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Sis isradimas yra mikrobiologijos srities ir yra susijes su bakteriniy biopléveliy
atsiradimu ir augimu Zmogaus kardiovaskuliniuose audiniuose ir kraujo terpéje. Sis
isradimas konkreéiai susijes su bakteriniy biopleveliy sukeltos aterosklerozes ir
kardiovaskuliniy infekcijy prevencija ir gydymu, panaudojant prieSprasminius

oligonukleotidus ir jy farmacines kompozicijas.

ISradimo pagrindas

Sirdies ir kraujagysliy ligos yra vienos i§ dazniausiy mirties prieZasCiy
pasauliniu mastu (S. Mendis, P. Puska, B. Norrving. Global Atlas on cardiovascular
disease prevention and control. World Health Organization, Geneva (2011), p. 8-14).
Siy ligy spektras yra labai platus ir apima tokias sunkias, gresiancias gyvybei bikles
kaip iSemine (koronarine) $irdies liga, miokardo infarktg bei insultg. Fundamentine to
priezastis — ateroskleroze, kada dél susidariusiy ateroskleroziniy ploksteliy susiaureja
arteriniy kraujagysliy spindis. Savo ruoztu, aterogenezés prieZastys yra kompleksinés
jskaitant hiperlipidemija, padidéjusj kraujo kre$éjima, oksidacinj stresa, kraujagysliy
endotelio disfunkcijg, taip pat infekcija ir uzdegima, pazeidziantj kraujagysliy sieneles.

Remiantis Zinomais ir pripaZintais moksliniais tyrimais infekcijos veiksnys
aterogenezéje yra labai reikSmingas, ypa¢ turint omeny tuos mikroorganizmus, kurie
sudaro normaligja Zmogaus mikroflora (Koren ir kt. Human oral, gut and plaque
microbiota in patients with atherosclerosis. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 108 [Suppl. 1]
(2011), p. 4592-4598).

Vienas i§ Zmogaus kardiovaskulinés sistemos infekcijy Saltiniy yra normaliajg
Zmogaus mikroflorg sudarantys streptokokai. Tarp jy iSskirtinos ridys yra S. mutans ir
S. sobrinus, jprastai randami Zmogaus burnoje. Siy rasiy streptokokai be kita ko geba
suformuoti vandenyje netirpia bakterine bioplévele ant burnos audiniy pavirsiaus. Siy
bakterijy formuojamos biologinés plévelés struktirinj karkasg sudaro netirpus
polimeras — gliukanas, kurj i§ sacharozés sintezuoja keliy tipy gliukoziltransferazés
(Gtf) izofermentai, t. y. S. mutans GfB ir GtfC bei S. sobrinus Gtfl (Bowen ir Koo.
Biology of Streptococcus mutans-derived glucosyltransferases: role in extracellular
matrix formation of cariogenic biofiims. Caries Res. 45 (2011), p. 69-86).
Gliukoziltransferazes lokalizuojasi ne tik ant bakterijy sienelés, bet ir yra iSskiriamos |

aplinkg laisvoje formoje. Dél Siy fermenty veiklos S. mutans, S. sobrinus ir kitos burnos
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bakterijos gali tvirtintis praktiskai prie bet kokiy pavir$iy, tarp jy Zmogaus audiniy, nes
susidarantis gliukanas savo fizinémis savybémis yra labai lipni medziaga. Todel Gtf
fermentai tape svarbiu taikiniu kuriant jvairias farmakologi$kai aktyvias medziagas,

slopinancias S. mutans bei S. sobrinus bakterijy adhezija.

Deél kasdieniy burnos audiniy paZeidimy, kity patologiniy blseny, taip pat
atliekant medicinines intervencijas burnoje, sukeliancias reik8mingg bakteriemijg, S.
mutans bei S. sobrinus patenka j Zmogaus kraujg ir kardiovaskuling sistemg (Nakano
ir kt. Streptococcus mutans and cardiovascular diseases. J. Dent. Sci. Rev. 44 (2008),
p. 29-37).

Zmogaus kraujyje yra gryna forma randami gliukozés monomerai, kurig S.
mutans bei S. sobrinus, taip pat jy iSskiriamos gliukoziltransferazés gali panaudoti
gliukany sintezei. Bakterijy i§skiriamos gliukoziltransferazés i§ kraujo gliukozés gali
sintezuoti §j lipny polimera, prilimpantj prie kraujagysliy sieneliy ir tampantj adhezijos
Zidiniais trombocitams ir jy agregacijai kardiovaskuliniuose audiniuose.

Zinomais ir pladiai pripaZintais moksliniais tyrimais nustatyta, kad Zmogaus
Sirdies voZtuvy audiniuose bei aterosklerozinése plokstelése S. mutans aptinkamas
labai dideliu dazniu — 65% ir 75% atvejy atitinkamai (Nakano ir kt. Detection of
cariogenic Streptococcus mutans in extirpated heart valve and atheromatous plaque
specimens. J. Clin. Microbiol. 44 (2006), p. 3313-3317; Nakano ir kt. Detection of oral
bacteria in cardiovascular specimens. Oral Microbiol. Immunol. 24 (2009), p. 64-68).
Be to, S. sobrinus taip pat identifikuojamas aterosklerozinése plokstelése, taciau
mazesniu dazniu. Tai rodo, kad Sie burnos streptokokai yra susije su aterosklerozés

patogeneze.

S. mutans ir S. sobrinus vaidmuo aterosklerozeés raidoje susijes su Siy bakterijy
iSskiriamy gliukoziltransferaziy veikla — gliukano sinteze. Tyrimais nustatyta, kad S.
mutans padermes, turinCios defektus gifB ir gifC genuose, pasizymi ryskiai
mazesnémis savybémis sukelti trombocity agregacijg kraujyje palyginus su
normaliomis (,laukinémis®) S. mutans bakterijomis (Taniguchi ir kt. Defect of
glucosyltransferases reduces platelet aggregation activity of Streptococcus mutans:
Analysis of clinical strains isolated from oral cavities. Arch. Oral Biol. 55 (2010), p. 410-
416). Taigi streptokoky gliukoziltransferaziy raiskos slopinimas prakti§kai yra svarbus
ne tik danty éduonies, bet ir Sirdies bei kraujagysliy ligy prevencijai.
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Cia aprasytas patentuojamas iSradimas pateikia bida kaip uZslopinti ir/arba
sumazinti S. mutans ir S. sobrinus bakterinés plévelés formavimagsi Zmogaus
kardiovaskuliniuose audiniuose ir kraujo terpéje, tame tarpe kraujo serume. Sis
metodas remiasi prieSprasminiy oligonukleotidy (PO), selektyviai slopinanCiy S.
mutans gftB ir gtfC bei S. sobrinus gtfl geny raiSka, panaudojimu. Taip slopinant
gliukoziltransferaziy ir tolimesnéje pasekoje gliukano sinteze. Gliukano sintezés
inhibicija uzkerta kelig bakterinés bioplévelés susidarymui, kurie savo ruoZtu salygoja
aterosklerozés bei S. mutans ir S. sobrinus sukelty kardiovaskuliniy infekcijy, tokiy kaip
bakterinis endokarditas, profilaktikg bei prevencija, taip pat ateroskleroziniy ploksteliy

formavimosi slopinimg ir mazinima.

Be to, iSradime pateikiamas PO ir bakteriniy bioplévéliy sintezes slopinimo
budas panaudojamas jvairiy pavirsiy besilie¢ian¢iy su Zmogaus krauju ir audiniais,
pvz., vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany, zondy, voztuvy, protezy, implanty ir
pan., apdorojimui, siekiant antibakterinio poveikio nukreipto j S. mutans ir S. sobrinus
bakterijas, patekusias ant tokiy pavir§iy. Paminétina, kad bakterijos patekusios ant Siy
pavirsiy, pvz., kateteriy, implanty ar protezy, sintezuojamy gliukany pagalba tvirtai
prilimpa ir suformuoja bakterines biopléveles, kurios apriboja organizmo imuninés
sistemos galimybes sunaikinti bakterijas. Bakterijy suformuotos bioplévelés ant
vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany, zondy skatina aterosklerozes Zzidiniy
formavimasi kraujotakos sistemoje, tuo tarpu bakterinés bioplévelés ant Sirdies
voztuvy arba kauly ar sanariy implanty salygoja uzdegiminius procesus ir implanty
atmetimg, taip sukeldamos ypatingai sudétingas ir gyvybei pavojingas patologines
bilkles.

Apibendrinant iSdéstyta, patentuojami PO ir blidas kompleksiskai sprendzia
aterosklerozeés, kardiovaskuliniy ir susijusiy infekcijy profilaktikos, prevencijos ir
gydymo problemas.

ISradimo esmé

Kaip aptarta auks$€iau, yra aktualus poreikis spresti aterosklerozés,
kardiovaskuliniy ir susijusiy infekcijy profilaktikos, prevencijos ir gydymo problemas,
kurias sukelia bakterijos patekusios j kraujotakos sistema, j kardiovaskulinius audinius

ir kitus objektus kurie kontaktuoja su krauju ir kardiovaskulinés sistemos audiniais. Sis
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igradimas apima medziagas ir bida, kurie sprendZia $ias problemas, ypa¢ bakteriniy
biopleveliy ir bakteriniy gliukany salygojama aterosklerozes vystymasi bei

kardiovaskulinés sistemos infekcijas.

Pagrindinis patentucjamas i$radimo objektas yra medziaga - izoliuoti

prie$prasminiai oligonukleotidai (PO), atitinkantis $iuos pozymius:
a) PO sudaryti i§ nukleotidy seky pagal SEQ ID nr. 1, 13, 19;
b) PO sudaryti i§ nukleotidy seky, kurie yra SEQ ID nr. 1, 13, 19 fragmentai;

arba

c) PO, kuriy nukleotidy sekos ne maziau kaip 85% sutampa su sekomis
nurodyta SEQ ID nr. 1, 13, 19.

Taip pat iSradimo objektas yra PO, kuriy nukleotidy sekos skiriasi nuo SEQ ID
nurodytos SEQ ID nr. 1, 13, 19, vienu, dviem, trim arba keturiais nukleotidais, tarp u
PO fragmentai, kuriy nukleotidy sekos parinktos i§ Siy seky grupés: SEQ ID nr. 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11,12, 20, 21, 22, 23, 24.

PO, bet kuria i§ auk$&iau nurodyty formy, gali bati konjuguoti su peptidu
palengvinanciu prasiskverbima per bakterijos Igstelés sienele.

Taip pat i§radimo objektas yra PO, bet kuria i§ auk$Ciau nurodyty formy,
panaudojami ateroskleroziniy ploksteliy ir/ar Zzidiniy susiformavimo profilaktikai,
prevencijai, slopinimui ir mazinimui Zmogaus kardiovaskuliniuose audiniuose ir/ar

kraujo terpéje, kurios komponentas yra kraujo serumas.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i§ auk$ciau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta biofarmaciniam ir medicininiam
panaudojimui.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i§ auksciau nurodyty formy, ir kitos dalys, tarp jy biofarmacijoje naudojami
adjuvantai ir/ar neséjai.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i8 auk$&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, kurioje naudojamas neséjas yra
katijoninis polimeras.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
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kuria i§ auké&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta aterosklerazés gydymui ar

prevencijai.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i$ auk&&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta bakterinio endokardito gydymui

ar prevencijai.

Taip pat i§radimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i§ auks&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta pavirSiy besilieCianCiy su
Zmogaus krauju ir audiniais, pvz., vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany, zondy,
voztuvy, protezy, implanty ir pan., apdorojimui, siekiant antibakterinio poveikio
nukreipto j S. mutans ir S. sobrinus ant tokiy pavirsiy.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i8 auk$&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta pavirSiy besilieCianCiy su
Zmogaus krauju ir audiniais, pvz., vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany, zondy,
voZtuvy, protezy, implanty ir pan., apdorojimui, ateroskleroziniy ploksteliy ir/ar Zidiniy
susiformavimo profilaktikos, prevencijos, slopinimo ir mazinimo ant tokiy pavirsiy.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet
kuria i§ auk$Ciau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirtas pavirSiy besilieCianiy su
Zmogaus krauju ir audiniais, pvz., vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany, zondy,
vozZtuvy, protezy, implanty ir pan., apdorojimui, siekiant sumazinti bakteriniy bioplévely
atsiradimg ir augima.

Galiausiai iSradimas apima S. mutans ir S. sobrinus bakterijy kolonijy kontrolés
blda, kuris apima S$iy bakterijy gebéjimo sintetinti biopléveliy karkasg sudaranciy
egzopolisacharidy slopinima, panaudojant PO, specifi§kai ir vienu metu slopinancio
gtfB ir gtfC iRNR raiska S. mutans bakterijoje ir gtfl iRNR raiSkg S. sobrinus bakterijoje,
administravima, taip vienu metu slopinant $iy bakterijy gebéjimg sintezuoti vandenyje

netirpiy gliukany ir dalinai vandenyje tirpiy gliukany polimerus.

lliustracijy aprasymas

Fig. 1 rodo nukleotidy SEQ ID nr. 14 fragmenta:

5'.
UCUGUUAAGAUUAAGCAAUGGUCUGCCAAGUACUUUAAUGGGACAAAUAU

UUUAGGGCGCGGAGCAGGCUAUGUCUUAAAAGA-3', pateiktg
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originaliame Mfold programos formato rezultatuose, prognozuojantiuose S. mutans
gtfB iRNR antrings struktiros modelj su apibrézta prieSprasminio oligonukleotido
prisijungimo sritimi. Kaip matoma $iame modelyje, apibrézta sritis turi rutuling kilpa,
kuri yra sudaryta i$ nesuporuoty nukleotidy (5-UAAGCA-3'), lemianciy tai, kad
pasirinkti PO gali bati stipris konkurentai heteroduplekso formavimesi. Simboliai ,— -
— ———“ir,\" reiskia sary$j tarp atitinkamy nukleotidy ir jie yra panaudoti geresniam
rutuliniy ir smeigtukiniy kilpy atvaizdavimui. Kaip parodyta Fig. 1, gtfB iRNR sritis
prasideda nuo 3049 nt, o apibrézta PO prisijungimo vieta prasideda nuo 3056 nt — tai
yra taip pat kaip ir S. mutans gtfB gene (Zr. 1 pavyzdj).

Fig. 2 (fig. 2a, 2b ir 2c) rodo stikliuko su S. mutans kultGros bioplevele optinj
pavirSiaus profilj po 24 val. inkubacijos su skirtingais poveikiais Todd Hewitt buljone,
turinCiame 1% sacharozés:

fig. 2a — biopléveles pavirSiaus optinis profilis esant PO1 + TurboFect™
poveikiui;

fig. 2b — bioplévelés pavir§iaus optinis profilis esant PO2 + TurboFect™
poveikiui;

fig. 2c — bioplévelés pavirSiaus optinis profilis esant PO3 + TurboFect™
poveikiui. Padidinimas x50. 1 lenteléje taip pat pateikti duomenys, susije su Fig. 2

Fig. 3 rodo S. mutans kultdry, auganéiy Todd Hewitt buljone be sacharozés
(fig. 3a) ir su 1% sacharozes (fig. 3b, 3¢, 3d), optinius tankius 24 val. poveikiuose su
nukleaziy neturinéiu vandeniu (fig. 3a, 3b, 3c ), TurboFect™ reagentu (fig. 3a, 3b) arba
abiejy kartu (fig. 3b, 3d), tik su PO (fig. 3¢ ) arba jy kombinacija su TurboFect™ (fig.
3d).

Simboliai: @, terpe be bakterijy ir poveikiy, B, nepaveiktos bakterijos; A,
nukleaziy neturintis vanduo; <, TurboFect™; @, nukleaziy neturintis vanduo +
TurboFect™; O, PO1 arba PO1 + TurboFect™; X, PO2 arba PO2 + TurboFect™; *,
PO3 arba PO3 + TurboFect™.

Fig. 4 rodo Gramo bidu dazyty S. mutans bakterijy morfologijg po 24 val.
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inkubacijos Todd Hewitt buljone esant skirtingiems poveikiams:
fig. 4a — bakterijos, augantios terpéje be sacharozes;
fig. 4b — bakterijos, augandios terpéje su 1% sacharoze,

fig. 4c — bakterijos esant PO1 + TurboFect™ poveikiui Todd Hewitt buljone su

1% sacharoze;

fig. 4d — bakterijos esant PO2 + TurboFect™ poveikiui Todd Hewitt buljone su

1% sacharoze,

fig. 4e — bakterijos esant PO3 + TurboFect™ poveikiui Todd Hewitt buljone su

1% sacharoze. Padidinimas x100 (imersiné sistema).

Fig. 5 rodo S. mutans kultory, auganciy Todd Hewitt buljone be sacharozés,
optinius tankius 24 val. poveikiuose su nukleaziy neturin¢iu vandeniu (fig. 5a, 5b),
TurboFect™ reagentu (fig. 5a) arba abiejy kartu (fig. 5a, 5c¢), tik su PO (fig. 5b) arba jy
kombinacija su TurboFect™ (fig. 5c).

Simboliai: ¢, terpé be bakterijy ir poveikiy; B, nepaveiktos bakterijos; A,
nukleaziy neturintis vanduo; <, TurboFect™; @, nukleaziy neturintis vanduo +
TurboFect™; O, PO1 arba PO1 + TurboFect™; x, PO2 arba PO2 + TurboFect™; *,
PO3 arba PO3 + TurboFect™.

Fig. 6 rodo gliukoziltransferazés geny daugybine seky palyginamajg atrankg
tarp jvairiy Streptococcus rasiy ir padermiy atlikta panaudojant MAFFT programos
internetinj serverj, esantj Max Planck Institute for Development Biology. Konservatyvi
tiksling sritis (sudaryta i§ 26 nukleotidy: 5-GTTAAGATTAAGCAATGGTCTGCCAA-3',
turinti SEQ ID nr. 16) yra apibrézta dideliame stadiakampyje, o nesutapimai yra
apibrézti mazuose staiakampiuose. Paveiksle nurodytos Strepfococcus rasys ir
padermes yra $ios:

ENAJAANS58705|AAN5870_0/1-4431 - Streptococcus ~ mutans UA159
gliukoziltransferaze-I;

ENA|AAN58706|AAN5870_1/1-4368 - Streptococcus  mutans ~ UA159
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gliukoziltransferaze-Sl,

ENA|D88654|D88654.1_2/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazés-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PYT216;

ENA|D88660|D88660.1_3/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazés-1
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PYT223;

ENA|D89977|D89977.1_4/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazes-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PTH1;

ENA|D88657|D88657.1_5/1-5686 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazés-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PYT239;

ENA|M17361|M17361.1_6/1-10029 — Streptococcus mutans gliukoziltransferaziy
(gtfB ir gtfC) genai, pilnos koduojancios sekos,

ENA|D88651|D88651.1_7/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazes-1
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PSK®;

ENAJAB299801)AB29980_8/1-4410 — Streptococcus criceti gtfl gliukoziltransferazés-
| genas, pilna koduojanti seka;

ENAJAB273728|AB27372_9/1-4930 — Streptococcus criceti gtfl gliukoziltransferazés-
| genas, pilna koduojanti seka, padermé: GTC242;

ENA|AB355819]AB35581_10/1-4602 -  Streptococcus  dentirousetti  gtfl
gliukoziltransferazés-I genas, pilna koduojanti seka;

ENA|AB275384|AB27538_11/1-5423 - Streptococcus dentisuis gtfl
gliukoziltransferazés-l genas, pilna koduojanti seka;

ENA|AB272987|AB27298_12/1-4984 - Streptococcus orisuis gtf
gliukoziltransferazés genas, pilna koduojanti seka;

ENA|D63570|D63570.1_13/1-6838 — Streptococcus sobrinus gliukoziltransferazes-|
genas, pilna koduojanti seka,

ENA|M17391|M17391.1_14/1-4995 — Streptococcus downei gliukoziltransferazes
geno pirmtakas, pilna koduojanti seka.

Fig. 7 rodo gliukoziltransferazés geny daugybine seky palyginamaja atranka
tarp jvairiy Streptococcus rasiy ir padermiy, aptinkamy Zmogaus organizme, atliktg
panaudojant MAFFT programos internetinj serverj, esantj Max Planck Institute for
Development Biology. Konservatyvi tiksliné sritis (sudaryta i§ 26 nukleotidy: 5'-
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CGCGTCATGTTTGAAGGTTTCTCTAA-3', turinti SEQ ID nr. 18) yra apibrézta
statiakampyje. Fig. 7 nurodytos Streptococcus rasys ir padermés yra Sios:

ENAJAANS58705]AANS870_0/1-4431 - Streptococcus ~ mutans UA159
gliukoziltransferaze-|;

ENA|AANS58706|AAN5870_1/1-4368 - Streptococcus mutans UA159

gliukoziltransferazé-Sl;

ENA|D88654|D88654.1_2/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazés-
genas, pilna koduojanti seka klonas:PYT216;

ENA|D88660|D88660.1_3/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazés-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PYT223;

ENA|D89977|D89977.1_4/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazes-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PTH1,

ENA|D88657|D88657.1_5/1-5686 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazés-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PYT239;

ENA|M17361|M17361.1_6/1-10029 — Streptococcus mutans gliukoziltransferaziy
(gtfB ir gtfC) genai, pilnos koduojancios sekos;

ENA|D88651|D88651.1_7/1-5684 — Streptococcus mutans gliukoziltransferazes-|
genas, pilna koduojanti seka, klonas:PSK6;

ENA|D63570|D63570.1_13/1-6838 — Streptococcus sobrinus gliukoziltransferazes-|
genas, pilna koduojanti seka.

Fig. 8 rodo stikliuko su mai$ytos S. mutans ir S. sobrinus kultiros bioplévelés
optinj pavir§iaus profilj po 24 val. inkubacijos su skirtingais poveikiais Todd Hewitt
buljone, turiné¢iame 10% kraujo serumo ir 1% sacharozés:

fig. 8a — bioplévelés pavirSiaus optinis profilis nesant poveikiams;

fig. 8b — bioplévelés pavirSiaus optinis profilis esant PO1 + TF (TurboFect™)
poveikiui;

fig.8¢c — bioplévelés pavir$iaus optinis profilis esant PO3 + TF (TurboFect™)

poveikiui. Padidinimas x50.

Fig. 9 rodo maiSytos S. mutans ir S. sobrinus kultlros bioplévelés kiekius,
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susidariusios ant stikliuko pavirsiaus, po 24 val. inkubacijos su skirtingais poveikiais

Todd Hewitt buljone, turinéiame 10% serumo ir 1% sacharozes:
fig. 9a — bioplévelés pavirsiaus Siurkstumo parametras Rq;
fig. 9b — bioplévelés storis.

Kontrole — stikliuko pavirius po 24 val. inkubacijos Todd Hewitt buljone,
turingiame 10% kraujo serumo ir 1% sacharozés, tadiau be bakterijy, nepaveiktos
bakterijos (fig. 9a, 9b juodas stulpelis) — tai yra bakterijos, inkubuotos 24 val. Todd
Hewitt bulione su 10% serumo, tagiau be sacharozés ir poveikiy, nepaveiktos
bakterijos (fig. 9a, 9b baltas stulpelis) — tai yra bakterijos, inkubuotos 24 val. Todd
Hewitt buljone su 10% serumo ir 1% sacharozés, taciau be poveikiy, PO + TF —tai yra
prieSprasminis oligonukleotidas + TurboFect™ reagentas. ReikSmés (n = 6
[Siurkstumas Rq]; n = 5 [storis]) yra nurodytos kaip vidurkiai + standartine vidurkio
paklaida. *p < 0,05 palyginus su nepaveiktomis bakterijomis (baltas stulpelis), **p <
0,05 palyginus su PO3 + TF.

Savoky apibrézimai

Siame dokumente naudojama savoka ‘prie§prasminis poveikis” reiSkia
oligonukleotido poveikj, kuris susidaro po to kai sudaromas junginys su papildoma
seka, esandia iRNR, lemiantis specifinj geno raiSkos ir baltymo transliacijos slopinima.

Siame dokumente naudojama sgvoka priesprasminiai oligonukleotidai (PO)
apibldina preparatus, kurie yra chemiskai modifikuotos arba nemodifikuotos
viengubos nukleorligsties molekulés (paprastai 15-30 nt ilgio), galindios selektyviai
jungtis su savo taikiniu iRNR sekoje pagal Watson-Crick susiporavimo principg. PO-
iRNR heterodupleksy formavimasis sglygoja Siuos efektus:

1) aktyvuojama RNazé H endonukleazé arba bakterijy endoribonukleazés —
RNazé lll ir RNazé E - lemiangios iRNR degradacija, tadiau paliekant PO nepaZeista;

2) sglygojama transliacijos inhibicijg per ribosomy veiklos sterinj blokavima;
3) slopinamas iRNR susijungimas;
4) destabilizuojamas iRNR pirmtakas.

Kuris efektas pasireik$, priklauso nuo PO cheminés struktiros ir hibridizacijos
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vietos, tadiau vélesni rezultatai yra konkretaus geno-taikinio raiSkos ir baltymy

transliacijos derereguliacija.

“Nukleotidy seka”, “nukleoragstis”, ,nukleoragsties grandineé“ir ,nukleoragsties
seka” reikia, kad bet kas, kas jungiasi arba hibridizuojasi per baziy susijungimg
jskaitant oligomerus arba polimerus, turinius pagrindg, suformuotg i§ natraliai
atsirandanciy nukleotidy, tokiy kaip DNR (dezoksiribonukleino rigstis) arba RNR
(ribonukleorugstis) ir/arba nukleorlgsties analogai, susidedantys i§ nestandartiniy
nukleobaziy ir/arba nestandartiniy karkasy, pavyzdziui, peptidiné nukleortigstis (PNR)
arba uZrakinta nukleorigstis (UNR), arba be kokia iSvestiné arba modifikuota
nukleorligsties forma, tame tarpe ir pakeitimai siekiant padidinti stabiluma ir atsparuma

nukleazéms.

Siame dokumente naudojama savoka “peptidiné nukleoragstis* arba ,PNR*
reiSkia sintetinj oligomerg arba polimera, turintj poliamido pagrindg su prisijungusiomis
nukleobazémis (atsirandanciomis natlraliai arba modifikuojamomis), jskaitant, bet
neapsiribojant, bet kokie oligomery ar polimery segmentai nurodyti ar jvardinti kaip
peptidinés nukleorligstys JAV Pat. Nr. 5539082, 5527675, 5623049, 5714331,
5718262, 5736336, 5773571, 5766855, 5786461, 5837459, 5891625, 5972610,
59860563, 6107470 6201103, 6228982 ir 6357163, W0O96/04000, kurie visi yra jtraukti
kaip nuorodos arba yra naudojami kaip nuorodos kituose cituotuose dokumentuose.
Prisijungusi nukleobaze, pavyzdziui, purino ar pirimidino bazé PNR gali bti prijungta
prie karkaso naudojantis viena i$ jung&iy apibtdinty PCT/US02/30573 ar bet kurioje
kitoje nuorodoje, esancioje Siame dokumente. Jame PNR turi N-(2-aminoetilo)-glicino)
pagrindg. PNR gali bati susintetinta (ir vizualiai pazenklinta) kaip minima
PCT/US02/30573 arba jame cituotose nuorodose. PNR stipriai jungiasi ir tai atlieka
specifinio eiliSkumo tvarka, su DNR ir RNR, nes PNR karkasas neturi krivio. Taigi,
trumpi PNR zondai gali demonstruoti panasSig specifika su ilgesniais DNR ir RNR
zondais. PNR zondai taip pat gali rodyti didesnj detalumg prisijungiant prie papildomos
DNR ar RNR.

Siame dokumente naudojama sgvoka ,uZrakinta nukleoragstis“ arba ,UNR"

reiSkia oligomerg arba polimerg, sudarytg bent i§ vieno ar keliy UNR subvienety.

Siame dokumente naudojama sgvoka ,UNR subvienetas“ reiskia
ribonukleotida, kuriame yra metileno tiltas, jungiantis 2'-deguonies riboze su 4'-anglimi

(Zr. Kurreck Antisense technologies. Improvement through novel chemical
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modifications. (Eur J Biochem 270 (2003). 1628-1644 p.)).

Nukleino ragséiy ir nukleino rtgsciy analogy pavyzdZiai, naudojam kaip
izoliuotas PO, taip pat apima oligomery ir nukleotidy monomery polimerus, tarp jy
dvigubi ir viengubi deoksiribonukleotidai (DNR), ribonukleotidai (RNR) tarp jy natiraliai
susiformuojanéios prie$prasminés RNR molekulés, tokios kaip mikroRNR (miRNR) ir
mazos trukdanéios (interferuojantios) RNR (siRNR), randamos eukariotinése
lastelése, taip pat mazos prieSprasminés RNR, randamos prokariotinése lgstelése
(bakterijose), anomerinés jy formos, natiralls ir sintetiniai analogai ir kita.
Nukleortigéties grandiné gali bdti sudaryta vien tik i$ deoksiribonukleotidy,
ribonukleotidy, peptidiniy nukleortgs¢iy (PNR), uZrakinty nukleortgsciy (UNR),
natoraliy ar sintetiniy analogy, tokiy kaip fosforodiamidato morfolino ir
tiofosforoamidato oligonukleotidai, ar jy misiniai. DNR, RNR ir kitos nattralios ar Siame
dokumente apibidintos sintetinés nukleo rigstys gali bati naudojamos metoduose ir

iSradimo kompozicijose.

Naudojant terming ,farmaciskai tinkamas®, pavyzdZiui, percituojant
_farmaciskai tinkamas ne$éjas* arba ,farmaciskai tinkamas priedas” Siame dokumente
norima pasakyti, kad medzZiaga, kuri néra biologiSkai ar kaip nors kitaip
nepageidaujama, t.y. medZiaga gali bdti inkorporuota j farmacines kompozicijas,
skiriamas pacientui, nesukeliant nepageidaujamy biologiniy poveikiy ar reaguojant
kitus komponentus, esanéius kartu sudétyje nesielgia Zalingai. Be to, priedai ir neséjai,
esantys minimose sudétyse, yra tinkami taikyti kardiovaskuliniy audiniy aplinkoje ir/ar
kraujo terpéje nesukeliant jokio nepageidaujamo biologinio poveikio bei niekaip
Zalingai nereaguojant. Siame dokumente yra pateikti tinkamy ne$ejy ir priedy
pavyzdziai, kuriy tarpe yra vanduo be nukleaziy ar bet koks kitas reagentas, kurio
pagalba yra suformuojamas kompaktidkas, stabilus, teigiamai jkrautas kompleksas su
oligonukleotidu, skirtas saugoti nuo degradacijos ir padéti oligonukleotidui lengviau
isiskverbti j bakterijy lgsteles, pavyzdziui, komerciSkai prieinamas TurboFect™
transfekcijos reagentas ir katijoninis polimeras (Thermo Fisher Scientific, Fermentas).

Siame dokumente vartojama sgvoka ,nukleaziy neturintis vanduo® reiskia
sterily dejonizuotg vandenj, kuriame néra jokio tipo nukleaziy, galinCiy skaidyti
oligonukleotidus.

Siame dokumente vartojamas terminas ,bioplévelé“ reiSkia bioplévele,

sudarytg i§ polisacharidy matricos, kurig sudaro daugiausia vandenyje netirpls ir
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dalinai tirpis gliukanai ir bakterijos, galingios i§ gliukozés monomery sintezuoti

polisacharidinius polimerus, sudarancius egzopolisachariding matrica.
ISsamus iSradimo aprasymas

Kaip minima $iame dokumente, bakterijy kultGros gali bati tiek in vivo, tiek in
vitro kultGros, jei néra atskirai nurodoma, kokia butent kultira turima omeny. Minetos
kultaros gali biti suspenduotos ant kiety pavirsiy, tokiy kaip stiklas (in vitro pavyzdys
kietoje bisenoje) arba kraujagyslés sienelés audiniai (in vivo pavyzdys kietoje
basenoje) ar bet koks kitas kietas pavirSius kardiovaskulinéje sistemoje, arba

implantas ar kitoks pavir§ius kontaktuojantis su Zmogaus audiniais ir krauju.

Kaip minéta ankséiau, iSradimas parodo naujg biida, skirta biopléveliy, tokiy
kaip bioplévele, besiformuojanti i§ burnos streptokoky, ypa¢ S. mutans ir S. sobrinus,
ir biopléveliy junginiy ant kiety pavir$iy, pavyzdziui, stiklo ir kraujagysliy sieneliy

pavir§iy, formavimosi mazinimui, slopinimui ar kelio tam uzZkirtimui.

Siam naujam badui taikomas efektyvus prie$prasminiy oligonukleotidy (PO)
poveikis, siekiant vienu metu nusitaikyti ir slopinti gliukozilransferazés iRNR israiska
keliy rOsiy streptokokuose, ypa¢ S. mutans ir S. sobrinus, tokiy kaip gifB ir gtfC
glukoziltransferazés iRNR, esanéias S. mutans ir gtfl iRNR S. sobrinus, lemianciy
vandenyje netirpiy ir i§ dalies vandenyje tirpiy gliukano polimery gamybos ir bakterijy
Iasteliy sukibimo slopinimg S. mutans ir S. sobrinus kultirose taip lemiant biopléveliy
mazinimg, slopinima arba kelio uzkirtimg jy formavimuisi. Minétos kulttros gali biti in
vitro kultlros arba in vivo kultliros, pvz., kardiovaskulingje sistemoje arba ant kity kiety
pavirSiy kontaktuojanéiy su Zmogaus audiniais ir krauju.

ISradime patentuojamy naujy PO seky saraSas ir apraSymas pateiktas 1
priede.

Minéti PO gali bati chemiskai sintetinami fosforotioaty formos
oligodeoksiribonukleotidai, savo sekomis atitinkantys nukleotidy SEQ ID nr. 1, 13, 19
sekas, prieSprasminio efekto eksponavimui, kaip parodyta pavyzdyje, arba bet kurios
kitos PO formos, apibldintos Siame dokumente, t.y., SEQIDnr. 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 20, 21, 22, 23, 24, arba iSradimo specifikacijoje nurodytas salygas atitinkantys PO
fragmentai ar modifikacijos.

Gliukany, sudarangiy bioplévelés egzopolisacharidine matricg, matavimas gali

bati atliktas kaip aprasyta antrame ir penktame pavyzdZiuose, kur profilometrijos
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rezultatai aiSkiai parodo, kad bakterijy adhezija prie stiklo paviriaus yra stipriai
sumazinama su PO molekulémis, kuriy nukleotidy seka atitinka SEQ ID nr. 1, 13 arba
19.

Biopleveleés formavimosi mazéjimas rodo gliukano polimery sintezés mazéjima
nes gliukanai yra batini biopleveliy formavimuisi, o gliukany nebuvimas lemia

bioplévelés nesiformavima.

Gliukany koncentracijg bakteriniy Igsteliy kultirose taip pat galima iSmatuoti
naudojant kitus metodus, apibldintus Guo ir kt. , Treatment of Streptococcus mutans
with antisense oligodeoxyribonucleotides to gtfB mRNA inhibits GtfB expression and
function“ (FEMS Microbial Lett 264 (2006), 8-14 p.) ir Masuko ir kt. ,Carbohydrate
analysis by a phenol-sulfuric acid method in microplate format“ (Anal Biochem 339
(2005) 69-72 p.).

Kitas $io iSradimo naujumo ir iSradimo lygio aspektas suteikia priemones
naudoti tik vieno tipo (vienos nukleotidy sekos) PO, kurie efektyviai slopina tiek
vandenyje tirpius, tiek i§ dalies vandenyje tirpius gliukanus S. mutans uzkoduotus gitfB
ir gtfC genais ir taip pat S. sobrinus gtfl.

Sis naujas badas leidZia naudoti vienus PO bakterinése kultirose tam, kad
paveikti du taikinius — gffB ir gtfC IRNR S. mutans ir tuo paiu metu
gliukoziltransferazés-l iRNR S. sobrinus.

Taikiniai minétuose S. mutans ir S. sobrinus genuose bei atitinkamai iRNR yra
konservatyviis — koduojangios nukleotidy sekos S8iy bakterijy genuose yra
nekintan€ios. Todél PO panaudojimas sumazina bakterijy gebéjimg kitais bldais
sintetinti vandenyje netirpius ir dalinai tirpius gliukanus, kad bdty galima sukurti
biopléeveles polimering matricg. Taikiniy konservatyvumas parodytas ir pagrjstas Fig.
6ir Fig. 7

Pagal §j iSradimg nauji PO, kurie pasiekia prieSprasminj efekta, gali bati
chemi8kai sintetinamos fosforotioaty oligodeoksiribonukleotidy sekos, atitinkancios
nukleotidy sekas pagal SEQ ID nr. 1, 13, 19, arba gali blti bet kokia kita $iame
dokumente apibudinta PO forma, t.y.,, SEQIDnnr. 4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 20, 21, 22,
23, 24, ar jy fragmentai ar modifikacijos.

Trumpesnes sekos (SEQ IDnr. 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 20, 21, 22, 23, 24)
turi tokj patj nukleotidy (nt) i§sidéstyma kaip ir PO su SEQ ID nr. 1, 13, 19, todél jos
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gali bati savarankiskai naudojamos nustatytiems bakterijy genomo taikiniams tarp gtfB
ir gtfC S. mutans, taip pat S. sobrinus gtfl geny ir iRNR. Dél termodinaminiy savybiy
(tokiy padiy kaip ir su PO SEQ ID nr. 1, 13, 19), Sie trumpesni fragmentai atitinkamoje

bakterijy genomo srityje gali formuoti heterodupleksus.

Pazymétina, kad PO, turintis SEQ ID nr. 1, jungiasi su nesuporuotais
nukleotidais esanéiais rutulinéje kilpoje S. mutans iRNR gtfB kaip tai yra nurodyta Fig.
1 Analogiskai ilgesnés sekos PO (SEQ ID nr. 13) gali formuoti heterodupleksus
numatytoje srityje ir papildo bei jungiasi rutulingje kilpoje su nesuporuotais nukleotidais

S. mutans iRNR gtfB kaip yra apibréZta fig. 1

Gausus literatiiroje pristatyty tyrimy, atlikty in vitro ir in vivo sglygomis, skaiCius
demonstruoja, kad nuo 8 nt iki 30 nt ilgio nukleotidy seky PO badingas prieSprasminis
poveikis. Net ir PO su vienu nesutampanéiu nukleotidu taip pat bldingas stiprus
prieSprasminis poveikis (Zr. Hamel ir kt. ,/nhibition of gene expression by anti-sense
C-5 propyne oligonucleotides detected by a reporter enzyme* (Biochem J 339 (1999),
547-553 p.); Wagner ir kt. ,Potent and selective inhibition of gene expression by an
antisense heptanucleotide” (Nat Biotechnol 14 (1996), 840-844 p.); Fakler ir kt. ,Short
antisense oligonucleotide-mediated inhibition is strongly dependent on oligo length and
concentration but almost independent of location of the target sequence(J Biol Chem
269 (1994), 16187-16194 p.); Woolf ir kt. ,Specificity of antisense oligonucleotides in
vivo“ (Proc Natl Acad Sci USA 89 (1992), 7305-7309 p.)).

PO sintezé

Siame i$radime nurodytos naujos PO sekos gali bati sintetinamos ir
modifikuojamos jvairiais bilidais. Fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidai, kaip
pavaizduota 2 pavyzdyje, gali bati naudojami kaip skirtingy formy PO. Tokie
fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidai  skiriasi nuo  nemodifikuoty
oligodeoksiribonukleotidy tuo, kad vienas i§ deguonies atomy fosfodiesterio jungtyje
yra pakei¢iamas sieros atomu. Fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidai gali
biti chemiskai sintetinami, pavyzdZiui, Metabion International AG (Vokietija) naudojant
automatizuota DNR sintezatoriy ir forforamiditinj metodg pagal pladiai Zzinoma
standartinj protokolg (Zr., G. Zon , Oligonucleoside Phosphorothioates” Ed. S. Agrawal
JProtocols for Oligonucleotides and Analogs: Synthesis and Properties“ (methods Mol
Biol 20 (1993), 165-189 p., Humama Press Inc., Totowa, NJ); Guzaev ,Reactivity of
3H-1,2,4-diathiazole-3-thiones and 3H-1,2-dithiole-3-thiones as sulfurizing agents for



16
LT 6214 B

oligonucleotide synthesis* (Tetrahedron Lett 52 (2011), 434-437 p.); Sanghvi ,A status
update of modified oligonucleotides for chemotherapeutics applications” (Curr Protoc
Nucleic Acid Chem Suppl. 46 (2011), Unit 4.1.1-4.1.22)).

Fosforotioaty formos PO sintezé susideda i$ 4 etapy sintetiniy cikly.

Sintetinis fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidy ciklas prasideda nuo
nukleotido, prisitvirtinusio prie kietos atramos (stiklo ar polisterino rutuliuko),
atblokavimo 3'-pozicijoje. Sis pirmasis etapas vadinamas detrityliacija ir yra skirtas
pasalinti rigéciai atsparig dimetoksitritylo apsauging grupe i$ 5'-hidroksilo atraminés
nukleozidy grupés, naudojant ragsties tirpalg i§ dichloracto ragsties tirpalo

dichlormetane ar toluene.

Tolesnis etapas yra 5'hidroksilo nukleozidy grupés sujungimas su jeinanciu

foforamidiniu reagentu, aktyvuojamu su 1H- tetrazolu arba 4,5-dicianoimidazolu.

Gautas 3’, 5-internukleosido fosfito jungtis yra sulfurizuojama (treCiasis
etapas) su N,N,N’'N’-tetraetyltiuram disulfidu, kad suteikti tiono fosfotriesterio jungtj.
Kita vertus, sulfurizacija gali bati atlikta naudojant kitus reagentus, pavyzdziui,
fenilacetil sulfidg su 3-pikolinu, 3H-1,2- benzoditiol-3-vienas-1,1-dioksidg (Beaucage
reagentg) arba N,N-dimetil-N'-(3-tiokso-3H-1,2,4-ditazol-5-yl) metanimidamida.

Ketvirtame etape yra pasiekiamas nesureagavusios 5'-hidroksilo nukleozidy
grupés ribojimas su acto rligsties anhidrido ir N-metilimidazola/2,6-lutidina/acetonitrila.

Sio keturiy etapy sintezés ciklo rezultatas yra papildoma DNR baz¢ ir ciklas
yra kartojamas tol kol sukuriama visa norimo ilgio seka pagal norimg PO seka.

Po sintezés cikly baigimo oligodeoksiribonukleotidai lieka prisijunge prie
atramos su visomis apsaugos grupémis. Todél, siekiant atskirti ir pasalinti apsauga
nuo $iy baziniy neatspariy grupiy (pvz., cianoetilo grupé ant fosfaty triesterio), tvirta
atrama yra veikiama trietilamino acetonitrilo tirpalu, o po to amonio hidroksidu.

Po to, atramos yra pasalinamos filtracijos pagalba ir oligodeoksiribonukleotidai
yra surenkami po amonio hidroksido iSgarinimo. Galiausiai atliekamas susintetinty
fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidy iSvalymas naudojant efektyvig skysciy
chromatografijg (HPLC), nudruskinima ir liofilizavima.

PO nedéjai

Siame dokumente minimi PO gali biti efektyviau transportuojami j S. mutans
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ir S. sobrinus bakterijas (t.y., jsiskverbti per bakterijy Igstelés sienele) naudojant
neséjus. Neséjas gali bati transfekcijos reagentai ir katijoniniai polimerai, kurie yra
inomi. Visy PO formy su neseéju ar transfekcijos reagentu, sudarytu i$ katijoninio
polimero, pavyzdziui, TurboFect™ (Thermo Fisher Scientific, Fermentas) gali bati
naudojama tam, kad padidinti bakterijy PO jsisavinimg ir efektyviai padidinti
bioplevelés formavimosi S. mutans ir S. sobrinus inhibicija.

Fosforotioato formos PO SEQ ID nr. 1, 13, 19, naudojami bioplévelés
formavimosi slopinimui pademonstruoti ant kieto pavirSiaus, parodant jy deka
pasiekiamg prie$prasminj efekta. Toks pats efektas pasiekiamas ir su kity formy PO,
aprasytais Siame dokumente, pvz., SEQID nr. 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 21, 22,
23, 24, arba jy fragmentais, arba jy modifikacijomis.

Kiti ne$éjai, naudojami jvairioms PO formoms, skirti PO jterpimui j eukariotines
ir prokariotines lgsteles, gali bati jvairios cheminés medZiagos, galinCios sudaryti
kompleksus su izoliuotais oligonukleotidais tam, kad apsaugoti juos nuo degradacijos
ir pagerinti jy skvarbg | lasteles. Sios medziagos apima, bet neapsiriboja, kalcio
druskos (pvz., kalcio fosfatas, kalcio chloridas), katijoniniai lipidai (pvz., N-(2,3
dioleoiloksipropyl) N, N, N-trimetilamonio chloridas, dioleoilfosfatidiletanolaminas,
cholesterolis), katijoniniai polimerai (pvz., dietilaminoetilo dekstranas, polietileniminas,
chitozanas, ciklodekstrinas, poliamidoamino dendrimerai, polipropilenimino
dendrimerai), j lasteles prasiskverbiantys peptidai (peptidai, paprastai turintys maziau
nei 30 amino rigsciy; pvz., penetratinas) ir skirtingy tipy nanodalelés (Zr. D. Liu ir kt.
»,Chemical Methods for DNA Delivery”, Ed., E. C. Heiser, Volume 1 of Gene Delivery
to Mammalian Cells (Methods Mol Biol 245 (2004), 3-23 p., Mumana Press Inc.,,
Totowa, NJ); Zhu ir Mahato ,Lipid and polymeric carrier-mediated nucleic acid delivery*
(Expert Opin Drug Deliv 7 (2010), 1209-1226 p.); Bai ir kt. ,Antisense antibiotics: a brief
review of novel target discovery and delivery” (Curr Drug Discov Technol 7 (2010), 76-
85 p.); Yu ir kt. , Targeted delivery systems for oligonucleotide therapeutics” (AAPS J
11 (2009), 195-203 p.); Aalinkeel ir kt. ,Quantum rods as nanocarriers of gene therapy*
(Drug Deliv 19 (2012), 220-231 p.). Visi Sie transfekcijos reagentai, i§skyrus kalcio
fosfatg, kuris formuoja kalcio-fosfato-DNR nuosédas, veikia panaSiai — jie sudaro
junginius su oligonukleotidais per elektrostatine saveikag tarp neigiamo krivio
oligonukleotidy molekuliy ir teigiamo kriivio reagento molekuliy. Kadangi tokie

kompleksai i$laiko teigiamg krivj, jie gali susijungti su neigiamo krivio eukariotiniy
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lasteliy plazmine membrana ar bakterijos Iastelés sienele ir gali bti jsisavinti Iasteliy.

Plagiausiai naudojama transfekcijos reagentai PO pristatymui j bakterines
lasteles yra katijoniniai polimerai ir j lasteles jsiskverbiantys peptidai, kurie yra
naudojami visiems $iame dokumente minimiems PO, skirtingoms Siame dokumente
minimoms PO formoms ir modifikacijoms. Svarbu akcentuoti, kad | Iasteles
prasiskverbiantys peptidai yra pajegus jsiskverbti j lgsteles ne tik elektrostatines
sgveikos déka, bet ir formuojant trumpalaikes poras lasteliy plazmingje membranoje
(2r. Guo ir kt. ,Treatment of Streptococcus mutans with antisense
oligodeoxyribonucleotides to gtfB mRNA inhibits GtfB expression and function (FEMS
Microbial Lett 264 (2006), 8-14 p.) efektyviam fosforotioaty formos PO pristatymas iki
S. mutans bakterijy naudojant katijony polimerg — So-Fast™ (Taiyangma).

Atliekant §j isradimg pagrindzZiangius tyrimus buvo taikomas Zinomas ir rinkoje
prieinamas transfekcijos reagentas TurboFect™ (Thermo Fisher Scientific,
Fermentas). Sio katijoninio polimero pagalba PO su SEQ ID nr. 1, 13, 19 buvo jterpti |
S. mutans ir S. sobrinus bakterijas, tuo pademonstruojant Sio transfekcijos reagento

efektyvuma, eksperimentiskai.
Panaudojimas

Sis iSradimas visomis savo iSraikomis suteikia priemones ir budus
bioplévelés formavimosi ant kiety pavirsiy slopinimui be Zymios jtakos S. mutans ir S.
sobrinus bakterijy gyvybingumui. I8radime nurodytas badas ir PO suteikia galimybe
administruoti PO, atitinkan&ius SEQ nr. 1, 13, 19 ar jo fragmentus, atitinkan&ius SEQ
IDnr. 4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 20, 21, 22, 23, 24, j bakterine kultirg naudojant
efektyvig koncentracijg tam, kad sumazinti S. mutans ir S. sobrinus adhezija,
tarpusavio sukibima ir bioplévelés formavimasi, bet be baktericidinio (bakterijas
naikinandio) poveikio, kaip tai aiSkiai pademonstruota su S. mutans Fig. 5

ISradimas leidZia naudoti PO, kuriy seka yra SEQ ID nr. 1, 13, 19, arba Siame
dokumente apibldinty PO fragmentus, arba PO modifikacijas, pasiekiant
prieSprasminj efektq, aterosklerozés ir kardiovaskuliniy infekcijy prefencijai ir kontrolei,
be reik8mingo poveikio Zmogaus mikrobiomui.

Kaip matoma 2-Fig. 5 ir 1 lenteléje, efektyvi PO koncentracija sumazina S.
mutans ir S. sobrinus adhezija, bakterijy sukibimg ir bioplévelés formavimagsi be
iSreikSto bakteriostatinio ir baktericidinio poveikio. 5 pavyzdyje specifiSkai parodyta
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efektyvios PO koncentracijos poveikj kraujo terpéje (kraujo serume), tokiu budu
parodant poveikj ateroskrerozes Zidiniy formavimuisi kardiovaskuliarinéje sistemoje,

audiniuose ir kraujo terpéje.

Visy diame dokumente nurodyty poveikiy atzvilgiu Sis iSradimas atskleidzia
naujg bida kontroliuoti ir uZkirsti kelig biopléeveliy Zzidiniams kardiovaskulingje
sistemoje, audiniuose ir kraujo terpeéje, naudojant PO, kuriy sekos yra SEQ ID nr. nr.
1, 13, 19, arba visy Siame dokumente nurodyty PO fragmentus ar PO modifikacijas, ir
taip pasiekiant priesprasminj poveikj S. mutans ir S. sobrinus gliukoziltransferaziy
atzvilgiu. Sis naujas biidas suteikia jrankj bioplévelés formavimosi slopinimui ant jvairiy
kiety pavir$iy, tarp jy kardiovaskuliniy audiniy, implanty, taip pat, kity pavirsiy
kontaktuojanéiy su Zmogaus audiniais ir krauju.

I3rasti nauji PO, kuriy sekos SEQ ID nr. nr. 1, 13, 19, arba visy Siame
dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO modifikacijos, gali bati naudojami kaip
biofarmaciniy kompozicijy (tirpaly, suspensijy ir pan.) dalys, gali bati jtraukti |
biofarmaciniy kompozicijy formules, suteikiant tiek vietinj, tiek sisteminj aktualy poveik]
gyvam organizmui - Zmogui, arba negyviems pavirS§iams kontaktuojantiems su gyvo

organizmo audiniais ir krauju.

Siame isradime atskleisti nauji PO, kuriy sekos SEQ ID nr. 1, 13, 19, arba visi
giame dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO modifikacijos, geba susijungti su
atitinkamomis  Streptococcus  mutans genomo  dalimis  koduojan€iomis
gliukoziltransferaze B ir gliukoziltransferaze C, ir $iy gliukoziltransferaziy iRNR vienu
metu, taip pat su gliukoziltransferaze | iRNR S. sobrinus ir tokiu badu slopinti gliukany
gamyba, sumazinant bioplévelés formavimasi, taip uzkertant kelig aterosklerozés ir
infekciniy Zidiniy formavimuisi.

Be to, Siame iSradime atskleisti nauji PO, kuriy sekos SEQ ID nr. 1, 13, 19,
arba visi Siame dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO modifikacijos, uzkerta kelia
bakterijy adhezijai ir prikibimui prie kiety pavirSiy, tuo pa€iu metu nesumazinant
bakterijy gyvybingumo. Sis aspektas suteikia galimybe naudoti pateiktus PO kaip
medziagg kovai su ateroskleroze ir kardiovaskulinemis infekcijomis, kuri reikSmingai
nepaveikia Zmogaus organizme esancios bakterijy ekosistemos - mikrobiomo.

Patentuojamo iSradimo tikslas yra suteikti priemones ir blidg bioplévelés

formavimosi slopinimui batent kardiovaskuliarinéje sistemoje ir kraujo terpéje. Tikslas
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pasiekiamas veikiant $iame i$radime apibrézy PO molekuléms, kurios slopina gliukany
gamyba S. mutans ir S. sobrinus, vienu metu taikantis j abiejy rasiy bakterijy gliukany

sintezés mechanizmus, su vieno tipo PO molekule.

Teiginys ,vieno tipo prie§prasminio oligonukleotido molekulé“ yra naudojamas
norint pabréZti, kad pastraipoje auk$¢iau nurodytas prieSprasminis poveikis yra
pasiekiamas su viena ar keliomis molekulémis, kuriy oligonukleotidy seka yra pirma

kartg atskleista Siame iSradime.

PO pateikiami kaip viena ar kelios Siame iSradime Zemiau pateikiamy seky
molekules, ty., PO, kuriy sekos yra SEQ ID nr. 1, 13, 19, taip pat jy fragmentai ir
modifikacijos (pvz, kuriy sekos yra viena i§ SEQ 1D nr. 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20,
21, 22, 23, 24), tokiu kiekiu, kuris yra efektyvus ir pakankamos atsizvelgiant j terpe ir

konkre€ig kompozicijg.

Sio isradimo rezultate sukurty naujy PO, kuriy sekos SEQ ID nr. 1, 13, 19,
arba visi Siame dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO modifikacijos (pvz., kuriy
sekos yra viena i§ SEQIDnr. 4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 20, 21, 22, 23, 24), efektas in
vitro atitiko in silico sumodeliuotg poveikj j S.mutans ir S.sobrinus. Minétos PO sekos
slopina S.mutans ir S.sobrinus gebejimg sintezuoti bioplévelés formavimuisi
reikalingus gliukanus. Ne biopléveléje esanéios bakterijos yra lengviau atpazjstamos

ir eliminuojamos naturaliu keliu Zmogaus imuninés sistemos.

Atitinkamai, Sis iSradimas suteikia blda ir priemones bioplévelés slopinimui,
mazinimui, taip pat uzkerta kelig bioplévelés Zidiniy ant kiety pavirsiy in vitro ir in vivo
atsiradimui. Jei in vivo kietas pavirSius yra Zmogaus audiniy dalis, pavyzdZiui
kraujagysles sienelé, §j metodg sudaro efektyvios PO dozés, kaip aprasyta Siame
dokumente, jvedimas j Zmogaus krauja, t.y., PO kuriy sekos yra SEQ ID nr. 1, 13, 19,
arba visi Siame dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO modifikacijos (pvz., kuriy
seka yra viena i§ SEQ ID nr. 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20, 21, 22, 23, 24), kaip
biofarmacinés kompozicijos sudétinés dalys yra panaudojamos bioplévelés
salygojamy kardiovaskulinés sistemos patologijy susijusiy su ateroskleroze ir/ar
S.mutans ar S.sobrinus sukeltomis infekcijomis prevencija ir gydymas.

Technologija

PrieSprasminé technologija suteikia keletg privalumy, lyginant su kitomis
antibakterinémis technologijomis, tarp jy pagrindiniai privalumai yra:
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specifinis ir sinchroninis gtf iRNR S. mutans ir S. sobrinus slopinimas;

sSiame iSradime atskleisty PO seky naudojimas analogiSkiems taikiniams

dviejy rusiy streptokokuose (S. mutans ir S. sobrinus),

iSorinis panaudojimas siekiant S. mutans ir S. sobrinus biopléveliy inhibicijai
ant negyvy pavirdiy, tokiy kaip kateteriai, protezai ar implantai, siekiant maksimaliai
sumazinti infekcijos ar atmetiko rizikas, taip pat sumazinti sisteminius S$alutinius

poveikius.

Siame i$radime atskleistas PO panaudojimo budas ir PO, kuriy sekos yra SEQ
ID nr. 1, 13, 19, arba visi Siame dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO
modifikacijos (pvz, kuriy seka yra viena i SEQ ID nr. 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 20,
21, 22, 23, 24), slopina biopleveles formavimasi ir tuo paciu ligy ir patologijy, sukelty
biopléevelés formavimosi, atsiradima, pvz., ateroskleroze, infekcinis endokarditas,
infekcinés ir uzdegiminés reakcijos j implantuos ar protezus, jy atmetimo reakcijos ir

pan.

Gliukanai, sudarantys S. mutans ir S. sobrinus biopléveliy egzopolisacharidus,
yra sudaryti i§ besikartojanéiy gliukozés monomery vienety ir yra sintetinami veikiant
gliukoziltransferaziy fermentinéms reakcijomis. Gliukanai gali bati netirpis vandenyje,
tirpts vandenyje ir dalinai tirpds vandenyje. Gliukanai tarnauja kaip polisacharidiné

matrica bioplévelei su keliomis funkcijomis:
1) didina bakterijy prisitvirtinimg ir tolesnj kaupimasi ant audiniy;
2) suteikia struktdrinj vientisumag ir bioplévelés lipnuma;
3) didina bioplévelés matricos adhezines savybes.

S. mutans gamina trijy rasiy gliukany polimerus — netirpius vandenyje
gliukanus su alfa (a)-1,3 gliukozidinémis jungtimis, dalinai tirpius vandenyje turinCius
a-1,3 ir a-1,6 gliukozidiniy jung€iy misinj ir taip pat vandenyje tirpius gliukanus su a-
1,6 gliukozidinémis jungtimis, kurie yra sintetinami atitinkamai GtfB, GtfC ir GtfD
fermenty (baltymy). Yra trys genai — gtfB, gitfC ir gtfD, kurie koduoja atitinkamai GtfB,
GtfC ir GtfD baltymus.

Atskiras Sio iSradimo tikslas ir naujumas yra vienu metu ir lygiagrec€iai slopinti
gliukoziltransferazes iRNR ir gtf geny raiSka S. mutans ir S. sobrinus.

Gliukoziltransferazés iRNR ir gtf geny raiskos inhibicijos efektas, taip pat
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vandenyje netirpiy ir dalinai tirpiy gliukany sintezés slopinimo efektas ir atitinkamai

biopléveles formavimosi slopinimo efektas pasiekiamas, panaudojant tokiy seky PO:

SEQ ID nr.1  (5-GCAGACCATTGCTTAATCT-3'), kurios veikimo iSdava yra
visiskas vandenyje netirpiy gliukany gamybos ir rezultate bioplévelés formavimosi

slopinimas.

SEQ ID nr.13 (5-TTGGCAGACCATTGCTTAATCTTAAC-3) irfarba
SEQ ID nr.19 (5-TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG-3), veikimo iSdava yra
analogi$ka SEQ ID nr. 1;

Taip pat analogi$kas efektas kaip nurodyti auk$ciau pasiekiamas veikiant PO
seky fragmentams ir modifikuotoms sekoms (pvz, kuriy seka yra viena i§ SEQ ID nr.
4,56,7,8,9, 10, 11,12, 20, 21, 22, 23, 24).

PO gali biti specifiné sekos, kaip nurodyta SEQ ID nr. 1, 13, 19 arba ty seky
dalys ar fragmentai. Taip pat gali bati PO, kuriy sekos yra SEQ ID nr. 1, 13, 19 dalis ir
fragmentas, pasirinkti i8 Sio sgraso:

5'.CAGACCATTGCTTAATCT-3' (SEQ ID nr. 4)
5'AGACCATTGCTTAATCT-3' (SEQ ID nr. 5)
5.GACCATTGCTTAATCT-3' (SEQ ID nr. 6)
5'-GCAGACCATTGCTTAATC-3' (SEQ ID nr. 7)
5'.GCAGACCATTGCTTAAT-3' (SEQ ID nr. 8)
5'-GCAGACCATTGCTTAA-3' (SEQ ID nr. 9)
5'-CAGACCATTGCTTAATC-3' (SEQ ID nr. 10)
5'-AGACCATTGCTTAATC-3' (SEQ ID nr. 11)
5'.-CAGACCATTGCTTAAT-3' (SEQ ID nr. 12)

5-TTGGCAGACCATTGCTTAATCTTAAC-3' (SEQ ID nr. 13)

5'-GAAACCTTCAAACATGACGC-3' (SEQ ID nr. 20)
5-AAACCTTCAAACATGACGC-3' (SEQID nr. 21)
5-GAAACCTTCAAACATGACGCG-3' (SEQ ID nr. 22)

5-GAAACCTTCAAACATGACG-3' (SEQID nr. 23)
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5'-AGAAACCTTCAAACATGACGC-3' (SEQ ID nr. 24)

PO, kuriy seka yra SEQ ID nr. 15 yra gautas i§ SEQ ID nr. 13, kuris yra 100%
komplementarus 26 nt S. mutans gtfB, S. mutans gtfC genuose ir taip pat su vienu i$

nesuderinty nukleotidy S. sobrinus gtfl regione (Zr. 1 pavyzdj).

PO, kuriy seka yra SEQ ID nr. nr. 1, yra optimizuota 19 nukleotidy molekule,
atsizvelgiant j termodinamines savybes reikalingas S. mutans gtfB ir gtfC, S. sobrinus

gtfl iRNR slopinimui.
PO su SEQ ID nr. 1 yra gaunami i SEQ ID nr. 13 ir yra sudarytas i$ 19 nt:

5-TTG-GCAGACCATTGCTTAATCT-TAAC-3' (pabraukta ir nurodyta 1
pavyzdyje). SEQ ID nr. 4-12 yra gaunami i§ SEQ ID nr. 1.

PO su SEQ ID nr. 13 yra izoliuoti sintetiniai PO sudaryti i$ 26 nt:

5-TTGGCAGACCATTGCTTAATCTTAAC-3', su kuriais pasiekiamas
prieSprasminis efektas natiraliai DNR sekos SEQ ID nr. 14 daliai.

PO su SEQ ID nr. 19 yra izoliuoti sintetiniai PO sudaryti i§ 26nt:
5-TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG-3', su kuriais pasiekiamas

prieSprasminis efektas natiraliai DNR sekai SEQ ID nr. 18.
SEQ ID nr. 20-24 yra gaunamos i§ SEQ ID nr. 19.

Todél bet koks PO fragmentai, net ir trumpesnis nei 26 nt seka atitinkantis SEQ
ID nr. 1 arba SEQ ID nr. 13, arba SEQ ID nr. 19, kurie taip pat apima ir atitinka $iame
dokumente apibréZtus gliukoziltransferaziy kodavimo regionus, turi prie§prasminj
poveikj ir patenka | $iy iSradimu apibréZiamas (ir pareiSkiamas patentavimui) PO
formas, kurios efektas atitinka Siame i$radime jvardintg badg ir priemones.

Siame i$radime nurodyti izoliuoti PO gali bati izoliuoti i$ natlralaus ar gamtinio
Saltinio per iSsgrynintg restrikcijos reakcija, taip pat gaminami sintetiniais bldais, t.y.,
sintetinami chemi$kai arba gaminamas rekombinantiniu bidu ar naudojant geny
inZinerijg, ar polimerizacijos ir amplifikacijos metodus, pvz., polimerazés grandinine
reakcijg (PGR) ir PGR amplifikacijg ar kurj nors kita metodg. PO taip pat gali bati
paruostas atliekant Zinomus veiksmus ar kitus metodus, aprasytus Siame dokumente
atsizvelgiant j §j iSradima.
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» Siame i$radime nurodytais PO gali bati bet kokios molekulés, pagrijstos
atitinkamomis nukleotidy sekomis, kurios jungiasi ar jungiasi naudojant bazinj
nukleotindy suporavima, jskaitant oligomerus arba polimerus, turinCius pagrinda,
suformuotg i§ natliraliai paplitusiy nukleotidy ir/arba nukleino rugsciy analogy,
sudarandiy nestandartines nukleobazes ir/arba nestandartinius pagrindus, pvz.,
peptidiné nukleoriigétis (PNR) arba uZrakinta nukleorligstis (UNR), arba bet kokios
iSvestines nukleorlgsciy formos, kaip parodyta Siame dokumente. PO gali tureti dalinj,
pvz., 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ar netgi 90% natdraliai paplitusiy nukleotidy, o
likusieji, t.y. 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 ar netgi 10% yra nukleoragsties analogai,
sudaryti i§ nestandartiniy nukleobaziy ir/arba nestandartiniy pagrindy, kaip nurodyta
Siame dokumente naudojant PNR, UNR ar bet kokig kitg iSvestine nukleorlgsties
formg. PO gali bati toliau chemiskai modifikuojamas. Tokios modifikacijos gali bati
fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidai, kaip parodyta Siame dokumente.
Visos Siame dokumente pateiktos PO sekos gali blti chemiSkai susintetintos kaip

fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidai.

Fosforotioaty oligonukleotidai yra normalios DNR variantas, kuriame vienas i$
nesujungty deguonies atomy yra pakeistas sieros atomu. Vidinés nukleotido jungtys
(sulfurizacija) Zenkliai sumazina endonukleaziy ir eksonukleoziy veikluma, tame tarpe,
nuo 5' iki 3' ir nuo 3' iki 5' DNR pol 1 egzonukleazés, nukleazés S1 ir P1, RNazes,
serumo nukleazés ir gyvatés nuody fosfodiesterazés. Fosforotioaty formos PO turi

padidintg potencialg jsiskverbti per lipidy dvisluoksn;.

Dar kitos PO formos gali bati pagrijstos nukleotidais, kur bent vienas
nukleotidas turi modifikuotg pagrindg padidinti susijungimo savybes ir/farba sumazinti
endonukleaziy ir egzonukleaziy, tame tarpe, nuo §' iki 3' ir nuo 3' iki 5' DNR pol 1
egzonukleazés, nukleazés S1 ir P1, RNazés, serumo nukleazés ir gyvatés nuody

fosfodiesterazes.
Pavyzdziai

1 pavyzdys — PrieSprasminiy oligonukleotidy sekos parinkimas
gliukoziltransferazes raiskos slopinimui

Bioinformaciniai metodai ir rezultatai

Parenkant Siame iSradime atskleistas naujas PO sekas, pirmiausiai buvo

identifikuotos konservatyvios homologinés sritys burnos streptokoky gtf genuose.
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Siam tikslui pasiekti, pirmiausiai atlikta palyginamoji aminoriigéciy seky analizé tarp S.
mutans GtfB baltymo ir kity Gtf baltymy, esanéiy burnos streptokokuose. S. mutans
(paderme UA159, Bratthall serotipas ¢, Amerikietisko tipo kultry kolekcijos (ATKK) nr.
700610) genomas yra visiSkai sekvenuotas, o sekos yra patalpintos GenBank
duomeny bazeje Nacionaliniame biotechnologijos informacijos centre (National Center
for Biotechnology Information) (NCBI). Todél naudojant S. mutans (paderme UA159)
GtfB baltymo aminorigégiy sekas, kaip uzklausa, buvo atlikta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) homology paieska tarp visy Zinomy baltymy (BLAST

paslauga yra prieinama http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, ir atlikta 2013 m. kovo
men.). Buvo atskleista, kad S. mutans (padermé UA159) GtfB baltymas turi didelio
laipsnio identiskuma su S. mutans GtfC baltymu (padermeé UA159), o taip pat su kitais
Gtf (t.y. Gtfl) baltymais S. criceti, S. dentirousetti, S. dentisuis, S. downei ir S. sobrinus
bakterijose, atsakinguose uZ vandenyje netirpiy gliukany sinteze. Galiausiai Siuos
baltymus sudaran&ios aminorligééiy sekos buvo atrinktos ir daugybiné seky
palyginamoji analizé buvo atlikta naudojant MAFFT programos internetinj serverj,
esantj Max-Planck Institute for Development Biology
(http:/itoolkit.tuebingen.mpg.de/mafft, atlikta 2013 m. kovo mén.). Taikant tokj metoda,

buvo nustatyta konservatyvi sritis S. mutans (padermé UA159) GtfB baltymo
aminorag$ciy sekoje, kuri yra 100% homologiska su atitinkamomis sritimis S. mutans
(padermé UA159) GHC, S. criceti Gffl, S. dentirousetti Gtfl, S. dentisuis Gtfl ir S. orisuis
Gtf baltymuose. Atitinkamas koduojantis segmentas $iai sri¢iai S. mutans (paderme
UA159) gtfB gene turi Sig 26 nukleotidy (nt) seka:

5'-GTTAAGATTAAGCAATGGTCTGCCAA-3' (SEQ ID nr. 16). Kaip ir
palyginamosios aminoriigs¢iy seky analizés atveju, Sis S. mutans (padermé UA159)
gifB geno segmentas taip pat turi 100% homologines sritis S. mutans (padermé
UA159) gtfC, S. criceti gtfl, S. dentirousetti gtfl, S. dentisuis gtfl ir S. orisuis gtf
genuose. Be to, taip pat buvo rasta labai didelio identiSkumo sritis, turinti tik dviejy
nukleotidy nesutapima, S. downei gtf pirmtako ir S. sobrinus gtfl genuose. Remiantis
geriausiais Primer3  programos (Primer3 paslauga buvo pasinaudota
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm, siekiant iSanalizuoti termodinamikg ir kitus

ypatumus heteroduplekso formavimosi metu, atlikta 2013 m. kovo men.) rezultatais,
buvo parinkta 19 nt seka, komplementari auk$ciau tekste nurodytai koduojangiai
sriCiai:
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5'-AGATTAAGCAATGGTCTGC-3' (koduojantios srities seka [SEQ ID
nr.1l7]
RARRNRRRARRRARRANY
3'-TCTAATTCGTTACCAGACG-5' (komplementari seka) [SEQ ID
nr. 1]

Eksperimentiniame darbe, atliktame remiantis Siais bioinformaciniais

rezultatais, buvo panaudotas Zemiau nurodytos sekos oligonukleotidas:

5-GCAGACCATTGCTTAATCT-3' [SEQ ID nr. 1]

Tikslios 8io segmento vietos S. mutans (padermé UA159) ir S. sobrinus
(padermé SL1) gtf genuose kartu su duomenimis, esanciais NCBI GenBank duomeny

bazéje, yra pateikti originaliame formate zemiau:
1. S. mutans (padermé UA159) gtfB gene (Cia nurodytam kaip gtf/):

GenBank accession no. gb|AE014133.1]|

Streptococcus mutans UA159, complete genome Length=2030921

Features in this part of subject sequence:

glucosyltransferase-I

Query 1 GCAGACCATTGCTTAATCT 19 [SEQ ID nr.
1]

NERRRARRRRRRRARRRY
Sbjct 954167 GCAGACCATTGCTTAATCT 954149 [SEQ ID nr.
1]

2. S. mutans (padermé UA159) gtfC gene (¢ia nurodytam kaip gtfS/):

GenBank accession no. gb|AE014133.1]

Streptococcus mutans UAl59, complete genome

Length=2030921
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Features in this part of subject sequence:

glucosyltransferase-SI

Query 1 GCAGACCATTGCTTAATCT 19 [SEQ ID

nr. 1]
NRRRNRRRARRRRRRRAY

Sbjct 958871 GCAGACCATTGCTTAATCT 958853 [SEQ ID nr.
1]

3. S. sobrinus (padermé SL1) gtfl gene:

GenBank accession no. dbj|D63570.1]|

Streptococcus sobrinus gene for glucosyltransferase GTF-
I, complete cds

Length=6838

Query 1 GCAGACCATTGCTTAATCT 19 [SEQ ID nr. 1]

Sbjct 4079 GCAGACCATTGTTTAATCT 4061 [SEQ ID nr. 15]

Vieno nukleotido neatitikimas SEQ ID nr. 1 yra pabrauktas.

Remiantis auk$¢iau pateiktais duomenimis, buvo sumodeliuotas PO efektas
S. sobrinus gliukoziltransferazés iRNR raiskai slopinti, nes prieSprasminis efektas
iSlieka nepriklausomai nuo vieno nesutampandio nukleotido, kuris yra apytiksliai sekos
viduryje. S. mutans gtfB iRNR antrinés struktiros modeliavimas buvo atliktas
naudojantis Mfold programa, esania Rensselaer bioinformatikos internetiniame
serveryje (http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold, naudota 2013 m. kovo mén.)

tam, kad jvertinti pasirinkty PO prisijungimo vieta. Dél to buvo sugeneruota vienas
Simtas iRNR modeliy, i$ kuriy atrinktas patikimiausias konstrukcinis variantas, rodantis

PO prisijungimo sritj (Fig. 1).
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Siekiant nustatyti konservatyvias homologines sritis tik tarp susijusiy su
Zmogaus kardiovaskuline patologija burnos streptokoky — S. mutans ir S. sobrinus
gliukoziltransferazés geny ir parinkti joms komplementarias PO sekas, i$ Europos
nukleotidy archyvo (European Nucleotide Archive) (ENA) buvo atrinktos Siy bakterijy
jvairiy klinikiniy padermiy ir klony gtf geny sekos, koduojancios vandenyje netirpiy
gliukany sinteze (atranka atlikta 2013 m. rugséjo meén.). Po to, pasirinkus S. mutans
(padermeé UA159) gtfB gena kaip etalona, buvo atlikta daugybiné $iy seky palyginamoji
analizé naudojant MAFFT programos internetinj serverj, esantj Max-Planck Institute
for Development Biology (http:/toolkit.tuebingen.mpg.de/mafft, atlikta 2013 m. rugsejo

mén.). Taikant tokj metoda, S. mutans ir S. sobrinus gliukoziltransferazés genuose
buvo identifikuota konservatyvi homologiné sritis, sudaryta i§ 26 nt. 5'-
CGCGTCATGTTTGAAGGTTTCTCTAA-3' (SEQ ID nr. 18). Komplementari
prie§prasminé $iai sri¢iai seka (t.y. prieSprasminis oligonukleotidas) turi tokj 26 nt
eiliskuma: 5-TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG-3' (SEQ ID nr. 19). Tikslios Sio
segmento vietos S. mutans (padermé UA159) ir S. sobrinus (padermé SL1) gtf
genuose kartu su duomenimis, esanciais NCBI GenBank duomeny bazéje, yra pateikti

originaliame formate Zemiau:
1. S. mutans (padermé UA159) gtfB gene (Cia nurodytam kaip gtf/):

GenBank accession no. gb|AE014133.2]|

Streptococcus mutans UA159, complete genome

Length=2032925

Features in this part of subject sequence:

glucosyltransferase-I

Query 1 TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG 26 [SEQ
ID nr. 19]

Sbjct 953618 TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG 953593 [SEQ
ID nr. 19]
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2. S. mutans (padermeé UA159) gtfC gene (Cia nurodytam kaip gtfS/):

GenBank accession no. gb|AE014133.2]|

Streptococcus mutans UA159, complete genome

Length=2032925

Feature in this part of subject sequence:

glucosyltransferase-SI

Query 1 TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG 26 [SEQ
ID nr. 19]
RERRRRRRARRRRRRNARRRRERRR
Sbjct 958322 TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG 958297 [SEQ
ID nr. 19]

3. S. sobrinus (padermé SL1) gtfl gene:

GenBank accession no. dbj|D63570.1]

Streptococcus sobrinus gene for glucosyltransferase GTF-
I, complete cds

Length=6838

Query 1 TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG 26 [SEQ
ID nr. 19]
NERRRRARERRRRRRNNRRRRRARE
Sbjct 3530 TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG 3505 [SEQ
ID nr. 19]

Panaudojant ,AntiSense Design* programg, esanéig Integrated DNA
Technologies internetiniame serveryje

(http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/AntiSense/Antisense.aspx?source

=menu, atlikta 2013 m. rugséjo mén.), auks¢iau tekste minétai sri¢iai (SEQ ID nr. 18)

buvo optimizuotos papildomos komplementarios prieSprasminés 19-21 nt ilgio sekos
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(t.y. prieSprasminiai oligonukleotidai), kurios yra SEQ ID nr. 19 iSvestinés:
5'-GAAACCTTCAAACATGACGC-3' (SEQID nr. 20)
5'-AAACCTTCAAACATGACGC-3' (SEQ ID nr. 21)
5'-GAAACCTTCAAACATGACGCG-3' (SEQID nr. 22)
5'-GAAACCTTCAAACATGACG-3' (SEQ ID nr. 23)
5'-AGAAACCTTCAAACATGACGC-3' (SEQ ID nr. 24)

2 pavyzdys — Prie$prasminiy oligonukleotidy poveikis | bioplévelés

formavimagsi S. mutans kultlrose

Laboratoriniai metodai ir rezultatai

S. mutans padermé UA159 (Bratthall serotipas c), gauta i§ AmerikietiSko tipo
kulttiry kolekcijos (ATKK nr. 700610), 24 val. buvo kultivuota Todd Hewitt (TH) buljone
(Difco) anaerobinémis sglygomis (95% Nz ir 5% CO2) esant 37 °C temperatirai.
Kultliros grynumas buvo patikrintas Mitis salivarius agare (Difco) ir Kolumbijos kraujo
agare (E&O Laboratories). Po to, bakterinés kultliros optinis tankis (OT) buvo
pakoreguotas iki 0,2 naudojant mikroploksteliy skaitymo spektrofotometrg (Dynex
MRX) ir parinkus 630 nm bangos ilgj.

Prie$ bakterijy i8séjimag, 24-iy Sulinéliy plokséiadugnés polistireno lasteliy
kultary plokstelés (Sarstedt) buvo uzpildytos TH buljonu. Tada trys skirtingy seky
fosforotioato oligodeoksiribonukleotidai buvo pridéti j plokstelés Sulinélius (galutiné
koncentracia — 10 uyM) arba atskirai, arba kartu su transfekcijos reagentu -
TurboFect™:

1. PO1, turintis seka 5-GCAGACCATTGCTTAATCT-3' (SEQID nr. 1),
ir kuris naudojamas kaip bandomoji PO molekulé.

2. PO2, turintis sekg: 5-ACGCACTTTCTTGTCCAT-3' (SEQ ID nr. 2),ir
kuris naudojamas kaip teigiamos kontrolés molekulé, nes yra Zinomas ir jrodytas jo
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efektyvumas slopinant S. mutans gtfB geno raiskg (Zr. Guo ir kt. Treatment of
Streptococcus mutans with antisense oligodeoxyribonucleotides to gtfB mRNA inhibits
GtfB expression and function. FEMS Microbial. Lett. 264 (2006), 8-14 p.).

3. PO3, turintis sekg 5'-ACTCGTATGCTACAGCTAT-3' (SEQ ID nr. 3), ir
kuris naudojamas kaip neigiamos kontrolés molekulé, besiskirianti nuo bandomosios

molekulés tuo, kad nukleotidy eiliSkumas sekoje yra iSmaiSytas atsitiktine tvarka.

Sie PO buvo sintezuoti Metabion International AG (Vokietija), kaip pilnos
fosforotioato formos oligodeoksiribonukleotidai, panaudojant 1 pymol sintezés skale ir
didelio efektyvumo skys€iy chromatografijos gryninimg. Prie§ eksperimentus,
liofilizuoti PO buvo istirpinti steriliame distiliuotame nukleaziy neturinéiame vandenyje
(Thermo Fisher Scientific, Fermentas), siekiant gauti pradinius koncentruotus tirpalus,
turin€ius 100 uM koncentracijg. Pagal reikalinguma, PO buvo derinami kombinacijoje
su TurboFect™ reagentu atsizvelgiant | gamintojo protokolg — tai yra naudojant 2

reagento 1 pg oligonukleotidy ruosinio.

Pridejus j ploksteles PO, S. mutans kultros bakterijos buvo i§sétos j Sulinélius
taip, kad gauti galutinj praskiedimg 1:100. Nedelsiant, sterilios 1 mm storio stiklo
plokstelés, iSpjautos i standartiniy mikroskopo objektiniy stikliuky (76 x 26 mm;
Thermo Fisher Scientific), buvo vertikaliai jdétos j Sulinélius, o plokstelés inkubuotos
anaerobinémis sglygomis papildomoms 2 val. 37 °C temperatlroje. Paskui, sterilus
sacharozes tirpalas buvo pridétas | atitinkamus Sulinélius iki 1% galutinés
koncentracijos, o plokstelés veél inkubuotos anaerobinémis sglygomis (95% N2 ir 5%
CO2) 37 °C temperatiroje dar papildomoms 22 val. Siame eksperimente skystos
terpés (TH buljono) taris vienam $Sulinéliui buvo 1 mL; $ulineliai tik su terpe (buljonu)
be bakterijy buvo naudoti kaip ,tud&ia“ kontrolé; o nepaveiktos S. mutans bakterijos ir
S. mutans bakterijos, paveiktos vien tik nukleaziy neturin&iu vandeniu arba TurboFect™

reagentu, naudotos kaip eksperimentinés kontrolés.

Praéjus 24 val. bendram inkubacijos laikotarpiui, stiklo plokstelés buvo
iStrauktos i§ Sulinéliy, iSdZiovintos ir toliau panaudotos S. mutans bioplévelés analizei
MicroXAM™ (ADE Phase Shift) optiniu profilometru. Tuo tikslu buvo atlikti penki
matavimai (kiekvieno matavimo plotas — 200 x 260 um) per stiklo plokstelés vidurj nuo
matomos biopléveles apacios iki virSaus panaudojant 50X objektyva su priartinimo
faktoriumi — 0,625. Papildomai, Gauso filtras (50 x 50 ym) buvo parinktas ir pritaikytas
tam, kad paSalinti pavirSiaus formos klaidas ir banguotuma. Sioje analizeje buvo
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jvertintas keletas svarbiy bioplévelés paviriaus SiurkStumo parametry: St —
maksimalus skirtumas tarp pavirSiaus virSutiniy ir apatiniy tasky (t.y. pavirSiaus
virdaniy* ir ,sleniy*), Sa — vidurkio skirtumas tarp pavirSiaus virSutiniy ir apatiniy tasky
(ty. pavirSiaus ,virstniy“ ir ,sléniy), Sar — bendras pavirSiaus plotas (jeigu visi
pavirSiaus nelygumai baty iSlyginti) remiantis Wennenberg ir Albrektsson straipsniu
Suggested guidelines for the topographic evaluation of implant surfaces (Int. J. Oral
Maxillofac. Implants. 15 (2000), 331-344 p.). Sie pavir§iaus parametrai atspindi
bioplévelés i$sivystymo laipsnj arba ,branda” — tai yra prisitvirtinusiy bakterijy ir
susiformavusiy mikrokolonijy kiekj. Nustatyty pavirSiaus parametry statistinis
reik§mingumas buvo jvertintas pritaikant One-Way ANOVA metodg su Tukey's testu.

Mazesné uz 0,05 p reik§me buvo laikyta statistiSkai reikSminga.

Taikant optinés profilometrijos metodg stiklo ploksteliy su S. mutans bioplévele
pavirSiaus analizei buvo atskleista, kad 1% sacharozés TH buljone Zymiai padidina
pavirSiaus Siurk8tumo parametrus — Sa ir St palyginus su $varios stiklo plokstelés
pavirSiumi, panaudotos Siame eksperimente kaip etaloniné kontrolé (p < 0,05) (1
lentelé). Siuo atveju, tai rodo, kad 1% sacharozés terpéje stimuliavo bakterijy
prisitvirtinimg (adhezijg) prie stiklo plokSteles pavirSiaus ir bioplévelés formavimasi (1
lentelé). Tagiau bandomoji PO1 molekulé (SEQ ID nr. 1) kombinacijoje su TurboFect™
reagentu Zenkliai sumazino biopléveles formavimasi ant stiklo ploksteles pavir§iaus
nepaisant buljone esanéios 1% sacharozés (p = 0,06 [Sa parametras]). Svarbiausia,
kad $is efektas buvo statistiS8kai reikSmingas palyginus su bakterijomis, paveiktomis
PO2 (SEQ ID nr. 2) ir PO3 (SEQ ID nr. 3) kombinacijoje su TurboFect™ reagentu (p <
0,05 [Sa ir Sar parametrai]), kaip tai matoma 1 lenteléje bei fig. 2a, 2b ir 2c. Remiantis
Siais rezultatais galima daryti iSvadg, kad bandomoji PO1 molekulé (SEQ ID nr. 1)
efektyviai sumazina S. mutans adhezijg ir bioplévelés formavimagsi ant standaus

pavirSiaus (stiklo plokstelés) in vitro sglygomis.

1 lentelé — Stiklo ploksteliy su S. mutans bioplévele pavir§iaus parametrai

Poveikiai Sa pm St ym Sar % Nuoroda
j Fig.2

Svari stiklo plokstele (etalonine | 0,01 0,92 0,05 (0,02)

kontrolé) (0,00) (0,53)

Nepaveiktos bakterijos be | 0,13 2,34 1,91 (1,38)

sacharozeés (0,03) (1,12)
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Nepaveiktos  bakterijos + 0,13 8,44 1,57 (0,95)
sacharoze (0,04) (4.03)
Nepaveiktos  bakterijos +| 0,05 3,80 0,57 (0,40)
sacharoze + nukleaziy | (0,03) (2,25)
neturintis vanduo +
TurboFect™
Bakterijos + sacharozeé + PO1 | 0,27 7,27 10,09

(0.01) (1,91) (0,90)
Bakterijos + sacharozé + PO2 | 0,45 13,03 18,60

(0,04) (1,93) (2,24)
Bakterijos + sacharozé + PO3 | 0,14 5,74 1,11 (0,71)

(0,05) (2,62)
Bakterijos + sacharozé + PO1 | 0,07 6,94 0,99 (1,37) | Fig. 2a
+ TurboFect™ (0,04) (5,81)
Bakterijos + sacharozé + PO2 | 0,31 7,99 10,08 Fig. 2b
+ TurboFect™ (0,02) (1,67) (1,13)
Bakterijos + sacharoze + PO3 | 0,31 7,18 9,19 (0,82) | Fig. 2c
+ TurboFect™ (0,02) (0,64)

1 lentelé rodo stiklo ploksteliy su S. mutans bioplevele pavirS§iaus parametrus
po 24 val. inkubacijos esant skirtingiems poveikiams. Duomenys yra pateikti kaip 5

matavimy vidurkiai, o standartinés paklaidos yra pateiktos skliausteliuose.

3 pavyzdys — PrieSprasminiy oligonukleotidy poveikis j bakterijy agregacijg S.

mutans kultirose

Laboratoriniai metodai ir rezultatai

Eksperimento planas ir sglygos buvo tokios pacios kaip aprasyta 2 pavyzdyje
iSskyrus tai, kad | uZsétas 24-iy Sulinéliy ploksteles nebuvo jdétos stikio ploksteles.
Pridejus sacharozeés, bakterijy agregacija buvo tikrinama spektrofotometri§kai 3 val.
intervalais iki 14 val., o po to — 24 val. Tuo tikslu, paimty bandiniy optinis tankis (OT)
buvo matuojamas naudojant mikroploksteliy skaitymo spektrofotometrg (Dynex MRX)
ir parinkus 630 nm bangos ilgj. Be to, eksperimento pabaigoje (po 24 val. bendro
inkubacijos laikotarpio), i$ plokstelés Sulinéliy buvo paimti papildomi bandiniai tam, kad
jvertinti S. mutans bakterijy morfologijg bei jy agregacijg pritaikant Gramo dazymo
metodg ir Sviesing mikroskopijg su Leica DM500 mikroskopu.

Spektrofotometrinis bakterijy kultiry, augan&iy ploksteles Sulinéliuose,
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tikrinimas atskleidé, kad sacharozés pridéjimas Zenkliai padidino OT 14 val. ir 24 val.
palyginus su bakterijomis, augusiomis be sacharozés (fig. 3a ir 3b). Tai rodo, kad 1%
sacharozés terpéje sukelé bakterijy agregaty susidaryma del gliukano sintezes. Nei
nukleaziy neturintis vanduo, nei TurboFect™ reagentas neturéjo jokio Zenklaus
poveikio j §j procesa (fig. 3b). Tagiau poveikiai j bakterijas su bandomaja PO1 molekule
(SEQ ID nr. 1) tiek atskirai, tiek ir kombinacijoje su TurboFect™ reagentu apytiksliai 1,5
karto sumazino OT lyginant su nepaveiktomis bakterijomis 24 val., o tai Zymi mazesn;
bakterijy agregaty susiformavima (fig. 3c ir 3d). Sis bandomosios PO1 molekulés (SEQ
ID nr. 1) efektas toliau buvo patvirtintas daZant 24 val. paimtus meginius Gramo bldu.
Kaip matoma fig.4b ir 4c, bandomoji PO1 molekulé (SEQ ID nr. 1) uZslopino bakterijy
agregaty susidaryma, o taip pat sumazino bakterijy grandinéliy ilgeéjima (buvo stebima
daugiau paskiry bakteriniy lasteliy) palyginus su nepaveiktomis bakterijomis.
Priesingai, nei PO2 (SEQ ID nr. 2), nei PO3 (SEQ ID nr. 3) molekulés neturéjo tokio
poveikio bakterijoms, auganéioms TH buljone su 1% sacharozés (fig. 3c ir 3d, fig. 4d
ir 4e). Todél, sutinkant su $iais rezultatais, galima daryti iSvadg, kad bandomoji PO1
molekule (SEQ ID nr. 1) sumazina S. mutans bakterijy agregacijg, esant terpéje 1%
sacharozés, ir netgi sumazina bakterijy grandinéliy ilgéjima, o tai rodo uZslopintg
gliukany gamyba.

4 pavyzdys — Prie$prasminiy oligonukleotidy poveikis | S. mutans bakterijy
gyvybingumag

Laboratoriniai metodai ir rezultatai

Eksperimento planas ir sglygos buvo tokios pacios kaip apradyta 2 pavyzdyje
iSskyrus tai, kad j uZsétas 24-iy Sulinéliy ploksteles nebuvo jdetos stiklo plokstelés bei
j TH buljong nebuvo pridéta sacharozés. Praéjus pirminiam 2 val. inkubacijos
laikotarpiui, toliau bakterijy augimas buvo tikrinamas spektrofotometriskai 3 val.
intervalais iki 14 val., o po to — 24 val. Tuo tikslu, paimty bandiniy optinis tankis (OT)
buvo matuojamas naudojant mikroploksteliy skaitymo spektrofotometra (Dynex MRX)
ir parinkus 630 nm bangos ilg;.

Spektrofotometrinis bakterijy kultiry, auganéiy plokstelés $Sulinéliuose,
tikrinimas atskleide, kad nukleaziy neturintis vanduo ir TurboFect™ reagentas
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nepaveiké normalaus bakterijy augimo proceso per visg 24 val. inkubacijos laikotarpj
(5A pav.). Poveikiai j bakterijas su PO1 (SEQ ID nr. 1), PO2 (SEQ ID nr. 2) ir PO3
(SEQ ID nr. 3) molekulémis tiek atskirai, tiek ir kombinacijoje su TurboFect™ reagentu
tik labai nezymiai sumazino bakterijy augimo kreives (OT) lyginant su nepaveiktomis
bakterijomis (fig. 5b ir 5¢). Remiantis $iais duomenimis, galima daryti iSvada, kad nei
vienas i§ panaudoty PO Zenkliai neslopina S. mutans augimo — tai yra nemazina

bakterijy gyvybingumo.

5 pavyzdys - Priedprasminiy oligonukleotidy poveikis | bioplevelés
formavimasi maiSytuose S. mutans ir S. sobrinus kultirose su kraujo serumu

Laboratoriniai metodai ir rezultatai

Siekiant jvertinti bandomosios PO1 molekulées (SEQ [ID nr. 1) poveikj |
bakterinés bioplévelés formavimasi in vitro terpéje, turinCioje pagrindinio kraujo
sudétinio komponento — serumo, buvo panaudotos maiSytos S. mutans ir S. sobrinus
kultdros. S. mutans padermeé UA159 (Bratthall serotipas c) ir S. sobrinus padermé SL1,
kurios gautos i§ AmerikietiS$ko tipo kultiry kolekcijos (ATKK nr. 700610 ir ATKK nr.
33478 atitinkamai), 18 val. buvo kultivuotos Todd Hewitt (TH) buljone (Difco),
turinGiame 10 % kar§&iu inaktyvuoto arklio serumo, anaerobinémis salygomis (95% N2
ir 5% COz2) esant 37 °C temperatirai. Kultlry grynumas buvo patikrintas Mitis salivarius
agare (Difco) ir Kolumbijos kraujo agare (E&O Laboratories). Po to, bakteriniy kultiiry
optinis tankis (OT) buvo pakoreguotas iki 0,2 naudojant mikroploksteliy skaitymo
spektrofotometrg (Dynex MRX) ir parinkus 630 nm bangos ilgj.

PrieS bakterijy i$séjimg, 24-iy Sulinéliy plok$&iadugnés polistireno lasteliy
kultary plokstelés (Sarstedt) buvo uzpildytos TH buljonu su 10 % kar$&iu inaktyvuoto
arklio serumu. Tada PO1 (SEQ ID nr. 1) ir PO3 (SEQ ID nr. 3) fosforotioato
oligodeoksiribonukleotidai, sintezuoti Metabion International AG kompanijoje
(Vokietija) panaudojant 1 pmol sintezés skale ir didelio efektyvumo skyséiy
chromatografijos gryninima, buvo pridéti j plokstelés Sulinélius (galutiné koncentracija
— 10 uM) kombinacijoje su transfekcijos reagentu — TurboFect™.
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Pridéjus j ploksteles PO, S. mutans bei S. sobrinus kulttiry bakterijos buvo
sumaidytos lygiomis dalimis ir iSsétos j Sulinélius taip, kad gauti galutinj praskiedima
1:100. Nedelsiant, sterilios 1 mm storio stiklo plokstelés, iSpjautos i§ standartiniy
mikroskopo objektiniy stikliuky (76 x 26 mm; Thermo Fisher Scientific), buvo vertikaliai
jdetos j Sulinelius, o plokstelés inkubuotos anaerobinemis sglygomis papildomoms 4
val. 37 °C temperatiroje. Paskui, sterilus sacharozeés tirpalas buvo pridétas |
atitinkamus $ulinelius iki 1 % galutinés koncentracijos, o plokstelés vel inkubuotos
anaerobinémis salygomis (95 % Nz ir 5 % COz2) 37 °C temperatiroje dar papildomoms
20 val. Siame eksperimente skystos terpés (TH buljono) tdris vienam Sulinéliui buvo 1
mL: $ulineliai tik su terpe (buljonu) be bakterijy buvo naudoti kaip ,tuscia“ kontrole, o
nepaveiktos maidytos S. mutans ir S. sobrinus bakterijos naudotos kaip

eksperimentiné kontrolé.

Pragjus 24 val. bendram inkubacijos laikotarpiui, stiklo ploksteles buvo
iStrauktos i§ Sulineliy, i8dZiovintos ir toliau panaudotos maiSytos S. mutans ir S.
sobrinus bioplévelés analizei Sensofar PLu 2300 optiniu konfokaliniu profilometru. Tuo
tikslu buvo atlikti $e$i matavimai bioplévelés $iurk§tumui jvertinti ir penki matavimai
bioplévelés storiui jvertinti (kiekvieno matavimo plotas — 180 x 240 pm) per stiklo
plokstelés vidurj nuo matomos bioplevelés apadios iki virSaus panaudojant 50X
konfokalinj objektyvg. Nuskanuoty ir pamatuoty bandiniy duomenys toliau buvo
apdoroti Gwyddion programa (2.27 versija, prieinama internete adresu
http://gwyddion.net) tuo tikslu, kad kiekybiSkai jvertinti bioplévelés pavirSiaus

SiurkStumo ir jos storio parametrus, atspindinius bioplévelés susiformavimo laipsnj
arba ,brandg“. Papildomai, Medianinis filtras (dydis — 10 pikseliy arba 3 pym) buvo
parinktas ir pritaikytas tam, kad pas8alinti pavirSiaus formos klaidas ir banguotuma.
Kiekybiskai vertinant bioplévelés pavirSiaus Siurk§tumg buvo apskaiéiuojamas vienas
i§ svarbiausiy pavir§iaus parametry — Rq (iSmatuoto auk$€io nuokrypiy vidurkis).
Nustatyty pavirSiaus parametry statistinis reikSmingumas buvo jvertintas pritaikant
SPSS statistinés programos (20.0 versija) One-Way ANOVA metoda su LSD Post Hoc
testu. Mazesné uz 0,05 p reikS8mé buvo laikyta statistiSkai reikSminga.

Taikant optinés konfokalinés profilometrijos metoda stiklo ploksteliy su maisyty
S. mutans ir S. sobrinus biopléveliy pavirSiaus analizei buvo atskleista, kad 1%
sacharozés ir 10% kraujo serumo TH buljone Zymiai padidina biopléveles pavirSiaus

Siurk§tumo parametrg — Rq bei bioplévelés storj palyginus su nepaveiktomis
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bakterijomis, augusiomis su 10% serumu, bet be sacharozés (fig. 8a ir fig. 9a ir 9b).
Siuo atveju, tai rodo, kad 1% sacharozes terpéje stimuliavo bakterijy prisitvirtinima
(adhezijg) prie stiklo ploksteles pavirdiaus ir bioplévelés formavimasi. Taciau
bandomoji PO1 molekulé (SEQ ID nr. 1) kombinacijoje su TurboFect™ reagentu 25%
sumazino maisyty S. mutans ir S. sobrinus kulttry bioplévelés Siurk§tuma (Rq) TH
buljone, turinéiame 1% sacharozes ir 10% kraujo serumo, lyginant su bakterijomis,
paveiktomis PO3 (SEQ ID nr. 3) kombinacijoje su TurboFect™ reagentu (p < 0,05) (fig.
8b ir 8¢ ir fig.9a). Be to, bandomoji PO1 molekulé (SEQ ID nr. 1) kombinacijoje su
TurboFect™ reagentu 44% sumazino maiSyty S. mutans ir S. sobrinus kultlry
biopleveles storj TH buljone, turinéiame 1% sacharozés ir 10% kraujo serumo,
palyginus su nepaveiktomis bakterijomis bei bakterijomis, paveiktomis PO3 (SEQ ID
nr. 3) kombinacijoje su TurboFect™ reagentu (p < 0,05) (fig. 8 ir fig. 9b). Remiantis Siais
rezultatais galima daryti iSvada, kad bandomoji PO1 molekulé (SEQ ID nr. 1) efektyviai
sumazina S. mutans bei S. sobrinus adhezijg ir bioplévelés formavimasi ant standaus
pavir§iaus (stiklo ploksteles) terpéje, turinCioje pagrindinio kraujo sudétinio

komponento — serumo, in vitro sglygomis.

1 priedas. PO seky sarasas ir aprasymas
Seka Nr. 1 (SEQ ID nr. 1):
5-GCAGACCATTGCTTAATCT-3'

ligis: 19 nukleotidy (nt)

Cheminé struktiira: deoksiribonukleortigstis (DNR)
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Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prie$prasminé nukleotidy seka

Funkcija: $i seka yra SEQ ID nr. 13 iSvestiné, pagal komplementarumo
principg jungiasi su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl
iRNR sukeldama prie$prasminj efekta. Esamuose eksperimentuose tai yra testuojama

seka.

Seka Nr. 2 (SEQ ID nr. 2):
5-ACGCACTTTCTTGTCCAT-3'

ligis: 18 nt
Cheminé struktlira: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka jungiasi pagal komplementarumo principg su sritimi, esancia
S. mutans gtfB iRNR transliacijos pradzios srityje, sukeldama prie$prasminj efekta,
remiantis Guo ir kt. Treatment of Streptococcus mutans with antisense
oligodeoxyribonucleotides to gtfB mRNA inhibits GtfB expression and function. FEMS
Microbiol. Lett. 264 (2006), p. 8-14. Esamuose eksperimentuose ji naudojama kaip
teigiama kontrole.

Seka Nr. 3 (SEQ ID nr. 3):
5-ACTCGTATGCTACAGCTAT-3'

ligis: 19 nt
Cheminé strukttra: DNR

Kilme: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka yra SEQ ID nr.1 analogas su tokia pacia molekuline mase ir
nukleotidy kiekiu, tagiau turinti iSmaisytg atsitiktine tvarka nukleotidy eiliskuma. Dél
pastarosios prieZasties ji nesukelia prieSprasminio efekto ir todél esamuose
eksperimentuose naudojama kaip neigiama kontrole.

Seka Nr. 4 (SEQ ID nr. 4):
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5'-CAGACCATTGCTTAATCT-3'

ligis: 18 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilme: dirbtinai susintetinta izoliuota prie$prasminé nukleotidy seka

Funkcija: §i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
issidestymo eiliskuma, tadiau sutrumpintas vienu nukleotidu nuo 5'- galo. Pagal
komplementarumo principg ji gali jungtis su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC
iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama prieSprasminj efektg, remiantis literatlros
duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-mediated inhibition is
strongly dependent on oligo length and concentration but almost independent of
location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-16194).

Seka Nr. 5 (SEQ ID nr. 5):
5'-AGACCATTGCTTAATCT-3'

ligis: 17 nt
Cheminé struktira: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidestymo eiliSkumg, taciau sutrumpintas dviem nukleotidais nuo 5'- galo. Pagal
komplementarumo principa ji gali jungtis su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC
iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama prieSprasminj efekta, remiantis literattiros
duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-mediated inhibition is
strongly dependent on oligo length and concentration but almost independent of
location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-16194).

Seka Nr. 6 (SEQ ID nr. 6):
5'-GACCATTGCTTAATCT-3'
ligis: 16 nt

Cheminé struktara: DNR
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Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
isidestymo eiliSkuma, tadiau sutrumpintas trimis nukleotidais nuo 5'- galo. Pagal
komplementarumo principg ji gali jungtis su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC
iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama prieSprasminj efekta, remiantis literatliros
duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-mediated inhibition is
strongly dependent on oligo length and concentration but almost independent of
location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-16194).

Seka Nr. 7 (SEQ ID nr. 7):
5-GCAGACCATTGCTTAATC-3'

llgis: 18 nt
Cheminé strukttra: DNR

Kilme: dirbtinai susintetinta izoliuota prie§prasmine nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidéstymo eiliSkumg, tadiau sutrumpintas vienu nukleotidu nuo 3'- galo. Pagal
komplementarumo principg ji gali jungtis su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC
IRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama prieSprasminj efekta, remiantis literatlros
duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-mediated inhibition is
strongly dependent on oligo length and concentration but almost independent of
location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-16194).

Seka Nr. 8 (SEQ ID nr. 8):
5'-GCAGACCATTGCTTAAT-3'

llgis: 17 nt
Cheminé struktira: DNR

Kilme: dirbtinai susintetinta izoliuota prie$prasminé nukleotidy seka

Funkcija: §i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidestymo eiliSkumag, taciau sutrumpintas dviem nukleotidais nuo 3'- galo. Pagal
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komplementarumo principg ji gali jungtis su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC
iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama prieSprasminj efekta, remiantis literatlros
duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-mediated inhibition is
strongly dependent on oligo length and concentration but almost independent of
location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-16194).

Seka Nr. 9 (SEQ ID nr. 9):
5'-GCAGACCATTGCTTAA-3'

ligis: 16 nt
Cheminé struktira: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: $i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidestymo eiliSkuma, tadiau sutrumpintas trimis nukleotidais nuo 3'- galo. Pagal
komplementarumo principg ji gali jungtis su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC
iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama prieSprasminj efekta, remiantis literatlros
duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-mediated inhibition is
strongly dependent on oligo length and concentration but almost independent of
location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-16194).

Seka Nr. 10 (SEQ ID nr. 10):
5'-CAGACCATTGCTTAATC-3'
ligis: 17 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilmeé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidestymo eiliSkuma, tagiau sutrumpintas dviem nukleotidais — vienu nuo 5'- galo ir
vienu nuo 3'- galo. Pagal komplementarumo principa ji gali jungtis su atitinkama sritimi
S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama priesprasminj efekta,
remiantis literatiros duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-

mediated inhibition is strongly dependent on oligo length and concentration but almost
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independent of location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-
16194).

Seka Nr. 11 (SEQ ID nr. 11):
5-AGACCATTGCTTAATC-3'

ligis: 16 nt
Cheminé struktara: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: & seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidestymo eiliskuma, tadiau sutrumpintas trimis nukleotidais — dviem nuo 5'- galo ir
vienu nuo 3'- galo. Pagal komplementarumo principa ji gali jungtis su atitinkama sritimi
S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl IRNR sukeldama prieSprasminj efekta,
remiantis literatiros duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-
mediated inhibition is strongly dependent on oligo length and concentration but almost
independent of location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-
16194).

Seka Nr. 12 (SEQ ID nr. 12):
5'-CAGACCATTGCTTAAT-3'

ligis: 16 nt
Cheminé strukttura: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka yra SEQ ID nr.1 analogas, turintis tokj patj nukleotidy
iSsidéstymo eiliSkuma, tadiau sutrumpintas trimis nukleotidais — vienu nuo 5'- galo ir
dviem nuo 3'- galo. Pagal komplementarumo principa ji gali jungtis su atitinkama sritimi
S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl IRNR sukeldama prieSprasminj efekta,
remiantis literatiros duomenimis (Fakler ir kt. Short antisense oligonucleotide-
mediated inhibition is strongly dependent on oligo length and concentration but almost
independent of location of the target sequence. J. Biol. Chem. 269 (1994), p. 16187-
16194).



43

LT 6214 B

Seka Nr. 13 (SEQ ID nr. 13):
5'-TTGGCAGACCATTGCTTAATCTTAAC-3'
ligis: 26 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: $i seka pagal komplementarumo principg gali jungtis su atitinkama
26 nt sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama
prieSprasminj efekta. Ji yra komplementari sekai Nr. 16, kuri turi 100% homologines
sritis S. mutans gtfB, gtfC, S. criceti gtfl, S. dentirousetti gtfl, S. dentisuis gtflir S. orisuis
gtf genuose, o taip pat homologines sritis su dviejy nukleotidy neatitikimu S. downei
gtf pirmtako ir S. sobrinus gtfl genuose.

Seka Nr. 14 (SEQ ID nr. 14):

5'-
UCUGUUAAGAUUAAGCAAUGGUCUGCCAAGUACUUUAAUGGGACAAA
UAUUUUAGGGCGCGGAGCAGGCUAUGUCUUAAAAGA-3'

ligis: 83 nt

Cheminé struktdra: ribonukleoriigstis (RNR)
Kilme: natdrali seka, esanti S. mutans gtfB iRNR

Funkcija: reikalinga transliacijai atlikti; koduoja amino riigstis atitinkamoje S.
mutans GifB baltymo srityje. Prie Sios sekos atitinkamos srities gali jungtis
prieSprasminiai oligonukleotidai, turintys sekas Nr. 1 ir Nr. 4-13, sukeldami
prieSprasminj efekta.

Seka Nr. 15 (SEQ ID nr. 15):
5'-GCAGACCATTGTTTAATCT-3'

ligis: 19 nt
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Cheminé struktdra: DNR

Kilmé: natirali seka, esanti S. sobrinus gifl gene

Funkcija: koduoja sritj S. sobrinus gtfl iRNR, prie kurios gali jungtis
prieSprasminiai oligonukleotidai (su vieno nukleotido neatitikimu), turintys sekas Nr. 1

ir Nr. 4-12, sukeldami prieSprasminj efekta.

Seka Nr. 16 (SEQ ID nr. 16):
5-GTTAAGATTAAGCAATGGTCTGCCAA-3'
ligis: 26 nt

Cheminé struktara: DNR

Kilmé: natdrali seka, esanti S. mutans gtfB gene

Funkcija: koduoja sritf S. mutans gtfB iIRNR, prie kurios gali jungtis
prieSprasminiai oligonukleotidai, turintys sekas Nr. 1 ir Nr. 4-13, sukeldami
prieSprasminj efekta. Si seka turi 100% homologines sritis S. mutans gtfC, S. criceti
gtfl, S. dentirousetti gtfl, S. dentisuis gtfl ir S. orisuis gif genuose, o taip pat
homologines sritis su dviejy nukleotidy neatitikimu S. downei gtf pirmtako ir S. sobrinus

gtfl genuose.

Seka Nr. 17 (SEQ ID nr. 17):
5'-AGATTAAGCAATGGTCTGC-3'

ligis: 19 nt
Cheminé struktira: DNR

Kilmé: natlrali seka, esanti S. mutans gtfB gene

Funkcija: koduoja sritf S. mutans gtfB iRNR, prie kurios gali jungtis
prieSprasminiai oligonukleotidai, turintys sekas Nr. 1 ir Nr. 4-12, sukeldami
prieSprasminj efekta. Si seka yra SEQ ID nr. 16 i$vestiné.

Seka Nr. 18 (SEQ ID nr. 18):
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5'-CGCGTCATGTTTGAAGGTTTCTCTAA-3'
ligis: 26 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilmeé: natarali seka, esanti S. mutans gifB gene

Funkcija: koduoja sritj S. mutans gtfB iRNR, prie kurios gali jungtis
prieSprasminiai oligonukleotidai, turintys sekas Nr. 19-24, sukeldami prieSprasmin;
efekta. Si seka turi 100% homologines sritis fig. 7 nurodytuose Streptococcus rusiy ir

padermiy gliukoziltransferaziy genuose.

Seka Nr. 19 (SEQ ID nr. 19):
5'-TTAGAGAAACCTTCAAACATGACGCG-3'
ligis: 26 nt

Cheminé struktura: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: §i seka pagal komplementarumo principg gali jungtis su atitinkama
26 nt sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama
prieSprasminj efektg. Ji yra komplementari sekai Nr. 18, kuri turi 100% homologines
sritis fig. 7 nurodytuose Strepfococcus rasiy ir padermiy gliukoziltransferaziy genuose.

Seka Nr. 20 (SEQ ID nr. 20):
5-GAAACCTTCAAACATGACGC-3
llgis: 20 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: 8i seka yra SEQ ID nr. 19 iSvesting, pagal komplementarumo
principa jungiasi su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl
iIRNR sukeldama prieSprasminj efekta. Tai yra testuojama seka, kuri parinkta

panaudojant ,Antisense Design“ programg (Integrated DNA Technologies:
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http://eu.idtd na.com/ScitooIs/Angications/AntiSense/Antisense.asgx?source=menu).

Seka Nr. 21 (SEQ ID nr. 21):
5'-AAACCTTCAAACATGACGC-3'
ligis: 19 nt

Cheminé struktira: deoksiribonukleorigstis (ONR)

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prie$prasminé nukleotidy seka

Funkcija: $i seka yra SEQ ID nr. 19 i8vesting, pagal komplementarumo
principa jungiasi su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl
iRNR sukeldama prieSprasminj efekta. Tai yra testuojama seka, kuri parinkta
panaudojant ,Antisense Design programg (Integrated DNA Technologies:
h_ttp://eu.idtdna.com/ScitooIs/Applications/AntiSense/Antisense.aspx?source=menu).

Seka Nr. 22 (SEQ ID nr. 22):
5'-GAAACCTTCAAACATGACGCG-3'
llgis: 21 nt

Cheminé struktira: deoksiribonukleortgstis (DNR)

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prie§prasminé nukleotidy seka

Funkcija: §i seka yra SEQ ID nr. 19 i$vesting, pagal komplementarumo
principg jungiasi su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl
iRNR sukeldama prieSprasminj efekta. Tai yra testuojama seka, kuri parinkta
panaudojant ,Antisense Design“ programg (Integrated DNA Technologies:
http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/AntiSense/Antisense.aspx?source=menu).

Seka Nr. 23 (SEQ ID nr. 23):
5'-GAAACCTTCAAACATGACG-3'
ligis: 19 nt

Chemine struktira: deoksiribonukleortigstis (DNR)
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Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: §i seka yra SEQ ID nr. 19 iSvesting, pagal komplementarumo
principa jungiasi su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl
iRNR sukeldama prie§prasminj efekta. Tai yra testuojama seka, kuri parinkta
panaudojant ,Antisense Design“ programg (Integrated DNA Technologies:
http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/AntiSense/Antisense.aspx?source=menu).

Seka Nr. 24 (SEQ ID nr. 24):
5'-AGAAACCTTCAAACATGACGC-3'

ligis: 21 nt

Cheminé struktdra: deoksiribonukleortigstis (DNR)

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka

Funkcija: Si seka yra SEQ ID nr. 19 iSvestiné, pagal komplementarumo
principg jungiasi su atitinkama sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl
iIRNR sukeldama prieSprasminj efekta. Tai yra testuojama seka, kuri parinkta
panaudojant ,Antisense Design* programa (Integrated DNA Technologies:
http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/AntiSense/Antisense.aspx?source=menu).
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Prie$prasminiai oligonukleotidai (PO) aterosklerozés ir kardiovaskuliariniy

infekcijy prevencijai, atitinkantys Siuos pozymius:
a) PO sudaryti i$ nukleotidy seky pagal SEQ ID nr. 1, 13, 19;
b) PO sudaryti i§ seky SEQ ID nr. 1, 13, 19 fragmenty; arba

¢) PO, kuriy nukleotidy sekos ne maZiau kaip 85% sutampa su sekomis SEQ
iDnr. 1,13, 19.

2. PO pagal 1 punkta, besiskiriantys tuo, kad nukleotidy sekos
nurodytos SEQ ID nr. 1, 13, 19 skiriasi vienu, dviem, trim arba keturiais nukleotidais.

3. PO pagal 1 punkta, besiskiriantys tuo, kad nukleotidy sekas sudaro
fragmentai ar dalys, kurie parinkti i$ $iy seky grupés: SEQ ID nr. 4, 5, 6,7, 8, 9, 10,
11, 12, 20, 21, 22, 23, 24.

4. PO pagal bet kurji$§ 1-3 punkty, besiskiriantys tuo, kad PO konjuguoti

su peptidu prasiskverbianciu per Iastelés membrana.

5. PO pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, panaudojami ateroskleroziniy ploksteliy ir/ar
Zidiniy susiformavimo profilaktikai, prevencijai, slopinimui ir maZinimui ant Zmogaus

kardiovaskuliniy audiniy ir/ar Zzmogaus kraujo terpéje.

6. Biofarmaciné kompozicija medicininiam panaudojimui susidedanti i$
aktyviosios medziagos ir adjuvanty ir/ar ne$éjy, besiskirianti tuo, kad jos
aktyviagjg medziagg sudaro PO pagal bet kurj i$ 1-4 punkty.

7. Biofarmaciné kompozicija pagal 6 punktg,besiskirianti tuo, kad
joje naudojamas neséjas yra katijoninis polimeras.

8. Biofarmaciné kompozicija, pagal bet kurj i§ 6,7 punktus, skirta

aterosklerozés gydymui ar prevencijai.

9. Biofarmaciné kompozicija, pagal bet kurj i§ 6,7 punktus, skirta bakterinio
endokardito gydymui ar prevencijai.

10. Biofarmaciné kompozicija pagal bet kurj i§ 6,7 punktus, skirta pavirsiy
besilieiandiy su Zmogaus krauju ir audiniais, vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany,

zondy, voztuvy, protezy, implanty apdorojimui, siekiant antibakterinio poveikio



49

LT 6214 B

nukreipto j S. mutans ir S. sobrinus ant tokiy pavirsiy.

11. Biofarmacine kompozicija, pagal bet kurj i§ 6,7 punktus, skirta pavirsiy
besilie¢iané&iy su Zmogaus krauju ir audiniais, vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany,
zondy, voztuvy, protezy, implanty apdorojimui, ateroskleroziniy ploksteliy ir/ar Zidiniy

susiformavimo profilaktikai, prevencijai, slopinimui ir mazinimui ant tokiy pavirsiy.

12. Biofarmaciné kompozicija, pagal bet kurj i§ 6,7 punktus, skirta pavirsiy
besiliegianéiy su Zmogaus krauju ir audiniais, vamzdeliy, kateteriy, dializés membrany,
zondy, voZtuvy, protezy, implanty apdorojimui, siekiant sumazinti bakteriniy
bioplévely atsiradimg ir augima.

13. S. mutans ir S. sobrinus bakterijy kolonijy kontrolés biadas, besiskiri
antistuo, kad naudojant biofarmacine kompozicijg pagal 6,7 punktus specifiSkai ir
vienu metu slopina gtfB ir gtfC iRNR rai§ka S. mutans bakterijoje ir gtf/ iRNR rai$kg S.
sobrinus bakterijoje , taip pat vienu metu slopina $iy bakterijy gebéjimg sintezuoti
vandenyje netirpiy gliukany ir dalinai vandenyje tirpiy gliukany polimerus ir mazina Siy
bakterijy gebéjima sintetinti biopléveliy karkasg sudarangius ekzopolisacharidus.



113
LT 6214 B

Rutuline kilpa Smeigtukiné kilpa

3049 nt r 1

y g [uaagca) caa ua ugggac
ucu uugagauy| lauggucuge] g cuuuaa \

aga aauucug uaucggacyg C gggauu a
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Fig. 1

Fig. 2a
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Fig. 2b

Fig. 2c
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Fig. 8b
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