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SANTRUMPOS

11-MUR - 11-merkaptoundekanoiné ragstis

APS — amonio persulfatas

CSF3R — granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus receptorius
CTP — karboksi-galo peptidas

DTT —1,4-ditiotreitolis

EDC — N-(3-dimetilaminopropil)-N*-etilkarbodiimido hidrochloridas
G-CSF, GCSF — granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius
G-CSFR, GCSF-R — granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus receptorius
HAP — homoamino riigSties polimeras

HSA — Zmogaus serumo albuminas (angl., human serum albumin)
IFN — interferonas

IL — interleukinas

IPTG — izopropil-p-D-tiogalaktozidas

LB — Luria-Bertani terpé

LPS — lipopolisacharidas

NDS — natrio dodecilsulfatas

NHS — N-hidroksisukcinimidas

PAS - prolino-alanino-serino polimeras

PBS — fosfatinio buferio tirpalas (angl., phosphate buffered saline)
PEG — polietilenglikolis

PPR — pavirSiaus plazmoninis rezonansas

SAM - savitvarkis monosluoksnis

SCF — kamieniniy lgsteliy faktorius (angl., stem cell factor)

TAE — Tris-acetato-EDTA

TEMED - tetrametiletilendiaminas

VVAE — visisko vidaus atspindZio elipsometrija



IVADAS

Citokinai — tai baltymai, kurie yra labai svarbiis imuninei sistemai ir reguliuoja
hemopoetiniy lasteliy dauginimasi ir diferenciacija (Ekmekcioglu ir kt., 2014). Dél $iy savo
savybiy jvairiis citokinai yra naudojami medicinoje terapiniais tikslais gydant infekcines,
uzdegimines, autoimunines ar piktybines ligas (Vazquez-Lombardi ir kt., 2013). Vieni i$ jy
yra granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius (G-CSF) ir kartu su juo sinergetiskai
veikiantis kamieniniy lasteliy faktorius (SCF) (Ekmekcioglu ir kt., 2014).

G-CSF dalyvauja hemopoezéje ir geba padidinti baltyjy kraujo kiineliy skaiciy, todél
jis yra placiai naudojamas neutropenijos, kartais kity kraujo sutrikimy atvejais bei
mobilizuojant kamienines Igsteles transplantacijai (Ekmekcioglu ir kt., 2014). Ir nors $is
citokinas yra pakankamai efektyvus, jis turi tokiy trukumy, kaip trumpa pus¢jimo trukme, dél
ko reikalingos daznos $io vaisto injekcijos (Scholz ir kt., 2012), nepakankamas kamieniniy
lasteliy mobilizavimas transplantacijai (Hopman ir DiPersio, 2014) ar pacienty nejautrumas
jam (Takami ir kt., 1999; Triot ir kt., 2014).

G-CSF poveikis hemopoetinéms lgsteléms padidéja kombinuojant jj su SCF, Kuris
taip pat dalyvauja hemopoezéje — stimuliuoja primityviy hemopoetiniy lgsteliy proliferacija
(Morstyn ir kt., 2004). Kombinuota terapija turi didesnj poveik], taciau nei$sprendzia
puséjimo trukmeés problemos. Jg prailginti galima bty baltymus suliejant — chimerinio
baltymo dydis bei masé biity didesni ir todél jo pasalinimas i§ organizmo létesnis (Strohl,
2015). G-CSF jau buvo sulietas su tokiais junginiais, kaip polietilenglikolis (PEG) ar zmogaus
serumo albuminas (HSA), taciau jie turi savy truakumy, pavyzdziui, PEGilintas G-CSF
potencialiai gali kauptis audiniuose ir Igstelése. D¢l §ios priezasties toliau yra ieSkoma
saugesniy ir veiksmingesniy chimeriniy baltymy alternatyvy (Baumann ir kt., 2014;
Kroschinsky ir kt., 2008; Zhao ir kt., 2013). Suliejus G-CSF ir SCF bty galima tikétis gauti
efektyviau veikianti baltyma, turintj didesnj poveikj hemopoezei bei ilgesne pus¢jimo trukmg.

Vienas 1§ baltymy aktyvumo tyrimams tinkamy metody yra visiSko vidaus atspindzio
elipsometrijos (VVAE) metodas. Sukonstravus optinj imuninj jutiklj, paremtg $iuo metodu,
galima stebéti sgveika tarp analizuojamo baltymo ir jo receptoriaus realiu laiku, o pagal
matavimy duomenis apskaiiuoti asociacijos konstantas (Balevicius ir kt., 2014). Sis metodas
gerai tinka baltymy sgveikos tyrimams, kadangi jis pasizymi dideliu jautriu, yra neardantis,
nereikalauja molekuliy Zyméjimo todel analizuojami baltymai neturi biiti pazyméti jokiomis

zymémis, kurios gali paveikti jo aktyvuma (Wang ir kt., 2019). VVAE metodu isanalizavus



chimeriniy baltymy jungimosi su receptoriais kinetikg ir apskaiciavus asociacijos konstantas,
galima juos palyginti su monomeriniais baltymais. Tokia informacija gali biti panaudojama

baltymy aktyvo jvertinimui ir sgveikos tarp biomolekuliy mechanizmy isaiskinimui.

Darbo tikslas:

Sukonstruoti naujg sulieta rekombinantinij GCSF/Lo/SCF baltyma ir istirti jo bei
SCF/La/GCSF baltymo aktyvuma ir saveika su receptoriais.

Darbo uzdaviniai:

1. IS turimy GCSF/La/GCSF ir SCF/Lo/GCSF geny sukonstruoti GCSF/Lo/SCF
baltymo gena.

2. Sukurti imunin; jutiklj receptoriaus-ligando sgveikos tyrimui VVAE metodu.

3. VVAE metodu iSmatuoti SCF/Lo/GCSF ir GCSF/Lo/SCF baltymy saveikos su G-CSF
ir SCF receptoriais kinetika, 0 SCF — tik su SCF receptoriumi ir GCSF/La/GCSF — tik
su GCSF receptoriumi, pritaikyti matematinius modelius asociacijos ir disociacijos

greicio konstanty apskaiciavimui.



1. LITERATUROS APZVALGA

Citokinai G-CSF ir SCF yra baltymai, kurie veikia sinergetiskai ir gali reguliuoti
jvairius atsakus zmogaus organizme, tokius kaip hemopoezé, todél juos galima pritaikyti
medicinoje. Vienas i§ taikomy metody, skirty tokiy baltymy terapiniy savybiy patobulinimui,
yra suliety baltymy kiirimas. D¢l to yra svarbu apzvelgti G-CSF ir SCF funkcijas bei jy
panaudojima medicinoje ir tam tikras problemas, iskylancias vartojant G-CSF. Taip pat
aptarti suliety baltymy kiirimg ir strategijas bei VVVAE tyrimo metodo principa, kuriuo galima

matuoti baltymy sgveikos kinetikas ir taip jvertinti jy aktyvuma.

1.1 Granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius (G-CSF)
1.1.1 Funkcijos ir panaudojimas medicinoje

Granuliocity kolonijas stimuliuojantis faktorius (G-CSF arba GCSF, angl.
granulocyte-colony stimulating factor) — tai citokinas, sudarytas i§ 174 aminoragsciy, kurio
molekuliné masé yra 18,8 kDa. Natiiraliai Zmogaus organizme gaminamo S§io baltymo
molekuliné masé dél glikozilinimo yra 19,6 kDa (Geissler ir kt., 2018). G-CSF yra
gaminamas endoteliniy Igsteliy, fibroblasty, monocity ir makrofagy (Root ir Dale, 1999). Jis
aptinkamas jvairiuose audiniuose, ta¢iau daugiausia reguliuoja neutrofily funkcijas, kurios yra
svarbils jgimtai imuninei sistemai ginantis nuo patogeny (Beekman ir Touw, 2010). Jis atlieka
tokias funkcijas kaip neutrofily mobilizavimas i kauly ¢iulpy, dalijimosi, diferenciacijos ir
brendimo indukcija, i§gyvenimo uztikrinimas (Cetean ir kt., 2015; Metcalf, 2008).

G-CSF funkcionuoja sagveikaudamas su homodimeriniu, ant lgsteliy pavirSiaus
lokalizuotu receptoriumi, vadinamu G-CSFR. Kai jis prisijungia prie receptoriaus, vyksta
dimerizacija ir susidaro kompleksas 1§ dviejy G-CSF ir dviejy G-CSFR molekuliy. Po to i$
karto yra indukuojamas lastelinis atsakas, kuris gali trukti tiek kelias minutes, tiek turéti
ilgalaikj poveikj, kuris yra efektyvus kelias dienas. G-CSF receptorius randamas ant jvairiy
lasteliy, bet dazniausiai ant hemopoetiniy kamieniniy lasteliy ir mieloidiniy progenitoriniy
lasteliy (Geissler ir kt., 2018). Jis labiausiai yra ekspresuojamas ant brestanciy neutrofily —
kuo labiau subrendgs neutrofilas yra, tuo G-CSFR skaicius ant jo didesnis (Root ir Dale,
1999). Taip pat mazesniais kiekiais receptoriy randama ant neurony galvos ir nugaros
smegenyse. Jie indukuoja neurogenezg, padidina neuroplastiskuma ir sumazina apoptoze. Dar
G-CSFR randamas ant endoteliniy Igsteliy, kardiomiocity ir placentinio audinio (Liongue ir
Ward, 2016).



Iprastai G-CSF koncentracija kraujo plazmoje biina nedidelé, taciau ji padidéja
infekcijos metu. Jo sinteze gali indukuoti jvairiis uzdegimo mediatoriai: bakterijy
lipopolisacharidas (LPS), interferonas (IFN)-p, interleukinas (IL)-17 ir kt. G-SCF prisijungus
prie receptoriaus aktyvuojami tokie signalinimo mechanizmai, kaip Janus tirozino kinaziy
(JAK) ir traskripcijos (STAT) baltymy aktyvacija, ras-MAP kinazés kelio aktyvacija ir kt.,
lemiantys granuliocity funkcijy reguliacija (Bendall ir Bradstock, 2014; Cetean ir kt., 2015).
In vitro paveikus neutrofilus su G-CSF, stebimi tokie pokyciai, kaip padidéjes receptoriy,
reikalingy adhezijai ir fagocitozei, kiekis, taip pat sustipréjes chemotaktinis atsakas ir didesnis
mikrobicidinis aktyvumas bei nuo antikiiny priklausomas lgstelinis citotoksiSkumas (Root ir
Dale, 1999).

G-CSF medicinoje daugiausiai naudojamas jvairiy tipy neutropenijos gydymui, Kuri
pasizymi neutrofily skai¢iaus sumazéjimu ir tokiy komplikacijy kaip aukSta temperatiira,
infekcijos, bakteremija, sepsis, atsiradimu (Dale, 2009). Pirmasis G-CSF pritaikymo btidas
buvo vézio pacientams — chemoterapijos indukuotos neutropenijos ir atsirandanciy infekcijy
sumazinimui. Kadangi chemoterapija slopina neutrofily gamybg (Vanz ir kt., 2008),
pacientams issivysto sunki 3 arba 4 lygio neutropenija arba fibriliné neutropenija, dél kurios
ypac¢ padidéja imlumas jvairioms infekcijoms. G-CSF padeda susvelninti neutropenijos lygj
bei sutrumpinti trukme, todél sumazinamas antibiotiky vartojimas ir hospitalizacijos trukmé
(Almenar ir kt., 2009; Bendall ir Bradstock, 2014) bei mirties dél infekcijy rizika (Cetean ir
kt., 2015), kadangi neutrofily skaiCiaus atsistatymas prasideda anks¢iau ir grei¢iau negu tai
jvykty nataraliai (Morstyn ir kt., 2004). Taip pat G-CSF yra naudojamas jgimtos, jgytos,
ciklinés ir idiopatinés neutropenijos gydymui (Bendall ir Bradstock, 2014). Sunki jgimta ir
cikliné neutropenijos yra sukeliamos tam tikry mutacijy genome ir todél islieka visg
gyvenimg. Kol nebuvo atrastas G-CSF, ciklinés neutropenijos diagnozé reiské nuolatinj
infekcijy pavojy, o sunkios jgimtos — ankstyva mirtj (Donadieu ir kt., 2011), ta¢iau dabar
vartojant G-CSF galima iSlaikyti normaly neutrofily kiekj (Bendall ir Bradstock, 2014).

G-CSF gali bati pritaikytas ne tik neutropenijos gydymo atvejais. Jis kartais gali buti
naudojamas kitiems hemopoezés sutrikimams gydyti: aplastiné anemija bei mielodisplazinis
sindromas. Aplastiné anemija gydoma tik sunkiais atvejais ir tik truputj susvelninant
simptomus. Be to, G-CSF yra pritaikomas hemopoetiniy kamieniniy lasteliy mobilizacijai
prie$ chemoterapija tam, kad biity atlikta jy autologiné (savy lasteliy) transplantacija
pacientams, sergantiems daugybine mieloma ir ne Hodzkino limfoma, po gydymo arba lygiai
taip pat atlieckama alogenin¢ (kito Zmogaus) lgsteliy trasplantacija. Tradiciskai lastelés

transplantacijai surenkamos i$ dubens kaulo, tac¢iau naudojant G-CSF tai galima padaryti daug
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paprasciau — tiesiog paimant kraujo (Bendall ir Bradstock, 2014). Dar vienas G-CSF
pritaikymas chemoterapijos metu yra tam, kad biity padidintas véziniy Iasteliy
chemojautrumas (Cetean ir kt., 2015).

Taip pat yra tiriami G-CSF panaudojimo budai ir Kitose srityse. Yra pastebétas
teigiamas jo poveikis jj pritaikius reprodukcinéje medicinoje — moterims, kurios negali pastoti
arba visada patiria persileidimus (Rahmati ir kt., 2015). Jis taip pat turi potencialo buti
naudojamas imaus miokardo infarkto atveju, kadangi yra nustatytas apsauginis efektas nuo
lasteliy apoptozés pazeistame miokarde (Cetean ir kt., 2015). Kitas poveikis — raumeny
regeneracija. Parodyta, jog G-CSFR yra ekspresuojamas ant mioblasty, todél G-CSF geba
stimuliuoti skeletiniy raumeny bei miokardo miocity atsistatyma po pazeidimo (Hara ir kt.,
2011; Liongue ir Ward, 2016). Sis citokinas taip pat turi aktyvuojantj efekta kai kuriems
nervy sistemg apsaugantiems keliams — angiogenezés iniciacijai, prieSuzdegiminiui ir
priesapoptotiniui efektams (Cetean ir kt., 2015). G-CSF pasizymi savybe stimuliuoti
neuroniniy kamieniniy lasteliy iSgyvenima, proliferacija ir vystymasi (Liongue ir Ward,
2016). Dél to jis potencialiai galéty buti naudojamas neurologiniy sutrikimy terapijai,
pavyzdZiui, insulto, neurony pazeidimy ar net Parkinsono ligos atvejais, jeigu jis biity
vartojamas ankstyvoje sutrikimy stadijoje. Taip pat yra istirtas jo poveikis infekcijoms, kurios
atsiradusios neutropenijos neturintiems pacientams: pneumonijai, diabetinéms kojy
infekcijoms, Zzaizdoms ir grybinéms infekcijoms (Cetean ir kt., 2015).

Siuo metu yra naudojami keli rekombinantinio G-CSF pagrindu gaminami vaistai,
naudojami neutropenijos gydymui tokie, kaip filgrastimas, lenograstimas, nartograstimas,
pegfilgrastimas ir kt. (Kroschinsky ir kt., 2008). Sie junginiai skiriasi savo struktiira,
pavyzdziui, lenograstimas yra visiskai identiSkas zmogaus organizme gaminamui G-CSF, 0
filgrastimas yra beveik toks pats, tik jis N-gale turi metioning ir yra neglikozilintas (Vanz ir
kt., 2008). Pegfilgrastimo atveju, prie G-CSF yra kovalentiskai prijungtas polietilenglikolis
(PEG) ir dél to pailgéja jo pusé¢jimo trukmé lyginant su anks¢iau minétais vaistais. Kiekvienas
i§ jy yra veiksmingas, bet turi savo trikumy, todél yra ieSkoma, kaip galima biity pagerinti G-
CSF biologines ir terapines savybes (Molineux, 2004).

1.1.2 G-CSF taikymo problemos

Nors ir jau turimi i§ G-CSF sukurti vaistai geba gana efektyviai gydyti neutropenija,
jie turi tam tikry trikumy. Filgrastimas i organizmo pasalinamas tiek isfiltruojant per inkstus,

tiek specifinés degradacijos biidu (Scholz ir kt., 2012). Dél to jo puséjimo trukme yra labali



trumpa ir pacientams yra reikalingos kasdieninés injekcijos. Tai yra gana nepatogu, be to, jos
gali buti sunkiau prieinamos zmonéms gyvenantiems toliau nuo gydymo jstaigy arba
savaitgaliais, todél pacientai injekcijas turi atlikti patys arba jas praleisti (Molineux, 2004).
Modifikuota filgrastimo versija — pegfilgrastimas — islicka organizme ilgiau, kadangi
prijungtas PEG sumazina jo pasalinimg per inkstus, todél injekcijy prireikia maziau (Scholz ir
kt., 2012). Taciau, nors pegfilgrastimas veikia ilgiau, jj vartojantys pacientai patiria
sunkesnius salutinius poveikius, negu vartojantys filgrastimg (Kroschinsky ir kt., 2008). Taip
pat manoma, jog baltymai, turintys PEG, turi potencialg kauptis audiniuose ir Igstelése,
kadangi lizosominiai fermentai geba efektyviai suskaldyti baltyma, ta¢iau PEG — daug skaido
daug sunkiau (Baumann ir kt., 2014).

Dar viena problema, su kuria susiduriama gydant neutropenija, naudojant G-CSF yra
ta, kad kai kurie Zzmonés yra jam nejautras, todél Sis gydymo biidas biina neveiksmingas.
Nejautrumas G-CSF dazZniausiai pasireiskia sunkia jgimtg neutropenijg turintiems pacientams.
90 % Zzmoniy, seganciy Sia liga, toks gydymas biina tinkamas (Germeshausen ir kt., 2008),
taciau tie, kurie turi kai kurias mutacijas, esan¢ias G-CSF receptoriaus gene CSF3R, yra
nejautriis G-CSF (Sinha ir kt., 2003; Triot ir kt., 2014). Vienintelis Siuo metu esantis tokiy
pacienty gydymo biidas yra hematopoetiniy kamieniniy lgsteliy transplantacija
(Germeshausen ir kt., 2008). Kai kuriais atvejais zmoniy atsakas j G-CSF biina ne visiskai
sutrikes, taciau nepakankamai efektyvus, todél jiems reikia milzinisSky G-CSF doziy, kad buty
padidintas neutrofily skai¢ius. D¢l Sios priezasties jprastas neutropenijos gydymas naudojant
G-CSF gali buti neveiksmingas (Takami ir kt., 1999).

Taip pat kartais iSkyla problema, kuomet norima atlikti autologine arba alogening
hemopoetiniy lasteliy transplantacija. Apie 35 % pacienty organizmuose nebtina pasiekiamas
pakankamas lgsteliy kiekis, reikalingas transplantacijai, naudojant vien tik G-CSF. Todél yra
ieSkoma efektyviy citokiny kombinacijy, kad buity iSspresta §i problema (Hopman ir DiPersio,
2014).

1.2 Kamieniniy Igsteliy faktorius (SCF)

Kamieniniy Igsteliy faktorius (SCF, angl. stem-cell factor), dar vadinamas putliyjy
Igsteliy augimo faktoriumi, kit ligandu arba c-kit ligandu, yra citokinas, svarbus hemopoezei,
ypa¢ ankstyvosiose stadijose (1.2.1 pav.), ir taip pat melanocity bei gametocity gamybai
(Dehbashi ir kt., 2017). SCF ekspresuojamas fibroblasty ir endoteliniy lgsteliy visame



organizme. Jis stimuliuoja hemopoetiniy ir lytiniy lasteliy bei melanocity iSgyvenima,

migracija, proliferacija ir diferenciacija (Lennartsson ir Ronnstrand, 2012).
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1.2.1 pav. Schema, vaizduojanti SCF ir G-CSF bei kai kuriy kity citokiny poveikj
skirtingy kraujo lasteliy susidarymui (Morstyn ir kt., 2004)

SCF organizme egzistuoja dvejomis izoformomis — membranine (mSCF) ir tirpia
(sSCF) (Zhang ir kt., 2000). Membraninis SCF yra 45 kDa molekulinés masés ir 248
aminortigsciy glikoproteinas, kuris lokalizuotas lastelés membranoje. Kai jis yra perskeliamas
proteaziy, susidaro sSCF, kuris yra 31 kDa molekulinés masés ir sudarytas i§ 163
aminortigs¢iy (Dehbashi ir kt., 2017). Abi Sios izoformos geba jungtis prie c-Kit (SCF
receptoriaus) ir aktyvuoti jo tirozino kinazinj aktyvuma, skiriasi tik jy kokybinis ir kiekybinis
signalo perdavimas (Lennartsson ir Ronnstrand, 2012). Tirpi SCF forma funkcionuoja kaip
nekovalentinis homodimeras, sudarytas i§ dviejy protomery. Fiziologinémis sglygomis jis
dazniausiai bina monomeras, o jo dimerizacija reguliuoja jungimosi prie receptoriaus

afiniskumag ir pacio receptoriaus dimerizacija bei aktyvavima (Zhang ir kt., 2000), kuris yra
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ekspresuojamas ant putliyjy lasteliy, melanocity, lytiniy lasteliy, neurony ir ankstyvy
hemapoetiniy lasteliy (Costa, 1998).

Kadangi c-Kit receptorius randamas ant keliy lasteliy tipy, SCF turi jtakg jvairiems
organizme vykstantiems procesams. Ankstyvyjy hemopoetiniy lasteliy iSgyvenimas ir
diferenciacija priklauso nuo SCF, todél sutrikus jo ekspresijai stebimi eritrocity,
megakariocity ir putliyjy lasteliy vystymosi defektai ir neutrofily bei kity linijy kraujo lasteliy
skai¢iaus sumazéjimas. Gyvinams suleidus SCF jy kraujyje stebimas padidéjes baltyjy kraujo
kiineliy ir trombocity pagauséjimas (Morstyn ir kt., 2004). Taip pat, dél jo jtakos
melanocitams, jis reikalingas normaliam epidermio pigmentacijos susidarymui. Dar SCF
ekspresijos sutrikimas pelése sukelia joms sumazéjusj vaisinguma ar visiS$kg nevaisinguma,
kadangi jis jprastai dalyvauja oogenezéje, folikogenezéje ir spermatogenezéje bei apsaugo
lasteles nuo apoptozés. Taip pat SCF yra svarbus neuroninéms kamieninéms ir
progenitorinéms lasteléms. Jis turi jtakos jy proliferacijai bei jy migracijai | pazeistas smegeny
vietas. SCF dar atlieka kelias funkcijas Sirdies ir kraujagysliy sistemoje. Gyvany modeliai
rodo, jog jis yra reikalingas kauly ¢iulpy progenitoriniy Igsteliy mobilizavimui po i§éminio
Sirdies pazeidimo. Taip pat jis svarbus kardialiniy kamieniniy lgsteliy diferenciacijai ir
kardiomiocity galutinés diferenciacijos reguliavimui. Ir dar yra duomeny, jog SCF gali biiti
reikalingas plau¢iy audinio vientisumui palaikyti. Sia funkcija jis galéty atlikti reguliuodamas
epiteliniy progenitoriniy Igsteliy dalijimasi ir taip apsaugodamas plauciy audinj nuo sunykimo
(Lennartsson ir Ronnstrand, 2012).

Klinikine prasme SCF gali biiti naudingas d¢l savo ypatingos savybés sinergetiSkai
veikti su kitais hemopoetiniais augimo faktoriais ir taip stimuliuoti primityvias ir
nediferencijuotas lgsteles. Atlikti tyrimai rodo, jog SCF ir kity hemopoetiniy augimo faktoriy
(pvz., IL-6, G-CSF) kombinacija padidina kolonijy ir Igsteliy skai¢iy kolonijose labiau, negu
naudojant kiekvieng i$ faktoriy atskirai (Costa, 1998). Vienas i$ pavyzdziy yra IL-2
reguliuojamas NK lasteliy dalijimasis bluznyje, kauly Ciulpuose ir periferiniame kraujyje, kurj
SCF sinergetiskai padidina (Morstyn ir kt., 2004). Daugiausia SCF sinergetinis poveikis yra
iStirtas rekombinantinj SCF — ancesting — naudojant su filgrastimu tam, kad biity mobilizuotos
hemopoetinés kamieninés lastelés transplantacijai ir yra parodyta, jog jis efektyviau padidina
lgsteliy kiekj, negu naudojant tik G-CSF (Hopman ir DiPersio, 2014). Taip pat, yra tikétina,
kad in vivo SCF galéty palaikyti granuliopoezg be G-CSF per granuliopoezés kelius, dalinai
reguliuojamus kity citokiny (pvz., GM-CSF) (Molineux ir kt., 2012).
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1.3 Kombinuota G-CSF ir SCF terapija

G-CSF ir SCF sinergetiskai reguliuoja gana daug svarbiy biologiniy atsaky. Kaip jau
buvo minéta, kartu $ie citokinai labiau padidina hemopoetiniy Igsteliy mobilizavima, negu
juos naudojant atskirai. Ancestimo ir filgrastimo kombinacija gali nuo dviejy iki trijy karty
padidinti lasteliy, kurias galima surinkti transplantacijai, skaic¢iy (Morstyn ir kt., 2004). Tai
yra ypac svarbu kalbant apie zmones, kurie yra ,,prasti mobilizuotojai* ir kuriems reikia atlikti
Siy lasteliy transplantacijg. Teigiamas G-CSF ir SCF kombinacijos rezultatas matomas
viename tyrime, kuriame dalyvavo pacientai, sergantys mieloma, ne Hodzkino ir Hodzkino
limfoma, 1étine limfocistine leukemija ir keli, turintys kiety augliy - jiems visiems, naudojant
tik G-CSF, nesukélé pakankamo kamieniniy lgsteliy mobilizavimo. Panaudojus G-CSF ir SCF
kombinacijg 31 % Siy pacienty pasieké reikalingg lasteliy kiekj tranplantacijai (Hopman ir
DiPersio, 2014). Sis efektas taip pat matomas ir kriities véZio bei daugybinés mielomos
pacienty atveju (Duarte ir Frank, 2002). Teigiama jy sinergetinj poveikj rodo ir tyrimai
grauzikuose. Stebimas periferinio kraujo neutrofily ir progenitoriniy lasteliy skai¢iaus
padidéjimas, taip pat aktyvesné bluznies granuliopoezg, eritropoezé ir megakariocitopoeze.
Taip pat pelése G-CSF ir SCF kombinacija pagreitina granuliocity kiekio atsistatymag po
poveikio chemoterapiniu vaistu ciklofosfomidu (Morstyn ir kt., 2004).

G-CSF ir SCF taip pat yra svarbiis centrinei nervy sistemai ir yra susij¢ su neuroniniu
plastiSkumu ir neurogeneze. Tyrimai su pelémis rodo, jog G-CSF ir SCF naudojimas timinio
arba potiminio smegeny iSémijos (insulto) atveju efektyviai pagerina organizmo motorines ir
smegeny funkcijas. Taip pat sumazinamas insulto lygis bei indukuojama didesné neurony
regeneracija (Kawada ir kt., 2006). Sis kombinuotas gydymas taip pat gali biiti tinkamas
chronisko insulto atveju. Nustatyta, jog Ziurkése SCF+G-CSF suteikia stabily ir ilgai trunkantj
funkcinj pageréjima, kuomet atskirai juos naudojant $is efektas néra matomas (Piao ir kt.,
2012). Taip pat parodyta, jog smegeny ir motorikos atkiirimas naudojant G-CSF ir SCF
matomas praéjus net 6 ménesiams po insulto, kuomet fiziologiné reabilitacija laikoma jau
nebeveiksminga (Cui ir kt., 2016). Dar i kombinacija gali potencialiai biti pritaikyta
hipoksinés i§émijos atveju, kuri sukelia labai didelius smegeny pazeidimus naujagimiams.
Tyrime su Ziurkémis parodyta, jog tokia terapija padeda iSvengti smegeny atrofijos ir pagerina
neurologines funkcijas, kadangi sumazinamas smegeny audinio praradimas (Doycheva ir kt.,
2013).

Kombinuota G-CSF ir SCF terapija potencialiai gali buti pritaikyta Alzheimerio ligos

progresavimo sulétinimui. Transgeniniuose $ios ligos peliy modeliuose naudojant G-CSF ir
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SCF matomas sumazintas B-amiloidy kiekis, kuris kaupiasi esant Alzheimerio ligai.
Smegenyse stebimas i§ kauly Ciulpy kilusiy mikroglijy lasteliy padidé¢jimas, kurios efektyviai
fagocituoja ir pasalina -amiloidy sankaupas (Li ir kt., 2011).

G-CSF ir SCF taip pat galéty daryti teigiamg jtakg miokardui atsistatant po infarkto.
Nustatyta, jog jy naudojimas du kartus padidina i$ kauly ¢iulpy kilusiy Igsteliy migracija |
pazeista miokarda. Taip pat stebima padidéjusi kardiomiocity hipertrofija pazeidimo krasty
zonoje. Dar toje vietoje G-CSF/SCF padidina arteriogeneze, dél kurios deguonies ir maistiniy
medziagy tiekimas tampa didesnis ir galimai todél pageréja kardialiné veikla. Taip pat
nustatyta, jog G-CSF ir SCF turi apsauginj efekta, padedantj iSvengti skilveliy aritmijos.
(Kuhlmann ir kt., 2006)

1.4 Sulieti baltymai
1.4.1 Suliety baltymy savybés ir sudétis

Sulieti baltymai, dar vadinami chimeriniais, yra konstruojami in vitro genetinés
inZinerijos pagalba suliejant dviejy arba daugiau baltymy genus ir juos jterpiant j tinkamus
raiSkos vektorius (Strohl, 2017).

Sulieti baltymai gali baiti kuriami dviem badais (1.4.1.1 pav.). Pirmasis tipas
konstruojamas i$ dviejy geny, i$ kuriy pirmojo 3¢ galo panaikinamas transkripcijos
terminatorius, o i$ antrojo 5¢ galo — promotorius (Strohl, 2017). Kuriant tokj baltymg kartais
yra svarbi geny orientacija. Prie vieno baltymo galima prijungti kitg i$ amino arba karboksilo
grupiy galo. Kai kuriais atvejais kazkuris specifinis galas gali buti reikalingas laisvas tam, kad
bty geras baltymo aktyvumas, ekspresija ir iSgryninimas, todé¢l reikia atsizvelgti j
konstruojamy geny tvarkg (Schmidt, 2013). Taip pat kuriant sulietus baltymus, tarp suliejamy
geny galima jterpti arba nejterpti jungtuko. Jeigu nusprendziama jungtuka jterpti, svarbu gerai
apgalvoti jo aminortig§¢iy sudeéti. Jis neturéty susilankstyti taip, kad suliety baltymy domenai
trukdyty vienas kito aktyvumui. [prastai tam yra naudojamas jungtukas, esantis spiralés
sulinkusios formos. Taip pat jame neturi biiti viety, kurios yra jautrios proteolitiniam
skaldymui (Fredriksson ir Biilow, 2001). Antrojo chimeriniy baltymy tipo atveju yra
pasirenkami du panaSis baltymai. Jie yra sujungiami kiekvieno i§ jy fragmentus sumaiSant

tarpusavyje ir nesujungiant jungtuku (Strohl, 2017).
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1 domenas jungtukas 2 domenas

1tipas NH,— R — —CooH

2tipas NH~lTT N B cooH

1.4.1.1 pav. Dviejy tipy suliety baltymy strukttiros (Strohl, 2017)

Siy geny raiska atliekama jvairiose Igstelés. Tam dazniausiai naudojamos bakterijos,
pvz., Escherichia coli, bei zinduoliniy lasteliy linijos, pvz., CHO (Kininio ziurkéno
kiausidziy). Ekspresijos raiskos sistemos pasirinkimas labai priklauso nuo reikalingy baltymui
savybiy. PavyzdZiui, glikozilinimas arba disulfidiniy tilteliy sudarymas gali biiti pasiekiamas
tik eukariotinése Igstelése. Taip pat jose gaminami didesni nei 100 kDa baltymai. Jeigu
baltymo funkcionalumui potransliacinés modifikacijos yra nebiitinos ir pats baltymas néra
labai didelis, galima rinktis pigesng, greitesne ir paprastesne ekspresijg, kuri vyksta
bakterijose (Schmidt, 2013). Pasirinktos lastelés pirmojo tipo baltymy atveju pagamina vieng
polipeptiding granding, kuri turi abiejy geny produktus, todél tokie baltymai biina
daugiafunkciniai (Strohl, 2017). Dazniausiai viena i$ sukurto baltymo daliy atlicka molekulinj
atpazinimg arba jungimasi, o kita suteikia papildomy savybiy, tokiy kaip prailginta pus¢jimo
trukmé, citotoksiSkumas ir kt. (Schmidt, 2013). Antruoju budu gaunamas baltymas turi vieng
nauja aktyvuma, o ne du, kaip pirmo tipo baltymas. Sis metodas gali biti pritaikytas kuriant
fermentus, kuriy katalitiniai centrai iSdéstyti arciau vienas kito pagal tai, kokia tvarka vyksta
ju fermentinis procesas, tam, kad biity pagerinta bendra kinetika (Strohl, 2017).

Chimeriniai baltymai, skirti farmakoterapijai, gali baiti kuriami dél jvairiy priezasCiy,
taCiau yra iSskiriamos trys svarbiausios. Pirmoji i$ jy — baltymo pus¢jimo trukmés
prailginimas tam, kad biity padidintas vaisto veikimo laikas (Strohl, 2017). Daug terapiniy
baltymy yra nedideli, todé¢l jie greitai i$filtruojami per inkstus, kurie geba pasalinti iki 70 kDa
dydzio baltymus, arba jie yra suskaidomi peptidaziy (Strohl, 2015) Tokiu atveju prie greitai
paSalinamo farmakologiskai aktyvaus peptido yra prijungiamas kitas peptidas, dél kurio
puséjimo trukmé pailgéja. Jis turi atitikti tokius reikalavimus, kaip Zemas imunogeniSkumas ir
proteolizés lygis serume, prastas filtravimas per inksty glomerules ir taip pat turéty daryti kuo
mazesne neigiamg jtakg baltymui, prie kurio jis yra prijungtas, aktyvumui. Kitas suliety
baltymy kiirimo tikslas yra vaisty, turin¢iy poveikj tam tikroms specifinéms lasteléms arba
audiniams, gavimas. Kad biity pasiektas Sis efektas, domenas, kuris geba saveikauti su

taikininémis lastelémis arba audiniu, jungiamas su farmakologiskai aktyviu baltymu arba
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toksinu, jeigu siekiama taikinj sunaikinti. Trecioji priezastis yra daugiafunkciniy baltymy
sukiirimas. Tam yra sujungiami du arba keli baltymai arba jy domenai, turintys skirtingus
farmakologinius aktyvumus (Strohl, 2017). Taip pat, jie buna paskirstomi organizme
vienodai, kuomet atskiry molekuliy paskirstymas galéty bati visiSkai skirtingas (Schmidt,
2013).

Dazniausiai baltymy suliejimu sprendziama puséjimo trukmés problema. Tam yra
naudojamos kelios strategijos. Puséjimo trukmé gali biti prailginta genetiskai suliejant
farmakologiskai aktyvy peptidg su baltymu arba jo domenu, kuris natairaliai turi ilgg puséjimo
trukme, pvz. antikiiny Fc dalis arba albuminas. Taip pat galima genetiSkai prijungti inertiska
polipeptida, pvz. homoamino riigsties polimerg (HAP) arba prolino-alanino-serino polimerg
(PAS). Baltymy puséjimo trukme taip pat gali pailginti neigiamo kriivio ir labai sializuoti
peptidai, pvz. karboksi-galo peptidas (CTP; i§ choriono gonadotropino (CG) B-grandinés).
Baltymus galima sulieti ne tik genetiniu, bet ir cheminiu bidu — cheminés konjugacijos
metodu prie peptidy galima prijungti ilgg pus€jimo trukme turincius baltymus, tokius, kaip
IgG arba zmogaus serumo albuminas (HSA). Galima jungti ir tokius nebaltyminius junginius,
kaip polietilenglikolis (PEG), kadangi padidinamas molekulés dydis, todél pailgéja puséjimo
trukmé (Strohl, 2015).

1.4.2 Sulieti G-CSF baltymai

[vairiis citokinai taip pat tobulinami konstruojant sulietus baltymus, tarp jy ir G-CSF.
Kad bty prailginta jo puséjimo trukmé arba padidintas poveikis hemopoezei, jis buvo
sulietas su HSA 111 domenu (Zhao ir kt., 2013), IgG1 Fc domenu (Cox ir kt., 2004; Do ir kt.,
2017), PEG (Zamboni, 2003). Dar vienas G-CSF patobulinimo biidas buvo sujungiant jo
monomerus ir taip sukonstruojant homodimera (Mickiene ir kt., 2017). Taip pat jis yra buves
sulietas su kitu citokinu — granuliocity ir makrofagy kolonijas stimuliuojanéiu faktoriumi
(GM-CSF), siekiant labiau padidinti jo efektyvuma stimuliuojant kauly ¢iulpy lasteles tikintis
sinergetinio poveikio (Lee ir kt., 2013). Taip G-CSF buvo sulietas su zmogaus transferinu,
kad buty sukurtas mielopoetinis terapinis baltymas, kurj biity galima vartoti per burng (Bai ir
kt., 2005).

Su G-CSF sulieti baltymai geba efektyviai prailginti jo cirkuliavimo organizme
puséjimo laikg. Dél prijungto HSA III domeno, puséjimo trukmé padidéja gana nedaug — apie
1,6 karto palyginus su monomeriniu G-CSF. O tiriant $io sulieto baltymo poveikj baltyjy
kraujo kiineliy skaiCiui nustatyta, jog jis nesiskiria nuo paprasto G-CSF (Zhao ir kt., 2013).

Didesng jtaka jo farmakokinetinéms savybéms turi prijungtas Fc domenas ir PEG. G-
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CSF/1gG1-Fc cirkuliavimo pus¢jimo trukmé yra net nuo 5 iki 8 karty ilgesné. Taip pat in vivo
tyrimuose ziurkése stebimas didesnis baltyjy kraujo kiineliy bei neutrofily skai¢ius nei
suleidus G-CSF ir jis i$silaiko ilgiau (Cox ir kt., 2004). Tiriant pegfilgrastimo poveikj véziu
sergantiems pacientams, nustatyta, kad jo vidutinis puséjimo laikas yra apie 10 karty didesnis
nei G-CSF (Zamboni, 2003). Be to, neutropenijg turin¢iose ziurkése nustatyta, jog
pegfilgrastimas padidina neutrofily skai¢iy apie 2 kartus (Do ir kt., 2017).

IS keliy citokiny sulieti baltymai taip pat rodo gerus rezultatus. Chimerinis G-CSF ir
GM-CSF baltymas rodo padidéjusj teigiama poveikj kauly ¢iulpy Iasteléms. Nustatyta, jog jis
geba padidinti 1asteliy kolonijy skai¢iy iki 2 karty (Lee ir kt., 2013). Taip pat, yra sukurti keli
G-CSF homodimerai su skirtingais jungtukais, jungian¢iais monomerus. Tinkamiausiu is$ jy
gryninimo ir aktyvumo in vitro (Igsteliy kultiirose) prasme yra nustatytas Lo (aminortigséiy
seka: GLEA—(EAAAK)s+—~ALEA-(EAAAK)s—ALEGS) jungtukg turintis homodimeras. Jo
puséjimo trukmé yra vir§ 7 karty didesné negu monomerinio G-CSF ir tiek pat karty 1é¢iau jis
yra paSalinamas i§ organizmo. Taip pat, ziurkése 24 val. po homodimero jleidimo stebimas
apie 1,8 karto didesnis neutrofily kiekis negu monomero atveju (Mickiene ir kt., 2017).
IStyrus dimerinio G-CSF sgveika su receptoriumi nustatyta, jog jo asociacijos greicio
konstanta yra 1,75 karto didesné nei monomero, todél jis jungiasi greic¢iau (Balevicius ir kt.,

2014).

1.5 VisiSko vidaus atspindzio elipsometrija (VVAE)
1.5.1 Metodo principas ir panaudojimas baltymy kinetikoms tirti

Baltymy sgveikos Kinetikos tyrimui gali bati pritaikyta visisko vidaus atspindzio
elipsometrija (VVVAE). Tai yra optinis metodas, kuris gerai tinkama baltymy sgveikos
kinetikos tyrimams, kadangi analizuojamy molekuliy nereikia zyméti (Balevicius ir kt., 2014;
Zigmas Balevicius ir kt., 2019; Plikusiene ir kt., 2020). Kai kurie kiti baltymy analizés
metodai reikalauja fluorescenciniy, fermentiniy arba radioaktyviy zymiy, kurios gali pakeisti
molekulés konformacijg ir taip paveikti jos aktyvuma, 0 ir pats zyméjimas gali uzimti daug
laiko (Wang ir kt., 2019). Taip pat, VVAE jautrumas ir efektyvumas stebint biomolekuliy
sgveikas parodytas jvairiais eksperimentais: tiriant DNR adsorbcija ir hibridizacija, fiksuojant
mazos molekulinés masés toksinus (Nabok ir Tsargorodskaya, 2008), antikiiny sluoksnio
formavimasi ir jy sgveika su antigenais (Balevicius ir kt., 2011, Baleviciute 2013),
chloroplasty receptoriy ir baltymy saveika (Kriechbaumer ir kt., 2012), citokino G-CSF ir jo
receptoriaus sgveikg (Balevicius ir kt., 2014) ir kt.
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VVAE tai dviejy itin jautriy optiniy metody kombinacija. Spektroskopinés
elipsometrijos (SE) ir pavirsiaus plazmony rezonanso (PPR) (Nabok ir Tsargorodskaya,
2008). Sis metodas turi daug privalumy, lyginant jj su tradiciniu PPR metodu, vienas i§ $iy
privalumy yra didesnis matuojamy parametry jautris (Nabok ir kt., 2006, Plikusiene ir kt.,
2020). Visiskas vidaus atspindys susidaro, kai §viesa keliauja i§ didesn] lGzio rodiklio terpés j
mazesnio ir esant tam tikram kampui. Taip pat, kai tam tikro bangy ilgio $viesa tam tikru
kampu keliauja ant plono metalo sluoksnio, esancio tarp dviejy skirtingy lazio rodikliy terpiy,
susidaro PPR, kuriuo paremtas tuo pac¢iu pavadinimu pavadintas PPR metodas (Poksinski ir
Arwin, 2004).

Naudojant VVVAE matuojami du elipsometriniai parametrai ¥ ir 4, nusakantys
Sviesos bangos amplitude ir fazg atitinkamai. Kintant aplinkos lizio rodikliui, kinta ir Sie
matuojami parametrai. VVVAE metodas yra didesnio jautrio uz jprasta PPR, kuris matuoja tik
vieng parametrg (Sviesos amplitudés pokytj). Parametras A gali kisti nuo 0 iki 360 laipsniy, o
¥ nuo 0 iki 45 laipsniy, todél matuojant abu parametrus gaunama detalesné informacija ir
didesnis jautris. Todél VVAE yra geriau tinkamas molekuliy adsorbcijos arba cheminiy ar
biologiniy reakcijy ant pavirs$iy tyrimui negu jprastas PPR (Nabok ir Tsargorodskaya, 2008).

Pati paprasciausia VVAE eksperimento struktiira susideda i$ stiklo plokstelés,
padengtos plonu metalo (jprastai aukso, apie 50 nm) sluoksniu ir pritvirtintos prie stiklo
prizmés, bei elipsometras. Kiti komponentai priklauso nuo to, kam §] metodg norima
pritaikyti — papildomai gali buti naudojama tékmés celé, tékmés kontrolés sistema,
pritaikymui specifiné duomeny gavimo bei sistemos kontrolés programiné jranga. Naudojama
stiklo plokstelé turi biti tokio pacio ltzio rodiklio, kaip ir prizmé, o jas sujungus pilamas tg
patj liizio rodiklj atitinkantis skystis. Prizmés gali biiti jvairiy formy — trikampés, trapecinés ar
pusinio cilindro. Formos pasirinkimas priklauso nuo reikalingo matavimams kampo. Baltymy
tyrimams dazniausiai naudojama BK7 stiklo 70° prizmé, reikalinga suzadinti pavirSiaus
plazmonus. Taip pat, tam, kad bty tiriami baltymai, stiklo plokstelé su prizme turi bati
pritvirtinta prie tékmés celés, j kurig prie stiklo plokstelés gali buti jleidziamas skystyje
esantis analizuojamas baltymas ir po to i$ jos iSbéga. Visi VVAE matavimai atliekami
naudojant spektinj elipsometrg (Poksinski ir Arwin, 2006).

Naudojant VVAE galima tirti sgveika tarp skirtingy biomolekuliy, pavydziui
baltymy — antik@ino ir antigeno — ant stiklinés plokstelés imobilizuojant antikGnus ir taip
sukuriant imuninj jutiklj (Balevicius ir kt., 2011). Lygiai taip pat gali biti tiriama baltymy
sgveika su jy receptoriais ir tam yra naudojamas chimerinis antikino Fc dalj turintis

receptorius, atpazjstantis analizuojama baltyma (Balevicius ir kt., 2014). Iprastai antikiinai
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geba jungtis prie aukso sluoksnio, esancio ant stiklinés plokstelés, taciau jy orientacija biina
atsitiktiné (Balevicius ir kt., 2011). Tinkamas receptoriaus orientavimas yra svarbus, kadangi
padidéja jo asociacija prie pavirSiaus, 0 pac¢iame receptoriaus sluoksnyje biina daugiau
molekuliy, prie kuriy gali jungtis analizuojamas baltymas. Tam pirmiausia suformuojamas
savitvarkis monosluoksnis i$ 11-merkaptoundekanoinés riigsties (11-MUR) ant kurio
kovalentiSkai imobilizuojamas receptoriaus Fc dalj atpazjstantis baltymas (Balevicius ir kt.,
2014). Stipry afiniskumg IgG Fc domenui turi Baltymas A (SpA), taciau jis labiau tinkamas
triusiy, kiauliy, Suny ir kaciy antiktinams. Prie Zzmogaus jvairiy IgG poklasiy geriau jungiasi
Baltymas G (Choe ir kt., 2016). Jeigu yra analizuojami Zzmogaus baltymai, prie Baltymo G
prijungiamas chimerinis receptorius, kurio Fc domenas sgveikauja su imobilizuotu Baltymu
G, o dalis, atpazjstanti analizuojamg baltyma, lieka orientuota j pavirSiy. Taip yra gaunamas
imuninis jutiklis, kurj galima naudoti baltymo ir receptoriaus sgveikos analizei VVAE metodu

(1.5.1.1 pav.) (Balevicius ir kt., 2014).

Prizmé

.......
- .~

A > B stikling plokitele : BK7 ..B
/IRatitkmuo . - == Au »" LR atitikmuo ™
/ Stikliné plokstele % O O —— VVAE celé /  Stikliné plokstele N
i Cr 3 = i Cr y
! Au ! i Au !
i 11-MUR ! . 11-MUR i
i EDC/NHS : ; ™ EDC/NHS /
- ; Baltymas G e e :

~
"""""

1.5.1.1 pav. VVAE struktiiros pavyzdys, kuomet tiriama GCSF ir GCSF receptoriaus sgveika,
kai (A) receptorius neorientuotas ir (B) receptorius orientuotas (Balevicius ir kt., 2014)

1.5.2 Baltymy sgveikos kinetiniai modeliai

Elipsometrija yra netiesioginis matavimo metodas, kurio gautiems duomenims reikia
pritaikyti tinkamus matematinius modelius, norint gauti daugiau informacijos apie
vykstancias sgveikas ar sluoksniy formavimasi (Poksinski ir Arwin, 2004). Baltymy sgveikos
kinetiky charakterizavimui gali biiti naudojami tokie modeliai, kaip Langmuir, Freundlich ar
Brunauer-Emmett-Teller (BET) izotermos, kuriy tinkamas pritaikymas priklauso nuo jvairiy

jiems keliamy reikalavimy (Latour, 2015).
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Vienas i$ dazniausiai naudojamy modeliy yra Langmuir modelis, kuris paremtas
nuostata, kad sluoksnis susiformuoja tik i§ vienody tarpusavyje nesgveikaujanciy molekuliy,
kuriy Vvisos jungimosi vietos turi vienodg energija. Kad baltymams biity pritaikytas $is
modelis, jy sgveikos procesas turi atitikti keturias salygas. Pirmoji i$ jy — visos adsorbcijos
vietos turi biiti vienodos ir nepriklausomos. Taip pat, kiekviena i$ jy turi gebéti prisijungti tik
vieng molekule. Trecioji salyga — prisijungusios molekulés neturi sgveikauti tarpusavyje ar
daryti jtakos prisijungimui. Ir paskutinioji saglyga — komplekso susidarymas yra dinamiskas
grjztamas procesas ir molekulés gali disocijuoti (Latour, 2015).

Kiti modeliai gali apibudinti adsorbcijg ant heterogenisky pavirsiy ar daugiasluoksnj
jungimasi. Freundlich modelis i$vestas i§ Langmuir modelio ir yra panasus j jj, skiriasi jis tik
tuo, kad ji galima taikyti tuomet, kai yra laikomasi nuostatos, jog adsorbcijos vietos turi
heterogeniskg adsorbcijos energija (Meng ir kt., 2013). BET modelis yra naudojamas
daugiasluoksnio formavimosi atveju. Pagal jj pirmasis sluoksnis dar neturi biti visiskai

susiformaves, kad prie jo galéty jungtis kitas sluoksnis (Latour, 2015).
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI

2.1 Medziagos

2.1.1 Medziagos ir reagentai

2.1.1.1 lentelé. Tyrimo metu naudotos medziagos ir reagentai

Medziaga arba reagentas

Gamintojas, Salis

Fermentai:

HindIII restrikcijos endonukleazé
BamHI restrikcijos endonukleaze
EcoRI restrikcijos endonukleaze
Pwvul restrikcijos endonukleazé
T4 DNR ligazé

DreamTaq polimeraze

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Fermentas, Lietuva

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Kiti baltymai:
Baltymas G
GCSF ir c-kit receptoriai (Fc chimeros)

SCF monomeras

Sigma-Aldrich, JAV
Abcam, Jungtin¢ Karalysté

Abcam, Jungtin¢ Karalysté

PGR, klonavimo ir DNR is$skyrimo rinkiniai:
GeneJET Plasmid Miniprep Kit

Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix
GeneJET PCR purification kit

CloneJET PCR Cloning Kit

GeneJET Gel Extraction Kit

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Fermentas, Lietuva

DNR ir baltymu dydZio Zymenys ir dazai:
O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder
PageRuler™ Prestained Protein Ladder

6x Orange Loading dye

Pierce™ Lane Marker Non-Reducing Sample Buffer

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

Antibiotikai:
Kanamicinas

Ampicilinas

Sigma-Aldrich, JAV
Roth, Vokietija
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2.1.1.1 lentelés tesinys

Plazmidés:

pET28a plazmidés su GCSF/Lo/GCSF ir
SCF/La/GCSF geny konstruktais

UAB Profarma, Lietuva

Tirpaly ir elektroforezés geliy sudedamosios medz.:

TopVision Agarose

SeaKem LE Agarose

TAE (Tris-acetate-EDTA) buferis
Green FastDigest buferis (10x)

10x T4 DNR ligazés buferis
Akrilamidas/bis-akrilamidas

Natrio dodecilsulfatas (NDS)
Amonio persulfatas (APS)
Tetrametiletilendiaminas (TEMED)
10x Tris-Glicino NDS buferis
Tris-HCI

11-merkaptoundekanoiné ragstis (11-MUR)
Metanolis

N-hidroksisukcinimidas (NHS)
N-(3-dimetilaminopropil)-N*-etilkarbodiimido
hidrochloridas (EDC)

Glicinas

Natrio acetatas (CHs;COONa)
Natrio chloridas (NaCl)

Kalio chloridas (KCI)

Dinatrio fosfatas (NazHPOx)
Monokalio fosfatas (KH2PO4)
Etanolamino hidrochloridas
Magnio chloridas (MgCly)

Kalcio chloridas (CaCly)

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Lonza, Sveicarija

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Roth, Vokietija

Sigma-Aldrich, JAV

Scharlau, Ispanija

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Sigma-Aldrich, JAV
Sigma-Aldrich, JAV
Sigma-Aldrich, JAV
Sigma-Aldrich, JAV
Sigma-Aldrich, JAV

Applichem, JAV
Sigma-Aldrich,JAV

Merck, JAV

VWR Chemicals BDH, JAV
Applichem, JAV
Sigma-Aldrich, JAV
Sigma-Aldrich, JAV

Merch, JAV

Applichem, JAV

10x PBS Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Mitybos terpé:
LB Agar, Miller Fisher BioReagents, JAV

LB Broth, Miller

Fisher BioReagents, JAV

21



2.1.1.1 lentelés tesinys

Chromatografijos kolonéliy sorbentai:
DEAE Sepharose FF

SP Sepharose FF

CHT ceramic hydroxyapatite, Type Il

GE Healhcare, Svedija
GE Healhcare, Svedija
Bio-Rad Laboratories, JAV

Kitos medZiagos:
10x dANTP miSinys
Izopropil-B-D-tiogalaktozidas (IPTG)

LuZio rodikl; atitinkantis skystis

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Cargille, JAV

2.1.2 Naudoti prietaisai

2.1.2.1 lentelé. Tyrimo metu naudoti prietaisai

Prietaisas

Gamintojas, Salis

AKTA pure 150 sistema

AmiconUlItra-15

Acrodisc Units with Mustang E membrane
Bio TDB-100 termostatas

EBA 12R cengrifuga

Eppendorf 5415R centrifuga

MultiGene OptiMax termocikleris
Spektrinis elipsometras M-2000X

Stiliné BK7 plokstelé, padengta Cr-Au
Stikliné BK7 prizmé

GE Healhcare, Svedija

Merck Millipore, JAV

Pall Corporation, JAV

Biosan, Latvija

Hettich, Vokietija

Eppendorf, Vokietija

Labnet International, JAV
J.A.Woollam, JAV

XanTec bioanalytics GmbH, Vokietija
Cargille, JAV

2.2 Metodai

2.2.1 Kompetentiniy lgsteliy paruosimas

Transformacijai buvo ruosiamos Escherichia coli DH10B ir E. coli BL21 Star (DE3)

kompetentinés Igstelés. IS kiekvieno kamieno po kolonijg uzséjama j 5 ml skystos Luria-

Bertani (LB) terpés ir purtykléje 37 °C bakterijos auginamos per naktj. Kita dieng imama 170

ul terpés su naktine kultara ir vél s¢jama j LB terpe. Lastelés inkubuojamos purtykléje 37 °C

apie 2-3 val., kol ODeoo pasiekia 0,35-0,4. Tuomet jos $altai nucentrifuguojamos 5 °C 5 min.

3000 rpm ir jdedamos j leda. Supernatantas nupilamas ir lastelés uzpilamos ~5 ml natrio
tirpalo (100 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 20 mM MgCl,). Mégintuvélis
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pavorteksuojamas, kol Igstelés susimaiso su tirpalu ir vél nucentrifuguojama tais paciais
parametrais. Supernatantas nupilamas, uzpilama ~5 ml kalcio tirpalo (100 mM CaCl,, 10 mM
Tris-HCI (pH 8.0)) ir pavorteksuojama. Lastelés laikomos lede 30 min. Mégintuvélis
nucentrifuguojamas taip paciais parametrais ir nupilamas supernatantas. Lastelés
suspenduojamos supernatanto likutyje, esanciame ant sieneliy, ir jos perkeliamos j sterily 1,5

ml mégintuvélj.

2.2.2 GCSF/La/SCF geno konstravimas

GCSF/La/SCF genas buvo konstruojamas i$ dviejy konstrukty — GCSF/La/GCSF ir
SCF/La/GCSF, kurie buvo pET28a plazmidése. Kiekvieno i$ jy pirmasis genas turi 5° gale
Ndel ir 3¢ gale Kpn2I restrikcijos vietas, o antrasis — atitinkamai BamH]1 ir Hindll1 restrikcijos
vietas (2.2.2.1 pav.).

A B
Kpn2l BamHI Kpn2l BamHlI

Ndel

@ Hindlll Ndel Hindlll
D

pET28a(+)

2.2.2.1 pav. Turimi chimeriniy baltymy konstruktai ir jy restrikcijos vietos: (A)
SCF/La/GCSF ir (B) GCSF/La/GCSF

Visas konstravimas atliekamas keliais etapais. Pirmiausia, $ios plazmidés perkeltos j
E. coli DH10B Igsteles:

Lasteliy transformacija

I kompetentines lasteles, kurios laikomos lede, pilama 2 ul ~50 ng/ul plazmidés ir
Svelniai papurtant pirStu sumaiSoma. Jos inkubuojamos lede 30 min. Mégintuvéliai perneSami
] 42 °C termostata, kuriame jie laikomi 1 min. 30 s. Mégintuvéliai perkeliami j ledg 2-3 min.
ir iStraukiami. | mégintuvelj jpilama ~1 ml LB terpés, pavartoma ir termostate inkubuojama
37 °C 1 val. Nucentrifuguojama 3 min. 3000 rpm, ~0,5 ml supernatanto nupilama ir lastelés

i§s¢jamos ] Petri Iéksteles ant LB terpés su antibiotiku, pET28a atveju — su kanamicinu.
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SCF fragmento PGR

I8 1asteliy plazmidés isskiriamos naudojant GeneJET Plasmid Miniprep Kit pagal
gamintojo protokolg ir atliekama SCF fragmento polimeraziné grandininé reakcija (PGR)
naudojant Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix, kad bty prijungtos BamHI ir
Hindl 11 restrikcijos vietos bei pridétas TAA stop kodonas. Tam buvo naudojami tokie SCF
pradmenys:

Tiesioginis: 5°-TGGATCCGAAGGGATCTGCCGTAATCG-3°

Atvirkstinis: 5°-TAAGCTTAGGCTGCAACAGGGGG-3¢

I miSinius buvo pilami skirtingi i$skirtos DNR kiekiai: 10, 5 ar 3 pl. PGR miSinys
vienam méginiui, kurio galutinis tiiris buvo 25 pl: 2x Master Mix, 10 mM tiesioginio
pradmens, 10 mM atvirkstinio pradmens, 10, 5 arba 3 ul DNR ir vandens iki 25 pl.

Naudotos 2 skirtingos DNR padauginimo programos, kurios skiriasi pradmeny
prisijungimo temperatiira: 1 ciklas denatiiracijos 98 °C 30 s., 30 cikly denatiiracijos 98 °C 10
S., prisijungimas 62 °C arba 65 °C 15 s. ir ilginimas 72 °C 15 s., o galutinis ilginimas — 1
ciklas 72 °C 7 min. PGR produktai analizuojami 120 V TAE 1 % agarozés gelyje, kuris

dazomas etidZio bromidu.

Padauginto SCF fragmento jligavimas ir analizé

Gauti PGR produktai supilami j vieng mégintuvélj ir i§valomi naudojant GeneJET
PCR purification kit. Tuomet naudojant Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit SCF
fragmentas jliguojamas j pJET1.2/blunt plazmide¢ pagal gamintojo protokolg ir ji perkeliama
transformuojant E. coli DH10B Igsteles anks¢iau apraSytu badu, kurios i§séjamos ant LB
terpés su ampicilinu. Ar fragmentas jsiligavo, tikrinama atliekant kolonijy PGR ir plazmidés
skaldyma restrikcijos endonukleazémis.

Kolonijy PGR misinys vienam méginiui, kurio galutinis tiris yra 25 pl: 1,25 U
DreamTaq DNR polimerazés, 10x buferio, po 1 ul SCF tiesioginio ir atvirkstinio pradmens,
10x dNTP, 17,5 ul vandens. PGR salygos: 1 ciklas denattracija 94 °C 4 min., 32 ciklai
denattracija 94 °C 30 s., prisijungimas 60 °C 20 s. ir ilginimas 72 °C 40 s., 1 ciklas galutinis
ilginimas 72 °C 5 min. PGR produktai analizuojami agarozés gelyje.

Pasirinkti 4 méginiai, kuriy kolonijy bakterijos uzsétos i skysta LB terpe, auginamos
per naktj ir kitg dieng plazmidés i$skirtos anks¢iau minétu biidu. Jos skaldomos 1 val. 37 °C
temperattiroje dvejomis restrikcijos endonukleaziy kombinacijomis: HindIII + BamHI ir

EcoRI + Pvul.
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Reakcijos misinys vienam méginiui, kurio galutinis ttris yra 20 pl: 10 pul ~100 ng/ul
konc. DNR, 10x Green FastDigest buferio, po 1 ul restrikcijos endonukleazés, 6 ul vandens.
Produktai analizuojami agarozés gelyje. Taip pat, kad biity jsitikinta, jog visa SCF seka yra
teisinga, buvo atlikta plazmidés sekoskaita.

Plazmidziy karpymas ir GCSF/La/SCF sukonstravimas

Plazmidés pJET1.2/SCF ir pET28a/GCSF/La/GCSF skaldomos BamHI ir HindIII
restrikcijos endonukleazémis, kurios iSkerpa SCF fragmentg 1S pirmosios ir antrgjj GCSF
fragmentg 1§ antrosios plazmidés. Reakcijos miSinio sudétis vienai plazmidei, kurio galutinis
taris yra 40 ul: 15 pl ~150 ng/ul konc. DNR, 10x FastDigest buferis, po 1 ul restrikcijos
endonukleazes, 19 pl vandens. Reakcija atliekama 37 °C temperatiiroje 1 val. Gauti produktai
1Sskirstomi agarozés gelyje ir SCF bei pJET28a/GCSF/La fragmentai iSpjaunami i$ gelio. Jie
1Sgryninami naudojant GeneJET Gel Extraction Kit. Tuomet Sie fragmentai liguojami
naudojant tokj reakcijos misinj, kurio galutinis tiiris yra 20 ul: 10x T4 DNR ligazés buferis, 1
ul T4 DNR ligazés, 2 ul pET28a/GCSF/La, 15 pl SCF. Si reakcija buvo atlickama per naktj 4
°C temperatiiroje. Gauta plazmidé perkeliama j E. coli BL21 Star (DE3) transformuojant
ankscCiau aprasytu metodu ir bakterijos iSséjamos ant Petri 1éksteliy su LB terpe ir kanamicinu.
Plazmid¢ iSskiriama anksciau aprasytu metodu ir fragmento jsiligavimas bei seka patvirtinami

sekoskaitos budu. Supaprastinta baltymo geno sukonstravimo schema pavaizduota 2.2.2.2

pav.
SCF
——
Kpn2! BamHI * BamHI Hindll
BamHI \
\ La
Ndel € \ % Hindll
cf
Hindil %
. pJET1.2/blunt ' '
pET28a(+)

SCF PRG su pradmenimis, SCF jligavimas | Gautas pJET1.2/SCF
turinciais BamHI ir Hindlll vektoriy N

restrikcijos vietas [N

SCF
— f°
Kpn2! BamHI

3
&

Hindlll

Ndel

pET28a(+)

pET28a(+)

Galutiné konstrukcija SCF jligavimas j vektoriy Plazmidziy restrikcija

2.2.2.2 pav. Schema, vaizduojanti GCSF/La/SCF geno konstravima
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2.2.3 Rekombinantinio baltymo ekspresijos indukcija

Keturios E. coli BL21 Star (DE3) transformanty kolonijos uzsé¢jamos j 4
mégintuvélius su 5 ml LB terpés ir 5 ul 25 mg/ml kanamicino. Lastelés auginamos purtykléje
37 °C 220 rpm 2-3 val., kol ODsoo pasiekia apie 0,6. I§ vieno méginio paimama 0,5 ml ir
atsidedama kontrolei, o j likusiy baltymy ekspresija indukuojama 1 mM izopropil-p-D-
tiogalaktozidu (IPTG) ir 1astelés tais paciais parametrais auginamos dar 2-3 val. I§ kiekvieno
meéginio paimama 500 pl, perkeliama j 1,5 ml mégintuvélius ir nucentrifuguojama 5 min.
3000 rpm. Supernatantas nupilamas, o ant likusiy lgsteliy uzpilama 60 pl PBS 2 % NDS ir
suvorteksuojama. Méginiai kaitinami 100 °C temperatiiroje apie 7 min., kol tirpalai tampa
skaidris. Jpilama 15 pl Pierce™ Lane Marker Non-Reducing Sample Buffer,
pavorteksuojama ir kaitinama 100 °C apie 5 min. Méginiai analizuojami poliakrilamido gelyje
(NDS-PAGE) (2.2.3.1 lentelé). Virsutiniu geliu baltymai leidziami 90 V jtampoje, o apatiniu
—150 V.

2.2.3.1 lentelé. NDS-PAGE poliakrilamido gelio sudétis

Apatinis skiriamasis gelis

VirSutinis koncentruojantis gelis

2,45 ml akrilamidas/bis-akrilamidas
(santykiu 37,5:0,5)

0,5 ml akrilamidas/bis-akrilamidas
(santykiu 37,5:0,5)

1,5 Tris-HCI, pH 8,8

0,5 Tris-HCI, pH 6,8

1,94 ml H.0

2,25 ml H20

61 ul 10 % NDS

37,5 ul 10 % NDS

30,5 ul 10 % APS

18,75 ul 10 % APS

3,05 ul TEMED

2,5 ul TEMED

2.2.4 Rekombinantiniy baltymy renatiiracija ir gryninimas

Baltymy renatiiracija ir gryninimas buvo atliktas dokt. Gitanos Mickienés.
Indukuotos ir nucentrifuguotos lastelés be supernatanto buvo nuplautos ir istirpintos 120 ml
buferyje, sudarytame i§ 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5 mM 1,4-ditiotreitolio (DTT) ir8 M
uréjos. Tirpalas buvo maiSomas 4 °C 2 val ir nucentrifuguojamas 30000 x g 25 min. Baltymy
susilankstymas buvo atlickamas denatiiruotus baltymus greitai atskiedziant buferiu (50 mM

Tris-HCI (pH 8,0), oksiduotas glutationas (GSSG)) kol pasiekiama 2 M uréjos koncentracija.
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Galutinis GSSG ir DTT moliarinis santykis buvo islaikomas 1:5. Reakcija atliekama 24 val. 4
°C temperatiiroje Svelniai maiSant. Tuomet galutinis tirpalas centrifuguojamas 25 min. 30000
x g

Trijy zingsniy rekombinantiniy baltymy gryninimo schema buvo atlickama
naudojant AKTA pure 150 sistema. Sulankstytas tirpus baltymas buvo pilamas j DEAE
Sepharose FF kolonéle, kuri suekvilibruota su 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) buferiu. Tuomet
baltymai buvo plaunami zingsninés eliucijos biidu didinant NaCl koncentracija nuo 0 M iki
0,5 M. Surinktos frakcijos pilamos j CHT ceramic hydroxyapatite, Type Il kolonélg,
suekvilibruota su 50 mM Tris-HCI buferiu (pH 7,2). Kolonélé plaunama 5 mM NaH2PO4
buferiu (pH 7,2), turin¢iu 0,1 M NaCl, ir baltymai iSplaunami naudojant 5 iki 500 mM
NaH2PO4 gradienta. Frakcijos, kuriose buvo taikininis baltymas, surinktos, atskiestos 20 mM
natrio acetatu iki pH 4,7 ir tuomet pilamos j SP Sepharose FF kolonéle, suekvilibruota su 20
mM natrio acetatu (pH 4,7). Kolonélé iSplauta ekvilibracijos buferiu ir baltymai iSplauti
naudojant NaCl gradientg su ekvilibracijos buferiu, turin¢iu 500 mM NaCl.

Frakcijos, kuriose buvo daugiausiai gryno baltymo, surinktos ir perkeltos j laikymo
buferj, sudarytg i§ 20 mM acto riagsties/NaOH (pH 4,0) naudojant diafiltracija su 10-kDa
centrifuginiais filtravimo prietaisais (AmiconUIltra-15, Millipore). Baltymy tirpalas
prafiltruotas per 0,2 um Acrodisc Units with Mustang E membrane, kad btity paSalinti

endotoksinai.

2.2.5 Baltymy sgveikos su receptoriais analiz€¢ naudojant VVAE

SCF/La/GCSF ir naujai sukonstruoto GCSF/La/SCF baltymy sgveikos analizuotos
su chimeriniais GCSF ir c-Kit (SCF) receptoriais, turin¢iais Zzmogaus IgG1 antiktino Fc dalj.
Taip pat, buvo analizuojama SCF monomero sgveika su jo receptoriumi bei GCSF/La/GCSF
su GCSF receptoriumi.

Kad buty atlikti matavimai, buvo formuojamas imuninis jutiklis (2.2.5.1 pav.). 1 mm
storio BK7 plokstelé, padengta Cr-Au sluoksniu, inkubuojama 1 mM 11-
merkaptoundekanoinés rigsties (11-MUR), istirpintos metanolyje, tirpale 18 val. taip
susidarant savitvarkiam monosluoksniui (SAM). Tuomet plokstelé nuskalaujama metanoliu,
dejonizuotu vandeniu ir jmontuojama j elipsometrine cele. 11-MUR karboksilo grupés
aktyvuojamos 0,1 M N-hidroksisukcinimido (NHS) ir 0,4 M N-(3-dimetilaminopropil)-N*-
etilkarbodiimido hidrochlorido (EDC) lygiais tiriais sumaisytus tirpalus suleidziant j celg ir

inkubuojant 20 min. Tirpalai iSplaunami vandeniu, tada jpilama 10 mM acetatinio buferio (pH
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4,0) ir laukiama, kol stabilizuojasi elipsometrinis signalas. Tuomet j cele suleidziama 100
pg/ml baltymo G, istirpinto tokiame paciame acetatiniame buferyje ir inkubuojama apie 90
min. Tirpalas iSplaunamas acetatiniu buferiu ir laukiama, kol nusistovés signalas. Kad biity
uzblokuotos likusios aktyvios karboksilo grupés, suleidziama 1 M etanolamino hidrochlorido
(pH 8,5) 10 min. ir vél nuplaunama acetatiniu buferiu. Kovalentiskai neprisijungusio baltymo
G likuciai iSplaunami naudojant 10 mM glicino tirpalg (pH 3,0), inkubuojant 10 min. Glicinas
nuplaunamas acetatiniu buferiu ir jis pakeic¢iamas j PBS buferj (140 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
10 mM PO4*, pH 7,4) ir laukiama, kol stabilizuosis signalas. 5 pg/ml receptoriaus, istirpinto
PBS buferyje, suleidziama ir inkubuojama 60 min. Galiausiai, kovalentiSkai neprisijunges
receptorius nuplaunamas. Suleidziama 10 pg/ml analizuojamo baltymo, iStirpinto PBS
buferyje, ir inkubuojama apie 60 min. Visas ligandy jungimosi matavimas buvo atlickamas
spektre nuo 300 nm iki 1000 nm. Stebima baltymy jungimosi kinetika, o jos
charakterizavimui taikomas Langmuir modelis ir apskai¢iuojamos asociacijos bei disociacijos
greicio konstantos visoms sgveikoms i§skyrus GCSF/Loa/GCSF. Jam pritaikytas i§ Langmuir

modelio iSvestas modelis, kuris atsizvelgia j daugiau prielaidy.

11-MUR Baltymas G

SAM \
L4 X 1 L 2

—

[ ] [ ]
sluoksnis

$ 1 s *
J.J.J.J..L.I. - J.J.J.J..L.L

2.2.5.1 pav. Imuninio jutiklio, kuriam naudojamas GCSF receptorius, formavimo schema

Aukso
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3. REZULTATAI

Kuriant sulietus rekombinantinius baltymus pirmiausia reikia sujungti skirtingy
baltymy genus. Chimerinis baltymo genas, sudarytas i§ citokiny G-CSF ir SCF geny —
SCF/Lo/GCSF buvo sukonstruotas anksciau, taciau reikéjo sukurti ir Kitos orientacijos gena
GCSF/La/SCF, kadangi domeny iSsidéstymo tvarka gali turéti jtakos baltymo aktyvumui,
todel yra svarbu juos abu palyginti. [Sgryninty baltymy aktyvumas buvo vertinamas naudojant
VVAE metoda, kuriuo stebima jy sgveika su imobilizuotais receptoriais ir i§ gauty matavimy

apskaic¢iuojamos asociacijos ir disociacijos konstantos.

3.1 GCSF/La/SCF geno konstravimas

I§ Iasteliy i8skyrus plazmide su SCF/La/GCSF konstruktu, buvo pagausintas SCF
fragmentas su pradmenimis: tiesioginis turi BamHI restrikcijos endonukleazés atpazinimo
vieta, o atvirkstinis — HindlIl. Tam buvo naudojami keli skirtingi PGR misiniai, kurie skyrési
i8skirtos DNR kiekiu, bei buvo taikomos dvi skirtingos temperatiiry programos — pradmeny
prisijungimo temperattra buvo 62 °C arba 65 °C. Gauti produktai buvo analizuojami

naudojant elektroforezeagarozés gelyje (3.1.1 pav.).

Pradmeny
prisijungimo

temperataros T 65 °C 62 °C

M K;s 1 2 3 K, 4 5 6

DNR kiekis — 3l S5pul 10yl 3ul 5ul 10u
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3.1.1 pav. PGR pagausinto SCF fragmento elektroforezés nuotrauka. M — dydzio zymuo;
1-6 — PGR produktai; Ky ir Kz — kontrolés
Agarozés gelyje penkiuose i$ SeSiy méginiy buvo matomi efektyviai pagausinti

mazdaug 500 bp dydzio fragmentai, kurie atitinka SCF dydj. Méginyje, i kurj jpilta 3 ul DNR
ir pradmeny prisijungimo temperatiira buvo 65 °C, PGR produktas yra nezymiaimatomas,
labai neryskus Tai reiSkia, jog reakcijai vykti §i temperatiira buvo per auksta arba DNR kiekis
nepakankamas. Penki méginiai, kuriuose efektyviai pagausintas fragmentas, buvo supilti |
vieng ir atliktas jo ligavimas j pJET1.2/blunt vektoriy.

Plazmidé su jliguotu fragmentu perkelta j E.coli DH10B lasteles ir tam, kad bty
patikrinta, ar SCF fragmentas tikrai jsiterpé, atlikta kolonijy PGR naudojant tuos pacius SCF
pradmenis ir produktai analizuojami agarozés gelyje. Jame buvo matomos ryskios produkty
juostelés ties 500 bp visuose méginiuose ir tai rodo, jog SCF buvo sékmingai jliguotas j
pJET1.2/blunt plazmide (3.1.2 pav.). Tuomet i$ 1, 2, 4 ir 6 méginiy $is vektorius buvo

iSskirtas.

1500 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

3.1.2 pav. Kolonijy PGR produktai. M — dydzio zymuo; 1-7 — kolonijy PGR produktai; K —
kontrole

Tam, kad buty dar labiau jsitikinta, jog tikrai buvo pagausintas ir jliguotas SCF, o ne
G-CSF ar kitas fragmentas, atlikta restrikciné analizé — iSskirtas vektorius,suskaldytas
dvejomis restrikcijos endonukleaziy kombinacijomis: HindIII + BamHI ir ECoRI + Pvul.
Naudojant pirmaja kombinacija turéty biiti gauti 3 fragmentai: 501 bp SCF fragmentas,

kadangi 18 abiejy geno pusiy jis turi jterptas $iy restrikcijos endonukleaziy atpazinimo vietas,
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ir du 263 bp ir 2717 bp fragmentai, nes plazmid¢je yra dar viena HindIII skelimo vieta. ECORI
ir Pvul atveju, jeigu yra jliguotas SCF, turéty gautis 2160 bp ir 1321 bp ilgio fragmentai.
Jeigu j plazmidg buty jterptas ne SCF, 0 G-CSF, bty matomas tik vienas fragmentas, kadangi
EcoRlI geba kirpti SCF, 0 G-CSF — ne.

Restrikcijos produktai buvo analizuojami agarozés gelyje (3.1.3 pav.). Visuose
méginiuose, kuriuose DNR suskaldyta HindIII ir BamHI restrikcijos endonukleazémis (1, 3, 5
ir 7), yra matomos trys juostelés: ~250 bp, ~500 bp ir 2500-3000 bp ilgio fragmentai. Jie
apytiksliai atitinka dydZzius, kurie ir turéty biitt gaunami karpant pJET1.2/SCF plazmide.
Meéginiuose, skaldytuose su EcoRI ir Pvul, gauti du fragmentai — 2000-2500 bp ir 1000-1500
bp ilgio. Jie taip pat apytiksliai atitinka tuos dydzius, kurie turéjo biiti gauti. [liguoto SCF seka
taip pat buvo patvirtinta atlikus §ios pJET1.2/SCF plazmidés sekoskaitg.

10000 bp

8000 bp\\\
6000 bp
5000 bp ~J§
4000 bp—
3500 bp~,
3000 bp:ﬁ
2500 bp

3.1.3 pav. pJET1.2/SCF restrikciné analizé. M — dydzio zymuo; 1, 3, 5, 7 — méginiai, skaldyti
Hindlll ir BamHI; 2, 4, 6, 8 — méginiai, skaldyti EcoRI ir Pvul; K3 — kontrolé su HindIII ir
BamHI: K, — kontrolé su EcoRI ir Pvul

Toliau buvo atliekamas pJET1.2/SCF ir kito konstrukto pET28a/GCSF/La/GCSF
skaldymas su HindIII ir BamHI restrikcijos endonukleazémis. Jy fragmentai i$skirstomi
gelyje, tam, kad i§ jo buity galima iSpjauti ir i$skirti SCF ir pET28a/GCSF/La. dalis.
Suskaldzius pET28a/GCSF/La/GCSF buvo gautas kiek daugiau nei 500 bp ilgio G-CSF ir
5000-6000 bp dydzio pET28a/GCSF/La, kuris véliau buvo iSpjaunamas. I$ antrojo vektoriaus
buvo gauta 2500-3000 bp pJET1.2 dalis ir ~500 bp SCF, kuris taip pat buvo i$pjautas (3.1.4
pav.). Isskirti pET28a/GCSF/La ir SCF fragmentai buvo suliguoti ir taip gautas galutinis
pET28a/GCSF/La/SCF konstruktas, kurio seka patvirtinta atlikus sekoskaita.
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3.1.4 pav. Plazmidziy restrikcija naudojant BamHI ir HindIIl. M — dydzio zymuo; 1 —
PET28a/GCSF/La/GCSF; 2 — pJET1.2/SCF

3.2 Rekombinantinio baltymo ekspresijos indukcija

Kad bty patikrinta, ar E. coli BL21 Star (DE3) lastelése GCSF/La/SCF baltymas
gali bati ekspresuojamas, buvo atlikta indukcija ir NDS-PAGE. Gelyje visuose keturiuose
méginiuose yra matoma ryski i$ kity iSsiskirianti juostelé, kurios néra kontroléje (3.2.1 pav.).

Tai reiskia, jog efektyviai vyksta GCSF/Lo/SCF baltymo ekspresija ir jj galima gryninti.

1 2 3 4 K

180kDa
130kDa
100 kDa
70 kDa

i =

55 kDa el "
——
40 kDa —
-

35kDa

25 kDa

15 kDa

10 kDa L —

3.2.1 pav. NDS-PAGE gelio nuotrauka, kurioje matomi lasteliy baltymai po GCSF/La/SCF
indukcijos. M — dydzio zymuo; 1-4 — méginiai; K — kontrolé
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3.3 Baltymuy aktyvumo analizé naudojant VVAE

Suliety baltymy ir receptoriy saveiky analizei buvo naudojamas VVVAE metodas. Juo
matuotas GCSF/La/SCF ir SCF/Lo/GCSF jungimasis prie GCSF ir c-kit receptoriy,
GCSF/La/GCSF — prie GCSF-R, ir monomerinio SCF — prie c-kit receptoriaus.

Saveikai nustatyti buvo kuriamas imuninis utiklis: suformuotas SAM, kuris
aktyvuojamas EDC ir NHS, o prie jo prijungtas baltymas G ant kurio kryptingai
imobilizuojami receptoriai. Imobilizuojant receptorius buvo stebimi ¥ ir A parametry,
atitinkanciy Sviesos bangos amplitude ir faze, pokyciai laike. PavyzdZziui, viename 18
eksperimenty, kurio metu naudotas GCSF-R, yra matoma, kaip jleidus §j receptoriy j celg ¥
reikSmé didéja, nes formuojasi jo sluoksnis iki tol, kol nuplaunama su PBS. GCSF-R
sluoksnio susiformavima rodo tai, kad lyginant ¥ reik§me prie§ receptoriaus jleidimg ir po jo
nuplovimo, ji yra padidéjusi (3.3.1 pav. a). Panasus pokytis matomas ir A parametro atveju,
tik jo reikSmé yra mazéjanti (3.3.1 pav. b). Receptoriaus sluoksnio susiformavimas taip pat
yra vertinamas lyginant W ir A kreiviy pasislinkimg spektre pries ir po receptoriaus jleidimo.

Siame eksperimente P ir A kreivés pasislenka mazdaug 3,1 nm (3.3.1 pav. c ir d).

a b
% GCSF-R 132
34 i 130
_,(_; 33 E 128 ?
c [~ PBS
& 32 g 126 ppg
.% a1 ? ‘T 124
= = 122
3 30 - PBS PBS < 120 T
29 118 GCSF-R
28 116
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
t (min.) t (min.)
C d
50 —— Prie$ GCSF-R 300 —— Prie3 GCSF-R
250
7 10 ~—POGSCFR & 200 ——Po GCSF-R
S 30 prisijungimo g 150 prisijungimo
2 o 100
& 20 8 50
4 O
<
> 10 50
0 -100
830 850 870 890 910 830 850 870 890 910
Bangos ilgis (nm) Bangos ilgis (nm)

3.3.1 pav. ¥ ir A parametry pokyc¢iai formuojantis GCSF-R sluoksniui: air b — ¥ (a) ir A (b)
reikSmés kitimas laike esant 850,9 nm bangos ilgiui; ¢ ir d — ¥ (C) ir A (d) kreivés spektre
pries ir po GCSF-R jleidimo
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Lygiai taip pat stebimas ir c-kit receptoriaus sluoksnio formavimasis bei
analizuojamy baltymy jungimasis prie receptoriy. Visi baltymai sgveikavo su savo
receptoriais, i$skyrus GCSF/La/SCF, kuris, nors ir jungési prie c-Kit, su GCSF-R nesgveikavo
(3.3.2 pav.). ¥ reik§mé buvo padidéjusi po GCSF-R jleidimo, kas rodo, jog receptoriaus
sluoksnis susiformavo, tac¢iau véliau jleidus GCSF/La/SCF baltyma, reikSmé ne tik
nepadidéjo, bet ir nezymiai sumazéjo (3.3.2 pav. a). Zidrint j ¥ ir A Kreives spektre pries ir po
baltymo jleidimo taip pat matosi, jog poslinkio beveik néra ir jis yra j priesingg puse (3.3.2

pav. b ir c).

100
95
90
85
80
75

70
65 T
60 4 PBS GCSF/Lo/SCF
55 PBS
2 | GCSFR
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
t (min.)

Y (laipsniai)

30 —— Pried 160 I
GCSL/La/SCF ——Pries

25 140 GCSL/La/SCF

——Po0 GCSL/La/SCF

suleidimo

120 ——Po GCSL/La/SCF
suleidimo

20
15
10

100

Y (laipsniai)
3

A (laipsniai)

o o
A O
o O

660 680 700 720 740 760 650 700 750 800
Bangos ilgis (nm) Bangos ilgis (nm)

3.2.2 pav. GCSF/Lo/SCF baltymo saveikos su GCSF-R kinetikos grafikai: a — ¥ pokytis
laike prie 713,6 nm bangos ilgio suleidus GCSF-R ir GCSF/Lo/SCF; b ir c — ¥ (b) ir A (c)
poslinkis spektre pries ir po GCSF/La/SCF suleidimo

Visos Kitos gautos analizuojamy baltymy A parametro kinetikos buvo sunormuotos
nuo 0 iki 1 j parametrg F, tam kad galima biity jas palyginti. 3.3.3 pav. grafikuose matoma per

kiek sekundziy baltymai prisijungia prie receptoriy — tai rodo F reikSmés stabilizavimasis.
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SCF/La/GCSF ir c-kit kompleksas susiformuoja per mazdaug 825 s. Daug greiciau prie to

pacio receptoriaus jungiasi GCSF/La/SCF baltymas — j stabilig bliseng pareinama po mazdaug
526 s., 0 su GSCF-R 8is GCSF/La/SCF baltymas kompleksg suformuoja per 198 s. SCF

monomeras prisijungia prie c-kit receptoriaus per daugiau nei 2400 s., o tai yra léCiau negu

abu heterodimerai. GCSF/Lo/GCSF jungdamasis prie GCSF-R didziausig F reikSmg pasiekia

ties 90 s. Lyginant su heterodimero sgveika su tuo paciu receptoriumi, GCSF/La/GCSF

kompleksa suformuoja greiciau.

SCF/La/GCSF ir c-kit

0 200 400 600 800 1000

t(s.)

SCF/La/GCSF ir GCSF-R

100 200 300 400
t(s.)

GCSF/La/SCF ir c-kit

l ‘.... 00® 000 G 00 ® ® 0 o0
0,8 o ®
[ ]
0,6 .
[ ]
Foa
[ ]
02 e
[ ]
0O e
0 200 400 600 800 1000 1200
t(s.)
SCF ir c-kit
1 goad FOS SN " 0
0,8 ,..‘"’
06 X
F &
0,4
~y
02 *
(]
0 s
0 1000 2000 3000 4000
t(s.)

GCSF/La/GCSF ir GCSF-R

1
0.8 (”___‘--',
0,6

F
04

0,2

oo
0 10

20 30 40 50
t(s.)

60 70 80 90

3.3.3 pav. Baltymy jungimosi prie receptoriy kinetiky grafikai

35



Kad tiksliau buity jvertinti baltymy prisijungimo prie receptoriy greiciai, skaitmeninio
modeliavimo biidu buvo gautos asociacijos ir disociacijos greicio konstantos. Visy baltymu
kinetikai pritaikytas standartinis Langmuir modelis, i$skyrus homodimero GCSF/La/GCSF,
kadangi jo jungimasis yra sudétingesnis procesas ir vyksta trimis etapais. IS pradziy baltymas
biina tirpale neprisijunges prie receptoriaus ir tai yra laikoma 0 etapu. Tuomet jvyksta 1 etapas
— homodimeras su vienu i§ savo domeny prisijungia prie vieno receptoriaus. 2 etapo metu
antrasis baltymo domenas prisijungia prie kito receptoriaus ir susidaro kompleksas i$ vienos
baltymo ir dviejy receptoriaus molekuliy. 3 etape kompleksas pasidaro negrjztamas, todél
GCSF/La/GCSF 18 jo nedisocijuoja (3.3.4 pav.). Dél tokios saveikos jam pritaikytas i$
Langmuir modelio i§vestas trijy etapy modelis, pagal kurj modeliuojant gauta asociacijos
greicio konstanta, o disociacijos greic¢io konstantos pagal $j modelj i$skirti negalima
(Balevicius ir kt., 2019).

SCF

a.:. o

YY Yy — tY

(8 SCF

J f. GCSF

. 21 GCSF-R

T T e

¢ ? Silpna, galinti  Stipri, nedisocijuojanti

‘-‘ disocijuoti sgveika sgveika
=2 ¢ —aa - AN

NN N N

0 etapas 1 etapas 2 etapas 3 etapas

3.3.4 pav. Schema, vaizduojanti baltymy sgveikas su receptoriais: a — griztama SCF saveika
su c-kit; b — griztama SCF/La/GCSF sgveika su GSCF-R; ¢ — GCSF/La/GCSF 3 etapy
saveika su GCSF-R

3.3.1 lenteléje aprasytos visy tirty sgveiky tarp baltymy ir receptoriy asociacijos (Ka)
ir disociacijos (kq) grei¢io konstantos. Didziausios Ka ir kg buvo GCSF/Lo/SCF su c-kit
sgveikos - 1,14 - 10 Msir 6,46 - 10 s, Tai rodo, jog is baltymas greiciausiai jungiasi
prie receptoriaus, taciau ir grei¢iausiai disocijuoja. Taip pat sis baltymas nesgveikauja su
GCSF-R. Daugiau nei 13 karty uz GCSF/Lo/SCF ir c-kit mazesnés asociacijos grei¢io
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konstantos nustatytos SCF/Lo/GCSF su c-kit (ka = 7,77 - 10*Ms?) ir SCF/La/GCSF su

GCSF-R (ka = 8,5 - 10* Ms?) saveiky, kurios abi yra panasios. Taciau jy kq yra mazesnis:
SCF/Lo/GCSF su c-kit — apie 46 kartus (ka= 1,39 - 102 s%), 0 su GCSF-R — apie 517 k. (kg =
1,25 - 10 s1). Maziausia ka nustatyta SCF monomero saveikos su c-Kit, ka = 1,37 - 10* M1s?t

ir lyginant su SCF/La/GCSF ir c-Kit sgveika, ji skiriasi apie 5,7 karto, o jy kq yra panasi, kas

reiskia, jog Sis heterodimeras jungiasi grei¢iau negu SCF monomeras ir disocijuoja panasiu
grei¢iu. GCSF/Lo/GCSF ir GCSF-R asociacijos grei¢io konstanta ka = 4 - 10° Ms?, lyginant
su SCF/La/GCSF ir GCSF-R saveikos ka, yra Siek tiek didesné — apie 5 kartus.

3.3.1 lentelé. Baltymy ir receptoriy sgveiky asociacijos ir disociacijos grei¢io konstantos

Ligandas + receptorius Ka (M1s) Ka (s1)

SCF/La/GCSF + c-kit 7,77 - 104 1,39 - 1072

GCSF/La/SCF + c-kit 1,14 - 10° 6,46 - 101
SCF/La/GCSF + GCSF-R 8,5 10% 1,25-10°3

GCSF/Lo/SCF + GCSF-R

Saveika nenustatyta

Saveika nenustatyta

SCF + c-kit

1,37 - 10*

1,43 - 1072

GCSF/La/GCSF + GCSF-R

4-10°

ISskirti negalima, nes
naudojamas trijy etapy modelis
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4. REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo metu buvo sukonstruotas rekombinantinis sulietas baltymo genas i$
sujungty dviejy citokiny, G-CSF ir SCF, geny — GCSF/La/SCF. Jo bei SCF/La/GCSF,
GCSF/La/GCSF ir SCF monomero aktyvumas jvertintas naudojant visisko vidaus atspindZio
elipsometrijg (VVAE) ir i§ gauty duomeny apskai¢iavus sgveiky asociacijos ir disociacijos
konstantas.

Tyrimo metu buvo analizuojami chimeriniai baltymai SCF/Lo/GCSF, GCSF/La/SCF
ir GCSF/La/GCSF, kuriy domenai yra atskirti La jungtuku. Kai La jungtukas yra jterptas tarp
dviejy G-CSF molekuliy uztikrinamas jy atskyrimas ir todél dimero domenai gali efektyviai ir
nepriklausomai funkcionuoti, o jy prisijungimo vietos lieka laisvos sgveikai su receptoriais.
Taip pat toks baltymas yra lengviau i§gryninamas ir gaunami didesni jo kiekiai, lyginant su
kai kuriais kitais jungtukais sujungtomis molekulémis (Mickiene ir kt., 2017). Vienas i§
heterodimery, SCF/La/GCSF, jau buvo sukonstruotas, ta¢iau domeny i$sidéstymo tvarka gali
daryti jtakg baltymo aktyvumui (Schmidt, 2013), todél i§ SCF/La/GCSF ir GCSF/La/GCSF
geny buvo sukurtas GCSF/La/SCF genas, §iy baltymy aktyvumo palyginimui.

Naudojant VVAE buvo atlikti sgveiky tarp ligandy ir receptoriy tyrimai:
SCF/La/GCSF ir GCSF/La/SCF su c-kit ir GCSF receptoriais, GCSF/La/GCSF su GCSF-R,
SCF monomero su c-Kit. I§ pradziy sukurtas imuninis jutiklis, kuriame receptoriai yra
kryptingai imobilizuoti ant baltymo G. Kada receptoriai ant jutiklio pavirSiaus yra
orientuojami kryptingai, prisijungimui aktyvios jy sritys yra geriau prieinamos ligandams,
nei tada, kai receptoriai orientuojami atsitiktinai (Balevicius ir kt., 2014). Kad baty jvertintos
receptoriaus-ligando sgveikos,eksperimenty analizei buvo pritaikyti matematiniai modeliai
pagal kuriuos gautos asociacijos ir disociacijos konstantos. SCF/La/GCSF, GCSF/La/SCF ir
SCF molekuliy jungimosi prie receptoriy ir jy disociacijos charakterizavimui buvo naudotas
standartinis Langmuir kinetinis modelis, kuris jskaito tik j asociacija ir disociacijg, o tokie
procesai, kaip sluoksnj formuojanciy molekuliy sgveikos tarpusavyje ar keliy molekuliy
prisijungimas prie vienos, nevyksta (Latour, 2015). Sis modelis néra tinkamas aprasyti
GCSF/Lo/GCSF baltymo saveika su GCSF receptoriumi, kadangi kompleso formavimasis
vyksta trimis etapais ir tre¢iame i§ jy susidaro kompleksas, i§ kurio molekulés nebedisocijuoja
(Balevicius ir kt., 2019). Tokiu atveju disociacijos konstantos i$skirti negalima, o asociacijos

konstanta apskai¢iuota pritaikius i§ Langmuir modelio i$vestg trijy etapy model;.
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Balevicius ir kt., 2014 tyrime VVAE metodu jau buvo nustatytos GCSF/La/GCSF ir
GCSF monomero saveiky su GCSF-R ka — 9,8 - 10°s M tir 5,6 - 10° s * M atitinkamai bei
apskai¢iuotos ks — 5,2 - 102 s tir 1- 10! s™* atitinkamai. Sio darbo metu GCSF monomero
jungimasis prie GCSF-R nebuvo tirtas , tac¢iau buvo gauta GCSF/La/GCSF asociacijos greicio
konstanta, kuri yra 2,45 karto mazesné —ka=4 - 10°s* M1, Toks skirtumas gali biiti todél,
kad buvo naudoti skirtingi matematiniai modeliai. Senesniame tyrime pritaikytas dviejy etapy
modelis, kuriame néra treciojo etapo, kurio metu analizuojamas baltymas su receptoriais
sudaro stipry nedisocijuojantj kompleksa. Lyginant Sio darbo GCSF/La/GCSF + GCSF-R
asociacijos grei¢io konstantg su monomero ka, matoma, jog jos yra panasios, bet
GCSF/La/GCSF yra siek tieck mazesné. Tai reiskia, jog homodimeras Kiek 1é¢iau jungiasi prie
receptoriaus negu monomeras, dél to, kad jo masé yra didesnéTaip pat Siame darbe pritaikius
standartin] Langmuir model; apskai¢iuotos naujo chimerinio SCF/La/GCSF baltymo sgveikos
su GCSF-R kair kg, kurios yra 8,5 - 10*s Mt ir 1,25 - 10°s* atitinkamai. Sio heterodimero
asociacija yra létesné negu GCSF/La/GCSF ir GCSF monomero, bet disocijuoja jis apie 100
karty 1é¢iau negu monomeras. Kitas i§ atvirkstine tvarka suliety citokiny sukurtas baltymas
GCSF/Lo/SCF su GCSF-R nesgveikavo. To priezastimi galéty biiti papildomo domeno su
jungtuku prijungimas prie G-CSF C-galo, 0 ne N-galo. G-CSF baltymo C-galas yra labai arti
prisijungimo prie receptoriaus vietos (Layton, 2006), todél gali bati, jog sgveika nevyksta, nes
yra blokuojama prieiga prie jos.

Naudojant VVAE metodg taip nustatytos baltymy sgveikos su c-kit receptoriumi ir
naudojant standartinj Langmuir modelj buvo gautos asociacijos ir disociacijos grei¢io
konstantos. SCF monomero jungimosi prie $io receptoriaus ka buvo maziausia i$ visy baltymy
—k, =1,37 - 10*s™ M, 0 apskaiciuota disociacijos grei¢io konstanta — kg = 1,43 - 102s™.
Abu sulieti baltymai prie c-kit receptoriaus jungési grei¢iau negu monomeras. SCF/La/GCSF
ir c-kit sgveikos ka = 7,77 - 10*s™ M™%, kuri yra daugiau nei 5 kartus didesné. O disociacijos
greitis buvo labai panasus j SCF — 1,39 - 102s, GCSF/Lo/SCF sgveika su c-kit palyginus su
monomeru ir SCF/La/GCSF buvo labai greita — apskai¢iuota ka buvo 1,14 - 10°s™t M ir tai
yra net 83 kartus daugiau uz monomero konstantg. Taip pat Sio heterodimero disociacija yra
grei¢iausia negu kity baltymy — kg = 6,46 - 10" s, Jo disociacija vyksta apie 45 kartus
grei¢iau negu SCF monomero.

Ivertinus visy baltymy sgveikas su receptoriais bei jy asociacijos ir disociacijos
greiCio konstantas, yra matoma, jog chimerinis SCF/La/GCSF galéty biiti vertas iSsamesniy
tyrimy atlikimo. Jis geba jungtis prie abiejy receptoriy, kuomet GCSF/Lo/SCF - tik prie c-kit.

Taip pat jo sgveikos su c-Kit asociacijos greicio konstanta yra didesné negu SCF monomero, o
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sgveikos su GCSF-R — nors ir maZesné, tac¢iau pakankamai gera. D¢l to SCF/La/GCSF

baltymas galéty biiti tinkamas kity biologiniy ir terapiniy savybiy tyrimams.
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ISVADOS

1. IS suliety rekombinantiniy baltymy geny GCSF/La/GSCF ir SCF/La/GCSF
sukonstruotas baltymo GCSF/Lo/SCF genas.

2. Sukurtas imuninis jutiklis receptoriaus-ligando sgveiky nustatymui tarp SCF ir
GCSF receptoriy ir rekombinantiniy citokiny G-CSF, SCF, GCSF/La/GSCF, SCF/La/GCSF
bei GCSF/La/SCF, naudojant VVAE metoda.

3.  SCF/Lo/GCSF sgveikauja su abiem receptoriais — prie GCSF-R jungiasi daugiau
nei 2 kartus grei¢iau negu homodimeras ir prie c-kit 5,7 karto greic¢iau negu SCF monomeras,

0 nuo jo disocijuoja beveik tokiu pacéiu grei¢iu kaip ir SCF.
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SANTRAUKA

Darbo metu buvo is citokiny konstruojamas rekombinantinis chimerinis
GCSF/La/SCF baltymas ir tiriamas jo bei kai kuriy kity baltymy aktyvumas. Tai atlikta
naudojant visiSko vidaus atspindzio elipsometrijos (VVAE) metoda, kuriam buvo kuriami
imuniniai jutikliai ir tuomet matuotos GCSF/La/SCF ir SCF/La/GCSF baltymy sgveikos su
GCSF-R ir c-kit receptoriais, GCSF/La/GCSF — tik su GCSF-R, o0 SCF monomero — tik su c-
kit. Kad bty jvertintos sgveikos, pritaikyti matematiniai modeliai ir apskai¢iuotos jy
asociacijos ir disociacijos greicio konstantos. GCSF/Lo/SCF baltymas buvo sukonstruotas ir
sukurti imuniniai jutikliai baltymy sgveiky tyrimui. Nustatyta, jog GCSF/Lo/SCF geba jungtis
greiciausiai prie c-kit receptoriaus bei disocijuoti lyginant su kitais baltymais, taciau su
GCSF-R nesgveikauja. SCF/La/GCSF baltymas jungiasi prie abiejy receptoriy — prie GCSF-R
kiek 1é¢iau nei homodimeras, o prie c-Kit grei¢iau nei SCF monomeras. Taip pat jis 1é¢iau

disocijuoja negu SCF.
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SUMMARY

The aim of this work was to fuse cytokines to engineer a recombinant chimeric
protein GCSF/Lo/SCF and investigate the activity of this and several other proteins. It was
done using total internal reflection ellipsometry (TIRE) which required immunosensors that
were also created. The interactions between GCSF/Lo/SCF, SCF/Lo/GCSF and their
receptors GCSF-R and c-kit were measured. Also, GCSF/La/GCSF binding to GCSF-R and
SCF monomer binding to c-kit were measured. Mathematical models were applied to
calculate association and dissociation rate constants for evaluation of interactions between
receptors and ligands. GCSF/La/SCF was successfully engineered and immunosensors
created for measuring the binding of the proteins. It was found that GCSF/La/SCF is able to
bind to c-kit the fastest when compared to other proteins, but it does not interanct with GCSF-
R. SCF/Lo/GCSF interacts with both receptors — it binds to GCSF-R slightly slower than

homodimer and faster to c-kit than SCF monomer. Also, it dissociates slower than SCF.
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