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Monokloniniai antikiinai prie§ Merkelio poliomos viruso pagrindinj kapsidés

baltymg VP1

I§radimo sritis

Sis iSradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sri¢iai. Jo esmé - naujy
monokloniniy antikiny prie§ Merkelio poliomos viruso pagrindinj kapsidés baltyma
VP1 sukiirimas. Minéti monokloniniai antikiinai gali rasti pritaikyma medicinoje ir

kitose srityse.

I$radimo technikos lygis

Merkelio poliomos virusas, priklausantis Polyomaviridae virusy Seimai, buvo
identifikuotas 2008 metais. Manoma, kad $is virusas, integravesis i lastelés genoma, gali
sukelti reta odos vézZio forma — Merkelio lasteliy karcinoma (MCC), kuri pasitaiko
vyresniame amZiuje arba imunosupresijos atveju [Feng H., Shuda M., Chang Y. et al.,
Science, 208, 319, 1096-1100]. MCC yra agresyvi, greitai progresuojanti liga, kuriai kol
kas néra efektyvaus gydymo, i$skyrus chirurginj. Merkelio poliomos viruso nustatymas
molekulinés diagnostikos priemonémis bity svarbus Merkelio poliomos viruso
infekcijos ir MCC diagnozés patvirtinimui, taip pat galéty turéti didele prognosting
reik$me.

MCC néra paprasta diagnozuoti, nes §i liga pagal klinikinius poZymius maZai skiriasi
nuo kity odos piktybiniy ir nepiktybiniy ligy. Greita ir tiksli diagnoz¢é leisty laiku atlikti

chirurging intervencijg ir i§vengti metastaziy bei ligos progresavimo.

Siuo metu néra klinikinés diagnostikos metody, kurie leisty tiksliai nustatyti MCC
diagnozg. Mokslinése laboratorijose Merkelio poliomos virusas gali biiti nustatomas
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu ar kitais metodais, pagristais viruso
DNR nustatymu [Zampetti A., Feliciani C., Massi G. et al., J. Cutan. Med. Surg., 2010,
14, pp. 51-61]. Sie metodai gana sudétingi, reikalauja specialios jrangos ir patirties
molekulinés biotechnologijos srityje, sunkiai jdiegiami klinikos sglygomis.

Todel vyksta alternatyviy, paprastesniy MCC diagnostikos metody ir priemoniy,

kurivos bty lengva naudoti klinikinés diagnostikos laboratorijose, paiedka. Tokiy,
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kaip, pavyzdZiui, gripo viruso nustatymas tiesioginés imunofluorescencijos metodu
nosiaryklés citologiniuose méginiuose, kuris yra laikomas ,auksiniu standartu® $ios
infekcijos diagnostikai [Gharabaghi F., Tellier R., Cheung R. et al., J.Clin Virol., 2008,
42, 190-193].

Norint taikyti imunocheminius metodus virusy nustatymui, reikalingi antikiinai, kurie
gali biiti sukurti prie§ natyvy virusa arba prie§ atskirus viruso komponentus. Buvo
apra8yti antikiinai prie§ kitus poliomos virusus. PavyzdZiui, beZdZionés poliomos viruso
SV40 nustatymui limfomos audinyje imunohistocheminiu metodu naudojami antik@inai,
specifiski SV40 T antigenui [Toracchio S., Kozinetz C.A., Killen D.E et al., J.Clin.
Virol., 46, 154-160]. Daznai antikiiny kiirimui naudojami rekombinantiniai antigenai,
susintetinti bakterijy, mieliy ar Zinduoliy lastelése. Buvo apra$yti rekombinantiniai
Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymai (VP1 , VP2, VP3), ta¢iau jy panaudojimas
antikiiny ktirimui nebuvo apraSytas [WO 2009/079481]. Buvo sukurti monokloniniai
antikiinai prie§ rekombinantinj Ziurkéno poliomos viruso pagrindinj kapsidés baltyma
VP1, kurie gali buti naudojami $io viruso nustatymui infekuotose lastelése [Zvirbliene
A., Samonskyte L., Gedvilaite A. et al., J. Immunol. Meth., 2006; 311, 57-70].
Naudojant bakulovirusuose susintetintus rekombinantinius antigenus, buvo sukurti
monokloniniai antikiinai prie§ Zmogaus poliomos virusy BKV ir JCV bei beZdZionés
poliomos viruso SV40 kapsidés baltymus. Nustatyta, kad kai kurie Siy aﬁtikﬁnq
atpaZista konformacinius epitopus, pasiZymi kryZminiu specifiSkumu ir kartais turi
virusus neutralizuojantj aktyvuma [Randhawa P, Viscidi R, Carter JJ et al., J Gen Virol.
2009 90, 634-639].

Monokloniniai antik@inai prie§ Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma VP1 néra
apraSyti.

Sio igradimo uZdavinys buvo sukurti tokius monokloninius antikiinus prie§ Merkelio
poliomos viruso pagrindinj kapsidés baltyma VP1, kurie buty tinkami tiksliam ir

paprastam $io viruso nustatymui audinio méginyje.

ISradimo esmé

Pagrindiniai i§radimo objektai yra hibridoma 11A2 (MPV001 arba DSM ACC3097) ir
hibridoma 9G6 (MPV002), produkuojan¢ios monokloninius antikfinus prie§ Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltyma VP1, o taip pat $iy hibridomy produkuojami

monokloniniai antiklinai, atpaZjstantys aminoriig§¢iy seka (SEQ NO:1)
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MAPKRKASSTCKTPKRQCIPKPGCCPNVASVPKLLVKGGVEVLSVVTGEDSITQ
IELYLNPRMGVNSPDLPTTSNWYTYTYDLQPKGSSPDQPIKENLPAYSVARVSL

PMLNEDITCDTLQMWEAISVKTEVVGISSLINVHYWDMKRVHDYGAGIPVSGV
NYHMFAIGGEPLDLQGLVLDYQTQYPKTTNGGPITIETVLGRKMTPKNQGLDP

QAKAKLDKDGNYPIEVWCPDPSKNENSRYYGSIQTGSQTPTVLQFSNTLTTVLL
DENGVGPLCKGDGLFISCADIVGFLFKTSGKMALHGLPRYFNVTLRKRWVKNP
YPVVNLINSLFSNLMPKVSGQPMEGKDNQVEEVRIYEGSEQLPGDPDIVRFLDK
FGQEKTVYPKPSVAPAAVTFQSNQQDKGKAPLKGPQKASQKESQTQEL

arba panasia seka, kurios identiS$kumas yra bent 95%.

[§radimo monokloniniai antikiinai gali biiti naudojami Merkelio poliomos viruso VP1
baltymo nustatymui audinio méginyje, o hibridomos 11A2 (MPV001 arba DSM
ACC3097) gaminami monokloniniai antikiinai — taip pat ir Merkelio lasteliy
karcinomos (MCC) nustatymui audinio méginyje, tiriant histologini méginj
imunohistocheminiu, imunoblotingo arba IFA metodu.

Kiti i§radimo objektai - diagnostiné kompozicija Merkelio poliomos viruso nustatymui
audinio meéginyje, apimanti iSradimo monokloniniy antikiiny efektyvy kieki, bei
diagnostiné kompozicija Merkelio lasteliy karcinomos (MCC) nustatymui audinio
meéginyje, apimanti hibridomos 11A2 (MPV001 arba DSM ACC3097) gaminamy
monokloniniy antikiiny efektyvy kiekij.

Siame i¥radime sitilomi monokloniniai antikiinai yra nauji ir skiriasi nuo analogy i$ kity

Saltiniy.

Trumpas bréZiniy apraSymas

Fig.1 atkartoja imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniu Merkelio poliomos
viruso kapsidés baltymu VP1, Zmogaus poliomos viruso JCV kapsidés baltymu VP1 bei
mieliy S.cerevisiae lizatu, naudojant hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminamus monokloninius
antik@inus (Zidir. 2 pavyzdj).

Fig.2 iliustruoja hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminamy monokloniniy antikiiny sugebéjimg
atpaZinti Merkelio poliomos virusg lastelése, kurios yra infekuotos $iuo virusu (Zitir. 3

pavyzdj).

Detalus i§radimo apra§ymas
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ISradimo autoriams pavyko sukurti 2 hibridomy linijas, kuriy produkuojamy
monokloniniy antikiny specifiSkumas pasirodé tinkamas Merkelio poliomos viruso
VP1 baltymo identifikavimui skirtingais imunocheminiais metodais.

Atlikti tyrimai parodé, kad sukurtieji monokloniniai antikiinai reaguoja tiek su
rekombinantiniu iSgrynintu Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymu VP1,
susintetintu mielése S.cerevisiae, tiek su natyviu Merkelio poliomos virusu infekuotame
audinyje. Taigi, §ie antikiinai pasirodé tinkami Merkelio poliomos viruso infekcijos arba

MCC diagnostikai.

Siekiant sukurti naujus monokloninius antikiinus prie§ Merkelio poliomos viruso
kapsidés baltyma VP1, buvo panaudotas rekombinantinis mielése S.cerevisiae
susintetintas Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymas VP1 ir atliktos Sios
procediros, butent:

1) atlickama imunizacija: i§grynintas Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymas VP1
(antigenas) buvo suleidZziamas BALB/c linijos peléms po oda. Prie§ injekcija antigeno
tirpalas buvo lygiu tiiriu sumai$omas su pilnu Freund‘o adjuvantu;

2) atliekama pakartotiné imunizacija — po tam tikro laiko peléms dar karta buvo
suleidZiama tokia pat antigeno dozé po oda, prie§ tai antigeno tirpalg sumai$ius su
nepilnu Freund‘o adjuvantu;

3) dar po keliy savaiCiy buvo suleidZiama tokia pat antigeno dozé be adjuvanto.
Imunizacijy metu buvo keletg karty tikrinama, ar imunizuoty peliy kraujo serume
atsirado antikiiny prie§ antigena. Patikrinimui buvo naudojamas Zinomas metodas —
imunofermentiné analizé (IFA);

4) praéjus kelioms dienoms po tre¢iosios imunizacijos, buvo atlickama peliy bluZnies
lasteliy hibridizacija, suliejant jas su véZinémis lastelémis. Si ir kitos procediiros buvo
atlickamos pagal ankséiau aprasyta metodika, naudojama hibridomy gavimui [Kohler,
Milstein, Nature 1975; 256:495-497].

5) gavus hibridiniy Igsteliy klonus (hibridomas) buvo tikrinamas jy specifiskumas, t.y.
nustatoma, ar jie gamina antikiinus prie§ Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma
VP1. Tam buvo naudojamas IFA metodas;

6) gautos hibridomos buvo charakterizuojamos pagal jvairius poZymius:

- nustatant jy gaminamy monokloniniy antikiiny izotipa;

- iStiriant antikiiny specifi$kuma IFA, imunoblotingo ir imunohistocheminiu metodais.
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7) identifikavus hibridomas, kurios gamina monokloninius antikiinus prie§ Merkelio
poliomos viruso pagrindinj kapsidés baltymg VP1, jos buvo klonuojamos,
padauginamos ir uz$aldomos tolesniam saugojimui,

8) hibridomy gaminami monokloniniai antikiinai buvo charakterizuojami Zinomais
budais:

- IFA bei imunoblotingu, naudojant kaip antigena rekombinantini Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltyma VP1,

- imunohistocheminiu metodu, naudojant audiniy méginius i§ Merkelio lasteliy
karcinomos.

Taigi, atlikus peliy BALB/c imunizacijas rekombinantiniu Merkelio poliomos viruso
kapsidés baltymu VP1 ir suliejus imunizuoty peliy bluznies lgsteles su mielomos
lastelémis, buvo gautos hibridomos, gaminanéios monokloninius antikiinus prie$
Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma VP1. Ityrus gauty monokloniniy antiktiny
savybes, buvo nustatyta, kad jie reaguoja su natyviu Merkelio poliomos virusu
méginyje, paimtame i§ Merkelio lasteliy karcinomos audinio, ir nereaguoja su
normalaus audinio méginiu, kuriame néra minéto viruso.

ApraSytu biidu buvo gautos ir istirtos 2 naujos hibridomos, ta¢iau tik viena jy pasirodé
tinkama atpaZinti Merkelio poliomos virusg MCC histologiniame meginyje. Sios
hibridomos deponuotos Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Imunologijos ir
lastelés biologijos skyriuje:

1) Hibridoma 11A2, deponavimo numeris MPV001, kuri gamina IgG2a poklasio
(subtipo) monokloninius antikiinus prie§ Merkelio poliomos viruso pagrindinj kapsidés
baltymg VP1;

2) Hibridoma 9G6, deponavimo numeris MPV002, kuri gamina IgGl poklasio
(subtipo) monokloninius antikiinus prie§ Merkelio poliomos viruso pagrindinj kapsidés
baltyma VP1.

Hibridoma 11A2 taip pat deponuota Vokietijos lasteliy kultiiry kolekcijoje (DSMZ). Jai
suteiktas deponavimo numeris: DSM ACC3097.

Hibridomas 11A2 ir 9G6 apibudina Sie poZymiai.
Morfologiniai poZymiai. Hibridomos yra sferinés formos, lygiais krastais, turi stamby
branduoli. Dauginasi suspensijoje, pasiZzymi silpna adhezija ant stiklo arba plastiko

pavirsiaus.
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Lasteliy kultiiros kilmé. Hibridomos gautos, suliejus imunizuoty BALB/c linijos peliy

(Mus.musculus) bluZnies lasteles su pelés (Mus.musculus) mielomos lasteliy linija
Sp2/0.

Lasteliy kulttiros poZymiai. Hibridomy kultivavimo salygos: augimo terpé - Dulbecco

modifikuota Eagl’o terpé (DMEM) su 2mM L-glutamino, 200 pg/mL gentamicino ir
10% embrioninio verSiuko serumo. Hibridomos auginamos stiklo arba plastiko induose,
skirtuose lasteliy kultiiroms. Lastelés perséjamos kas 3-4 dienos, perséjimo dozé — 50-
100 tikstandiy lasteliy mililitre terpés. Hibridomos auginamos inkubatoriuje, kurio
atmosferoje yra 5% CO,, esant 37°C temperatiirai. Ilgalaikiam saugojimui hibridomos
uzSaldomos embrioniniame serume su 10% DMSO ir laikomos skystame azote.
Uzsaldymo salygos: 1x10° — 2x10° lasteliy mililitre, temperatiiros reZimas — 1°C per
minute iki -70°C. Po paros ampulés su lastelémis perkeliamos i skystg azota. Kultiiry
atgaivinimui ampulés atSildomos 37°C temperatiros vandens vonioje. Lasteliy
gyvybingumas po at$ildymo — 70-80%.

Kontaminacija. Bakterijy ir grybeliy hibridomy kultiirose nerasta, mikoplazmos testas
neigiamas.

Hibridomy produktyvumas. Monokloniniy antikiiny sekrecijos lygis augimo terpéje —

10-30 pg/ml. Monokloniniy antikiiny produkcija i3lieka iki 15 pasazy (lasteliy kultdros
persé€jimy).

Produkty charakteristika. Hibridomos 11A2 ir 9G6 gamina monokloninius antikiinus,

specifiSkus Merkelio poliomos viruso pagrindiniam kapsidés baltymui VPI.
Hibridomos 11A2 gaminami monokloniniai antikiinai yra IgG klasés, IgG2a poklasio.
Jie atpaZista rekombinantinj Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma VP1 ir
Merkelio poliomos virusa infekuotame audinyje. Hibridomos 9G6 gaminami
monokloniniai antikfinai yra IgG klasés, IgG1 poklasio. Jie atpaZjsta rekombinantinj

Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma VP1.

Hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminami monokloniniai antikiinai skiriasi nuo aprasyty
analogy — monokloniniy antikiiny prie§ kity poliomos virusy baltymus - pagal ta
poZzymi, kad jie yra specifiski Merkelio poliomos viruso pagrindiniam kapsidés
baltymui VP1, kuris funkciSkai ir struktiriSkai skiriasi nuo kity poliomos virusy
baltymy. Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymas VP1 skiriasi nuo kity poliomos

virusy baltymy pagal baltymo pirming struktiira (aminoriig&&iy seka).
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Hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminami monokloniniai antikiinai atpaZjsta $ia aminorags¢iy
seka (SEQ NO:1):
MAPKRKASSTCKTPKRQCIPKPGCCPNVASVPKLLVKGGVEVLSVVTGEDSITQ
IELYLNPRMGVNSPDLPTTSNWYTYTYDLQPKGSSPDQPIKENLPAYSVARVSL
PMLNEDITCDTLQMWEAISVKTEVVGISSLINVHYWDMKRVHDYGAGIPVSGV
NYHMFAIGGEPLDLQGLVLDYQTQYPKTTNGGPITIETVLGRKMTPKNQGLDP
QAKAKLDKDGNYPIEVWCPDPSKNENSRYYGSIQTGSQTPTVLQFSNTLTTVLL
DENGVGPLCKGDGLFISCADIVGFLFKTSGKMALHGLPRYFNVTLRKRWVKNP
YPVVNLINSLFSNLMPKVSGQPMEGKDNQVEEVRIYEGSEQLPGDPDIVRFLDK
FGQEKTVYPKPSVAPAAVTFQSNQQDKGKAPLKGPQKASQKESQTQEL

Ankséiau apraSytieji analogai — monokloniniai antikiinai prie§ Ziurkéno poliomos viruso
pagrindinj kapsidés baltymg VP1 - skiriasi nuo hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminamy
antikiiny, nes jie yra specifiski Ziurkéno poliomos viruso pagrindiniam kapsidés
baltymui VP1, kuris pagal aminoriigd¢iy seka skiriasi nuo Merkelio poliomos viruso
kapsidés baltymo VP1 [Zvirbliene A., Samonskyte L., Gedvilaite A. et al., J. Immunol.
Meth., 2006; 311, 57-70].

Anksgiau apraSytieji analogai — monokloniniai antikiinai prie§ Zmogaus poliomos virusy
BKV ir JCV bei bezdzionés poliomos viruso SV40 kapsidés baltymus - skiriasi nuo
hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminamy antikiiny, nes jie yra specifiski kity poliomos virusy
kapsidés baltymams VPI1, kurie pagal aminoriigi¢iy seka skiriasi nuo Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltymo VP1 [Randhawa P, Viscidi R, Carter JJ et al., J Gen
Virol. 2009 90, 634-639].

Naujy monokloniniy antikiny gavimo bidas, jy savybés detaliau apraSomi toliau
pateiktuose 1-3 pavyzdziuose ir 1 lenteléje, kurie iliustruoja, bet neapriboja iSradimo

apimties.

1 pavyzdys

Hibridomy, gaminan¢iy monokloninius antikiinus pries Merkelio poliomos viruso
kapsidés baltymg VP1, sukiirimas

BALB/c linijos pelés buvo imunizuojamos iSgrynintu rekombinantiniu Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltymu VP1, ekspresuotu mielése S.cerevisiae. Pelés buvo

imunizuojamos, suleidZiant 50 pg antigeno su pilnu Freund‘o adjuvantu po oda. Praéjus
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4 savaittms po pirmosios imunizacijos, tuo pat bidu pelés buvo imunizuojamos
pakartotinai, suleidZiant 50 pg antigeno su nepilnu Freund‘o adjuvantu. Dar po 4
savaiiy pelés buvo imunizuojamos, suleidZiant 50 pg antigeno be adjuvanto.
Imunizacijy metu buvo tikrinamas antigenui specifisky antikiny titras
imunofermentinés analizés (IFA) metodu. Praéjus 3 dienoms po paskutinés
imunizacijos, buvo atliekama hibridizacija.

Hibridizacijai buvo naudojamos imunizuotos pelés bluznies lastelés ir peliy mielomos
lastelés Sp 2/0, neturindios fermento hipoksantin-guanin-fosforiboziltransferazés,
neaugancios selektyvioje hipoksantino-aminopterino-timidino (HAT) terpéje (10*M
hipoksantino, 1,6 x 10°M timidino, 4 x 10"M aminopterino) ir negaminanéios
imunoglobuliny ar jy grandiniy. Prie$ hibridizacija lastelés turi buti logaritminéje
augimo fazéje. Hibridizacija buvo atlickama, 2 minutes veikiant lasteles 50%
polietilenglikolio (PEG-4000, Sigma, JAV) tirpalu Dulbecco modifikuotoje Eagl’o
terpéje (DMEM) su 10% dimetilsulfoksido (DMSO). Mielomos ir bluZnies lasteliy
santykis hibridizacijos metu — 1:5. Po hibridizacijos lastelés buvo atplaunamos
beserumine DMEM terpe, suspenduojamos selektyvioje HAT terpéje ir iSséjamos i
ploksteles (po 5x10° lasteliy { $ulin¢lj).

Hibridiniai klonai pasirodé 5-10 diena po hibridizacijos. Testuojant terp¢ netiesioginés
IFA metodu, buvo tikrinama, ar klonai gamina antikiinus prie§ Merkelio poliomos
viruso kapsidés baltymg VP1. Kas 4-5 dienos buvo pakei¢iama pusé lasteliy augimo
terpés. Pirma karta HAT terpé buvo keiiama i hipoksantino-timidino (HT) terpg,
turindia 10* M hipoksantino ir 1,6 x 10* M timidino. Véliau HT terpé buvo palaipsniui
kei¢iama | jprasta augimo terpe. Hibridiniai klonai, gaminantys antikfinus prie§
Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymg VP1, buvo klonuojami ribinio praskiedimo
metodu. Klonai pasirodé po 4-7 dieny. Jie buvo testuojami netiesioginés IFA metodu.
Atrinkti klonai buvo padauginami ir toliau auginami kultiroje arba uZSaldomi ir

saugomi skystame azote.

Buvo gauta keletas hibridomy klony, gaminan€iy monokloninius antikiinus prie$
Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymg VP1. Buvo itirta jy specifiSkumas,
nustatyti antikliny izotipai.

Hibridomos, gaminan¢ios monokloninius antikiinus prie§ Merkelio poliomos viruso
kapsidés baltymu VP1, buvo pavadintos 11A2 ir 9G6. Jos deponuotos, kaip nurodyta

auksCiau, Vilniaus Universiteto Biotechnologijos instituto Imunologijos ir lastelés
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biologijos laboratorijoje (11A2 - deponavimo numeris MPV001, 9G6 - deponavimo
numeris MPVO001) ir  Vokietijos lasteliy kultiiry kolekcijoje (DSMZ) (11A2-
deponavimo numeris DSM ACC3097).

2 pavyzdys.

Monokloniniy antikiiny specifiSkumo tyrimas ir izotipy nustatymas.

Hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminamy antikiing specifiSkumas buvo nustatomas
imunofermentinés analizés (IFA) bei imunoblotingo metodais. Imunoglobuliny izotipai
buvo nustatomi IFA metodu, naudojant izotipy nustatymo rinkinj [Sigma, JAV] .

Siais metodais buvo nustatyta, kad antikiinas 11A2 yra IgG izotipo, IgG2a subtipo,
antikiinas 9G6 yra IgG1 subtipo. Abu antikiinai reaguoja su rekombinantiniu Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltymu VP1 (Fig. 1 B, C). Imunoblotingo metodu buvo
nustatyta, kad monokloniniai antik@inai 11A2 ir 9G6 reaguoja su 60 kDa dydZio baltymu
mieliy S.cerevisiae lizatuose, kuris atitinka Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma
VP1, tadiau nereaguoja su mieliy S.cerevisiae lizato baltymais (Fig. 1, B, C, takeliai 3 ir
4). Antikiinai 11A2 ir 9G6 taip pat reaguoja su i§grynintu Merkelio poliomos viruso
(MPV) kapsidés baltymu VPI, taiau nereaguoja su zmogaus poliomos viruso JCV
kapsidés baltymu VP1 (Fig. 1, B, C, takeliai 1 ir 2). Tai rodo, kad gautieji
monokloniniai antik@inai yra specifi$ki Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymui
VPI1.

1 lenteléje pateikiami duomenys apie hibridomy gaminamy antikiing 11A2 ir 9G6

specifiskumg ir poklasius.

1 lentelé
Hibridomy klonas | Izotipas Reakcija su skirtingais antigenais:
MPV VP1 JCV VP1 S.cerevisiae
lizatas
11A2 IgG2a + - -
9G6 IgG1 + - -

Fig. 1 atkartoja baltymy elektroforezés vaizda (A) ir imunoblotingo vaizda (B, C), gautg
su rekombinantiniu Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymu VP1, Zmogaus

poliomos viruso JCV kapsidés baltymu VP1 bei mieliy S.cerevisiae lizatu, naudojant
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hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminamus monokloninius antikinus. Imunoblotingo vaizdas
gautas su skirtingais antikiinais: B — 11A2, C — 9G6.

1 takelis — iSgrynintas rekombinantinis Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymu
VP1,;

2 takelis — i§grynintas Zmogaus poliomos viruso JCV kapsidés baltymas VP1;

3 takelis — mieliy S.cerevisige lizatas su Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymu
VPI1,;

4 takelis — mieliy S.cerevisiae lizatas be Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymo
VPI1.

M — baltymy molekulinio svorio standartas.

1 ir 3 takeliuose matoma juostel¢, i§ry$kéjusi po inkubacijos su antiklinais, atitinka 60

kDa dydZzio baltyma, kuris yra Merkelio poliomos viruso kapsidés baltymas VP1.

3 pavyzdys.

Monokloniniy antikiiny specifiSkumo tyrimas imunohistocheminiu metodu
Imunohistocheminiu metodu buvo istirta, ar hibridomy 11A2 ir 9G6 gaminami
antik@inai atpaZjsta Merkelio poliomos virusg. Tyrimui buvo naudojami odos méginiai,
paimti i§ véZinio audinio - Merkelio lasteliy karcinomos. Sis audinys buvo istirtas
polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu ir nustatyta, kad jame yra lasteliy,
infekuoty Merkelio poliomos virusu. Kaip neigiama kontrolé buvo naudojami méginiai,
paimti i§ normalaus (nevéZinio) audinio (sveikos odos). PGR metodu buvo patvirtinta,
kad Siame audinyje néra lasteliy, infekuoty Merkelio poliomos virusu. Audiniy méginiai
buvo inkubuojami su antikiinais 11A2 ir 9G6 ir tiriama, ar jie specifiSkai atpaZjsta
Merkelio poliomos virusg audinyje, kuriame yra §iuo virusu infekuoty lgsteliy.

Atlikus imunohistocheminj tyrima, buvo nustatyta, kad antikiinas 11A2 reaguoja su
lastelémis, esanfiomis Merkelio lasteliy karcinomos audinyje, bet nereaguoja su
normalaus (sveiko) audinio Iastelémis (Fig. 2). Tai rodo, kad antikiinas 11A2 atpaZista
Merkelio poliomos virusa infekuotose lastelése. Taigi, 3is antikiinas skiriasi nuo
anksc¢iau apraSyty analogy, kurie yra specifiski kitiems poliomos virusams, ir tinka
Merkelio poliomos viruso nustatymui odos méginyje imunohistocheminiu metodu.
Buvo nustatyta, kad antikiinas 9G6 nereaguoja su lastelémis, esan&iomis Merkelio
lasteliy karcinomos audinyje (Fig. 2). Todél $is antikiinas netinka Merkelio poliomos

viruso nustatymui imunohistocheminiu metodu.
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Fig. 2 atkartoja imunohistocheminio tyrimo vaizda, gauta su Merkelio lasteliy
karcinomos audiniu ir normaliu (sveikos odos) audiniu, naudojant hibridomy 11A2 ir
9G6 gaminamus antikiinus. Imunohistocheminio tyrimo vaizdai atitinka tokius atvejus:
2.1 B08-18233 MCC biopsijos méginys inkubuotas su 11A2;

2.2 B08-18233 MCC biopsijos méginys inkubuotas su 9G6;

2.3 Ne MCC audinio méginys inkubuotas su 11A2;

2.4 Ne MCC audinio méginys inkubuotas su 9G6.

Gauti duomenys rodo, kad naujai sukurtieji monokloniniai antikiinai 11A2 ir 9G6 yra
specifizki Merkelio poliomos viruso pagrindiniam kapsidés baltymui VP1. Sie antikiinai
skiriasi nuo anks¢iau apradyty analogy, kurie yra specifiski kity poliomos virusy
baltymams. Antikiinai 11A2 ir 9G6 specifiskai reaguoja su rekombinantiniu Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltymu VP1 ir nereaguoja su Zmogaus poliomos viruso JCV
kapsidés baltymu VP1. Vienas i§ naujai sukurty antikiiny — klonas 11A2 - atpaZjsta
Merkelio poliomos virusg infekuotose lastelése, tiriant imunohistocheminiu metodu.

Sukurtieji monokloniniai antikiinai galéty buti taikomi Merkelio poliomos viruso
nustatymui imunocheminiais metodais, diagnozuojant §io viruso infekcija arba jo
sukelta Merkelio lasteliy karcinoma. PavyzdZiui, naudojant $ivos antikiinus galéty bati
atlickamas histologiniy méginiy iStyrimas imunohistocheminiu, imunoblotingo arba
IFA metodu. Nustadius, kad méginiuose yra Merkelio poliomos viruso kapsidés
baltymo VP1, biity patvirtinama Merkelio poliomos viruso infekcija arba Merkelio

lasteliy karcinoma.

Diagnostiné kompozicija Merkelio poliomos viruso nustatymui audinio meéginyje, be
iSradimo monokloniniy antikiiny efektyvaus kiekio, gali turéti kity tinkamy papildomy
medZiagy. Optimaliame iSradimo jgyvendinimo variante diagnostiné kompozicija taip
pat turéjo natrio fosfato (0,01 M), natrio chlorido (0,15 M) ir jaucio serumo albumino (1

mg/ml), tirpalo pH esant 7,2.

Diagnostine kompozicija Merkelio lasteliy karcinomos (MCC) nustatymui audinio
meéginyje, be hibridomos 11A2 (MPV001 arba DSM ACC3097) gaminamy
monokloniniy antikiiny efektyvaus kiekio gali turéti kity tinkamy papildomy medZiagy.
Optimaliame iSradimo jgyvendinimo variante diagnostiné kompozicija Merkelio Iasteliy
karcinomos (MCC) nustatymui turéjo 0,01 mg/ml hibridomos 11A2 (MPV001 arba
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DSM ACC3097) gaminamy monokloniniy antikiiny, o taip pat natrio fosfato (0,01 M),

natrio chlorido (0,15 M) ir jau¢io serumo albumino (1 mg/ml).
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ISRADIMO APIBREZTIS:

1. Hibridoma 11A2 (MPV001 arba DSM ACC3097), produkuojanti monokloninius
antikiinus prie§ Merkelio poliomos viruso kapsidés baltyma VP1.

2. Hibridoma 9G6 (MPV002), produkuojanti monokloninius antikiinus prie§ Merkelio
poliomos viruso kapsidés baltyma VP1.

3. Monokloniniai antikiinai, atpaZjstantys aminoriig§¢iy seka (SEQ NO:1)
MAPKRKASSTCKTPKRQCIPKPGCCPNVASVPKLLVKGGVEVLSVVTGEDSITQ
IELYLNPRMGVNSPDLPTTSNWYTYTYDLQPKGSSPDQPIKENLPAYSVARVSL
PMLNEDITCDTLQMWEAISVKTEVVGISSLINVHYWDMKRVHDYGAGIPVSGV
NYHMFAIGGEPLDLQGLVLDYQTQYPKTTNGGPITIETVLGRKMTPKNQGLDP
QAKAKLDKDGNYPIEVWCPDPSKNENSRYYGSIQTGSQTPTVLQFSNTLTTVLL
DENGVGPLCKGDGLFISCADIVGFLFKTSGKMALHGLPRYFNVTLRKRWVKNP
YPVVNLINSLFSNLMPKVSGQPMEGKDNQVEEVRIYEGSEQLPGDPDIVRFLDK
FGQEKTVYPKPSVAPAAVTFQSNQQDKGKAPLKGPQKASQKESQTQEL

arba pana$ia seka, kurios identiSkumas yra bent 95%.

4. Monokloniniai antikiinai pagal 3 punkta, produkuojami hibridomos 11A2 (MPV001
arba DSM ACC 3097) pagal 1 punkta.

5. Monokloniniai antikiinai pagal 3 punkta, produkuojami hibridomos 9G6 (MPV002)
pagal 2 punkta.

6. Monokloniniai antikiinai pagal bet kuri i§ 3-5 punkty, skirti naudoti Merkelio
poliomos viruso nustatymui.

7. Monokloniniai antikiinai pagal 4 punkta, skirti naudoti Merkelio lasteliy karcinomos
(MCC) nustatymui.

8. Monokloniniy antikiiny pagal 6 arba 7 punkta panaudojimas tiriant histologinj méginj
imunohistocheminiu, imunoblotingo arba IFA metodu.

9. Diagnostiné kompozicija Merkelio poliomos viruso nustatymui audinio méginyje,
apimanti monokloniniy antikiiny pagal bet kurj i3 3-5 punkty efektyvy kieki.

10. Diagnostiné kompozicija Merkelio lasteliy karcinomos (MCC) nustatymui audinio

méginyje, apimanti monokloniniy antikiiny pagal 4 punkts efektyvy kieki.
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