl), obsahujici !x reakéni
pufr 250 uM kazdého z dATP, dCTP, d4dGTP a dTTP, 2,5 jednotek
Taq polymerazy, 20 ng V19.8:SCF1-162 a 20 pocomol kazdého
primeru. cDNA byla amplifikovéna 35 cykld pouzitim denaturaéni
teploty 94 °C 1 minutu, teploté chlazeni 55 °C po 2 minuty a
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elongaéni teploté 72 °C po 2 minuty. Produkty amplifikaci byly
3tépeny restrikénimi endonukleidzami hindIII a SstlI a
inzertovadny do V19.8. Vysledny vektor obsahuje kodujici oblas
pro aminokyseliny -25 az 164 SCF ndsledovanou terminaénim
kodonem.

cDNA pro 193 aminokyselinami tvoreny krysi SCF (krysi
SCF 1-193 je predpovézen z translace DNA sekvence na obr. 14C)
byla také vloZena do plasmidového vektoru V19.8 pouzitim
postupu shodného s postupenm pouzitym pro krys{ SCF1-162, cDNA,
ktera byla pouzita v této konstrukci, byla syntetizovédna v PCR
reakcich 84.1 a 84.2 (obr. 13A) vyuzitim oligonukleot;6ﬂ227—9
a 230-25. Dvé reakce predstavuji nezavislé amplifikace,
za¢inajici z rostlinnych RNA preparata. Sekvence 227-29 byla
ziskdna cestou PCR reakci jak je popsano v sekvenci A tohoto
prikladu a sekvence pro primer 230-25 byla ziskadna z krysi
genomové DNA (obr.14B). Reaké&ni smés, SO0 pl objem, obsahovala
Ilx reakéni pufr (z kitu Perkin Elmer Cetus), 250 uM dATP, 250
uM CTP, 250 puM dATP, 250 puM dCTP, 250 uM d GTP a 250 uM dTTP,
200 mg oligo(dT)-primované cDNA, 10 pikomol 227-29, 10 pikomol
230-25 a 2,5 jednotek Taq polymerazy (Perkin Elmer Cetus).
cDNA byla amplifikovana v § cyklech za pouziti denaturaéni
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 poéste&nich
cyklech pokradovala amplifikace za stejnych podminek s tou
vyjimkou, Ze teplota chlazent byla zménéna na 60 °C. Produkty
PCR amplifikace byly Stépeny restrikénimi endonukleizami
HindIII a SstII. V19.9 DNA byla $tépena HindIII a SstII a
dlouhé fragmenty ze 3tépeni byly izolovany z agarozového gelu.
cDNA byla ligovana do V19.8 pouZzitim polynukleotidové
ligazy, X Produkty ligace byly transformovany do
kompetitivniho E.coli kmenu DHS a DNA pripraveni z
jednotlivych bakteridlnich klona byla sekvenovéna. Tyto
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pasmidy byly pouzity k transfekci savéich bunék v piikladu 4.
D. Amplifikace a sekvenovani PCR produktu lidské SCF cDNA

Lidska SCF cDNA byla zisk4na z hepatomalni bunééné linie
HepG2 (ATCC HB 8065) za pouziti PCR amplifikace jak je
zndzornéno na obr.13B. Zakladni strategie byla amplifikovat
lidskou cDNA PCR s primery, jejichZ sekvence byly ziskany z
krysi SCF cDNA .

RNA byla pripravena jak popisuje Maniatis a spol. (supra
(1982)). PolyA+ RNA byla pripravena pouzitim oligo dT celulozy
podle nadvodu vyrobce (Collaborative Research Inc.).

Prvni retézec cDNA byl pripraven jak je popséano vys$e pro
BRL cDNA s tou vyjimkou, Ze syntéza byla zadata 2 uM
oligonukleotidu 228-28, uvedeného na obr. 12C, ktery obsahoval
kratkou nahodilou sekvenci na 3' konci pripojenou k dels3{
unikdtni sekvenci. Unikatni sekvence z 228-28 poskytuje cilové
misto pro amplifikaci PCR s primerem 228-29 jako nespecifickym
primerem. Lidsk& cDNA sekvence pribuzni alesponn &4asti krysi SCF
sekvence byla amplifikovdna z Hep62 cDNA pouzitim primeru
227-29 a 228-29 (PCR 22,7, viz obr.13B, 15 cyklu chlazeni pri
60 °C nasledovanych 15 cykly chlazeni pri 55 °C).
Elektroforéza na agarozovém gelu ukizala nezretelné prouzky,
pouze skvrny patrné heterologni DNA. Dals{ preferovani
amplifikace sekvencti, tykajicich se krysi SCF cDNA byla
zkousena provedenim PCR s 1 pl produktu PCR 22.7 pouzitim
vnitrfné usazeného krysfho SCF primeru 222-11 a primeru 228-29
(PCR 24.3, 20 cyklu chlazeni pfi S5 °C). Znovu byly pozorovany
pouze heterogenni skvrny DNA produktu na agarozovych gelech.
Dvojstrannaspecificka amplifikace produktu PCR 24.3 s primery
222-11 a 227-30 (PCR 25.10, 10 cykla) dalo vzniknout jednomu
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prouzku majoritniho produktu stejné velikosti jako
odpovidajici krysi SCF cDNA PCR produkt. Sekvenovani
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 cyklu), pak s primery
224-25 a 227-30 (PCR 41.11)vyvolala jeden majoritni prouzek té
samé velikosti jako odpovidajfci{ krysi SCF produkt a po
asymetrické amplifikaci (PCR 42.3) poskytla sekvenci, ktera
byla vysoce homologni ke krysimu SCF, jestlize byl 224-24
pouzit jako sekvenéni primer. Unikatni sekvence
oligonukleotida cilenych pro lidskou SCF cDNA byly
syntetizovadny a jejich sekvence je uvedena na obr. 12B.

K z{ska&ni lidského proté&jsku krysi SCF PCR generované
kodujici sekvence, ktera byla pouzita ve studiu exprese a
aktivity, byla provedena PCR s primery 227-29 a 227-30 v 1 rl
PCR 22.7 produktu v reakénim objemu 50 pl (PCR 39.1).
Amplifikace byla provedena v zarizen{ Coy-Tempcycler. protoze
stupen odli3nosti mezi lidskou SCF cDNA a krysim SCF unik&tnim
primerem 227-30 byl neznamy, bylo pro prvni trfi cykly pouZito
vyraznéjs{ chlazeni (37 °C), pozdé&ji bylo chlazeno na 50 °C.
Prominentni prouZek stejné velikosti (okolo 590 bp) jako
krysi homolog se objevil a byl didle amplifikovian zredé&nim malé
davky produktu PCR 39.1 a PCR se stejnymi primery (PCR 41.1).
Protoze byl pozorovan vice nez jeden prouzek v produktech PCR

4'4, byla provedena dalsf PCR se vnitrfné usazenymi primery,
aby se determinovala alespon é4st jeho sekvence pred
klonovanim. Po 23 cyklech PCR s primery 231-27 a 227-29 (PCR
S1.2), byl patrny samostatny intenzivni prouzek. Asymetricka
PCR s primery 227-29 a 231-27 a sekvenovani potvrdily
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pritomnost lidské SCF cDNA sekvence. Klonovan{ PCR 41.1 SCF
DNA do expresniho vektoru V19.8 bylo provedeno tak, jak uz
bylo popséno pro krys{ PCR fragmenty v sekci C. DNA z
jednotlivych bakteriédlnich klonu byla sekvenovana Sangerovou

dideoxymetodou.
E. Klonovani genomové DNA lidskych faktoru kmenovych bunék.

PCR7 sonda ziskana z PCR amplifikace cDNA , viz obr.13B,
byla pouzita ke screeningu knihovny, obsahujici lidské
genomové sekvence. Ribosonda komplementarni k &¢4asti lidské SCF
cDNA, vi vyse, byla pouzita k rescreen{ggu pozitivnich plaku.
PCR 7 sonda byla prfipravena s produkteﬁ?CR 41 jako vychozim
materidlem (viz obr.13B). Produkt PCR 41.1 byl dale
amplifikov4n s primery 227-29 a 227-30. Vysledny 590 bp
fragment byl eluovan z agarééového gelu a reamplifikovén se
stejnymi primery (PCR 58.1). Produkty PCR §8.1 byly zredény
1000x S0 pl reak&ni smési, obsahujici 10 pmol 233-13 a
amplifikovany v 10 cyklech. Po pfidani 10 pmol 227-30 k
reakéni smési se PCR provadi ve 20 cyklech. Prida se dalsich
80 pmol 233-13 a reakéni objem se zvy3i na 90 pl a PCR
pokraduje v dalsich 15 cyklech. Reakéni produkty byly zredény
200krat v 50 pl reakéni smési, bylo pridano 20 pmol 231-27 a
20 pmol 233-13 a PCR byla provedena ve 25 cyklech za pouZiti
teploty chlazeni 48 °C v reakci 96.1. Pro pripravu 32P-znadené
PCR7 byly pouzity stejné reakéni podminky jako byly pouZity
pro vyrobu SCFl s nasledujicimi rozdily: v reakénim objemu SO
ul PCR 96.1 byla zfeddna 100krat, bylo pouzito S pmol 231-27
jako prosty primer a 45 cykla PCR bylo'provedeno s denaturaci
pfi 94 °C po | minutu, chlazeni 48 °C po 2 minuty a elongaci

pri 72 °C po 2 minuty.

Ribosonda, ribosonda 1, byla 32P-znadend jednoretézcova
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RNA komplementarni k nukleotidum 2-436 hSCF DNA sekvence
uvedené na obr. 15B. Ke konstrukci vektoru pro produkci této
sondy byl PCR 41.1 (obr.13B) produkt DNA 3tépen HindIII a
EcoRI a klonovan do polylinkeru plasmidového vektoru

PGEM3 :hSCF (Promega Madison, Wisconsin). Rekombinantnf{

PGEM3 :hSCF plasmidov4 DNA byla pak linearizovéana 3$tépenim
HindIII. 32P-znadend ribosonda 1| byla pripravena z
linearizované plasmidové DNA "runoff" transkripci s T7 RNA
polymerdzou v souladu s instrukcemi poskytovanymi Promegou.
Reakéni smés (3 pl ) obsahovala 250 ng liearizované plazmidové
DNA a 20 pyM 32P-rCTP (katalogové &. NEG-008H, New England
Nuclear (NEN)) se Z&dnou dalsi neznadenou CTF.

Lidsk4 genomov4 knihovna byla ziskédna ze Stratagene (La
Jolla, CA, katalog.&.:946203). Knihovna byla konstruovana ve
Fix II vektoru bakteriofagu Lambda pouZitim DNA prfipravené z
bélosské samiéi placenty. Knihovna jak je charakterizovéana
dodavatelem, obsahovala 2.106 primadrnich plakdt s prumérnou
velikosti inzertu vét3{ nez 15 kb. Priblizné& 106 bakteriofigu
bylo umfsténo na plotnu jak uvaddi Maniatis a spol. (Vyse
(1982)). Plaky byly transfektovidny do Gene Screen PlusTM
filtra (22 cm2, NEN/DuPont) podle protokolu vyrobce. Pro
kazdou plotnu byly provedeny dva transfekty na filtr.

Filtry byly prehybridizovidny v 6XSSC (0,9 M NaCl, 0,09 M
citrat sodny pH 7,5), 1% SDS pri 60 °C. Filtry byly
hybridizovany v &erstvém 6XSSC, 1% SDS roztoku, obsahujicim
32P-zna&enou PCR 7 sondu pri 2x105 cpm/ml a hybridizovany po
20 h pri 62 °C. Filtry byly promyty v 6XSSC, 1 % SDS po 16 h
pri 62 °C. Bakteriofdgové vyrezy byly prfemistény z plochy
plotny odpovidajici radioaktivnim bodum na autoradiogramech a
rescreenovany sondou PCR 7 a ribosondou 1. Rescreening sondou

PCR 7 byl proveden za podminek shodnych s podminkami pri
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pocateénim screeningu. Rescreening ribosondou 1 byl proveden
nidsledovné: filtry byly prehybridizovany v 6XSSC, 1 % SDS a
hybridizovany pri 62 °C po 18 h v 0,25M NaPOs, (pH 7,5), 0,25
M NaCl, 0,001 M EDTA, 1S % formamid, 7 % SDS a ribosonda pri
1X106 cpm/ml. Filtry byly promyvany v 6XSSC, 1 % SDS po 30 min
pri 62 °C a dale 1XSSC, 1 % SDS po 30 min pri 62 °C. DNA z
pozitivnivh klona byla $tépena restrikénimi endonukleazami Bam
HI, Sphl nebo Sstl a vysledné fragmenty byly subklonovany do
pUC119 a potom sekvenovany.

PouZitim sondy PCR 7 byly ziskany klony, obsahujici
exony, kodujic{ aminokyseliny 40-176 a tyto klony jsou uloZeny
v ATCC (deponé&. 40681). K ziskani klonu pro dalsi SCF exony
byla lidsk4d genomov4d knihovna screenovéana ribosondou 2 a
oligonukleotidovou sondou 235-29. Knihovna byla screenovana do
urc¢ité miry stejné jako prfedchozi s ndsledujicimi vyjimkami:
hybridizace sondou 235-29 byla provedena pri 37 °C a | h pri
44 °C.Pozitivni klony byly rescreenovany 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 vyrobé ribosondy 1 s nédsledujicimi vyjimkami: a)
rekombinantni pGEM3:hSCF plasmidova DNA byla linearizovéna
restrikéni endonukledzou Pvull (ribosonda 2) nebo Pstl
(ribosonda 3) a b) k syntéze ribosondy 3 bylapouzita SPé6 RNA
polymeraza (Promega).

Obr. 15A predstavuje strategii pouZzitou k sekvenovani
lidské genomové DNA. Na tomto obrazku kfivka nahoie
predstavuje oblast lidské genomové DNA kodujici{ SCF. mezery
ve krivce indikuji oblasti, které nebyly sekvenovany. Velké
ramecky predstavuji exony, kodujici oblast SCF genu s
odpovidajicimi kodovanymi aminokyselinami uvedenymi nad kazdym
rameckem. Sekvence lidského SCF genu je uvedena na obr. (5SB.
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Sekvence lidské SCF cDNA ziskané PCR technikou je uvedena na
obr. 15C.

F. Sekvence lidské SCF c¢DNA 5' oblasti

Sekvenovini produktu PCR primovanych dvéma genoveé
specifickymi primery, odhalilo sekvenci oblasti ohraniédené 3°'
koncem dvou primeru. Jednostranna PCR » jak ukazuje priklad
3A, mize prfinést sekvenci sousednichoblasti. Jednostranné PCR
bylo pouzito k poskytnuti sekvence 5'—netranﬁkatovatelné
oblasti lidské SCF cDNA .

Prvn{ rfeté&zec cDNA byl pripraven z poly+ RNA z lidské
buné&e¢né linie karcinomu méchyrfe 5637 (ATCC HTB 9) za pouziti
oligonukleotidua 228-28 (obr. 12C) jako primeru, jak popisuje
priklad 3D. Konec této cDNA s dG zbytky s nadsledujici
jednostrannou PCR cyklu amplifikaci pouZivajicich primeru,
obsahujfcich )dC)q sekvence v kombinaci se SCF —specifickymi
Primery, neposkytl cDNA fragmenty, poskytujici ve sméru (s")
zndmé sekvence.

Malé mnozstvi sekvené&ni informace bylo ziskano z PCR
amplifikace produktu syntézy druhého retézce Primovaného
oligonukleotidem 228-28. Nepripevnény 5637 Prvni rfetézec cDNA
popsany vyse (okolo 50 ng) a 2 pmol 228-28 byly inkubovany s
Klenow polymerizou a 0,6 mM kazdého 2z dATP, dCTP, dGTP a dTTP
Pri 10 az 12 °C po 30 minut v 10 pl IxNick~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 porad{ pouziti: 235-30,
5§%—14, 236-31 a koneé&ns 235-29) prinesly komplexni smas
produkta, které se jevily jako skvrny na agar6;ovém gelu.
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Vyznamné zvyseni SCF c¢DNA fragmenta bylo indikovano zvysenim
intenzity prouzku, specifického produktu pozorovaného, kdyz
srovnatelné objemy tuspéinych produkta jednostranné PCR byly
amplifikovany se dvéma SCF primery (227-29 a 235-29, napr.
poskytlo produkty 0 150 bp). Pokusy selektovat vyhodné rozmezi
Vellkostybroduktu rozstépenim skvrn na agarozovém gelu a
reamplifikaci PCR ve vétsiné pripadu neposkytlo dobre
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 neznimém misté S' kodujici oblasti vedle o&ek&vaného
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 32P znadeného
primeru 228-30. Vysledn4 sekvence bizi pro oznaéeni
oligonukleotidu 254-9 (obr. 12B). KdyZ tento 3' rizeny primer
byl‘pouzit v nadsledujici PCR v kombinaci s §' rizenymi SCF
primery, byly ziskany prouZky odekavané velikosti. Primé
sekvenovdni dle Sangera takovych PCR produktu poskytlo
nukleotidy 180 az 204 1lidské SCF cDNA sekvence, obr. 15C.

Za ucelem ziskani vice sekvenci na 5' konci hSCF cDNA .
byl prvni retézec cDNA pripraven ze 5637 polyA+ RNA (asi 300
rg) pouZitim SCF specifického primeru (2 pmol 233-14) v 16
ul reakéni smé&si, obsahujici 0,2 j. MMLV reverzni
transkriptdzy (ziskané z BRL) a 500 pM kazdé dNTP. Po
standardni fenol- -chloroformové a chloroformové extrakci a
srdZeni ethanolem (z IM octanu amonného), byly nukleové
kyseliny resuspendovany ve 20 pl vody, umistény do varici
vodné 14zné& na 5 minut, pak chlazeny s termindlni transferézou
za pritomnosti 8 uM dATP v pufru, obsahujicim CoCl2(Deng a Wu,
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Methods in Enzymology, 100, str. 96-103). Produkt (dA)n-koncem
opatrfeny prvni retézec cDNA byl &istén extrakci
fenol-chloroformem a srazen ethanolem a resuspendovan ve 20 nl
10 mM tris, pH 8,0 a | mM EDTA.

Obohaceni a amplifikace lidské&ho SCF, tykajici se §°'
koncovych fragmenta cDNA z asi 20 pg (dA)n-koncem opatrfené
5637 cDNA bylo provedeno nadsledovn&: po&ateénich 26 cykla
jednostranné PCR bylo provedeno za pritomnosti SCF
specifického primeru 236-31 a primeru nebo smési primeru,
obsahujici (dT)n sekvence u nebo blizké 3' konci, nap#iklad
primer 221-12 nebo smé&s primeru 220-3, 220~-4 a 220-11
(obr.12C). Produkty (! ul ) téchto PCR byly pak amplifikovany
ve druhé sadé& PCR, obsahujici primery 221-12 a 235-29. Prouzek
hlavniho produktu priblizné 370 bp byl pozorovadn v kazdém
pripadé analyzy na agarozovém gelu. Gelovy vyrez, obsahujici-
¢ast tohoto prouzku, byl vypichnut z gelu 3pic&kou Pasteurovy
pipety a premistén do suché mikrozkumavky. Bylo p#id4no 10 pl
vody a vyrez byl roztaven pri 84 °C v tavném bloku. PCR,
obsahujfci primery 221-12 a 235-29 (8 pmol oba) ve 40 pl bylo
naoé¢kovano 2 ul roztaveného, zredéného gelového vyrezu. Po 15
cyklech byl viditelny nepatrny difuzni prouzek priblizné 370
bp prfi analyz¥ na agarJ;ovém gelu. Gelové vyrezy, obsahujici
¢asti tohoto prouzku, byly vyimuty z gelu §pickou Pasteurovy
pipety a premistény do malé zkumavky pro odstredivku. 10 pl
vody bylo pridéno a vyrez byl roztaven pri 84 °C v topném
bloku. PCR, obsahujici primery 221-12 a 235-29 (8 pmol kazdy)
ve 40 pl byl nao&kovan 2 pl roztaveného, zredéného gelového
vyrezu. Po 15 cyklech byl pozorovan nepatrny difuznf prouzek
priblizné 370 bp pri analyze na agarozovém gelu. Asymetrické
PCR byly provedeny, aby se generoval horni a dolni konec
ret&zce sekvenovanych templatu: pro kaZdou reakci 4 pl PCR
reakéniho produktu a 40 pmol bud primeru 221-12 nebo primeru
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235-29 v celkovém reakénim objemu 10 pl bylo podrobeno 25
cyklam PCR (1 minuta, 95 °C, 30 sekund S5 °C, 40 sekund 72
°C). Primé sekvenovani 221-12 smé&si primovanych PCR produkta
(po standardni extrakci a ethanolovém srazZeni) se 32pP-znadenym
primerem 262-13 (obr.12B) poskytlo 5' sekvenci nukleotida
1-179 (obr. 15C).

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

Screening lidské genomové knihovny SCF
oligonukleotidovymi sondami neodhalil Z4dné klony, obsahujfici
znamou ¢4st prvniho kodujficiho enzymu. Pokus byl pak iniciovan
pouzitim jednostrané PCR techniky k amplifikaci a klonovani
genomovych sekvenci, obklopujfcich tento exon.

ProdlouZeni primerem teplem denaturované lidské
placentdrni DNA (ziskané od Sigma) bylo provedeno DNA
polymerézou (Klenow enzym, dlouhy fragment, Boehringer
Mannheim) za pouZiti ne-SCF primeru jako je 228-28 nebo 221-11
za nendroénych (nizk4 teplota) podminek jako je 12 °C, pro
usnadnéni primingu na velkém mnozstvi ruznych mist. Kazda
reakéni smés byla pak zred&na Sx do Taql DNA polymerazového
pufru, obsahujiciho Taql polymerdzu a 100 pM kazdého z dNTP a
elongace DNA rfetézci byla provaddéna pfi 72 °C po 10 minut.
Produkt byl pak obohacen prvni exonovou sekvenci pro faktor
kmenovych bunék pomoci PCR za pritomnosti SCF prvniho
exonového oligonukleotidu (jako je 254-9) a vhodhého ne~SCF
primeru (228—29'nebo 221-11). Elektroforéza na agarosovém gelu
odhalila, Ze vétsina produkta byla kratkych (mensich nez 300
bp). K obohaceni druht byla &4st kazdého agarosového gelového
prouzku odpovidajfciho délce vétsi nez 300 bp vyriznuta a
elektroforeticky eluovana. Po ethanolovém sriZeni a znovu
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rozpuitén{ ve vodé byly gelové preciiténé PCR produkty
klonovany do derivata pGEM4, obsahujicich Sfil misto jako
HindIII az Sfil fragment.

K%lonie byly screenovany 32P znadenym prvnim exonovym
oligonukleotidem SCF. Bylo identifikovano nékolik pozitivnich
koloni{ a sekvence inzertu byly ziskany Sangerovou metodou.
Vyslednd sekvence, kterid je v protisméru k prvnimu exonu pres
dohodnutou hranici exon-intron, do nejblizziho intronu, je

uvedena na obr. 15B.

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

opice a psa.

Prvni retézec cDNA byl pripraven z celkové RNA nebo poly+
RNA z opi&ich jater (ziskanych od Clontech) a z buné&é&nych
linii NIH-3T3 (mys, ATCC CRL 1658) a D17 (pes, ATCC CCL 183).
Primer pouzity v syntéze prvniho retézce 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 z pri?erﬁ 227-30, 237-19 nebo 237-20 poskytla
fragment o&ekdvané velikosti, ktery byl sekvenovan bud hned
nebo po klonovani do V19.8 nebo pGEM vektoru.

Dalsi sekvence blizké S5' konci SCF cDNA byly ziskéany
PCR amplifikacemi za vyuziti SCF-specifickych primeru v
kombinaci bud 254-9 nebo 223-29. Dalsi sekvence na 3' konci
SCF kodujici oblasti byly ziskany po PCR amplifikaci cDNA
primované 238-25 (v tomto pripadé my3i) nebo cDNA primované
241-6 (v tomto pripadé& opiéi) s bud 230-25 nebo 241-6 jak je
to vhodné a 3' rfizenym SCF primerem. Zadné prouzky SCF PCR
produktu nebyly zisk&ny ve stejnych pokusech amplifikovat D17
cDNA. Nespecificky primer 228-28 byl pouzit k primovani
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syntézy prvniho reté&zce z D17 celkové RNA a vysledna komplexni
smés produktu byla obohacena SCF se tykajicimi sekvencemi
pomoci PCR se 3' rizenymi SCF primery, jako jie 227-29 nebo
225-31 v kombinaci s 228-9. Smés produktu byla §tépena Sfil a
klonovédna do derivata pGEM4 (Promega, Madison, Wisconsin),
obsahujicich Sfil misto jako je fragment od Sfil mista stépeni
do tupého konce fragmentu. Vysledna heterogenni knihovna byla
screenovana radioaktivné& znadenym 237-20 a nékolik pozitivnich
kloni bylo sekvenovdno a pfineslo sekvenci 3' konce psiho SCF.
Serazené aminokyselinové sekvence lidského (obr. 42), opiéiho,
psiho, my3iho a krysiho SCF zralého proteinu je zobrazenana
obr. 16.

Znamé SCF aminokyselinové sekvence jsou vysoce homologni
ve vét3iné jejich délky. Identické souhlasné sekvence
signdlnfiho peptidu jsou pfitomny v kgdujici oblasti vsech péti
druha. Aminokyselina o&ek4vana na konci zralého proteinu podle
analogie s krysim SCF je ozna&ena na tomto obrazku cislem 1.
Psi cDNA sekvence obsahuje nejasnost, kters se Projevuje
dvojznaé&nosti valin/leucin v aminokyselinové sekvenci v kodonu
léa. Lidska, opié&f, krysi a mys{ aminokyselinovad sekvence
koaliguji bez inzerci a deleci. Psi sekvence ma jeden zvl1astni
zbytek v poloze 120 ve srovnani s jinymi druhy. Lidsky a opiéi
se 1i31i pouze v jedné poloze konzervativnim nahrazenim valinu
(lidsky) alaninem (opi&f) v poloze 130. Prfedpokladana SCF
sekvence bezprostredné pred a po domné&lém zpracovani mista
blizko zbytku 164 je vysoce mezi druhy konzervovéana.

Priklad 4
Exprese rekombinantniho SCF v COS-1 busikich

Pro transientnf expresi v COS—-1 buiikich (ATCC CNL 1650)
byl transfektovan vektor V19.8 (priklad 3C), obsahujici krysi




T PUPRILICIN = e L i bt Rl e e S e LR L R s e s e e e e U it Dl e T S e
T
.S 79

b
!

! g\

ooyl
e

e

.3 , -

/7

é

-

»

SCF1-162 3 SCF 1-193 geny duplicitnd na 60mm plotny (Wigler a
spol., Cell, 14, 725-731 (1978)). Plasq}d Vi9.8 SCF je uveden
na obr. 17. Vektor bez inzertu byl tagd'pro kontrolu
transfektovan. Tkéanova kultura supernatanta byla odebrana v
razném ¢ase po transfekci a byla zkouSena jeji biologicka
aktivita. Tabulka 4 sumarizuje vysledky HPP-CFC biozkousky
a tabulka S5 sumarizuje MC/9(53T%“"&;T ziskan4 data z typického
transfekéniho experimentu. Vysledky biozkousky supoernatantu z
COS~-1 bunék transfektovanych nasledujicimi plasmidy, jsou
uvedeny v tabulce 4 a 5: koncovy oklestény tvar krysiho SCF s
C-koncem v aminokyselinové poloze 162 (V19.8 krysi 1'162ﬁ7?
SCF1-162, obsahujici kyselinu glutamovou v poloze 81 [
krysf SCF1-162 (Glu81)] a SCF1-162, obsahujici alanin v poloze
[V19.8 k}rysi SCF 1-162 (Ala 19)]. Aminokyselinové
substituce byly produktem PCR reakci provedenych v amplifikaci
krysfho SCF1-162  jak ukazuje priklad 3. Jednotlivé klony
V19.8 krysiho SCF1-162 byly sekvenovany a u dvou klonu byla
nalezena aminokyselinovd substituce. Jak je zfejmé z tabulek 4
a 5, je rekombinantni krysi SCF aktivni v biozkou&ikAach
pouzitych k &isteéni prirodniho savéiho SCF v prikladu 1.
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Tabulka 4
HPP-CFC zkouska COS-1 supernatantu z bunék transfektovanych
krysi SCF DNA

Vzorek objem kolonie
zkouseného CM (pl) ¢./200000 bunék
V1i9.8 (bez inzertu) 100 0
S0 0
25 0
12 0
V19.8 krysif SCF1-162 100 >S0
50 >S50
25 >S50
T12 >S50
6 30
3 8
V19.8 krysi SCF1-162 100 26
(Glu81) 50 10
25 2
12 0
V19.8 krysi SCFi-162 100 41
(Alal9) 50 18
25 S
12
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Tabulka S

MC/93H~-thymidinové absorpce v COS-i1 supernatantech z bunék
transfektovanych krysi SCF DNA

Vzorek objem zkouseného cpm
kultiv.media (pl )

Vi9.8(bez inzertu) 25 1,936
12 2,252
6 2,182
3 1,682
V19,8 SCF1-162 25 11,648
12 11,322
6 11,482
3 9,638
Vi9.8 SCF1-162(Glu8l) 258 6,220
12 5,384
6 3,692
3 1,980
V19.8 SCFl-162(Alal9) 25 8,396
12 6,646
6 4,566

3 3,182

Rekombinantni{ krysi SCF a jiné faktory byly testovény
jednotlivé v lidské CFU-GM (Broxmeyer a spol., supra (1977))
zkousce, kterd méri proliferaci bunék normélni kostni drené a
data jsou ukazana v tabulce 6. Vysledky pro COS—1 supernatanty
z kultur 4 dny po transfekci V19.8 SCF1-162 v kombinaci s
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jinymi faktory, jsou také uvedeny v tabulce 6. Mnozstvi
kolonii je prumérny pocéet ze t#{ kultur.

Rekombinantni krysi SCF m4a v prvni rads synergis¥ ckou
aktivitu na normalni lidskou kostni dren v CFU-GM zkousce. V
experimentu v tabulce 6 byl SCF synergistou 1 lidskému GM-CSF,
lidskému IL-3 a lidskému CSF-1. V dalsi zkou3ce byl také
pozorovan synergismus s G-CSF. Byla pozorovana uréits
proliferace lidské kostni dfené po 14 dnech a krysim SCF ;
skupiny bunék se skladaly z < 40 bunak. Stejné vysledky byly
ziskdny v prirodnim savé&im SCF.

Tabulka 6
Lidskd CFU-GM zkouska COS~! supernatantd z bunék
transfektovanych krysi SCF DNA

Vzorek kolonie ¢./100000 bunék (+SEM)
salinicky 0

GM-SCF 7+ 1

G-SCF 24 + 1

IL-3 S+ 1

CSF-1

SCFi-162 0

GM—-CSF + SCF1-162 29 + 6

G-CSF + SCF1i-162 20 £ 1

IL-3 + SCFt-162 11+ 1

CSF-1 + SCFi-162 4 + 0
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Priklad 5§
Exprese rekombinantniho SCF v burikdch ovaa&a ¢inského krecdka

Tento priklad se tyka stalych savéich expresnich systéma
pro sekreci SCF z CHO bunék (ATCC CCL 61 selektovanych DHFR-) .

A.Rekombinantni krysi SCF

Expresni vekto pouzity pro produkci SCF byl V19.8 (obr.
17). Selektujici marker pouzity pro zjidtén{ stalych
transformanta byl gen pro dihydrofoladt reduktazu v plasmidu
pPDSVE.1. Plasmid pDSVE.! (obr. 18) je derivatem pDSVE
konstruovany stépenfm PDSVE restrikénim enzymem Sall a ligaci
k oligonukleotidovému fragmentu, obsahujicimu dva
oligonukleotidy

5'TCGAC CCGGA TCCC 3
3' G GGCCT AGGG AGCT 5'.

Vektor pDSVE je popsan v US prihlaskach &. 025344 a
152045, uvedenych zde jako odkaz. Cast vektoru V19.8 a pDSVE. 1
obsahuje dlouhé useky, které jsou homologni, zahrnujic v to
bakteridlnf{ ColEl ptved replikace a gen pro ampicilinovou
rezistenci a SV40 puvod replikace. Tyto presahujici useky
mohou prispét k homologni rekombinaci béhem transformaéniho
Procesu a takto usnadnuji ko-transformaci.

Byly pripraveény kalciumfosfatové ko-srazeniny V19.8 SCF
konstruktd a pDSVE.! za pritomnosti nebo nepritomnosti 10 pg
prenasec¢ové my3i pouzitim 1,0 nebo 0,1 pg pDSVE.1, ktery byl
linearizovan restrikéni endonukleizou Pvul a2 10 pg V19.8 SCF
jak popisuje Wigler a spol., sqéra (1978). Kolonie byly
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selektovany vzhledem k expresi DHFR genu z pDSVE.1. Kolonie
schopné riastu bez pridavku hypoxanthinu a thymidinu byly
vybrany pouzitim klonovacich valca a roz3irfovany jako
nezadvislé buné&é&né linie. Bunééné supernatanty z jednotlivych
bunéé&nych linii byly testovany v MC/9 3H-thymidinové absorpéni
zkousce. Vysledky z charakteristického experimentu jsou
uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7
Zkouska absorpce 3H-thymidinu ze stabilnich CHO bunék

Transfektovansd DNA objem zkou$eného
kondicionovaného media cpm
V19.8 SCF1-162 2S5 22,926
12 34,973
6 30,657
3 14,714
1,S 7,160
z4dn4 25 694
12 1,082
880
672
1,354

B. Rekombinantni lidsky SCF

Exprese SCF v CHO bunkach byla také dosazena pouzitim
expresniho vektoru pDSVRa2, ktery je popsa4n v US prihlasce &.
501904 podané 29.3.1990, ktera je zde uvedena jako odkaz.
Tento vektor obsahuje gen Pro selekci a amplifikaci klonu

zaloZenych na expresi DHFR genu. Klon pDSRa2 SCF byl ziskan
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dvoustupfiovym zpusobem. V19.8 SCF byl 3tépen restrikénim
enzym?fm BamHI a SCF izert byl ligovan do BamHI mista PGEM3.
DNA z pGEM3 SCF byla 3té&pena s HindIII a Sall a ligovana do
pDSR 2 §tépen§d HindIII a Ball. Stejny postup byl opakovan pro
lidské geny kodujici COOH-konec aminokyselinovych poloh 162,
164 a 183 sekvence uvedené na obr. 15C a polohy 248 sekvence
uvedené na obr. 42. Stabilizované bunééné linie byly
stimulovany methotrexatem (Shimke, Methods in Enzymology, 151
85-104 (1987)) prfi 10 nM Pro zvy3Seni{ hladin exprese DHFR genu
a sousedniho SCF genu. Hladiny exprese rekombinantn{ho
lidského SCF byly zkouseny radioimunostudif{ jako v prikladu 7
a/nebo indukci tvorby kolonii in vitro za pouziti lidskych
perifernfch krevnich leukocyta. Tato studie se provadi jak je
Popsano v prikladu 9 (tabulka 12) s tim rozdilem, Ze se
pouZije periferni krev misto kostni dfené a inkubace se
provadi pri 20 % 02, 5 % CO2 a 75 % N2 za pritomnosti lidského
EPO (10 j/ml). Vysledky z typickych pokusu jsou uvedeny v
tabulce 8. CHO klon exprimujici lidsky SCF1-164 byl deponovan
25.z47%1i 1990 v ATCC (CRL 10557) a oznaé&en Hu164SCF17.
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Tabulka 8
Zkoudka hPBL kolonii kondicionovaného media ze stabilnich CHO
bun&&nych 1linii transfektovanych lidskou SCF DNA

Transfektovana DNA zkou3ené medium (nl ) poc&et kolonii/

105

PDSRa2hSCFi-164 S0 53

25 45

12,5 27

6,25 13

pDSRahSCF1-162 10 43

S 44

2,5 31

1,25 17

0,625 21

Z24dna (CHO kontrola) 50 4
Priklad 6

Exprese rekombinantniho SCF v E.coli

A. Rekombinantni{ krysi SCF

Tento priklad se tyka exprese v E.coli SCF polypeptida
pomoci DNA sekvence, kodujici (Met-1) krysi SCF 1-193
(obr.14C). I kdyZ mize byt pouzit jakykoliv vhodny vektor pro
expresi proteinu za pouziti této DNA, uzity plasmid byl
PCFM156 (obr. 19). Tento plasmid maze byt snadno konstruovan z
PCFM 836 (viz US patent &. 4710473, ktery je zde uveden pPro
iplnost jako odkaz) rozrusenim na dvou endogennich Ndel
restriké&nich mistech zaplnénim konce T4 polymerazovym enzymem
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s nédsledujici{ ligaci tupého konce a substituci malé DNA
sekvence mezi jedineéna Clal a Kpnl restrikéni mista malym
oligonukleotidem uvedenym dale.

5'CGATTTGATTCTAGAACGAGGAATAACATATGGTTAACGCGTTGGAATTCGGTAC 3!
3! TAAACTAAGATCTTCCTCCTTATTGTATACCAATTGCGCAACCTTAAGC 5'

Rizeni exprese proteinu v pCFM!1156 plasmidu je pomoci
syntetického lambdy Pp promotoru, ktery je s4m pod kontrolou
teplotné citlivého lambda CI857 represorového genu (jaky je
poskytovan ve kmenech E.coli FMS (ATCC dep.&islo 53911 nebo
K12 Htrp). pCFM1156 vektor je konstruovan tak, aby m&l DNA
sekvenci, obsahujfc{ optimdlni ribosomov4 vazebna mista a
iniciaén{ kodon prfimo 3' syntetického PL promotoru. Unikatni
Ndel restrikéni misto, které obsahuje AT6 iniciaéni kodon,
predchdz{ multirestrikéni misto klonujici skupiny nasledované
lambda t-cop transkripéni stop sekvenci.

Plasmid V19.8 SCF1-193  obsahujici krysi SCF1-193 gep
klonovany z PCR amplifikované cDNA (obr. 14C), jak popisuje
priklad 3 byl sté&pen BglIl a AstII a 603 bp DNA fragment byl
izolovadn. Pro poskytnuti Met iniciaé&niho kodonu a obnoveni
kodonl pro prvni t#i aminokyselinové zbytky (Gln, Glu a Ile)
krysiho SCF polypeptidu, byl vyroben synteticky
oligonukleotidovy linker

S' TATGCACCA 3’
3 ACGTCCTCTAG S'

s Ndel a BglII lepivymi konci. Maly oligonukleotid a krysi
SCF1-193 genovy fragment byly vloZeny ligaci do pCFM156 v
unikdtnfich Ndel a SstII mistech plasmidu uvedenych na obr. 19,
Produktem této reakce je expresni plasmid, PCFM1156 krysi
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SCF1-193,

PCFM11§86 krysi SCF!1-193 plasmid byl transformovan do
kompetentnich FMS E.coli hostitelskych bunak. Selekce bunék,
obsahujicich plasmid, byla na bézi>markerového genu pro
antibiotickou rezistenci (kanamycin) prfen&dsenou pCFM1156
vektorem. Plasmidovda DNA byla izolovdna z kultivovanych bunék
a DNA sekvence syntetického oligonukleotidu a jeho spojeni s
krysim SCF genem bylo potvrzeno DNA sekvenovanim.

Pro konstrukci plasmidu pCFM1156 krysi SCF1-162
kodujicfho (Met-1!) krysi SCF1-162 polypeptid, byl izolovan
restrikéni fragment od EcoRI k SstII z V19.8 krysiho SCF a
vloZzen ligaci do plasmidu pCFM krysiho SCF1-193 v unikatnich
restrikénich mistech EcoRI a SstIl a takto se nahradf kodujici
oblast pro karboxylovy konec krysiho SCF genu.

Pro konstrukci plasmida pCFM1156 krysiho SCF!-164
a pCFM1156 krysiho SCF1-165, kodujicich (Met-!) krysi SCFi-164
a (Met-t) krysi SCF1-165, byly izolovany EcoRI a% SstII
restrikéni fragmenty z PCR amplifikované DNA, kodujici 3'
konec SCF genu a byly ozna&eny pro zyvedeni mistné rizenych
zmén v DNA v oblasti, kodujici karboxylovy konec SCF genu. DNA
amplifikace byly provedeny pouZitim oligonukleotidovych
primerd 227-29 a 237-19 v konstrukci pCFM1156 krysiho SCF1-164
a 227-29 a 237-20 v konstrukci pCFM1156 krysiho SCF!1-165,

L
B. Bfkombinantni lidsky SCF

Tento priklad se tyk4a exprese v E.coli lidského SCF
polypeptidu pomoci DNA sekvence, kodujic{ (Met-1) 1lidsky
SCF1-164 a (Met-1) lidsky SCF1-183 (obr. 15C). Plasmid V19.8
lidského SCF1-162, obsahujici lidsky SCF!-162 gen byl pouzit




jako ‘templat pro PCR amplifikace lidského SCF genu.
Oligonukleotidové primery 227-29 a 237-19 byly pouzity ke
generovani PCR DNA, kter4 pak byla S5tépena Pstl a SstII
restriké&nimi endonukledzami. Za ué&elem ziskani Met inicia&niho
kodonu a obnovy kodoni pro prvni étyfi‘ainokyselinové zbytky
(Glu, Gly, Ile, Cys) lidského SCF polypeptidu, byl pzipraven
synteticky oligonukleotidovy linker

S' TATGGAAGGTATCTGCA 3!
3 ACCTTCCATAG S’

s Ndel a PstIl lepivymi konci. Maly oligolinker a PCR odvozeny
genovy fragment lidského SCF genu byly vlozZeny ligaci do
expresniho plasmidu pCMF1156 (jak jiz bylo popsano) v
unikdtnich Ndel a SstIl mistech v plasmidu, jak je uvedeno na
obr. 19.

PCFM lidsky SCF!-164 plasmid byl transformovan do
kompetentnich FMS E.coli hostitelskych bunék. Selekce na
plasmid obsahujici bunéé&né hostitele byla provedena na bazi
markerového genu pro antibiotickou rezistenci (kanamycin)
prenidseném na pCMF1156 vektoru. Plasmidova DNA byla izolovéana
z kultivovanych bunék a DNA sekvenovinim byla potvrzena DNA
sekvence lidského SCF genu.

Ke konstrukci plasmidu pCFM1156 lidského SCFi-183
kodujiciho (Met-1) lidsky SCF1-183 (obr. 15C) byl izolovan
EcoRI a% HindIII restrikéni fragment, kodujici karboxylovy
konec lidského SCF genu z pCEM lidského SCF!114-183 (popsaného
ddle) a Sstl aZ EcoRI restrikéni fragment, kodujici aminokonec
lidského SCF genu, z pCFM1156 lidského SCF1-164 g byl téz
izolovan restrikéni fragment z pCFM1156. T#i DNA fragmenty
byly spolu ligovany za vzniku pCFM1156 lidského SCF1-183
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plasmidu, ktery byl pak transformovdn do FMS E.coli
hostitelskych buné&k. Po selekci kolonii pouzitim rezistence na
kanamycin, byla plasmidova DNA izolovana a opravena DNA
sekvence byla potvrzena DNA sekyenovénim. pCFM1156 1lidsky
SCF114-183 plasmid je odvozen od PGEM3, ktery obsahuje
EcoRI-Sphl fragment, ktery zahrnuje nukleotidy 609-820 lidské
SCF cDNA sekvence uvedené na obr. 1(5C. EcoRI-Sphl inzert v
tomto plasmidu byl izolovan z PCR, ktera vyuzivala
oligonukleotidové primery 225-31 a 241-6 (obr. 12B) a PCR 22.7
(obr. 13B) jako templat. Sekvence primeru 241-6 }ﬁla zaloZena
na lidské genomové sekvenci na 3' strané exonu, obsahujiciho
kodon pro aminokyselinu 176.

C. Fermentace E.coli, produkujicich lidsky SCF!-164

Fermentace pro pripravu SCF 1-164 byly provadény v
l6litrovych fermentorech za pouziti E.coli K12 hostitele,
obsahujfciho plasmid pCFM 1156 lidského SCF!-164_, 7Z4sobni
otkovaci materidl pro produkéni kulturu byl udrzovan pri -80
°C v 17% glycerolu v Luria pidé. Pro produkci inokula bylo 100
pl rozmraZeného zasobného materidlu preneseno do 500 pl Luria
pudy ve 2litrové Erlenmeyerové bance a ponechédno rust pres noc
pri 30 °C na rotadni trepaédce (250 ot.min-1),

Pro produkci pasty bunék E.coli pouZité jako vychozi
materidl pro &isténi lidského SCFi-164 v tomto prfkladu, byly
pouzity nasledujici fermenta&ni podminky.

Kultura inokula byla asepticky prenesena do 16litrového
fermentoru, obsahujiciho 8litrovou vsadku media (viz tabulka
9). Kultura byla kultivovana vsadkovym zpuasobem dokud OD-600
kultury nebylo 3,5. V této dobs bylo zavedeno sterilni Zivné
medium 1, tabulka 10) do fermentoru za pouziti peristaltického




¢erpadla pro rfizeni rychlosti zivin. Rychlost 2ivného media
byla exponencialng s ¢asem zvysovana do dosazeni rychlosti
rastu 0,15 h-1!, Teplota byla uerov?pa na 30 °C b&hem rustoveé
faze. Koncentrace rozpusténého kyslgku ve fermentoru byla
automaticky udrzovana na 50 % nasyceni za pouziti rychlosti
pritoku vzduchu, rychlosti mich&ni, tlaku v nadobs a
dopliiovani kyslikuj PH ve fermentoru bylo automaticky Zfzeno
na 7,0 za pouziti kyseliny fosfore&né a hydroxidu amonného.
Pri OD-600 priblizne 30, byla indukovana produkéni faze
fermentace zvysenim fermentaéni teploty na 42 °C. V této dobsa
byl ukoné&en pridavek Zivin | a bylo zahdjeno pridavani Zivin 2
(tabulka 11) rychlosti 200 ml/h. PfibliZné Zest hodin pPo
zvyseni teploty fermentoru byl obsah fermentoru ochlazen na 15
°C. Vyt&zek SCF1-164 byl vytéZen v mnozstvi 30 mg[bD—L.
Bun&éné pelety pak byly ziskdny odstredé&nim v Beckmanové J6-B
rotoru pri 3000 x g po dobu jedné hodiny. %g%ééna pasta byla
uchovdvéna zmrazena pri -70 °C.

Vyhodn4 metoda Pro produkci SCF1-164 je podobnid metodéa
popsané vyse s tou vyjimkou, Ze byly provedeny nésledujici
modifikace:

1) Nezaé&ne pridavani Zivin 1 dokud OD-600 kultury nedosshne
5-6.

2) Rychlost pridavani zZivin | je zvysovana pomaleji, coZ vede
k pomalejsi rychlosti rustu (priblizng, 0,08).

3) Kultura je indukovana pri OD—609/ZUT_

4) Ziviny 2 jsou zavadény do fermentoru rychlosti 300 ml/h.

Viechny ostatn{ operace jsou stejné jako u vyse Popsaného
postup véetn& medii.

Za pouziti téchto postupl byly ziskany vytézky SCFi-164
priblizné 35-40 mg/0D-L pfi OD=25S.
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Tabulka 9
Slozen{ vsadkového media

kvasniény extrakt 102 g/1
glukoza 5

K2HPO4 3,5
KH2PO4 4
MgS0O4.7H20 1

NaCl 0,625
Dow P-2000, protipéniva prisada Sml/8 1
vitaminovy roztok? 2 ml/1
roztok stopovych kovuc 2 ml/1

2Pokud neni uvedeno jinak, jsou vsechny sloZzky minény jako
g/1.

PRoztok stopovych kovi: FeCls.6H20 27 g/1, ZnCl2.4H20 2 g/1,
CaCl2.6H20 2 g/1, NazMoOs4.2H20 2 g/1, CuSO4.S5H20 1,9 g/1,
koncentrovana HCl, 100 ml/1.

¢Vitaminovy roztok: riboflavin 0,42 g/1l, kyselina
panthothenova 5,4 g/1, niacin 6 g/1, pyridoxin 1,4 g/1, biotin
0,06 g/1, kyselina listova 0,04 g/1.
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Tabulka 10

/
Slozen4 zivného media
kvasniény extrakt S0a
glukgza 450
MgS04.7H20 8,6
roztok stopovych kovab 10 m1/1
vitaminovy roztokec 10 m1/1

2Pokud nenf uvedeno jinak, jsou viechny slozky minény jako
g/l.

PRoztok stopovych kova: FeCl3.6H20 27 g/1, ZnCl:.4H20 2 g/l,
CaCl2.6H20 2 g/1, Naz2Mo0Qs4.2H20 2 g/1, CuSO4.SH20 1,9 g/1,
koncentrovana HCl, 100 ml/l.

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

Tabulka- 11

Slozen{ Zivného media 2

trypton 172a
kvasniény extrakt 86
glukoza 258

av3echny slozky jsou uvadény v g/l.
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Priklad 7
Imunozkouska detekce PCR

Radioimunoeseje (RIA) byly pouzity pro kvantitativni
detekci SCF ve vzorcich a byly provedeny nésledujicim
zpusobem.

SCF pripravek z BRL 3A bunék ¢istény jako v prikladu i
byl inkubovin spolu s antisé;em po dvé hodiny pri 37 °C. Po
dvou hodinach inkubace byly pak zkumavky se vzorky ochlazeny
na ledu, byl pridan !25I-SCF a zkumavky byly inkubovany pri 4
°C nejméné 20 hodin. Kazd4 zkumavka obsahovala 500 pl
inkubaéni smési, obsahujici 50 ml zredéného antiséra, -60000
cpm 125]-SCF (3,8 x 107 cpm/pg), S pl trasyloliga 0,400 ul SCF
standardu, s pufrem (fosfatem pufrovany salinicky roztok, 0,1%
hovéz{ serovy albumin, 0,05 Triton X-100, 0,025% azid) tvorici
zbytek objemu. Ant1sé}um pro druhy test bylo ziskéno z krve
kralika imunizovanych s 50% ¢istym pripravkem prfirodniho SCF gz
BRL 3A kondicionovaného media. Kone&né zfedani antisé}a ve
zkousce bylo 1:2000.

S protilatkou vazany 125I-SCF byl vysrazZen pridavkem 150
ml Staph A (Calbiochem). Po 1 hodiné& inkubace pri teplote
mistnosti byly vzorky odstredény a pelety byly promyty dvakrat
0,75 ml 10 mM Tris-HCl pH 8,2, obsahujiciho 0,15M NaCl, 2 mM
EDTA a 0,05 % Tritonu X-100. Promyté pelety byly promérfeny v
gama ¢&ftac¢i pro stanoveni procent 125I-SCF vazeb. Podty vazeb
ve zkumavkach postradajicich sé}um byly ode&itany ze viech
kone&nych hodnot pro korekci nespecifického srézeni.
Charakteristickd RIA je uvedena na obr. 20. Procento inhibice
1251-SCF vazby produkované naznacenym standardem je davkové
dependentni (obr. 20A) a jak je uvedeno na obr. 20B, pri
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zkouskach pelet, které byly imunoprecipitovany, pomoci
SDS-PAGE a autoradiograficky, je pruh 125I-SCF konkurujici. Na
obr. 20B, je drdha 1 125I-SCF a drédhy 2,3,4 a 5 jsou
imuoprecipitovany 125I-SCF porovnavany s 0, 2, 100 a 200 ng
SCF standardu. Jak je stanoveno snizenim v{ precipitaci
protilatkou v cpm pozorovaném v RIA zkumavkach tak sniZenim v
pruhu imunoprecipitovaného 125I-SCF proteinu (migrujici pri
asi Mr 31000), polyklonilni protildtky rozeznava SCF standard,
ktery byl &istén jako v piikladu 1.

Western postupy byly takeé aplikovadny pro stanoveni
rekombinantniho SCF exprimovaného v E.coli, C0S-1 a CHO
burikdch. C4steé&nd &istény E.coli exprimovany krysi{ SCF 1-162 4
SCF 1-193 jakoz i lidsky SCF 1-162 (priklady 4 a 9) a CHO
burikou exprimovany krysi SCF 1-162 (priklad 5), byly podrobeny
SDS-PAGE. Pri nasledujici elektroforéze byly proteinoveé pruhy
prfeneseny na 0,2 pm nitrocelulozu za pouziti zarizeni Bio-Rad
Transblot pfi 60 V po dobu 5 hodin. Nitrocelulé%ové fdltry
byly blokovany po 4 h v PBS, pH 7,6, obsahujicim 10% koz{
serum a déle inkuboviny po 14 h pri teploté mistnosti s
redénim 1:200 bud krali&iho preimunniho nebo imunniho sera
(imunizace popséna vyse). Komplexy protilatka-antiserum byly
vizualizovany za pouzit{ reagencii krenova
peroxidiza-konjugovany kozi anti-kralici IgG (Vector
laboratories) a 4-chlor-1-naftolu jako ¢inidla vyvijejiciho

zbarveni.

Priklady dvou Western analyz jsou uvedeny na obr. 21 a
22. Na obr. 21 jsou drahy 3 a 5 200 pl COS-1 burikami
produkovaného lidského SCF t-162, dradhy 1 a 7 jsou 200 nl
COS-1 buntkami produkovaného lidského EPO (COS-1 bunky
transfektované sV19.8 EPO) a draha 8 je drahou markera
molekulové hmotnosti. Drahy 1-4 byly inkubovadny s preimunnim
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serem a drdhy 5-8 byly inkubovany s imunnim sérem. Imunni
serum specif&(rozpoznéva difdgni pruh s Mr asi 30000 daltona z
COS-1 buné&k, produkujicich lidsky SCF 1-162, ale ne z COS-1
bunék, produkujicich lidsky EPO.

Ve Western analyze uvedené na obr. 22 drdhy 1| a 7 jsou |
ng Castedné ¢isteéného pripravku krysiho SCF 1-193
produkovaného v E.coli, drahy 2 a 8 jsou k;ysi SCF1-193
produkovany COS-1 bunkou a ¢istény na agaroze s aglutininem p{
p3enig¢nych klf&ka. Drahy 4 a 9 jsou krysi SCF 1-162
produkovany COS-1 buikou ¢istény na agaré;e s aglutininem gz
p3eniénych kl{&ku, drdhy S a 10 jsou krysi SCF 1-162
produkovany CHO bunkou a ¢istény na agard%e s aglutininem z
pSeniénych kl1i&ka a driha 6 jsou zabarvené markery molekulové
hmotnosti. Dr4dhy 1-5 a drahy 6-10 byly inkubovéany s kralicim
preimunnim a imunnim sérem. E.coli produkovany krysil-193
(dréhy 1| a 7) migruje pri zfejmé My —24000 daltonu, zatimco
COS-1 bunkou produkovany krysi SCF 1-193 (drahy 2 a 8) migruje
pfi Mr 24-36000 daltonu. Tento rozdil v molekulové hmotnosti
je o&ekavany, protoZe savéi builky, ale ne bakterie, jsou
schopné glykosylace. Transfekce sekvence, kghujici krysi SCF
1-162 v COS-1 (drahy 4 a 9) nebo CHO busikach (drdhy S a 10),
vede k expresi SCF s niz§{ prumérnou molekulovou hmotnosti nez
je produkovan transfekci s SCF1-193 (drahy 2 a 8).

Expresni produkty krysiho SCF 1-162 3 (COS—-1 a CHO bunék
jsou sertie pruht v rozmezi zrejmé mol.hmotnosti mezi 24-36000
daltoni. Heterogenita exprimovaného SCF je pravdépodobné
zpusobena zménami v obsahu karbohydratu, jelikoz SCF
polypeptid je glykosylovan v razné mire.

Souhrnné Western analyzy indikuji, Ze imunni sé;um z
kralika imunizovanych s prfirodnim savéim SCF rozpoznava
rekombinantni SCF produkovany v E.coli, COS-! a CHO busnkach,
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ale nerozpoznidva jakékoliv pruhy v kontrolnim vzorku,
obsahujicim COS-1 bunkami produkovany EPO. Jako dalsii podporu
specifity SCF antisera lze uvést, Ze preimunni sé}um ze
stejného kralika nereaguje s jakymikoliv krysimi nebo lidskymi
SCF expresnimi produkty.
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Priklad 8
In vivo aktivita rekombinantniho SCF
A. Krysi SCF pri transplantaci kostni dfens

COS-1 bunky byly transfektovany s V19.8 SCFi1-162 y pokusu
ve velkém mé&ritku (T175 cm?2 nddoby misto 60 mm misek) zpusobem
popsanym v prikladu 4. Bylo ziské&no priblizn& 270 ml
supernatantu. Tento supernatant byl chromatografovan na
agaré;e s aglutininem zf pSenié¢nych kli&ku a S-Sepharoze v
podstaté stejnym zpusobem jak je popséano v prikladu 1.
Rekombinantni SCF byl hodnocen v modelu transplantace kostni
drfené na mysich W/Wv. Mys W/WY méla defektni kmenovou buriku,
coz mimo jiné vede k makrocytové anemii (velké &ervené
krvinky) a umoZfiuje transplantaci kostni drfend z normalnich
Zivo&ichu bez potreby ozarovani prijemct (Russel a spol.,
Science, 144, 844-846 (1964)). Kmenové bunky normalniho darce
rostou po transplantaci rychleji nez defektni recipientovy
bunky.

V nasledujicim prikladu obsahuje kazda skupina Sest mysi
odpovidajiciho starfi. Kostni drfen byla ziskdng@ z normalnich
darcovskych my3{ a transplantovéna W/WY mysim. Krevni profil
piijemcd je sledovan v raznych é&asech po transplantaci a
prihojeni kostni dfené je stanoveno zménami perifernich
krevnich bunék z recipientova fenotypu na donoruv. Konverze z
recipienta na donoriv fenotyp je dete 6véna monitorovanim
predniho "scatter" profilu (FASCAN, Becton Dickenson)
¢ervenych krvinek. Profil pro kaz?dou transplantaci pro kazdé
zvire byl porovnan s profilem pro kontrolni zvifata jak donora
tak recipienta ve stejné dobé. Porovnani bylo provedeno za

vyuziti poé&ftadového programu zaloZeného na Kolmogorov-Smirnov
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statistikach pro analyzy histogramu z pratoé&nych systéma
(Young, J.Histochem. and Cytochem., 25, 935-941 (1977)).
Nezadvislym kvantitativnim indik&torem prihojeni je hemoglobin,
detegovany elektroforézou hemoglobinu prijemcovy krve (Song a
spol., Mol. and Cell.Biol., 9, 798-808 (1989)), coz je v
souladu se zavéry statistiky podle Kolmogorova-Smirnova.

PribliZné 3 x 105 bun&k bylo transplantovano bez osetfeni
SCF (kontrolni studie na obr. 23) z CS6BL/6J darca W/Wv
prijemcim. Druh4 skupina dostala 3 x 105 bunék ponora, které¢
byly o3etreny SCF (600 j/ml) pri 37 °C po 20 qﬁh a injektovany
spoleéné (pre-o3etrensd skupina na obr. 23). (Jedna jednotka
SCF je definovdna jako mnoZstvi, které vede k poloviné
maximdlni{ stimulace v MC/9 biozkousce). Ve treti skupiné byly
recipientni my3i injektovany subkutanne (sub-Q) priblizn& 400
i SCF/den 3 dny po transplantaci 3 x 105 dadrcovskych bunék
(sub-Q inject skupina na obr. 23). Jak je uvedeno na obr. 23 v
obou SCF-o3etrenych skupinach je kostni dres pfihojeny
rychleji neZ v neo$etrené kontrole. 29 dni po transplantaci
byla SCF pre-o3etrenid skupina preménéna na donoruv fenotyp.
Tyto prfiklady ilustruji vhodnost SCF terapie pri transplantaci
kostni drensé.

B. In vivo aktivita krysiho SCF u Steel my3i

Mutace v S1 lokusu pusobi deficienci hematopoetickych
bunék, pigmentovych bunék a zarodeénych bunék. Hematopoeticky
defekt je manifestovan jako sniZzeny po&et &ervenych krvinek
(Russell, Al Gordon, Regulation of Hematopoiesis, sv.I,
649-675 Appleton-Century-Grafts, New York (1970)), neurofila
(Ruscetti, Proc.Soc.Exp.Biol.Med., 152, 398 (1976)), monocytu
(Shibats, J.Immunol. 135, 3905 (1985)), megakaryocytu (Ebbe,
Exp.Hematol., 6, 201 (1978)), prirozenych zabije&ovych bunék

[P
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(Hayashi, Dev.Biol., 109, 234(1985)). Steel mysi isou &istymi
prijemci transplantatu kostni dfené pro svoji sniZenou
schopnost poskytovat kmenové buniky (Bannerman, Prog.Hematol.,
8, 131 (1973)). Gen kodujici SCF je u Steel mysi (S1/S1)
vypuétén.’ :

Steel my3i poskytuji senzitivni in vivo model pro SCF
aktivitu. Razné rekombinantni SCF proteiny byly testovany na
Steel-Dickie (S1/S149) mysich v rdzne dlouhych &asech. Sest az
deset tydna staré Steel my3i (WCB6F1-S1/S14) byly Zziskany od
Jackson Labs, Bar Harbor, ME. Periferni krev byla monitorovana
mikrobunéénym &itadem SYSMEX F-800 (Baxter, Irvine, CA) na
¢ervené krvinky, hemoglobin a destié¢ky. Pro spoéteni
perifernich bilych krvinek (WBC) byl pouzit Coulter
Channelyzer 256 (Coulter Electronics, Marietta, GA).

V pokuse na obr. 24 byly Steel-Dickie mysi o3etreny SCF
1-164 ziskanym z E.coli, ¢isténym jako v prikladu 10, v davce
100 pg/kg/den po 30 dni a pak dalsich 20 dni davkou 30
Lg/kg/den. Protein byl formulovdn v salinickém roztoku pro
injekce (Abbott Labs, North Chicago, IL) + 0,1 % fetalniho
hovéziho sera. Injekce byly pod4avany denné subkutéanns.
Periferni krev byla monitorovéna v ocase odebranim SO pl v
¢asech uvedenych na obr. 24. Krev byla vybrana do 3% EDTA
povleéenych strikadek a prenesena do mikrofugovych zkumavek s
prédskovanym EDTA (Brikmann, Westburry, NY). Existuje vyrazna
korekce makrocytové anemie u o3etfenych zvirat vzhledem ke
zvifatim kontrolnim. P#i ukonéeni osetrfeni se oSetrovana

zvirata nevratila do poésteéniho stavu makrocytové anemie.

V pokusu uvedeném na obr. 25 a 26 byly Steel-Dickie mys§i
o3etreny riuznymi rekombinantnimi formami SCF jak je pPopséano
vyse, ale v davce 100 ng/kg/den po 20 dnu. Byly produkovany
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dvé -formy z E.coli ziskaného krysiho SCF, SCF1-164 4 SCF1-193
jak je popséno v priklado 10. Dale byl také testovan E.coli
SCFi-164 modifikovany pfidavkem polyethylenglykolu
(SCF1-164PEG25) jako v prikladu 12. Rovnéz byl testovan z CHO
ziskany SCF!-162 produkovany jako v prikladu S a ¢istény jako
v prikladu 11. Zvifata byla podrobena odebrani krve srdeéni
punkci strikaédkami se 3 % EDTA a tato byla umfsténa do
zkumavek s pradskovanou EDTA. rofily periferni krve po 20
dnech jsou uvedeny na obr. 23 pPro bilé krvinky (WBC) a obr. 26
pro desti¢ky. WBC rozdily pro skupinu SCF1-164PEG25S isou
uvedeny na obr. 27. Absolutnég jsou zvyseny neurofily,
monocyty, lymfocyty a destigky. Nejdramatic¢téjsi efekt je
zrejmy s SCFl-164PEG25.

Nez4visla meéreni lymfocyta byla rovnéz Provedena a udaje
jsou uvedeny na obr. 28. My3i ekvivalent lidské CD4 nebo
marker T helper bunék, je L3T4 (Dialynas, J.Immunol., 131, 2445
(1983)). Lyt-2 je mysi antigen cytotoxickych T bunék
(Ledbetter, J.Exp.Med., 153, 1503 (1981)). Monoklonalni
protilatky vaéi témto antigenum byly pouzity pro hodnoceni T
bunéé&nych podskupin u o3etfenych zvirat.

Krev byla hodnocena na T lymfocyty nasledovn&. Dvésts
mikrolitra krve bylo odebrano od jednotlivych zvirat do EDTA
o3etrenych zkumavek. Kazdy vzorek krve byl lyzovan sterilni
deionizovanou vodou po 60 sekund a pak zpracovén isotonicky s
10X Dulbecco fosfatovym pufrovanym salinickym roztoken PBS
(Gibco, Grand Island, NY(. Takto lyzované krev byla promyta
dvakrat (X PBS (Gibco, Grand Island, NY) doplnénym 0,1 %
fetdlniho hovéziho sera (Flow Laboratory, McLean, VA) a 0,1 %
azidu sodného. Kazdy vzorek krve byl umistén do misky s 96
jamkami s kulatym dnem a odstredén. By%ééna peleta (obsahujici
2-10 x 105 bungi) byla resuspendovana s 20 mikrolitry krysi
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anti-my3i L3T4 konjugovaného s phycoerythrinem (PE) (Becton
Dickinson, Mountain View, CA) a 20 pl krysi anti-mysi Lyt-2
konjugovaného s fluoresceinisothiokonjugdem, inkubovanym na
ledu (4 °C) po 30 minut (Beckton Dickinson). N4dsledujici
inkubace bunék byly promyty dvakrat v 1% PBS doplnénym jak je
uvedeno vy3se. Ka2dy vzorek krve pak byl analyzovan na FACScan
cell analytickém systému (Beckton Dickinson, Mountain View,
CA). Tento systém byl standardizovan za pouZiti standardnich
autokompenzaé&nich postupt a Calibrita Beads (Beckton
Dickinson, Mountain View, CA). Tyto Gtdaje indikuji zvyseni jak
helper T bunék(tak cytotoxickych T bunék.

C. In vivo aktivita SCF u priméta

Lidsky SCF 1-164 exprimovany v E.coli (prfiklad 6) a
¢istény do homogenity jako v prikladu 10 byl testovan na in
vivo biologickou aktivitu u normalnich primata. Dospéli samci
pavidnt (Papio sp.) byli studovéni ve trech skupinach:
neoSetrend, n= 3, SCF 100 pg/kg/den, n=6, a SCF 30 1ug/kg/den
n=6. O3etrfen4d zvirata dostavala jednou denné subkutéanni
injekce SCF. Zkusebni vzorky krve byly ziskadny od zvirfat pod
ketaminem. Vzorky kompletni krve, retikulocyta a desticek byly
z{skdny ve dnech 1, 6, 11, 15, 20 a 25 po osetreni.

Vsechna zvirata prezivaji a nemaji Z4dnou negativni
reakci vzhledem k terapii SCF. Poget bilych krvinek se u
zvirat osetrenych 100 pg/kg zvyzil jak je uvedeno na obr. 29.
Rozdilny poéet, ziskany ruéné ze Wright Giemsa vybarVenYch
skvrn periferni krve, je také uveden na obr. 29. Bylo zde
absolutni{ zvyseni u ned%giilﬁ, lymfocytd a monocyta. Jak je
uvedeno na obr. 30 pri divce 100 pg/kg také dozlo ke zvyseni
hematokryta a destigek.
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-Lidsky SCF (hSCF1-164 modifikovany pridavkem
polyetylenglykolu jako v prikladu 12) byl také testovan na
normédlnich pavidnech v divce 200 ng/kg/den, podavané
kontinudlnég intraven&%ni infuzi a porovnén s nemodifikovanym
proteinem. Zvirata zadala dostavat SCF v den 0 a byla
oSetrovdna 28 dna. Vysledky periferni WBC jsou uvedeny v
nasledujici tabulce. PEG modifikovany SCF vyvolavia ¢asnéjsi
zvysSeni periferni WBC nez nemodifikovany SCF.
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O3etfenf 200 pg/kg/den hSCF1-164;

Zvire &. M88320

den

0
+7
+14
+16
+22
+24
+29
+36
+43

WBC

5800
10700
12600
22000
31100
28100

9600

6600

5600

zvire &. M88129

den WBC

0 6800
+7 7400
+14 20900
+21 18400
+23 24900
+29 13000
+30 23000
+37 12100
+44 10700

O3etreni 200 pg/kg/den PEG-hSCF!-164:

Zvire &. M883S0

den

-7
-2
+4
+7
+11
+14
+18
+21
+25
+28
+32

Priklad 9

v

WBC

12400
11600
24700
20400
24700
32600
33600
25400
16600
26900

9200

zvire &. M89116

den WBC
-S 7900
0 7400
+6 16400
+9 17100
+13 18700
+16 19400
+20 27800
+23 20700
+27 20200
+29 18600
+33 7600
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In vitro aktivita rekombinantniho lidského SCF

cDNA lidského SCF, odpovidajiciho aminokyselinam 1-162
ziskand PCR reakcemi jako v prikladu 3D, byla exprimovana v
COS-bunk4ach jak je popsédno pro krysi SCF v prikladu 4. COS-1i
supernatanty byly zkouseny na lidské kostni drfeni jakoz i v
mySich HPP-CFC a MC/9 zkouskach. Lidsky protein nebyl aktivni
pri koncentracich testovanych v oborou zkouskach na mysich,
byl aktivni na lidské kostni dreni. Kultivag&ci podminky byly
nadsledujici: lidska kostni dren od zdravych dobrovolniku byla
odstfedéna nad Ficoll-Hypaque gradienty (Pharmacia) a
kg}tivovéna ve 2,1% methylceluloze, 30% fetélnimyb telecjg27
sergy 6 x 10-5 M 2-merkaptoethanolu, 2 mM glutaminu, ISCOVE
mediu (GIBCO), 20 j/ml EPO a 1 x 105 bunék/ml po 14 dnu ve
zvlh&ené atmosfére, obsahujici 7 % 02, 10 % CO2 a 83 % N».
Po&et koloni vzniklych s rekombinantnimi lidskymi akrysimi SCF
COS-1 supernatanty je uveden v tabulce 12. Jsou zapodteny
pouze ty kolonie, které maji velikost 0,2 mm nebo vétsi.
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Tabulka 12
Rast kolonii lidskeé kostni dren& jako odezva na SCF

Transfektovany plasmid objem CM kolonie poé&./100000
zkous. (1) bunék + stand.odch.

V19.8 (bez inzertu) 100 0
SO 0
V19.8 lidsky SCF1-162 100 33+7
SO 22+3
V19.8 krysi SCF1-162 100 13+1
50 10

Kolonie, které rostly b&hem é&trnactidenniho obdobi, jsou
uvedeny na obr. 31A (zvétseno 12x). Sipka upozornuje n!r
typickou kolonii. Kolonie se podobaji koloniim mysiho HPP-CFC
svymi rozméry (pramér 0,5 mm). Diky pritomnosti EPO byly
nékteré kolonie hemoglobinovany. Po izolaci kolonii a
odstredéni na sklenénych desticékach za pouziti Cytospinu
(Shandon) s nadsledujicim vybarvenim pomoci Wright-Giemsy, byl
prevladajicim buné&&nym typem typ bunky nerozdélené s velﬁfm
Jfgrg@: cytqplasmgrﬁgag;;;jqjak je uveden® na obr. 31B

(zvétseni 400x) . Sipky na obr. 31B predstavuji: 3ipka 1 -

cytoplasma, $ipka 2 - jddro, sipka 3 - vakuola. Imaturované
buniky jako trida jsou velké a ziskané buitky jsou men3i nez
zralé (Digs a spol., The Morphology of Human Blood Cells,
Abbott Labs, 3 (1978)). Jadra rannych bunék z hematopoetinové
maturované sekvence jsou relativné velka vzhledem k
cytoplasmé. Dale se cytoplasma imaturovanych bunék zbarvuje
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pomoei Wright-Giemsey tmavéji nez jéddro. Jak bunky zrajfi, je
jddro proti cytoplasmé tmavsi. Morfologie bunék lidské kostni
drfené& vzniklych z kultury s rekombinantnim lidskym SCF je v
souladu se zavéry, Zze kone&nym produktem a meziproduktem
pusobeni SCF je relativné imaturovany hematopo;%ticky
progenitor.

Rekombinantni lidsky SCF byl testovan zkouskou kolonii na
agaru na lidské kostnif dreni v kombinaci s dalsimi ristovymi
faktory popsanymi vyse. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 13.
SCF synergizuje s G-CSF, GM-CSF, IL-3 a EPO pro zvy3eni
proliferace kostni drfen& pro individualni CSF.

Tabulka 13
Synergismus rekombinantniho lidského SCF s dalsimi faktory

stimulujicimi lidské kolonie

kolonie poéet/105 bunék

(14 dni)
slepy pokus 0
hG-CSF 32 + 3
hG-CSF + hSCF 74 + 1
hGM-CSF ' 14 + 2
hGM-CSF + hSCF 108 + 5
hIL-3 . 23 + 1
hIL-3 + hSCF 108 + 3
hEPO 10 + 5
hEPO + IL-3 17 + 1
hEPO + hSCF 86 + 10
hSCF 0

Dalsi aktivitou rekombinantniho lidského SCF je schopnost
vyvolavat proliferaci lidské akutni myelogenové leukemické
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(AMQ} bunééné linie, KG-1 (ATCC CCL 246) v mékkém agaru. COS-1
supernatanty z transfektovanych bunék byly testovany v KG-1

agarové klonovaci zkousce (Koeffler a spol., Science, 200,
1153-1154 (1978)) v podstate tak, jak je popséno vyse s
vyjimkou, Ze buiiky byly umistény na plotnu v koncentraci

3000/ml. Udaje ze tri kultur jsou uvedeny v tabulce 14.

Tabulka 14

Zkouska klonovani KG-1 na mékkém agaru

Transfektovany plasmid

zkouseny kolonie
objem (pl) bunék+SD

poé./3000
(stand.odch.)

V19.8 (bez inzertu)

V19.8 1lidsky SCFl-162

V19.8 krysi SCF1-1é62

lidsky GM-CSF

25 2
25 14
12 8
6 9
3 6
1,5 6
25 6
S50 (S ng/l) 14 +

I+
—

I+ I+ |+ I+ |+
o A O O

J+
fony
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Priklad 10
Cisténi rekombinantnich SCF produktu exprimovanych v E.coli

Fermentace E.coli lidského SCF!1-164 byla provedena podle
prikladu 6C. Ziskané buriky (912 g vlhké hmotnosti) byly
suspendovany ve vodé v obje%ﬂ 4,6 1 celkem a ponechéany
rozrudit trojim prachodem laboratornim homogenizatorem (Gaulin
Model 1SMR-8TBA) pri 8000 psi. Pelety rozrudenych bunék byly
ziskadny odstredénim (17700 x &, 30 min, 4 °C), promyty jednou
vodou (resuspendovény a centrifugovany) a nakonec suspendovany
ve vodé na objem 400 ml.

Frakce pelet, obsahujicich nerozpustny SCF (prfiblizné 10
az 12 g SCF) byla pridéna do 3950 ml vhodné smési tak, Ze
koneé&na koncentrace sloZek ve smési byla 8 M mocéoviny
(;htraéisté), 0,1 mM EDTA, 50 mM octanu sodného, pH 6-7: SCF
koncentrace byla hodnocena jako 1,5 mg/ml. Inkubace byla
pProvadéna pri teploté mistnosti Po 4 hodiny pro rozpusténi
SCF. Zbyly nerozpustny material byl odstranén odstredénim
(17700 x g, 30 min, teplota mistnosti. Pro sloZeni/reoxidaci
rozpudténého SCF, byly supernatantni frakce pomalu pridany za
michani, do 39,15 1 vhodné smési, takZe kone&né koncentrace
slozek ve smési byly 2,5M mo¢oviny (ultracéisté), 0,01 mM EDTA,
S mm octan sodny, S0 mM Tris-HC1, pH 8,5, I mM glutathion,
0,02 % (hmotn./obj.) azid sodny. SCF koncentrace byla
hodnocena jako 150 ug/ml. Po 60 h pri teplot& mistnosti
(krat3{ doba (napr. #20 h) je take vhodn4a), byla smés
zahusténa dvojnasobnym priuchodem ultrafiltraénim Zzarizenim
Millipore FEllicon s polysulfonovymi membrédnovymi kazetami pPro
déleni mol. hmotnosti 10000 (tfi kazety) (15 ftz celkovy
povrch) a pak diafiltrovany proti 7 objemum 20 mM Tris-HC1, pH
8. Teplota bé&hem koncentrace /ultrafiltrace byla 4 °C,
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rychlost &erpa&ni S 1/min a rychlost filtrace 600 ml/min.
Koneény objem ziskaného retentatu byl 26,5 1. Pouzitim
SDS~-PAGE provedenym jak s tak bez redukce vzorku, je zfejmé,
Ze nejvyse (> 80 %) pelet frakci SCF je solubilizovéano
inkubaci s 8 M moéoviny a po sloZeni(oxidaci jsou prfitomny
nasobné druhy (formy) SCF, jak je zrfejmé z SDS—-PAGE
neredukovanych vzorka. Hlavni forma, kterid prfedstavuje sprivné
oxidovany SCF (viz niZe), migruje se zjevnou Mr asi 17000
(neredukovan4d) vzhledem k markerdm molekulové hmotnosti
(redukované) popsanym na obr. 9. Dalsi formy obsahuji{
material, migrujici se zjevnou Mr asi 18-20000 (neredukovéino),
pfedpoklada se, Z2e predstavuji SCF s nespravnymi disulfidovymi
vazbami uvnitf retézce a préby, migrujici se zjevnymi Mr v
rozmezi 37000 (neredukovadno) nebo vétsi, o &emZ se
predpoklada, Ze predstavuje razné SCF formy, majici vnitfni
disulfidové vazby vzniklé v SCF polypeptidovych reté&zcich,
které jsou kovalentné navidzany za vzniku dimerd nebo dlouhych
61igomerﬁ. Nasledujici stupné frakcionace spo&ivaji v
odstranéni zbyvajicich E.coli kontaminanti a neo&ekavanych SCF
foreM, takZe se ziskad SCF ¢istény do zjevné homogenity v
biologicky aktivni konformaci.

pPH ultrafiltraéniho retentidtu bylo upraveno na 4,5
pridavkem 375 ml 10% (obj./obj.) kyseliny octové, coz vede k
vysradzZeni materidlu. Po 60 minutach, to jest dobs, kdy se
usadi na dné nddoby nejvice materidlu, se hornich 24 1
dekantuje a zfiltruje pres CunoT™ 30SP tlusty filtr pri SO0
ml/min pro uplné vyjasnéni roztoku. Filtrat se pak zredi
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 materiadl protékal rychlosti S 1/h pri
4 °C. Po aplikaci vzorku byla kolona promyta péti objemy
kolony (6 1) kolonového pufru a SCF materiil, ktery je vazan
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na kolonu, byl eluovan gradientem od 0 do 0,35 M NacCl
kolonovym pufrem. Celkovy objem gradientu byl 20 1 a byly
odebirany frakce 200 ml. Eluéni profil je zn4dzornén na obr.
33. Podily (10 pl) z frakeci odebiranych ze S-Sepharosové
kolony, byly analyzovany SDS-PAGE provedené jak s (obr. 324)
tak bez (obr. 32B) redukce vzorku. Z téchto analyz je zrejmé,
Ze pravdépodobné viehny absorbance pri 280 nm (obr. 32 a 33)
jsou zpusobeny SCF materislem.

Spravné oxidovania forma prevldd4d v piku hlavni absorbance
(frakce 22-38, obr. 33). Mens{ druhy (formy), které mohou byt
vizualizovany ve frakcich, zahrnuj{ nespravné oxidovany
materidl se zjevnou My 18-20000 na SDS~PAGE (neredukovana),
pritomny ve vzestupném ramenu hlavniho absorbanéniho piku
(frakce 10-21, obr.32B); a disulfidovy v4zany dimerni
materidl, pritomny ve vzestupném ramenu hlavniho absorbanéniho
piku (frakce 10-21, obr. 32B); a disulfidovy vazany dimerni
materidl, pritomny v oblasti absorbance (frakce 10-38, obr.
32B).

Frakce 22-38 se S-Sepharosové kolony byly spojeny a tento
pool byl upraven na pH 2,2 pridadnim asi 11 ml 6N HC1 a
aplikovan na Vydac Cs kolonu (vy¥ska 8,4 cm, pramé&r 9 cm)
ekvilibrovanou s S0% (obj./obj.) ethanolem, 12,5 mM HCI
(roztok A) a operace byla provadéna pri 4 °C. Pryskyrfice
kolony byla pripravena suspendovadnim suché pryskyrice v 80%
(obj./obj.) ethanolu, 12,5 mM HCI (roztok B) a pak
ekvilibrovanim v roztoku A. Pred aplikaci vzorku byl aplikovan
slepy gradient od roztoku A k roztoku B (6 1 celkového objemu)
a kolona byla pak reekvilibrovana roztokem A. Po aplikaci
vzorku byla kolona promyta 2,5 1 roztoku A a SCF material
vdzany na kolonu byl eluovan gradientem od roztoku A do
roztoku B (18 1 celkovy objem) pri rychlosti pratoku 2670
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ml/h: Bylo odebrano 286 frakci po SO0 ml a podily byly
analyzovéiny absorbanci pri 280 nm (obr. 35) a SDS-PAGE (25 ul
na frakci) jak je popsano vyse (obr.34A, redukéni podminky,
obr. 34B neredukéni podminky). Frakce 62-161, obsahujici
spravné oxidovany SCF ve vysoce &istém stavu, byly spojeny
(relativné malé mnoZstvi nespravné oxidovaného monomeru s Mr
asi 18-20000 (neredukovano) eluovanym pozdéji v gradientu (asi
frakce 166 az 211) a disulfidovy dimerovy material byl takeé
eluovdn pozdéji (asi frakce 199 az 235) (obr.35).

Pro odstranéni ethanolu z poolu frakci 62 az 161 a pro
zahusténi SCF byl pouzit nasledujici postup, vyuzivajici
Q-Sepharosovou Fast Flow (Pharmacie) iontovymé&nnou Pryskyrici.
Pool (5 1) byl zredé&n vodou na objem 16,625 1, na koncentraci
ethanolu asi 20 % (obj./obj.). Pak byla pridédna | M Tris baze
(135 ml) pro upraveni pH na hodnotu 8, dale 1 M Tris-HC1l, pH 8
(23,6 ml) pro upraveni celkové Tris koncentrace na 10 mM.
Dalsfch 10 mM Tris-HCl, pH 8 (asi 15,5 1) bylo pridéno na
celkovy objem asi 10 % (obj./obj.). Material byl rak aplikovan
pii 4 °C na kolonu Q-Sepharose Fast Flow (vyska 6,5 cm, prumér
7 cm), ekvilibrovanou 10 mM Tris-HCl a pak nasledovalo
promyvani kolony 2,5 1 kolonového pufru. Rychlost pruatoku
vzorku pri aplikaci a promyvani byla asi 5,5 1/h. Pro eluci
vazaného SCF bylo é&erpino 200 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1, pH 8 v
opa¢ném sméru kolonou rychlosti asi 200 ml/h. Frakce asi 12 ml
byly odebrany a analyzovany absorbanci pri 280 nm a SDS~PAGE
jak je uvedeno vyse. Frakce 16-28 byly spojeny (157 ml).

Pool, obsahujici SCF, byl pak aplikovéan ve dvou
oddélenych chromatografickych pokusech (78,5 ml pouzito v
kazdém) na Sephacryl S-200 HR (Pharmacia) kolonu pro gelovou
filtraci (S x 138 cm) ekvilibrovanou fosfatem pufrovanym
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salinickym roztokem pfi 4 °C. Frakce asi 15 ml byly odebrany
pri prutokové rychlosti asi 75 ml/h. V kazdém pripadé hlavni
pik materidlu s absorbanci pri 280 nm eluovany ve frakcich
odpovid4 zhruba eluénimu objemu v rozmezi od 1370 do 1635 ml.
Frakce, pfedstavujiéi absorpéni piky ze dvou kolonovych
pokusd, byly spojeny do ojemu 525 ml, obsahujiciho asi 2,3
SCF. Tento material byl sterilizovan filtraci za pouziti
zarizeni Millipore Millipak 20 membrinova vlozka.

Alternativné, materiidl z kolony Cs muze byt koncentrovan
ultrafiltraci a pufr vyménén diafiltraci, pred sterilni
filtraci.

Izolovany rekombinantn{i 1lidsky SCF!-164 pmaterisl je
vysoce ¢isty (>98 % podle SDS-PAGE s vyvolanim stribrem) a je
pokladan za farmaceuticky &isty. Za pouZzit metod z prikladu 2
je zjisténo, Ze material ma aminokyselinové slozZeni,
odpovidajici analyze SCF genu a m4 N-koncovou aminokyselinovou
sekvenci Met-Glu-Gly-Ile..., podle o&ek&vani, s udrZzenim Met

kodovaného inicia&nim kodonem.

Podobnymi postupy uvedenymi pro lidsky SCF1-164
exprimovany v E.coli, miZe byt také ziskan kysi SCF1-164 (také
pritomny v nerozpustné formé& uvnits burikky po fermentaci) v
¢istém stavu s vysokou biologickou specifickou aktivitou.
Stejné muze byt zéskan lidsky SCF!1-183 a kys{ SCF1-193. Krysi
SCF1-193 behem skladani/oxidace jevi sklon ke tvorbé ruzné
oxidovanych druht a je nesnadnéjsi odstranit tyto neocekavané
druhy chromatograficky.

Krysi SCF1-193 a lidsky SCF1-183 jsou nadchylné k
proteolytické degradaci b&hem poc&ateénich stupna ziskavani,
tj. solubilizace a skladani/oxidace. Primarni misto proteolyzy




je umisténo mezi zbytky 160 a 170. Proteolyza muZe byt
minimalizovana vhodnou udpravou podminek (naprf. koncentrace
SCF, zménou pH, prid4nim EDTA na 2?% mM, nebo jinymi
inhibitory protedzy) a o&ekavané degradované formy mohou byt

odstranény vhodnymi délicimi stupni.

Zatimco pouziti moé¢oviny pro solubilizaci a béhem
skladani/oxidace, jak je uvedeno, je vyhodnym provedenim,
mohou bytpouzita i dalsi solubilizaéni ¢inidla jako je
guanidin.HCl (napf. 6 M bé&hem solubilizace a 1,25 M bé&hem
skladdani/oxidace) a N-lauroylsarkosin sodny. Po odstranéni
¢inidel po skladani/oxidaci, maze byt ziskan vyéistény SCF jak
je stanoveno SDS-PAGE, pouzitim vhodnych délicich stupna.

Dadle je vyhodnym provedenim pouziti glutathionu v
koncentraci 1 mM béhem skl4adani/oxidace, mohou byt oviem
pouzity dalsi podminky se stejnym nebo blizkym d&inkem. Tyto
napriklad zahrnuji pouziti misto | mM glutathionu 2 mM
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 postupli jsou vhodné i
jiné postupy pro ziskani SCF ve vy&isténé aktivni formé, které
zahrnujjf hydrofobni interakéni chromatografii (napr. pouzZiti
fenyl—%ébharosy (Pharmacia), pouzivajici vzorek v neutralnim
PH za pritomnosti 1,7M siranu amonného a eluci gradientem
snizujic{ se koncentrace sirénu amonného); afinitni
chromatografie s imobilizovanym kovem (napf. pouziti
chelatové~SEpharosy (Pharmacia) s Cu2+ jonty, aplikace vzorku
pri témér neutrdlnim pH za pritomnosti 1 mM imidazolu s eluci
gradientem zvy3ujici se koncentrace imidazolu;
hydroxylapatitové chromatografie (aplikace vzorku pri
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neutrdlnim pH za pritomnosti | mM fosfatu a eluci zvysujicim
se gradientem fosfatu) a dalsimi postupy, které jsou zrejmé

odbornikum.

Dals{ formy lidského SCF, odpovidajici celému nebo &&sti
otevieného &teciho réameéku, kd&ujiciho aminokyseliny 1-248 na
obr. 42, nebo odpovidajici otevfenému &tecimu rameédku,
kodovanému alternativné spojovanymi mRNA, ktery mize existovat
(jak je reprezentovan cDNA sekvenci na obr. 44) mohou byt také
exprimovany v E.coli a zisk&ny v &isténé formé postupy
stejnymi jak jsou vyse popsany v tomto prikladu, s dalsimi
postupy, které jsou zrejmé pro odborniky.

Cistéeni a priprava forem, zahrnujicich tak zvanou
transmembrédnovou oblast, uvedené v prikladu 16 mohou vyuZivat
detergenty, zahrnujic{ neionogenni detergenty a lipidy,
zahrnujic{ fosfolipidy, obsahujici liposomovou strukturu.

Peiklad 11
Rekombinantni SCF ze sav&ich bunék
A. Fermentace CHO bunék, produkujicich SCF

Rekombinantni bunky ovar;a ¢inského kreéka (CHO) (kmen
CHO pDSRa2 hSCF!-162) byly kultivovany na mikronosi&ich ve
20litrovém perfuznim kultivaénim systému pro produkci lidského
SCFL-162, ?%rmentorovy systém byl podobny systému pouthému
pri kultivaci BRL 3A bun&k, priklad 1B, s vyjimkou
nidsledujicich podminek: kultivaénim mediem pouZitym pro
kultivaci CHO bunék byla smé&s media Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMFM) a Ham's F-12 Zivna sm&s v poméru 1:1 (GIBCO),
doplnéné 2 mM glutaminu, neesencidlnimi aminokyselinami (ke
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zdvojnasobeni existujici koncentrace za pouziti 1:100 zgedsni
Gibco &. 320-1140) a S% fetalniho bovinniho sera. Ziskané
medium bylo identické s vyjimkou vynechéni séra. Reaktor byl
inokulovan 5,6 x 109 CHO bunkami kultivovanymi ve dvou
3-litrovych nadobach. Bunky byly ponechany rust do koncentrace
4 x 105 bunék/ml. V tomto bodé& bylo do reaktoru pridano 100
grami pre—-sterilizovaného mikronosiée cytodex—2 (Pharmacia)
jako suspenze ve 3 litrech fosfatem pufrovaného salinického
roztoku. Bunky byly ponech&ny napojit a rust na mikronosig&ich
po dobu é&étyr dni. Rastové medium bylo perfundovdno reaktorem
podle potreby vzhledem ke spotrebs glukgzy. Koncentrace
glukd&y byla udrZovéna priblizné na 2,0 g/l1. Po é¢tyrfech dnech
byl reaktor perfundovan 3esti objemy sera-prostého média pPTro
odstranéni vét3siny sera (koncentrace proteinu < SO pg/ml).
Reaktor byl pak provozovéan vsadkové, dokud koncentrace
glukézy neklesla pod 2 g/l. Od tohoto momentu byl reaktor
provozovan s kontinudlni perfdzni rychlosti asi 20 1/den. pH
kultury bylo udrzovéno na 6,9 + 0,3 dpravou pratoku CO:.
Rozpustény kyslik byl udrZovan na hladiné vyssi neZ 20 %
syceni vzduchem a podle potreby doplhovénim ¢istym kyslikem.
Teplota byla udrZovana na 37 + 0,5 °C.

Z vy3e uvedeného systému bylo ziskéano priblizng 450 litru
kondicionovaného méﬁia a toto bylo pouzito jako vychozi
materidl pro &isténi rekombinantniho lidského SCFi-162,

Priblizné 569 litru sé;a prostého kondicionovaného media
bylo také zfiské&no stejnym postupem, ale za pouziti kmene CHO
PDSRa2 rSCH!-162 bylo pouzito jako vychozi material pro
¢isté&ni krysiho SCF1-162,

B. Cisténi rekombinantniho sav&iho exprimovaného krysiho
SCF1-162




"Viechny ¢&istici postupy byly provadény pri 4 °C pokud
neni uvedeno jinak.

1. Koncentrace a diafiltrace

Kondicionované mééium ziskané ze sé;a prosté kultivace
bunééného kmene CHO pDSRa?2 krysiho SCF!-162 jak je POpPsano v
sekci A vy3e, bylo vyé&ifeno filtraci pres 0,45 um
Sartocapsules (Sartorius). Nékolik rozdilnych vsadek (36 1,
101 1, 102 1, 200 1 a 150 1) bylo oddélen& zahuiténo a
provedena vyména diafiltrace/pufr. Pro ilustraci - zpracovani
36 1 vsadky bylo nadsledujici. Filtrované kondicionqvané medium
bylo zahusténo na 500 ml za pouziti ultrafiltraéniho zarizent{
s tangencidlnim prutokem Millipore Pellicon s membrinovymi
kazetami z acetatu celulozy (tri kazety) oddélujicimi
molekulovou hmotnost 10000 (1S ft2 celkova plocha membrany,
rychlost &erpani asi 2200 ml/min a rychlost filtrace asi 750
ml/min). Vyména diafiltrace/pufr pro aniontovyménnou
chromatografii byla pak provedena pridanim 1000 ml 10 mM
Tris-Hcl, pH 6,7-6,8 ke koncentratu, znovuzahuiténim na SO0 ml
za pouziti zarizen{ pro ultrafiltraci s tangenciadlnim pratokem
a opakovanim tohoto pridavani Skrat.
Koncentrovani/diafiltrovany pripravek byl nakonec ziskéan
v objemu 1000 ml. Postup pro v3echny vsadky kondicionovaného
media podrobené zahusténi a diafiltraci/vymé&né pufru byl
stejny. Koncentrace proteinu ve vsaddkach, stanovené metodou
podle Bradforda (Anal. Biochem. 72, 248-254 (1976)) s hovézim
sé;ovym albuminem jako standardem, byly v rozmezi 70 az 90
pg/ml. Celkovy objem kondicionovaného media pouzitého pro tuto
pripravu byl asi S89 1.

2. Aniontovyménna chromatografie na Q-Sepharose s rychlym
prutokem
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Koncentrované/diafiltrované pripravky z kazdé z péti
vsadek kondicionovaného media uvedené vyse byly spojeny
(celkovy objem 5000 ml). pH bylo upraveno na 6,75 pridanim 1 M
HE1, 2000 ml 10 mM TriS—HCl, pH 6,7 bylo pouZito pro upravu
vodivosti na asi 0,700mohm. Pripravek byl aplikovan na
aniontovyménnou kolonu Q-Sepharosy s rychlym priatokem (36 x 14
cm, pryskyrice 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 2300 ml S mM octové kyseliny/1
mM glycin/6M mo&ovina/20 pM CuSOs s PH asi 4,5. Kolona byla
pak promyta 10 m Tris-HCl, 20 pm CuSO4, pH 6,7, pufru pro
obnoveni neutridlniho pH a odstranéni moéoviny a solnym
gradientem (0-700 mM NaCl, v 10 mM Tris-HC1, 20 puM CuSOs4, pH
6,7 pufr; 40 1 objem celkem). Byly odebiradny frakce velikosti
asi 490 ml pri pratokové rychlosti 3250 ml/h. Chromatogram je
uveden na obr. 36. "MC/9 cpm" udavi biologickou aktivitu v
MC/9 zkousce; S ul z kazdé oznaéené frakce bylo zkouseno.
Eludty odenrané b&hem aplikace vzorku a promyvané, nejsou na
obrédzku uvedeny, v té&chto frakcich nebyla detegovédna 24adna
biologicka aktivita.

3. Chromatografie za pouziti na silikagelu vazané uhlovodikové

pryskyrice

Frakce 44-66 z pokusu uvedeného na obr. 36 byly spojeny
(11200 ml) a byla pridana EDTA do koneé&né koncentrace 1 mM.
Tento material byl aplikovan pratokovou rychlosti asi 2000
ml/h na Cs 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 line4rni gradient od pufru A do pufru B (10 mM
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Tris'pH 6,7/94 % ethanolu) (celkovy objem 6000 ml) a byly
odebrany frakce 30 az SO ml. Podily ze startu vzorkdi na kolonég
Cs, souhrnného poolu a promyvaciho poolu pridané k 0,5 ml
podilum gradientovych frakci byly dialyzovany proti fosfatem
pufrovanému salinickému roztoku pri pripravé pro biologickou
zkousdku. Tyto razné frakce byly zkouseny v MC/9 zkousce (5 pl
podily pripravenych gradientovych frakci; cpm na obr. 37).
SDS—-PAGE (Laemli, Nature 227, 680-685 (1970); zasobni gely
obsahuji 4 % (hmotn./obj.) akrylamidu a separac¢ni gely
obsahuji 12,5 % (hmotn./obj.) akrylamidu) podila ruaznych
frakci, je uvedena na obr. 38. Pro pouziti na gelu byly vzorky
podfld (100 pl) sudeny za vakua a pak znovu rozpuitény za
pouziti 20 ul pufru pro zpracovani vzorku (redukéni, tj. se
2-merkaptoethanolem) a vareny S min pred vloZenim na gel.
Cislované zna&ky na levé strané obrazku predstavuji migraéni
polohy markert molekulové hmotnosti (redukované) jako na obr.
6. Cislované drahy predstavuji odpovidajici frakce, odebrané
béhem aplikace posledni &4&sti gradientu. Gely byly vyvolany
stribrem (Morrissey, Anal.Bioch. 117, 307-310 (1981)).
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4. Aniontovyménna chromatografie na Q-Sepharose s rychlym
prutokem

Frakce 98-124 z C4 kolony jsou uvedeny na obr. 37, tyto
byly spojeny (1050 ml). Pool byl zredén 1:1 mM Tris, pH 6,7
pufrem pro sniZeni koncentrace ethanolu. Zredény pool byl pak
aplikovan na aniontovyménnou Q-Sepharosovou kolonu s rychlym
pratokem (3,2 x 3 cm, pryskyfice Pharmacia Q-Sepharose Fast
Flow), kter4a byla ekvilibrovana 10 mM Tris-HCl1, pH 6,7 pufrem.
Rychlost pratoku byla 463 ml/h. Po aplikaci vzorku byla
kolona promyta 135 ml kolonového pufru a eluce navazaného
materidlu byla provedena promytim 10 mM Tris-HCl, 350 mM NacCl,
PH 6,7. Smé&s prutoku kolonou byl obracen, abyse minimalizoval
objem eluovaného materidlu a byly bé&hem eluce odebirany frakce
7,8 ml.

S. Sephacryl $-200 HR gelova filtraéni chromatografie

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

Tabulka 1S predstavuje souhrn &isténi.




b et L L L AR S R L B S S P S L

121

Tabulka 15
Souhrnny prehled &isténi savéiho exprimovaného krysiho SCF!-162

Stupen celkem
' objem(ml) protein(mg) x

kondicionované medium

(koncentrované) 7000 28420
Q-Sepharose Fast Flow 11200 974
Cs pryskyrice 1050 19
Q-Sepharose Fast Flow 31 20
Sephacryl S-200 HR 82 19xx

xStanoveno metodou podle Bradforda (vyse, 1976)

xxStanoveno jako 47,3 mg kvantitativni aminokyselinovou
analyzou za pouziti metody stejné jak je uvedena v prikladu
2.

N-koncov4d aminokyselinovd sekvence &isténého krysiho
SCF1-162 je pribliZzné polovina Gln-Glu-Ile... a polovina
PyroGlu-Glu-Ile..., j?k bylo stanoveno metodami podle prikladu
2. Tyto vysledky prokazuji, Ze krysi SCF1-162 je produktem
proteolytickych 3té&peni mezi zbytky oznadovanymi jako &isla
(-1)(Thr) a +1)(Gln) na obr. 14C. Podobnsg &istény lidsky
SCF1-162 7z kondicionovaného media transfektovanych CHO bunék
(nize) mél N~koncovou aminokyselinovou sekvenci Glu-Gly-Ile,
indikujici, Ze je produktem 5tépeni mezi zbytky oznadenymi
jako ¢&isla (-1)(Thr) a (+1)(Glu) na obr. 15C. '

Za pouiiti vy3e uvedeného postupu byl zisk&n &iitény
lidsky SCF protein, bud rekombinantné vytvoreny expresi v CHO
bunkédch nebo prirozené ziskany.

Dalsi ¢istfc{ metody, které jsou vhodné pro &isténi ze
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savéich bunék ziskaného rekombinantniho SCF zahrnuji postupy
uvedené v prikladu | a 10 a dalsi metody zrejmé odbornikum.

Dalzi formy lidskéhovSCF, odpovidajici celému nebo &asti
oteveného rameéku, kodujiciho aminokyseliny 1-248 uvedené na
obr. 42 nebo odpovidajici otevienému &tecimu ramedku
kodujicimu alternativné spojené mRNA, které mohou existovat
(jako CDNA sekvence na obr. 44), mohou byt také exprimovany v
sav&ich burnkach a ziskany v &isténé forme postupy podobnymi
postuplim popsanym v tomto prikladu a dalzimi postupy zrejmymi
odbornikum.

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 pl spojené
frakce bylo vloZeno na gel (dr4aha 1). Dréaha byla vyvolana
stribrem. Markery molekulové hmotnosti jsou uvedeny na obr. 6
(drdha 6). Ruzny material migrujici po a nad My 31000 polohou
markeru predstavuje biologicky aktivni materidl; zrejma
heterogenita je do znaéné miry zpasobena heterogenitou pri
glykosylaci.

Pro charakterizovdni glykosylace byl ¢istény material
zpracovan s ruznymi glykosidézami, analyzovan SDS-PAGE
(redukéni podminky) a byl vizualizovan postribrenim. Vysledky
jsou uvedeny na obr. 39. Draha 2 - neuraminidaza. Drdha 3 -
neuraminiddza a O-glykanadza. Draha 4 - neuraminidéaza,
O-glykandza a N-glgkandza. Drsha S - neuraminidiza a
N-glykandza. Draha’7 - N-glykaniza. Draha 9 -N-glykanaza bez
substrdtu. Draha 9 - O-glykanaza bez substratu. Podminky byly
10 mM 3-/(3~cholamidopropy1)dimethylamonio/—l-propensulfonét
(CHAPS), 66,6 mM 2-merkaptoethanol, 0,04 % (hmotn./obj.) azid
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sodny., fosfdtem pufrovany salinicky roztok, 30 minut pfi 37
°C, s ndsledujici inkubaci pri poloviné uvedenych koncentraci
za pritomnosti glykosidaz po 18 h pri 37 °C. Neuraminidéza (z
Arthrobacter ureafaciens, dodany Calbiochem) byla pouzita pri
kone¢né koncentraci 0,5 jednotky/ml. O-Glykanaza (Genzyme;
endo-alfa-N-acetyl-galaktosaminid4dza) byla pouZita v
koncentraci 7,5 milijednotek/ml. N-Glykanaza (Genzyme;
peptid:N-glykosidaza F:
peptid~N4/N—acetyl—beta—glukosaminyl)asparaginamidaza) byla
pouzita v koncentraci 10 jednotek/ml.

Kde je to Z24douci, byly provedeny ruzné kontrolni
inkubace. Tyto zahrnuji: inkubaci bez glykosidaz, pro ovérent,
Ze vysledky jsou zpusobeny pridanymi pripravky glykosidazy;
inkubace s glykosylovanymi proteiny (napr. glykosylovany
rekombinantni lidsky erythropo}%tin) znadmych jako substraty
pro glykosyladzy, pro ovéreni, Ze pouzité glykosidizové enzymy
byly aktivni; a inkubace s glykosidazami, ale bez substratu,
pro posouzeni, zda glykosidédzové pripravky prispivaji nebo
zatemiuji vizualizaci gelovych pruhd (obr. 8 a 9).

Po&etné hodnoceni je moZno provést z vy3e uvedenych
pokusi. Razna zpracovani s N-glykanazou (ktera odstranduje jako
komples vysoce-mannosou N-v4zany karbohydrait (Tarentino a
spol., Biochemistry 24, 4665-4671 (1988)), neuraminidéazou
(kterd odstranuje zbytky sialové kyseliny) a O-glykanézou
(kterd odstranuje uré&ité O-vazané karbohydraty (Lambin a
spol., Biochem. Soc. Trans. 12, 599-600 (1984)), potvrzuji,
Ze: jsou pritomny jak N-vazany tak O-vazany karbohydrat; je
pritomna sialovi kyselinam kde alespon jeji &4st tvoii
O-vazané skupiny. Skuteénost, Ze osetrfeni N-glykandzou mize
prevést heterogenni material podle SDS-PAGE na rychleji
migrujic{ formu, kter4d je mnohem vice homogenni indikuje, Ze




v3echen material predstavuje stejny polypeptid, s
heterogenitou, kters je zpusobena hlavnég heterogenitou pPri
glykosylaci.

Priklad 12
Priprava rekombinantniho SCF1-164PEG

Krysi SCF1-164 ¢istény z rekombinantniho E.coli
expresniho systému podle priklada 6A a 10, byl pouzit jako
vychozi materisl pro modifikaci s polyethylenglykolee/jak je
popséno dale.

Methoxypolyethylenglykol—sukcinimidylsukcinat (18,1 mg =
3,63 umol, SS-MPEG = Sigma Chemical Co. &. M3152, pribliznsa
mol. hmotnost = S000) v 0,327 ml deionizované vody byl pridéan
ke 13,3 mg (0,727 umol) rekombinantniho krysiho SCF1-164 1,0
ml 138 mM fosforeé&nanu sodném, 62 mM NaCl, 0,62 mM octanu
sodném, pH 8,0. V¥sledny roztok byl 3etrné trepan (100 ot/min)
Pri teploté mistnosti po 30 minut. 1,0ml podily koneé&né
reakéni smési (10 mg proteinu) pak byly aplikovany na gelovou
filtra&ni kolonu Pharmacia Superdex 75 (1,6 x 50 cm) a
eluovany 100 mM fosfatem sodnym, PH 6,9, p#i rychlosti 0,25
ml/min pri teplots mistnosti. Prvnich 10 ml z kolony bylo
odloZeno a pak byly odebirany 1,0ml frakce. Byla monitorovana
UV’absorbance pPri éﬁ% 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 um polysulfonovou
membranu (Gelman Sciences €. 4454) a vysledny pool byl oznaden
PEG-25. Podobns byly frakce &. 28 az 32 spojeny, sterilizovany
ultrafiltraci a oznaceny jako PEG-25. Spojené frakce :?J‘
obsahuji 3,06 mg pProteinu a spojené frakce PEG-32 obsahuji
3,55 mg proteinu jak je vypoc&teno z méreni A280 za pouziti




kalibrace dané absorbanci roztoku 1,0 ml/ml nemodifikovaného
krysiho SCF1-164 pgi 0,66. Nezreagovany krysi SCF1-164,
predstavujici 11,8 % celkového proteinu v reakéni smési, byl
eluovan ve frakcich &islo 34 a3 37. Za stejnych
chromatografickych podminek byl nemodifikovany krysi SCF!1-164
eluovan jako hlavni pik s retenénim objemem 45,6 ml, obr. 40B.
Frakce &. 77 az 80 na obr. 40A, obsahuji N-hydroxysukcinimid,
vedlej3{ produkt reakce krysiho SCF1-164PEG se SS-MPEG.

Potencialne reaktivnggminoskupiny v krysim SCF1-164
zahrnuji 12 lysinovych zbytka a alfa-aminoskupinu na N-konci
glutaminového zbytku. Poolované frakce PEG-25 obsahuji 9,3 mol
reaktivnich aminoskupin na mol proteinu, stanoveno
spektroskopickou titraci trinitrobenzensulfonovou kyselinou
(TNBS) za pouziti metody popsané Habeebem, Anal.Biochem.,
14:328-336 (1966). Podobns spojené frakce PEG-32 obsahuji 10,4
mol a nemodifikovany krysi SCFl-164 obsahuje 13,7 mol
reaktivnich aminoskupin na mol proteinu. Primérns 3,3 (13,7
minus 10,4) aminoskupin krysiho SCFl-164 ve spojené frakci
PEG-32 bylo modifikovano reakci s SS-MPEG. Podobné prumérné
4,4 aminoskupiny krysiho SCF1-164 ye spojené frakci PEG-25
byly modifikovany. Lidsky SCF (hSCF1-164) produkovany jako v
prikladu 10 byl také modifikovéan postupem uvedenym vyse.
Specificky, 714 mg (38,5 pumol) hSCFR1-164 reagovalo s 962,5 mg
(192,5 umol) SS-MPEG v 75 ml 0,!M pufru-fosforeé&nanu sodného,
PH 8,0 po 30 minut pri teploté mistnosti. Reakéni smés byla
aplikovana na kolonu Sephacrylu S-200HR (5 x 134 cm) a
eluovdna PES (Gibco Dulbecco fosf4atem pufrovany salinicky
roztok bez CaClz a MgCl:) rychlosti 102 ml/h, a byly odebirany
frakce 14,3 ml. Frakce &. 39-53 analogické PEG-25 poolu
popsanému vyse a na obr. 40A, byly spojeny a bylo zjisténo, zZe
obsahuji celkem 354 mg proteinu. Aktivita in vivo takto
modifikovaného SCF u primatu je popsédna v prikladu 8C.
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Priklad 13
Exprese receptoru SCF na leukemickych blastech

Leukoblasty byly ziskany z periferni krve pacienta se
smisenou leukemii. Buriky byly ¢isteny odstfedovanim
gradientovou hustotou a potladenim adheze. Lidsky SCF1-164 byl
jodovan podle popisu uvedeného v prikladu 7. Bunky byly
inkubovany s riznymi koncentracemi jodovaného SCF jak bylo
popsano (Broudy, 75 1622-1626 (1990)). Vysledky pokusu vazby
receptoru jsou uvedeny na obr. 41. Hustota receptoru je
priblizné 70000 receptoru/bunka.

Priklad 14
Aktivita krysiho SCF na rannych lymfoidnich pPrekurzorech

Schopnost rekombinantniho krysiho SCF1-164 (rrSCFi-164)y
pisobit synergicky s IL-7 Pro zvyseni proliferace lymfoidnich
bunék byla studovana na agarovych kulturach mysi kostni dfené.
V této zkouice kolonie vytvorené se samotnym rrSCF1-164
obsahuji monocyty, neurofily a blastové buriky, zatimco kolonie
stimulované samotnym IL-7 nebo v kombinaci s rrSCFl-164
obsahuji prevazns pre-B bunky. Pre-B buniky charakterizované
jako B220+, slIg-, cut, byly identifikovany FACS analyzou
spojenych bunék za pouziti fluorescenéns znac¢enych 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 skligek pro
cytoplasmickou p expresi za pouziti fluorescenéns znaéenych
protildtek (TRITC-kozi anti K, Southern Biotechnology Assoc.).
Rekombnantni lidsky 11-7 (rHIL-7) byl ziskan od Biosource
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International (Westlake Village, CA). Kdyz byl pridéan
rrSCF1-164 v kombinaci s pre-B faktorem rastu bunék IL- 7, bylo
pozorovano synergické zvyseni tvorby kolonii (tabulka 16),
indikujici stimulujici roli rrSCF!-164 na ¢asnych B bunecnych

pProgenitorech.

Tabulka 16

Stimulace tvorby kolonii Pre~B buné&k pomoci rrSCF1-164 v
kombinaci s hIL-7

Ristové faktory poéet koloniil
salinicky roztok 0
rrSCF1-164 200 ng 13 + 2
100 ng 7 + 4
S0 ng 4 + 2
rhlL-7 200 ng 21 + 6
100 ng 18 + 6
S0 ng 13 + 6
25 ng 4 + 2
rhlL-7 200 ng + rrSCFi-164 200 ng 60 + 0
100 ng + 200 ng 48 + 8
SO0 ng + 200 ng 24 + 10
25 ng + 200 ng 21 + 2

1Po&et kolonii na 5 x 104 bunék mys{ kostni dren&, které byly
umistény na plotnu.

Kazdd hodnota je pramér ze tfi ploten + stand. odchylka.

Priklad 1S
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Identifikace receptoru pPro SCF
A. ¢c-kit je receptorem pro SCFl1-164

Pro testovani, zda SCFl-164 je ligandem pro c-kit, byla

cDNA pro cely my3i c-kit (Qiu a spol., EMBO 7., 7, 1003-1011
(1988)) amplifikovéana za pouziti PCR z SCF1-164 citliv4 mast
cell linie M3/9 (Nabel a spol., Nature, 291, 332-334 (1981)) s
pPrimery podle publikované sekvence. Ligand vazby a
transmembranové domény lidského c-kitu, kodovaného
aminokyselinami 1-549 (Yarden a spol., EMBO J., 6, 3341-335]1
(1987)), byly klonovany za pouziti stejnych technik z lidské
erythroleukemické bun&éné linie, HEL (Martin a
Papayannopoulou, Science, 216, 1233-1235 (1982)). cDNA c-kitu
byly inzertovany do savé&iho expresniho vektoru V19.8
transfektovaného do COS—1 bunsk a membranovych frakci
pripravenych pro vazbovou zkousku pouzitim bud krysiho nebo
lidského 125]-SCF1-164 podle metod popsanych v sekci B a C
didle. Tabulka 17 prfedstavuje udaje z typické vazbové zkousky.
Nejsou zde specifické vazby 125] lidského SCFl1-164 pj COS_1
bunky transfektované samotnym V19.8. Nicméné COS—1 bunky
exprimujici lidsky rekombinantni c-kit ligandové vazby plus
transmembranové domény (hckit-LTL) vdzaly 125]-SCF1-164
(tabulka 17). Pridavek 200 ndsobku molarniho prebytku
neznaceného lidského SCFl-164 snizuje vazbu na zakladni
Uroveri. Podobne COS;I buniky transfektované Plnou délkou mysiho
c-kitu (monokit-L1) v4zou krysi 125]-SCF1-164_ Malg mnozstvi
vazby krysiho 125]-SCF1-164 bylo detegovano v COS-1 bunkach
transfektovanych samotnym V19.8 a bylo také pozorovéano v
netransfektovanych burikach (nezndzornéno), coz indikuje, ze
COS-1 bunky exprimuji endogenni c-kit. Toto zjisténi je v
souladu se sirokou molekulsrni distribuci exprese c—kitu.

rysi 125]-SCF1-164 ge vaze stejné jak k lidskému tak k my $ imu
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c-kitu, zatimco lidsky !25I-SCF1-164 ge vaZe s nizsi aktivitou
k mysimu c-kitu (tabulka 17). Tyto udaje jsou v souladu s
modelem krfiZové reaktivity SCF1-164 pezi druhy. Krysi SCF1-164
indukuje proliferaci lidské kostni dfené se specifickou
aktivitou stejns jako lidsky SCF1-164, zatimco lidsky SCFl-164
indukuje proliferaci mysich mast bunék se specifickou
aktivitou 800krat nizs{ nez krysi protein.

Souhrnné jsou tyto tdaje v souladu s tim, Ze fenotypové
abnormality exprimované W nebo St mutantni my3{ jsou nasledkem
primarnich defekta v c-kitu interakci receptor/ligand, které
jsou kritické pro Vyvoj raznych typt bunék.
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SCF1-164 vazba k rekombinantnimu c-kitu exprimovanému v COS-1

borikach
CPM vazbaa
Transfektovany lidsky SCF1-164 krysi SCFi-164
plasmid 125]-SCFb 1251-SCF+nezn.c 125]-SCRd 1251-SCF+
nezn.e

Vig.8 2,160 2,150 1,100 5SSO0
V19.8:hckit-LT1 59,350 2,380 70,000 1,100
V19.8 :mckit-Ll1 9500 1,100 52,700 600

aJe uveden prumér ze dvou méreni; pokus byl proveden nezavisle

se stejnymi vysledky trikrat.

b1,6
1,6
1,6
1,6

nM krysi

nM lidsky 125]-SCF1-164

nM lidsky 125I-SCF1-164 4+ 320 nM neznaceny lidsky SCFl!-164
125T-SCF1-164

nM krys{ 125]-SCF1-164 + 320 nM neznadéeny krysi SCFl-164

B. Exprese rekombinantniho c-kitu v COS—-1 bunkach

Klony lidské a my$i c-kitové cDNA byly ziskany pouzitim
PCR techniky (Saiki a spol., Science, 239, 487-491 (1988)) =z
celkové RNA izolovansé postupem kyselé fenol/chloroformové
extrakce (Chomczynsky a Sacchi, Anal.Biochen., 162, 156-159
(1987)) z lidské erythroleukemické bunéé¢né linie HEL a MC/9
bunék. Unikatni sekvence oligonukleotida byly navrieny z

publikovanych lidskych‘a mysich C-kitovych sekvenci. Prvni

retézec cDNA byl syntetizovan z celkové RNA podle protokolu

ziskaného s enzymem, Mo-MLV reverzni transkripce (Bethesda

Research Laboratories, Bethesda, MD) za pouziti opadénych
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c-kitovych oligonukleotidu jako primerG. Amplifikace
presahujicich oblasti c-kitové ligandové vazby a domén tyrosin
kindzy byla provedena za pouziti vhodnych para c-kitovych
primerd. Tyto oblasti byly klonovdny do savéiho expresniho
vektoru V19.8 (obr. 17) pro expresi v COS-1 burikach. DNA
sekvenovani nékterych klona odhaluje nezdvislé mutace prevazné
viniklé béhem PCR amplifikace v kazdém klonu. Klon prosty
téchto mutaci byl konstruovan znovusestavenim mutaci prostych
restrikénich fragmentu ze separatnich klona. Uréité odchylky
od publikovanych sevenci se objevily ve viech nebo v asi
poloviné klona; tyto byly povaZovany za aktudlni sekvence
pritomné v pouzité bunéé&né linii a mohou predstavovat alelové
diference publikovanych sekvenci. Ve V19.8 byly konstruovany
ndsledujici pgggidy: V19.8 :mckit-LT!, cely mysi c-kit; a
V19.8:kckit-Ll, obsahujici ligandovou vazbu plus
transmembranovou oblast (aminokyseliny 1-549) lidského c-kitu.

Plasmidy byly transfektovédny do COS-1 bungk v podstate
jak je popsano v prikladu 4.

C. 125]-SCF1-164 vazba k COS-1 bunkam exprimujicim
rekombinantni c-kit

Dva dny po transfekci byly COS-1 bunky sedkrabnuty z
misky, promyty v PBS a zmrazeny do pouZiti. Po roztani byly
buriky resuspendovany v 10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl: obsahujici 1|
mM PMSF, 100 pg/ml aprotinin, 15 ng/ml leupeptin, 2 pg/ml
pepstatin a 200 pg/ml TLCK-HC1. Suspenze byla dispergovana
nasatim a vypusténim z pipety pétkrat, inkubovana na ledu 15
minut a bunky byly homogenizovidny 15-20 nadrazy Dounce
homogenizéru. Sacharé&a (250 mM) byla pridana k homogenatu a
jaderna frakce a zbylé nerozrusené buitky byly peletovany
odstredénim pri SO0 x g po dobu S minut. Supernatant byl
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odstredén pri 25000 & po 30 minut pri 4 °C Pro peletovani
zbylych bunéénych kusua. Lidsky a krysi SCFl-164 byly oznaéeny
radioaktivnim jodem za pouziti chloraminu~T /Hunter a
Greenwood, Nature, 194, 495-49¢ (1962)/. COS-1 membranoveé
frakce byly inkubovany bud s lidskym nebo krysim 125]-SCF1-164
(1,6 nM) a nebo begz 200nasobného Prebytku neznadeného SCF1-164
ve vé4zacim pufru, obsahujicim RPMI doplnény 1 % hovéziho
serového albuminu a 50 mM HEPES (pH 7,4) po 1| hodinu pzi 22
°C. Pfi ukong&eni inkubace vazby, byly membranové pripravky
Setrneé rozvrstveny na 150 pl ftalatového oleje a odstredovany
Po 20 minut v Beckman Microfuge 11 pro oddéleni membranovs
vazaného 125]-SCFi-164 g4 volného 125J-SCFi-164 Pelety byly
oddéleny a membranovs napojeny 125]-SCF1-164 byl

kvantifikovan.

Priklad 16

A. Izolace cDNA lidského SCF

Celkova RNA byla izolovana z lidské fibrosarkomové
bunéiné linie HT-1080 (ATCC CCL 121) metodou extrakce za
pomoci smési kysely guanidiniumthiokyanat—fenol—chloroform
(Chomczynski a spol., Anal.Biochem. 162, 156 (1987)) a poly(A)
RNA byla ziskana za pouziti oligo(dT) kolony ziskané od
Clontech. Dvojtfet&zcova cDNA byla pripravena ze 2 Lg pol (A)
RNA s BRL (Bethesda Research Laboratory) cDNA syntéznim kitem
za podminek doporudenych dodavatelem. Priblizné 100 ng na
koloné dé&lené dvojretézcové cDNA s prumérnou velikosti 2kb
bylo ligovano ke 300 ng Sall/NotI stépeného vektoru pSPORT 1|
/D'Alessio a spol., Focus, 12, 47-50(190)/ a transformovaného
do DHSa (BRL, Bethesda, MD) bunék elektroporac{ (Dower a
spol., Nucl.Acids Res., 16, 6127-6145 (1988)).
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B. Screening cDNA knih?vny

Priblizné 2,2 x 105 Primarnich transformanta bylo
rozdéleno do 44 poolq, kazdy o obsahu asi 5000 individu4lnich
kloni. Plasmidova DNA byla prfipravena z kazdého poolu CTAB-DNA
sraZeci metodou jak je pPopséna (Del Sal a spol.,
Biotechniques, 7, 514-519 (1989)). Dva mikrogramy kazdého
poolu plasmidové DNA byla Stépeny restrikénim enzymem Not] a
oddéleny gelovou elektroforézou. Linearizovans DNA byla
transferovdna na GeneScreen Plus membranu (DuPont) a
hybridizovana se 32P-zna&enou PCR generovanou lidskou SCF cDNA
(priklad 3) za podminek popsanych dfive (Lin a spol.,
Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 82, 7580-7584 (1985)). Tri pooly,
obsahujici pozitivni signal byly identifikovany z hybridizace.
Tyto pooly kolonifi byly rescreenovany hybridizaénim koloniovym
postupem (Lin a spol., Gene 44, 201-209 (1986)) a2 byla z
kazdého poolu zisk4na jedna kolonje. Velikost cDNA té&chto tg#i
izolovanych klonua byla mezi S,0 az 5,4 kb. Stépeni
restrik&nimi enzymy a stanoveni nukleotidové sekvence na 5§
konci indikuji, Ze dva z téchto tfi klonu jsou identickseé
(10-tfa a 21-7a). Oba obsahuji kodujici oblast a priblizné 200
bp S' netranslatované obasti (S'UTR). Treti klon (26~1a) je
zhruba o 400 bp kratsi na S’ konci nez druhé dva klony.
Sekvence cDNA lidského SCF je uvedena na obr. 42. Zvlasts
podrobné zaznamenana je hydrofobni transmembrdnovad doménova
sekvence za&fnajici v oblasti aminokyselin 186-190 a kon&ic{ u
aminokyseliny 212.

C. Konstrukce pDSRa2 hSCF1-248

PDSRa2 hSCF1-248 py] generovan za pouziti plasmida 10-1a
(jak je popsano v prikladu 168) a pGEM3 hSCFi-164 nadsledovns:




134

HindITI inzert z pGEM3 hSCF1-164 byl transferovan do M!3pmli8.
Nukleotidy bezprostfedné v protisméru k ATG iniciaé&nimu kodonu
byly vyménény mistné fizenou mutagenezi z tttccttATG na
gccgecgecATG za pouziti opaé&ného oligonukleotidu

5'-TCT TCT TCA TGG CGG CGG CAA GCT T 3

a oligonukleotidem fizenym in vitro kitovym mutageneznim
systémem a protokoly Amersham Corp. pro generovani M13mp18
hSCFK1-164, Tato DNA byla Stépena HindIII a inzertovana do
pDSRa2, ktery byl stépen HindIII. Tento klon je oznaden pDSRa2
hSCFK1-164, DNA z pDSRa2 hSCFK1-164 py] §tépen Xbal a DNA byla
opatrena typymi konci pridanim Klenowova enzymu a &étyr dNTP.
Po ukonéeni této reakce byla DNA 3tépena enzymem Spel. Klon
10-1a byl 3stépen pomoci Dral pro vytvoreni tupého konce 3' pro
otevreny &teci ramedek v inzertu a pomoci Spel, ktery 3tépi na
stejném misté v genu jak v pDSRa2 hSCFK1-164 tak 10-1a. Tyto
DNA byly spoleéné spojeny za vzniku pDSRa2 hSCFK1-248

D. Transfekce a imunoprecipitace COS bun&k s pDSRa2 hSCFK1-248
DNA

COS-7 (ATCC CRL 1651) bunky byly transfektovidny s DNA
konstruovanou vys$e ppsanym zpusobem. 4x10€6 bunék v 0,8 ml DMEM
+ 5 % PBS bylo elektroporovéno pri 1600 V bud 10 ng pDSRa2
hSCFK1-248 DNA nebo 10 pg pDSR 2 vektorové DNA (vektorova
kontrola). Po elektroporaci byly bunky umistény do dvou 60mm
misek. Po 24 hodinach bylo méﬁium nahrazeno éerstvym
kompletnim méaiem.

72 hodin po transfekci byla kazd4 miska oznacena
35S-méaiem podle modifikace protokolu Yardena a spol., (PNAS
87, 2569-2573, 1990). Buiky byly promyty jecdnou PBS a pak
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inkubovadny s DMEM prostym methioninu, prostym cysteinu
(met-cys-DMEM) po 30 minut. Méﬁium bylo odstranéno a ke kazdé
misce byl pridan 1| ml met-cys-DMEM, obsahujici 100 pCi/ml
Trans35S- znaceného(ICN) Buriky byly 1nkubovény pri 37 °C po 8
hodin. Med1um bylo odebrano, vygirfeno odstredénim, pro
odstranéni zlomka bunék a zmrazeno na ~20 °C.

Podily zna&eného kondicionovaného media z COS/pDSRa?2
hSCFK1-248 3 COS/pDSRa2 vektorové kontroly byly
imunoprecipitovany spolu se vzorky méaia ze 35S-znad&eného
CHO/pDSRa2 hSCF!-164 klonu 17 bunék (viz priklad 5) v souladu
s modifikaci protokolu Yardena a spol. (EMBO J. 6,/3341—3351,
1987). Jeden ml kaZdého vzorku kondicionovaného media byl
zpracovan s 10 pl pre-imunniho kriliéiho se;a (¢. 1379 P.1.).
Vzorky byly inkubovdny po 5 hodin pri 4 °C. Sto mikrolitra 10Y%
suspenze Staphylococcus aureus (Pansorbin, Calbiochen. ) v 0,158
M NaCl, 20 mM Tris pH 7,5, 0,2 % Triton X-100 bylo pridang ke
ka?dé zkumavce. Vzorky byly inkubovany dalsi jednu /4’?6.
Imunni komplexy byly peletovany odstfedovanim pri 13000 x g po
S minut. Supernatanty byly transferovany do novych zkumavek a
inkubovany s 5 pl kraliéiho polyklonadlonho antisera (¢. 1381
TB4), ¢isténého jako v prikladu 1, proti hSCF1-162 z CHO pres
noc pri 4 °C. 100 pul Pansorbinu bylo prfidavano po | hodinu a
imunni komplexy byly peletovany jako dfive. Pelety byly
promyty 1x pufrem pro lyzi (0,50 N-deoxycholat, 0,5% NP-40, 50
mM NaCl. 25 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 pH 7,5. Pelety
byly resuspendovany v S0 ul 10 mM Tris pH 7,5, 0,1% SDS, 0,1M
B-merkaptoethanolu, SCF protein byl eluovan varem po 5 min.
Vzorky byly odstredény pri 13000 x g po 5 minut a supernatanty
byly odstranény.

Osetrfeni glykosidazami bylo provedeno nasledovné: tfi
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mikrolitry 75 mM CHAPS, obsahujiciho 1,6 mU O-glykanazy, 0,5 U
N-glykanizy a 0,02 U neuraminidazy, byly pridany ke 25 pl
imunniho komplexu a inkubovano bylo po 3 hodiny pri 37 °C. Byl
pridin stejnid pbjem 2xPAGE vzorkového pufru a vzorky byly
povareny 3 minuty. Stépené a neStépené vzorky byly Zpracovany
elektroforézou na 15% SDS-polyakrylamidovém redukénim gelu
Pres noc pri 8 mA. Gel byl fixovéan v methanolu-kyseling
octové, zpracovan s NEN po 30 minut, susen a exponovéan pri =70
°C na film Kodak XAR-5S.

Obrézek 43 predstavuje autoradiograf vysledka. Drahy | a
2 jsou vzorky z kontrolnich COS/pDSRa2 kultur, drahy 3 a 4 gz
COS/pDSRa2 hSCFK1-248, drshy 5 a 6 z CHO/pDSRa2hSCF1-164
Drahy 1,3 a2 5§ jsou nestépené imunni sraZeniny, drahy 2,4 a 6
byly 3tépeny glykanazami jak je popsano vyse. Polohy markera
molekulové hmotnosti jsou oznaceny nalevo. Priprava SCF v COS
transfektovanych pDSRa2 hSCFK1-248 je v souladu s hSCF!-164
sekretovanym CHO transfektovanymi pDSRa2 hSCF1-164 (priklad
11). Tato skute&nost silns naznacéuje, Ze prirozené
proteolytické misto uvolnujici SCF z bunky je v sousedstvi
aminokyseliny 164.
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Priklad 17
Kvarterni strukturni analyza lidského SCF

fﬁ%i kalibraci filtraéni kolony (ACA 54) popsané v
prikladu 1| pro &ist&ni SCF z BRL bunééného media se standardy
molekulové hmotnosti a prfi eluci ¢isténého SCF z jinych
kalibrovanych gelovych filtra&nich kolon je zrejmé, Ze SCF
¢istény z BRL bunéé&ného media se Projevuje se zfejmou
molekulovou hmotnosti priblizné 70000 aZz 90000 vztaZeno k
molekulovym hmotnostem standarda. V protikladu k tomu je
zrejméd molekulovd hmotnost podle SDS-PAGE priblizneg
28000-35000. I kdyz je zjidténo, 2e glykosylované proteiny se
mohou chovat v takovych analyzéch anomalne, vysledky
potvrzuji, Ze krysi SCF odvozeny z BRL miZe existovat jako
nekovalentng asociovany dimer za nedenaturaénich podminek.
Podobné¢ vysledky plati Pro rekombinantni{ SCF formy (napr.
krysi a lidsky SCF1-164 ziskany z E.coli, krysi a lidsky
SCF1-162 ziskany z CHO bunék) u kterych velikost molekuly
stanovena gelovou filtraci za nedenaturaénich podminek je
priblizné dvakrat v&tsi nez stanoven4d gelovou filtraci za
denaturaénich podminek (tj. za pritomnosti SDS) nebo pomoci
SDS-PAGE , v kazdém jednotlivém pripadé. Dile sedimentaé&ni
rychlostni analyza, kters poskytuje presné stanoveni
molekulové hmotnosti v roztoku, poskytuje hodnotu asi 36000
pro molekulovou hmotnost rekombinantniho lidského SCFi-164
ziskaného z E.coli. Tato hodnota je opét priblizné dvojnasobna
nez poskytnut4d z SDS-PAGE (asi 18000-19000) . Proto i kdyZ je
moZno pripustit, Ze mohou existovat nadsobné oligomerni stavy

(vEetné& monomerniho stavu), je zrejmé, 2e dimerni stav v
roztoku za uréitych okolnosti prevlada.

Priklad 18
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Izolace klona c¢DNA lidského SCF z bunééné linie 5637
A. Konstrukce 5637 cDNA knihovny

(2e1kové RNA izolovana z lidské krevni karcinomové bunééné
linie 5637 (ATCC HTB-9) extrakéni metodou, vyuzivajici kysely
guanidiniumthiokyanat—fenol—chloroform (Chomczynski a spol.,
Anal.Biochem., 162, 15 (1987)) a poly(A) RNA byla ziskéna za
pouziti oligo(dT) kolony ziskané od Clontech. Dvojretézcova
cDNA byla pripravena ze 2 #g pPol(A) RNA s BRL cDNA syntéznim
kitem za podminek doporuéenych dodavatelen. Priblizné 80 ng na
koloné frakcionované dvouretézcové cDNA s primérnou velikosti
2 kb bylo ligovano ke 300 ng Sall/Notl stépeného vektoru
PSPORT 1| /D'Alessio a spol., Focus, 12, 47-50 (1990)) a
transformovidno do DHSa bunék elektroporaci (Dower a spol.,
Nucl.Acids Res., 16, 6127-6145 (1988)).

B. Screening cDNA knihovny

Priblizné 1,5 x 105 primdrnich transformantua bylo
rozdéleno do 30 poold, kde kazdy pribliZné obsahoval 5000
individuadlnich klonu. Plasmidova DNA byla pripravena z kazdého
poolu CTAB-DNA srazenim, které je popsano (Del Sal a spol.,
Biotechniques, 7, 514-519 (1989)). Dva mikrogramy kadé
plasmidové DNA z poolu byly 3tépeny restriké&nim enzymem Notl a
separovany gelovou elektroforézou. Linearizovana DNA byla
transferovdna na GeneScreen Plus membranu (DuPonnt) a
hybridizovéana 32P-znacenou cDNA celé délky lidského SCF
izolovanou z HT1080 buné&éné linie (priklad 16) za jiz
popsanych podminek (Lin a spol., Proc.Natl.Acad.Sci.USA, 82,
7580-7584 (1985)). Hybridizact bylo identifikovano sedm poolu,
obsahujicich pozitivni signdl. Pooly kolonifi byly
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rescreenovany 32P zna&enou PCR ziskanou cDNA lidského SCF
(priklad 3) postupem hybridizace kolonii (Lin a spol., Gene,
44, 201-209 (1986)) dokud nebyla ziskana jedna kolonie ze étyr
poolu. Yy@likosti inzertu ze &tyrf izolovanych klona jsou
priblizné 5,3 kb. Stépeni restrikénim enzymem a nukleotidova
analyza S'-konce klonud prokazuje, ze &tyrfi klony jsou
identické. Sekvence této 1idské cDNA je uvedena na obr. 44.
cDNA na obr. 44 koduje polypeptid, ve kterém aminokyseliny
149-177 sekvence na obr. 42 jsou nahrazeny jedinym Gly
zbytkem.

Priklad 19
Viiv SCF na preziti po letalni iradiaci

A. U¢inek in vivo SCF na preziti po letalni iradiaci

V1iv SCF na preziti mys$i po letalni iradiaci byl
testovdn. Pouzité mysi byly 10 az 12 tydna staré samice
Balb/c. Byly pouzity skupiny 5 mysi ve vsech pokusech a mysi
byly pred kazdym pokusem zvaZeny. Mysi byly ozareny 850 rad
nebo 950 rad v jedné davce. Mysim byly injektovany samotné
faktory nebo faktory plus normalni Balb/c buniky kostni drens.
V prvnim prfipadé byly my$i injikovany intravené&né 24 hodin po
ozadreni krysim PEG-SCF1-164 (20 pg/kg), &isténym z E.coli a
modifikovanym pfidavkem polyethylenglykolu jako v prikladu 12,
nebo salinickym roztokem u kontrolnich zvifat. Pro
transplantaédni model byly my3i injikovany i.v. ruznymi davkami
bunék normalni Balb/c kostni drfené& 4 hodiny po ozareni.
Osetreni s krysim PEG-SCF1-164 bylo provedeno pridanim 200
ng/kg krysiho PEG-SCF!-164 k suspenzi bunék ! hodinu pred
ijekci a podéno jako jednotlivé i.v. injekce faktoru plus

bunék.
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Po ozareni pri 850 rad byly my3i injikovany krysim
PEG-SCF!1-164 nebo salinickym roztokem. Vysledky jsou uvedeny
na obr. 45. Injekce krysiho PEG-SCF1-164 vyrazné zvysuje dobu
preziti my3i ve srovnani s kontrolnimi zviraty (p 0,0001).
My%i injikované salinickym roztokem prezivaji prumérné 7,7
dne, zatimco krysim PEG-SCF1-164 g3etrené my$i prezivaji v
pruméru 9,4 dne (obr. 45). Vysledky uveden¢na obr. 45
predstavuji souhrn ze 4 oddélenych pokusu se 30 mysmi v kazdeé

o3etrované skuping.

Zvyseni preziti mysi s krysim potvrzuje uginek
PEG-SCF1-164 SCF na buriky kostni dfens u ozéarenych zvirat.
Predbézna studie hematologickych parametrd téchto zvarat
ukazuje slabid zvyseni ladin desticdek ve srovnadni s kontrolnimi
zviraty S dna po ozarfeni, nicméné 7 dnu po ozéreni nejsou
hladiny destidek vyrazné rozdilné od kontrolnich zvitat.
Nebyly deteé%vény 2adné rozdily v RBC nebo WBC hladinach nebo
bunécné stavbé kostni drens.

B. Preziti transplantovanych mysi oSetrfenych SCF

Davky 10 % bunék kostni drens femuru normalnich Balb/c
my3i, transplantované do mysi ozarenych pri 850 rad mohou
zachranit 90 % nebo vice zvifat (data nejsou uvedena). Proti
byla pouzita davka ozareni 850 rad s transplantaéni davkou S %
femuru ke studium G&inku krysiho PEG-SCF!-164 na preziti. P#i
této bunééné davce bylo predpokladéano, Ze velké procento mysi,
které nedostanou SCF nepreZije; v pripadé, Ze krysi
PEG-SCF!-164 by mohl stimulovat transplantované bunky, mohlo
by se preziti zvysit. Jak je uvedeno na obr. 46, priblizns 30
% kontrolnich mysi prezivalo 8 dni po ozareni. O3etrfeni krysim
PEG-SCF1-164 mglo za nasledek vyrazné zvy3eni preziti s vice
neZ 90 % mysi, které prezivaji vice nez 30 dni (obr. 40) .
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Vysledky uvedhé na obr. 46 predstavuji kompilaci vysledku ze 4
separatnich pokusu, kde bylo pouzito 20 mysi jak u kontrolni
my%i tak u my3i o3etrenych krysim PEG-SCF!-164_  Pri vys$sich
davkach ozareni, osetreni mysi krysim PEG-SCFl-164 v
souvislosti s transplantaci drené také vede ke zvy3enému
prezivani zvirat (obr. 47). Kontrolni my3i ozarené 950 rad a s
transplantaci 10 % femuru uhynuly 8.den, zatimco priblizné 40 %
my${ osetrfenych krysim PEG-SCF1-164 prezivalo 20 dni nebo
déle. 20 % kontrolnich my3{ s transplantovanymi 20 % femuru
prezivalo po 20 dni, pfi o3etfeni rSCF prezivalo 80 %
pokusnych zvirat (obr. 47).

Priklad 20
Tvorba monoklonadlnich protilatek vugi SCF

8 tydnu staré samice BALB/c my3i (Charles River,
Wilmington, MA) byly subkut&nné injektovany 20 pug lidského
SCF1-164 exprimovaného v E.coli v kompletnim Freudové
adjuvans (H37-Ra; Difco Laboratories, Detroit, MI). Dalsi
imunizace S50 pg stejného antigenu v nekompletnim Freudové
adjuvantu byly nasledné podény 14., 38. a 57.den. Tr#i dny po
posledni injekci byly 2 my$i usmrceny a jejich slezinné bunky
fuzovany se sp 2/0 myelomovou linii postupem popsanym
Nowinskim a spol., (Virology 93, 111-116 (1979)).

éﬂ;iium pouzité pro bunéénou kulturu sp 2/0 a hybridomy
bylo Dulbecco modifikované Eaglovo medium (DMEM), (Gibco,
Chagrin Falls, Ohio) doplnéné 20 % teplem inaktivovaného
fetalniho hovéziho sera (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
selektovany v HAT mediu, obsahujicim 10-4M hypoxanthinu, 4 x
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10-7 "aminopterinu a 1,6 x 10-5M thymidinu, po dobu dvou tqugf
pak kultivovany v mediu, obsahujicim hypocanthin a thymidin po

dva tydny.

Hybridomy byly screenovény nésledovgg& polystyrenové
desky (Costar, Cambridge, MA) byly senzi&izovany 0,25 ug
lidského SCF!-164 (E.coli) v S0 pl S0 mM
hydrogenuhlic¢itanového pufru pH 9,2 po dvé hodiny pri teploté
mistnosti, pak pres noc prfi 4 °C. Plotny pak byly blokovany 5
% BSA v PBS po 30 minut pri teploté mistnosti, pak inkubovany
se supernatantem hybridomové kultury po jednu hodinu pzi 37
°C. Roztok byl dekantovadn a navizané protilatky inkubovany s
1:500 red&nim kozi-anti-my3i IgG konjugovaného s kfenovou
peroxidédzpu (Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianopolis,
IN) po jednu hodinu pri 37 °C. Plotny byly promyty promyvacim
roztokem (KPL6 Gaithersburg, MD), pak vyvijeny se smé&si H20: s
ABTS (KBL). &ﬁlorimetrie byla provedena pri 40S nm.

Kultury hybridomovych bundk sekretujicich protilatku
specifickou pro lidsky SCF!-164 (E.coli) byly testovany ELISA
jakoz i postupy screeningu hybridoma, na kfiZové reaktivity 1
lidskému SCF1-162(CHO). Hybdridomy byly subklonovany limitni
redic{ metodou. 55 jamek hybridomového supernatantu je v testu
silné pozitivni k lidskému SCF!-164 (E.coli); 9 z nich je
kriZové reaktivnich k lidskému SCF!-162 (CHO).

Nékteré hybridomové bunky byly klonovany nasledovné:
Monoklonalni IgG isotyp reaktivita k lidskému
SCF1-162 (CHO)

4G12-13 IgGl1 ne
6C9A I1gGl ne
8H7A IgGl1 ano
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Hybridomy 4G12-13 a 8H7A byly uloZeny v ATCC 26.z4ari 190.

I kdyZ predloZeny vyndlez byl popsin vyhodnymi
provedenimi, je nutno upozornit, Ze odbornikim budou zrejmé
dalsi modifikace a variace tohoto provedeni. PredloZené naroky
pokryvaji viechny takové moZné variace, které spadaji do
rozsahu predloZeného vynédlezu.
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1. Cistény a izolovany polypeptid majici celou nebo

PATENTOVE NAROKY

¢asteénou primdrni strukturu sekvence uvedené na obr. 42A-C,
popripadé s methioninovym zbytkem na N~konci, vykazujici
hematopo?%tickou biologickou vlastnost prirozené se vyskytu-
jiciho faktoru kmenovych bunék.

2. Polypeptid podle ndroku 1, obsahujici aminokyse-
linovou sekvenci podle obr. 42A-C: 1-248, 1-189, 1-188,
1-185, 1-180, 1-156, 1-141, 1-137, 1-130, 1-164, 2-164,
5-164 a 11-164, popripadé s methioninovym zbytkem na N-konci.

3. Polypeptid podle naroku 1, obsahujici aminokyse-
linovou sekvenci podle obr. 42A-C: 1-120, 1-110, 1-100, 1-133,
1-127 a 1-123, popripadé s methioninovym zbytkem na N-konci.

4. DNA sekvence pro pouziti pri expresi polypeptidu
podle kteréhokoliv z predchozich naroku v prokaryotické nebo
eukaryotické hostitelské burice, kde uvedend DNA sekvence je
vybrana z:

(a) DNA sekvenci uvedenych na obr. 42A-C nebo
jejich komplementdrnich retézcu,

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

(c) DNA sekvenci, které nebyt degenerace
genetického kédu by hybridizovaly k DNA sekvencim
definovanym v (a) a (b), pfi¢emZ tyto sekvence kéduji
polypeptid, majici stejnou aminokyselinovou sekvenci.

5. DNA sekvence podle naroku 4 zahrnujici jeden
nebo vice kodonl preferovanych pro expresi v ne-savcich
burikdch.
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6. DNA sekvence podle ndroku 5 obsahujiéi jeden
nebo vice kodonl preferovanych pro expresi v E.coli burkach.

7. DNA sekvence podle ndroku 4, 5 nebo 6 obsahujici
jeden nebo vice kodonti preferovanych pro expresi v kvasin-
kovych burikéch.

8. DNA sekvence podle kteréhokoliv z naroku 4, 5
nebo 6, ktera kéduje expresi methionylového zbytku v
N-termindlni poloze maturované verze uvedeného polypeptidu.

9. DNA sekvence podle kteréhokoliv z naroku 4 aZ
8, kovalentné spojend s detegovatelnym znacenim.

10. DNA sekvence podle niroku 9, kde znaceni je
radioaktivni znaceni. '

11. Farmaceuticka kompozice, vy znac¢uj ici
s e t i m, Ze obsahuje G¢inné mnozstvi polypeptidu podle
kteréhokoliv z naroku 1 aZ 3 a farmaceuticky prijatelné
Yedidlo, prisadu nebo nosic¢.

12. PouZiti polypeptidu podle kteréhokoliv z naroku
1 az 3 pro vyrobu léc¢iva pro hematopqﬁetickou terapii savce.

13. PouZiti podle naroku 12 pro vyrobu léc¢iva
pro lédbu leukopenie, léc&bu trombocytopenie, 1lé&bu anemie,
zvySeni prfijmu transplantatu kostni drfené, zvyseni obnovy
kostni d¥ené pri lé&bé ozarovaninm, chemicky nebo chemote-
rapeuticky indukované aplasie kostni drfené nebo myelosuprese
a citlivosti bunék k chemoterapii.

14. PouZiti podle ndroku 13 pro vyrobu léciva pro
zvydeni po&tu bunék schopnych transplantace po aspiraci
kostni dfené nebo periferdlni krevni leukoferesi.
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15. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoliv z naroka
1 aZz 2 pro vyrobu léciva pro léceni AIDS, myelofibrosis,
myelosklerosy, osteoporosy, metastatického karcinomu, akutni
leukemie, mnohotného mylomu, Hodgkinovy choroby, lymfomu,
Gaucherovy choroby, Niemann-Pickovy choroby, Letterer-Siwo-
vy choroby, odolné erythroblastické anemie, Di Guglielmova
syndromu, kongestivni splenomegalie, Kala azar, sarkoidosy,
primdrni splenické pancytopenie, milidrni tuberkulozy,
rozseté plisriové choroby, prudké septikémie, malarie,
deficience vitaminu B,,, deficience kyseliny folové
a pyridoxinové deficience u savcu.

16. Pouziti polypeptidu podle kteréhokoliv z néroki
1 aZ 3 pro vyrobu lé¢iva pro léc¢eni poskozeni nervu,
infertility nebo intestindlniho poskozeni u savcu.

17. PouZiti polypeptidu podle kteréhokoliv z narokil
1 aZz 3 pro vyrobu lé¢iva pro léceni hypopigmentac¢ni poruchy.

18. PouZiti podle kteréhokoliv z ndroku 12 az 17
pro vyrobu lé¢iva dale obsahujiciho alespon jeden dalsi
hematoquéticky faktor vybrany z EPO, G-CSF, GM-CSF, CSF-1,
I,-1, I1L-2, IL~-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 a IGF-1l.

19. PouZiti podle kteréhokoliv z naroku 12 az 17
pro vyrobu lé&iva ddle obsahujiciho alesporn jeden dalsi
hematopo;gticky faktor vybrany z IL-8, IL-9 a IL-10.

20. PouZiti podle kteréhokoliv z narokd 12 a% 17

pro vyrobu lé&iva ddle obsahujiciho alespon jeden dalsi
hematopo;/eticky faktor vybrany z IL-11 a LIF.
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CTTAATGTTGAAGAAACC
GATGGTAGTACAATTGTCAGAC \
GTCTGACAATTGTACTACCATC
CAATTTAGTGACGTCTTTTACA
TTAGATGAGTTTTCTTTCACGCAC
AARTCATTCAAGAGCCCAGAACCC
ARCATCCATCCCGGGGAC
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GTGTCTAGACTTGTGTCTTCTTCATAAGGA

6oz

703-686
410-431
431-410
302-323
556-533

"566-589

366-383

153-179

 209-190 *

TICk




201-7

220-3

220-7

220-11

221-11

221-12

228-28

228-29

PV A1~

16

Obr.12C

CCCCCCCCGG
T
A

TTTTTTTTTTTTTTITTTTGG
TTTTTTTTTTTTTTTTTTAG ‘
TTTTTTTTTTTTTITITTCG,

/ .
TTCGGCCGATC%GGCCCCCCCCCC
TTCGGCCGGATAGGCCTTTTTTTTTTTTTT
GGCCGGATAGGCCTCACNNNNNNT

GGCCGGATAGGCCTCAC'

6oz

TISk




PV He1-ay  TISk
6oz
13
Obr.13A
1 200 400 600 800
| | i i l
PCR90.6 222:11
223-6
PCRg6.2 222:11, ‘
' 21852
€————91q.
o PCRO03 €T 21921 Phs Chnse Jwn
i 12 , /"’” “é"w:cu/m%m/
. 6—-
PCR96.6
201-7 2238
—>
N
<<
PCR625.1 219-25
201-7
—_
€ —
B 224-27
< 22428 —
PCR90.4
222-11 :
—>
— — PR s 3/4/0}, @)A/ﬂ/
224 24—y 222712 prv iy ‘“‘”/‘W
PCR630.1, 630.2 21926 —>
227-29 _
—>
<
PCR84.1,84.2 227-30 Lz fro Lopren
227-29 ‘
—
2 —
230-25
R1 -l
PC 219-26
—>
&
v 2236
PCR2 092.11 7’0/2;4 /7/? ;wénd«mc
: E /o/‘o v

219-21




{6y
Obr.13B
1 200 400 600
1 1 1 1
PCR22.7
227-29
PCR24.3
222-11
—
PCR24.7
224-25
—_
PCR25,10 (33.1)
222-11
—
<
227-30
224-24 ——>
PCR41.11 (42.3)
224-25
—
,g;.
233-13 > 227-30
PCR39.1 (41.1, 51.1, 58.1)
227-29
P2
L 227-30
233-13 > 22
PCR58.5
233-13
—_—>
-<—
PCR96.1 (PCR 7) 227-30
233-13
—
&

231-27

PV He1- 9% TICk
6oz

Pegs lidet, eDuwa
pro scbwezs
/c—{r,a/

Pess o w,efaé'

Per, v lechri dize
!
oy







PV Hea-qy

ACE

-Obr.148

AAAGTATCTTTCTATTGGCGAAGGACATGTTTTCCCATAAGTGGT
AAACAnACTGTCTGCACATAATAATTATCTTGCTGCCGTAAAGAT
TAGGTTAAATTCTGCCTTCGATCTAAAAACACACCCTTCTGTCAA
TCCGAGGAGCAGTGTGCTAGTCTAGAGGTCTAAATGAAGGCTCCT
TTCACGGTTGTATTTCTGCTCCCCAAATTGTCCACATTTAAAAGG
AGAGTGCTTéTTTTCAGCCTTAGGCTCTGAATTTCATGCATTCCT
CCATTTTCCGAGGTCCCccCpAAGTGATAATTCTGTTACAC&TTG
CTACAAGTTCATCCCTAATTGCCGTCAAGAAACTGACTGTAGAAG
GCTTACCACAGACGTTGTAACCGACAGTAAAGCCATTGAAAGAGT
AATTCAAACAGGATGGAAGCCAGGAGTATTTTGTGGCTGTTGCTC
TTTTTCTTTTCAGTTTGGTGAGAGCAGCTTGAATGCTTKACATTT
AAGCCATCAGCTTAAAACAAAACAAAAC?AAACAAAAAAAAACCC
CGCTCTGGCATATTTGCACTTAACACATACGGTATAAGGTGTTAC
TGGTTTGCATAGTTCTGGATTTTTTTTTTTTAAARAACTGATGGAC

-20

ThrTrpIleIleThrC
ACCAAGAAATGTTTCTGTTCTTTGTTTAGACTTGGATTATCACTT

=10

ysIleTyrLeuGlnLeuLeuLeuPheAsnProLeuValLysThrG
GCATTTATCTTCAACTGCTCCTATTTAATCCTCTCGTCAAAACTC
1 10

1nGluIlleCysArgAsnProValThrAspAsnValLysAspIleT
AGGAGATCTGCAGGAATCCTGTGACTGATAATGTAAAAGACATTA
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CAAAACTGGTAAGTAAAGAATGATTTTGGCATCTATAAGTCTTCC
CTGTGCTTGCTGACCACATAGGTTCAGGGCACTCCCGACAGGAGT
TCCCAGCTTTCTAAGATAAGGAATCACTGTACGAGTCTGAAGTGC
TTCTTCTGGGCARATGGGAGATGCTTAGGTCATGGAGGGTTTATC
TGTATAACTGGCCCTTTGCACACCAACAAAGTGACTGACTGGCTT

TTGCCTGTTACCTACTG

TCTCCAGTCCTGGGCATGGTATATACTTAGGCACCCAAGATTGGA
TTTACAACTCAAGCATTATATATTGGACAACNACGGGGTATGAGA

TATTARTGATATGTCAGGTTGGATGGATGAGTTTTCTCAAGAAAT

4

19
Val

TCTCTTGTATTTACTCACGTTTTCATTZCTTGGTCTCTGTAGGTGA

30
AlaAsnLeuProAsnAspTyrMetIleThrLeuAsnTyrValAla

GCGAATCTTCCAAATGACTATATGATAACCCTCAACTATGTCGCC

GlyMetAspValLZi _ _ _

GGGATGGATGTTTTGGTATGTAGTCCACACACTTCTGAGTTGCCT
TTTAGTAGCTAATGGGTGAéCTGTGCTTATTCACATTGAAGACAT
TATTTGCTCTTTGTCGTTTTTAGATGTTGACCTATAATTTTTCCT
TCAAGCTGCTGCTAAGATTATCAGTGAGCATTTCAGTATGTIGTTT

TAAGCCTACTCATTAAAAGGAAATGGCTCATCTTAGACGTAGCAA
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CCGATGTTAATTTTTCCCCAGGCATCTCTCAGAGGGACTTGAATG
TTAAAATCATGTTARATTTCCTCCTTGGCTATGTTATTTCTCATG
GCTATGTTATTCCTAT'I‘CGi‘ATTTCATTTAAAGGGACGGAATATT
TATTGTATTTCTGAACTTTTTCAGGCATGCATCCGGGTCTTTGAA

TAAAA

CACTAAGACTCCTTCTAGTAATGTTTGTAATCCTGTCTGTATCGA
ATGTCTTTGAAAACGCAGTGACTAAGCCATAAATAATCTTCCACA
GARCGTCCAGTGGTTCATGAACTTTGTATGTGGGGGTGGGGCAAG
AATTGTCTCACTATTGGTCAAGGAAGAGAAGGTAAGGTATGCAAG
GGTGGTTTAATCTTCTTCCGTGGAAGGAC@AAATCATCTATCATT
/
TCCTCTGATCTCTATGCATTTGTTTGITTTGAACTGAATCTGACT
TGAGCAAGAGTTGGCGTCCTGTGfTCTGAGGAAACTCTTTGTCCT
GCAGTCAGTGACTAAAAGTGCTGAGAGATCTGAAGAGCACTCTGA
ATCTGCCATATTTTTAATAGATGCTTTGTCTTCTCTTTGAATTTC
40 : 50
ProSerHisCysTrpLeuArgAspMetValThrHisLeu
TTCCAGCCTAGTCATTGTTGGTTACGAGATATGGTAACACACTTA
60
SerValSerLeuThrThrLeuLeuAspLysPheSerAsnIleSer

TCAGTCAGCTTGACTACTCTTCTGGACAAGTTTTCAAATATTTCT
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GluGlyLeuSerAsnTyrSerIleIleAspLysLeuGlyLysIle
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GAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCATAGACAAACTTGGGAAAATA

90 96
ValAspAspLeuValAlaCysMetGluGluAsnAlaProLys
GTGGATGACCTCGTGGCATGTATGGAAGAAAATGCACCTAAGGTA

" ACTTGGTATTCATCAGAATTATTTTTCTTATACT

GAGCTCATGATGAGCAATTCACAACCACTTGTAATTCCAGCTCCA
GAGGACATTATCCCCTCTTTGGATGCCATAGGAATCTGCTéTCAA
ATATGTAGATACCACCTCTGCCACCTCAGCACATACATACACATA
ATTAAAAAATAGAAACATTAAAGGAGTTCCAATCAATCCTTATTC
TTTTCTGTATTCAGTATGCCCAGATGTAAATTCTAGGAATATGTT
TTAAAGGCTAATTCTTATTTTGTAATAAGCAGCTTTAQAAT&CTT
AATTGTTTTTTCGGGTCACTTTATTG?FCTATTGCCACGACATTG
TCCTGTCCCATTGTCTGTTATTCCTTCTGTTTTGTTTATTGTTCC
CTAGTTACTTTGATCATGAGATTGACCTGTTACCCGTTGTTATTC
TCTGTAGCCATTTTGAGTTGTGTCTATTAGAACAGCTGTTAAATf
ACTTGAATCATTGAGGACATAGTCAATAATCTATTATGCTGATCC
AGTCAAGTCTATGAGTTAT&TGAAAACTAGAATCTTTGTTAATTA
| 97

AsnVallys

TTTGITTGCTTGTTTGTTTGTTTATTATTTGTCTAGAATGTARAR

100 110
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GAATCACTGAAGAAGCCAGAAACTAGAAACTTTACTCCTGAAGAA
120
PhePheSerIlePheAsnArgSerIleAspAlaPheLysAspPhe
TTCTTTAGTATTTTCAATAGATCCATTGATGCCTTCAAGGACTTC
130 140
MetValAlaSerAspThrSerAspCysValleuSerSerThrlLeu
ATGGTGGCATCTGACACTAGTGATTGTGTGCTCTCTTCAACATTA
148
GlyProGluLysA \
GGTCCTGAGAAAGGTARGGCTTTTAAGCATTTCTTGTTTARATGT
ACATAGAAAGCCTGAACTTCTGTAAGCCTCTACTGCTGAATCAAC
TAAATGTGTTGCTGTAGAAAGAACGTGTGGGTTTTTCTGATAARAR
ACAAAAAGCAAATATCAATGACTACCAATGATTATTATCTAGCTT
4

GAGAGATATGCCCTAAGACAGCGATTCTCGATATTTCTAAATTAA
AGAATTGTGTGATGGTGGCTCACATATT%FCTAACTGTGATATTT
GCCAGGAGAGTAGAATAATGTTATTCTTCATCCCCAGAATTCCTA
AGATTTCACGTCTCATGTCTTTTCCATAAGGTTCAAACTCTGAGA
CTTGAGTTCTGAGCCTCAGCAGGTCATTCTGAATCCCCACTCTCC
CCGAGCTGGGTCCCTATGGGGGAACTAACTTCATTGCTTTCTTTT
AAAACATGACGAGTTACCAACAGCTCCTCGCTATTATAAACATGT
TCCTAAGCATGTCTGTGCATGCaATAAGCCTTCACTCTACAAGAC
AGTTATGGTGTATCGCTTGACAAAACTGAGCAGCCAAGCTGAGTA

TGAAATAATAATCTAGACTTGGGAGGCAGACCCAGCACCTACTGT

GATATTGCACTTCGCCTTTGGGGGACTCTATGATTCAAAAGTTCA
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150
. : spSerArgV
CCATGTAACACTGACACATTATTGCTTTCTATTTAGATTCCAGAG
160
alSexrValThrLysProPheMetLeuProProValAlaAlaSerS
TCAGTGTCACAAAACCATTTATGTTACCCCCTGTEtGCAGCCAGTT

170 176
erLeuArgAsnAspSerSerSerSerAsn_
CCCTTAGGAATGACAGCAGTAGCAGTAATAGTAAGTACACATATC
TGATTTACTGCATGCATGGCTCCAAGTATCCTCTATAGGAGTQTT
GCATGGACTTAAAGTTTATAAATCACTACTAATAATGCTGTTCTG
TCACTGTTATTCCTTGTATGGGCTTCCTGACAATTAAATATCTGG
TTTGTAGAATCGGATCTCCTTAGAGGTTAAGATGACCATGACAAA
ATTAGGCCAATCAACTTTCTGCGAAGGTTATTTTAAATA%GGC%C
GAAATTAATTGAAGGARAAAAAAATACAAGCAAGGCCTTATITTG
AATCATGGTAGGCTTAAAATAGACTTTGTG&AGAAT@TCCCTGAT

CARAGTGGAGTTTTCAGATTTCAAGTGCATGTGCTAACTCTCCAC

AATGTCAAGGCTATTTTCAGTTTTGTGTCTCCATATTTACTACTG

CATGTTTGGAAATTTGCTGATGCTGTTAGATTACCTAAGAATGTA

TGTTGAAGAAGAATGGACTTCTTTCCCTAAAATTTCTGTCCTCTT.

TGcCCAAGAACCCACGTTCCTGGAAGACTATCTTATTTTCATGTC
TGTGCAATGATCATTATAAAGATTATTGAATATACTGGGAATACT
CTGGTTTCTGTTTTTACAGATTCATAATAGCTTATTCAGTCTTTA

AAGAAAGTTCTCTGAAGTCCATGCTTTAGAATGTTTCTCTATCAA
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AACTTGACCTGGACCTTARATAAAGCTATATTTAGTCTTTTTATC
CCTGARARATATATTTCACAGTGTAGACATTTGATATACATCTAA
GGGAAGGATGCTGCCAGAATGCTCGGGCTGGCAGTCTACARAGEC
CACTGCTCTCAGGATGGACTTCTGAARGCEGARATTGTGAACTGC

ATGCATATAACATATCAGATCCTCGAGC
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Obr.15B

=21
hrGln

CACAAGTGAGTAGGGCGCGCCCGGGAGCTCCCAGGCTCTCCAGGA
AAAATCGCGCCCGGTGCCCCGGGGaAGCCGGCGCTCCCTGGGACT

TGCAGCTGGGGCGTGCAGGGCTGTGCCTGCCGGGTG

\
AGATACTACAAAGATARATCAGTTGCACAAGTTCTTGAAACTCTA

CAGTGTAATAAGGAAAAATAAGTCATGCATAAAAGCAACTATAAT

ACATAATAGAAAATGTTATTTTCAAGCCGATGTGTAGGTTATGTG

TGTTCGAGAGAGAGAGAGAGAAGACAGATTACTTICTGCTAGGGT

4 ;
TCAAGAATGCCTTCCTGTTGGCTAAGGAAATATTTTCCTITAAGTG

GCTAAAAAGCTGTGTTTCAAAATATTQTTTTGATGTCTCACAAAT
TCAGTIGGAATTCTCTTAGGTCTAARAATATACATCTCTCTCACTT
TAACTTGGTGTGCTATTGTAGATTATTGGATTAAAGCACTGCTCA
GGGATTATGCTGCTTCTTGCCAAGCAGTCTACATTTAAAGTAGAA
ATAAGATGT&TCTTTTGGTGCCATAAGGTATACATTTTATGCATT
CTCTAGTTTTTAGAAGATACCCTAAGGGCTAAGTCTTTAACATGC
TGCTACAAGTTTATTCCTAATTGCCATTGGGARATTGGCTGAAGA
AAGTTTTTAACAAAAGTTAACAATATTGTCATTGAGAGAATAATT

CARAATGGATTTTAACTAAAAGCTTTTAAAAACTTTGGTGAGCAT

AGCTTGAATGCGTAATATTTAATTGCATTTAAGCCAATAACATAT -
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ATTAGACTGGTCTTTTTGTGCATCAAGGCATTAGATGTTAAAAGT
TTGAATGATTACAGATCTTAACTGATGATCACCAAGCAATTTTTC
=20 =10

ThrTrleeLeuThrCysI1eTereuGlnLe
TGTTTTCATTTAGACTTGGATTCTCACTTGCATTTATCTTCAGCT

1
uLeuLeuPheAsnProLeuValLysThrGluGlyIleCysArgAs
GCTCCTATTTAATCCTCTCGTCAAAACTGAAGGGATCTGCAGGAA

10 _ 18 '
nArgValThrAsnAsnValLysAspValThrLysLeu
TCGTGTGACTAATAATGTAAAAGACGTCACTAAATTGGTAAGTAA
GGAATGCTTTACCGTGCTGTGTAAAAAAGAGCTGTGGCTCTTTTT
CCTGTGCTTGTTGATAAAAGATTTAGATTTTTCTTGCCCCAAAGT
AATGTTTTCCTAAAGTGGGGAAAGTAATCACTGGGTTAC&ATAQA
GGGTTTATAGAAAGCAGGTAGTGAGATATI@AGGGTQATGGATAA

/
TTTGTTGGTAAAACTGGCTAGTTGCACACCACTGCTGTGACTGCT

TCTTTGCTGGTCTTCTCCCCATCCTTCATAGGCAGTGAAGGACCT

TGGAGAGTTCGCTGTGTGCTGATGGGCTTGCCCCAGCTTGTTCCC

CATAATCTCTCCAGTGGGTTTCCCAGCATGTTCTATTCCCCTTCA
CATGTCTTCCTACTCTTCTTTAAAAAGCCTAACGAAAGGAAATCT
GAAATGGCTATTCTCCCAATTCAATCAGCAGGAAGACCCTGTCAC
ATGTCAGTGGGTGTTTGCTCCTTCAGGGAACATAGAGAGGTGATT
CATTGCCCACATGTTGAAGGGACTCATCTCCCTGGTTTGTCACAT

TGAACTCTTCCCTCAGCGAAAGCATTTGCATTGCTTCCC
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TTTGATTACAGAGGGAAATCAAGGATTAAAAATCAATATACATGT
AAATATTGAAATTCATTGGTAACTTTAAAAAGCACAACAGTTTTG
TGTGCTTTTCTCCAAAGCACTACAAATATGATTAATTGATGTATA
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_ ValAlaa
AGAATTTTCTTATGGAATTTTTTTTTTTGTCTCTGTAGGTGGCAA
30 4 ’
snLeuProLysAspTeretIleThrLeuLysTeralProGlyM

ATCTTCCAAAAGACTACATGATAACCCTCAAATATGTCCCCGGGA
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etAspValLeu
TGGATGTTTTGGTATGTAAACTACATTTCTGAGTTTCATTTTAGT
AGCTCATAGAAGAAATGGGATCATTCATATTGAGATAGTACACTA
GCTGCTATTTAGGAGCTTGCTTATTGTCAGGATTTGAAGAATTTA

'TCTTTGGAATTTGACTTGCKGGCTTTTTTTTCCCCCTCTT 535

o/ : -/
ﬁ«%%waﬁfé ‘ké%way ¥ friiie e a&Zg/
CCTGTTACAAGAGTCCCTCCTCCTATTACAATAGTCCCTCCTCCT

CCTGTCACACTAGTCCCTTCTCTTCCTGTTACAATAACCCCTGTC

;?}}3 6oz

45

90

135

180

225

270

315

360

405

450

495

45

90

TIgk




| PV H94- %
At gbz

Obr. 195B pebraz.s
CTCCTATTACAACATTTTAAGTAATGTAATATTAATTTTAAAAAT
CTGGCCAGGCACGGTGGTTCATGCTTGTAATCCCAGCACATTGGG
AAGCTGAGACGGGTGGATCATTTGAGGTCAGGAAGTTTGAGACAG
CCTGGCCAACATGGTGAAACTTCCTCTCTACTAAAAATAAAAAAG
TAGCCAGGCATGGTGGCAGGCACTTGTAATCTGAGCTACTCGAGA
GGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAGTAACTAAAACGATAGCTTTG
AAGAGTACTCCGAGTTTTATGGCACTTACTTATTAAAATAdeGT
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ProSerHisCysTrpIleS
TTTGTCTCTTTTTTCATATCTTGCAGCCAAGTCATTGTTGGATAA
50 60
erGluMetValValGlnLeuSerAspSerLeuThrAspLeuLeuA
GCGAGATGGTAGTACAATTGTCAGACAGCTTGACTGAfCTTCTGG
70 . .
spLysPheSerAsnIleSerGluGlyLéuSerAsnTyrSerIleI
ACAAGTTTTCARATATTTCTGAAGGCTTGAGTAATTATTCCATCA
80 920
leAspLysLeuValAsnIleValAspAspLeuValGluCysValL
TAGACAAACTTGTGAATATAGTGGATGACCTTGTGGAGTGCGTGA
96
ysGluAsnSerSerLys
AARGAAAACTCATCTAAGGTAACTTTGTGTTCATTGGGATTATTTT
TCATTACGCTTCTCTAAAAACCCATGCTTCTTGGTGCTGTTGGGG
ARARTGAGGCACCTTTATTTATGATATTTTGATTGTATARACTTC
AAATTTAAAAATCTTGTTCAGATGAGCAAAGAAAACAAGTATTTG
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