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Sukurtas naujas rekombinantinis antikGnas, kurio taikinys yra transmembraninis fermentas
karboanhidrazé XiI. Sio fermento raiska padidéja tam tikry tipy véZinése lgstelése. Sukurtasis rekombinantinis
antikinas yra naujas baltymas, kuris iki Siol nebuvo aprasytas mokslingje literatdroje. Pirmiausia buvo sukurta
lasteliy (hibridomy) linija, kuri gamina monokloninj antikling prie$ karboanhidraze Xil. 13 hibridomos Igsteliy buvo
klonuotos kopijinés DNR sekos, koduojangios imunoglobuliny kintamasias sritis, sukurtos rekombinantinés
plazmidés ir gauta rekombinantinio antikino raiska. Antikdno kdrimui buvo naudojami Zinomi metodai — hibridomy
technologija, geny inZinerijos metodai, baltymy gryninimo metodai, imunocheminés analizés metodai. Sukurtasis
rekombinantis antikinas gali turéti pritaikyma medicinos ir biofarmacijos srityse, nes jis gali slopinti véZiniy igsteliu,

~ turingiy karboanhidraze XII, augima.
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iISradimo sritis

Isradimas  priskirtinas baltymy  biotechnologijos sri€iai; jis apraso
rekombinantinio antikino, kuris atpazjsta ir specifiSkai jungiasi prie Zmogaus
karboanhidrazes XlI ir jg neutralizuoja, gavima bei unikaliy imunoglobulino molekulés

aminorigséiy seky, bitiny antikino-antigeno sgveikai, apibldinima.

ISradimo technikos lyais

Karboanhidrazés (CA) yra cinko metalo fermentai randami beveik visuose
gyvuose organizmuose, dél savo katalizuojamos reakcijos svarbos dalyvaujantys
jvairiuose fiziologiniuose procesuose. Zmogaus organizme aptikta 15 a-CA $eimos
izoformy, kurios paplitusios jvairiy organy ir audiniy Igstelése (eritrocituose, Zarnyne,
riebaliniame audinyje, inkstuose, plauciuose, virSkinamajame trakte, smegenyse,
akyse, kapiliary endotelyje, kepenyse, seilése) [Gilmour K. M. Biochem Physiol A Mol
Integr Physiol. 2010, 157, pp.193-197].

CA IX ir CA Xll- membraniniai fermentai, kuriy raiSka padidéja esant
véziniams pakitimams, ypa¢ susidarius hipoksijos sglygoms, kurios bdingos kietiems
navikams. Dél Sios priezasties CA IX ir CA Xl raiSka siejama su véZio vystymusi.
Manoma, kad $ie fermentai tiesiogiai veikia naviko progresavimg, nes prisideda prie
naviko aplinkos riigstéjimo, vidulgstelinio pH reguliavimo — todél véZinés lgstelés
lengviau iSgyvena hipoksijos sglygomis, gali lengviau metastazuoti. [Kallio H. J Cancer
Mol. 2010, 5, pp.73-78].

CA 1X &iuo metu pripaZintas &viesiyjy inksty Igsteliy karcinomos biozymuo. Sio
baltymo rai$kos nustatymas yra svarbus inksty vézio diagnostikai, kadangi CA IX
sintetinamas tik vézZinése, bet ne normaliose Igstelése. Taip pat atliekami tyrimai,
kuriais stengiamasi parodyti prognosting fermento vertg, o tai palengvinty numatyti, ar
vézys linkes metastazuoti, jo atsparuma terapijai ir atsistatymo tikimybe [Tostain J. Eur
J Cancer. 2010, 46, pp. 3141-3148].

CA Xl yra intensyviai tyrinéjamas fermentas, norint patvirtinti jo, kaip véziniy
lasteliy Zymens, verte. Parodyta, kad CA Xl raiSka yra susijusi su labiau paZzengusia
burnos ertmés suragéjusiy Igsteliy karcinoma, didesniu auglio dydzZiu bei blogesnémis
paciento iSgyvenamumo prognozemis [Chien M. H. Oral Oncol. 2012, 48, pp. 417-
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423]. Platesni tyrimai reikalingi, norint patobulinti jvairiy audiniy véZiy diagnostikg, o tai
skatina kurti naujus diagnostinius reagentus ir sistemas, skirtas tyrinéti CA XlI raikg

klinikiniuose méginiuose.

Monokloniniai antikinai (MAK) yra itin populiarGs diagnostiniai reagentai,
taikomi klinikiniuose tyrimuose jvairiose srityse: kraujo grupiy, virusiniy infekcijy
nustatymui, véZio, kraujagysliy ir Sirdies ligy diagnostikoje. Siuo metu sparéiai plediasi
kita svarbi antikiiny (Ak) pritaikymo sfera — imunoterapija. Pelés MAK, taikant geny
inZinerijos technologijg, yra pakeitiami taip, kad jy savybés atpaZinti antigeng ilikty
nepakitusios, tagiau jie nesukelty imuninio atsako Zmogaus organizme. Modifikuoti
arba rekombinantiniai antikGinai gali turéti jvairig struktdrg, pavyzdZiui, chimeriniai Ak
sudaryti i§ pelés MAk variabilaus regiono (V), kuris svarbus atpaZjstant antigena, ir
Zmogaus imunoglobulino pastovaus domeno (C), atsakingo uz efektorines antikGno
funkcijas; viengrandziai Ak fragmentai (scFv), turintys tik antigeng suriSancig sritj ir
pan. Tokiy rekombinantiniy antikliny gamybai naudojamos bakterijos, mielés, augalai,
zinduoliy lastelés ar fagy ekspozicijos sistemos [Frenzel A. Front Immunol. 2013, 4,
pp. 1-20].

Fig 1. parodo rekombinantiniy antikiny (scFv ir scFv-Fc) schematine struktirg
ir jy skirtumus nuo pilno IgG klasés imunoglobulino [pritaikyta i8 Frenzel A. Front
Immunol. 2013, 4, pp. 1-20].

Ak gali aktyvinti imuning sistema, sukeliant Ak nulemtg Igstelinj citotoksiSkuma
(angl. antibody-dependent cellular cytotoxicity, ADCC), komplemento nulemtg
citotoksiSkuma (angl. complement-dependent cytotoxicity, CDC)), arba sukelti véZinés
Igsteles apoptoze, sustabdyti proliferacija, angiogeneze ar sumaZinti metastaziy
plitimg. Daznai Ak efektas yra padidinamas juos naudojant kartu su chemoterapija ir
medziagomis, kurios aktyvina imunine sistemg. Geriausi gydymo Ak rezultatai
gaunami juos naudojant ankstyvoje ligos stadijoje. Rituximab - Ak atpazjstantis CD20
molekule — yra pirmasis registruotas chimerinis MAk (1997 m.), naudojamas leukemijai
gydyti [Mellstedt H. Drugs Today (Barc). 2003, 39, pp. 1-16).

RENCAREX® (Girentuximab) yra trecios fazés klinikiniy tyrimy kandidatas,
skirtas gydyti nemetastazuojangias Sviesiyjy inksty lasteliy karcinomas. Girentuximab
yra chimerinis MAK, kuris atpazjsta CA IX. Tai vienintelis Ak prie$ karboanhidrazes,
pasiekes Klinikinius tyrimus.
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Rekombinantiniai antikGinai prie§ CA Xll néra aprasyti.

Vaistiniy preparaty, pagrjsty antikinais prieS CA XlI, taip pat néra aprasyta.

iSradimo analogai

Lietuvos ir uzsienio patentai bei

ublikacijos, kuriuose apra8yti artimiausi

(9250) antibodies and methods of use

thereof*)

Saltinis Apibadinimas
PCT/US2006/046350 Patente aprasomi
(pavadinimas ,Carbonic anhydrase ix | rekombinantiniai antikdnai prie$

Zmogaus karboanhidraze 1X, kuri taip pat

yra transmembraninis fermentas ir
véziniy lgsteliy Zymuo, bet skiriasi nuo
karboanhidrazés Xll pagal amino rugsciy

sekg, struktirg ir funkcijas. ApraSytieji

carbonic anhydrase®)

antiklnai nereaguoja su Zmogaus

karboanhidraze XII.
PCT/EP2011/056964 Patente aprasomi pelés
(pavadinimas ,Novel antibody to a | monokloniniai antiknai pries

karboankidraze XIl ir pateiktos jy
kintamyjy sri¢iy hiperkaiciosios sekos
(CDR): trys sunkiosios ir trys lengvosios
imunoglobulino grandiniy sekos.
Apra8ytosios antikiny sekos nesutampa
su Siame iSradime apraSomo antikiino

sekomis.
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Lasickiene R, Parkkila S, Jogaite V,
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Development and characterization of
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antibodies against

Siose publikacijose apra$omos

kitos mdsy sukurtos hibridomos,

gaminanc¢ios monokloninius antiklnus
prie§ karboanhidraze XIl. Hibridoma

14D6,

apraSoma Sioje paraiSkoje,
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human recombinant CA Xll. Biomed Res | ankstesnése muisy publikacijose
Int. 2014,2014:309307. doi: | nepaminéta. Be to, publikacijose minimi
10.1155/2014/309307. tik monokloniniai antikdnai, bet ne

2) Dekaminaviciute D, Kairys V rekombinantiniai antikGnai, Monokloniniai

Zilnyte M, Petrikaite V, Jogaite V antikinai skiriasi nuo rekombinantiniy

Matuliene J. Gudleviciene Z. Vullo D antikliny, nes jie kuriami kitais metodais

Supuran CT, Zvirbliene A. Monoclonal ir turi skirtinga struktira.
antibodies raised against 167-180 aa
sequence of human carbonic anhydrase
Xl inhibit its enzymatic activity. J

Enzyme Inhib Med Chem. 2014 Jan 9.

ISradimo esmé

ISradimo tikslas — gauti naujg rekombinantinj antikling, atpaZjstant;
karboanhidraze XII. Sis i§radimas pateikia imunoglobulino sunkiosios ir lengvosios
grandiniy kintangiyjy sri¢iy hiperkaiciasias sekas (CDR) gautas, naudojant genetine
medziagg i8 14D6 hibridomos Igsteliy linijos, gaminangios natyvy CAXIl baltymg

atpaZzjstantj ir neutralizuojantj monokloninj antikiing pries CA XIl.
Toks antiktnas turi

a) aminoriigsciy sekas SEQ ID: Nr. 1 (CDR 1), 2 (CDR 2), 3 (CDR 3), kurios
apibréZia sunkiosios grandinés kintangiajg sritj (VH), ir/arba aminorigsciy sekos SEQ
ID: Nr. 4 (CDR 1), 5 (CDR 2), 4 (CDR 3), kurios apibrézZia lengvosios grandinés
kintanciagjg sritj (VL);

arba

b) aminortgs¢iy sekas i§ (a) dalies, kuriose bent viena aminorlgstis yra
konservatyviai pakeista kita panaSaus poliariSkumo aminorigstimi bet kurioje i$
aminoragsc&iy seky SEQ ID Nr. 1 - 6.

SEQ ID Nr. 1: GFTFSDYG. ligis: 8 aminortigstys;
SEQ ID Nr. 2: ISNLAYRI. ligis: 8 aminorgstys;
SEQ ID Nr. 3: VRATEYALDY. ligis: 10 aminorugs¢iy;
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SEQ ID Nr. 4: RASQDINNYLN. ligis: 11 aminorags€iy;
SEQ ID Nr. 5: YTSKLHS. ligis: 7 aminortgstys;

SEQ ID Nr. 6: QQGNTLPFTF. ligis: 10 aminortgs¢iy.

Pateikiamas iSradimas parodo, kad antikinas 14D6 atpaZjsta tokig
aminoriigs¢iy sekg (CA Xl baltymo fragmentg nuo 27-valino iki 130-glicino)

SEQID: Nr. 7:

VNGSKWTYFGPDGENSWSKKYPSCGGLLQSPIDLHSDILQYDASLTPLEFQ
GYNLSANKQFLLTNNGHSVKLNLPSDMHIQGLQSRYSATQLHLHWGNPNDPHG

arba panaS8ias aminortgs$c&iy sekas, kuriy identi8kumas yra bent 95 % [Basic
Local Alignment Search Tool: http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqil

Antikinas 14D6 ar jo fragmentas pagal silloma iSradimg yra skirtas naudoti
karboanhidrazés XIl biologinio aktyvumo slopinimui arba neutralizavimui. Sis
antikinas gali bati chemiSkai arba genetiSkai konjuguotas su fermentu, kitu baltymu
arba cheminiu junginiu ir naudojamas kaip diagnostinis arba terapinis agentas.

Trumpas bréZiniy apraSymas

Fig 1. parodo rekombinantiniy antikdny (scFv ir scFv-Fc) schematine struktirg
ir jy skirtumus nuo pilno IgG klasés imunoglobulino [pritaikyta i§ Frenzel A. Front
Immunol. 2013, 4, pp. 1-20].

Fig. 2 parodo imunoblotingo vaizdg, gautg su rekombinantine CA XII
susintetinta E. coli ir HEK 293 lastelése bei HEK 293 Igsteliy lizatu.

Fig. 3 atkartoja IFA rezultatus, gautus kaip antigeng naudojant rekombinantine
CA XlI susintetintg bakterijose E. coli (CA XIl bakt.) arba Zinduoliy Igsteliy linijoje HEK
293 (CA Xl zind.).

Fig. 4 parodo 14D6 antikiino sgveika su natyviu baltymu esanciu Igstelés
membranoje.

Fig. 5 parodo, kad monokloninis antikiinas atpaZjsta baltymo N-gale esancig



LT 6331B

aminordg&&iy dalj ir jo linijinis epitopas gali bati tarp aminoragsties valino (27 pozicija)

ir aminortgsties glicino (130 pozicija).

Fig. 6 parodo antikino 14D6 slopinantj poveikj rekombinantinei CA Xll - jo
disociacijos konstanta (~42nM) artima klasikinio karboanhidraziy inhibitoriaus
acetazolamido Kd (~37,5 nM).

Fig. 7 parodo imunoglobulino sunkiosios (VH) ir lengvosios (VL) grandiniy
kintangiyjy sri¢iy hiperkai€iyjy regiony (CDR) nukleotidy ir aminorig$¢iy sekas
(pabraukta).

Fig. 8 iliustruoja konstrukcijy VL-(GaS)s-VH ir VH-(GsS)s-VL, apimanciy
antikdno 14D6 kintamosios dalies fragmentus su Zmogaus imunoglobuliny Fc

fragmentu (atitinkamai scFv-Fc-1 ir scFv-Fc-2), schematinj vaizda.

Fig. 9 parodo imunoblotingo vaizdg, gauta su rekombinantiniu antikinu,
susintetintu HEK 293 Igstelése.

Detalus iSradimo aprasymas

Siame iSradime apraSomas rekombinantinis antiklinas, kurj sudaro
monokloninio antikiino prie§ karboanhidraze XIil, kurj produkuoja sukurta nauja
hibridomy linija 14D6, sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintanciyjy sri6iy
hiperkaiCiosios sekos (CDR). Atlikti tyrimai parodé, kad sukurtasis monokloninis
antikiinas 14D6 reagu{pja tiek su rekombinantiniais CA Xll baltymais, susintetintais
bakterijose E. coli ar zinduoliy lgsteliy linijoje HEK 293, tiek su natyvia CA XlI,
sintetinama jvairiy Zmogaus véZiniy lasteliy linijy 1gsteliy membranose. Taip pat buvo
parodyta, kad sukurtasis monokloninis antikiinas neutralizuoja rekombinantinio CA XI|
baltymo biologinj veikimg in vitro — blokuoja fermentine anglies dioksido hidratacijos
reakcija.

Siame i§radime siilomas rekombinantinis antikiinas yra naujas ir skiriasi nuo

analogy i$ kity 3altiniy bei ankséiau apraSyty monokloniniy antikiiny prie§ CA XIl.

Siekiant sukurti naujg hibridomy linijg 14D6, gaminancig monokloninj antikling
pries CA XIl, buvo panaudota rekombinantiné CA Xll susintetinta Zmogaus
embrioninése inksty lgsteléese HEK 293 ir atliktos jprastos, Zinomos Sios srities
specialistams procedaros, batent;
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atliekama imunizacija — rekombinantiné CA XII (antigenas) buvo suleidziamas
BALB/c linijos peléms po oda. Prie§ injekcijg antigeno tirpalas buvo lygiu turiu
sumaiSomas du pilnu Freund‘o adjuvantu;

atliekama pakartotiné imunozacija — po 4 savai€iy peléms dar kartg buvo
suleidziama tokia pat antigeno dozé be adjuvanto; prie§ imunizuojant antrg kartg i$
peliy uodegos kraujagyslés paimama Siek tiek kraujo

atliekama pakartotiné imunizacija — dar po 4 savaiciy paléms dar kartg buvo
suleidZiama tokia pat antigeno dozé be adjuvanto. prie§ imunizuojant tre€ig kartg i$
peliy uodegos kraujagyslés paimama Siek tiek kraujo, taip pat kraujo paimama ir po 4
savaiéiy po treéiosios imunizacijos. Zinomu metodu — imunofermentine analize (IFA) —
buvo patikrinta ar peliy kraujo serume atsirado antikiiny pries antigeng.

pelés bluznies hibridizacija — pragjus 5 savaitéms po tre€iosios imunizacijos,
pelei su didziausiu antikliny prie$ antigeng kiekiu buvo suleista ta pati antigeno dozé
be adjuvanto ir po 3 dieny buvo atliekama bluznies Igsteliy hibridizacija, suliejant jas
su pelés vézinémis Igstelémis — mieloma Sp2/0, suliejimo agentu buvo naudotas
polietilenglikolis (PEG) [Sigma, JAV]. Si ir kitos procediros buvo atliekamos pagal

Zinomg proceddrg, naudojamag hibridomy gavimui [Kéhler, Milstein, Nature 1975;256,
pp. 495-497].

praéjus 2 savaitéms po hibridizacijos ir gavus hibridiniy lasteliy klonus
(hibridomas) buvo tikrinamas jy specifiSkumas, t. y. nustatoma, ar jie gamina antikinus
prie§ CA Xll. tam buvo naudojamas IFA metodas;

gautos hibridimos buvo charakterizuojamos pagal jvairius poZymius:
nustatant jy gaminamy monokloniniy antikiny izotipa;
iStiriant antikdno specifiSkuma IFA ir imunoblotingo metodais;

identifikavus hibridomas, kurios gamina monokloninius antiklinus pries CA XII,

jos buvo klonuojamos, padauginamos ir uzSaldomos tolimesniam saugojimui;

hibridomy gaminami monokloniniai antikGinai buvo charakterizuojami ankséiau
apraSytais budais:

IFA ir imunoblotingu, naudojant rekombinantine CA XII kaip antigena,

tékmes citometrija, naudojant véziniy Igsteliy linijy lasteles,
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tikrinamas monokloniniy antikiny neutralizuojantis poveikis, naudojant

rekombinantine CA XII.

Aprasytu bldu buvo gauta nauja hibridomy linija, kuri deponuota Vilniaus
universiteto Biotechnologijos institute (Vilnius) Imunologijos ir lgstelés biologijos

skyriuje:

Hibridoma 14D6, deponavimo numeris CAXII-001, kuri gamina IgG1 poklasio
(subtipo) antikinus prie$ CA XIL.

Paminéta nauja hibridoma 14D6 produkuoja monokloninj antikiing, i§ kurio
buvo sukurtas rekombinantinis antikGnas pries CA XIl, kuris ir yra Sio iSradimo
objektas.

Hibridomy produkty charakteristika

Naujos hibridomos 14D6 ir jos gaminamo monoklioninio antikino savybes
iliustruoja informacija pateikta Fig. 2-6.

Fig. 2 parodo imunoblotingo vaizdg, gautg su rekombinantine CA XII
susintetinta E. coli ir HEK 293 Igstelése bei HEK 293 Igsteliy lizatu.

Fig. 3 atkartoja IFA rezultatus, gautus kaip antigeng naudojant rekombinantine
CA Xl susintetintg bakterijose E. coli (CA Xl bakt.) arba Zinduoliy Igsteliy linijoje HEK
293 (CA Xl Zind.). Taip pat tikrintas kryZminis specifiSkumas su karboanhidrazés 1X
izoformos rekombinantiniu HEK 293 Igstelése susintetintu baltymu.

Fig. 4 parodo 14D6 antikino sgveikg su natyviu baltymu esanciu lgstelés
membranoje. Sgveika buvo tirta srautinés citometrijos metodu naudojant A498 lasteliy
linijg (literatdroje patvirtinta, kad Siose Igstelése yra padidéjusi CA Xl raiska) ir HEK
293 Igsteliy linijg (Siose Igstelése CA XlI raiSka nenustatyta kitais metodais).

Fig. 5 parodo, kad monokloninis antikiinas atpazjsta baltymo N-gale esancig
aminortgsciy dalj ir jo linijinis epitopas gali bati tarp aminorligsties valino (27 pozicija)
ir aminoragsties glicino (130 pozicija).

Fig. 6 parodo antikiino 14D6 slopinantj poveikj rekombinantinei CA Xl - jo
disociacijos konstanta (~42nM) artima klasikinio karboanhidraziy inhibitoriaus
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acetazolamido Kd (~37,5 nM).

Naujy monokloniniy antikiny gavimo bddas, jy savybés detaliau apraSomi
toliau pateiktuose 1-4 pavyzdziuose ir lentelése, kurie iliustruoja, bet neapriboja

iSradimo esmés.

1 pavyzdys

Hibridomy, gaminanéiy monokloninius antikiinus prie$ karboanhidraze XIl,

sukldrimas

Pagrindiniai hibridomy ir MAk gavimo etapai: imunizacija; mielomos lgsteliy
kultivavimas; lasteliy suliejimas; kraujo serumo surinkimas; hibridiniy Igsteliy selekcija
ir klonavimas; hibridomy kultivavimas in vitro; hibridomy 3aldymas/atSildymas ir

saugojimas.
Imunizacija

Imunizacijai buvo naudojamos 6 — 8 savaiiy BALB/c linijos pelés, augintos
Inovatyvios medicinos centre Imunologijos departamente. Rekombinantiniu CA XII
baltymu, susintetintu Zinduolinése HEK293 lgstelése, buvo imunizuotos 3 pelés,
suleidZiant po 50 pg antigeno. Atliekama poodiné injekcija. Pirmos imunizacijos metu
antigenas buvo iStirpintas fosfatiniame buferiniame tirpale (PBS) ir suspenduotas lygiu
tdriu su pilnu Freund'o adjuvantu (PFA). Antra imunizacija atlikta po 28 d., naudojant
tokj patj kiekj baltymo, kuris buvo iStirpintas PBS. Po 28 d. pelés imunizuojamos tre€iag
kartg tuo padiu antigeno kiekiu iStirpintu PBS. Po kiekvienos imunizacijos buvo
surinktas peliy kraujas antikdiny kiekiui nustatyti (8 pl kraujo sumaisomi su 192 ul PBS).
Pelé, kurios serume antikdny buvo daugiausiai, praéjus 5 savaitém po treiosios
imunizacijos, buvo dar kartg imunizuota 50 pg baltymo. Hibridizacija buvo atlikta po 3
dieny nuo paskutinés imunizacijos.

Mielomos Igsteliy kultivavimas

Hibridizacijai buvo naudojama Sp2/0 mielomos Igsteliy linija, kurios lgstelés
neturi fermento hipoksantin-guanin-foforiboziltransferazés, neauga selektyvioje
hipoksantino-aminopterino-timidino (HAT) terpéje ir negaminaimunoglobuliny ar jy

grandiniy. Iki hibridizacijos lgstelés buvo auginamos Dulbecco modifikuotoje Eagl‘o
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(DMEM) terpéje su 9 % fetalinio verSiuko serumo (FBS), persétos 3 kartus. Suliejimui

buvo naudojamos gyvos, logaritminéje augimo fazéje esancios Igstelés.
Lasteliy suliejimas

Antigenu imunizuotos pelés bluZznis buvo steriliai iSimta ir sutraiSkyta, norint
gauti bluznies Igsteliy suspensijg. Suspenduotos mielomos ir bluZnies lastelés supiltos
j vieng megintuvélj santykiu 1:5, tuomet létai per minute sulaSintas 1 ml Igsteliy
suliejimo agento 50 % polietilenglikolio (PEG-4000) tirpalo. Per kitas 3 minutes Igstelés
buvo inkubuojamos ir létai pridedama 10 ml terpés be serumo. Lastelés po suliejimo
buvo suspenduotos jau paruo$toje selektyvioje HAT terpéje turinCioje 15 % FBS,
kurioje auga tik hibridinés Igstelés. Geresniam lgsteliy augimui reikalingi makrofagai,
kurie hibridizacijos metu buvo surinkti i§ pelés pilvo ertmés, pradirus peritoniuma.
Lastelés séjamos | sterilias audiniy kultGroms skirtas 96 Sulinéliy ploksteles, po 150
takst. j Sulinél;.

Nesusiliejusios mielomos Igstelés dél aminopterino veikimo pradeda Zuti
praéjus kelioms dienoms po hibridizacijos. Makrofagai pradeda fagocituoti jy
nuolauzas ir atsirandantys klonai tampa daug geriau pastebimi.

Praejus 10-12 d po hibridizacijos, hibridiniy klony augimo terpé buvo
testuojama imunofermentinés analizés (IFA) metodu, naudojant antigena, kuriuo buvo
imunizuotos pelés. Buvo atrinkti hibridiniai klonai, gaminantys stipriausiai veikian&ius
antikinus (tokius, kuriy optinis tankis didziausias), ir iSklonuoti ribinio praskiedimo
metodu. Po klonavimo dar kartg tikrinamas klony specifiSkumas ir aktyvumas, tuomet

jie auginami didesniuose Sulinéliuose MAk dauginimui ir Iasteliy Saldymui.

Hibridomos kultivuojamos DMEM augimo terpéje, turin¢ioje 2 mM L-glutamino,
200 pg/ml gentamicino ir 15 % FBS, inkubatoriuje, kurio ore yra 5 % COz2, 98 %
drégnumas, esant +37 °C temperatirai.

Buvo gauta keletas hibridomy klony, gaminanciy monoklioninius antikiinus
prie$ karboanhidraze Xli. Buvo istirtas jy specifiSskumas, neutralizuojantis aktyvumas,
nustatyti antikiny izotipai. Hibridoma, gaminanti neutralizuojan¢ius monokloninius
antikiinus prie§ CA Xl buvo pavadinta 14D6 ir deponuota Vilniaus universiteto
Biotechnologijos instituto (Vilnius, LT) kolekcijoje.
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2 pavyzdys.
Monokloniniy antikiiny specifiSkumo tyrimas ir izotipy nustatytas

Fig. 2 parodo imunoblotingo vaizdg, gautg su rekombinantine CA Xl
susintetinta E. coli ir HEK 293 lgstelése bei HEK 293 Igsteliy lizatu. Kairéje —
denatlruojancios baltymy elektroforezés nuotrauka, dedinéje — imunoblotingo su

monokloniniu antikiinu 14D6 nuotrauka (naudota hibridomy augimo terpé, neskiesta).
M takelis —dazytas baltymy molekulinio svorio standartas (kDa);
1 takelis — rekombinantiné iSgryninta CA XII susintetinta HEK 293 Igstelése;
2 takelis — rekombinantiné igryninta CA Xll susintetinta E. coli bakterijose;

3 takelis — HEK 293 Igsteliy lizatas be CA XlI;

Fig. 3 atkartoja IFA rezultatus, gautus kaip antigeng naudojant rekombinantine
CA Xll susintetintg bakterijose E. coli (CA Xl bakt.) arba Zinduoliy Igsteliy linijoje HEK
293 (CA Xl zZind.). Taip pat tikrintas kryzminis specifiSkumas su karboanhidrazés 1X
izoformos rekombinantiniu HEK 293 Igstelése susintetintu baltymu. Naudota 3 kartus
praskiesta hibridomy augimo terpé.

Fig. 4 parodo 14D6 antikiino sgveikg su natyviu baltymu esanciu lgstelés
membranoje. Sgveika buvo tirta srautinés citometrijos metodu naudojant A498 Igsteliy
linijg (literattroje patvirtinta, kad Siose Igstelése yra padidéjusi CA Xll raidka) ir HEK
293 lgsteliy linijg (Siose Igstelése CA Xll raiSka nenustatyta kitais metodais). Kaip
pirminiai antikinai naudoti: 1) juoda linija — 14D6 antikGnas; 2) raudona linija —
kontrolinis IgG1 poklasio antiklinas prie$ kiauliy parvovirusa, kuris sukurtas Vilniaus
universiteto Biotechnologijos instituto Imunologijos ir lastelés biologijos skyriuje
(neigiama kontrolé). Antriniai antikGnai: komerciniai ozkos antiklinai pries pelés
imunoglobulinus, konjuguoti su FITC (BD Biosciences, JAV). Signalo intensyvumas
padidéja dél FITC Svytéjimo ir registruojamas kaip kreivés poslinkis, vykstant antikiino
14D6 sgveikai su A498 Igstelémis (paveikslas kairéje).

Fig. 5 parodo, kad monokloninis antikinas atpaZjsta baltymo N-gale esancig
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aminortgs¢iy dalj ir jo linijinis epitopas gali bati tarp aminordgsties valino (27 pozicija)
ir aminoragsties glicino (130 pozicija). VirSuje — CA Xll pilno ilgio aminorig&&iy sekos
palyginimas su #1 fragmento aminoriigdCiy sekos palyginimu; apadioje -
imunoblotingo vaizdas, gautas su CA Xl fragmentais, susintetintais E. coli. Kairéje —
denattruojandéios baltymy elektroforezés nuotrauka, desinéje — imunoblotingo su 14D6

monokloniniu antikiinu nuotrauka (naudota 5 kartus skiesta hibridomy augimo terpé).
M takelis — daZytas baltymy molekulinio svorio standartas (kDa);
1 takelis — #1 fragmentas, E. coli lizatas;
2 takelis — #2 fragmentas, E. coli lizatas;
3 takelis — #3 fragmentas, E. coli lizatas;

4 takelis — rekombinantiné i8gryninta CA XII susintetinta HEK 293 Igstelése.

3 pavyzdys
CA XIlI slopinimo tyrimas

Karboanhidrazes fermentinio aktyvumo matavimams buvo naudotas Zinduoliy
Igsteliy linijoje pagamintas rekombinantinis CA Xl baltymas. CA Xll hidratacinis
aktyvumas matuotas sustabdytos tékmés metodu [Khalifah. J Biol Chem 1971, 246,
pp. 2561-2673] naudojant "Applied Photophysics SX.18MV-R* spektrofotometrg 25 °C
temperatdroje. Indikatoriumi naudotas 30 uM fenolio raudonasis, kurio absorbcija
stebéta 557 nm bangos ilgyje, esant 40 nM CA XIl, ~17 mM CO2, 25 mM Hepes,
50 mM NaCl, pH 7,5 ir skirtingiems kiekiams (0 — 2 pM) antikiino ar mazamolekulinio
slopiklio (acetazolamido). Katalizuojamos reakcijos greitis lygintas su savaiminés CO2
reakcijos greiciu. Prie§ matuojant CA Xl — antiklino/slopiklio kompleksas inkubuotas
~1 val. 25 °C temperattroje. Disociacijos konstantos apskaiiuotos taikant Morrison
lygt;.

Fig. 6 parodo antikino 14D6 slopinantj poveikj rekombinantinei CA XII — jo
disociacijos konstanta (~42nM) artima klasikinio karboanhidraziy inhibitoriaus
acetazolamido Kd (~37,5 nM).
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4 pavyzdys.
AntikGno seky identifikavimas ir rekombinantinio antikino konstravimas

Rekombinantinio antikino konstravimas buvo pradétas nuo monokloninio
antikGno sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintan€iyjy sri€iy hiperkaidiujy seky (CDR)
identifikavimo ir genetinés medziagos (RNR) iSskyrimo i§ hibridomos 14D6. Buvo

naudotos tokios proceddros:

1) RNR iSskyrimas i§ hibridomos 14D6 - totaliné RNR buvo i3skirta i§
hibridomos 14D6 lIgsteliy, naudojant vienos stadijos technikg kaip apradytas anksciau
[Chomczynski and Sacchi, Anal. Biochem., 1987, 162, pp. 156-159; Boom R., J. Clin.
Microbiol. 1990, 28 pp. 495-503]. Lagstelés suardomos ir homogenizuojamos
buferiniame tirpale su guanidino tiocianatu. Lasteliy lizatas sumaiSomas su etanoliu ir
uzneSamas ant gryninimui skirty kolonéliy su silicio membrana — prie jos prikimba

RNR. Kolonélé tuomet praplaunama, o gryna RNR atkabinama vandeniu be nukleaziy.

2) Pirmosios kopijinés DNR (kDNR) grandinés sintezé - pirmoji kDNR
grandiné yra sintetinama naudojant nuo RNR priklausomg DNR polimeraze (atvirksting
transkriptazg), kartu su matrica poli(A) iRNR ir atsitiktiniais heksameriniais
pradmenimis, naudojant komercinj rinkinj ,RevertAid

H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit*, [Thermo Fisher Scientific, Vilnius].

3) Galutiné kDNR buvo padauginta polimerazés grandininés reakcijos (PGR)
metodu, naudojant specifinius pradmenis peliy imunoglobuliny sunkiosios ir
lengvosios grandiniy variabilaus (kintamojo) domeno sekoms (VH ir VL atitinkamai):

a) Peliy imunoglobuliny sunkiosios grandinés pastovios srities pradmuo 5°-
TTAATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC;

b) Peliy imunoglobuliny sunkiosios grandinés FR1 srities stipriai degeneruotas
pradmuo 5-CATATGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC (R - zymi A/G; S — C/G; N -
A/CIGITY);

¢) Peliy imunoglobuliny lengvosios kappa grandinés pastoviosios srities
pradmuo 5-TTAGGATACAGTTGGTGCAGCATC;

d) Peliy imunoglobuliny lengvosios kappa grandinés pastovaus FR1 regiono
universalus degeneruotas pradmuo 5
CATATGGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA (R- 2ymi A/G; S - C/IG; W - AIT: M -
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AIC; Y — CIT).

4) PGR produktai buvo klonuoti j vektorine plazmide ir sekoskaitos bldu buvo
nustatyta nukleotidy seka. Sekos analizuotos, naudojant BLASTN, pDRAW32 ir
Chromas Lite programas bei GenBank ir IgBLAST duomeny bazes. Buvo nustatytos
imunoglobulino sekos SEQ ID: Nr. 1 (CDR 1), 2 (CDR 2), 3 (CDR 3), kurios apibrézia
sunkiosios grandinés kintangiajg sritj (VH), irvaminorﬂgééiq sekos SEQ ID: Nr. 4 (CDR
1), 5 (CDR 2), 4 (CDR 3), kurios apibrézia lengvosios grandinés kintandiaja sritj (VL)
(Fig. 7).

Fig. 7 parodo imunoglobulino sunkiosios (VH) ir lengvosios (VL) grandiniy
kintanciyjy sri¢iy hiperkaiciyjy regiony (CDR) nukleotidy ir aminortgsciy sekas
(pabraukta).

Klonavus i§ hibridomos 14D6 Sias sekas, buvo sukonstruotas viengrandis
antikdno fragmentas (scFv), jvedant linkerine (jungtuko) sekg (G4S)4 tarp domeno VL
(SEQ ID Nr. 9) ir VH (SEQ ID Nr. 8). Galutiné konstrukcija koduojanti VL-(G4S)s-VH
arba VH-(G4S)s-VL buvo jklonuota | raiS8kos vektoriy pCEP4dS [,FreeStyle Max 293
expression system®, Invitrogen, Life Technologies, Karlsbadas, Kalifornija, JAV].
Konstrukcija apima Zmogaus imunoglobulino Fc domeng. Baltymo N-gale yra
sekrecijos signalo (SS) seka. Galutine plazmide buvo transfekuotos Zmogaus
embrioninés inksty HEK 293 linijos Igstelés. Laikina transfekcija ir baltymo indukcija
atlikta pagal gamintojo rekomendacijas.

Fig. 8 iliustruoja konstrukcijy VL-(G4S)s-VH ir VH-(GsS)s-VL, apimandiy
antikino 14D6 kintamosios dalies fragmentus su Zmogaus imunoglobuliny Fc
fragmentu (atitinkamai scFv-Fc-1 ir scFv-Fc-2), schematinj vaizdg. VH -
imunoglobulino sunkiosios grandinés kintanciosios srities hiperkaitusis regionas (SEQ
ID Nr. 8); VL —imunoglobulino lengvosios grandinés kintanciosios srities hiperkaitusis
regionas (SEQ ID Nr. 9); (G4S)4 — linkeris (jungtukas) tarp VL ir VH, susidedantis i§ 4
gliciny ir 1 serino sekos, kuri pasikartoja 4 kartus; Fc — Zmogaus imunoglobulino
sunkiosios grandinés C-galiné dalis.
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Fig. 9 parodo imunoblotingo vaizdg, gautg su rekombinantiniu antikdnu,
susintetintu HEK 293 Igstelése. Kairéje — denatiruojancios baltymy elektroforezés
nuotrauka, deSinéje — imunoblotingo su polikloniniais triusio antikinais, atpazjstanciais
Zmogaus imunoglobulino Fc grandine, konjuguotais su krieny peroksidaze, skiesti
1000 karty [Dako, Agilent Technologies, Danija, Glostrupas].

M takelis — daZytas baltymy molekulinio svorio standartas (kDa);

1 takelis — HEK 293 Igsteliy, gaminanc¢iy rekombinantinj antiktiing VL-(G4S)s-
VH-Fc, lizatas;

2 takelis — HEK 293 Iagsteliy, gaminané&iy rekombinantinj antikiing VH-(G4S )a-
VL-Fg, lizatas;

3 takelis — HEK 293 Igsteliy, gaminanéiy rekombinantinj Zmogaus
imunoglobulino Fc fragmenta, lizatas;

4 takelis — HEK 293 Igsteliy lizatas;

5 takelis — Zmogaus imunoglobulinai IgG i$ serumo [Sigma-Aldrich Co., JAV,
Misaris, Sent Luisas].

Imunoblotingo vaizdas rodo, kad po transfekcijos Igstelése HEK 293 vyksta
rekombinantiniy antikGny, sudaryty i§ konstrukcijy VL-(GaS)s-VH ir VH-(GaS)s-VL,
apimandiy antikiino 14D6 kintamosios dalies fragmentus su Zmogaus imunoglobuliny
Fc fragmentu, raiSka.

6) Nustatyta tokia antiklino aminorigs8¢iy seka, kuri skiriasi nuo
PCT/EP2011/05696 aprasytos antiklino sekos:

14D6 antikinas 6A10 antikinas (analogas
aprasytas PCT/EP2011/056964)

SEQ ID Nr. 1: GFTFSDYG. ligis: 8 1: GFSLTTYSVS
aminor(gstys;
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SEQ ID Nr. 2: ISNLAYRI. ligis: 8 2: RMWYDGDTV
aminoragstys;

SEQ ID Nr. 3: VRATEYALDY. ligis: 3: DFGYFDGSSPFDY
10 aminorigsdiy;

SEQ ID Nr. 4: RASQDINNYLN. ligis: 4: RASQGISTSIH
11 aminorigsciy;

SEQ ID Nr. 5: YTSKLHS. llgis: 7 5: FASQSIS
aminoragstys;

SEQ ID Nr. 6: QQGNTLPFTF. ligis: 6: QQTYSLPYTF
10 aminoragsciy.
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ISradimo apibreéztis

1. I8skirtas antikiinas arba antiklino fragmentas, kuris specifiSkai surisa
karboanhidraze Xll, apimantis:

a) sunkiosios grandinés kintamajg sritf CDR1, apimanéia SEQ ID Nr. 1,
sunkiosios grandinés kintamajg sritf CDR2, apimanc¢iag SEQ ID Nr. 2 ir sunkiosios
grandinés kintamaja sritf CDR3, apimancia SEQ ID Nr. 3, ir/arba

b) lengvosios grandinés kintamqja/sriti CDR1, apimancig SEQ ID Nr. 4,
lengvosios grandinés kintamajg sritf CDR2, apimancia SEQ ID Nr. 5 ir lengvosios
grandinés kintamajg sritf CDR3, apimancig SEQ ID Nr. 6.

2. I8skirtas antikinas arba antiklino fragmentas, kuris apima sunkiosios
grandinés kintamajg sritj, apimancig aminorigs¢iy sekg SEQ ID Nr. 8 ir lengvosios
grandinés kintamaja sritj, apimancig aminortugs€iy seka SEQ ID Nr. 9.

3. AntikGinas pagal 1 arba 2 punkta, kuris yra monokloninis antikinas.

4. Antiklino fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, kuris yra viengrandis antikino
fragmentas (scFv).

5. AntikGinas arba antik@ino fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, kuris atpazjsta
karboanhidraze Xl Zmogaus lgstelése.

6. Antiklnas arba antiklino fragmentas pagal 1 arba 2 punktg, Kkuris
neutralizuoja karboanhidrazés Xll fermentinj aktyvuma.

7. Antikiinas arba antikino fragmentas pagal 1 arba 2 punktg, kuriame bent
viena aminorligstis yra konservatyviai pakeista kita panaSaus poliariSkumo
aminorugstimi bet kurioje i§ aminorigs¢iy seky SEQ ID Nr. 1 —6 arba SEQ ID Nr. 8 ir
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8. Antikinas arba antikino fragmentas pagal 7 punkta, kuris atpaZzjsta
karboanhidrazés Xl aminorligséiy sekg nuo 27-valino iki 130-glicino (SEQ ID NO: 7)
arba panasig aminorigsciy seka, kuri yra bent 95 % identiSka sekai SEQ ID NO: 7.

9. Antiklino arba antikdino fragmento pagal bet kurj vieng i§ ankstesniy punkty
konjugatas.

10. I8skirta nukleorigsties molekulé, koduojanti aminorigs¢€iy sekg bet kurio
i$ antikiny ir antikny fragmenty pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty.

11. Raiskos vektorius, apimantis nukleortgsties molekule pagal 10 punkts.

12. Rekombinantiné Iastelé Seimininké, apimanti raiSkos vektoriy pagal 11
punkts.

13. Kompozicija, apimanti antikling arba antikino fragmentg pagal bet kurj i§
1-9 punkty, nukleoriigsties molekule, koduojangiag antikling arba antiklino fragmenta,
raiSkos vektoriy, apimantj nukleorigsties molekule ir Igstele Seimininke apimancig
raiSkos vektoriy, skirta naudoti vézio diagnostikai.

14. Antikiinas arba antikino fragmentas pagal bet kurj i$ 1-9 punkty, skirtas
naudoti véZiniy lgsteliy augimo slopinimui.
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A498 — 7mogaus inksty véZiniy | HEK 293 - Zmogaus
lasteliy linija embrioninés inksty lastelés
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