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Sukurtas naujas rekombinantinis antikiinas, kurio taikinys yra transmembraninis fermentas
karboanhidrazé XIl. Sio fermento raika padidéja tam tikry tipy véZinése Iastelése. Sukurtasis rekombinantinis
antikinas yra naujas baltymas, kuris iki 3iol nebuvo apradytas mokslinéje literatlroje. Pirmiausia buvo sukurta
Iasteliy (hibridomy) linija, kuri gamina monokloninj antikiing prie$ karboanhidraze Xll. 1§ hibridomos Igsteliy buvo
klonuotos kopijinés DNR sekos, koduojangios imunoglobuliny kintamasias sritis, sukurtos rekombinantines
plazmides ir gauta rekombinantinio antikiino raiska. Antikino kirimui buvo naudojami Zinomi metodai — hibridomy
technologija, geny inZinerijos metodai, baltymy gryninimo metodai, imunocheminés analizés metodai. Sukurtasis
rekombinantis antikGinas gali turéti pritaikyma medicinos ir biofarmacijos srityse, nes jis gali slopinti véZiniy Igsteliy,
turin¢iy karboanhidraze XIi, augima.



Naujas rekombinantinis antik@inas prieS Zmogaus karboanhidraze¢ XII

ISradimo sritis

ISradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sriiai; jis apraso rekombinantinio antikiino, kuris
atpaZjsta ir specifiSkai jungiasi prie Zmogaus karboanhidrazés XII ir ja neutralizuoja, gavima bei
unikaliy imunoglobulino molekulés aminortig§¢iy seky, biitiny antikiino-antigeno saveikai,

apibudinima.

I§radimo technikos lygis

Karboanhidrazés (CA) yra cinko metalo fermentai randami beveik visuose gyvuose organizmuose,
dél savo katalizuojamos reakcijos svarbos dalyvaujantys jvairiuose fiziologiniuose procesuose.
Zmogaus organizme aptikta 15 0-CA Seimos izoformy, kurios paplitusios jvairiy organy ir audiniy
lastelése (eritrocituose, Zarnyne, riebaliniame audinyje, inksfuose, 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 XII- membraniniai fermentai, kuriy raiska padidéja esant véziniams pakitimams, ypaé¢
susidarius hipoksijos salygoms, kurios biidingos kietiems navikams. D¢l $ios priezasties CA IX ir
CA XII raiSka siejama su véZio vystymusi. Manoma, kad 3ie fermentai tiesiogiai veikia naviko
progresavima, nes prisideda prie naviko aplinkos riig§téjimo, vidulastelinio pH reguliavimo — todél
veZinés lastelés lengviau iSgyvena hipoksijos salygomis, gali lengviau metastazuoti. [Kallio H. J
Cancer Mol. 2010, 5, pp.73-78].

CA IX $iuo metu pripaZintas $viesiujy inksty lasteliy karcinomos biozymuo. Sio baltymo raiskos
nustatymas yra svarbus inksty vézio diagnostikai, kadangi CA IX sintetinamas tik véZinése, bet ne
normaliose lastelése. Taip pat atlickami tyrimai, kuriais stengiamasi parodyti prognostine 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 XII yra intensyviai tyrinéjamas fermentas, norint patvirtinti jo, kaip véZiniy lasteliy Zymens,
vertq. Parodyta, kad CA XII raidka yra susijusi su labiau paZengusia burnos ertmés suragéjusiy
lasteliy karcinoma, didesniu auglio dydZiu bei blogesnémis paciento i§gyvenamumo prognozémis
[Chien M. H. Oral Oncol. 2012, 48, pp. 417-423]. Platesni tyrimai reikalingi, norint patobulinti
Ivairiy audiniy véZiy diagnostika, o tai skatina kurti naujus diagnostinius reagentus ir sistemas,
skirtas tyrinéti CA XII raidka klinikiniuose méginiuose.

Monokloniniai antikiinai (MAk) yra itin populiariis diagnostiniai reagentai, taikomi klinikiniuose

tyrimuose jvairiose srityse: kraujo grupiy, virusiniy infekcijy nustatymui, véZio, kraujagysliy ir



Sirdies ligy diagnostikoje. Siuo metu spardiai plediasi kita svarbi antikiiny (Ak) pritaikymo sfera —
imunoterapija. Pelés MAK, taikant geny inZinerijos technologija, yra pakei¢iami taip, kad jy savybeés
atpazinti antigenq iSlikty nepakitusios, taciau jie nesukelty imuninio atsako Zmogaus organizme.
Modifikuoti arba rekombinantiniai antikiinai gali turéti jvairig struktiirg, pavyzdziui, chimeriniai Ak
sudaryti i§ pelés MAk variabilaus regiono (V), kuris svarbus atpaZjstant antigena, ir Zmogaus
imunoglobulino pastovaus domeno (C), atsakingo uZ efektorines antikiino funkcijas; viengrandziai
Ak fragmentai (scFv), turintys tik antigena surian¢ig sritj ir pan. Tokiy rekombinantiniy antikiiny
gamybai naudojamos bakterijos, mielés, augalai, Zinduoliy lgstelés ar fagy ekspozicijos sistemos
[Frenzel A. Front Immunol. 2013, 4, pp. 1-20]. ‘

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

Ak gali aktyvinti imuniné; sistefna, sukeliant Ak nuIemtq lastelinj ditotoksiékﬁmq (ahgl. antibody-
dependent cellular cytotoxicity, ADCC), komplemento nulemta citotoksiskuma (angl. complement-
dependent cytotoxicity, CDC)), arba sukelti véZinés lastelés apoptoze, sustabdyti proliferacija,
angiogeneze ar sumazinti metastaziy plitima. DaZnai Ak efektas yra padidinamas juos naudojant
kartu su chemoterapija ir medZiagomis, kurios aktyvina imuning sistema. Geriausi gydymo Ak
rezultatai gaunami juos naudojant ankstyvoje ligos stadijoje. Rituximab - Ak atpaZjstantis CD20
molekulg — yra pirmasis registruotas chimerinis MAk (1997 m.), naudojamas leukemijai gydyti
[Mellstedt H. Drugs Today (Barc). 2003, 39, pp. 1-16].

RENCAREX® (Girentuximab) yra tredios fazés klinikiniy tyrimy kandidatas, skirtas gydyti
nemetastazuojancias Sviesiujy inksty lasteliy karcinomas. Girentuximab yra chimerinis MAk, kuris
atpaZjsta CA IX. Tai vienintelis Ak pries karboanhidrazes, pasiekes klinikinius tyrimus.
Rekombinantiniai antikiinai prie¥ CA XII néra aprasyti.

Vaistiniy preparaty, pagristy antikiinais prie§ CA XII, taip pat néra aprasyta.

Lietuvos ir uZsienio patentai bei publikacijos, kuriuose apra$yti artimiausi iradimo analogai

Saltinis Apibiidinimas

PCT/US2006/046350 (pavadinimas ,,Carbonic | Patente apraomi rekombinantiniai antikiinai pries
anhydrase ix (g250) antibodies and methods of | Zmogaus karboanhidraze IX, kuri taip pat yra
use thereof™) - transmembraninis fermentas ir véZiniy lgsteliy
Zymuo, bet skiriasi nuo karboanhidrazés XII pagal
amino rigdciy seka, struktirg ir funkcijas.

Apradytieji antiklnai nereaguoja su Zmogaus




karboanhidraze XII.

PCT/EP2011/056964 (pavadinimas ,,Novel

antibody to a carbonic anhydrase®)

Patente apraSomi pelés monokloniniai antiktinai
prie§ karboankidrazg XII ir pateiktos jy kintamyjy
(CDR): trys

sunkiosios ir trys lengvosios imunoglobulino

sriéiy  hiperkaiCiosios  sekos
grandiniy sekos. ApraSytosios antikiiny sekos
nesutampa su Siame iSradime apraSomo antikiino

sekomis.
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Siose publikacijose aprafomos kitos miisy
sukurtos hibridomos, gaminancios monokloninius
antikiinus prie§ karboanhidraze XII. Hibridoma
14D6, apraSoma S$ioje paraiskoje, ankstesnése
miisy publikacijose nepaminéta. Be to,
publikacijose minimi tik monokloniniai antikiinai,
bet ne rekombinantiniai antikiinai, Monokloniniai
antikiinai skiriasi nuo rekombinantiniy antikiiny,
nes jie kuriami kitais metodais ir turi skirtinga

struktlira.

ISradimo esmeé

ISradimo tikslas — gauti nauja rekombinantinj antikiing, atpaZjstantj karboanhidraze XII. Sis

iSradimas pateikia imunoglobulino sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintangiyjy sridiy

hiperkaiCiasias sekas (CDR) gautas, naudojant geneting medziaga i§ 14D6 hibridomos lasteliy

linijos, gaminanCios natyvy CAXII baltyma atpaZjstantj ir neutralizuojantj monokloninj antikiing

prie§ CA XII.
Toks antikiinas turi




a) aminoriigs¢iy sekas SEQ ID: Nr. 1 (CDR 1), 2 (CDR 2), 3 (CDR 3), kurios
apibréZia sunkiosios grandinés kintanciajg sritj (VH), ir/arba aminoriigi¢iy sekos SEQ ID: Nr. 4
(CDR 1), 5 (CDR 2), 4 (CDR 3), kurios apibréZia lengvosios grandinés kintanciajg sritj (VL)
arba

b) aminoriig§¢iy sekas i§ (a) dalies, kuriose bent viena aminortigstis yra konservatyviai
pakeista kita panaSaus poliariskumo aminoriig§timi bet kurioje i§ aminortgs¢iy seky SEQ ID Nr. 1
- 6.
SEQ ID Nr. 1: GFTFSDYG. Ilgis: 8 aminortigstys;
SEQ ID Nr. 2: ISNLAYRI. Ilgis: 8 aminoragstys;
SEQ ID Nr. 3: VRATEYALDY. Ilgis: 10 aminortigi¢iy;
SEQ ID Nr. 4: QSLLNSNNQKIY. Ilgis: 12 aminortig§&iy;
SEQ ID Nr. 5: LAS. Ilgis: 3 aminortigstys;
SEQ ID Nr. 6: QQHYSEPLTFG. Ilgis: 11 aminoriigi&iy.

Pateikiamas iSradimas parodo, kad antikiinas 14D6 atpaZjsta tokig aminoriigi¢iy seka (CA XII

baltymo fragmenta nuo 27-valino iki 130-glicino)

SEQ ID: Nr. 7:
VNGSKWTYFGPDGENSWSKKYPSCGGLLQSPIDLHSDILQYDASLTPLEFQGYNLSANKQF
LLTNNGHSVKLNLPSDMHIQGLQSRYSATQLHLHWGNPNDPHG

arba panaSias aminoriigd¢iy sekas, kuriy identiskumas yra bent 95 % [Basic Local Alignment

Search Tool: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi]

Antikiinas 14D6 ar jo fragmentas pagal sililomg iSradimg yra skirtas naudoti karboanhidrazés XII
biologinio aktyvumo slopinimui arba neutralizavimui. Sis antikiinas gali biiti chemiskai arba
genetiSkai konjuguotas su fermentu, kitu baltymu arba cheminiu junginiu ir naudojamas kaip

diagnostinis arba terapinis agentas.

Trumpas bréZiniy apragymas

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

Fig. 2 parodo imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantine CA XII susintetinta E. coli ir HEK
293 lastelése bei HEK 293 lgsteliy lizatu.

Fig. 3 atkartoja IFA rezultatus, gautus kaip antigena naudojant rekombinantine CA XII susintetinta
bakterijose E. coli (CA XII bakt.) arba Zinduoliy Igsteliy linijoje HEK 293 (CA XII Zind.).



Fig. 4 parodo 14D6 antikiino sgveika su natyviu baltymu esanc¢iu lastelés membranoje.

Fig. 5 parodo, kad monokloninis antikiinas atpaZjsta baltymo N-gale esan¢ia aminoriigs¢iy dalj ir jo
linijinis epitopas gali bati tarp aminortig§ties valino (27 pozicija) ir aminorigsties glicino (130
pozicija).

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

Fig. 7 parodo imunoglobulino sunkiosios (VH) ir lengvosios (VL) grandiniy kintan¢iyjy sriéiy
hiperkai¢iyjy regiony (CDR) nukleotidy ir aminoriig§¢iy sekas (pabraukta).

Fig. 8 iliustruoja konstrukcijy VL-(G4S)s-VH ir VH-(G4S)s-VL, apimanéiy antikiino 14D6
kintamosios dalies fragmentus su Zmogaus imunoglobuliny Fc fragmentu'(atitinkamai scFv-Fc-1 ir
scFv-Fc-2), schematinj vaizda.

Fig. 9 parodo imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniu antikiinu, susintetintu HEK 293

lastelése.

Detalus i§radimo apraymas

Siame isradime aprafomas rekombinantinis antikiinas, kurj sudaro monokloninio antikiino prie§
karboanhidraze XII, kurj produkuoja sukurta nauja hibridomy linija 14D6, sunkiosios ir lengvosios
grandiniy kintan€iujy sri¢iy hiperkai¢iosios sekos (CDR). Atlikti tyrimai parodé, kad sukurtasis
monokloninis antikiinas 14D6 reaguoja tiek su rekombinantiniais CA XII baltymais, susintetintais
bakterijose E. coli ar Zinduoliy Iasteliy linijoje HEK 293, tiek su natyvia CA XII, sintetinama jvairiy
Zmogaus veziniy lgsteliy linijy lasteliy membranose. Taip pat buvo parodyta, kad sukurtasis
monokloninis antikiinas neutralizuoja rekombinantinio CA XII baltymo biologinj veikima ir vitro —
blokuoja fermenting anglies dioksido hidratacijos reakcija.

Siame isradime siiilomas rekombinantinis antikiinas yra naujas ir skiriasi nuo analogy i§ kity
Saltiniy bei anksciau apradyty monokloniniy antikiiny pries CA XIL

Siekiant sukurti nauja hibridomy linija 14D6, gaminan¢iag monokloninj antikiing prie§ CA XII, buvo
panaudota rekombinantiné CA XII susintetinta Zmogaus embrioninése inksty lastelése HEK 293 ir
atliktos jprastos, Zinomos $ios srities specialistams procediiros, batent:

1) atlieckama imunizacija — rekombinantiné CA XII (antigenas) buvo suleidZiamas BALB/c
linijos pelems po oda. Prie§ injekcija antigeno tirpalas buvo lygiu tiiriu sumaiSomas du pilnu
Freund‘o adjuvantu;

2) atlickama pakartotiné imunozacija — po 4 savai¢iy peléms dar karta buvo suleidZiama tokia
pat antigeno dozé be adjuvanto; pries imunizuojant antra kartg i§ peliy uodegos kraujagyslés

paimama $iek tiek kraujo



3) atliekama pakartotiné imunizacija — dar po 4 savai¢iy paléms dar kartg buvo suleidZiama
tokia pat antigeno dozé be adjuvanto. prie§ imunizuojant trecig kartg i§ peliy uodegos
kraujagyslés paimama Siek tiek kraujo, taip pat kraujo paimama ir po 4 savaifiy po
trediosios imunizacijos. Zinomu metodu — imunofermentine analize (IFA) — buvo patikrinta
ar peliy kraujo serume atsirado antikliny prie$ antigena.

4) pelés bluznies hibridizacija — praéjus 5 savaitéms po treciosios imunizacijos, pelei su
didZiausiu antiktiny prie$ antigeng kiekiu buvo suleista ta pati antigeno dozé be adjuvanto ir
po 3 dieny buvo atlickama bluznies lasteliy hibridizacija, suliejant jas su pelés véZinémis
lastelémis ~ ‘mieloma Sp2/0, suliejimo agentu buvo naudotas polietilenglikolis (PEG)
[Sigma, JAV]. Si ir kitos procediiros buvo atliekamos pagal Zinoma procediirg, naudojama
hibridomy gavimui [K('ihlér, Milstein, Nature 1975;256, pp. 495-497].

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

6) gautos hibridimos buvo charakterizuojamos pagal jvairius poZymius:

- nustatant jy gaminamy monokloniniy antikiiny izotipa;
- iStiriant antik@ino specifiskuma IFA ir imunoblotingo metodais;

7) identifikavus hibridomas, kurios gamina monokloninius antikiinus prie§ CA XII, jos buvo
klonuojamos, padauginémos ir uz§aldomos tolimesniam saugojimui;

8) hibridomy gaminami monokloniniai antikiinai buvo charakterizuojami anks¢iau aprasytais
budais:

- IFA ir imunoblotingu, naudojant rekombinanting CA XII kaip antigena,
- teékmés citometrija, naudojant véZiniy lgsteliy linijy lasteles,
- tikrinamas  monokloniniy  antikiny  neutralizuojantis  poveikis, naudojant
rekombinanting CA XII.
ApraSytu budu buvo gauta nauja hibridomy linija, kuri deponuota Vilniaus universiteto
Biotechnologijos institute (Vilnius) Imunologijos ir lastelés biologijos skyriuje:

- Hibridoma 14D6, deponavimo numeris CAXII-001, kuri gamina IgG1 poklasio (subtipo)

antiktinus prie§ CA XII.

Paminéta nauja hibridloma 14D6 produkuoja monokloninj antikiing, i§ kurio buvo sukurtas

rekombinantinis antikinas prie§ CA XII, kuris ir yra $io i§radimo objektas.



Hibridomu produkty charakteristika

Naujos hibridomos 14D6 ir jos gaminamo monokloninio antikiino savybes iliustruoja informacija

pateikta Fig. 2-6.

Fig. 2 parodo imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantine CA XII susintetinta E. coli ir HEK
293 lastelése bei HEK 293 lgsteliy lizatu.

Fig. 3 atkartoja IFA rezultatus, gautus kaip antigena naudojant rekombinanting CA XII susintetinta
bakterijose E. coli (CA XII bakt.) arba Zinduoliy lasteliy linijoje HEK 293 (CA XII Zind.). Taip pat
tikrintas kryZminis specifiSkumas su karboanhidrazés IX izoformos rekombinantiniu HEK 293
lastelése susintetintu baltymu.

Fig. 4 parodo 14D6 antikiino sgveikg su natyviu baltymu esandiu lgstelés membranoje. Saveika
buvo tirta srautinés citometrijos metodu naudojant A498 lasteliy linijg (literatiiroje patvirtinta, kad
Siose lastelése yra padidéjusi CA XII raiska) ir HEK 293 lqsteliql linijg (Siose lgstelése CA XII
rai$ka nenustatyta kitais metodais).

Fig. 5 parodo, kad monokloninis antikiinas atpaZjsta baltymo N-gale esan&ig aminoriig§&iy dalj ir jo
linijinis epitopas gali blti tarp aminortigities valino (27 pozicija) ir aminoriigsties glicino (130
pozicija).

Fig. 6 parodo antikiino 14D6 slopinantj poveikj rekombinantinei CA XII — jo disociacijos konstanta

(~42nM) artima klasikinio karboanhidraziy inhibitoriaus acetazolamido Kd (~37,5 nM).

Naujy monokloniniy antikiiny gavimo biidas, jy savybés detaliau aprasomi toliau pateiktuose 1-4

pavyzdZiuose ir lentelése, kurie iliustruoja, bet neapriboja isradimo esmés.

1 pavyzdys

Hibridomy, gaminan¢iy monokloninius antikiinus prie§ karboanhidraz¢ XII, sukiirimas
Pagrindiniai hibridomy ir MAk gavimo etapai: imunizacija; mielomos lasteliy kultivavimas; Iasteliy
suliejimas; kraujo serumo surinkimas; hibridiniy lasteliy selekcija ir klonavimas; hibridomy
kultivavimas in vitro; hibridomy $aldymas/atsildymas ir saugojimas.

1. Imunizacija

Imunizacijai buvo naudojamos 6 — 8 savaigiy BALB/c linijos pelés, augintos Inovatyvios medicinos
centre Imunologijos departamente. Rekombinantiniu CA XII baltymu, susintetintu Zinduolinése
HEK293 lastelése, buvo imunizuotos 3 pelés, suleidZiant po 50 pg antigeno. Atlickama poodiné
injekcija. Pirmos imunizacijos metu antigenas buvo istirpintas fosfatiniame buferiniame tirpale
(PBS) ir suspenduotas lygiu tiriu 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



treCiq karta tuo paciu antigeno kiekiu istirpintu PBS. Po kiekvienos imunizacijos buvo surinktas
peliy kraujas antikiiny kiekiui nustatyti (8 pl kraujo sumaiSomi su 192 ul PBS). Pelé, kurios serume
antikiny buvo daugiausiai, pra¢jus 5 savaitém po treiosios imunizacijos, buvo dar kartg
imunizuota 50 pg baltymo. Hibridizacija buvo atlikta po 3 dieny nuo paskutinés imunizacijos.

2. Mielomos lgsteliy kultivavimas

Hibridizacijai buvo naudojama Sp2/0 mielomos lasteliy linija, kurios lastelés neturi fermento
hipoksantin-guanin-foforiboziltransferazés, neauga selektyvioje hipoksantino-aminopterino-
timidino (HAT) terpéje ir negaminaimunoglobuliny ar jy grandiniy. Iki hibridizacijos lastelés buvo
auginamos Dulbecco modifikuotoje Eagl‘c (DMEM) terpéje su 9 % fetalinio ver§iuko serumo
(FBS), persétos 3 Kartus. Suliejimui buvo naudojamos gyvos, logaritminéje augimo fazéje esangios
lastelés. | ‘

3. Lasteliy suliejimas

Antigenu imunizuotos pelés bluZnis buvo steriliai i§imta ir sutraiSkyta, norint gauti blunies lasteliy
suspensija. Suspenduotos mielomos ir bluZnies lastelés supiltos j vieng mégintuvélj santykiu 1:5,
tuomet 1étai per minutg sulaSintas 1 ml Igsteliy suliejimo agento 50 % polietilenglikolio (PEG-4000)
tirpalo. Per kitas 3 minutes Igstelés buvo inkubuojamos ir 1étai pridedama 10 ml terpés be serumo.
Lastelés po suliejimo buvo suspenduotos jau paruostoje selektyvioje HAT terpéje turindioje 15 %
FBS, kurioje auga tik hibridinés lastelés. Geresniam lasteliy augimui reikalingi makrofagai, kurie
hibridizacijos metu buvo surinkti i§ pelés pilvo ertmes, pradiirus peritoniuma. Lastelés séjamos j
sterilias audiniy kultiiroms skirtas 96 Sulinéliy ploksteles, po 150 tiikst.  Sulinélj.

Nesusiliejusios mielomos lastelés dél aminopterino veikimo pradeda Ziti pra¢jus kelioms dienoms
po hibridizacijos. Makrofagai pradeda fagocituoti jy nuolauzas ir atsirandantys klonai tampa daug
geriau pastebimi.

Pragjus 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 veikiandius antikiinus (tokius, kuriy optinis tankis
didziausias), ir isklonuoti ribinio praskiedimo metodu. Po klonavimo dar karta tikrinamas klony
specifiSkumas ir aktyvumas, tuomet jie auginami didesniuose Sulinéliuose MAk dauginimui ir
lasteliy Saldymui.

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

temperatiirai.



Buvo gauta keletas hibridomy klony, gaminan¢iy monokloninius antikiinus prie§ karboanhidrazg
XII. Buvo iStirtas jy specifiSkumas, neutralizuojantis aktyvumas, nustatyti antikiiny izotipai.
Hibridoma, gaminanti neutralizuojan¢ius monokloninius antikiinus prie§ CA XII buvo pavadinta

14D6 ir deponuota Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto (Vilnius, LT) kolekcijoje.

2 pavyzdys.

Monokloniniy antikiiny specifiSkumo tyrimas ir izotipy nustatytas

Fig. 2 parodo imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantine CA XII susintetinta E. coli ir HEK
293 lgstelése bei HEK 293 lasteliy lizatu. Kairéje — denattiruojancios baltymy elektroforezés
nuotrauka, deSinéje — imunbblotingo su monokloniniu antikiinu 14D6 nuotrauka (naudota
hibridomy augimo terpé, neskiesta). |

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

1 takelis — rekombinantiné i§gryninta CA XII susintetinta HEK 293 Iastelése;

2 takelis — rekombinantiné iSgryninta CA XII susintetinta E. coli bakterijose;

3 takelis — HEK 293 Igsteliy lizatas be CA XII;

Fig. 3 atkartoja IFA rezultatus, gautus kaip antigena naudojant rekombinanting CA XII susintetinta
bakterijose E. coli (CA XII bakt.) arba zinduoliy lasteliy linijoje HEK 293 (CA XII Zind.). Taip pat
tikrintas kryZminis specifilkumas su karboanhidrazés IX izoformos rekombinantiniu HEK 293

lastelése susintetintu baltymu. Naudota 3 kartus praskiesta hibridomy augimo terpé.

Fig. 4 parodo 14D6 antikiino saveika su natyviu baltymu esanciu lgstelés membranoje. Saveika
buvo tirta srautinés citometrijos metodu naudojant A498 lgsteliy linijg (literatiiroje patvirtinta, kad
Siose lastelése yra padidéjusi CA XII raiska) ir HEK 293 lasteliy linija (3iose lastelése CA XII
raiSka nenustatyta kitais metodais). Kaip pirminiai antikiinai naudoti: 1) juoda linija — 14D6
antiktinas; 2) raudona linija — kontrolinis IgG1 poklasio antikiinas pries kiauliy parvovirusg, kuris
sukurtas Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto Imunologijos ir lastelés biologijos skyriuje
(neigiama kontrolé). Antriniai antikiinai: komerciniai oZkos antikiinai prie$ pelés imunoglobulinus,
konjuguoti su FITC (BD Biosciences, JAV). Signalo intensyvumas padidéja dél FITC Svytéjimo ir
registruojamas kaip kreivés poslinkis, vykstant antikiino 14D6 saveikai su A498 lastelémis

(paveikslas kairéje).

Fig. 5 parodo, kad monokloninis antikiinas atpaZjsta baltymo N-gale esanCia aminortig¢iy dalj ir jo

linijinis epitopas gali biiti tarp aminoriigities valino (27 pozicija) ir aminorugsties glicino (130
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pozicija). VirSuje — CA XII pilno ilgio aminoriigd¢iy sekos palyginimas su #1 fragmento
aminoriugs$¢iy sekos palyginimu; apacioje — imunoblotingo vaizdas, gautas su CA XII fragmentais,
susintetintais E. coli. Kairéje — denatiiruojantios baltymy elektroforezés nuotrauka, deSinéje —
imunoblotingo su 14D6 monokloniniu antikiinu nuotrauka (naudota 5 kartus skiesta hibridomy
augimo terpe).

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 iSgryninta CA XII susintetinta HEK 293 Igstelése.

3 pavyzdys

CA XII slopinimo tyrimas

Karboanhidrazés fermentinio aktyvumo matavimams buvo naudotas Zinduoliy lgsteliy linijoje
pagamintas rekombinantinis CA XII baltymas. CA XII hidratacinis aktyvumas matuotas
sustabdytos tekmés metodu [Khalifah. J Biol Chem 1971, 246, pp. 2561-2673] naudojant ”Applied
Photophysics SX.18MV-R* spektrofotometra 25 °C temperatiiroje. Indikatoriumi naudotas 30 pM
fenolio raudonasis, kurio absorbcija stebéta 557 nm bangos ilgyje, esant 40 nM CA XII, ~17 mM
CO,, 25mM Hepes, 50 mM NaCl, pH 7,5 ir skirtingiems kiekiams (0 — 2 uM) antiklino ar
maZamolekulinio slopiklio (acetazolamido).  Katalizuojamos reakcijos greitis lygintas su
savaiminés CO, reakcijos greifiu. Prie§ matuojant CA XII — antikiino/slopiklio kompleksas
inkubuotas ~1 val. 25 °C temperatiiroje. Disociacijos konstantos apskaiiuotos taikant Morrison
lygti.

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

4 pavyzdys.

Antikiino seky identifikavimas ir rekombinantinio antikiino konstravimas

Rekombinantinio antikiino konstravimas buvo pradétas nuo monokloninio antikiino sunkiosios ir
lengvosios grandiniy kintanéiyjy sri¢iy hiperkai¢iyjy seky (CDR) identifikavimo ir genetinés
medZiagos (RNR) i$skyrimo i§ hibridomos 14D6. Buvo naudotos tokios procediiros:

1) RNR isskyrimas i§ hibridomos 14D6 — totaliné RNR buvo i3skirta i§ hibridomos 14D6 lasteliy,
naudojant vienos stadijos technikaq kaip apradytas anks¢iau [Chomczynski and Sacchi, Anal.
Biochem., 1987, 162, pp. 156-159; Boom R., J. Clin. Microbiol. 1990, 28 pp. 495-503]. Lastelés
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suardomos ir homogenizuojamos buferiniame tirpale su guanidino tiocianatu. Lasteliy lizatas
sumai$omas su etanoliu ir uzneSamas ant gryninimui skirty kolonéliy su silicio membrana - prie jos
prikimba RNR. Koloné¢lé 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/C/G/T);

¢) 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-
zymi A/G; S - C/G; W - A/T; M- A/C; Y — C/T).
4) PGR produktai buvo klonuoti j vektoring plazmide ir sekoskaitos biidu 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 kintan¢iajg sritj (VH), ir aminoriig§¢iy
sekos SEQ ID: Nr. 4 (CDR 1), 5 (CDR 2), 4 (CDR 3), kurios apibréZia lengvosios grandinés
kintanciaja sritj (VL) (Fig. 7).

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

Klonavus i§ hibridomos 14D6 $ias sekas, buvo sukonstruotas viengrandis antikiino fragmentas
(scFv), jvedant linkering (jungtuko) seka (G4S)s tarp domeno VL (SEQ ID Nr. 9) ir VH (SEQ ID
Nr. 8). Galutiné konstrukcija koduojanti VL-(G4S)s-VH arba VH-(G4S)4-VL buvo jklonuota i
raiSkos vektoriy pCEP4dS [,,FreeStyle Max 293 expression system®, Invitrogen, Life Technologies,
Karlsbadas, Kalifornija, JAV]. Konstrukcija apima Zmogaus imunoglobulino Fc domena. Baltymo

N-gale yra seckrecijos signalo (SS) seka. Galutine plazmide buvo transfekuotos Zmogaus
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embrioninés inksty HEK 293 linijos lgstelés. Laikina transfekcija ir baltymo indukcija atlikta pagal

gamintojo rekomendacijas.

Fig. 8 iliustruoja konstrukcijy VL-(G4S)4-VH ir VH-(G4S)4-VL, apimanéiy antikiino 14D6
kintamosios dalies fragmentus su Zmogaus imunoglobuliny Fc fragmentu (atitinkamai scFv-Fc-1 ir
scFv-Fc-2), schematinj vaizdg. VH —imunoglobulino sunkiosios grandinés kintanéiosios srities
hiperkaitusis regionas (SEQ ID Nr. 8); VL —imunoglobulino lengvosios grandinés kintan¢iosios
srities hiperkaitusis regionas (SEQ ID Nr. 9); (G4S)s — linkeris (jungtukas) tarp VL ir VH,
susidedantis i§ 4 gliciny ir 1 serino sekos, kuri pasikartoja 4 kartus; Fe - Zmogaus imunoglobulino

sunkiosios grandinés C-galiné dalis.

Fig. 9 parodo imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniu antikiinu, susintetintu HEK 293
Igstelése. Kairéje — denatiiruojancios baltymy elektroforezés nuotrauka, desinéje — imunoblotingo su
polikloniniais triuSio antikiinais, atpaZjstanéiais Zmogaus imunoglobulino Fc granding, konjuguotais
su krieny peroksidaze, skiesti 1000 karty [Dako, Agilent Technologies, Danija, Glostrupas].

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

1 takelis — HEK 293 lasteliy, gaminan&iy rekombinantinj antikiing VL-(G4S)4-VH-Fc, lizatas;

2 takelis — HEK 293 lasteliy, gaminan¢iy rekombinantinj antikiing VH-(G4S)4-VL-Fec, lizatas;

3 takelis — HEK 293 Igsteliy, gaminanciy rekombinantinj Zmogaus imunoglobulino Fc fragments,
lizatas;

4 takelis — HEK 293 lasteliy lizatas;

5 takelis — Zmogaus imunoglobulinai IgG i§ serumo [Sigma-Aldrich Co., JAV, Misiiris, Sent

Luisas].

Imunoblotingo vaizdas rodo, kad po transfekcijos lastelése HEK 293 vyksta rekombinantiniy
antikiny, sudaryty i§ konstrukcijy VL~(G4S)s-VH ir VH-(G4S)s-VL, apimantiy antikino 14D6

kintamosios dalies fragmentus su Zmogaus imunoglobuliny Fc fragmentu, raiska.

6) Nustatyta tokia antikiino aminorligitiy seka, kuri skiriasi nuo PCT/EP2011/05696 apraSytos

antikiino sekos:

14D6 antikiinas 6A10 antikiinas (analogas apraSytas
PCT/EP2011/056964)
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SEQ ID Nr. 1: GFTFSDYG. Ilgis: 8 aminorugstys;

1: RASQGISTSIH

SEQ ID Nr. 2: ISNLAYRI. Ilgis: 8 aminoriigstys;

2: FASQSIS

SEQ ID Nr. 3: VRATEYALDY. Igis: 10| 3: QQTYSLPYTF

aminorugsciy;

SEQ ID Nr. 4. QSLLNSNNQKIY. Ilgis: 12 |4: GFSLTTYSVS

aminoragsciy;

SEQ ID Nr. 5: LAS. Ilgis: 3 aminorfigstys; 5: RMWYDGDTV
11

SEQ ID Nr. 6: QQHYSEPLTFG. Iigis:

aminorugséiy.

6: DFGYFDGSSPFDY
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ISradimo apibréZtis

1. I8skirtas antikiinas arba antikiino fragmentas, kuris specifiSkai suri$a karboanhidraze XII,
apimantis:

a) sunkiosios grandinés kintamagjg sritf CDR1, apiman¢ig SEQ ID Nr. 1, sunkiosios grandinés
kintamaja sritf CDR2, apiman¢ig SEQ ID Nr. 2 ir sunkiosios grandinés kintamaja sriti CDR3,
apimancia SEQ ID Nr. 3, ir/arba

b) lengvosios grandinés kintamaja sriti CDR1, apimanéig SEQ ID Nr. 4, lengvosios grandinés
kintamaja sritf CDR2, apimancéig SEQ‘ ID Nr. 5 ir lengvosios grandinés kintamajg sriti CDR3,
apimancia SEQ ID Nr. 6.

2. I8skirtas antiklinas arba antikiino fragmentas, kuris apima sunkiosios grandinés kintamajg sritj,
apimancia aminorigdtiy seka SEQ ID Nr. 8 ir lengvosios grandinés kintamaja sritj, apimantia
aminorugs¢iy sekg SEQ ID Nr. 9.

3. Antikiinas pagal 1 arba 2 punkta, kuris yra monokloninis antikiinas.

4. Antikiino fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, kuris yra viengrandis antikiino fragmentas (scFv).

5. Antikiinas arba antikiino fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, kuris atpaZjsta karboanhidraze XII

Zmogaus lastelése.

6. Antikiinas arba antikiino fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, kuris neutralizuoja karboanhidrazés
XII fermentinj aktyvuma.

7. Antikiinas arba antikiino fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, kuriame bent viena aminoriigstis yra
konservatyviai pakeista kita panaSaus poliariSkumo aminoriigitimi bet kurioje i$ aminortigi¢iy seky
SEQID Nr. 1 — 6 arba SEQ ID Nr. 8ir 9.

8. Antikunas arba antikiino fragmentas pagal 7 punkts, kuris atpaZista karboanhidrazés XII
aminorug$tiy seka nuo 27-valino iki 130-glicino (SEQ ID NO: 7) arba panasia aminortigi¢iy seka,

kuri yra bent 95 % identiska sekai SEQ ID NO: 7.

9. Antikiino arba antikiino fragmento pagal bet kurj vienq 1§ ankstesniy punkty konjugatas.
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10. I8skirta nukleortigsties molekulé, koduojanti aminoriig§¢iy sekg bet kurio i§ antik@iny ir antikiiny

fragmenty pagal bet kurj i$ ankstesniy punkty.

11. Raiskos vektorius, apimantis nukleoriig§ties molekule pagal 10 punkta.

12. Rekombinanting lastelé Seimininké, apimanti raiSkos vektoriy pagal 11 punkta.

13. Kompozicija, apimanti antiking arba antikiino fragmentg pagal bet kurj i§ 1-9 punkty,
nukleortigsties fnolekule;, kodudj ariéiq antikiing arba antikiino fragments, raiSkos vektoriy, apimantj
nukleoriigsties hiolekul@ ir lastele béeimininke; apimancig raiSkos vektoriy, skirta naudoti véZio

diagnostikai.

14. Antiktinas arba antikiino fragmentas pagal bet kurj i§ 1-9 punkty, skirtas naudoti véZiniy lasteliy

augimo slopinimui.
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14D6 VH

caagtacagctggagcagtctgggggaggcttagtgcagcctggagggtcc
Q V. Q L E Q S G G G L V Q P G G S
cggaaactctcctgtgcagcctctggattcactttcagtgaétacggaatggcgtgggtt
R K L $ ¢ A A S GVF T F S DY GMAWYV
cgacaggctccagggaaggggectgaatggataacattcataagtaatttggcatataga
R Q A P G K GG P EWTI T F I S NL A Y R
atcttctatgcagacactgtgacgggtcgattcaccgtctctagagagaatgeccaagaac
I P Y A DTV T GURF TV S R E N A K N
accctgtacctggaaatgagcagtctgaggtctgaggacacagccacgtactactgtgta
T L Y L EM S 8 L R 8S$ E DT A T Y Y C_V
agggctacggaatatgctttggactactggggtcaaggaacctcecgtcaccgtctectcea
R A T E Y AL DYWG Q G T S V T V 8 S

14D6 VL

gatattgtgatgacacagactccatcctecctggctttgtcagtaggacag

D I v M T Q T P S S L A L 8 V G Q
aaggtcactatgagctgcaagtccagtcagagecttttaaatagtaacaatcaaaagatc

K v T M $ C K S S 9 8§ L L N s NN Q K T
tatttggcctggtaccagcagaaacccggacagtctectaaacttctggtatacttagea
Y L A WY Q Q K P G Q s P KL L V Y _L A
tccaatagggaatttggggtccctgatcgettcataggcagtggatctgggacagattte
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actcttaccatcagcagtgtgcagactgaagacctggcagagtacttctgtcagcaacat

T L T I 8 $ v ¢Q T E D L A E Y F C Q O H
tatagtgaaccgctcacgttcggtggtgggaccaagttggagatcaaacgg
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