LT 5855 B

oy LT 5855 B

12 PATENTO APRASYMAS

(11)  Patento numeris: 5855 (51) Int. Cl. (2011.01): CO7K 16/00
C12N 5/00
(21)  Paraikos numeris: 2010 104 A61K 39/00

(22) Paraiskos padavimo data; 2010 12 07

(41)  Parai$kos paskelbimo data: 2012 06 25

(45) Patento paskelbimo data: 2012 08 27

(62)  Paraigkos, i$ kurios dokumentas i§skirtas, numeris:  —
(86)  Tarptautinés paraiskos numeris:  —

(86)  Tarptautinés parai$kos padavimo data: _—

(85)  Nacionalinio PCT lygio procediiros pradzios data:  —
(30)  Prioritetas: —

(72)  ISradéjas:

Milda PLFCKAITYTE, LT

Edita MISTINIENE, LT

Jonas Henrikas PESLIAKAS, LT
Gintautas ZVIRBLIS, LT
Aurelija ZVIRBLIENE, LT

(73) Patento savininkas:
UAB PROFARMA, V, Grai¢iano g. 8, LT-02241 Vilnius, LT
(74)  Patentinis patikétinis/atstovas:

Liudmila GERASIMOVIC, I] ,Liudmila Gerasimovic¢, Patentinis patikeétinis®,
Vingriy g. 13-42, LT-01141 Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:

Rekombinantinis viengrandzio antikiino fragmentas, neutralizuojantis
vaginolizino citolitinj aktyvuma

(57) Referatas:

Geny inZinerijos budu i$ hibridomos 9B4 (DSM ACC2991) gautas rekombinantinis antikino fragmentas
scFv. Jis buvo sékmingai iSgrynintas ir parodytas jo specifiSkumas VLY citolizinui i§ G.vaginalis bakterijy ir efektyvi
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ISradimo sritis

ISradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sriciai; jis aprago rekombinantinio
viengrandZio antikino fragmento (scFv), neutralizuojanéio vaginolizino citolitinj

aktyvuma, gavima.

I8radimo technikos lygis

Vaginolizinas (VLY) yra pagrindinis Gardnerella vaginalis bakterijy virulenti§kimo
faktorius. Jis priskiriamas didelei poras formuojangiy, nuo cholesterolio
priklausomy, toksiny citoliziny (CDCs), $eimai. Sios $eimos toksinai randami
daugiau negu 20-yje bakterijy rGsiy, jskaitant Clostridium, Streptococcus, Listeria,
Arcanobacterium, Bacillus ir kitas. Sie toksinai (daznai vadinami citolizinais ar
hemolizinais) sukelia Igstelées membranos lizg ir atlieka keleta kity funkeijy,
[skaitant citokiny indukcijg ir imunines sistemos moduliacija. Taigi, labai tikétina,
kad $ie citolizinai veikia kaip virulentiskumo faktoriai auk$&iau minety bakterijy
infekciniuose procesuose. [Tweten R. K. Infect. Immun. 2005, 73, pp.6199-6209].

Bakterijos G.vaginalis yra Zinomos kaip bakterinés vaginozés (BV) sukeléjai ir
tiketina, kad jy sekretuojamas VLY toksinas ir yra atsakingas uZ minétos ligos
progresavima. [Cauci S, Monte M, Ropele C et al., Mol Microbiol, 1993, 9, pp. 53-
58]. BV jtakoja milijony motery sveikata, nes manoma, jog yra prie$laikinis
gimdymo lemian€io maZa naujagimiy svorj ir naujagimiy mirtingumg  ir
sergamuma, sukeléjas. Be to, nustatyta, jog BV yra pooperacinio endometrito ir
dubens uzdegimo prieZastis. Galima mahyti, kad VLY neutralizavimas naudojant
antiklinus galety bati perspektyvus G.vaginalis sukelty patogeniniy éfektq gydimo
ir profilaktikos metodas.

Antikanai, neutralizuojantys bakterinius toksinus, buvo aprasyti 1993 metais, kai
buvo gauti nauji monokloniai antikanai pries stabliges toksing ir iSanalizuotas jy
apsauginis efektas. [Lang et el, J. Immunol. 1993, 151, pp. 466-472].
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Monokloniniai antiknai prie§ botulizmo toksing buvo gauti naudojant fagy
ekspozicijos bibliotekas, gautas i§ imunizuoty peliy ir Zmogaus [Brekke and
Sandlie, Nat.Rev. Drug Discov. 2002, 2, pp. 52-62]. Neseniai buvo gauti peliy
monokloniai antiklinai prie$ pneumolizing ir jy efektyvumas patikrintas ant gyviny
modeliy. [Garsia-Suarez et al., Infect. Immun. 2004, 72, pp. 4534-4540]. Buvo
identifikuotas peliy monokloninis antikinas PLY5, kuris neutralizavo jvairius
citolizinus. Parodyta, kad $is monokloninis antikiinas susiri$a su specifiniu epitopu
- undekapeptidu, bendru visai cholesterolj suri$angiai toksiny grupei. Sis
monokloninis antikiinas inhibuoja toksiny prisiri§ima, prie lastelées membranos,
kadangi yra uZdengiamas undekapeptido epitopas [Jacobs et al., FEBS Lett.
1999, 459, pp. 463-466].

Geny inZinerijos ir antikiny humanizacijos technikos tobuléjimas leidia antikGinus
plagiai naudoti biofarmaciniuose preparatuose. Siuolaikingé rekombinantines DNR
technologija leidzia sukonstruoti ir ekspresuoti modifikuotus (pakeistus) antikiinus.
Sios naujos molekulés yra suprojektuotos naujai specifinei paskiréiai.
Biofarmacines paskirties antikiinai gali bati gauti skirtingy formy - pilno ilgio
chimerinés formos, kitaip vadinami humanizuoti imunoglobulinai, arba antikliny
fragmentai, apimantys tik antigeng suri$antj antiktino regiong (scFv). Genai,
koduojantys variabilius (kintamus) imunoglobuliny fragmentus, gali bati klonuojami
i$ peles arba Zmogaus B limfocity ir ekspresuoti bakterijose, mielése, augaly ir
Zinduoliy lastelese arba fagy ekspozicijos sistemose. Visa eile chimeriniy
antikiiny yra gauta, sujungus pelés V domeng su konstantiniu (pastoviuoju) (C)
Zmogaus imunoglobuliny domenu. Naujieji antikinai rodé laukiamas suri&imo ir
efektorines funkcijas. Humanizuoti antikinai ‘pasizymi sumazintu S$eimininko
(Zmogaus) imuniniu atsaku, o bifunkciniai imunoglobulinai yra panaudojami véZio
terapijoje ir diagnostikoje.

ViengrandZiai antikinai ir sulieti baltymai, turintys antikiny specifi$kuma
(variabilias sritis) ir sujungti su neimunoglobulininémis sekomis, yra perspektyvus
modifikuoty antikdny su naujomis savybémis $altinis [Sandhu, Crit Rev Biotechnol.
1992;12; pp. 437-462].
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Maynard ir kiti prane$e apie didelio afiniskumo viegrandziy antikiny (scFv),
neutralizuojanciy Bacillus anthracis toksing, sukonstravima [Maynard et al., Nature
Biotechnol. 2002, 30, pp. 597-601]. Injekuojant $iuos scFv peléems jos tapo
apsaugotos nuo letalaus B.anthracis toksino efekto. Neutralizuojantys Zmogaus
antikinai prie§ Shiga toksing 1 buvo gauti, naudojant transgenines peles
[Mukherjee et al., Infect. Immun. 2002, 70, pp. 5896-5899]. Buvo gauti ir
charakterizuoti neutralizuojantys scFv prie$ skorpiono toksing Il [Mousli et.al.,
FEBS Lett. 1999, 442 pp. 183-188].

Neseniai rekombinantinis vaginolizinas i§ G.vaginalis buvo gautas naudojant geny
inZinerijos metodus [Gelber SE, Aguilar JL, Lewis KLT et al., J Bacteriol, 2008,
190, pp. 3896-3903). Hibridomos, gaminan&ios monokloninius antikinus prie§
VLY, buvo gautos $ios parai$kos autoriy [Zvirbliene A, Pleckaityte M, Lasickiene
R, Zvirblis G, Toxicon, 2010, 56, pp.19-28]. Keli monokloniniai antikinai,
produkuojami hibridominiy klony 9B4 ir 23A2, rode VLY citolitinio aktyvumo
neutralizacijg in vitro [WO 2010/095917].

ViengrandZiai antikino fragmentai (scFv), specifiski VLY citolizinui ir
neutralizuojantys jo aktyvuma, néra sukonstruoti ir aprasyti anks&iau. Nors &io
iSradimo viengrandZiai antikiino fragmentai yra kile i3 9B4 hibridomos klono, kuris
aprasytas anksCiau [WO 2010/095917], tagiau apradyti pilno ilgio pelés
monokloniniai antiklnai skiriasi nuo scFv tiek struktarigkai, tiek ir funkciskai.

Dabartiniu metu yra akivaizdus poreikis efektyvioms citolitinio VLY aktyvumo
neutralizavimo priemonéms, kuriy suradimas yra $io i&radimo uzdavinys.
Problema gali bati i$spresta sukonstruojant VLY surisantj rekombinantinj scFv,
kuris galéty atpaZinti natyvy vaginolizing i§ G.vaginalis ir neutralizuoty jo
sukeliama Iasteliy lize. Viengrandziy antikiino fragmenty (scFv) privalumas prie$
monokloninius antikiinus yra tame, kad scFV yra gaunami Zymiai papraséiau ir
pigiau (bakterinés biosintezés biidu). Be to viengrandis antikino fragmentas turi
mazesng molekuling mase, kas apsprendzia efektyvesnj jo patekimg j infekuotus
audinius ir stipresnj terapinj poveikj. ISradime apra§omas rekombinantinis scFv

gali bati naudojamas kaip potencialus terapinis agentas gydyti bakterijy
G.vaginalis sukeltus patogeninius efektus.
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ISradimo esmé

Sitilomo i$radimo tikslas - gauti naujg viengrandZio rekombinantinio antikdino
fragmentg scFv, neutralizuojantj VLY citolitinj aktyvuma. Sis idradimas pateikia
rekombinantinj scFv gauta, naudojant genetinge medziaga i§ hibridomos lasteliy
linjos 9B4 (DSM ACC2991), gaminangios neutralizuojan&ius monokloninius
antikinus prie$ VLY [WO 2010/095917).

Pateikiamas iSradimas parodo, kad sukonstruotas scFv atpaZjsta VLY ir
neutralizuoja pastarojo biologinj aktyvuma, bitent, slopina VLY savybe indukuoti
Zmogaus eritrocity hemolize.

Pateikiamas iSradimas, kuriame rekombinantinio viengrandzio antikiino
fragmentas scFv atpaZista tokia amino riigééiy seka (SEQ ID: NO.1):

MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASCAAKKDSLNNYL
WDLQYDKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVVEHQKKNITNTTSNLSVTSA
NDDRVYPGALFRADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTVQRPT

KSSVTSAVNGLVSKWNAQYAASHHVAARMQYDSASAQSMSQLKAKFGADFAKI

GVPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNFKQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRG
VDSKRPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRSKSTDFQAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRIL

QNTSVTAVILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQEGANLSTSSPAVPIAYTTSFVKD

NEVATLQTNSDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYIYWDEYGTEIDGTPYV

RSRAWEGNGKYRTAHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLVWEPWRTVYDRSDLP
LVRQRTIKNWGTTLWPRVAETVKND

arba panasias amino rlgsgiy sekas, kuriy identi§ékumas yra bent 95%.

Toks antikiino fragmentas turi aminorligé&iy seka (SEQ ID: No. 2):

DIVMTQTTSHLSVSLGDRVTIACKASAHINNWLAWYQQKPGNAPSLLIAGATGLET
GVPSRFSGSGSGKDFTLSISSLQTEDVATYYCQQYWDTPYTFGGGTKLElRGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVSGFSLNSYGVH
WVRQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQT
DDTAIYYCARARGAMDYWGQGTSVTVSS

arba | ja panasia seka, kurios homologigkumas yra bent 95%.

Antiklino fragmentas pagal silloma i§radimg yra skirtas naudoti vaginolizino
biologinio aktyvumo slopinimui arba neutralizacijai.
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Kitas iSradimo objektas yra gaunamas i§ rekombinantinio viengrandZio antikiino
fragmento preparatas, skirtas naudoti vaginolizino biologinio aktyvumo slopinimui

arba neutralizacijai.

Sis preparatas yra skirtas naudoti infekcijos, tokios kaip Gardnerella vaginalis
bakterijy sukelta bakteriné vaginoze, slopinimui. Tai yra, pateikiamo i§radimo
galima taikymo sritis yra scFv preparaty panaudojimas G.vaginalis sukeltos
bakterinés vaginozés gydymui. Preparatai, turintys tokj aktyvuma, yra tinkami
biofarmaciniy rekombinantiniy antikiny gamybai ir potencialiam terapiniam

panaudojimui.

Dar vienas iSradimo objektas yra farmacinés kompozicijos, sudarytos i$
efektyvaus $io iSradimo preparato kiekio kombinacijoje su farmacidkai priimtinais
nesikliais, skiedikliais, ekscipientais ar/ir pagalbinémis medziagomis, skirtomis
pasekmiy, sukelty G.vaginalis infekcijos, profilaktikai ir/arba gydimui Konkre&iau,
Sio iSradimo farmaciniy kompozicijy galima taikymo sritis apima patologijas,
sukelian¢ias prieslaikinj gimdyma, kuris lemia Zema naujagimiy svorj, dubens
uzdegimo ligas, endometritg ir kitas ligas sukeltas G.vaginalis infekcijos.

Trumpas bréZiniy apra§ymas:

Rekombinantinio antikiino fragmento (scFv) specifi§ko citolizinui VLY gavimas yra
iliustruotas Fig. 1-5:

Fig.1 iliustruoja konstrukcijos VL-(G4S)s-VH, apimandios antikdno fragmenta
(scFv), specifiska VLY citolizinui schematinj vaizda. Linkeris (jungtukas) yra
(GaS)a.

Fig. 2 parodo rekombinantinio antikiino fragmento (scFv) elektroforezes vaizdg
transformuoty E.coli lasteliy lizate. 1§ NDS-PAGE matyti, kad scFv baltymas
aptiktas netirpioje transformuoty E.coli Iasteliy frakcijoje.

1 takelis — tirpi E.coli lasteliy frakcija;

2 takelis — netirpi E.coli Iasteliy frakcija;

3 takelis — bendras E.coli Igsteliy lizatas;

4— daZytas baltymy molekulinés mases standartas (kDa).
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Fig. 3 parodo i§gryninto rekombinantinio antikiino fragmento (scFv) elektroforezes
poliakrilamide vaizda.
1 takelis — 4 pg i8gryninto scFv baltymo.
2, 3 takeliai — 10 ug i$gryninto scFv baltymo i§ dviejy skirtingy gryninimy.
M-molekulinés masés markeriai (nuo apadios 15, 20, 25, 30, 40, 50 kDa).
Fig. 4 parodo rekombinantinio antikiino fragmento scFv sgveikg su citolizinu VLY
naudojant ELISA metodg. Rekombinantinio antikiino fragmento scFv reaktyvumas
su citolizinu VLY naudojant ELISA metoda (kvadratai); teigiama kontrolé pilno ilgio
monokioninio antiklino 9B4 reaktyvumas su citolizinu VLY (trikampiai).
Fig. 5 parodo rekombinantinio antikino fragmento scFv eritrocity hemolizeés
neutralizavimo aktyvuma, esant citolizinui VLY.
scFv neutralizuojantis aktyvumas jvertintas mogaus eritrocity hemolizés tyrimu.
Teigiama kontrolé yra pilno ilgio 9B4 monokloninis antikiinas. Y asyje parodytos
OD reik§mes. X adyje reakcijos yra pazymeétos numeriais:

1) 5 ng/ml VLY ir 20 ng/ml 9B4 antikiino PBS tirpale;

2) 5 ng/ml VLY ir 200 ng/ml 9B4 antikiino PBS tirpale;

3) 5 ng/ml VLY ir 1000 ng/ml 9B4 antikino PBS tirpale;

4) 5 ng/ml VLY and 500 ng/ml scFv PBS tirpale;

5) 5 ng/ml VLY and 1000 ng/ml scFv PBS tirpale;

6) 5 ng/ml VLY and 2000 ng/ml scFv PBS tirpale;

7) 5 ng/ml VLY and 5000 ng/ml scFv PBS tirpale;

8) 5 ng/ml VLY and 10000 ng/ml scFv PBS tirpale.

Detalus i§radimo aprasymas

Rekombinantinio antikiino fragmento scFv konstravimas buvo pradétas nuo
genetines medZiagos (RNR) i§skyrimo i§ hibridomos 9B4 (DSM ACC2991). Buvo
naudotos tokios procediiros:

1) RNR isskyrimas i§ hibridomos 9B4 — totaline RNR buvo iSskirta i8
hibridomos 9B4 (DSM ACC 2991) lasteliy naudojant vienos stadijos technikg kaip
apraSyta anksciau [Chomczynski and Sacchi, Anal Biochem, 1987, 162, pp. 156-
159]. Lasteliy homogenatas gaunamas, naudojant guanidino tiocianatg , o RNR
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ekstrahuojama fenolio-chloroformo misiniu, esant ragstiniam pH. RNR toliau yra
nusodinama izopropanoliu.

2) Pirmosios kDNR grandinés sintezé - pirmoji kDNR grandiné yra sintetinama
naudojant RNR-priklausomg DNR polimeraze (atvirkstine transkriptaze), kartu su
matrica poli(A)*"RNR ir pradmenimis oligo(dT) nukleotidais .

3) Galutiné kDNR buvo amplifikuota, naudojant PGR ir specifinius pradmenis
imunoglobuliny variabilaus (kintamo) domeno sekoms.

Peliy imunoglobuliny sunkiosios grandinés pastovios srities pradmen;:
5-TTAATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC ir pelés  imunoglobulino
sunkiosios grandinés FR1 srities stipriai degeneruotg pradmenj 5'-
CATATGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (R - pazymi A/G; S - C/G; N- A, C, G,
T). Pelés kapa grandineés imunoglobulinq pastoviosios srities pradmenj: 5'-
TTAGGATACAGTTGGTGCAGCATC ir pelés kapa grandinés imunogiobuliny
pastovaus FR1 regiono  universaly degeneruotg  pradmenj  §'-
CATATGGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA (R - pazymi A/G; S - C/G; W -
AT,M-A/C;Y-C/).

4) PGR produktai buvo klonuoti | vektoring plazmide ir nukleotidy seka buvo
nustatyta sekoskaitos budu. Sekos analizuotos, naudojant BLASTN programg ir
GenBank bei IgBLAST duomeny bazes.

5) Buvo sukonstruotas scFv fragmentas, jvedant linkerine (jungtuko) sekg
(G4S)s tarp domeno VL (variabilios (kintamos) peliy imunoglobuliny lengvosios
grandinés L srities) ir domeno VH (variabilios (kintamos) pelés imunoglobulino
sunkiosios grandinés H srities). Galutiné konstrukcija koduojanti VL-(G4S)s-VH
buvo klonuota | ekspresijos vektoriy pET28a(+) [Merck, Darmstadt, Vokietija].
Konstrukcija scFv apima (His)s inkaring seka baltymo N-gale. Galutine plazmide
buvo transformuotas E.coli BL21(DE3) kamienas. Rekombinantinio scFv biosinteze
buvo indukuota 0.5 mM IPTG.

8) Nustatyta tokia scFv amino riig§¢iy seka (SEQ ID: NO.2):

DIVMTQTTSHLSVSLGDRVTIACKASAHINNWLAWYQQKPGNAPSLLIAGAT
GLETGVPSRFSGSGSGKDFTLSISSLQTEDVATYYCQQYWDTPYTFGGGT
KLEIRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVS
GFSLNSYGVHWVRQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNS
KSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCARARGAMDYWGQGTSVTVSS
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7) Po indukcijos gauti intarpiniai kineliai su scFv baltymu buvo solubilizuoti
naudojant chaotropinius agentus. Oksidaciné renatlracija disulfidiniy junggiy
formavimuisi buvo atlikta arba skiedimo bidu arba kolonéleje, kaip oksidatoriy
naudojant redukuoto ir oksiduoto glutationo porg arba dvivalenéio vario Cu (Il)
jonus. Renatlruotas scFv baltymas buvo i§grynintas naudojant metalo chelating
afinine chromatografija. Kai kurios scFv baltymo savybés apradytos toliau prie

atitinkamy pavyzdZiy.

Siuo i$radimu buvo nustatyta, kad rekombinantinis antikiino fragmentas, kiles i$
hibridomos 9B4, atpaZjsta amino rigséiy sekg SEQ ID: No.1:

MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASCAAKKDSLNNYL
WDLQYDKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVVEHQKKNITNTTSNLSVTSA
NDDRVYPGALFRADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTVQRPT
KSSVTSAVNGLVSKWNAQYAASHHVAARMQYDSASAQSMSQLKAKFGADFAKI
GVPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNFKQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRG
VDSKRPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRSKSTDFQAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRIL
QNTSVTAVILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQEGANLSTSSPAVPIAYTTSFVKD
NEVATLQTNSDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYIYWDEYGTEIDGTPYV
RSRAWEGNGKYRTAHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLVWEPWRTVYDRSDLP
LVRQRTIKNWGTTLWPRVAETVKND.

Si amino rlig$&iy seka pilnai atitinka VLY citolizino sekq i Gardnerella vaginalis,
kuri buvo nustatyta ir paskelbta ankséiau (GenBank Nr. EU697812, EU 697811).
Skirtingi Gardnerella vaginalis kamienai gali ekspresuoti $iek tiek skirtingus VLY

variantus, kurie gali skirtis nuo sekos SEQ ID: No.1 viena arba keliomis amino
ragstimis.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdZiai
Zemiau pateikiama informacija apie konkregius pavyzdZius, parodandius, kokiu

bldu buvo gautas rekombinantinis antikiino fragmentas scFv prie$ VLY citolizing
bei scFv savybiy nustatymo pavyzdziai. Si informacija pateikiama iliustratyvumo
tikslais ir neapriboja iSradimo apimties.
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1 pavyzdys

mMRNR isgryninimas i$§ hibridomos 9B4 Iasteliy ir DNR sekos, koduojanéios
VLY specifinio antikiino fragmenta, klonavimas

Hibridomos 9B4 (DSM ACC 2991) Igstelés (3x10° Igsteliy) buvo praplautos steriliu
Saltu PBS buferiniu tirpalu ir suardytos tirpale D, turinéiame guanidino tiocianato.
RNR i$gryninta i§ homogenato, panaudojant fenolio-chloroformo misinj, kurio pH
5. Pridéjus kiekvieng reagents, tirpalas gerai i§mai§omas, mégintuvélj apver&iant
kelis kartus. Tirpalas laikytas 15 min. lede. Mégintuvelis centrifuguotas, ir surinkta
apatine vandenine fazé, kurioje yra RNR. Pridétas lygus tdris izopropanolio,
tirpalas gerai sumai8ytas, ir RNR i$sodinta, palaikius 1 val. -20°C temperatiiroje.
RNR surinkta centrifuguojant, praplauta 75 % etanolio tirpalu, itirpinta vandenyje,
apdorotame DEPC, ir saugota -70°C temperatiroje.

Bendra RNR, i$gryninta i§ hibridomos 9B4 lIgsteliy, panaudota kDNR pirmos
grandinés sintezei. DNR pédsakai RNR meginyje pasalinti, pridéjus fermento
DNazesl (be RNazes). Paruosta be DNR priemai$y RNR (0,5 pg) sumaisyta su
oligo (dT)s pradmeniu ir inkubuota su fermentu nuo RNR priklausoma DNR
polimeraze (atvirk$tine transkriptaze). Reakcija sustabdyta, pakaitinus reakcijos
misinj 70°C 5 min. kDNR, koduojanti kintama monokioninio antikino i§ hibridomos
9B4 sritj, buvo gauta, panaudojus $ias specifiniy pradmeny poras: 1) peles
sunkiosios grandinés kintamos srities pradmuo: 5'-
TTAATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC ir pelés sunkiosios grandinés FR1
srities i$sigimes pradmuo: 5-CATATGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (R - A/G;
S-C/G; N-A, C, G, T); 2) pelés kapa grandinés pastoviosios srities pradmuo:; 5'-
TTAGGATACAGTTGGTGCAGCATC ir pelés kapa grandinés FR1 srities
universalus i8sigimes pradmuo 5'-CATATGGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA
(R-A/G; S - C/G; W - AIT; M - AIC; Y — CIT). Kiekviename PGR reakcijos
misinyje yra: KDNR (pirma grandine), 5' ir 3" pradmenys, dNTP, Taq polimeraze.
Gautas PCR produktas iSgrynintas i§ agarozeés gelio ir kionuotas | pJET1.2
klonavimo vektoriy (Fermentas, Vilnius, Lietuva). Liguota DNR transformuotos
E.coli DH10B Igstelés ir i§braukytos ant LB agaro su 100 pg/ml ampicilino.
Kolonijos iaugintos nuo agaro leksteliy , i§ ju i8grynintos plazmidés ir restrikcines
analizés blGdu patikrinta, ar plazmidés turi reikiamg DNR intarpa. Intarpy
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nukleotidy seka nustatyta sekoskaitos blidu. Kiekvienai IgG grandinei nustatyta
nukleotidy intarpy seka i$ penkiy klony ir aptikta, jog sekos yra vienodos. Jungtuko
seka, koduojanti (G4S),, ir restrikcijos endonukleaziy taikiniai jterpti panaudojus
PGR. DNR fragmentai, koduojantys VL ir VH, buvo sulieti ir gauta genetine
konstrukcija, koduojanti amino rigs$éiy sekg V0L-(G4S)s-VH, schematidkai parodytg
Fig.1.

2 pavyzdys

RaiS§kos plazmidZiy konstravimas ir rekombinantinio scFv raiSka E.coli
Iastelése.

DNR fragmentas, koduojantis VL-(G;S)s-VH, klonuotas | rai$kos vektoriy
pET28(+). Gautaja raikos plazmide pET28, turinéia scFv, transformuotos E.coli
BL21(DE3) lastelés, ir transfekuotos bakterijos iSbraukytos ant LB agaro leksteliy
su 25 pg/ml kanamicino. Lastelés, transformuotos rai$kos plazmide, augintos 500
ml LB terpés su kanamicinu. Lasteliy kultirai pasiekus ODggo 0,8-1,0, tikslinio geno
raiSka pradeéta, pridéjus iki 0,56 mM IPTG (izopropilo B-D-tiogalaktozidas). Lastelés
augintos 2,5 val. 37°C temperatiroje ir surinktos centrifuguojant. Dalis Igsteliy
suspenduota Tris-EDTA (TE) buferiniame tirpale ir suardytos ultragarsu.
Suardytos Iastelés centrifuguotos, o supernatantas (tirpi lgsteliy frakcija) ir
nuosédos (netirpi lgsteliy frakcija) analizuotos 12% natrio dodecilsulfato - |
poliakrilamido gelio elektroforeze (NDS-PAGE). Gelis nudaZytas dazu Coomassie
Blue. 27,5 kDa tikslinis baltymas scFv aptiktas netirpioje E.coli Igsteliy frakcijoje
(Fig. 2). Tikslinis baltymas sudaré apie 35 % nuo bendry lastelés baltymy ir apie
80 % nuo netirpiy lgstelés baltymy. Gauti rezultatai rodo, kad E.coli Igstelése
gaminamas scFv patenka | intarpinius kinelius.

3 pavyzdys

Rekombinantinio scFv gryninimas

E.coli biomasé su tiksliniu baltymu scFV buvo homogenizuota 100 ml (santykiu
1:10, biomaseé:buferinis tirpalas) 0,1 M Tris-HCI, pH 7,0, esant 5 mM EDTA 0,1 g
lizocimo, 0,1 mi Triton X-100, 1,0 ml 100 mM fenilmetilsulfofluorido (PMSF) ir 0,7

ml 2-merkaptoetanolio. Homogenizatas buvo mai$omas 30 min. kambario
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temperatiroje, lastelés suardytos ultragarsu ir nucentifuguotos 25 min., 24.500g.
Likusios nuosédos du kartus praplautos 100 ml 1 M NaCl, 0.1% Tween 80 ir 100
ml distiliuotu vandeniu. Po kiekvieno plovimo ciklo suspensija centrifuguota 25
min., 24.500g.

Oksidacineé renatdracija: Nuosédos, gautos po paskutinio plovimo ir turingios scFv
baltyma, tirpinamos 10 mM Tris-HCI, pH 7,0 buferiniame tirpale, turinéiame 7M
guanidino hidrochlorido. Suspensija maiSoma per naktj 4°C, centrifuguojama 25
min. 40,000g ir supernatantas skiedziamas 10 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu (pH
7.0), turin€iu 6 M GuHCI iki bendro baltymo koncentracijos 1 mg/mi, po to
pridedamas CuSQs; tirpalas iki 20 pM koncentracijos. Renatiracija vykdoma apie 1
valandg kambario temperatiroje. Reakcija stabdoma, pridedant EDTA tirpalo iki
10mM galutinés koncentracijos. Baltymy tirpalas centrifuguojamas 25 min.
40.000g ir sorbuojamas ant Sephadex G-25 koloneélés, nupusiausvyrintos 25 mM
TRIS buferiniu tirpalu, pH 8,0, turingiu 0,25M Na,SO,. Tikslinj baltyma turintios
frakcijos surenkamos, apjungiamos ir sorbuojamos ant Ni (Il) NTA sorbentu
pakrautos kolonelés. Naudotas sorbcijos buferinis tirpalas 25 mM TRIS, pH 8,0, o
desorbcija atliekama tuo padiu buferiniu tirpalu su 1M imidazolo. Tikslinj baltyma
turingios frakcijos apjungiamos, dializuojamos prie$ 20 mM TRIS, 50mM NaCl, pH
8,0 ir filtruojamos 0,22um filtru tolimesniam saugojimui. 1§gryninto rekombinantinio
scFv NDS-PAGE elektroforeze parodyta Fig.3.

Stabilus baltyminis preparatas, gaunamas pervedant iSgrynintg antikdno
fragmentg scFv | saugojimui tinkamg tirpalg (formuluote), susidedanéia i$
parinktos buferinés sistemos, baltymo stabilizacijai ir izotoni§kumui palaikyti
reikalingy drusky, detergenty, antioksidanty ir kity pagalbiniy medziagu.

Apskaiciuota baltymo scFv molekuliné masé yra 25,182 kDa, teorinis izoelektrinis
taSkas pl yra 6,99. EksperimentiSkai nustatyta (pagal NDS-PAGE) molekuliné
mase yra apie 25,5 kDa. Fluorescenciniu metodu nustatyta scFv baltymo lydymosi
(denatiracijos) temperatlira Tm yra apie 55°C, naudojant citratinio buferinio tirpalo
sistemg. Papildomai baltymo identiskumo nustatymas buvo patvirtintas
imunoblotingo (WB) ir imunofermentinés analizés (ELISA) metodais, naudojant
sgveikg su antigenu (VLY).
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4 pavyzdys

Rekombinantinio scFv specifiSkumo nustatymas

Rekombinantinio scFv, kilusio i§ hibridomos 9B4, specifiskumas nustatytas
naudojant imunofermentinés analizés metoda (ELISA). Rekombinantinis
isgrynintas scFv buvo praskiestas ir iSpilstytas | 96-ulinéliy plokstele, padengta
rekombinantiniu VLY baltymu. Po vienos val. inkubacijos kambario temperatiiroje
VLY-suriStas scFv buvo nustatytas, inkubuojant su pelés monokloniniu antik@inu
pries (His)s seka ir krieny peroksidaze (HRP) paZymeétu antriniu antikdnu (IgG
konjugatu prie§ pelés imunoglobulinus). Fermentiné reakcija buvo i§rySkinta
naudojant paruo$ta TMB substratg. Optinis tankis buvo matuojamas 405 nm
bangos ilgyje. Teigiama kontrolé buvo naudojamas praskiestas pilno ilgio
monokloninis antikinas 9B4, inkubuotas 96-3ulingliy plok&teléje, padengtoje
rekombinantiniu VLY baltymu. Ploksteles iSry$kintos HRP-IgG konjugatu pries
pelés imunoglobulinus ir TMB substratu. Fig.4. iliustruoja rekombinantinio scFv ir
pilno ilgio antikiino 9B4 titravimo kreives mikrotitravimo plok&telese, padengtose
rekombinantiniu VLY. Sis eksperimentinis rezultatas parodo rekombinantinio scFv
specifiSkumg VLY vaginolizinui.

5 pavyzdys
scFv neutralizuojanéio aktyvumo tyrimas
Eritrocity hemolize in vitro [Cauci S, Monte R, Ropele M et al., Mol Microbiol,
1993, 9, pp. 1143-1155.] panaudota rekombinantinio scFv neutralizuojandio VLY
aktyvumui istirti. Zmogaus eritrocity suspensija (1 mi) buvo inkubuota 15 min.
22°C temperatiroje Siuose reakcijos miiniuose:

1) Fosfatinis buferinis tirpalas PBS, pH 7,4 (eritrocity hemolizes néra);

2) Dejonizuotas vanduo (100 % eritrocity hemolize);

3) PBS su 5 ng/ml VLY (100 % eritrocity hemolize);

4) 5 ng/mlI VLY ir 20 ng/ml 9B4 antikiino PBS tirpale;

9) 5 ng/mi VLY ir 200 ng/ml 9B4 antikiino PBS tirpale;

8) 5 ng/ml VLY ir 1000 ng/ml 9B4 antikino PBS tirpale;

7) 5 ng/ml VLY and 500 ng/ml scFv PBS tirpale:

8) 5 ng/ml VLY and 1000 ng/ml scFv PBS tirpale;
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9) 5 ng/ml VLY and 2000 ng/mi scFv PBS tirpale;
10)5 ng/mi VLY and 5000 ng/ml scFv PBS tirpale;
11)5 ng/ml VLY and 10000 ng/mi scFv PBS tirpale.

Po inkubacijos eritrocity suspensija centrifuguota 3 min., 1000xg ir pamatuotas
tirpalo optinis tankis OD, esant 415 nm bangos ilgiui. Didelés optinio tankio
reikSmes (OD>2,0) rodo, kad jvyko eritrocity hemolizé. MaZos OD reik8meés
(OD<0,2) rodo, kad eritrocitai buvo apsaugoti nuo suardymo. | eritrocity suspensijg
pridéjus 5 ng/ml rekombinantinio VLY, eritrocitai buvo pilnai suardyti (OD=2,5). Kai
{ miSinj buvo pridéta 20 ng/ml 9B4 antiklino ar 5000 ng/ml! rekombinantinio scFv,
eritrocitai buvo pilnai apsaugoti nuo hemolizés (Fig. 5). Gauti rezultatai rodo, jog
tiek pilno ilgio 9B4 antiklinas, tiek rekombinantinis scFv neutralizavo VLY citolitinj
aktyvuma. 9B4 antikinas pasizymejo didesniu neutralizuojandiu aktyvumu nei

scFv, nes VLY neutralizacijai jo reikéjo maZesnés koncentracijos.

Farmacine kompozicija su scFv baltymu pagal §j i§radimg gali savo
sudetyje turéti vieng arba kelis tokiy komponenty;
— nesiklj, kuris gali bati polihidroksiliai alkoholiai (pvz. manitolis, sorbitolis),
jvairGs monosacharidai (pvz. gliukoze), disacharidai (pvz. sacharoze);
- bufering substancijg reikiamos pH reik§meés palaikymui (pvz. acetatas,
fosfatas, TRIS, HEPES);
— drusky priedus kompozicijos izotoniskumui palaikyti (pvz. natrio chloridas);
— detergenta, apsaugantj nuo baltymo degradacijos skystis-oras skiriamoje
riboje, (pvz. polisorbatas 80, polisorbatas 20, jvairlis Pluronic tipo junginiai);
- stabilizatoriy, tokj kaip polietilenglikoliai, polivinilpirolidonai, amino rigstys
(pvz. L-metioninas, L-argininas, L-histindinas, L-glutationo ragstis, L-
asparagino ragstis);
- chelatuojantj agenty, tokj kaip EDTA, EGTA, IDA;
- antimikrobinj agentg (pvz. benzolo dariniai, tokie kaip krezolas, benzilo
alkoholis);
- SH agenta (pvz. gliutationas, cisteinas, acetilcisteinas)

- kitas tinkamas pagalbines medzZiagas.
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Apibendrinant gautus duomenis i§rySkéja, kad rekombinantinis antikdno
fragmentas scFv, kiles i$ hibridomos 9B4, pasizymi specifiskumu VLY citolizinui i
G.vaginalis bakterijy ir efektyviai neutralizuoja pastarojo citolitinj aktyvuma. Deél to
Sis rekombinantinis antikino fragmentas scFv gali bati naudojamas terapiniais ir
profilaktiniais tikslais gydant patologijas, sukeltas G.vaginalis infekcijos, arba
iSvengiant jy. Gauti viengrandziai antikiino fragmentai (scFv) atskleidé privalumus
prie§ monokloninius antikiinus, gaminant scFv paprastesniu ir pigesniu bakterinés
biosintezés budu. Be to maZa scFv molekuliné mase potencialiai lemia stipresnj
terapinj poveikj del efektyvesnio scFv patekimo j infekuotus audinius.

Dar daugiau, panaudojant gautas DNR sekas, koduojancias scFv, gali bdti
sukonstruoti naujos struktdros humanizuoti antikinai, kurie galés neutralizuoti VLY
citolizino  biologinj aktyvuma. Kadangi VLY yra pagrindinis  G.vaginalis
virulentiSkumo faktorius, jo neutralizavimas gali bati efektyvus kelias gydyti
infekcijos sukeltg patologija.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Rekombinantinis viengrandzio antikiino fragmentas, atpaZjstantis aminorfgsciy
sekg SEQ ID: NO.1:
MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASCAAKKDSLNNYL
WDLQYDKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVVEHQKKNITNTTSNLSVTSA
NDDRVYPGALFRADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTVQRPT
KSSVTSAVNGLVSKWNAQYAASHHVAARMQYDSASAQSMSQLKAKFGADFAKI
GVPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNFKQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRG
VDSKRPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRSKSTDFQAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRIL
QNTSVTAVILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQEGANLSTSSPAVPIAYTTSFVKD
NEVATLQTNSDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYIYWDEYGTEIDGTPYV
RSRAWEGNGKYRTAHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLVWEPWRTVYDRSDLP
LVRQRTIKNWGTTLWPRVAETVKND

arba j ja panasig seka, kurios identiSkumas yra bent 95%.

2. Antiktino fragmentas pagal 1 punkta, turintis aminorﬁgéc’:iq sekg SEQ ID: No. 2:
DIVMTQTTSHLSVSLGDRVTIACKASAHINNWLAWYQQKPGNAPSLLIAGATGLET
GVPSRFSGSGSGKDFTLSISSLQTEDVATYYCQQYWDTPYTFGGGTKLEIRGGG
GSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVSGFSLNSYGVH
WVRQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQT
DDTAIYYCARARGAMDYWGQGTSVTVSS

arba | ja panasig seka, kurios homologi§kumas yra bent 95%.

3. Antikiino fragmentas pagal bet kuri i§ ankstesniy punkty, skirtas naudoti
vaginolizino biologinio aktyvumo slopinimui arba neutralizacijai.

4. Preparatas, apimantis rekombinantinj viengrandj antikino fragmenta pagal bet
kurj i§ 1-2 punkty, skirtas naudoti vaginolizino biologinio aktyvumo slopinimui arba
neutralizacijai.

5. Preparatas pagal 4 punktg, skirtas naudoti infekcijos, tokios kaip Gardnerella
vaginalis bakterijy sukelta bakteriné vaginozé, slopinimui.

6. Farmaciné kompozicija, apimanti preparato pagal 4 punktg efektyvy kiekj
derinyje su farmaciniu pozilriu priimtinu nesikliu, skiedikliu, ekscipientu ir/arba
pagalbinémis medzZiagomis.

7. Farmaciné kompozicija pagal 6 punkta, skirta naudoti bukliy, sukelty
Gardnerella vaginalis infekcijos, profilaktikai ir/arba gydymui.
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Fig. 2
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Fig. 3
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