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Technikos sritis
Sis isradimas lie¢ia vakcinos kompozicija, skirtg nutukimo gydymui.
Tiksliau, $is iSradimas nukreiptas | vakcinos kompozicijg, kuri apima apoliproteino

B-100 epitopo mimezinj peptida, jo konkatemerus arba modifikuotus peptidus.

Zinomas technikos lygis

Kraujo serumo lipidai yra sudaryti i§ cholesterolio, trigliceridy (TG), laisvyjy
riebaly ragsciy, fosfolipidy ir kt., ir kraujotakoje egzistuoja lipoproteino formoje, kuri
yra lipido ir apoliproteino komplesas.

I$ tokiy lipoproteiny, mazo tankio lipoproteinas (LDL) yra pagrindinis TG ir
cholesterolio nesiklis. Skaicius pacienty, kencian¢iy nuo arteriosklerozés, koronary
arterijy ligos arba Sirdies infarkto, atsiradusiy dél pakilusio LDL-cholesterolio lygio
kraujyje, Zymiai padidéjo dél mitybos reZimo arba kity faktoriy pasikeitimo.

Taigi, gydymui pacienty, kenc¢ianciy nuo auk$¢iau minéty ligy, naudojami
ivairGs tyrimai, skirti LDL-cholesterolio lygio sumazinimui ir auk§ciau minéty ligy
priezasCiy parodymui.

LDL-cholesterolis, kaip pagrindinis suaugusiyjy ligu, suristy su lipidy
metabolizmu etiologinis faktorius, gali bati makrofagu paverstas | didelio tankio
lipoproteing (HLD). Priedo, LDL-cholesterolis taip pat gali bati paverstas | kitg
medziagq arba kepenyse konvertuotas | tulZies ragstj. (Brown, M.S. and Goldstein,
J. L., 1983, Annu. Rev. Biochem., 52:223-261).

Apoliproteinas B-100 yra pagrindiné LDL baltymo dalis ir taip pat egzistuoja
labai mazo tankio lipoproteine (VLDL) ir chilomikrone. Kraujo LDL-cholesterolis
gali bati paSalintas per makrofagy fagocitoze tokiu atveju, jeigu antikinas
kraujotakoje stimuliuotas apoliproteino B-100 atpazinimu, kadangi apoliproteinas
B-100 indukuoja LDL daleles prisiridti ant LDL-receptoriy, esanéiy ant lastelés
pavirSiaus (Dalum |., et al., 1997, Mol. Immunol., 34 (16-17): 1113-20).

Tokiu atveju, makromolekulé, tokia kaip antikGinas, suriéta su apoliproteinu

B-100, kuris egzistuoja ant LDL pavirSiaus, tai lipazé, tokia kaip lipoproteino lipaze,
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negali hidolizuoti TG ir panaSiy medziagy dél sferiniy trukdziy, sudaromy
makromblekulés, prisiriSusios prie apoliproteino B-100. Vadinasi, laisvujy riebalq
ragsciy, kaip pagrindinio nutukimo faktoriaus, susidarymas gali bati sustabdytas
antiktnu, kuris gali susiristi su apoliproteinu B-100. ,

Siuo metu, eiléje tyrimy, skirty LDL-cholesterolio Iygib sumazinimui ir
aterosklerozes staigaus kilimo sustabdymui vartojant vakcing, bandoma ivairiuose
gyviny modeliuose, tokiuose kaip pelés ir triusiai. Pavyzdziui, C.'R. Alvingas
pranese, kad cholesterolis gali bati modifikuotas metabolitais arba jo oksidacija, ir
kad modifikuotas cholesterolis kai kuriais atvejais gali bati stipria antigenine
determinante (Alving, C.R., et al., 1989, Biochem. Soc. Trans., 17(4): 637-9;
Alving, C.R., et al., 1996, J. Lab. Clin. Med., 127:40-49; Alving, C.R., et al., 1996,
Curr. Top. Microbiol. Immunol., 210:181-6).

Be to, paskelbta, kad kraujo serume egzistuoja endogeninis antikinas
cholesteroliui (Wu, J.T., L.L., 1977, Clin. Lab. Med., 17(3):595-604, Apzvalga).
Taip pat paskelbta, kad eksperimento salygomis, kuriose ateroskleroze ir
hipercholesterolemija atsiranda triusiuose, kai jie maitinami cholesterolj turingiu
maistu, o hipercholesterolemijos ir aterosklerozes lygis triudiuose, imunizuotuose
suleidus cholesterolio turincig liposoma, Zymiai nuslopinamas arba sumazinamas,
palyginus su tais, kurie stebéti kontrolinéje grupéje.

Tokiu antikdinu, stimuliuotu cholesterolio vakcina, yra imunoglobulinas M
(IgM), kuris riSasi su VLDL, vidutinio tankio lipoproteinu (IDL) ir LDL. Remiantis
tuo, kas pasakyta auksciau, tikétina, kad galima gauti vakcing, skirtg gydyti arba
apsaugoti nuo hiperlipodemijos arba aterosklerozés, atsirandanéiy del auksto
cholesterolio lygio (Bailey, J. M., 1994, Science, 264:1067-1068; Palinski, W. et
al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 92(3): 821-5; Wu R. ef. al., 1999,
Hypertension, 33(1):53-9).

Sio i§radimo autoriai atrado, kad nuo nutukimo galima efektyviai
apsisaugoti apoliproteino B-100 epitopo mimeziniu peptidu, ir remdamiesi tuo, kas

pasakyta anksciau, iSrado vakcinos kompozicija, skirta gydyti nutukima.

ISradimo esmés atskleidimas _
Taigi, Sio iSradimo tikslu yra apoliproteino B-100 epitopo mimezinio peptido,

jo susijungusiy ir modifikuoty peptidy pateikimas.
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Kitu iSradimo tikslu yra apoliproteino B-100 epitopo mimezinio peptido, jo
konkatemery ir modifikuoty peptidy gavimo budo pateikimas.

Dar kitu $io iSradimo tikslu yra vakcinos kompozicijos, skirtos gydyti arba
apsaugoti nuo nutukimo, kuri apima auk$¢iau minéta apoliproteino B-100 epitopo
mimezinj peptida, jo konkatemery ir modifikuoty peptidy, pateikimas.

Sio iSradimo tikslas pasiekiamas pateikiant apoliproteino B-100 epitopo
mimezinj peptida, jo konkatemerus ir modifikuotus peptidus. | ;

Siame i$radime panaudota fago peptido bibliotekos sistema tam, kad
atrinkty Zmogaus apoliproteino B-100 epitopg, suridtg monokloniniu antiklnu
(MabB23). Auk$g&iau mineéti atrinkti peptidai buvo mimeziniai peptidai, struktariskai
tapatds antigeninei determinantei, kuri gali bati antikGno atpaZinta, o Sie
mimeziniai peptidai susintetinti pagal atrinkto peptido aminorags$ciy seka.

Peptido bibliotekos sistema yra viena i§ bado rGSiy, skirty surasti
antigeninés determinantés trimate forma. Tai yra DNR fragmentai, kurie koduoja
atsitiktines peptidy sekas, jterpiami | DNR, kuri koduoja fago baltymo maZajj
apvalkalg, o tada auksgiau minétos DNR jterpiamos | DNR skaitymo rémelj (RF) ir
ju ekspresijai transformuojamos | E. coli. Peptidai, ekspresuoti ant E. col)'
paviriaus, reaguoja su antigenu tam, kad atrinkty peptidus, struktaridkai tapacius
antigeninei determinantei.

Tam, kad pagaminty imunini serumg, pelés buvo imunizuotos jvedant
auk3éiau minétus mimezinius peptidus. Buvo patvirtinta, kad taip gautas imuninis
serumas, tuo paciu metu atpaZjsta tikrajj apoliproteing B-100, mimezinius peptidus
ir LDL (I/dentification of Antigenic Determinants for the Murine Monoclonal
Antibodies Against Apoliprotein A-1 and Apoliprotein B-100 by Using Phage-
displayed Random Peptide Library, [Antigeniniy determinanciy identifikavimas
pelés monokloniniams antikiinams prie§ apoliproteing-1 ir apoliproteing B-100
naudojant fagu atpaZintg atsitiktine peptidy bibliotekg] Chi-Hoon Kim, Hanyang
Univ., 1997).

Sio isradimo apoliproteino B-100 epitopo mimeziniai peptidai gali bati
parinkti i§ peptidy seky SEQ. ID. Nr.1, SEQ. ID. Nr.2, SEQ. ID. Nr.3 arba jy
misiniy.

Sio i§radimo apoliproteino B-100 mimeziniai peptidai gali bati naudojami

konkatemery pavidalu tam, kad pagerinty jy antigenines determinantes. Kaip $io
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iSradimo jgyvendinimo pavyzdys, gali bati sujungti vienas su kitu du arba daugiau
mimeziniy peptidy. Pirmenybe teikiama konkatemerui, sudarytam i$ nuo trijy (3) iki.
penkiolikos (15) peptidy. Pageidautina, kad Sio iSradimo konkatemeras turéty
sekos SEQ. ID. Nr.1 keturis (4) peptidus.

Sio iSradimo auk3&iau minéto mimezinio peptido "konkatemeras" reiskia
polimera, kuriame auk$Ciau minty mimeziniy peptidy galai susijungg vienas su
Kitu. | o

Sio isradimo auk$&iau minéto mimezinio peptido "modifikuotas peptidas"
reiSkia mimeziniy peptidy variantus, kurie gali bati atpazinti monokloniniu arba
polikloniniu antikinu, skirtu apoliproteinui B-100. Variantai apima pakeitima,
delecija, prijungimg ir Sio iSradimo mimeziniy peptidy vienos arba -daugiau
aminorigs¢iy chemine pakaity reakcija.

Kitu Sio iSradimo tikslu yra apoliproteino B-100 epitopo mimezinio peptido,
jo konkatemero ir modifikuotujy peptidy gavimo bado pateikimas, kuris apima
tokias pakopas: i) DNR, kurios koduoja auk$¢iau minétg mimezinj peptida, jo
susijungusius ir modifikuotus peptidus, jterpimg | vektoriy, ii) minéto vektoriaus
transformavimg | S$eimininko Igstele, o po to jos inkubavima, ir iii) auks¢iau minéto
mimezinio peptido, jo konkatemero arba jo modifikuoty peptidy iSskyrimg i8
auksciau minéty lasteliy Seimininkiy.

Sio i$radimo vakcinos kompozicijos vaisto forma gali bati pagaminta bet
kuriuo jprastu badu, tinkamu mimeziniam peptidui, jo konkatemerui arba jo
modifikuotiems peptidams. Auk$c¢iau minéta vaisto forma, pageidautina, kad
kompozicijoje, kurios gamyboje aktyvusis junginys baty sumaiSytas arba
praskiestas su imuniniu adjuvantu, vaistu, sustiprinanciu imuning sistema, neSikliu,
uzpildu ir skiedikliu, parinkta i§ grupés, susidedancCios i$ tabletés, piliulés,
granulés, milteliy, oblatés, suspensijos, emulsijos, skyscio, sirupo, aerozolio,
minks$tos arba kietos zelatinos kapsulés, sterilizuoto injekcijy skyscio, sterilizuoty
milteliy ir pan.

Imuniniu adjuvantu, kuris gali bati naudojamas $io iSradimo kompozicijoje,
yra savotiSka baltymy rasis, kuri turi T-lasteliy epitopg (pvz., Hepatito B viruso
pavirSiaus baltymas), inertinis neSiklis, toks kaip aliuminio druska, bentoninas,
lateksas, akrilinés dalelés ir pan., hidrofobinis antigenas, (pvz., lipidas), vandens

aliejuje ir aliejaus vandenyje emulsijos, depo sudarytojas (pvz., polisacharidas), T-
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Igsteliy aktyvatorius, toks kaip PPD, poliadeninas, poliuracilas ir pan.; B-lasteliy.
aktyvatorius (pvz., B-lgstelés mitogenas), pavirSinio aktyvumo medziaga, tokia
kaip saponinas, lizolecitinas, retinalis, kvil A, liposoma ir pan.; medZiaga,
sustiprinanti makrofago aktyvuma; ir alternatyvus kelias, papildantis aktyvatoriais,
tokiais kaip inulinas, zimosanas, endotozinas, lebamizolis, C. paNum ir pan.

Siame idradime "baltymas nesiklis" reiskia farmaciskai leidziamg medziaga,
tokig kaip proteinas arba aliuminio druska, kurie gali nesti kraujotaka §io i§,fadimo
mimezinj peptida, jo konkatemerg ir jo modifikuotus peptidus.

Aliuminio druska, fenoksietiletanolis, vanduo, fiziologinis druskos tirpalas,
laktozé, dekstrozé, sacharozé, sorbitolis, manitolis, kalcio silikatas, celiulioze,
metilceliuliozé, amorfiné celiuliozé, polivinilpirolidonas, metilhidroksibenzoatas,
propilhidroksibenzoatas, talkas, magnio stearatas ir mineraliné alyva .gali bati
panaudoti kaip tinkami $io iSradimo kompozicijos nesikliai, uZpildai ir skiedikliai.

Priedo, S8io iSradimo kompozicija dar gali turéti uzpilda, agentg nuo
sukibimo, tepala, drékiklj, kvapiajg medziaga, emulsikli ir antiseptika.

Sio isradimo kompozicija gali bati pagaminta jprastu bidu, gerai Zinomu
patyrusiems $ios srities specialistams, kad sukelty imuninj atsakg Zinduoliams per
vieng (1) kartg arba daugiau vakcinacijy.

- Sio iSradimo vakcinos kompozicija, skirta nutukimo gydymui, gali bati
vartojama jvairiais badais, tokiais kaip peroraliniu, dermaliniu, interdermaliniu,
iSvirSkiant | veng arba | raumenis, bet, geriausiai, intrakutaniniu badu.

Sio i8radimo vakcinos kompozicijos efektyvi dozé yra nuo 0,1 iki 10 pg
(aktyviojo peptido) kilogramui kiino masés, geriau, kai nuo 0,5 iki 1,0 pg/kg. Taciau
vakcinos kompozicijos aktyviojo prado tikroji dozé gali bati nustatyta atsizvelgiant |
eile faktoriy, tokiy kaip imuninés sistemos bdsena, vartojimo bldas, paciento
bakle, amzius, lytis, kino masé ir pan. Todel minétos dozés kiekio ribos jokiu badu
nelimituoja Sio iSradimo apimties.

Sio isradimo vakcinos kompozicijos pirmasis farmacinis efektas yra
sustabdyti arba gydyti nutukimg per mechanizmg, kai Zmogaus antikinas
sustiprintas mimeziniu peptidu, jo konkatemeru arba jo modifikuotais peptidais,
susiriS8a su apoliproteino B-100 epitopu ant LDL pavirSiaus, ir tokiu badu lipaze
erdviniai trukdo ir stabdo gamybg riebaly rugsciy, kaip pagrindinj etiologinj

nutukimo faktoriy.
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Priedo, Sio iSradimo vakcinos kompozicija taip pat veikia malSindama
hiperlipodemija per mechanizma, kuriame LDL yra aptinkama ir lengvai
paSalinama makrofago pagalba déka opsonizacijos, i$Sauktos Zzmogaus antikiinu,
sustiprintu mimeziniu peptidu, jo konkatemeru arba jo modifikuotais peptidais ir
konjuguotg su apoliproteino B-100 epitopu ant LDL paviréiaﬁs, ir tokiu bddu
sutrukdo LDL specifiSkai prisitvirtinti ant LDL receptoriu, esanéiy ant lgstelés

pavirSiaus.

Trumpas bréziniy aprasymas

Sio isradimo minéti tikslai ir kiti pasiekimai taps aiSkesni detaliai aprasant jy
pageidaujamus Sio iSradimo {gyvendinimo pavyzdZius su nuorodomis | pridedamus
bréZinius, kuriuose: |

nuo Fig.1a iki 1d pateiktos vektoriaus, ekspresuojan€io S$io iSradimo
mimezinj peptidg struktaros ir sudedamosios. Fig 1a parodo vyraujancios (lyderio)
kasetés struktlirg, Fig. 1b parodo LB kastés stuktlrg, Fig. 1c parodo BL kastés
stuktdra, o Fig. 1d parodo pBX4 ekspresijos vektoriaus struktara.

Fig. 2 parodo vektoriy pBX1 ir pBX4, ekspesuojanciy Sio iSradimo mimezin{
peptida, gavimo bida.

Fig. 3 parodo elektroforezés (PAGE) poliakrilamido gelyje LB kastés
indentifikavimo rezultata.

Fig. 4 parodo PAGE LB kastés, jterptos | pBlue-BL plazmide, identifikavimo
rezultata.

Fig. 5 parodo PAGE rezultatg, patvirtinti DNR, jterptos | pazmides pBX1 ir
pBX3, kryptj ir kopijy skaiciy.

Fig. 6 parodo vestern-blotingo rezultatg ekspresuoto PB1, peptido
identifikacijai.

Fig. 7 parodo natrio dodecilsulfato (SDS) PAGE rezultatg, patvirtinant{ PB14
peptido iSgryninimg

Fig. 8 parodo vestern-blotingo rezultatg, patvirtinant| iSgrynintoto PB14
peptido reaktyvuma prie$ anti-PB14 seruma.

Fig. 9 parodo pelés, indukuotos PB1,4 peptidu antikiino avidiskuo matavimo

rezultatus, atliktus ELISA.
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Fig. 10 yra grafikas, kuris iliustruoja PB14 peptido efektg, stabdant
didéjancig pelés kiino mase.

Fig. 11a ir 11b yra grafikas, kuris iliustruoja peliy kino masés pasikeitimo
priklausomybe nuo $io iSradimo PB1,4 vakcinos jvedimo po 20 savaiciy po vaisto
injekcijos, kuris gali sunaikinti hipotalama. i

Fig. 12 yra grafikas, kuris parodo poveikj | lipido koncentracijg kraujo

serume, priklausomai nuo PB14vakcinos injekcijos.

Geriausi iSradimo jgyvendinimo pavyzdziai

Toliau, Sis iSradimas bus apradytas detaliau. Taciau, Sis iSradimas,
paaiskintas Zemiau, duotas tik Sio iSradimo jgyvendinimo paaiskinimais ir neketina
limituoti Sio iSradimo apimties.

1 pavyzdys: oligonukleotido sintezé ir hibridinimas

Pagal $io iSradimo iSradéjo praSymg oligonukleotidai cheminiu badu buvo
susintetinti Genemed Synthesis, Inc. (San Francisco, CA, JAV) firmoje. Tam, kad
sufosforolinty oligonukleotidy 5' galg, 50 pl 100 pmol/ul oligonukleotido inkubuota
dvi (2) valandas su 10 pl 10 mM ATP, 3 ul 10 TV/ul T4 polinukleotido kinazés
(Takara, Otsu, Japonija) ir 7 ul 10X kinazés buferio 37 °C temperatiroje.

Kiekviena po 10 pl fosforilinty oligonukleotidy alikvotiné dalis sumai$ytos
kartu, pasSildytos iki 80 °C 5 minutes, o po to labai létai auSinamos iki kambario
temperatiros, taip suhibridizuojant iki komplementariyjy vijy specifinio
suporavimo.

2 pavyzdys: susiuvimas

Susiuvimo miSinys paruo$tas sumaiSant 1 ul DNR vektoriaus, 5 pl DNR
intarpo, 1 pl DNR ligazés T4 (NEB, Beverly, MA, JAV), 1 ul 10X fermentinés
reakcijos buferio tirpalo (NEB, Beverly, MA, JAV) ir 2 ul distiliuoto vandens, o po to

inkubuota per naktj 16 °C temperataroje.
3 pavyzdys: pBX ekspresijos vektoriaus, skirto apoliproteino B-100

mimezinio peptido ekspresijai, konstravimas

1 pakopa: vektoriaus konstravimas
Mimezinio peptido ekspresijos plazmidés vektorius kaip taisyklé apima

vyraujanéios sekos (lyderio) kasete ir vieng arba daugiau PB1 peptido genu. Kaip
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pavaizduota Fig.1, plazmidé pBX1, kuri apima vieng (1) PB1 geng, gauta
klonuojant lyderio kasete (Fig. 1a) plazmidés pQE30 daugiakloninéje srityje
(Qiagen, Hilden, Vokietija). Susidariusi plazmide hidrolizuota Hindlll ir Satl
pagalba, o mazieji fragmentai, pakeisti LB kasete (Fig. 1b), duoda pBX1 plazmide,
kuri tinkama lengvai iterpti didelj skai¢iy BL kaseciy (Fig. 1c). /

Tuo tarpu plazmidé pBluescript Il SK+ buvo perkirpta su Sall ir Xhol ir
susilta su BL kasetémis, kuriose pavieniai jntarpai i daugybinés '}'kase.t'és BL
kasetés vyko atsitiktinai. Laukiami pasikartojimai PB1 peptido geny plazmidéje
pBlue-BL atrinkti, suskaldyti ir subklonuoti { pBX1 (Fig. 1d).

2 pakopa: PB1 monopeptido ekspresijos vektoriaus gavimas

Lyderio kaseté pagaminta hibridizuojant SEQ. ID. Nr.10 ir SEQ. ID. Nr.11
oligonukleotidus, susintetintus tokiu pat bidu kaip ir 1 ir 2 pavyzdZiuose. Po to,
pQE30 vektorius (Qiagen, Hilden, Vokietija), kuris buvo asimiliuotas su Sall ir
BamH|, susittas su minéta lyderio kasete, duoda pQE-lyderio plazmidg. Minéto
pQE30 vektoriaus ekspresijos rezultate, $esios histidino liekanos buvo papildomai
fterptos | ekspresuoto baltymo N-galus tam, kad baltymas baty lengvai
iSgryninamas. Minéta lyderio kaseté buvo sukonstruota apimti enterokinazés
atpaZinimo sritis (DDDDKI; SEQ. ID. Nr.12) tam, kad sumazinty papildomas
aminoragstis iki minimumo.

Pagal 1 pavyzdzio bada, keturi oligonukleotidai, kuriy sekos pateiktos SEQ.

ID. Nr. nuo 4 iki 7, susintetinti, fosforilinti, 0 po to hibridizuoti su atitinkamais
komplementariaisiais oligonukleotidais tam, kad susintetinty Fig. 1b (SEQ. ID.
Nr.13 ir 14) LB kasete. Susiuvimo miSinys pagamintas i 40 pl hibridizuoty
oligonukleotidy, sumaigyty su 3 ul 1 TV/ ul T4 DNR ligazés, 5 pl 10X fermentinio
buferio ir 2 pl distiliuoto vandens. Po to, susiuvimo miSinys inkubuojamas per
naktj, susiuva oligonukleotidus vieng su kitu.

Po to, kai reakcija uZsibaigia, reakcijos miSinys iSpilamas ant 20 %
poliakrilamido gelio ir vykdoma elektroforeze. LB kaseté (52 baziy pory (bp)
oligonukleotidai) (Fig.3) identifikuota panardinant | gelj su etidzio bromidu (EtBr).

Fig.3 juostoje M yra DNR 20 bp "laipty" démé, o juostoje 1 yra reakcijos
tirpalas. LB kaseté gauta i$ gelio ekstrakcijos rinkinio (Qiagen, Hilden, Vokietija)
QIAEX Il gelio pagalba.
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Minétas pQE-lyderis suskaldytas su Hidlll ir Safl, o po to susidtas su
minéta LB kasete pagal 2 pavyzdj, kad gauty PB1 mimezinio peptido ekspresijos
vektoriy. Gautas ekspresijos vektorius pavadintas pBX1, o peptidas, ekspresuotas
vektoriaus, buvo pavadintas PB1 peptidu (nuoroda | Fig.2). ,

3 pakopa: PB1 konkatemero ekspresijos vektoriaus qamvba

Keturi oligonukleotidai, kuriy sekos parodytos SEQ ID. Nr. 4, 5, 8 ir 9, pagal
1 pavyzdZio metodikg buvo susintetinti, sufosforilinti, o po to suhibridinti su

atitinkamais komplementariaisiais oligonukleotidais tam, kad susintetinty Fig. 1c
(SEQ. ID. Nr. 15 ir 16) LB kasete. Véliau tokie oligonukleotidai susiati vienas su
kitu pagal 2 pavyzdZio metodika, o po to elektroforezei patalpinti ant 20 %
poliakrilamido gelio. Nudazant EtBr, buvo identifikuotos penkiasde§imt penkios
nukleotidy bp (lyderio kasete). LB kaseté gauta iS gelio per QIAEX It gelio
ekstrakcijos rinkinj ir suskaldyta su Safl ir Xhol.

Tuo tarpu, pBluescript Il SK (Stratagene, La Jolla, CA, JAV) suskaldyta su
Sa1l ir Xhol. Vektorius paveiktas elektroforeze ant 0,8 % agarozés gelio, ir gautas
i§ gelio ekstrakcijos rinkinio (Qiagen, Hilden, Vokietija) QIAEX |l gelio pagalba.

Pagal 2 pavyzdj buvo atliktos kelios susiuvimo reakcijos ir gauta pBlue-BL
plazmidé naudojant 5 pl BL kasetés DNR ir 1 ul minétos DNR su suskaldytu
vektoriumi .

pBlue-BL suskaldyta su Sa?l ir Xhol, o BL kaseteé iSekstrahuota. pBX2
plazmidé pagaminta jterpiant tokia BL kasete | pagamintg pagal 2 pakopg
vektoriaus pBX1 Sa1l sritj. Priedo, pBX3 ir pBX4 vektoriai pagaminti keiciant BL
kasetés skaidiy nuo dviejy (2) iki trijy (3), kurie jterpiami | pBX1 vektoriaus Safl
sritj (nuoroda | Fig. 2).

Peptidai, ekspresuoti i§ pBX2, pBX3 ir pBX4 vektoriy, buvo konkatemerai,
kurie turi nuo dviejy (2) iki keturiy (4) PB1 peptidy. Jie pavadinti atitinkamai PB12,
PB1;ir PB14.

4 pakopa: jterpimo identifikavimas

Lastelé Seimininké (E. coli M15 [pREP4]; Qiagen, Hilden, Vokietija) buvo
transformuota su pBlue-BL plazmide ir i$purks$ta ant 1 % agaro plokstelés, o po to
16 valandy inkubuota 37 °C temperatiroje taip, kad galéty susidaryti E. coli
kolonijos. Viena i§ kolonijy, kuri susidaré ant agaro plokstelés, paskiepyta 10-tyje

ml LB terpés ir inkubuota purtant 37 °C temperataroje $esiolika (16) valandy, o po
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to plazmidé iSskirta per DNR gryninimo sistemg (Wizard PLUS SV DNR
miniprepératyviné DNR gryninimo sistema; Promega, Madison, WI, JAV).
Plazmidé, i8gauta i$ transformuotos E. coli, buvo inkubuota vieng (1) val. su Sall ir
Xhol restrikcijos fermentu tam, kad skaldyty 37 °C temperattroje, ir i$analizuota
naudojant 20 % PAGE (Fig. 4). Fig. 4 juosta M parodo 20 ‘bp( lyderine DNR, 1
juosta parodo oligonukleotido produkta, gautg 3 pakopoje, 2'juosta parodo DNR
BL kasete, iSskirta naudojant 20 % PAGE, gautg 3 pakopoje, o 3 juosta reiskia
rekombinantine pBIue-BL plazmide, paveiktg restrikcijos fermentu. Kaip rodo Fig.
4, tai patvirtina, kad pBlue-BL plazmidé turi BL kasete.

E. coli (M15 [pREP4]) transformuota su pBX1 arba pBX3 plazmide, o DNR
plazmidé iSskirta taip, kaip paaiSkinta auk$ciau tam, kad patvirtinty DNR kasetés
fterpimy skaiciy ir orientacijg. ISskirta plazmidé suskaldyta su Sall ir Hindlll
restrikcijos fermentu, ir iS8analizuota naudojant 20 % PAGE (Fig. 5). Fig 5 juosta M
parodo 20 bp lydering DNR, 1 ir 3 juostos parodo pBX1 plazmide, turinéig LB, bet
ne BL kasete, o 2 juosta parodo plazmide, turindig teisingos krypties vieng LB ir
dvi BL kasetes. I$ kitos puseés, 4 juosta parodo plazmide, turincig vieng LB ir dvi
BL kasetes, taCiau prieSingos orientaéijos. Kaip rodo Fig. 5, kiek B kaseciy (BL ar
LB kaseté) buvo fterpta ir kokia kryptimi jos buvo jterptos | pBX vektoriy, galima
identifikuoti restrikcijos fermento Zzymejima.

Priedo, B kaseCiy DNR seka, jterpta | plazmide, kuri gali bati gauta i$
transformuotos E. coli, patvirtinta, kad ji identiSka pazymétoms sekoms. Plazmidés
pagamintos naudojantis Wizard'o PLUS DNR minipreparatyviniu rinkiniu ir buvo
sekvenuotos naudojant Sequennase (Ver. 2.1) DNR sekvenavimo rinkinj
(Amersham, Clevelend, UK).

4 pavyzdys: PB1,4 peptido ekspresija | E. coli ir jo gryninimas.

1 pakopa: PB1,4 peptido ekspresijos patvirtinimas

PB14 peptido ekspresijos patvirtinimui buvo kultivuojamos trijy rasiy
transformuotos E. coli M15[pREP4] ant LB agaro buljono, turinio ampicilino ir
kanamicino. Viena E. coli M15[pREP4] transformuota plazmide pBX4, antra kopija
transformuota pQE30, o dar kita buvo netransformuota E. coli M15[pREP4].

Kiekviena i$ kolonijy, gauty i$ kietyjy kultdry, buvo atitinkamai inokuliuota skystoje

LB kultdros terpéje, kuri turéjo 100 pl/ml ampicilino ir 25 ul/ml kanamicino, o po to

inkubuotos per naktj. Kultara buvo inkubuota purtant 37 °C temperataroje viena (1)
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valandg iki O. D reik§més, pasiektos nuo 0,5 iki 0,7 intervale prie 600 nm. Po to |
kultiros terpe pridéta 1 mM izopropil-tio-B-galaktopiranozido (IPTG), kad
palengvinty rekombinantinio baltymo ekspresijg, 0 po to papildomai kultivuota 37
°C temperatOroje dar penkias (5) valandas. Paimtas 1 ml kultdros terpes ir
centrifuguotas 14 000 apsisukimy/per minute dviejy (2) minuc‘;iq' laikotarpyje, kad
nusodinty bakterines Iasteles. Lasteliy gumuliukas suspeduotas 50-tyje pl 2X SDS
tirpale [100 mM Tris-Clt pH 6,8, 20 % (maseés/taryje) glicerolio, 4 % (masés/taryje)
SDS, 2% 2—merkaptoétanolio, 0,001 % bromfenolio mélynojo] kad pateikty | SDS-
PAGE. Suspenduotas tirpalas $ildytas 95 °C temperatdroje penkias (5) minutes, o
po to 10 pl tirpalo patalpinama ant gerai islieto gelio ir vykdoma elektroforeze 20
mA srovéje penkias (5) valandas (Mighty Small II, Hoefer, JAV). Panaudoty
pakrautojo gelio ir skiriamojo gelio akrilamidy koncentracijos atitinkamai buvo 5 %
ir 15 % , o i3 anksto nudazytas standartinis SeeBlue (nuo 250 Kda iki 4 kDa;
NOVEX, San Diego, CA, JAV) arba pladiai naudojamas standartinis Mark12 (nuo
200 kDa iki 2,5 kDa) buvo panaudoti kaip standartiniy dydziy pazyméti baltymai.
Po elektroforezés gelis nudaiytas_' vienai (1) valandai kamasio briliantiniu
mélynuoju R-250, o dazas per de$imt (10) valandy isblukintas blukinanciu tirpalu
(5 % metanolio ir 7 % acto ragsties). ‘

| Patvirtinimui, kad ekspresuotas baltymas yra PB14 peptidas, baltymams
elektroforezés gelyje jvykdytas vestern-blotingas naudojant triuSio anti-PB1
antiking (Fig. 6). Imuninis serumas pagamintas imunizuojant konjuguotu
ovalbuminu, kuris buvo PB1 peptidas, cheminiu badu susintetintas firmoje Bio-
Synthesis, Inc. (Lewisville, TX, JAV). Fig. 6 juosta M parodo i§ anksto nudaZyta
standarto SeeBlue Zyme, juosta 1 parodo terpe, naudotg E. coli M15 [pREP4]
inkubacijai, kuri buvo netransformuota, juosta 2 parodo terpe, naudotg E. coli M15
[PREP4] inkubacijai, kuri buvo transformuota vektoriumi pQE30, juosta 3 reiskia
terpe, naudota E. coli M15 [pREP4] inkubacijai, kuri buvo transformuota vektoriumi

pBX4.
Kaip parodyta Fig. 6, tik vektoriumi pBX4 transformuota E. coli ekspresavo

rekombinantinj PB1, peptidg ir parodé specifini imuniteta su pelés anti-PB1

serumu.
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2 pakopa: ekspresuoto peptido tirpumo nustatymas
E. coli M15 [pREP4], kuri buvo pakeista vektoriumi pBX4, inkubuota tokiu

pat bldu, kaip ir 1 pakopoje. Lasteliy auginimui paimta 10 ml kultGros terpés ir
nucentrifuguota, kad baty gauta Igsteliy. Lasteliy gumuliukai suspenduoti 5-se ml
lasteliy lizvimo tirpale (300 mM NaCl, 50 mM NaH,PQ4, 10 mM imidazolo, pH 8,0),
kad gauty i$ lasteliy gryng baltyma. AtSaldzius, gmuliuky sus’pensijos‘tirpal_as per
20 cikly veikiamas ultragarsu virSgarsine banga, kad gauty lizuotas lgsteles.
Supernatantas paimtas centrifuguojant 4 °C temperataroje 10000 apsisukimy per
minute greiCiu 30 minuciy laikotarpyje. Toks pat taris 2X SDS tirpalo sumaiSytas
su tirpalu, o SDS-PAGE taip pat vykdomas kaip aprasSyta 1 pakopoje. Po to
kiekvieng tirpalg Sildé 95 °C temperatiroje 5 minutes. SDS-PAGE rezultatas
patvirtina, kad PB14 peptidas gali bati iSskirtas ir iSgrynintas i$ tirpaus ekstrakto A,
kuriame jis laikytas netirpiame nevalytame ekstrakte B.

3 pakopa: PB14 peptido gryninimas

3-1 pakopa: afininé chromatografija
Ni-NTA derva, kuri naudojama iSgryninti His-paZzymétus baltymus,

panaudota igryninti 1 pakopos rekombinantinj peptidg. Afininé chromatografija,

reikalaujanti jspadingos jégos tarp Ni* prisotintos dervos ir histidino liekanos
ekspresuoto baltymo gale, yra gerai zinomas bldas lengvai iSgryninti reikiamg
baltyma.

Pirmiausiai, E. coli M15 [pREP4], kuri buvo transformuota vektoriumi pBX4,
inokuliuota 1-me | LB kultaros terpés ir inkubuota 37 °C temperattroje iki tiek, kad
O.D. reik8mé prie 600 nm bty virs 0,6. Santykis tarp LB kultdros terpés ir pBX4
vektoriaus buvo penkiasdesimt (50) su vienu (1). | galutinés koncentracijos tirpalg
pridéta 1 mM IPTG ir vél inkubuota penkias (5) valandas. Po inkubavimo kultros
terpé centrifuguota apie 30 min. prie 6,000 apsisukimy per minute, o Igsteliy
gumuliukai laikyti -70 °C temperattroje per nakt|. Lasteliy gumuliukai panardinti |
ledg, o po to suspenduojami tirpinimo tirpale (300 mM NaCl, 50 mM NaH,PO., 10
mM imidazolo, pH 8,0), panaudojant 5 ml tirpinimo tirpalo 1 g gumuliuky. Lastelés
lizuojamos ardant ultragarsu pagal 2 pakopos metodika, o po to centrifuguotos 30
min. kambario temperatiroje esant 10000 Xg. Toks pat taris buferio (8 M
karbamido, 0,1 M NaH,POQ,, 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0) kaip ir gumuliuky, pridetas

pakartotinam suirusios Igstelés suspendavimui ir ¢ia esan¢iy baltymy
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denatdravimui, 0 suspenduotas tirpalas paveiktas trumpai ultragarso banga taip,
kad buferyje baty iStirpinta kuo daugiau baltymy. Suspensija centrifuguota 8000
apsisukimy per minute greic¢iu 30 minuciy, kad baty pasalintos suirusios Igstelés,
kurios nesoliubilizdotos 8 M karbamide. | 4 ml minéto supernatanto 4 °C
temperattroje prideta 1 ml Ni-NTA dervos ir purtyta 2 valandas prie 200
apsisukimy per minute grei¢iu tam, kad baltymai, turintys His-tag baty pagauti.
Toks supernatantas, turintis baltymo/Ni-NTA kompleksa, “.rupe_;stingai
supiltas | chromatografing kolonéle (2 cm plocio x 2,7 cm auk3cio). Buferio
perteklius iSleistas atidarius kranelj, esantj po derva. Kolonélé perplauta 20 -Cia ml
vidutinio pH buferio (8 M karbamido, 0,1 M NaH,POs, 0,01 M Tris-HCI, pH 8,0) ir
po to 20-¢ia ml kito buferio (8 M karbamido, 0,1 M NaH,POy4, 0,01 M Tris-HCI, pH
6,3), kad baty iSplauti baltymai, kurie nespecifiSkai suristi su Ni-NTA derva.
Baltymai-taikiniai, turintys zymétajj His, eliuoti plaunant du (2) kartus 5-iais ml
Zemo pH buferiu (8 M karbamido, 0,1 M NaH,POq, 0,01 M Tris-HCI, pH 5,9), poto
keturis (4) kartus 5 -iais ml stiprios ragsties buferiu (8 M karbamido, 0,1 M
NaH,PO,, 0,01 M Tris-HCI, pH 4,5), o po to naudota SDS-PAGE, kad patvirtinty
eliuotus baltymus-taikinius naudojant 15 % akrilamido gelj (fig. 7). Fig. 7 juosta M
parodo i$ anksto dazytg SeeBlue Zzyme, o juosta 1 parodo i8grynintg B14 peptida.

- Auk3giau minéti idgryninti baltymai dializuoti ant PBS (8 g/l NaCl, 0,2 g/l
KCl, 1,44 g/l NaHPO, ir 0,24 g/l KH,PO4) tam, kad baty gautos jy pirmines
konformacijos. Naudojamas dializés vamzdelis yra 3500 Da pagal Zemuting
molekulinés masés riba. Dializés metu pirmas penkias (5) valandas sunaudota 3 |
PBS, turinéio 2 M karbamido, o po to per naktjdu (2) kartus 5 | PBS be karbamido.

3-2 pakopa: hidrofobiné chromatografija
Hidrofobiné chromatografija atliekama tam, kad padidinty PB14 peptido,

gauto 3-1 pakopoje, grynuma.

Amonio sulfatas dedamas pamazu iki galutinés 20 % koncentracijos |
tirpala, turintj PB14 peptido, eliuoto nuo Ni-NTA dervos 3-1 pakopoje, o po to pH
sureguliuojamas iki 7,0. Po to, kai amonio sulfato istirpo pilnai iki 10 %, tirpalas
paliekamas trims arba daugiau valandy, o po to tirpalas patalpinamas |
fenilsefarozés kolonéle [uZpildas: greitosios srovés fenilsefarozés derva

(Pharmacia, Svedija); kolonélés dydis: 1 cm (plotis) x 3 cm (aukstis)).
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Kiekviena frakcija, kuri eliuota i§ kolonélés pilant eliuavimo tirpalg (8 M.
karbamido, 0,1 M NaH,PO4, 0,01 M Tris-HCI, pH 6,3) | kolonéle esant tekéjimo
greiCiui 0,5 ml/min prie amonio sulfato atvirkstinio gradiento nuo 10 % iki 0 %,
patalpinta ant SDS-PAGE gelio. Frakcija, turinti PB14 peptida, surinkta ir dializuota
buferio tirpale, kad tapty gélinta, o karbamidas, kuris ;vartojamas kaip
denatlrravimo agentas, pasSalintas tuo paciu metu. ‘

3-3 pakopa: His .Zzymés pasalinimas

| buferio tirpalg (50 ml NaCl, 20 mM Tris-HCI, 2 mM CaCl,, pH 7,4), kuris
tinka paSalinti denatlravimo agentg ir imidazolg i iSgryninto His-Zymétojo
baltymo, o taip pat suaktyvinti enterokinaze, pridéta 2 m karbamido. Dializuotas
PB1, peptidas, kuris gautas 3-2 pakopoje, dar kartg dializuojamas naudojant
auk3¢iau minétg bufer|, turintj karbamido, kad gélinty PB1, peptidg, kurio metu
karbamido koncentracija pamazu sumazéja vis kartojant dialize iki karbamidu
nuskurdinto buferio. 3 TV/ml enterokinazés pridéta | PB14 peptida, turintj tirpalg,

kurio buferis pakeistas minétu antruoju buferiu, ir inkubuota 23 °C temperataroje.

Tirpalas, kuris paimamas kas valanda, analizuojamas SDS-PAGE badu tam, kad
patikrinty His Zymiy kiekj, pasalinty i$ His-zymétujy PB1 (PB14*™) peptidy.
3-4 pakopa: jony mainy chromatografija

Nepageidaujami baltymai ir peptidai, kurie pasigamino paveikus

enterokinaze, pasalinti jony mainy chromatografija.

Tirpalas, turintis PB1,™ peptida, gauta 3-3 pakopoje, dializuotas dializés
buferyje (2 M karbamido, 0,1 M NaH,PQO4, 0,01 M Tris-HCI, pH 7,0), ir buferio
kiekis buvo Zymiai pakeistas. Dializuojamas tirpalas patalpintas ant DEAE
sefarozés dervos (Pharmacia, Upsala, Svedija). Po to kolonélé supusiausvirinta su
pusiausvirinimo buferiu (50 ml natrio fosfato buferio, 2 M karbamido, pH 7,0) ir
peptidas eliuotas pagal NaCl koncentracijos gradientg nuo O iki 1 M naudojant kitg
buferj (50 ml natrio fosfato buferio, 2 M karbamido, 1M NaCl) (srovés greitis: 0,5
ml/min.). Kiekviena frakcija regeneruota ir norimg baltymg turinCios frakcijos
sukaupiamos. Sukoncentravus dalis, PB1,™ peptido buvimas patvirtintas SDS-

PAGE.
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4 pakopa: PB1, kiekybiné analizé
ISgrynintas PB1, peptidas, kuris gautas pagal 3 pakopos metodika,
kiekybiSkai iSanalizuotas kolorimetinés analizés metodu naudojant mikro BCA

reagentg (Pierce, Rokfordas, JAV).

5 pakopa: rekombinantinio PB14 peptido charakteristiku-paivirtinimas

PB1, peptiduy, kurie iSgryninti 3 pakopoje, grynumas ir imuninio serumo,
kuris gautas naudojant sintetini PB1,4 peptidg kaip antigeng, imunogeniékumas
patvirtinti wetern-bloto analize naudojant ECL (Amersham, Cleveland, UK). Atlikus
SDS-PAGE (2 pavyzdys, 1 pakopa), gelis inkubuotas kartu su PVDF membrana
buferyje (0,3 % Tris, 1,5 % glicinas, 20 % metanolis) pastovioje 60 V jtampoje tris
(3) valandas tam, kad baltymas gelyje baty pernestas | PVDF membrahq. Po to
jgertoji membrana inkubuota 1,5 valandos su 5 ml blokavimo tirpalo (TBS, pH 7,5,
5 % (masés/taryje) nugriebto pieno milteliy, 0,02 % Tvino 20), o dar po to tris
kartus plauta su TTBS (Tris-buferintas fiziologinio tirpalo tirpalas, turintis 0,1 %
Tvino 20) atitinkamai 15, 5 ir 5 minutes. Imuninis serumas prie§ PB1 peptidg
(nuoroda | 2 pavyzdzio 1 pakopg) praskiestas TTBS tirpalu santykiu vienas (1) su
penkiais tokstanciais (5000), o po to 1,5 valandos inkubuotas su membrana tam,
kad baty patvirtintas PB1, peptido ir imuninio serumo prie§ PB14 peptidg
grynumas (3 pavyzdys). Po gelio plovimo su TBBS paeiliui tris kartus 15, 5 ir dar 5
minutes, membrana inkubuota 1,5 valandos kambario temperatdroje su tirpalu,
kuriame Sarminis fosfatazés-F(ab)'>-oZzkos anti-pelés 1gG (H+L) (Zymed, San
Francisko, CA) praskiestas su TTBS tirpalu santykiu vienas (1) su tkstanCiu
(1000). Membrana vél plauta su TTBS tris kartus, o po to nudazyta pridedant
BCIP/NBT (5-brom-4-chlor-3-indolilfosfatas/tetrazoliumo nitro mélynasis (Sigma)).
Po nudazymo, BCIP/NBT tirpalas paSalintas TTBS tirpalu. Kaip vestern-blotingo

rezultatas, ekspresuotas PB1,4 peptidas gali bati atpaZintas anti-PB14 serumu.

ECL atveju, vietoje nitroceliuliozés membranos naudota PVDF membrana
(Gelman Science, BioTrace®). Priedo, pirmasis antikinas naudotas santykiu
vienas (1) su desimt tikstanciu (10000) ir HRP-konjuguoti triudio anti-pelés 1gG
(Pierce, Rokfordas, IL, JAV) buvo panaudoti kaip antrasis antikinas santykiu
vienas (1) su desimt tukstanéiu (10000). Spalvinéje reakcijoje naudotas 1 ml A
tirpalo ECL+vestern-blot agento (Amersham) 25-iuose ml B btirpalo. Kai spalva

buvo pakankamai generuota, membrana buvo jterpta | kasetés plevelg, atitinkamai
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5, 10, 20 ir 30 sekundziy, kad eksponuoty ant plévelés taip, kad ruozeliai ant gelio
galéty bati aptikti (Fig. 8). Fig. 8 juosta M reigkia ECL aptikimo Zyme (Gibco BRL),
o juosta 1 reidkia PB14 peptida. I$ Fig. 8 matyti, kad ekspresuotas PB14 peptidas
gali bati atpazintas anti-PB14 serumu. ,

Priedo, vestern-blotingo analizé, kurioje PB1,4 peptfdas, naudojantis
polikloninj antikting, iSskirtg i$ triuSio serumo, panaudojant Protein G kolongle
(Bio-Rad, JAV), duoda tok| pat rezultata,

5 pavyzdys: Anti-PB14 peptido pelés antikiino gamyba

Cia naudotas PB14 peptidas yra PB14™ peptidas, i§ kurio pasalinta jo His-
Zymé pagal 2 pavyzdzio 3-3 pakopa.

1 pakopa: PB14 peptido susiuvimas su OVA _

Ovalbuminas (OVA), kaip baltymas nesiklis, pridétas | iSgryninta PB1,4
peptidg pagal 2 pavyzdzio 3 pakopg moliniu santykiu vienas (1) su desimt (10) ir
inkubuotas vieng (1) valanda 4 °C temperattroje. | PB14 -peptido-ovalbumino

tirpalg tokiu pat tariu pridéta 2 tario % glutaraldehido ir inkubuota vieng (1) valandg

pastoviai purtant. Po to | reakcijos miSinj pridéta glicino, o kai galutiné
koncentracija tampa 0,2 M, reakcija sustabdoma.

Reakcijai jvykus, likes reakcijos misinyje glutaraldehidas-glicinas pasalinami
dialize naudojant MWCO 12000-14000 dializés membranq (Spectrum®,
Dominguez, CA, JAV).

2 pakopa: pelés imunizvimas

Peptidas, su kuriuo buvo sujungtas OVA 1 pakopoje, sukoncentruotas ir

panaudotas pelés imunizavimui. Antigeno kiekis, suleistas pelei buvo 5 ng ir tai
buvo PB14-peptido kiekis prie§ sujungiant su OVA. Antigenas, kuris emulguotas su
tokiu pat kiekiu adjuvanto, jvestas pelei | pilvo ertme 0,2 m! kiekiu.

Pirmai injekcijai panaudotas pilnas Freundo adjuvanto komplektas (CFA), o
nepilnas Freundo adjuvanto komplektas (iFA) panaudotas kaip adjuvantas
pakartotiniam imunizavimui du (2) kartus dviejy (2) savaiéiy intervalu. Kontrolinei
pelei suleistas BSA (jaucio serumo albuminas).

Po penkiy (5) dieny nuo paskutinés injekcijos punktuojant $irdj i§ pelés
paimamas kraujas, kuriam leidziama kre$éti 30 minuciy 37 °C temperataroje. Po
to kraujas nucentrifuguotas per 30 minuciy 4 °C temperataroje 2500 apsisukimy

per minutg greiCiu, ir kreSuliai pasalinti i§ kraujo. Supernatantas (t. y., kraujo
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serumas) inkubuotas per nakt{ 4 °C temperatiroje, kad likg kraujo koaguliantai
baty visi§kai sukoncentruoti, ir nucentrifuguotas per 20 minuciy 10000 apsisukimy
per minute greiCiu. Susidares supernatantas iSpilstytas | keletg mégintuvéliy.
Kraujo serumas, kuris turi bati panaudotas eksperimente, laikytas 4 °C
temperataroje, o liekanos laikytos - 20 °C temperatiroje. :

3 pakopa: anti-PB14-antikiino avidiSkumo matavimas netiesioginiu‘ELlSA

metodu o
Antikiino avidiSkumas iSmatuotas naudojant kraujo serumg, gautg 2
pakopoje. 100 ul PB14-peptido paskirstyta | kiekvieng i§ 96 mikrotitravimo
plokstelés (Flakonas: pro-suridimas) duobute ir palikta stoveéti 4 °C temperataroje 6
valandoms arba daugiau, o po to plauta tris (3) kartus TTBS buferiu (Tris
fiziologinio tirpalo buferis, turintis 0,05 % Tvino 20). 200 pl blokuojancio tirpalo (1
% BSA, esantis TTBS) pridedama | kiekvieng duobutg ir inkubuojamas 37 °C
temperatiroje vieng (1) valanda, o po to plauta tris (3) kartus su TTBS. 100 pl
iSskirto serumo, kuris praskiestas su blokuojanéiu tirpalu santykiu vienas (1) su
nuo 10% iki 10° pridedami | reakcijos tirpalg ir inkubuojama 37 °C temperatiroje
vieng (1) valanda, o po to plauta tris (3) kartus su 200 pl TTBS. 100 ul HPR-
prijungto oZkos anti-triusio IgG antikinas (Pierce, Rockford, IL), praskiestas su
blokajanc":iu tirpalu santykiu vienas (1) su 103, pridedamas | reakcijos tirpalg ir
inkubuojamas 37 °C temperatiroje viena (1) valanda, o po to plautas tris (3) kartus
su 200 pl TTBS. HPR substrato rinkinio tirpalas A (Bio-Rad) sumaiSytas su $io
rinkinio tirpalu B santykiu devyni (9) su vienu (1). 100 ul susidariusio misinio
pridéta | reakcijos tirpalg ir dazyta trisdesimt (30) minuciy, o po to reakcijos misinio
optiné sugertis i§matuota prie 405 nm naudojant ELISA lyderj (EL312e, Bio-Tek
Ins.)(Fig. 9). Fig 9 patvirtina, kad pelés antikinas, specifinis PB14-peptidui, gali
bati panaudotas vestern-blot ir ELISA metody analizei, esant vienam (1)
takstanciui klosciy (figaroje X asSies 3,0).
6 pavyzdys: PB14-vakcinos efektas prie§ nutukimg naudojant pelés modelj

1 pakopa: nutukimo sukélimas pelei
Cia panaudotos 5 savaiciy amziaus ICR pelés (Korea Center for Animal

Experiment [Koréjos eksperimentiniy gyviny centras), Ltd., Seulas, Koréja). Peles

augintos vivariume, kuriame temperatira palaikoma nuo 17 iki 25 °C, ir maitintos
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pasaro miSiniu (Sam Yang Feed Ltd., Seulas, Koréja [ingredientai: vanduo 11,8 %.
arba daugiau, baltymai 20,0 % arba daugiau, nevalyti lipidai 3,0 % arba daugiau,
Igstelienos Zzaliava 10,0 % arba maziau, nevalyti pelenai 10,0 % arba maziau,
kalcis 0,6 % arba maziau, ir fosforas 0,4 % arba daugiau]). Pelems duota aukso
tiogliukozé (GTG), kad sukelty nutukima. GTG turi savybe sukelti
venteromedialinio hipotalaminio branduolio (VMH) jautrumo sumazéjima.. Todél
pelés, gavusios GTG nejaudia sotumo ir pastoviai nori ésti. Cia naudotas GTG yra
labai nestabilus junginys, kuris lengvai suskyla vandenyje arba nuo drégmes.
Todeél 100 mg GTG (Sigma, Inc.) praskiestas su 1 ml sezamo aliejaus (Sigma,
Inc.) ir buvo naudotas tokiu pat badu kaip ir Brecherio su bendraautoriumi
(Brechere G.,Waxler, S. H., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 70: 498-501 (1949)) tam,
kad bity pateiktas patikimas GTG kiekis.

Pelés padalintos, kad baty suformuota tiriama grupé (dvideSimt (20) peliy) ir
kontroliné grupé (keturios 4) grupés), 25 ml GTG suleista bandomai grupei, o
kontrolinei grupei nesuleista nieko.

Tiriamos grupés peliy kino masé iSmatuota prie§ eksperimentg ir pelés,
kuriy kiino masés nukrypimas buvo neZymus, buvo atrinktos ir panaudotos
eksperimentui. Peliy kino maseé, iSmatuota po vienos (1) savaités po GTG
suleidimo buvo nuo 26,5 iki 29,5 gramo.

Septyniy GTG injekuoty peliy grupé buvo su sukeltu nutukimu, tuo tarpu
likusios - nebuvo. Peléms, kurioms nutukimas nebuvo sukeltas, buvo vél
injekuotos GTG, po to nutukimas buvo sukeltas visoms peléms.

Visos pelés su sukeltu nutukimu buvo padalintos | tris (3) grupes. Po
savaités, kai GTG buvo suleistas antrg kartg, pirmai tiriamai grupei, susidedanciai
i§ septyniy (7) peliy buvo suleistas PB14-peptidas pagal 3 pavyzdzio 2 pakopa.
Priedo, peléms kitos grupés i$ trijy (tiiamos 2 grupés, susidedancios i§ septyniy
(7) peliy) vietoje PB14-peptido buvo suleistas ovalbuminas kaip tariamas
eksperimentas, o vakcina nebuvo suleista kitai grupei (tiriamai 3 grupei, turinCiai
SeSias (6) peles), kad sukelty nutukima. IS kitos pusés, 0,2 m! PBS buvo suleista
kontrolinei grupei, kad sulyginty su tiriamomis grupémis, kad patvirtinty Sio
iSradimo vakcinos efektyvuma. '

Priedo, ¢ia vartojamas pa3aras sumai$ytas su kiausinio tryniu ir dZiovintas

50 °C temperataroje, kad sukelty cholesterolio suvartojima taip, kad cholesterolio
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lygis galéty pakilti pelés serume. PaSaras taip pat duotas pakankamu kiekiu, kad
sukelty ligas, susijusias su cholesterolio lygio padidéjimo sukeliamomis ligomis.
Peliy kiino masé buvo matuojama kasdien.

Kaip parodyta Fig. 10, tiriamos 1 grupés (- A-A-) vakcina injekuoty peliy
kQino masé per dvylika (12) savaiciy nuo GTG injekcijos iSaugo nuo 27 + 0,4 g iki
52,2 + 1,7 g. Duomenys patvirtina iSvadg, kad néra Zymaus‘skirtumo__ iSaugusios
kiino masés tarp tiriamos 1 grupés ir kontrolings grupés (- O - O -). Tac’:ia‘L‘J peliy
kano masé tiriamoje 2 grupéje (- e- e -), kurioje ovalbuminas {vestas po to, kai
pelés nutuko, ir tiriamos grupés (- m - m -), kurioje po nutukimo vakcina nebuvo
jvesta, kino masé augo pastoviai nuo 28,3 + 0,5 g iki 68,9 = 2,8 g. Todél buvo
patvirtinta, kad nutukimas galéjo bati sustabdytas PB14-peptido vakcinos ihjekcija.

Figaroje 10 G1 ir G2 reiSkia GTG injekcijos laikg, o V1, V2 ir V3 reiskia
PB14-peptido vakcinos injekcijos laika.

Figiroje 11 parodytas pelés su i$Sauktu nutukimu iSorinis vaizdas. 20-ties
savaitiy pelé tiriamos 1 grupés (Fig. 11a: normalios pelés) palyginta su 20
savaiciy pele tiriamos 3 grupés (fig. 11 b: nutukusios pelés). Kaip parodyta Fig 11,
buvo patvirtinta, kad $io iSradimo vakcina buvo efektyvi stabdant nutukima.

2 pakopa: Cholesterolio lygio matavimas kraujyie

Po pirmosios GTG injekcijos kraujo cholesterolio lygis 12-kos savaiCiy
kontrolinés grupés peliy palygintas su 12-kos savaiciy GTG-injekuotomis tiriamuy 1
ir 2 grupiy pelémis. Bendrojo cholesterolio, trigliceridy, HDL-cholesterolio ir LDL-
cholesterolio  koncentracijos  iSmatuotos  fermentiniu  badu  naudojant
Cholestezyme-V, Triglyzyme-V, HDL-C555 (Shin Yang Chemicals, Koréja) ir LDL-
EX rinkinfi (Denka Bio-Research, Ltd., Tokijas, Japonija). Kiekviename
eksperimente paruo$tos kalibravimo kreivés O.D reikSméms naudojant standarty
Calibrater-D (Denka Bio-Research Ltd., Tokijas, Japonija), kad baty sumazintos
eksperimento paklaidos. O.D reik8més dél intereso buvo iSskai€iuotos remiantis

kalibravimo kreive, kad patvirtinty lipidy koncentracija ir kiekj, o rezultati pateikti 1

lenteléje ir Fig. 12.
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Bendrasis TG HDL-C
cholesterolis
Kontroliné grupé 7937 180 £ 26 59+34
Tiriama 1 grupé 118 £3,6 217 £ 47 92+4,7 120£1,7
Tiriamos 2 ir 3| 131+8,8 218+ 70 1119475 |30+ 4,5
grupés |

TG: trigliceridai;
HDL-C: HDL-cholesterolis;
LDL-C: LDL-cholesterolis.

Kaip parodyta 1 lenteléje ir Fig. 12, kaip nutukimo sukélimo rezultatas
gautas patvirtinimas, kad abiejose tiriamose grupése néra jokio Zymaus skirtumo
cholesterolio kiekyje, o kontrolingje grupéje cholesterolio kiekis nepadidéjo, nes
bendra cholesterolio koncentracija kraujyje, o taip HDL-C ir LDL-C pakilo labai

nezymiai (Fig. 12).

Pramoninis pritaikomumas
Sio iradimo vakcina, kuri turi apoliproteino B-100 epitopo mimezinj peptida,

jo konkatemerus ir modifikuotus peptidus, gali sustabyti atsiradus{ nutukimg
nesukeliant organizme autoimuniteto.

Todél kraujotakos ligos, suriStos su LDL gali bati gydomos $io iSradimo
vakcina efektyviau, palyginus su laikinu arba brangiai kainuojanéiu jprastu badu,
kuriame inhibuojamas fermentas, suristas su cholesterolio metabolizmu.

ISradimas pateiktas aiskiai ir apraSytas su nuorodomis | jo specifinius
pavyzdZius ir turi bati suprantamas Sios srities specialistams, kad galimi jvairGs
formos ir detaliy pasikeitimai, kurie neiSeina uz iSradimo esmés ir apimties riby,

pateikiamoje pridétoje iSradimo apibréztyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Sekos SEQ. ID. Nr. 1 apoliproteino B-100 epitopo mimezinis peptidas ir

jo konkatemeras.

2. Mimezinio peptido konkatemeras pagal 1 punktg, kuriame minétas

konkatemeras apima nuo vieno (1) iki penkiolikos (15) minétyjy mimezfniq p;eptidq.

3. Mimezinio peptido konkatemeras pagal 1 punktg, kuriame minétas

konkatemeras apima nuosekliai sujungtus keturis (4) minétuosius peptidus.

4. Mimezinis peptidas ir jo konkatemeras pagal 1 punkta, kuriame minetojo
mimezinio peptido aminoriigs€iy seka modifikuota badu, parinktu i§ grupés,
susidedancios i$ prijungimo, delecijos ir cheminio pakeitimo reakcijy.

5. Sekos SEQ. ID. Nr. 2 apoliproteino B-100 epitopo mimezinis peptidas.

6. Mimezinis peptidas pagal 5 punkta, kuriame minétas konkatemeras

apima nuo vieno (1) iki penkiolikos (15) minétyjy mimeziniy, peptidy.

7. Mimezinio peptido pagal 5 punktg konkatemeras, kuriame minétas

konkatemeras apima nuosekliai sujungtus keturis (4) minétuosius peptidus.

8. Mimezinis peptidas pagal 5 punkta, kuriame minétojo mimezinio peptido
aminoragsciy seka modifikuota bldu, parinktu i§ grupés, susidedandios i$
prijungimo, delecijos ir cheminio pakeitimo reakcijy.

9. Sekos SEQ. ID. Nr. 3 apoliproteino B-100 epitopo mimezinis peptidas.

10. Mimezinio peptido pagal 9 punktg konkatemeras, kuriame minétas

konkatemeras apima nuo vieno (1) iki penkiolikos (15) minétyjy mimeziniy peptidy.
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11. Mimezinio peptido pagal 9 punktg konkatemeras, kuriame minétas .

konkatem‘eras apima nuosekliai sujungtus keturis (4) minétuosius peptidus.

12. Mimezinis peptidas pagal 9 punkta, kuriame minétojo mimezinio peptido
aminortgétiy seka modifikuota badu, parinktu i§ grupés, susidedancios is

prijungimo, delecijos ir cheminio pakeitimo reakcijy.

13. Vakcinos kompozicija, skirta gydyti nutukimg, besiskirianti tuo,
kad ji apima peptida, parinktg i§ grupés, susidedancios i§ seky SEQ. ID Nr. 1,
SEQ. ID Nr. 2 ir SEQ. ID Nr. 3 apoliproteino B-100 epitopo mimeziniy peptidy, jy
konkatemery, ju modifikuotyjy peptidy ir jy misiniy.

14. Vakcinos kompozicija pagal 13 punktg, besiskirianti tuo, kad

minéta vakcinos kompozicija skiriama intrakutaniniu badu.

15. Vakcinos kompozicija pagal 13 punktg, besiskirianti tuo, kad
minétos vakcinos kompozicijos tipas parinktas i§ grupés, susidedancios i$
tableciy, piliuliy, granuliy, obleciy, eliksyry, suspensijy, emulsijy, tirpaly, sirupy,
aerozoliy, minkstyjy arba kietyjy zelatinos kapsuliy, sterilizuotujy injekciniy, tirpaly

ir sterilizuotyjy milteliy.

16. Apoliproteino B-100 epitopo mimezinio peptido, jo konkatemero ir jo
modifikuotojo peptido gavimo budas, besiskiriantis tuo, kad jis apima

i) pakopg, skirta DNR, kuri koduoja seky SEQ. ID Nr. 1, SEQ. ID Nr. 2 ir
SEQ. ID Nr. 3 apoliproteino B-100 epitopo mimeziniy peptidy, ju
konkatemeru, jy modifikuotyjy peptidy genetine informacijg, jterpimui {
vektoriy;

i) pakopa, skirtg lgsteliy-8eimininkiy transformavimui su vektoriumi, gautu i)
pakopoje ir jy inkubavimui;

i) pakopa, skirta minétojo apoliproteino B-100 epitopo mimezinio peptido,

jo konkatemero ir jo modifikuotojo peptido iSskyrimui i$ lgsteliy-Seiminikiy.
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17. DNR, koduojanti polipeptidﬁ, sudaryta i§ SEQ. ID Nr. 1 apoliproteino B-
100 epitopo keturiy (4) nuosekliai sujungty mimeziniy peptidy.

18. Ekspresijos vektorius, kuris apima DNR fragmenta, koduojantj
polipeptida, sudarytg i§ SEQ. ID Nr. 1 apoliproteino B-100 epitopo keturiy (4)

nuosekliai sujungty mimeziniy peptidy.
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Seky sarasas

<110> KIM, Hyo Joon

<120> Apoliproteino B-100 epitopo mimeziniai peptidai, jy konkatemerai ir modifikuotieji

peptidai, ir juos turinti vakcinos kompozicija
<130> SJPA0103

<150> KR10-2000-0052055
<151> 2000-09-04

<160> 16
<170> Kopatentin 1,71

<210> 1

<211>15

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> apoliproteino B-100 mimezinis peptidas

<400> 1
Arg Asn Val Pro Pro lle Phe Asn Asp Val Tyr Trp lle Ala Phe
1 5 10 15

<210> 2

<211>15

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> apoliproteino B-100 mimezinis peptidas
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<400> 2 .
Arg Phe Arg Gly Leu lle Ser Leu Ser GIn Val Tyr Leu Asp Pro
1 5 10 15

<210> 3

<211> 15

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> apoliproteino B-100 mimezinis peptidas

<400> 3
Ser Val Cys Gly Cys Pro Val Gly His His Asp Val Val Gly Leu
1 5 10 15

<210> 4

<211> 23

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> oligonukleotidas, skirtas BL arba LB kasetés konstravimui

<400> 4

tcgaccgtaa tgttcctect atc

<210>5

<211> 28

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> oligonukleotidas, skirtas BL arba LB kasetés konstravimui
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<400> 5 .
atcattgaag ataggaggaa cattacgg

<210>6

<211> 29

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> oligonukleotidas, skirtas LB kasetés konstravimui

<400> 6
ttcaatgatg tttattggat tgcattcta

<210>7

<211>24

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> oligonukleotidas, skirtas LB kasetés konstravimui

<400>7
agcttagaat gcaatccaat aaac

<210> 8

<211> 28

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> oligonukleotidas, skirtas BL kasetés konstravimui

<400> 8
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ttcaatgatg tttattggat tgcattcc

<210>9

<211> 23

<212> DNR

<213> Dirbtine seka

<220>
<223> oligonukleotidas, skirtas BL kasetés konstravimui

<400> 9

tcgaggaatg caatccaata aac

<210> 10

<211> 24

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> lyderio kasetes virsutine vija

<400> 10
gatccgatga tgatgacaag atcg

<210> 11

<211> 24

<212> DNR

<213> Dirbtine seka

<220>
<223> lyderio kasetés apatineé vija

<400> 11

tcgacgatct tgtcatcatc atcg

28

23

24
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<210> 12

<211>6

<212> PRT

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> enterikinazés skaldymo vieta

<400> 12
Asp Asp Asp Asp Lys lle
1 5

<210> 13

<211> 52
<212>DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> LB kasetés virsutiné vija

<400> 13
tcgaccgtaa tgttcctect atcttcaatg atgtttattg gattgcattc ta

<210> 14

<211> 52

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> LB kasetés apatiné vija

<400> 14

agcttagaat gcaatccaat aaacatcatt gaagatagga ggaacattac gg

52
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<210> 15

<211> 51

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> BL kasetés virsutiné vija

<400> 15
tcgaccgtaa tgttcctect atcttcaatg atgtttattg gattgeattc ¢ 51

<210> 16

<211> 51

<212> DNR

<213> Dirbtiné seka

<220>
<223> BL kasetés apatiné vija

<400> 16
tcgaggaatg caatccaata aacatcattg aagataggag gaacattacg g 51.
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D D DD K
5 GATCCGATGATGATGACAAGATCG -3
3 GCTACTACTACTGTTCTAGCAGCT 5'

Fig. 1a

RNVP‘PIFNDVYWIAFstop
5 AT AT T T CCTATCTTCARTGATGTTTATTGRATIGCATTCTA
3 AT TA AT AGAAGTTACTACATAACLTAR G TAAGAT T

3" 52bp
5' 52bp

Fig. 1b

RNVPPIFNDVYWIAF

5 TCGACCGTAATGTTCCTCCTATCTTCAATGATGTTTATTGGATTGCATTCC
3

3" Sibp
| GGCATTACAAGGAGGATAGAAGTTACTACAAATAACCTAACGTAAGGAGCT 5" Slbp

Fig. 1c

\
HHHGS 000Kl v ) LD

stop
Hl $ X 6 Enterok\i/riw:tzaés skaldymo B L B’. I B L L B T

Fig. 1d
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-# PB1,4 peptidas
4+ BSA
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Imuninio serumo praskiedimas (log)

Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11b
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