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PRIESPRASMINIS OLIGONUKLEOTIDAS BAKTERINIY BIOPLEVELIY IR
ATSPARUMO ANTIBIOTIKAMS PREVENCIJAI

Sis igradimas yra mikrobiologijos srities ir yra susijes su bakteriniy biopléveliy
atsiradimu ir augimu ant Zmogaus audiniy. Sis i§radimas konkregiai susijes su
streptokoky sukelty bakteriniy infekcijy, pasiZymingiy bakteriniy biopléveliy
formavimusi ant Zmogaus audiniy, prevencija ir gydymu, taip pat streptokoky
atsparumo antibiotikams prevencija, panaudojant priesprasminj oligonukleotida ir
farmacines kompozicijas jo pagrindu.

ISradimo pagrindas

Vienas i§ Zmogaus infekcijy $altiniy yra normaliajg Zmogaus mikroflorg sudarantys
streptokokai. Tarp jy i8skirtinos ri8ys yra S. mutans ir S. sobrinus, jprastai randami
Zmogaus burnoje. Siy rasiy streptokokai be kita ko geba suformuoti vandenyje
netirpig baktering bioplévele ant burnos audiniy pavir§iaus. Siy bakterijy
formuojamos biologineés pleveles struktirinj karkasg sudaro netirpus polimeras —
gliukanas, kurj i§ sacharozés sintezuoja keliy tipy gliukoziltransferazés (Gtf)
izofermentai, t. y. S. mutans GtfB ir GtfC bei S. sobrinus Gtfl (Bowen ir Koo. Biology
of Streptococcus mutans-derived glucosyltransferases: role in extracellular matrix
formation of cariogenic biofims. Caries Res. 45 (2011), p. 69-86).
Gliukoziltransferazes lokalizuojasi ne tik ant bakterijy sienelés, bet ir yra iSskiriamos j
aplinkg laisvoje formoje. Deél iy fermenty veiklos S. mutans, S. sobrinus ir kitos
burnos bakterijos gali tvirtintis praktiskai prie bet kokiy pavirSiy, tarp jy Zmogaus
audiniy, nes susidarantis gliukanas savo fizinemis savybemis yra labai lipni
medZiaga. Todel Gtf fermentai tape svarbiu taikiniu kuriant jvairias farmakologigkai
aktyvias medziagas, slopinanéias S. mutans bei S. sobrinus bakterijy adhezija.

Del kasdieniy burnos audiniy paZeidimy, kity patologiniy bilseny, taip pat atliekant
medicinines intervencijas burnoje, sukelian&ias reikmingg bakteriemija, S. mutans
bei S. sobrinus patenka j 2mogaus kraujg ir kardiovaskuline sistemg (Nakano ir k.
Streptococcus mutans and cardiovascular diseases. J. Dent. Sci. Rev. 44 (2008), p.
29-37).
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Burnos streptokokai yra susije su burnos, nosiaryklés, odos, kardiovaskulinés

sistemos ir kitomis Zmogaus bakterinémis infekcijomis.

S. mutans ir S. sobrinus infektiSkumas susijes su $iy bakterijy i$skiriamy
gliukoziltransferaziy veikla — gliukano sinteze. Tyrimais nustatyta, kad S. mutans
padermes, turinCios defektus gtfB ir gtfC genuose, pasizymi ry$kiai maZesnémis
savybémis sukelti trombocity agregacija kraujyje palyginus su normaliomis
(nlaukinémis“) S. mutans bakterijomis (Taniguchi ir kt. Defect of glucosyitransferases
reduces platelet aggregation activity of Streptococcus mutans: Analysis of clinical
strains isolated from oral cavities. Arch. Oral Biol. 55 (2010), p. 410-416). Taigi
streptokoky gliukoziltransferaziy raiskos slopinimas prakti§kai infekcijy prevencijai,

tarp jy danty eduonies, Sirdies bei kraujagysliy ligy prevencijai.

Be to, bakterinés bioplévelés yra susijusios su atsparumu jprastiems antibiotikams.
Didesnis bakterinés bioplévelés kiekis koreliuoja su atsparumo antibiotikams
didéjimu, todel bakteriniy biopléveliy sintezés inhibicija didina bakterijy jautruma
antibiotikams.

Cia aprasytas patentuojamas iSradimas pateikia blidg kaip uZslopinti ir/arba
sumazinti S. mutans ir S. sobrinus bakterinés plévelés formavimasi. Sis metodas
remiasi prie§prasminiy oligonukleotidy (PO), selektyviai slopinanéiy S. mutans gftB ir
gtfC bei S. sobrinus gtfl geny raika, panaudojimu. Taip slopinant
gliukoziltransferaziy ir tolimesnéje pasekoje gliukano sinteze. Gliukano sintezes
inhibicija uZkerta kelig bakterinés bioplévelés susidarymui, kurie savo ruoztu
salygoja S. mutans ir S. sobrinus sukelty infekcijy, profilaktikg bei prevencija, taip pat
didina $iy bakterijy jautrumg antibiotikams.

Apibendrinant i§destyta, patentucjamas PO ir bddas kompleksigkai sprendzia
streptokoky infekcijy profilaktikos, prevencijos ir atsparumo antibiotikams problemas.

ISradimo esme

Kaip aptarta auk$&iau, yra aktualus poreikis spresti  streptokoky infekcijy
profilaktikos, prevencijos ir gydymo problemas, kurias sukelia bakterijos patekusios j
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kraujotakos sistemg ir kitus objektus kurie kontaktuoja su gyvais audiniais. Sis
iSradimas apima medziagas ir blida, kurie sprendZia Sias problemas.

Pagrindinis patentuojamas i$radimo objektas yra medZiaga - izoliuotas
prie$prasminis oligonukleotidas (PO), atitinkantis $iuos poZzymius:

a) PO sudarytas i$ nukleotidy seky pagal SEQ ID nr. 1;

b) PO sudaryti i$ nukleotidy seky, kurie yra SEQ ID nr. 1 fragmentas.

Taip pat iSradimo objektas yra PO, bet kuria i§ auk$€iau nurodyty formy,

panaudojami atsparumo antibiotikams prevencijai.

Taip pat iSradimo objektas yra PO, kuriy nukleotidy sekos skiriasi nuo SEQ ID
nurodytos SEQ ID nr. 1 vienu, dviem, trim arba keturiais nukleotidais.

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

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet kuria
i8 auk$€iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta biofarmaciniam ir medicininiam

panaudojimui.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet kuria
i8 auk$&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, tarp jy biofarmacijoje naudojami adjuvantai
ir/ar ne$éjai.

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

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet kuria
i auk8&iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta aplinkos ir jvairiy butiniy pavir$iy
apdorojimui, siekiant antibakterinio poveikio nukreipto j S. mutans ir S. sobrinus ant

tokiy pavirsiy.

Taip pat iSradimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet kuria
i§ auk$€iau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta aplinkos ir jvairiy butiniy pavirSiy
apdorojimui, siekiant sumazinti bakteriniy bioplévely atsiradimg ir augima.

Taip pat i§radimo objektas yra biofarmaciné kompozicija, kurig sudaro PO, bet kuria

i8 aukséiau nurodyty formy, ir kitos dalys, skirta aplinkos ir jvairiy butiniy pavirsiy
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apdorojimui, siekiant padidinti S. mutans ir S. sobrinus bakterijy jautrumg

antibiotikams.

Galiausiai iSradimas apima S. mutans ir S. sobrinus bakterijy kolonijy kontrolés
blda, kuris apima $iy bakterijy gebéjimo sintetinti biopléveliy karkasg sudarandiy
egzopolisacharidy slopinima, panaudojant PO, specifiSkai ir vienu metu slopinanéio
gtfB ir gtfC iRNR rai8kg S. mutans bakterijoje ir gffl iRNR raiS8ka S. sobrinus
bakterijoje, administravima, taip vienu metu slopinant 8$iy bakterijy gebéjimag
sintezuoti vandenyje netirpiy gliukany ir dalinai vandenyje tirpiy gliukany polimerus.

Hiustracijy aprasymai
Priedas 1. PO seky sarasas ir apraSymas.

Fig. 1. MaiSytos S. mutans ir S. sobrinus kultliry bioplévelés profilometrijos
kiekybiniai duomenys po 24 val. inkubacijos periodo Todd Hewitt mitybinéje terpéje
su tiriamos sekos PO ir kontrole.

Fig. 1A - streptokoky bioplévelés pavir§iaus Siurk§tumas (Rq).

Fig. 1B — streptokoky bioplévelés storis. p < 0,05 palyginus su nepaveiktomis
bakterijomis; “p < 0,05 palyginus su kontrole (i§maigytos sekos PO).

Duomenys (n = 5-6) yra vidurkiai + vidurkio standartiné paklaida.

SPSS programos (versija 20.0) One-Way Anova, LSD Post-Hoc testas.

Fig. 2. MaiSytos S. mutans ir S. sobrinus kultliry bioplévelés profilometrijos
kiekybiniai duomenys po 24 val. inkubacijos periodo Todd Hewitt mitybinéje terpéje,
turincioje seiliy (1:10), su tiriamu PO.

Fig. 2A — streptokoky bioplévelés pavir§iaus Siurk§tumas (Rq).

Fig. 2B — streptokoky bioplévelés storis. 'p < 0,05 palyginus su nepaveiktomis
bakterijomis; p < 0,05 palyginus su kontrole (iS$maiSytos sekos PO).

Duomenys (n = 5-6) yra vidurkiai * vidurkio standartine pakiaida.

SPSS programos (versija 20.0) One-Way Anova, LSD Post-Hoc testas.

Fig. 3. MaiSytos S. mutans ir S. sobrinus kultiry biopléveles profilometrijos
kiekybiniai duomenys po 24 val. inkubacijos periodo Todd Hewitt mitybineje terpeje,
turin€ioje 10% kraujo serumo, su tiriamos sekos PO.
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Fig. 3A — streptokoky bioplévelés paviriaus Siurk§tumas (Rq).

Fig. 3B — streptokoky biopleveles storis. ‘p < 0,05 palyginus su nepaveiktomis
bakterijomis; " p < 0,05 palyginus su kontrole (iSmai$ytos sekos PO).

Duomenys (n = 5-6) yra vidurkiai + vidurkio standartiné paklaida.

SPSS programos (versija 20.0) One-Way Anova, LSD Post-Hoc testas.

Savoky apibréZzimai

Siame dokumente naudojama savoka ‘prieSprasminis poveikis” rei$kia
oligonukleotido poveikj, kuris susidaro po to kai sudaromas junginys su papildoma
seka, esanéia iRNR, lemiantis specifinj geno rai8kos ir baltymo transliacijos

slopinima.

Siame dokumente naudojama sgvoka prie$prasminiai oligonukleotidai (PO) reiskia
preparatus, kurie yra chemidkai modifikuotos arba nemodifikuotos viengubos
nukleoriigSties molekulés (paprastai 15-30 nt ilgio), galin¢ios selektyviai jungtis su
savo taikiniu iRNR sekoje pagal Watson-Crick susiporavimo principg. PO-iRNR
heterodupleksy formavimasis sglygoja Siuos efektus:

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

2) salygojama fransliacijos inhibicijg per ribosomy veiklos sterinj blokavima;

3) slopinamas iRNR susijungimas;

4) destabilizuojamas iRNR pirmtakas.

Kuris efektas pasireik$, priklauso nuo PO cheminés struktlros ir hibridizacijos vietos,
taCiau vélesni rezultatai yra konkretaus geno-taikinio rai§kos ir baltymy transliacijos
derereguliacija.

“‘Nukleotidy seka”, “nukleoragstis®, ,nukleoragsties grandiné“ir ,nukleorigsties seka*“
reiSkia, kad bet kas, kas jungiasi arba hibridizuojasi per baziy susijungimg jskaitant
oligomerus arba polimerus, turingius pagrindg, suformuotg i§ natiraliai atsirandangiy
nukleotidy, tokiy kaip DNR (dezoksiribonukieino riigstis) arba RNR
(ribonukleoriigétis) irfarba nukleorligsties analogai, susidedantys i§ nestandartiniy
nukleobaziy ir/arba nestandartiniy karkasy, pavyzdZiui, peptidiné nukleorgstis
(PNR) arba uzrakinta nukleortgstis (UNR), arba be kokia i§vestiné arba modifikuota
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nukleorigsties forma, tame tarpe ir pakeitimai siekiant padidinti stabiluma ir

atsparumg nukleazéms.

Siame dokumente naudojama sgvoka ‘peptidiné nukleoragstis“ arba ,PNR" reiSkia
sintetinj oligomera arba polimerg, turintj poliamido pagrindg su prisijungusiomis
nukleobazémis (atsirandénéiomis natdraliai arba modifikuojamomis), jskaitant, bet
neapsiribojant, bet kokie oligomery ar polimery segmentai nurodyti ar jvardinti kaip
peptidinés nukleorGgstys JAV Pat. Nr. 5539082, 5527675, 5623049, 5714331,
5718262, 5736336, 5773571, 5766855, 5786461, 5837459, 5891625, 5972610,
5986053, 6107470 6201103, 6228982 ir 6357163, WO96/04000, kurie visi yra
jtraukti kaip nuorodos arba yra naudojami kaip nuorodos kituose cituotuose
dokumentuose. Prisijungusi nukleobazé, pavyzdziui, purino ar pirimidino bazé PNR
gali bati prijungta prie karkaso naudojantis viena i§ jungg&iy apibadinty
PCT/US02/30573 ar bet kurioje kitoje nuorodoje, esandioje Siame dokumente. Jame
PNR turi N-(2-aminoetilo)-glicino) pagrinda. PNR gali bati susintetinta (ir vizualiai
pazenklinta) kaip minima PCT/US02/30573 arba jame cituotose nuorodose. PNR
stipriai jungiasi ir tai atlieka specifinio eili§kumo tvarka, su DNR ir RNR, nes PNR
karkasas neturi krlvio. Taigi, trumpi PNR zondai gali demonstruoti panasig specifika
su ilgesniais DNR ir RNR zondais. PNR zondai taip pat gali rodyti didesnj detaluma
prisijungiant prie papildomos DNR ar RNR.

Siame dokumente naudojama sgvoka ,uZrakinta nukleoragstis“ arba ,UNR* reikia

oligomera arba polimerg, sudaryta bent i§ vieno ar keliy UNR subvienety.

Siame dokumente naudojama sgvoka ,UNR subvienetas” reiSkia ribonukleotida,
kuriame yra metileno tiltas, jungiantis 2'-deguonies riboze su 4’-anglimi (¥r. Kurreck
Antisense technologies. Improvement through novel chemical modifications. (Eur J
Biochem 270 (2003). 1628-1644 p.)).

Nukleino rag$&iy ir nukleino rugs&iy analogy pavyzdziai, naudojam kaip izoliuotas
PO, taip pat apima oligomery ir nukleotidy monomery polimerus, tarp jy dvigubi ir
viengubi deoksiribonukleotidai (DNR), ribonukleotidai (RNR) tarp jy nataraliai
susiformuojandios prie§prasminés RNR molekulés, tokios kaip mikroRNR (miRNR) ir
mazos trukdangios (interferuojangios) RNR (siRNR), randamos eukariotinése
lastelese, taip pat maos prie§prasminés RNR, randamos prokariotinése Igstelése
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(bakterijose), anomerinés jy formos, natiralds ir sintetiniai analogai ir Kkita.
Nukleortigties grandiné gali bati sudaryta vien tik i§ deoksiribonukleotidy,
ribonukleotidy, peptidiniy nukleorligd&éiy (PNR), uzrakinty nukleorigdéiy (UNR),
natdraliy ar sintetiniy analogy, tokiy kaip fosforodiamidato morfolino ir
tiofosforoamidato oligonukleotidai, ar jy midiniai. DNR, RNR ir kitos natdralios ar
Siame dokumente apibldintos sintetinés nukleo rugstys gali bidti naudojamos

metoduose ir iSradimo kompozicijose.

Naudojant terming ,farmaci$kai tinkamas®, pavyzdZiui, percituojant ,farmaciskai
tinkamas ne$eéjas“ arba ,farmaciskai tinkamas priedas“ $iame dokumente norima
pasakyti, kad medZiaga, kuri néra biologi$kai ar kaip nors kitaip nepageidaujama, t.y.
medziaga gali bati inkorporuota j farmacines kompozicijas, skiriamas pacientui,
nesukeliant nepageidaujamy biologiniy poveikiy ar reaguojant j kitus komponentus,
esanfius kartu sudétyje nesielgia Zalingai. Be to, priedai ir ne$e¢jai, esantys
minimose sudétyse, yra tinkami taikyti Zmogaus audiniy aplinkoje ir/ar kraujo terpéje
nesukeliant jokio nepageidaujamo biologinio poveikio bei niekaip Zalingai
nereaguojant. Siame dokumente yra pateikti tinkamy nesejy ir priedy pavyzdziai,
kuriy tarpe yra vanduo be nukleaziy ar bet koks kitas reagentas, kurio pagalba yra
suformuojamas kompakti$kas, stabilus, teigiamai jkrautas kompleksas su
oligonukleotidu, skirtas saugoti nuo degradacijos ir padéti oligonukleotidui lengviau
isiskverbti j bakterijy Igsteles, pavyzdziui, komerci$kai prieinamas TurboFect™
transfekcijos reagentas ir katijoninis polimeras (Thermo Fisher Scientific,
Fermentas).

Siame dokumente vartojama sgvoka ~Nukleaziy neturintis vanduo“ reiskia sterily
dejonizuotg vandenj, kuriame néra jokio tipo nukleaziy, galingiy skaidyti
oligonukleotidus.

Siame dokumente vartojamas terminas ~bioplévelé“ reidkia biopleévele, sudarytg i$
polisacharidy matricos, kurig sudaro daugiausia vandenyje netirpas ir dalinai tirpas
gliukanai ir bakterijos, galin¢ios i§ gliukozés monomery sintezuoti polisacharidinius
polimerus, sudaranéius egzopolisachariding matrica.

ISsamus iSradimo apragymas
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ISradimas parodo naujg bida, skitg biopleveliy, tokiy kaip bioplévelé,
besiformuojanti i§ burnos streptokoky, ypaé S. mutans ir S. sobrinus, ir biopléveliy
junginiy ant kiety pavirSiy, pavyzdZiui stiklo ir Zmogaus audiniy, formavimosi

mazinimui, slopinimui ar kelio tam uZkirtimui.

Siam naujam badui taikomas efektyvus prieSprasminiy  oligonukleotidy (PO)
poveikis, siekiant vienu metu nusitaikyti ir slopinti gliukozilransferazés iRNR i$raiskg
keliy ri8iy streptokokuose, ypa¢ S. mutans ir S. sobrinus, tokiy kaip gtfB ir gtfC
glukoziltransferazés iRNR, esandias S. mutans ir gtfl iRNR S. sobrinus, lemiand&iy
vandenyje netirpiy ir i¥ dalies vandenyje tirpiy gliukano polimery gamybos ir bakterijy
lasteliy sukibimo slopinimg S. mutans ir S. sobrinus kultirose taip lemiant biopléveliy
mazinima, slopinimg arba kelio uZkirtima jy formavimuisi. Minétos kultaros gali bati in
vitro kultGros arba in vivo kultiros, pvz., ant kity kiety pavir§iy kontaktuojangiy su

Zmogaus audiniais ir krauju.
ISradime patentuojamy naujy PO seky sarasas ir apradymas pateiktas 1 priede.

Minéti PO gali bati chemigkai sintetinami PNR formos nukleotidai, savo sekomis
atitinkantys nukleotidy SEQ ID nr. 1 seka, prie$prasminio efekto eksponavimui, kaip
parodyta pavyzdyje, arba iSradimo specifikacijoje nurodytas salygas atitinkantys PO
fragmentai ar modifikacijos.

Gliukany, sudarandiy bioplévelés egzopolisacharidine matrica, matavimas gali bati
atliktas kaip apradyta pavyzdZiuose, kur rezultatai aigkiai parodo, kad bakterijy
adhezija prie stiklo pavirSiaus yra stipriai sumaZinama su PO molekulémis, kuriy
nukieotidy seka atitinka SEQ ID nr. 1.

Bioplevelés formavimosi mazeéjimas rodo gliukano polimery sintezes mazeéjima nes
gliukanai yra batini biopleveliy formavimuisi, o gliukany nebuvimas lemia bioplévelés
nesiformavima.

Taikiniai minétuose S. mutans ir S. sobrinus genuose bei atitinkamai iRNR yra
konservatyvils — koduojangios nukleotidy sekos 8iy bakterijy genuose yra
nekintangios. Todeél PO panaudojimas sumaZina bakterijy gebejima kitais bldais

sintetinti vandenyje netirpius ir dalinai tirpius gliukanus, kad baty galima sukurti
bioplévelés polimering matricg.
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Pagal $j iSradimg nauji PO, kurie pasiekia prieSprasminj efekta, gali bet kokia kita

Siame dokumente apibadinta PO forma, ar jy fragmentai ar modifikacijos.

Trumpesnés sekos turi gali biti savaranki$kai naudojamos nustatytiems bakterijy
genomo taikiniams tarp gtfB ir gtfC S. mutans, taip pat S. sobrinus gtfl geny ir iRNR.
Del termodinaminiy savybiy (tokiy padiy kaip ir su PO SEQ ID nr. 1), Sie trumpesni
fragmentai atitinkamoje bakterijy genomo srityje gali formuoti heterodupleksus.

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

PO sintezé

Siame i$radime nurodytos naujos PO sekos gali biti sintetinamos ir modifikuojamos
jvairiais badais apras$ytais literatiiroje.

PO ne3éjai

Siame dokumente minimi PO gali biti efektyviau transportuojami j S. mutans ir S.
sobrinus bakterijas (t.y., jsiskverbti per bakterijy Igstelés sienele) naudojant neséjus.
Neseéjas gali biti transfekcijos reagentai ir katijoniniai polimerai, kurie yra Zinomi.
Visy PO formy su neseéju ar transfekcijos reagentu, sudarytu i§ katijoninio polimero,
pavyzdZiui, TurboFect™ (Thermo Fisher Scientific) gali bdti naudojama tam, kad
padidinti bakterijy PO jsisavinimg ir efektyviai padidinti bioplévelés formavimosi S.
mutans ir S. sobrinus inhibicijg.
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PNR formos PO SEQ ID nr. 1, naudojami bioplévelés formavimosi slopinimui
pademonstruoti ant kieto pavirSiaus, parodant jy déka pasiekiamg prieSprasminj

efekta.

Kiti ne$ejai, naudojami jvairioms PO formoms, skirti PO jterpimui j eukariotines ir
prokariotines Igsteles, gali bati jvairios cheminés medziagos, galin€ios sudaryti
kompleksus su izoliuotais oligonukleotidais tam, kad apsaugoti juos nuo
degradacijos ir pagerinti jy skvarbg j Iasteles. Sios medzZiagos apima, bet
(pvz.,N-(2,3dioleociloksipropyl) N, N, N-trimetilamoniochloridas;
dioleoilfosfatidiletanolaminas; cholesterolis),

katijoniniai polimerai (pvz.,dietilaminoetilo dekstranas, polietileniminas, chitozanas,
ciklodekstrinas, poliamidoamino dendrimerai, polipropilenimino dendrimerai), j
lasteles prasiskverbiantys peptidai (peptidai, paprastai turintys maziau nei 30 amino
rigsciy (pvz., penetratinas) ir skirtingy tipy nanodalelés (Zr. D. Liu ir kt. ,Chemical
Methods for DNA Delivery“, Ed., E. C. Heiser, Volume 1 of Gene Delivery to
Mammalian Cells (Methods Mol Biol 245 (2004), 3-23 p., Mumana Press Inc.,
Totowa, NJ); Zhu ir Mahato ,Lipid and polymeric carrier-mediated nucleic acid
delivery“ (Expert Opin Drug Deliv 7 (2010), 1209-1226 p.); Bai ir kt. ,Antisense
antibiotics: a brief review of novel target discovery and delivery“ (Curr Drug Discov
Technol 7 (2010), 76-85 p.); Yu ir kt. , Targeted delivery systems for oligonucleotide
therapeutics” (AAPS J 11 (2009), 195-203 p.); Aalinkeel ir kt. ,Quantum rods as
nanocarriers of gene therapy“ (Drug Deliv 19 (2012), 220-231 p.). Visi $ie
transfekcijos reagentai, iskyrus kalcio fosfata, kuris formuoja kalcio-fosfato-DNR
nuosédas, veikia panasiai — jie sudaro junginius su oligonukleotidais per
elektrostating saveikg tarp neigiamo krivio oligonukleotidy molekuliy ir teigiamo
kravio reagento molekuliy. Kadangi tokie kompleksai i§laiko teigiamag kravij, jie gali
susijungti su neigiamo kriivio eukariotiniy Igsteliy plazmine membrana ar bakterijos
Iastelés sienele ir gali biti jsisavinti Igsteliy.

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

Panaudojimas

Sis iSradimas visomis savo i8raiSkomis suteikia priemones ir bidus bioplévelés
formavimosi ant audiniy slopinimui be Zymios jtakos S. mutans ir S. sobrinus
bakterijy gyvybingumui. ISradime nurodytas bidas ir PO suteikia galimybe
administruoti PO, atitinkanéius SEQ nr. 1, j bakterine kultirg naudojant efektyvig
koncentracijg tam, kad sumazinti S. mutans ir S. sobrinus adhezijg, tarpusavio
sukibimg ir bioplévelés formavimasi, bet be baktericidinio (bakterijas naikinang&io)
poveikio, kaip tai aiSkiai pademonstruota su maiSytomis S. mutans ir S. sobrinus
kultary, Fig. 1A ir 1B.

ISradimas leidZia naudoti PO, kuriy seka yra SEQ ID nr. 1, arba Siame dokumente
apibdadinto PO fragmentus, arba PO modifikacijas, pasiekiant prieSprasminj efekta,
biopleveliy bei atsparumo antibiotikams prevencijai ir kontrolei, be reikS8mingo

poveikio Zmogaus mikrobiomui.

Kaip matoma, (Fig. 1A ir 1B), efektyvi PO koncentracija sumazina S. mutans ir S.
sobrinus adhezijg, bakterijy sukibimg ir bioplévelés formavimasi be iSreiksto
bakteriostatinio ir baktericidinio poveikio. Fig.3A ir 3B specifi§kai parodyta efektyvios
PO koncentracijos poveikj terpéje su kraujo serumu, tokiu bldu parodant poveikj
gyviems Zmogaus audiniams artimoje sistemoje.

Visy Siame dokumente nurodyty poveikiy atzvilgiu $is i$radimas atskleidZia naujg
blidg kontroliuoti ir uzkirsti kelig biopléveliy Zidiniams, naudojant PO, kuriy sekos yra
SEQ ID nr. 1, arba jo fragmentus ar modifikacijas, ir taip pasiekiant prie§prasminj
poveikj S. mutans ir S. sobrinus gliukoziltransferaziy atzvilgiu. Sis naujas badas
suteikia jrankj biopléveles formavimosi slopinimui ant jvairiy kiety paviriy. Kadangi
bioplevelés yra kliltis antibiotikams paveikti bioplévele sintetinan&ias bakterijas,
atitinkamai &is iSradimas uzkerta kelig ir atsparumui antibiotikams, kadangi dél
mazZesnés bioplévelés didéja antibiotiky poveikis bakterijoms.
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ISrastas naujas PO, kurio sekos SEQ ID nr. 1, arba visy Siame dokumente nurodyty
PO fragmentai ar PO madifikacijos, gali blti naudojami kaip biofarmaciniy
kompozicijy (tirpaly, suspensijy ir pan.) dalys, gali bati jtraukti j biofarmaciniy
kompozicijy formules, suteikiant tiek vietinj, tiek sisteminj aktualy poveikj gyvam
organizmui - Zmogui, arba negyviems pavirS§iams kontaktuojantiems su gyvo

organizmo audiniais ir krauju.

Siame iradime atskleistas naujas PO, kurio SEQ ID nr. 1, arba jo fragmentai ar PO
modifikacijos, geba susijungti su atitinkamomis Strepfococcus mutans genomo
dalimis koduojangiomis gliukoziltransferaze B ir gliukoziltransferaze C, ir Siy
gliukoziltransferaziy iRNR vienu metu, taip pat su gliukoziltransferaze | iRNR S.
sobrinus ir tokiu bddu slopinti gliukany gamybg, sumaZinant bioplévelés
formavimasi, taip uzkertant kelig bioplévelés formavimuisi. Tikslas pasiekiamas
veikiant Siame iSradime apibrézy PO molekuléms, kurios slopina gliukany gamybg S.
mutans ir S. sobrinus, vienu metu taikantis j abiejy rasiy bakterijy gliukany sintezés

mechanizmus, su vieno tipo PO molekule.

Be to, Siame iSradime atskleisti nauji PO, kuriy sekos SEQ ID nr. 1, arba visi Siame
dokumente nurodyty PO fragmentai ar PO modifikacijos, uzkerta kelig bakterijy
adhezijai ir prikibimui prie kiety pavir$iy, tuo padiu metu nesumazinant bakterijy
gyvybingumo. Sis aspektas suteikia galimybe naudoti pateiktus PO kaip medziagg
kovai su infekcijomis, kuri reik§mingai nepaveikia Zmogaus organizme esanéios
bakterijy ekosistemos - mikrobiomo.

Sio i§radimo rezultate sukurto naujo PO, kuriy sekos SEQ ID nr. 1, bei jo fragmenty
ar modifikacijy, efektas in vitro atitiko in silico sumodeliuotg poveikj j S.mutans ir
S.sobrinus. Minétas PO slopina S.mutans ir S.sobrinus gebéjimg sintezuoti
bioplévelés formavimuisi reikalingus gliukanus. Ne biopléveléje esancdios bakterijos
yra lengviau atpaZjstamos ir eliminuojamos natdraliu keliu Zmogaus imuninés

sistemos, taip pat yra labiau paveikios jprastoms antibiotiky koncentracijoms.

Atitinkamai, S8is iSradimas suteikia bldg ir priemones bioplévelés slopinimui,
mazinimui, taip pat uzkerta kelig bioplévelés Zidiniy ant kiety pavir$iy in vitro ir in vivo
atsiradimui bei atsparumo antibiotikams vystymuisi.

Technologija
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PrieSprasminé technologija suteikia keletg privalumy, lyginant su kitomis

antibakterinémis technologijomis, tarp jy pagrindiniai privalumai yra:

1) specifinis ir sinchroninis gtf iRNR S. mutans ir S. sobrinus slopinimas;

2) Siame iSradime atskleistos PO sekos naudojimas analogiSkiems taikiniams dviejy
rasiy streptokokuose (S. mutans ir S. sobrinus),

3) iSorinis panaudojimas siekiant S. mutans ir S. sobrinus biopléveliy inhibicijai ant
negyvy pavir8iy, tokiy kaip aplinkos ir buitiniai pavir8iai, siekiant sumazinti

patogeniniy bakterijy paplitimg aplinkoje.

Siame iSradime atskleistas PO panaudojimo biidas ir PO, kurio seka yra SEQ ID nr.
1, arba visi $iame dokumente nurodyto PO fragmentai ar PO modifikacijos slopina
bioplévelés formavimasi ir tuo paéiu ligy ir patologijy, sukelty biopléveles
formavimosi, atsiradima.

Sio iSradimo PO vienu metu ir lygiagregiai slopina gliukoziltransferazes iRNR ir gtf

geny raiSka S. mutans ir S. sobrinus.

Gliukoziltransferazes iRNR ir gtf geny raigkos inhibicijos efektas, taip pat vandenyje
netirpiy ir dalinai tirpiy gliukany sintezés slopinimo efektas ir atitinkamai bioplévelés
formavimosi slopinimo efektas pasiekiamas, panaudojant tokios sekos PO:

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

Taip pat analogi$kas efektas kaip nurodyti auk$éiau pasiekiamas veikiant PO sekos

fragmentams ir modifikuotoms sekoms aprasSytoms Siame patente.

PO, kurio seka yra SEQ ID nr. 1, yra optimizuota 20 nukleotidy molekulé,
atsizvelgiant | termodinamines savybes reikalingas S. mutans gtfB ir gifC, S.
sobrinus gtfl iRNR slopinimui. Bet koks PO fragmentas, net ir trumpesnis nei 20 nt
seka atitinkantis SEQ ID nr. 1, apimantis ar atitinkantis Siame dokumente apibréztus
gliukoziltransferaziy kodavimo regionus, turi prieSprasminj poveikj ir patenka j Siuo
iSradimu apibréZiamas (ir parei$kiamas patentavimui) PO formas, bldg ir priemones.
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Siame iSradime nurodyti izoliuoti PO gali bati izoliuoti i§ natlralaus ar gamtinio
Saltinio per i§sgrynintg restrikcijos reakcija, taip pat gaminami sintetiniais badais, t.y.,
sintetinami chemiskai arba gaminamas rekombinantiniu bddu ar naudojant geny
inZinerija, ar polimerizacijos ir amplifikacijos metodus, pvz., polimerazés grandining
reakcijg (PGR) ir PGR amplifikacijg ar kurj nors kita metoda. PO taip pat gali bati
paruostas atliekant Zinomus veiksmus ar kitus metodus, apradytus Siame dokumente

atsizvelgiant j 8j iSradima.

Siame iSradime nurodytais PO gali bati bet kokios molekulés, pagristos
atitinkamomis nukleotidy sekomis, kurios jungiasi ar jungiasi naudojant bazinj
nukleotidy suporavima, jskaitant oligomerus arba polimerus, turindius pagrinda,
suformuotg i§ natdraliai paplitusiy nukleotidy ir/arba nukleino rags&iy analogy,
sudaranéiy nestandartines nukleobazes ir/arba nestandartinius pagrindus, pvz.,
peptidiné nukleorligstis (PNR) arba uZrakinta nukleoriigstis (UNR), arba bet kokios
i§vestinés nukleoriig$éiy formos, kaip parodyta Siame dokumente. PO gali tureti
dalinj, pvz., 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ar netgi 90% natdraliai paplitusiy
nukleotidy, o likusieji, ty. 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 ar netgi 10% yra
nukleortigéties analogai, sudaryti i§ nestandartiniy nukleobaziy ir/arba nestandartiniy
pagrindy, kaip nurodyta $iame dokumente naudojant PNR, UNR ar bet kokig kitg
iSvestine nukleortgsties formg. PO gali bati toliau chemiskai modifikuojamas. Tokios
modifikacijos gali bati fosforotioaty formos oligodeoksiribonukleotidai, kaip parodyta
Siame dokumente. Visos Siame dokumente pateiktos PO sekos gali bati chemiskai
susintetintos kaip PNR.

Pavyzdziai

1 pavyzdys — Prie$prasminiy oligonukleotidy sekos parinkimas gliukoziltransferazes
raiSkos slopinimui

Bioinformaciniai metodai ir rezultatai

Parenkant S8iame iSradime atskleistas naujas PO sekas, pirmiausiai buvo
identifikuotos konservatyvios homologinés sritys burnos streptokoky gif genuose.
Siam tikslui atlikta palyginamoji aminoriigd&iy seky analizé tarp S. mutans GtfB
baltymo ir kity Gtf baltymy, esanéiy burnos streptokokuose.
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S. mutans ir S. sobrinus $tamai atrinkti tolesnei analizei BLAST algoritmu
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi):

S.mutans — UA159, LJ23, GS---5, NN2025, Asega, Leo, UA140, UA174, CH638,
CH639, BV24, JP9-4, UA96, UA545, UA113, AF199, UA318, UA114, BZ15.
S.sobrinus — TCI-194, ATCC33478, ATCC27607, OMZ176, NIDR6715 bei gtf-l gene
for glucosyltransferase, complete cds.

Analizé atlikta 2014 m. gruodZio meén.

GtfB, GtfC, Gtfl baltymus sudarangios aminorlig§&iy sekos buvo atrinktos ir
daugybiné seky palyginamoji analizé buvo atlikta naudojant MAFFT programos
internetinj serverj, esantj Max-Planck Institute for Development Biology
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/mafft, atlikta 2015 m. sausio meén.).

Taikant tokj metoda, buvo nustatyta konservatyvi 26nt sritis GtfB, GtfC, Gtfl baltymy
aminortig$¢iy DNR seka: 5-CCTTACCTTCATGATGATGGCGACAA-3’ (SEQ ID nr.
5), kuri yra homologis§ka S. mutans ir S.sobrinus baltymuose.

Sios sekos iRNR pagal Rfold programos rezultatus (Consensus sritis paZzymeta
pilkai):
5-ACAACGACACUCCUIEIEEE N C AAUAUGAUUAAUAUGG
A-3' (SEQID nr. 3).

Atitinkamas koduojantis iRNR segmentas $iai sri€iai turi $ig 20 nukleotidy (nt) seka:
5'-UACCUUCAUGAUGAUGGCGA-3' (SEQ ID nr. 2).

Programy JalView; Srna; Soligo pagalba i$analizavus PO kandidaty termodinamikg
ir kitus ypatumus heteroduplekso formavimosi metu, atlikta 2015 m. vasario mén.)
rezultatais, buvo parinkta 20 nt seka, komplementari auk$&iau tekste nurodytai
koduojanéiai sri€iai:

5’ ~-UACCUUCAUGAUGAUGGCGA-3’ koduojancios srities seka [SEQ ID nr.2]

3’ -TCGCCATCATCATGAAGGTA-5’ komplementari seka[SEQ ID nr. 1]
Eksperimentiniame darbe, atliktame remiantis S$iais bioinformaciniais rezultatais,
buvo panaudotas Zemiau nurodytos sekos oligonukleotidas:

5'- TCGCCATCATCATGAAGGTA-3' (SEQID nr. 1)
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2 pavyzdys — PrieSprasminiy oligonukieotidy poveikis j bioplévelés formavimasi S.

mutans kultlirose
Laboratoriniai metodai ir rezultatai

Tiriamas PO (5'- TCGCCATCATCATGAAGGTA-3' SEQ ID nr 1) sumaZina streptokoky
maisytos kultiros (S.mutans ir S.sobrinus) adhezijg in vitro prie stikliuky pavirsiaus jy
maidytoje kultdroje, auganéioje Todd Hewitt mitybinéje terpéje su 1% sacharoze.
Remiantis optinio profilometro Sensofar PLu 2300 ir kompiuterinés programos
Gwyddion (versija 2.27) apskai&iuotais duomenimis nustatyta, kad tiriamos sekos
nukleorigdtis 39% sumazina mai§ytos S. mutans ir S. sobrinus biopléveles
pavirSiaus Siurk8tuma (parametras — Rq) palyginus su nepaveiktomis bakterijomis (p
< 0,05) bei 27% palyginus su i§mai$ytos sekos nukleortigstimi (neigiama kontrole: 5'-
AACTCGTATGCTACAGCTAG-3) (p < 0,05) (fig.1A). Taip pat nustatyta, kad
tiramos sekos nukleorligétis 38% sumazina maiSytos S. mutans ir S. sobrinus
bioplévelés storj palyginus su nepaveiktomis bakterijomis (p > 0,05) bei 23 %
palyginus su i$mai8ytos sekos nukleortgstimi (p > 0,05) (fig. 1B).

Nustatyta, kad tiriamos prie§prasmines sekos nukleorigdtis Todd Hewitt mitybingje
terpéje, turinéioje 1% sacharozés ir seiliy (1:10), 51% sumazina maiSytos S. mutans
ir S. sobrinus bioplévelés pavir§iaus $iurk§tumg (Rq) palyginus su nepaveiktomis
bakterijomis (p < 0,05) bei 39% palyginus su iSmaisytos sekos nukleoragstimi (p <
0,05) (fig. 2A). Taip pat nustatyta, kad tiriamos sekos nukleoriigstis 27% sumazina
maiytos S. mutans ir S. sobrinus bioplévelés storj palyginus su nepaveiktomis
bakterijomis (p < 0,05) bei 34% palyginus su i$maiSytos sekos nukleortgstimi (p <
0,05) (fig. 2B).

Nustatyta, kad tiriamos prie§prasminés sekos nukleoriigstis Todd Hewitt mitybingje
terpéje, turingioje 1% sacharozeés ir 10% kraujo serumo, 10% sumazina maisytos S.
mutans ir S. sobrinus bioplévelés pavirSiaus S$iurk§tumg (Rq) palyginus su
nepaveiktomis bakterijomis (p > 0,05) bei 25% palyginus su iSmaiSytos sekos
nukleortgstimi (p < 0,05) (fig. 3A). Taip pat nustatyta, kad tiriamos sekos
nukleoriigstis 44% sumazina maiSytos S. mutans ir S. sobrinus bioplévelés storj
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palyginus su nepaveiktomis bakterijomis (p < 0,05) bei 41% palyginus su i§maiSytos
sekos nukleortigstimi (p < 0,05) (fig. 3B).

Tyrimo metu'gauti duomenys rodo, kad tiriamos prieSprasminés sekos nukleortigstis
PO Zenkliai sumaZina streptokoky (S. mutans, S. sobrinus) adhezijg prie stikliuky
pavir§iaus in vitro sistemoje, ir todél — statisti$kai reik8§mingai sumazina streptokoky
(S. mutans, S. sobrinus) bioplévelés formavimasi ir jos kiekius.

Nustatyta, kad tiriamas PO (5'- TCGCCATCATCATGAAGGTA-3' SEQ ID Nr 1) 27%
sumazina streptokoky (S.mutans ir S.sobrinus) agregacijg palyginus su
nepaveiktomis bakterijomis bei 16% palyginus su iSmaiSytos sekos nukleortgstimi
(neigiama kontrolé: 5'-AACTCGTATGCTACAGCTAG-3') Todd Hewitt mitybinéje
terpéje su 1% sacharoze.

Taip pat, jgyvendindama $io laikotarpio darby plang UAB Bioseka nustaté, kad
tiiamas PO (5'- TCGCCATCATCATGAAGGTA-3' SEQ ID Nr 1) 58% sumazina
streptokoky (S.mutans ir S.sobrinus) polisacharidiniy polimery susidaryma palyginus
su nepaveiktomis bakterijomis Todd Hewitt mitybingje terpéje su 1% sacharoze, o
atlikus statistinius skai€iavimus su SPSS programos 20 versija nustatyta, kad $is
sumazejimas yra statisti$kai reikSmingas (p < 0,05; One-Way Anova, LSD Post-Hoc
testas). Be to, tiriamos optimizuotos prieSprasminés sekos nukleoriigstis 53%
sumazina S.mutans ir S.sobrinus polisacharidiniy polimery susidarymg lyginant su
iSmaiSytos sekos nukleoragstimi (neigiama kontrolé: 5'-
AACTCGTATGCTACAGCTAG-3') Todd Hewitt mitybinéje terpéje su 1% sacharoze,
o atlikus statistinius skai€iavimus su SPSS programos 20 versija nustatyta, kad $is
sumazejimas yra statisti$kai reikSmingas (p < 0,05; One-Way Anova, LSD Post-Hoc
testas).

Tyrimu metu gauti rezultatai rodo, kad tirtas PO (5'- TCGCCATCATCATGAAGGTA-
3' SEQ ID nr. 1) Zenkliai sumazina streptokoky (S.mutans ir S.sobrinus) agregacija,
o taip pat statistiS8kai reik8mingai sumazina streptokoky (S.mutans ir S.sobrinus)
gaminamy polisacharidiniy polimery koncentracijg in vitro bakteringje sistemoje.
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Priedas 1
PO seky sarasas ir apraSymas
Seka Nr. 1
(SEQ ID nr.1): 5- TCGCCATCATCATGAAGGTA -3’
llgis: 20 nukleotidy (nt)
Cheminé struktira: deoksiribonukleoragstis (DNR)
Kilme: dirbtinai susintetinta izoliuota prieSprasminé nukleotidy seka
Funkcija: $i seka pagal komplementarumo principg jungiasi su atitinkama

sritimi S. mutans gtfB ir gtfC iRNR bei S. sobrinus gtfl iRNR sukeldama

prieSprasminj efekta. Esamuose eksperimentuose tai yra testuojama seka.

Seka Nr. 2

(SEQ ID nr.2):
5'-ACAACGACACUCCUUACCUUCAUGAUGAUGGCGACAAUAUGAUUAAUAUGGA -3'
ligis: 52 nt

Cheminé struktara: RNR

Kiimé: natirali seka, esanti S. mutans gtfB ir S. mutans gtfB iRNR
Funkcija: koduoja S. mutans gtfB ir S. mutans gtfB. Prie $ios sekos

atitinkamos srities gali jungtis prie§prasminiai oligonukleotidai, turintys sekg Nr. 1,
sukeldami prie$prasminj efekta.
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Seka Nr. 3
(SEQ ID nr. 3): 5'-UACCUUCAUGAUGAUGGCGA-3'
ligis: 20 nt

Chemine struktdra: iRNR

Kilmé: natirali seka, esanti esanti S. mutans gtfB ir S. sobrinus gtfl iRNR
Funkcija: pasirinkta DNR taikinio seka. Prie Sios sekos atitinkamos srities
gali jungtis prieSprasminiai oligonukleotidai, turintys seka Nr. 1, sukeldami
prieSprasminj efekta.

Seka Nr. 4

(SEQ ID nr. 4): 5'- AACTCGTATGCTACAGCTAG -3’

llgis: 20 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilmé: dirbtinai susintetinta izoliuota prie$prasminé nukleotidy seka
Funkcija: naudota kaip kontroliné seka laboratoriniuose tyrimuose.
Seka Nr. 5

(SEQ ID nr. 5): 5'- CCTTACCTTCATGATGATGGCGACAA -3'

Hais: 26 nt

Cheminé struktira: DNR

Kilmeé: natdrali seka, esanti S. mutans gtfB ir S. sobrinus gtfl DNR

Funkcija: koduoja S. mutans gtfB ir S. sobrinus gtfl.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Prie§prasminis oligonukleotidas (PO) streptokoky biopléveliy ir atsparumo

antibiotikams prevencijai, atitinkantis Siuos poZymius:
a) PO sudarytas i$§ nukleotidy sekos pagal SEQ ID nr. 1;
b) PO sudarytas i§ sekos SEQ ID nr. 1 fragmenty.

2. PO pagal 1 punktg ,besiskiriantis tuo, kad nukleotidy sekos skiriasi

nuo nurodytos SEQ ID nr. 1, vienu, dviem, trim arba keturiais nukleotidais.

3. PO pagal bet kurj i§ 1-2 punkty, be sis kiriantis tuo, kad PO gali

konjuguoti su peptidu prasiskverbianéiu per lgstelés membrana.

4. Biofarmaciné kompozicija, kurios sudedamoji dalis yra PO pagal bet kurj i§ 1-3
punkty, skirta biofarmaciniam ir medicininiam panaudojimui.

5. Biofarmaciné kompozicija , kurig sudaro PO pagal bet kurj i$ 1-4 punkty, besis
kirianti tuo, kad jja jeina ir kitos dalys, tarp jy biofarmacijoje naudojami

adjuvantai ir/ar nes$éjai.

6. Biofarmaciné kompozicija pagal 5 punktag, besis kirianti tuo, kad joje
naudojamas neséjas yra katijoninis polimeras.

7. Biofarmaciné kompozicija, kurios sudedamoji dalis yra PO pagal bet kurj i§ 1-6
punkty, skirta aplinkos ir jvairiy butiniy pavir§iy apdorojimui, siekiant antibakterinio
poveikio nukreipto j S. mutans ir S. sobrinus ant tokiy pavirsiy.

8. Biofarmaciné kompozicija, kurios sudedamoji dalis yra PO pagal bet kurj i§ 1-6
punkty, skirta aplinkos ir jvairiy butiniy pavirS$iy apdorojimui, siekiant sumazinti

bakteriniy bioplévely atsiradimg ir augima.

9. Biofarmaciné kompozicija, kurios sudedamoji dalis yra PO pagal bet kurj i§ 1-6
punkty, taip pat biofarmacijoje naudojami adjuvantai ir/ar neseéjai, skirta padidinti S.
mutans ir S. sobrinus bakterijy jautruma antibiotikams.

10. S. mutans ir S. sobrinus bakterijy kolonijy kontrolés blidas,apimantis PO pagal
bet kurj i$ 1-6 punkty, besis kiriantis tuo, kad specifi§kai ir vienu metu
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slopina gtfB ir gtfC iRNR raidkg S. mutans bakterijoje ir gtfl iRNR rai$kg S. sobrinus
bakterijoje , taip pat vienu metu slopina $iy bakterijy gebéjima sintezuoti vandenyje
netirpiy gliukany ir dalinai vandenyje tirpiy gliukany polimerus ir mazina $iy bakterijy
gebejima sintetinti biopléveliy karkasa sudarancius egzopolisacharidus.
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