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Dimerinis antikiino fragmentas, neutralizuojantis vaginolizino citolitinj aktyvuma

ISradimo sritis

ISradimas priskirtinas biotechnologijos ir biofarmacijos sritims bei charakterizuoja naujo
rekombinantinio kovalenti§kai sujungto dimerinio (tandeminio) antikiino fragmento (di-
scFv), neutralizuojancio vaginolizino citotoksinj aktyvuma, gavima bei savybes.

ISradimo technikos lygis

Geny inzinerijos ir antikiiny humanizacijos metody tobuléjimas leidZia plaiai panaudoti
antikGnus biofarmaciniuose preparétuose. Siuolaikineé rekombinantinés DNR technologija
sudaro galimybes sukonstruoti ir i§skirti tikslingai pakeistus (modifikuotus) antikiinus,
tinkamus bakteriniy toksiny neutralizavimui. Biofarmacinés paskirties antikGnai gali bati
gauti skirtingy formy — pilno ilgio chimerinés formos, kitaip vadinami humanizuoti
imunoglobulinai, arba antikiiny fragmentai, apimantys tik antikiino regiona, kuris surida
antigena (Fv). Genai, koduojantys variabilius (kintamus) imunoglobuliny fragmentus arba
jvairias tokiy fragmenty kombinacijas, gali bdti klonuojami i§ pelés arba Zmogaus B
limfocity ir ekspresuoti bakterijose, mielése, augaly ir Zinduoliy lgstelese. Jau yra gauta

- visa eilé chimeriniy antikiiny sujungus pelés V domeng su pastoviuoju (C) Zmogaus

imunoglobuliny domenu. Naujieji antiklinai rodé laukiamas suri§imo ir efektorines
funkcijas. Humanizuoti antiklinai pasizymi sumaZzintu Seimininko (Zmogaus) imuniniu
atsaku, o bifunkciniai imunoglobulinai yra panaudojami vézio terapijoje ir diagnostikoje.
Norint padidinti scFv stabilumg ir gimininguma, antikiino Fv fragmentai geny inZinerijos
metodais yra sujungiami j nekovalentiS§kai sujungtus homodimerus, homotrimerus ar
homotetramerus (angl. “diabodies, triabodies, tetrabodies“). Siekiant gauti optimalig
struktirg, labai svarbu parinkti tinkamg polipeptidinj jungtuka (linkerj) tarp variabiliy
antikino domeny [Todorovska A. et al.,, Journal of Immunological Methods, vol. 248
(2001), 47-66]. Geny inzZinerijos metodais gauty linijiniy, kovalentiS§kai sujungty scFv
(jungiant prie pirmojo monomero C-galo antrojo (ar keliy) monomery N-galg per parinktg
jungtuka (linkerj) dimeriné strukttra (tiek homodimerine, tiek ir heterodimering) yra Zymiai
stabilesne nei nekovalentiné (bldingg pvz. “diabody*), o afiniskumas (avidi§kumas) yra
aukstesnis nei monomerinio scFv varianto. Rekombinantiniams antikinams (ar jy
fragmentams) gali bati suteikiamos ir papildomos funkcijos. Rekombinantiniai bispecifiniai
antikiiny prototipai buvo sukurti daugiau nei prie§ du de$imtmedéius. Tokie antikiinai

atpaZjsta du skirtingus antigenus, kas leidZia juos pladiau ir efektyviau pritaikyti
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diagnostikoje arba farmacijoje [Kontermann R. and Brinkmann U.. Drug Discovery Today. vol.
20, No. 7, 2015, 838-847].

Viengrandziai antikGnai arba jy jvairios kombinacijos, turingios antikliny specifiskumo
sekas (variabilias sritis) ir sujungti su kitokios prigimties sekomis, yra perspektyvus
modifikuoty antikliny su naujomis savybémis Saltinis [Sandhu, Crit Rev Biotechnol.
1992;12; pp. 437-462].

Toksinas (citolizinas) vaginolizinas (VLY) yra pagrindinis békterijos Gardnerella vaginalis
virulentiskimo faktorius. Jis priskiriamas didelei poras formuojanciy, nuo cholesterolio
priklausomy toksiny citoliziny (CDCs), Seimai. Sios $eimos toksinai randami daugiau negu
20-yje bakterijy rasiy, jskaitant Streptococcus, Clostridium, Listeria, Arcanobacterium,
Bacillus ir kitas. Tokie toksinai (daZnai vadinami citolizinais ar hemolizinais) sukelia
lasteles membranos lize ir atlieka keletg kity funkcijy, jskaitant citokiny indukcijg ir
imuninés sistemos moduliacija. Labai tikétina, kad $ie citolizinai veikia kaip virulentiSkumo
faktoriai aukd&iau minety bakterijy sukeltuose infekciniuose procesuose. [Tweten R. K.
Infect. Immun. 2005, 73, pp.6199-6209]. |

Bakterijos G.vaginalis yra Zinomos kaip bakterinés vaginozes (BV) sukéléjai ir yra
patvirtinta, kad jy sekretuojamas VLY toksinas yra atsakingas uz minétos ligos
progresavima. [Cauci S, Monte M, Ropele C et al., Mol Microbiol, 1993, 9, pp. 53-58). BV
jtakoja milijony motery sveikata, nes, manoma, jog yra prie$laikinis gimdymo lemiancio
maz3 naujagimiy svorj ir naujagimiy mirtinguma ir sergamuma, sukéléjas. Be to, nustatyta,
jog BV yra pooperacinio endometrito ir dubens uzdegimo priezastis. Galima manyti, kad
VLY neutralizavimas naudojant antikiinus galéty biti perspektyvus G.vaginalis sukelty

patogeniniy efekty gydimo metodas, kas buvo patvirtinta vélesnése publikacijose.

Didelio afiniskumo viegrandziy antikiny (scFv), neutralizuojanéiy Bacillus anthracis
toksina, sukonstravimg apra§é Maynard ir kiti jau anks&iau [Maynard et al., Nature
Biotechnol. 2002, 30, pp. 597-601]. Injekuojant Siuos scFv peléms jos tapo apsaugotos
nuo letalaus B.anthracis toksino efekto. Neutralizuojantys Zmogaus antikinai prie§ Shiga
toksing 1 buvo gauti, naudojant transgenines peles [Mukherjee et al., Infect. Immun. 2002,
70, pp. 5896-5899). Buvo gauti ir charakterizuoti neutralizuojantys scFv prie§ skorpiono
toksing Il [Mousli et.al., FEBS Lett. 1999, 442 pp. 183-188].

Rekombinantinis vaginolizinas i§ G.vaginalis buvo gautas naudojant geny inzinerijos
metodus [Ge|ber SE, Aguilar JL, Lewis KLT et al., J Bacteriol, 2008, 190, pp. 3896-3903].
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Buvo gautos hibridomos, gaminandios monokloninius antikinus prie§ VLY toksing
[Zvirbliene A. et al, Toxicon, 2010, 56, pp.19-28]. Keli monokioniniai antikinai,
produkuojami hibridominiy klony 9B4 ir 23A2, rodé VLY citolitinio aktyvumo neutralizacijg
in vitro [WO 2010/095917 A1].

Viengrandziy antikiino fragmenty monomeriné forma, kuri yra specifiSka VLY citolizinui ir
neutralizuoja jo aktyvuma, buvo sukonstruoti ir aprasyti anks&iau [Pleckaityte M. et al.
BMC Biotechnology 2011, 11:100]. Pilno ilgio pelés monockloniniai antikanai ir
monomeriniai scFv, kurie apibldinti anksciau skiriasi nuo dimeriniy kovalenti$kai sujungty
scFv tiek struktariskai, tiek ir funkcikai, nors abiem atvejais viengrandziai antikiino
fragmentai yra kile i§ to paties 9B4 hibridomos klono, kuris apradytas anksCiau [WO
2010/095917 A1]. |

Siuo metu yra nemazas poreikis citotoksinio VLY aktyvumo neutralizavimo alternatyvioms
priemonéms, kurios pasizymeéty pakankamu efektyvumu, o jy gavimas bity paprastas ir
ekonomiskas. Problema gali buti iSspresta sukonstruojant VLY suriSantj rekombinantinj
dimerinj scFv, kuris galéty atpazinti natyvy vaginolizing i8 G.vaginalis ir efektyviai

neutralizuoty jo sukeliamg lIgsteliy lize.

ISradimo esmé , '

Pateikiamo iSradimo tikslas - gauti naujg viengrandzio rekombinantinio antikiino dimerinj
scFv fragmenta, gebantj neutralizuoti VLY (vaginolizino) citolitinj aktyvuma.

Sis iSradimas pateikia rekombinantinio dimerinio scFv struktlrg gauta, naudojant dvi
kovalentiS$kai sujungtas monomerinio scFv molekules per lanks¢ig linkerine (jungtuko)
seka sujungiant vienos scFv molekulés C-galg ir kitos molekulés N-gala.

25 Pagrindinis iSradimo objektas yra dimerinis kovalentiskai sujungtas antikino fragmentas,

30

35

atpazZjstantis aminorfigd¢iy sekgq SEQ ID: Nr.1

MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASCAAKKDSLNNYLWDLQY
DKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVVEHQKKNITNTTSNLSVTSANDDRVYPGALF
RADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTVQRPTKSSVTSAVNGLVSKWN
AQYAASHHVAARMQYDSASAQSMSQLKAKFGADFAKIGVPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNF
KQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRGVDSKRPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRS
KSTDFQAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRILQNTSVTAVILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQE
GANLSTSSPAVPIAYTTSFVKDNEVATLQTNSDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYI
YWDEYGTEIDGTPYVRSRAWEGNGKYRTAHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLVWEPW
RTVYDRSDLPLVRQRTIKNWGTTLWPRVAETVKND

arba panasias amino riigsciy sekas, kuriy identiSkumas yra ne mazesnis kaip 95%.
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Sio dimerinio antikiano fragmento struktlra atvaizduojama formule
(VL-L4-VH)-SL-(VL-L4-VH) arba (VL-L4-VH)-SL-(VH-L4-VL),

kur VL yra variabilios imunoglobuliny lengvosios grandinés L fragmentas, VH yra
variabilios imunoglobuliny sunkiosios grandinés H fragmentas, L4 ir SL yra linkerinés
sekos.

Vienu i§ i$radimo jgyvendinimo atvejy L4 linkeriné seka yra (G4S), ir SL linkeriné seka
yra SGLEA (EAAAK), ALEA (EAAAK), ALEGS; ir dimerinis antiklino fragmentas turi
aminortg8tiy seka SEQ ID Nr. 2 arba SEQ ID Nr.3 arba j jas panasias sekas, kuriy
identi$kumas yra bent 95%.

Dimerinis antikiino fragmentas pagal pateikiamg iSradimg pasiZzymi vaginolizino biologinio
aktyvumo slopinimu arba neutralizacija.

Sio iSradimo objektai taip pat yra rekombinantiné DNR molekulé, koduojanti minétg
dimerinj antik@ino fragmenta, bei vektorius, apimantis tokiag DNR molekule.

Konkreéiu iSradimo jgyvendinimo atveju minéta rekombinantiné DNR molekulé turi DNR
sekg SEQ ID Nr. 4 arba SEQ ID Nr.5

Svarbus §io iSradimo objektas yra pre'paratas, apimantis minétg dimerinj antikiino
fragmenta, kuris pasizymi vaginolizino biologinio aktyvumo slopinimu arba neutralizacija.
Dar vienas i$radimo objektas yra farmaciné kompozicija, apimanti veiklyjj komponentg ir
farmaciniu poZidriu priimting nesiklj, skiediklj, ekscipientg ir/arba pagalbines medziagas,
kurios veiklusis komponentas apima minéto preparato terapiskai veiksminga kieki.
Farmaciné kompozicija skirta naudoti bakliy, sukelty Gardnerella vaginalis infekcijos,
profilaktikai ir/arba gydymui. Optimaliai farmacine kompozicija yra gelio, ovulés arba
ploviklio formoje.

I$radimas yra aprasytas Zemiau su detalémis ir lydinciais paveikslais bei pavyzdziais.

Trumpas paveiksly apraSymas:

Dimeriniy antiktino fragmenty (di-scFv), specifiSky citolizinui VLY gavimas ir savybés yra
iliustruoti paveikslais 1-8.

1 pav. pateikia di-scFv geny konstravimo schemg (A) ir (B), kuri iliustrucja
rekombinantinés DNR, koduojantios di-scFv antik{ino frégmentus, konstravimo proceso
eiga. (A) 1 ir 2 — susintetinti VL-L4-VH-SL ir VH-L4-VL-SL genai gauti atitinkamai pUC57 ir
pET28a plazmidése. Pazyméti pradmenys naudojami scFv geny padauginimui ir teigiamy
klony atrankai. Pazymeéti restrikcijos endonukleaziy, panaudoty klonavimui ir seky analizei,
DNR hidrolizés taikiniai. (B) I ir Il — sukonstruoti du genai: (VL-L4-VH)-SL-(VH-L4-VL) ir
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(VL-L4-VH)-SL-(VL-L4-VH), kurie gauti pUC57 plazmidéje ir perklonuoti | pET28a
ekspresijos plazmide. Pazymeti pradmenys panaudoti scFv geny padauginimui ir teigiamy
klony atrankai. Pazyméti restrikcijos endonukleaziy taikiniai, panaudoti klonavimui ir seky
analizei.

2 pav. parodo di-scFv geny PGR produkty analizés agaroziniame gelyje rezultata. Kolonijy
PGR atliekamas nuo atsitiktinai pasirinkty kolonijy su | konstrukcija VL-L4-VH-SL-VL-L4-
VH (klonai 1 - 10) ir Il konstrukcija VL-L4-VH-SL-VH-L4-VL (klonai 11 — 18). M - MassRuler
DNA Ladder Mix (ThermoFisher).

3 pav. parodo pUC57-di-scFv plazmidziy analizés restrikcijos endonukleazémis rezultaty.
pUC57-di-scFv plazmidziy analizé restrikcijos endonukleazémis BamHlI / Hindlll.

I-a konstrukcija i$ klony 1, 3, 4 ir 5 (VL-L4-VH-SL-VL-L4-VH), ir ll-a konstrukcija i$ klony
11, 12, 13 ir 14 (VL-L4-VH-SL-VH-L4-VL); M - MassRuler DNA Ladder Mix
(ThermoFisher).

4 pav. demonstruoja pET-28a-di-scFv atrinkty klony plazmidziy analizés restrikcijos
endonukleazémis rezultatus. Testuotos klony plazmidés: 11-3, 11-5, 13-8 ir 14-12 VL-L4-VH-
SL-VL-L4-VH, ir [111-19, 1111-20, 112-22 bei 1113-29 VL-L4-VH-SL-VH-L4-VL

Meéginiai gelyje: 1 — nehidrolizuota DNR; 2 — hidrolizuota BamHI; 3 — hidrolizuota Ndel /
Hindlll; M - MassRuler DNA Ladder Mix (ThemoFisher). '

5 pav. pateikiamos analizuoty geny sekos.

6 pav. pateikiami di-scFv raiSkos E. coli BL21 (DE3)' kamiene natrio dodecil-suifato
poliakrilamidinio gelio elektroforetinés (NDS-PAAG) analizés rezultatai. S - baltymy
standartas. 0 h - bendras baltymy méginys prie$ indukcijg; 1h, 2h ir 3h - baltymy meéginiai
1, 2 ir 3 valandos po indukcijos. T — tirpi ir N — netirpi baltymy frakcijos po 3 val indukcijos.
7 pav. pateikiami di-scFv baltymy gryninimo rezultatai vertinant NDS-PAAG analizé badu.
1, 2 takeliai — dimerinio anti-VLY di-scFv baltymo histag-(VL-L4-VH)-SL-(VL-L4-VH)
variantas atitinkamai prieévdialize ir po jos. 3, 4 takeliai — dimerinio anti-VLY di-scFv
baltymo histag-(VL-L4-VH)-SL-(VH-L4-VL) variantas atitinkamai prie$ dialize ir po jos. 5, 6
takeliai — monomerinio anti-VLY scFv baltymo histag-VH-L4-VL variantas atitinkamai prie$
dialize ir po jos. 7 takelis - kontrolinis baityminis méginys i§ biomasés be tikslinio baltymo,
praéjusios visas renatravimo ir gryninimo stadijas.

M - Molekulinés masés markeriai (i$ apacios 10, 15, 25, 35, 55, 70, 100, 130 ir 250 kDa).

8 pav. demostruojamas di-scFv baltymy VLY citolizing neutralizuojantis aktyvumas,
ivertintas hemolizés testu. scFv dimery neutralizuojantis vaginolizing aktyvumas jvertintas

Zmogaus eritrocity hemolizés tyrimu. Teigiama kontrolé yra scFv monomero aktyvumas. Y
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adyje parodyta eritrocity lizés santykineé reikS§mé (%). X aSyje parodyta scFv baltymo
koncentracija (ng/mL). Eksperimenty metu visuose meéginiuose naudota vienoda

vaginolizino (VLY) koncentracija - 3 ng/mL.

Detalus iSradimo aprasdymas

Rekombinantinio dimerinio scFv fragmento konstravimas buvo pradétas nuo sintetiniy
monomeriniy scFv geny varianty VL-L4-VH ir VH-14-VL su paruodtais jungtukais
(linkeriais) ir klonavimo pozicijomis (pav. 1 A) jvedant linkering (jungtuko L4) seka,
koduojané&iag 20 amino rigééiy (G4S)4 tarp domeno VL (variabilios peliy imunoglobuliny
lengvosios grandinés L srities) ir domeno VH (variabilios pelés imunoglobulino sunkiosios
grandinés H srities) bei linkerine (jungtukas SL) seka koduojantig 54 amino riigstis SGLEA
(EAAAK), ALEA (EAAAK), ALEGS tarp dviejy scFv monomeriniy fragmenty (pav. 1 B) .
Nuo susintetinty geny VL-L4-VH-SL ir VH-L4-VL-SL (GeneScript) buvo atlikta polimerazés
grandininé reakcija (PGR), jvedant BamHI ir Hindlll restrikcijos endonukleaziy atpazinimo
sekas atitinkamai 3' ir 5° galuose. PGR fragmentai gryninami GenedJet (ThermoFisher)
DNR gryninimo kolonélémis, pagal DNR gryninimo i§ PGR miSinio protokolg. I8grynintos
DNR koncentracija jvertinama analizuojant elektroforogramg ir palyginant tiksliniy DNR
juosteliy intensyvuma su jnestu j gelj DNR stahdartu. Galutinés konstrukcijos (VL-L4-VH)-
SL-(VH-L4-VL) ir (VL-L4-VH)-SL-(VL-L4-VH) buvo jklonuotos j ekspresijos vektoriy
pET28a(+) [Merck, Darmstadt, Germany]. Konstrukcijos su di-scFv apima ir (His)s inkarine
sekg baltymo N-gale. Galutines plazmidés buvo transformuotos | E.coli BL21(DE3)
kamiena.

Buvo naudotos tokios geny inZinerijos proceddros:
1) Susintetinti genai VL-L4-VH-SL ir VH-L4-VL-SL (GeneScript).
2) Atlikta polimerazés grandininé reakcija (PGR), sukonstruojant tokios struktiiros di-scFv

genus: (VL-L4-VH)-SL-(VH-L4-VL) ir (VL-L4-VH)-SL-(VL-L4-VH) ir jvedant BamHI! ir Hindlll
restrikcijos endonukleaziy atpaZinimo sekas atitinkamai 3'- ir 5'-galuose. ‘Konstravimui ir

- analizéms panaudoti tokie pradmenys:

M13-rev: 5“CAGGAAACAGCTATGAC-3;

T7 forw: 5‘-TAATACGACTCACTATAGGG-S’;

T7 rev: 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’;

VHVL-fw:  5-AATGGATCCCAGGTTCAGCTGGAGCAG-3' pabraukta BamHI

atpazZinimo seka, paryskinta seka yra komplementari VH fragmento 3* galui;
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VHVL-rev: 5‘-ATAAAGCTTATI‘ACCGTATTTCCAGCTTGGTCC-3‘ 'pabraukta Hindlll
atpazinimo seka, pafyékinta seka yra komplementari VL fragmento 5' galui. Sis
pradmuo taip pat jveda terminuojantj kodong TAA geno 3 gale. |

. VLmega-fw: 5-ACCCATATGGATATTGTGATGACACAGTCTACATCCC3',
VLVH_fw: 5-AATGGATCCGATATTGTGATGACACAGTCTACATCCC-3';, pabraukta
BamHI atpaZinimo seka, parySkinta seka - komplementari VL fragmento 3* galui.
VLVH-rev: 5'-ATCAAGCTTATTAGGAGGAGACGGTGACTGAGG-3' pabraukta Hindll!
atpaZinimo seka, parySkinta seka yra komplementari VH fragmento 5' galui. Sis
pradmuo taip pat jveda terminuojantj kodong TAA geno 3' gale.

3) PGR produktai buvo kionuoti j eksprésijos p.lazmide ir DNR sekoskaitos bldu nustatyta
fragmenty nukleotidy seka. Nustatytos tokios di-scFv geny koduojamos amino ragsciy
sekos SEQ ID: Nr.2 ir SEQ ID: Nr.3:

(VL-L4-VH)-SL~(VL-L4-VH), SEQ ID: Nr.2;

- MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMDIVMTQSTSHLSVSLGDRVTIACKASAHINNWLAWYQQ

KPGNAPSLLIAGATGLETGVPSRFSGSGSGKDFTLSISSLQTEDVATYYCQQYWDTPYTF
GGGTKLEIRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVSGFSL
NSYGVHWVRQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQT
DDTAIYYCARARGAMDYWGQGTSVTVSSSGLEAEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKALEAEA
AAKEAAAKEAAAKEAAAKALEGSDIVMTQSTSHLSVSLGDRVTIACKASAHINNWLAWYQ
QKPGNAPSLLIAGATGLETGVPSRFSGSGSGKDFTLSISSLQTEDVATYYCQQYWDTPYT
FGGGTKLEIRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVSGFS
LNSYGVHWVRQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQ
TDDTAIYYCARARGAM DYWGQGTSVTVSS

(VL-L4-VH)-SL-(VH-L4-VL), SEQ ID: Nr.3:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMDIVMTQSTSHLSVSLGDRVTIACKASAHINNWLAWYQQ
KPGNAPSLLIAGATGLETGVPSRFSGSGSGKDFTLSISSLQTEDVATYYCQQYWDTPYTF
GGGTKLEIRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVSGFSL

- NSYGVHWVRQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQT

DDTAIYYCARARGAMDYWGQGTSVTVSSSGLEAEAAAKEAAAKEAAAKEAAAKALEAEA
AAKEAAAKEAAAKEAAAKALEGSQVQLEQSGPGLVAPSESLTITCTVSGFSLNSYGVHWY
RQPPGKGLEWVGVMWAGGNTSYNSALMSRLSISKDNSKSQVFLKMNSLQTDDTAIYYCA
RARGAMDYWGQGTSVTVSSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSDIVMTQSTSHLSVSLGD
RVTIACKASAHINNWLAWYQQKPGNAPSLLIAGATG LETGVPSRFSGSGSGKDFTLSISSL

' QTEDVATYYCQQYWDTPYTFGGGTKLEIR

4) Galutinés plazmidés buvo transformuotos j E.coli BL21(DE3) kamieng. Atrinkti ir
iSanalizuoti klonai buvo kultivuojami LB terpéjé ir indukuojami naudojamt IPTG. Atlikus
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meginiy analize elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje denatlruojantiomis salygomis,
nustatytas di-scFv baltymo susikaupimas intarpiniuose kineliuose po indukcijos, kuris
migruoja kaip netirpus ~58 kDa dydzio baltymas.

5) Po indukcijos gauti intarpiniai kiineliai su di-scFv baltymu buvo solubilizuoti naudojant
chaotropinius agentus. Renatlruotas di-scFv baltymas buvo iSgrynintas naudojant metalo
chelatine afining chromatografija.

6) Patvirtintas di-scFv baltymo anti-citolifinis aktyvumas paveikus Zmogaus eritrocitus

vaginolizinu (hemolizés testas).

Siuo iSradimu buveo nustatyta, kad rekombinantinis antiklino di-scFv fragmentas atpazjsta

$ig amino rhgsciy sekg, SEQ ID: Nr.1:

MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASCAAKKDSLNNYLWDLQY
DKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVVEHQKKNITNTTSNLSVTSANDDRVYPGALF
RADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTVQRPTKSSVTSAVNGLVSKWN
AQYAASHHVAARMQYDSASAQSMSQLKAKFGADFAKIGVPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNF
KQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRGVDSKRPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRS
KSTDFQAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRILQNTSVTAVILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQE
GANLSTSSPAVPIAYTTSFVKDNEVATLQTNSDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYI
YWDEYGTEIDGTPYVRSRAWEGNGKYRTAHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLVWEPW
RTVYDRSDLPLVRQRTIKNWGTTLWPRVAETVKND

Nurodyta amino ragsciy seka atitinka VLY citolizino, gauto iS Gardnerella vvaginalis seka,
kuri buvo nustatyta ir paskelbta anks&iau (GenBank Nr. EU697812, EU 697811). Skirtingi
Gardnerella vaginalis kamienai gali ekspresuoti Siek tiek skirtingus VLY variantus, kurie

skiriasi nuo sekos SEQ ID: Nr.1 viena arba keliomis amino rigstimis.

|éradimo pavyzdZiai

Zemiau pateikiama informacija apie specifinius pavyzdZius, parodandéius kokiu bidu buvo
gautas rekombinantinis antikino fragmentas di-scFv pries VLY citolizing bei di-scFv
savybiy nustatymo pavyzdZiai. Si informacija pateikiama iliustratyvumo tikslais ir
neapriboja pateikiamo iSradimo apimties. '

1 pavyzdys DNR konstrukcijy, koduojang&iy di-scFv antikiino fragmentus, paruoSimas

DNR konstrukcijos bei galutinés raiSkos plazmidés yra paruostos pagal konstravimo
schemg pateikta 1A ir 1B paveiksluose, kuriuose pateiktas fragmenty sujungimo
eiliSkumas, panaudoti vektoriai ir fermentai.
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Susintetinty DNR fragmenty seka VH-L4-VL-SL ir VL-L4-VH-SL (GeneScript) buvo
modifikuota PGR metodu, jvedant BamHI ir Hindlll restrikcijos endonukleaziy atpazinimo
sekas | fragmento atitinkamai 3*- ir 5'-galus. Panaudoti pradmenys VHVL-fw, VHVL-rev,
VLVH-fw, VLVH-rev.

I8gryninti PGR produktai buvo hidrolizuojami BamHI ir Hindlll restrikcijos endonukleazémis
ir gauti 715 bp fragmentai gryninami i§ agarozinio gelio GeneJet (ThermoFisher) DNR
gryninimo kolonélémis, naudojant ekstrakcijos i§ gelio protokola.

Plazmidinis vektorius dimeriniy antikiiny fragmenty konstravimui yra paruosiamas
pUC57-VL-L4-VH-SL plazmide (GeneScript) hidrolizuojant BamHI ir Hindlil
restrikcijos endonukleazémis. Plazmides DNR galai yra defosforilinami FastAP

(ThermoFisher) $armine fosfataze. 1$grynintas vektorius yra apie 3300 bp ilgio.

Paruosti VL-L4-VH ir VH-L4-VL genai (PGR fragmentai) bei pUC57-VL-L4-VH vektorius
yra sumai$omi moliniu santykiu 3:1 ir liguojami naudojant T4 DNR ligaze ((ThermoFisher).
Reakcijos misinys yra transformuojamas | paruoStas kompetentines E.co/i DH10B
bakterijas, atlieckant terminj §oka ir po pusvalandZio inkubacijos skystoje LB terpeje,
uzséjant ant agarizuotos LB terpés. UZaugusios kolonijos analizuojamos kolonijy PGR
bGdu naudojant VLmega_fw ir M13_rev pradmenis bei gautus fragmentus énalizuojant
agaroziniame gelyje (2 pav.). PGR buvo atlikta su atsitiktinai pasirinkty kolonijomis. Gautas
tikslinis produktas yra apie 1660 bp ilgio, kiti fragmentai susidaro dél pasikartojimy sekoje
ir gafimybés vienam i§ pradmeny hibridizuotis su keliomis sekomis jklonuotame gene (apie
800 bp l-os kostrukcijos atveju ir apie 400 bp Il-os konstrukcijos atveju). Teigiamy klony
plazmidiné DNR papildomai analizuota restrikcijos endonukleazémis.

IS 2 pav. matyti, kad PGR amplifikacija duoda numatyto dydzio konstrukcijy VL-L4-VH-SL-
VL-L4-VH ir VL-L4-VH-SL-VH-L4-VL DNR fragmentus.

ISgryninama DNR i§ pasirinkty kiony (kolonijy) ir plazmidiné DNR analizuojama ja
hidrolizuojant restrikcijos endonukleaziy BamHI / Hindlil pora, atitinkamai gaunant 720 bp
ir 3300 bp ilgio DNR fragmentus, jei DNR seka po klonavimo yra tinkamos struktdros (3
pav.).I8 3 pav. matyti, kad.gauti fragmenty dyziai atitinka teorinius.

Plazmidinis pET-28a vektorius di-scFv fragmenty perklonavimui yra paruo$iamas
hidrolizuojant Ndel ir Hindlll restrikcijos endonukleazémis. Plazmidés DNR galai yra
defosforilinami naudojant reakcijos miSinyje esanéig FastAP $armine fosfataze
(ThermoFisher). Gauti DNR fragmentai frakcionuojami agaroziniame gelyje ir 5306 bp ilgio
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fragmentas yra gryninamas i§ gelio Genedet (ThermoFisher) DNR gryninimo kolonéle,

pagal ekstrakcijos i§ gelio protokola.

Dimerizuoti scFv genai yra iSkerpami i§ pasirinkty klony 1, 3, 4 (I-a konstrukcija), 11, 12 ir
13 (ll-a konstrukcija) plazmidziy pUCS57 hidrolizuojant Ndel ir Hindlll restrikcijos
endonukleazémis. Apytiksliai 1600 bp DNR fragmentai yra iSgryninami i$ gelio naudojant
GeneJet (ThermoFisher) DNR gryninimo kolonéles pagal ekstrakcijos i§ gelio protokola.

I8gryninti di-scFv genai liguojami su paruo$tu pET-28a vektoriumi ir transformuojami j
paruo3tas kompetentines E.coli DH10B bakterijas. Kolonijos, turinCios plazmidines DNR su
di-scFv konstrukcijas, yra atrenkamos atliekant kolonijy PGR bei tikrinant atrinkty klony

plazmidinés DNR struktdrg restrikcijos endonukleaziy hidrolizés testu.

IS 4 pav. matyti, kad gauty plazmidziy analizé restrikcijos endonukleazémis duoda

reikiamo dydZio DNR fragmentus.

Atrinkty plazmidés pET-28a-di-scFv konstrukcijy sekos yra patvirtinamos DNR sekoskaitos

metodu. Geny sekos pateiktos 5 pav.

2 pavyzdys Dimeriniy antikiiny fragmenty di-scFv raiSka E.coli

Dimeriniy viengrandziy antikiny fragmenty raiSka E. coli buvo patvirtinta atrinkus
plazmidines konstrukcijas i§ klony 14-12 ir 1111-20 ir atlikus jy transformacijg j ekspresinj
E.coli BL21 (DE3) kamieng (Novagen, Merck). Kontrolei buvo panaudotas E.coli BL21
(DE3) kamienas transformuotas pET-28a plazmide be jklonuoty fragmenty. Bakterijos
buvo kultivuojamos 37°C temperatlroje pastoviai purtant kolbas ir kultGroms pasiekus 0.6
- 1.2 ov. (600 nm bangoje) optinj tankj tikslinio baltymo raiSka buvo indukuojama
pridedant IPTG (isopropyl B-D-thiogalactoside, Sigma) iki galutinés 1 mM koncentracijos.
Biomases meginiai buvo paimami prie8 indukcijg (0 h) ir 1, 2 ir 3 valandas po indukcijos.

Po trijy indukcijos valandy visa biomasé buvo surenkta centrifuguojant. Bakterijos
resuspenduojamos ardymo buferyje ir ardomos ultragarsu. Tirpts baltymai atskiriami‘nuo
netirpios frakcijos centrifuguojant. Baltymy sudétis tirpioje ir netirpioje frakcijose
analizuojama elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje denatiruojan&iomis saglygomis
(PAAG metodu). Méginiuose paimtuose pries ir po indukcijos yra tikrinama bendra baltymy
sudetis suvienodinus biomaseés kiekj pagal nustatytg uZaugintos kultiiros optinj tanki.

Atlikus meginiy analiz¢ elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje denatdruojangiomis
salygomis, nustatytos tikslinio baltymo sankaupos po indukcijos (stebimas ~58 kDa
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baltymas). Prie$ indukcijg ir kontroliniuose méginiuose, neturin€iuose jklonuoto di-scFv
geno, panaSaus baltymo kaupimosi nerasta. Analizuojant ultragarsu suardytos biomasés
tirpiy ir netirpiy frakcijy meéginius, nustatyta, kad pagrindiné dalis susintetinto baltymo

kaupiasi netirpioje frakcijoje (intarpiniuose kiineliuose).

IS 6 pav. matyti, kad raiSkos eksperimentai duoda numatyto dydzio baltymus bakteriniuose

lizatuose po indukcijos.

Darbo metu geny inZinerijos metodais buvo sukonstruoti genai, koduojantys dimerizuotus,
inkarg koduojancia seka geno pradzioje. Geny sekos buvo patvirtintos sekoskaitos bidu.
Rekombinantiniy baltymy rai$kos E. coli bakterijose metu standartinémis neoptimizuotomis
sglygomis buvo stebimas tiksliniy baltymy kaupimasis netirpioje baitymy frakcijoje —

intarpiniuose kiineliuose.

3 pavyzdys Dimeriniy antikino framenty di-scFv gryninimas

E.coli biomasés su ekspresuotais tiksliniais rekombinantiniais baltymais scFV ir di-scFV
buvo resuspenduotos buferiniame ﬁrpale (0,1 M Tris-HCI, pH 7.0, esant 5 mM EDTA, 0,1
% Triton X-100 ir 300 mM 2-merkaptoetanolio) santykiu 1:10 (biomaseé:buferinis tirpalas) ir
suardytos ultragarsu. Kontrolei naudojama E.coli biomasé, transformuota pET28a
vektoriumi be jklonuoto rekombinantinio geno ir nevykdanti scFv superekspresijos.
Homogenizatas centifuguotas 60 min., 10000xg. Likusios nuosédos du kartus praplautos
20 mi 20mM Tris-HCI pH7.0 su 1 M NaCl ir 0.1% Tween 80 ir vieng karta 20 ml 20mM
Tris-HCl pH7.0 tarpuose tarp plovimy centrifuguojant 30 min., 10000xg +4°C
temperatiroje.

Renatiracija. Nuosédos, gautos po paskutinio plovimo ir turingios scFv ir di-scFV baltymus
bei kontrolinis méginys, tirpinami 20 mM Tris-HCI, pH 8.5 buferiniame tirpale, turin&iame 7
M guanidino hidrochlorido ir pridedama DTT iki galutinés 10 mM koncentracijos.
Suspensijos maiSomos 2 val. 4°C, centrifuguojamos 30 min. 10304xg ir supernatantai létai
skiedZziamas 20 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu pH 8.5 iki galutines 3,5 M guanidino
hidrochlorido koncentracijos. Pridedama oksiduoto glutationo iki galutinés 10 mM.
Suspensijos maiSomos 1 val. 4°C, centrifuguojamos 30 min. 10304xg ir supernatantai létai
skiedZziami 20 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu pH 8.5 iki galutinés 1,75 M guanidino
hidrochlorido koncentracijos. Suspensijos maisomos 1 val. 4°C, centrifuguojamos 30 min.
10304xg ir supernatantai létai skiedZiami 20 mM Tris-HC! buferiniu tirpalu pH 8.5 iki
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galutinés 0,8 M guanidino hidrochlorido koncentracijos. Suspensijos maiSomos per nakt]
4°C, centrifuguojamos 30 min. 10304xg. | supernatantus pridedama NaCl iki galutinés 0,3
M koncentracijos ir koreguojamas pH iki pH 8.0.

Baltymy gryninimas. Baltymy tirpalai uzne$ami ant 1 mL nikeliu (Ni**) uZkrautu IMAC
Sepharose 6 FF sorbentu uzpildyty kolonéliy, nupusiausvyrinty 50 mM Tris-HCI buferiniu
tirpalu, pH 8.0, turinéiu 300 mM NaCl ir 10 mM imidazolo. Sorbentai plaunami 10 tdriy
lygsvarinimo buferiniu tirpalu ir 5 tdriais analogiéku buferiniu tirpalu su 20 mM imidazolo.
Eliucija vykdoma 50 mM Tris-HCI buferiniu tirpalu, pH 8.0, turinéiu 300 mM NaCl ir 500
mM imidazolo. Tikslinj baltymg turinios frakcijos surenkamos ir apjungiamos.
Dializuojamos prie§ 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 300mM NaCl ir centrifuguojamos 30 min
29000xg 4°C temperatiroje. Baltymai saugomi 4°C.

Apskai€iuota baltymo monomerinio scFv molekuliné masé yra 27,35 kDa, teorinis
izoelektrinis taskas pl yra 7.76, dimerinio di-scFv molekuliné masé yra 57,68 kDa ir pl
6.67. EksperimentiSkai nustatyta (pagal NDS-PAAG) monomerinio scFv molekuliné masé
yra apie 27 kDa, o dimerinio di-scFv - apie 60 kDa. 7 pav. parodo, kad isgryninti di-scFv
baltymai yra tinkami tolimesniems hemolizés eksperimentams.

4 pavyzdys Dimeriniy antikiino fragmenty di-scFv aktyvumo tyrimas

Eritrocity hemolizé in vitro [Cauci S, Monte R, Ropele M et al., Mol Microbiol, 1993, 9, pp.
1143-11565.] panaudota rekombinantinio scFv, neutralizuojanéio VLY, aktyvumui istirti.
Zmogaus eritrocity suspensija (1 ml) inkubuota 30 min. 20 — 25 °C temperatiroje $iuose
reakcijos miSiniuose: |
1) Fosfatinis buferinis tirpalas PBS, pH 6,5 (eritrocity hemolizés néra);
2) Dejonizuotas vanduo (100 % eritrocity hemolizé);
3) PBS su 3 ng/mi VLY (100 % eritrocity hemolizé);
4) 3 ng/ml VLY ir 25 ng/ml scFv antikiino monomero PBS, pH 6,5;
5) 3 ng/ml VLY ir 50 ng/ml scFv antikino monomero PBS, pH 6,5;
6) 3 ng/ml VLY ir 100 ng/ml scFv antikiino monomero PBS, pH 6,5;
7) 3 ng/ml VLY ir 200 ng/ml scFv antikGino monomero PBS, pH 6,5;
8) 3 ng/ml VLY ir 25 ng/ml scFv antik@ino dimero PBS, pH 6,5;
9) 3 ng/ml VLY ir 50 ng/ml scFv antikiino dimero PBS, pH 6,5;
10) 3 ng/ml VLY ir 100 ng/ml scFv antikiino dimero PBS, pH 6,5;
11) 3 ng/ml VLY ir 200 ng/ml scFv antikiino dimero PBS, pH 6,5.
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Po inkubacijos eritrocity suspensija centrifuguota 3 min., 800xg ir pamatuotas tirpalo
optinis tankis OD, esant 417 nm bangos ilgiui. Didelés optinio tankio reikSmes (OD>3,0)
rodo, kad jvyko eritrocity hemolizé. MaZos OD reik§mes (OD<0,4) rodo, kad eritrocitai
buvo apsaugoti nuo suardymo. | eritrocity suspensijg pridéjus 3 ng/ml rekombinantinio
VLY, eritrocitai buvo pilnai suardyti (OD~3,0). Kai j miSinj buvo pridéta 200 ng/ml scFv
dimero antik@ino eritrocitai buvo pilnai apsaugoti nuo hemolizés (x pav.). Gauti rezultatai
rodo, jog tiek rekombinantinis scFv monomeras, tiek rekombinantinis scFv dimeras
neutralizavo VLY citolitinj aktyvuma. Rekombinantinis scFv dimeras (di-scFv) pasiZzyméjo
didesniu neutralizuojanéiu aktyvumu nei scFv monomeras, nes jo reikéjo maZesnés
koncentracijos VLY neutralizacijai.

8 pav. jrodo, kad citolizing VLY neutralizuojantis aktyvumas auga didinant di-scFv baltymo
koncentracija, be to di-scFv aktyvumas yra aukstesnis nei monomerinio scFv baltymo.

Tokiu biidu, pateikiamas.i§radimas parodo, kad sukonstruotas dimerinis scFv atpaZjsta
VLY ir efektyviai neutralizuoja pastarojo biologinj aktyvuma, t.y. inhibuoja VLY savybe
sukelti patogeniSka Zmogaus eritrocity hemolize.

Viengrandziy antiklino fragmenty (scFv), sujungty | kovalentine dimering struktirg
privalumas prie§ monokloninius antikGnus yra tame, kad scFV yra gaunami zZymiai
paprasciau ir pigiau (bakterinés biosintezés biidu), be to dimerinis scFv pasizymi aukstu
afiniSkumu ir turi santykinai nedidele molekuling mase, kas apsprendzia efektyvesnj scFv
patekimg j infekuotus audinius ir stipresnj terapinj poveikj. Rekombinantiné dimeriné scFv
molekulé gali biati naudojama kaip potencialus terapinis agentas gydyti bakterijy
G.vaginalis sukeltus patogeninius efektus.

Apibendrinant gautus duomenis akiVaizdu, kad naujas dimerinis antiklino fragmentas scFv
yra specifiSkas VLY citolizinui i§ G.vaginalis bakterijy ir efektyviai neutralizuoja pastarojo
citolitinj aktyvuma. Dél to Sis dimerinis antikino fragmentas scFv gali bati naudojamas
terapiniais ir profilaktiniais tikslais gydant patologijas, sukeltas G.vaginalis infekcijos, arba
iSvengiant jy. Gauti dimeriniai antikino fragmentai (di-scFv) atskleidé privalumus prie$
monokloninius antiklinus gaminant scFv paprastesniu ir pigesniu bakterinés biosintezés
bldu. Be to maza di-scFv molekuliné masé potencialiai lemia stipresnj terapinj poveikj dél
jos efektyvesnio patekimo j infekuotus audinius.
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Pramoninis pritaikomumas
Dimerinio scFv baltymo taikymo sritys yra susijusios su jo panaudojimu G.vaginalis

sukeltos bakterines vaginozés profilaktika ir gydymu. Farmaciniai preparatai ir medicininés
priemonés (geliai, ovulés ar plovikliai), turintys anti-citolitinj aktyvuma, yra tinkami
biofarmaciniy rekombinantiniy antikiiny gamybai ir placiam profilaktiniam panaudojimui.
Farmacinés kompozicijos sudarytos i§ dimerinio scFv preparato 'kombinacijoje su
farmacigkai priimtinais nesikliais, skiedikliais, ekscipientais ar/ir pagalbinémis medziagomis
skirtomis bakterinés vaginozés profilaktikai ar/ir gydimui bei pasekmiy, sukelty G.vaginalis
infekcijos, $alinimui. Sio iSradimo taikymas apima kai kurias bakterinés vaginozés
patologijas, sukelian&ias prieslaikinj gimdyma, lemiantj Zema naujagimiy svorj, dubens
uzdegimo ligas, endometritg ir kitas ligas sukeltas G.vaginalis infekcijos.

Dar daugiau, panaudojant gautas DNR sekas, koduojanéias di-scFv, gali bati sukonstruoti
naujos struktiros humanizuoti antikiinai, kurie, tikétina, galés neutralizuoti VLY citolizino
biologinj aktyvuma. Kadangi VLY yra pagrindinis G.vaginalis virulentiSskumo faktorius, jo
neutralizavimas gali bati efektyvus kelias gydyti infekcijos sukeltg patologija.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Dimerinis kovalenti§kai sujungtas antikiino fragmentas, atpazjstantis aminorligsCiy
sekg SEQ ID: Nr.1 arba j jg panasig seka, kurios identiSkumas yra bent 95%.

2. Dimerinis antikino fragmentas pagal 1 punkta, kurio struktlra atvaizduojama formule
(VL-L4-VH)-SL-(VL-L4-VH) arba (VL-L4-VH)-SL-(VH-L4-VL), kur VL yra variabilios
imunoglobuliny lengvosios grandinés L fragmentas, VH yra variabilios imunoglobuliny
sunkiosios grandinés H fragmentas, L4 ir SL yra linkerinés sekos.

3. Dimerinis antik@ino fragmentas pagal 2 punktg, kur L4 linkeriné seka yra (G,S), ir SL
linkeriné seka yra SGLEA (EAAAK), ALEA (EAAAK), ALEGS.

4. Dimerinis antikino fragmentas pagal 2 arba 3 punkta, turintis aminortgséiy seka SEQ
ID Nr. 2 arba SEQ ID Nr.3 arba j jas panasias sekas, kuriy identiSkumas yra bent 95%.

5. Dimerinis antikino fragmentas pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty, pasizymintis
vaginolizino biologinio aktyvumo slopinimu arba neutralizacija.

6. Rekombinantiné DNR molekulé, koduojanti dimerinj antikGino fragmenta pagal bet kurj
i$ ankstesniy punkty. '

¢

7. Rekombinantiné DNR molekulé pagal 6 punkta, turinti DNR sekg SEQ ID Nr. 4 arba
SEQ ID Nr.5

8. Vektorius, apimantis DNR molekule pagal 6 arba 7 punkta. |

9. Preparatas, apimantis dimerinj antiklino fragmentg pagal bet kurj i§ 1-5 punkty,
pasizymintis vaginolizino biologinio aktyvumo slopinimu arba neutralizacija.

10. Farmaciné kompozicija, apimanti veiklyjj komponenta ir farmaciniu poZidiriu priimting
nesiklj, skiediklj, ekscipients.ir/arba pagalbines medziagas, besiskirianti tuo, kad
veiklusis komponentas apima preparato pagal 9 punktg terapiskai veiksminga kiekj.

11. Farmaciné kompozicija pagal 10 punktg, skirta naudoti bikliy, sukelty Gardnerella

vaginalis infekcijos, profilaktikai ir/arba gydymui.

12. Farmaciné kompozicija pagal 10 arba 11 punktg gelio, ovulés arba ploviklio formoje.
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