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I8radimas apibldina naujus monokloninius antiklinus, specifiSkus Zmogaus PSEN1 geno koduojamam

PSEN1-49 peptidui. Sukurtieji monokloniniai antikGnai gali biti taikomi diagnostiniais tikslais. I§radime aprasomos
naujos hibridomos 11D1 ir 2C1, gaminangios monokloninius antiktnus prie§ PSEN1 geno 5'-NKD koduojamg 49
aminorag3¢iy ilgio peptida PSEN1-49. Detali atpaZinimo seky analizé parode, kad 11D1 ir 2C1 monokloniniai
antikinai atpazjsta skirtingus PSEN1 sekos fragmentus. Monokloniniai antikGnai gali bGti naudojami peptido
PSEN1-49 testavimui bei testavimo rinkiniy karimui.
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MONOKLONINIAI ANTIKONAI PRIES PEPTIDA, REGULIUOJANT] SU ALZHEIMERIO
LIGA SIEJAMO BALTYMO PSEN1 SINTEZE

ISradimo sritis

Sis iSradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sri¢iai. Jo esmé - monokloniniy antikiiny
prie$ peptida, kuris galimai reguliuoja su Alzheimerio liga siejamo baltymo PSEN1 sinteze,
sukdrimas.

Technikos lygis

ligéjant Zmoniy gyvenimo trukmei, Alzheimerio liga (AL) tampa viena i§ svarbiausiy senyvo
amZiaus Zmoniy demencijos priezastimi. Biocheminiai AL mechanizmy tyrimai parodé, kad
ligos priezastis yra netirpiy amiloidiniy agregaty formavimasis, sukeliantis neurony Zatj.
Genetiniai tyrimai parodé, kad jautrumag AL daugiausia lemia keturi genai. Vienas jy (APP)
koduoja B-amiloido pirmtako baltyma, kiti koduoja proteazes, kurios skaldo APP pirmtaka ir
formuoja B-amiloido polipeptidus. BACE1 proteazé skelia APP baltyma B-taikinyje, 0 PSEN1
ir PSEN2 geny koduojamos proteazés toliau skaldo APP y-taikiniuose, suformuodamos 36-
42 aminortgsciy B-amiloido polipeptidus (De Stopper B., Physiol. Rev., 2010, 50, pp. 465-
494; Giri M., Shah A., Upreti B. et al., Biomed. Rep., 2017, 7, pp.105-114). Mechanizmai,
lemiantys B-amiloido susidarymg ir jo patogenikumg dar mazai suprantami, kol kas néra
jokiy efektyvesniy AL profilaktikos ar gydymo priemoniy. Dabartiniais duomenimis, viena i$
lemiamy AL prieZas¢iy yra auk$&iau minéty geny koduojamy baltymy, ypa& B-amiloido
koncentracijos padidéjimas. '

Paskutiniy mety tyrimai parodé, kad dauguma eukarioty geny turi didele transliacijos starto
tasky jvairove nekoduojantioje informacinés RNR (iRNR) 5'-dalyje. Naujausiais duomenimis,
apie 50% geny banke (https://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank) anotuoty Zmogaus baltymus
koduojangiy geny iRNR (informacinés RNR) turi bent po kelis papildomus mazus atvirus
skaitymo rémelius (mASR) iRNR 5'-nekoduojangioje dalyje (5'-NKD), kurie gali buti
transliuojami (Slavoff S.A., Mitchell A., Schwaid A.G. et al., Nat. Chem. Biol., 2013, 9, pp. 59-
64; Ma J., Ward C.C., Jungreis . et al., Proteome Res., 2014, 13, pp. 1757-1765; Wethmar
K., Barbosa-Silva A., Andrade-Navarro M.A. et al., Nucleic Acid Res., 2014, 42, pp. D60-
D67; Andrews S.J. and Rothnagel J.A., Nat. Rev. Genet., 2014, 15(3), pp.193-204; Couso J-
P. and Patraquim P., Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2017,18(9), pp. 575-589). Tokiy mASR
transliacija jtakoja geno koduojamo pagrindinio baitymo ASR transliacijg ir yra vienas i$
neseniai atrasty naujy baltymo sintezés reguliacijos mechanizmy transliacijos lygmenyje
(Johnstone T.G., Bazzini A.A. and Giraldez A.J. EMBO J., 2016, 35(7), pp. 706-723;
McGeachy A.M. & Ingolia N.T., EMBO J., 2016, 35(7), pp. 699-700). Jdomu tai, kad dauguma
8iy mASR baltymo sintezes iniciacijai naudoja ne tik tradicinj AUG tripleta, bet ir alternatyvius
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tripletus, todél in silico analizuojant geny sekas néra galimybiy nustatyti tokius mASR (Chu
Q., Ma J. and Saghatelian A. Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 2015, 50(2), pp. 134-141). Dél
Sios prieZasties yra bitini eksperimentiniai metodai, patvirtinantys arba paneigiantys iRNR 5'-
NKD mASR transliacijg ir mASR koduojamy ma2y peptidy sinteze. Pademonstruota, kad
mASR transliacija smarkiai stabdo Zemiau esan¢io pagrindinio ASR transliacijos iniciacijg ir
pagrindinio baltymo sinteze (Ye Y., Liang Y., Yu O. et al., Hum. Genet., 2015, 134, pp. 605-
612). mASR koduojamy mazy peptidy nustatymas bity tiesioginis tokios reguliacijos
patvirtinimas ir leisty sukurti naujus instrumentus, skirtus su AL susijusiy baltymy sintezés
reguliacijai tirti bei leisty nustatyti naujus taikinius AL terapijai, siekiant slopinti AL i§sivystyma
salygojantiy baltymy sinteze. Iki Siol vienintelis tiesioginis mASR koduojamy peptidy
nustatymo metodas yra masiy spektrometrija (MS). MS metodais buvo pademonstruota, kad
Zmogaus lgstelése sintetinama daug mazy peptidy, kuriuos koduoja mASR (Slavoff S.A.,
Mitchell A.J., Schwaid A.G. et al., Nat. Chem. Biol., 2013, 9, pp. 59-64; Menschaert G., Van
Criekinge W., Notelayers T. et al., Mol. Cell. Proteom., 2013, pp.1780- 1790; Ma J., Ward
C.C., Jungreis |. et al. J. Proteome Res., 2014, 13, pp. 1757-1765). Pademonstruota, kad kai
kurie mazi peptidai ne tik dalyvauja pagrindinio baltymo sintezés reguliacijoje, bet turi ir kity
funkeijy trans padétyje. mASR transliacija gali keisti pagrindinio baltymo sinteze, taip pat gali
sukurti naujas pagrindinio baltymo izoformas, jeigu mASR transliacijos fazé sutampa su
pagrindinio baltymo ir abu ASR persidengia. (Slavoff S.A., Heo J., Budnik B.A. et al., J. Biol.
Chem., 2014, 289(16), pp. 10950-10957; Staudt A-C. and Wenkel S., EMBO Reports,
2011,12(1), pp. 35-42; Magny E.G., Pueyo J.l., Pearl F.M.G. et al., Science, 2013, 341,
Pp.1116-1120; D'Lima N.G., Ma J., Winkler L. et al., Nature Chem. Biol., 2017, 13(2), pp.
174-180; Cabrera-Quio L-E., Herberg S. and Pauli A. RNA Biology, 2016, 13 (11), pp.1051-
1059; Couso J-P. and Patraquim P. Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 2017, 18(9), pp. 575-589).

MS peptidy analizés metodai néra patogiis masinei biologiniy pavyzdziy, tokiy kaip kraujo
serumai, kraujo plazma ar $lapimas analizei. Tokiai analizei Zymiai tinkamesni, pigesni ir
greitesni bty monokloniniais antikiinais (MAK) paremti imunocheminés analizés metodai,
leidZiantys identifikuoti su AL susijusiy geny iRNR 5-NKD mASR koduojamus peptidus.
Sukurti imunocheminiai metodai leisty tirti mASR koduojamy peptidy sintezés pokygius
senéjimo procese bei AL patologijos atveju, leisty suprasti kaip ir kodél kinta AL lemiangiy
baltymy sintezé, suteikty naujas galimybes ligos prevencijos priemoniy paie$kai bei
ankstyvai diagnostikai. Siems tikslams yra reikalingi auksto specifiSkumo monokloniniai
antikiinai (MAk), atpaZjstantys mus dominangius peptidus.



Trumpas iSradimo aprasymas

In silico PSEN1 geno koduojamos iRNR 5-NKD analizé
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NM 007318.2) bei Zmogaus lasteliy HEK293 lizaty MS
analizé parodé, kad Zmogaus Igstelés sintetina PSEN1 geno 5-NKD koduojamg 49
aminorGg$¢iy (ar.) dydZio peptida, kurio seka yra SEQ ID Nr. 1, pateikta Pav. 1 (A).

Siekiant tyrinéti Sio peptido sinteze, jo savybes bei jo reikme PSEN1 geno koduojamo baltymo
sintezei, buvo sukurti monokloniniai antikiinai, pavadinti 2C1 ir 11D1, atpaZjstantys §j peptida ir
reaguojantys su peptidu imunofermentinése reakcijose.

Bréziniy/paveiksly apradymas

Pav. 1. (A) PSEN1-49 peptido aminoriigé&iy (ar.) seka. Sioje sekoje parySkintomis raidémis
pazyméta PSEN-49-19 ar. seka, naudota monokioniniy antikiiny gavimui; (B) PSEN1-49-19
ar. peptido seka koduojanti DNR nukleotidy seka. Atskiras peptido aminordgstis
koduojantys nukleotidai paryskinti ir suskirstyti tripletais.

Pav. 2. Gauty monokloniniy antikiny 2C1 imunoblotingo reakcijos su imunizacijai naudotu
antigenu - PSEN1-49-19 VPD bei kontrolinés reakcijos. M — baltymy molekulinés masés
standartai; 1 - 2C1 antikliny reakcija su imunizacijai naudotu antigenu PSEN1-49-19 VPD; 2
— 2C1 antiktiny reakcija su VPD neturiniomis PSEN1-49-19 ar. intarpo; 3 - 2C1 antikany
reakcija su mieliy S.cerevisiae, neturingiy antigeng koduojangios plazmidés, lizatu; 4 - 2C1
reakcija su Zmogaus lasteliy linijos HEK293 lizatu.

Pav. 3. Gauty monokloniniy antikiiny 11D1 imunoblotingo reakcijos su imunizacijai naudotu
antigenu - PSEN1-49-19 VPD bei kontrolinés reakcijos. M — baltymy molekulinés masés
standartai; 1 — 11D1 antikiiny reakcija su imunizacijai naudotu antigenu PSEN1-49-19 VPD:;
2 — 11D1 antikiny reakcija su VPD neturingiomis PSEN1-49-19 ar. intarpo; 3 - 11D1
antikiiny reakcija su mieliy S.cerevisiae, neturingiy antigeng koduojangios plazmidés, lizatu;
4 - 11D1 reakcija su Zmogaus lasteliy linijos HEK293 lizatu.

Pav. 4. Gauty monokloniniy antikiny atpaZinimo seky nustatymas panaudojant
persidengianius  peptidus, apimangius visg imunizacijai naudotg PSEN1-49-19 seka
(pabraukta ir pary$kinta). MAk 11D1 reagavo su (1) ir (2) peptidais, o0 MAk 2C1 reagavo su
(3) peptidu. MAk atpaZinimo sekos pabrauktos.

Pav. 5. PSEN1 peptido kiekybinis nustatymas konkurenciniu imunofermentinés analizés
metodu, naudojant monokioninj antikiing 2C1. Pateikiamas kalibracinés kreivés pavyzdys.
NeZymeétas PSEN-49-19 peptidas (analité) konkuruoja su Zymétu peptidu dél saveikos su
antikinu 2C1. Didéjant analités koncentracijai, stebimas imunofermentines reakcijos optinio
tankio (OD) mazéjimas.
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Lentelé 1. Monokloniniy antikliny subtipai ir tikslios atpaZinimo sekos.

MAk pavadinimas Subtipas Atpazjstama seka

2C1 IgG2a SGWSGRNLS

11D1 IgG2b KQNSGW
ISradimo esmé

Misy atlikta su Alzheimerio liga siejamo geno PSEN1 iRNR 5-NKD sekos in silico analizé
parodé, kad Sio geno iRNR 5'-NKD yra ilga, sudaryta i 287 nt, joje yra keletas atviry
skaitymo reémeliy, kurie galéty bati transliuojami, nes turi stiprias transliacijos iniciacijai
reikalingas Kozak sekas (Kozak M., Gene, 2002, 299, pp. 1-34). Norint patvirtinti, ar Sie in
silico identifikuoti potencialis mASR yra transliuojami, buvo atliekama Igsteliy HEK293 lizaty
MS analizé. MS pagalba, Igsteliy lizatuose pavyko rasti peptida, sudarytg i§ 49 ar.,
koduojama PSEN1 (GenBank: NM_007318.2) geno iRNR 5'- NKD sekoje rasto mASR. Sio
peptido, pavadinto PSEN1-49 ar. seka pateikta Pav.1.

MS peptidy analizés metodai, kuriy pagalba identifikavome PSEN1-49 peptida, néra
patogls masinei biologiniy pavyzdziy, tokiy kaip kraujo serumai, kraujo plazma ar $lapimas
analizei. Tokiai analizei Zymiai patogesni ir greitesni bty monokloniniais antikinais (MAK)
paremti imunocheminés analizés metodai, leidZiantys identifikuoti tiriamus peptidus. Sukurti
imunocheminiai metodai leisty tirti mMASR koduojamy peptidy sintezés poky&ius senéjimo
procese bei AL patologijos atveju, leisty suprasti kaip ir kodeél kinta AL lemiangiy baltymy
sintezé, suteikty naujas galimybes ligos prevencijos priemoniy paiedkai bei ankstyvai
diagnostikai. Siems tikslams yra reikalingi auk3to specifiSkumo monokloniniai antikinai
(MAK), atpaZjstantys mus dominangius peptidus. Tokiy antikiiny pagalba galima bty sukurti
tiriamojo peptido PSEN1-49 testavimo rinkinj (pavyzdys 4).

Siekiant sukurti antikGnus prie§ PSEN1-49 peptida, buvo paruodti antigenai, tinkami
imunizacijai. Tam tikslui buvo pasirinkta PSEN1-49 peptido 19 ar. ilgio hidrofilinémis
savybémis pasizyminti seka. Sis PSEN1-49 peptido fragmentas buvo pavadintas PSEN1-49-
19. Si 19 ar. ilgio seka PSEN1-49 peptido struktaroje paryskinta ir pabraukta Pav. 1 (A).

PSEN1-49-19 ar. fragmentg koduojanti DNR seka, pateikta Pav. 1 (B) buvo jterpta j poliomos
viruso VP1 baltymg koduojangio geno struktdrg tokiu badu, jog jterptasis peptidas bty
eksponuojamas VP1 baltymo formuojamy virusus primenanciy daleliy (VPD) pavir$iuje
(2virbliene A., Gedvilaite A., Ulrich R. et al., Patent No. US 7,919,314 B2). Mieliy raiskos
sistemoje buvo gautos ir i§grynintos VPD, savo pavirsiuje eksponuojangios PSEN1-49-19 ar.
peptidg (PSEN1-49-19-VPD). Paraleliai buvo paruodtas ir kitas imunogenas - sintetinis
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PSEN1-49-19 ar. peptidas buvo kovalenti$kai prijungtas prie moliusky hemocianino (KLH) ir
gautas konjugatas PSEN1-49-19-KLH (Lateef S., Gupta S, Jayathilaka L.P. et al. J.Biomol.
Tech., 2007, 18(3), pp.173-176). Sis baltymy konjugatas buvo naudojamas tolesniuose
eksperimentuose hibridomy atrankai.

PSEN1-49-19-VPD, savo pavirSiuje eksponuojantios PSEN1-49-19 ar. peptidg buvo
panaudotos peliy imunizacijai ir PSEN1-49-19 sekai specifiniy hibridomy sukarimui.
Naudojant PSEN1-49-19-KLH konjugatg bei sintetinj PSEN1-49 ar. peptidg buvo atrinktos
hibridomos, sekretuojangios monokloninius antikGnus prie$ tiriamajj PSEN1 geno 5-NKD
koduojama PSEN1-49 ar. peptida.

Literatlroje yra apradyta keletas atvejy, kuriuose pademonstruota, kad su AL i§sivystymu
siejamy geny koduojamy baltymy sintezé yra reguliuojama ty geny iRNR 5'-NKD seky.
BACE1 proteazés, atliekan¢ios pirmajj B-amiloido pirmtako, APP baltymo skélimg B-padétyije,
sintezé yra reguliuojama peptido, kurj koduoja BACE1 iRNR 5-NKD. BACE1 5-NKD
randami net $esi mASR, turintys AUG iniciacijos kodonus. Eksperimentai parodé, kad tik
vienas i§ jy - ketvirtas pagal eile nuo iRNR 5'-galo - yra transliuojamas ir koduoja 23 ar.
peptida. Sis peptidas turi AUG iniciacijos kodong, pasizymintj transliacijai palankia Kozak
seka (Kozak M., Gene, 2002, 299, pp. 1-34). Sio peptido sintezé patvirtinta eksperimentiskai.
Mutavus peptido transliacijos iniciacijos kodong ATG, BACE1 baltymo sintezé ry3kiai
padidéja. BACE1 geno 5'-dalies delecija, apimanti rastg peptidg koduojanéig 5'-NKD dalj,
taip pat rySkiai padidino BACE1 baltymo sinteze. Abiem atvejais iRNR kiekis lastelsje
nepasikeité, o tai rodo, kad BACE1 sintezés pokygiai vyko transliacijos lygmenyje ir buvo
apspresti mASR koduojamo maZo peptido sintezés proceso. Sie rezultatai patvirtino mASR
koduojamo peptido sintezés reikSme BACE1 proteazeés sintezei (Zhou W. and Song W., Mol.
Cell. Biol., 2006, 26(9), pp. 3353-3364).

Su AL siejama ADAM10 geno koduojamos proteazés sintezé taip pat reguliuojama iRNR 5'-
NKD. Si proteazé skaldo APP baltymg ir neleidZia formuotis BA baltymui. Dalies ADAM10 5
NKD sekos pasalinimas Zenkliai padidina ADAM10 proteazés sinteze. Siame gene iki Siol
joks MASR nepatvirtintas, todel sintezés slopinimas 5-NKD seka yra aikinamas
keturgrandZiy G-struktary susidarymu. Keturgrandés G struktros gali trukdyti ribosomy
darbui ir tokiu bddu létinti baltymo sinteze (Simone R., Fratta P., Neidle S. et al., FEBS
Letters, 2015, 589, pp. 1653-1668; Vincent B., Brain Res. Bull., 2016, 126(2), pp.154-169).

Literaturoje néra jokiy duomeny apie PSEN1 geno koduojamo baltymo sintezés reguliacijg
iRNR 5'-NKD, taip pat néra jokiy duomeny apie 3io geno 5-NKD esan&ius mASR ir ju
koduojamus peptidus. Misy atlikta su AL siejamo geno PSEN1 iRNR 5'-NKD sekos in silico
analizé bei misy atlikta Zmogaus lasteliy HEK293 lizaty MS analizé patvirtino, kad PSEN1
geno 5'-NKD koduoja 49 ar. peptida, misy pavadinta PSEN1-49, kurio ar. seka pateikta Pav.
1 (A).
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Norint pladiai ir patogiai tyrinéti Sio peptido sinteze, paplitimg ir kitas savybes, reikalingi
auksto specifiSskumo monokloniniai antikGinai, atpazjstantys $j peptida ir reaguojantys su juo
imunocheminése reakcijose.

Literatliroje néra jokiy duomeny nei apie 8 peptidg, nei Siam peptidui specifinius
monokloninius antikiinus (MAk). Siame iSradime buvo gauti nauji monokloniniai auksto
specifiSkumo antikGnai prie§ PSEN1 5-NKD esan&io mASR koduojamg PSEN1-49 ar.
peptida. Siy antikiny gavimui, buvo sukurti antigenai, savo pavirSiuje eksponuojantys
PSEN1-49 ar. peptido fragmenta PSEN1-49-19 ar. Siam tikslui, i$radimo autoriai,
panaudodami geny inZinerijos metodus, PSEN1 geno koduojamag PSEN1-49-19 ar. peptida
jterpé j VPD, sukurtas konstrukcijas (PSEN1-49-19-VPD) panaudojo imunizacijai ir sukaré 2
hibridomy linijas prie§ PSEN1-49-19 ar. peptida, taip pat iStyré jy sekretuojamy MAK
specifiSkumg. I18radimo autoriy atlikti tyrimai parodé, kad sukurtieji MAk (11D1 ir 2C1)
reaguoja su sintetiniu PSEN1-49 ar. peptidu.

Sukurti monokloniniai antikiinai suteikia galimybe kurti naujus diagnostikos metodus, skirtus
stebeti identifikuoto peptido sintezei jvairiose sistemose, tame tarpe jvairiuose organizmo
skysciuose. Tokie stebéjimai leisty susieti peptido sintezés poky&ius su PSEN1 baltymo
sinteze bei AL patologija. Susiejus peptido sintezés poky&ius su AL patologija, blity galima
kurti diagnostikos priemones, skirtas ankstyvai AL diagnostikai. Gauty MAK pagrindu bty
galima kurti diagnostikos rinkinius (Pavyzdys 4).

Siame iSradime sukurti MAk yra nauji ir neturi jokiy analogy i$§ kity $altiniy. PSEN1-49
peptido pilna ar. seka pateikta Pav. 1 (A).

Detalus iSradimo apras§ymas

Siekiant sukurti MAk prie§ PSEN1 5-NKD koduojamg PSEN1-49 peptida, peliy imunizacijai
buvo sukonstruotos PSEN1-47-19-VPD, savo paviriuje eksponuojan&ios PSEN1-49 peptido
19 ar. ilgio, hidrofilinémis savybémis pasiZzymintj fragmenta. Sis fragmentas pavadintas
PSEN1-49-19. Siam tikslui, Pav. 1 pateikta DNR seka, koduojanti PSEN1-49-19 peptida,
buvo klonuota j poliomos viruso VP1 geno pozicijas, uZtikrinandias jterptos DNR sekos
koduojamo peptido eksponavimg formuojamy VPD pavirSiuje (Gedvilaité A., Frommel C.,
Sasnauskas K. et al., Virology, 2000, 273(1), pp. 21-35). VPD pavirSiuje eksponuojamos
sekos yra labai imunogeni$kos, todél yra naudojamos MAk gavimui (Zvirbliene A., Gedvilaité
A., Ulrich R. et al., Patent No. US 7,919,314 B2 ).

Sukurtos tiriamus peptidus savo pavirSiuje eksponuojandios struktiros - virusus
primenantios dalelés - PSEN1-49-19-VPD - buvo panaudotos peliy imunizacijai. Paraleliai
buvo paruosta KLH baltymo pagrindu suformuota struktira — KLH baltymas, konjuguotas su
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PSEN1-49-19 peptidu — PSEN1-49-19-KLH. Sis konjugatas kartu su sintetiniu PSEN1-49
peptidu buvo naudojami hibridomy atrankai.

Monokloniniy antikiiny prie$ PSEN1 5'-NKD koduojama PSEN1-49 peptida gavimas

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

atliekama imunizacija — PSEN1-49-19-VPD (antigenas) buvo suleidziamas BALB/c
linijos peléms po oda. Prie$ injekcijg antigeno tirpalas buvo lygiu tariu sumai$omas su
pilnu Freund‘o adjuvantu;

atliekama pakartotiné imunizacija — po 4 savaiciy peléms dar kartg buvo suleidziama
tokia pat antigeno dozé po oda, prie$ tai antigeno tirpalg sumaiius su nepilnu
Freund‘o adjuvantu;

dar po 4 savaitiy buvo suleidziama tokia pat antigeno dozé be adjuvanto. Imunizacijy
metu buvo keletg karty tikrinama, ar imunizuoty peliy kraujo serume atsirado antikiiny
prie§ antigena, atskirai prie§ VP1 VPD ir PSEN1-49-19 peptida. Patikrinimui buvo
naudojamas Zzinomas metodas — imunofermentiné analizé (IFA);

pragjus 3 dienoms po tregiosios imunizacijos, buvo atlieckama bluznies lgsteliy
hibridizacija, suliejant jas su véZinémis lastelémis, batent, mieloma Sp2/0, suliejimo
agentu buvo naudotas polietilengilikolis (PEG) (Sigma, Sent Louis, JAV). Si ir kitos
proceddros buvo atliekamos pagal anksSiau apras$ytg procedira, naudojama
hibridomy gavimui (Kohler G. and Milstein C. Nature, 1975, 256, pp. 495-497);

gavus hibridiniy Iasteliy klonus (hibridomas) buvo tikrinamas jy specifi$kumas, t.y.
nustatoma, ar jie gamina antikinus prie§ PSEN1-49-19 peptida. Tam buvo
naudojamas IFA metodas;

gautos hibridomos buvo charakterizuojamos pagal jvairius poZymius:
- nustatant jy gaminamy monokloniniy antikainy izotipa;
- istiriant antikiiny specifiSkuma IFA ir imunoblotingo metodais,

identifikavus hibridomas, kurios gamina monokloninius antikGnus prie§ PSEN1-49-19
fragments, o tuo paciu ir pries PSEN1-49 peptida, jos buvo klonuojamos,
padauginamos ir uz8aldomos tolesniam saugojimui;

hibridomy gaminami monokioniniai antikdnai buvo charakterizuojami anksgiau
apra8ytais bldais:

- IFA bei imunoblotingu, antigenais naudojant PSEN1-49-19-VPD ir PSEN1-49-19-
KLH baltymus bei sintetinj PSEN1-49 peptida;

Atlikus peliy BALB/c imunizacijas PSEN1-49-19-VPD ir suliejus imunizuoty peliy bluZnies

lasteles su mielomos Igstelémis, buvo gautos hibridomos, gaminancios monokloninius
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antikiinus prieS PSEN1 5-NKD koduojama PSEN1-49 peptida. IStyrus gauty monokloniniy
antikliny savybes, buvo nustatyta, kad jie reaguoja su PSEN1-49 peptidu, PSEN1-49-19-
KLH ir PSEN1-49-19-VPD.

Apraytu bidu buvo gautos ir istitos 2 naujos hibridomos, kurios deponuotos Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Biotechnologijos instituto (Vilnius) Imunologijos ir
Iastelés biologijos skyriuje:

1) Hibridoma 2C1, deponavimo numeris PSEN1-2C1, kuri gamina IgG2a subtipo
monokloninius antikinus prie§ PSEN1 5'-NKD koduojamg PSEN1-49 peptida;

2) Hibridoma 11D1, deponavimo numeris PSEN1-11D1, kuri gamina IgG2b subtipo
monokloninius antikdnus prie§ PSEN1 5-NKD koduojama PSEN1-49 peptida;

Hibridomas 2C1 ir 11D1 apibtdina $ie poZymiai:

Morfologiniai poZymiai. Hibridomos yra sferinés formos, lygiais krastais, turi stamby
branduolj. Dauginasi suspensijoje, pasizymi silpna adhezija ant stiklo arba plastiko
pavirSiaus.

Lasteliy kultiros kilme. Hibridomos gautos, suliejus imunizuoty BALB/c linijos peliy (Mus
musculus) bluZnies Igsteles su pelés (Mus musculus) mielomos lgsteliy linija Sp2/0.

Lasteliy_kultdros poZymiai. Hibridomy kultivavimo salygos standartinés: augimo terpe -
Dubecco modifikuota Eagl'o terpé (DMEM) su 2mM L-glutamino, 200 pg/mL gentamicino ir
10% embrioninio verSiuko serumo. Hibridomos auginamos stiklo arba plastiko induose,
skirtuose Iasteliy kultiroms. Lastelés perséjamos kas 3-4 dienos, perséjimo dozé — 50-100
takstanciy Igsteliy mililitre terpés. Hibridomos auginamos inkubatoriuje, kurio atmosferoje yra
5% CO,, esant 37°C temperaturai. ligalaikiam saugojimui hibridomos u2$aldomos
embrioniniame serume su 10% DMSO ir laikomos skystame azote. UZSaldymo salygos:
1x10° - 2x10° Iasteliy mililitre, temperataros rezimas — 1°C per minute iki -70°C. Po paros
ampules su lgstelémis perkeliamos j skystg azots. Kultiiry atgaivinimui ampulés at$ildomos
37°C temperatiros vandens vonioje. Lasteliy gyvybingumas po at3ildymo — 70-80%.

Kontaminacija. Bakterijy ir grybeliy hibridomy kultarose nerasta, mikoplazmos testas
neigiamas.

Hibridomy_produktyvumas. Monokloniniy antikiiny sekrecijos lygis augimo terpéje — 10-30
ug/ml. Monokloniniy antikiny produkcija ilieka iki 15 pasa3y (Iasteliy kultros perséjimy).

Produkty charakteristika. Hibridoma 11D1 gamina IgG klases, IgG2b poklasio monokloninius
antikinus, kurie atpaZjsta ar. sekg SEQ ID Nr. 2, hibridoma 2C1 gamina IgG klasés, IgG2a
poklasio monokloninius antikinus, kurie atpazjsta ar. sekg SEQ ID Nr. 3.
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Hibridomy 11D1 ir 2C1 gaminami MAk skiriasi nuo aprasyty analogy — MAk prie$ kitus
baltymus ir peptidus - pagal tg poZymj, kad jie yra specifi$ki PSEN1 5-NKD koduojamam 49
ar. peptidui, kuris funkcidkai ir struktariskai skiriasi nuo kity peptidy pagal peptido pirmine
struktrg - aminorg3ciy seka, pateiktg Pav. 1 (A). Hibridomy 11D1 ir 2C1 gaminami MAk
atpazjsta 8j peptida. Jokiy analogy, atpaZjstantiy $ios sudéties peptidg aprasyta néra.

Naujai sukurty hibridomy ir jy gaminamy MAk prie§ PSEN1-49 peptidg savybes iliustruoja
informacija, pateikta 1 - 3 pavyzdziuose ir 1 lenteléje.

ISradimo jgyvendinimo pavyzdZiai

Zemiau yra pateikti i§radimo gavimo pavyzdziai. Medziagos naudojamos $iuose
pavyzdziuose gali biti keiCiamos ekvivalenti§komis medzZiagomis, todél iSradimas néra
ribojamas Siais pavyzdziais.

1 pavyzdys.

Hibridomy, gaminanéiy monoklioninius antikiinus prie§ PSEN1 5-NKD koduojama
PSEN1-49 peptida, sukirimas.

BALB/c linijos pelés imunizuojamos antigenu — mielése susintetintu ir isgrynintu poliomos
viruso VPD formuojantiu baltymu VP1, kuris savo pavirSiuje eksponuoja PSEN1 5-NTD
koduojamo PSEN1-49 peptido paZymétg ir pabraukta ar. seka PSEN1-49-19 (Pav. 1 (A);

Peles imunizuojamos, suleidziant 50 pg antigeno su pilnu Freund'o adjuvantu po oda.
Pragjus 4 savaitéms po pirmosios imunizacijos, tuo pat bidu pelés imunizuojamos
pakartotinai, suleidZiant 50 pg antigeno su nepilnu Freund'o adjuvantu. Dar po 4 savaiéiy
pelés imunizuojamos, suleidziant 50 pg antigeno be adjuvanto. Imunizacijy metu tikrinamas
antigenui specifiSky antikiiny titras imunofermentinés analizés (IFA) metodu. Praéjus 3
dienoms po paskutinés imunizacijos, atliekama hibridizacija.

Hibridizacijai naudojamos imunizuotos pelés bluznies Iastelés ir peliy mielomos Iastelés Sp
2/0, neturintios fermento  hipoksantin-guanin-fosforiboziltransferazeés, neaugancios
selektyvioje hipoksantino-aminopterino-timidino (HAT) terpéje (10*M hipoksantino, 1,6 x 10"
*M timidino, 4 x 107M aminopterino) ir negaminandios imunoglobuliny ar jy grandiniy. Prie$
hibridizacijg Igstelés turi bati logaritmingje augimo fazéje. Hibridizacija atliekama 2 minutes
veikiant Igsteles 50% polietilenglikolio (PEG-4000) tirpalu Dubecco modifikuotoje Eagl'o
terpéje (DMEM) su 10% dimetilsulfoksido (DMSO). Mielomos ir bluZnies lasteliy santykis
hibridizacijos metu — 1:5. Po hibridizacijos Iastelés atplaunamos beserumine DMEM terpe,
suspenduojamos selektyvioje HAT terpéje ir i§séjamos j ploksteles (po 5x10° Igsteliy |
Sulinélj).
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metodu, tikrinama, ar klonai gamina antiklinus prie§ antigenu naudoto baltymo
eksponuojamg peptidg. Tikrinimui naudojami trys skirtingi antigenai, turintys PSEN1-49
peptido sekos fragmentg PSEN1-49-19: VPD formuojantis VP1 baltymas, savo pavir$iuje
eksponuojantis PSEN1-49-19 peptida, KLH-konjuguotas peptidas - PSEN1-49-19-KLH bei
cheminiais metodais susintetintas PSEN1-49 peptidas.

Kas 4-5 dienos pakeitiama pusé Igsteliy augimo terpés. Pirmg kartg HAT terpé keitiama |
hipoksantino-timidino (HT) terpe, turingig 10* M hipoksantino ir 1,6 x 10 M timidino. Véliau
prie$ tiriamajj peptida, ty. reaguojantys su visais trimis tikrinimui naudojamais antigenais
klonuojami ribinio praskiedimo metodu. Klonai pasirodé po 4-7 dieny. Jie testuojami
netiesioginés IFA metodu. Atrinkti klonai padauginami ir toliau auginami kultaroje arba
uz3aldomi ir saugomi skystame azote.

Gauti 2 hibridomy klonai, gaminantys monokloninius antikiinus prie$ peptidg PSEN1-49-19,
reaguojantys su peptidu SHRKQNSGWSGRNLSYEPR. Buvo istirta jy sgaveika su PSEN1-
49, nes peptidas PSEN1-49-19 yra peptido PSEN1-49 dalis. Itirtas gauty hibridomy
specifiskumas, nustatyti hibridomy sekretuojamy antikiiny izotipai.

Hibridomos, gaminanéios monokloninius antikiinus atpaZjstanéius PSEN1-49 peptidg buvo
pavadintos 11D1 ir 2C1. Joms suteikti atitinkami deponavimo numeriai: 11D1 — PSEN1-
11D1, 2C1 - PSEN1-2C1

2 pavyzdys.

Monokioniniy antikiny atpaZjstan&iy PSEN1 5'-NKD koduojama PSEN1-49 peptida
specifiSkumo tyrimas ir izotipy nustatymas.

Hibridomy 11D1 ir 2C1 gaminamy antikiiny specifiskumas nustatomas imunofermentinés
analizés (IFA) bei imunoblotingo metodais. Imunoglobuliny izotipai nustatomi IFA metodu,
naudojant izotipy nustatymo rinkinj (Sigma, Sent Louis, JAV) .

Siais metodais buvo nustatyta, kad gautieji monokloniniai antikinai yra IgG izotipo, 2C1
antiktinai yra IgG2a subtipo, o 11D1 antikiinai yra IgG2b subtipo ir reaguoja su sintetiniu
PSEN1-49 peptidu bei $io peptido fragmenta PSEN1-49-19 eksponuojandiais baltymais: KLH
konjuguotu peptidu PSEN1-49-19-KLH ir VPD eksponuojamu peptidu PSEN1-49-19-VPD.
Imunoblotingo rezultatai pateikti Pav. 2 ir Pav. 3. Imunoblotingo metodu nustatyta, kad abu
MAk reaguoja su PSEN1-49-19-VPD baltymu, eksponuojan¢iu PSEN1-49-19 peptida
(SHRKQNSGWSGRNLSYEPR), tagiau nereaguoja su mieliy bei HEK293 Igsteliy lizatais bei
VP1 baltymu, neturiniu PSEN1-49-19 peptido (Pav. 2 ir Pav. 3). IFA reakcijose Sie MAk
reagavo su KLH-konjuguotu peptidu PSEN1-49-19-KLH bei su sintetiniu PSEN1-49 peptidu.
Tai rodo, kad gautieji MAk yra specifiski PSEN1-49 peptidui. Detalesné gauty MAk analizé
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panaudojant mazesnius sintetinius peptidus, perdengian¢ius PSEN1-49-19 peptida, leido
identifikuoti tikslesnes sekas, kurias atpaZjsta gautieji MAk. 1-oje lenteléje pateikti gauty MAk
subtipai bei tikslios atpazinimo sekos. Abu MAk reaguoja su eksperimentuose naudotais
antigenais PSEN1-49-19-VPD, PSEN1-49-19-KLH ir PSEN1-49 peptidu. Imunoblotingo
eksperimentai rodo, kad abu MAk reaguoja su PSEN1-49-19-VPD baltymu
denatlruojanciose salygose. Tai patvirtina, kad abu MAk atpaZjsta PSEN1-49-19 ar. seka.
Siekiant nustatyti tikslias gauty MAk atpaZinimo sekas, buvo susintetinti persidengiantys
peptidai, apimantys visa PSEN1-49-19 seka. Parodyta, kad 2C1 antik@inai reaguoja IFA
testuose su SGWSGRNLS peptidu, o 11D1 reaguoja su KQNSGW peptidu (Pav. 4.). Sie
rezultatai rodo, kad gauti antikGinai atpaZjsta skirtingas PSEN1-49-19 peptido dalis.

3 pavyzdys.

Monokioniniy antikiny panaudojimas peptido PSEN1-49 sukoncentravimui
biologiniuose méginiuose prie$ MS analize.

Sefarozé su imobilizuotu su baltymu A (GE Healthcare, ,rProtein A Sepharose® Fast Flow")
penkis kartus plaunama baltymy uzneSimo/praplovimo buferiniu tirpalu (3 M NaCl, 1,5 M
glicino). Monokioniniai antikinai atskiedziami minétu tirpalu iki 0,2 mg/ml, uZne$ami ant
sorbento ir inkubuojama 2 val. kambario temperatiroje. Paruogiami Zinduoliy lasteliy lizatai.
Apie 10 min. HEK293 Iasteliy plaunama $altu PBS, uZpilama 1 ml RIPA lizavimo tirpalo (150
mM NaCl, 1 % NP-40, 0,5 % natrio deoksicholatas, 0,1 % SDS, 50 mM Tris, pH 8, proteaziy
slopikliy misinys (Pierce)). Lastelés suspenduojamos $iame tirpale ir inkubuojamos 30 min.
leduose, tada homogenizuojamos virk$tu su adata. Lasteliy lizatas centrifuguojamas 15
min. esant 20000 g. Supernatantas perkeliamas j $vary mégintuvélj ir sumai$omas su
paruoStu sorbentu - sefaroze su imobilizuotu baltymu A ir prijungtais antikiinais. Inkubuojama
per naktj, +4°C temperatiroje purtant. Tada meginiai centrifuguojami 2 min. esant 3000 g,
supernatantas paSalinamas, nuosédos plaunamos 5 kartus PBS, kiekvieng kartg
centrifuguojant 2 min. 3000 g grei&iu. Toliau vykdoma tiksliniy peptidy eliucija uzpilant 80 pl
eliucijos buferinio tirpalo (7 M urea, 40 mM DTT), inkubuojama 30 min. kambario
temperattroje purtant. Supernatantas perkeliamas j specialig battymy koncentravimui skirta
kolonelg (MWCO 10 kDa) ir centrifuguojamas 15 min. esant 2000 g. Supernatantas
surenkamas ir naudojamas tolesniems tyrimams (MS analizei).

4 pavyzdys.

Monokloniniy antikiny panaudojimas PSEN1-49 peptido koncentracijai nustatyti
konkurencinés IFA metodu.

Sukurtas ir optimizuotas konkurencinés IFA metodas, skirtas kiekybiniam PSEN1-49 peptido
nustatymui. Analizei naudojamas MAk 2C1, kuris imobilizuojamas IFA ploksteléje.
NeZzymeétas PSEN-49 peptidas (analit¢) konkuruoja su Zymétu peptidu dél sgveikos su
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imobilizuotu antikGnu 2C1. Didéjant analités koncentracijai, prisijungia maZiau Zyméto
peptido, todél stebimas spalvinés fermentinés reakcijos intensyvumo sumazéjimas.

Konkurencinés IFA apradymas.

Pirmiausia MAk 2C1 imobilizucjamas IFA ploksteléje. Tam tikslui j plokstelés $ulinélius
pridedama po 50 pl MAk 2C1 tirpalo (5 pg/ml) fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 7,5) ir
inkubuojama per nakij +4-8°C temperatiroje. Plokstelé blokuojama Roti-Block (Roth)
buferiniu tirpalu, inkubuojant 1 val. kambario temperatiiroje. Kalibracinés kreivés paruogimui
peptidas PSEN1-49 itirpinamas PBS ir skiedziamas PBS/Tween-20 (0,1%) tirpalu (PBS-T)
iki tokiy koncentracijy: 10 pg/mi, 3 pg/ml, 1 pg/ml, 0,3 pg/ml, 0,1 pg/mi, 0,03 pg/ml, 0,01
Hg/ml. Pridéjus peptido, plokstelé inkubuojama 1 val. kambario temperatiroje, tada
atplaunama PBS-T tirpalu ir pridedamas biotinu Zymeétas PSEN1-49 peptidas (1 ug/ml) PBS-
T tirpale. Plokstelé inkubuojama 1 val. kambario temperatiroje, atplaunama PBS-T tirpalu ir
tada pridedamas streptavidino-peroksidazes konjugatas (Sigma), atskiestas 1:2000 PBS-T.
Plokstelé inkubuojama 1 val. kambario temperaturoje ir atplaunama PBS-T tirpalu.
Pridedamas peroksidazés substratas (TMB, Sigma) ir inkubuojama 10 min., kol i§ryskéja
fermentiné reakcija. Ji sustabdoma, pridedant 1/2 tirio 3,6% sieros ragsties tirpalo.
Spektrofotometru Multiscan Go (Thermo Scientific) iSmatuojamas optinis tankis (OT), esant
450 nm bangos ilgiui. Braizoma kalibraciné kreivé — OT priklausomybé nuo PSEN1-49
peptido koncentracijos. Esant didesnei PSEN1-49 peptido koncentracijai, OT reik§més yra
mazesnés. MaZiausia konkurencinés IFA metodu stebima PSEN1 peptido koncentracija
nusako metodo jautruma. Jis siekia 30 ng/ml. Kalibraciné kreivé pateikta Pav. 5.

Sio konkurencinio IFA metodo pagrindu gali biti sukurtas rinkinys, skirtas kiekybiniam
PSEN1-49 peptido nustatymui. Rinkinio sudétyje gali bati &ie reagentai ir priemonés:

1. IFA plokstelé su imobilizuotu MAk 2C1

Blokavimo tirpalas Roti-Block

Atplovimo ir méginiy skiedimo tripalas (PBS-T)

TMB substratas

Fermentinés reakcijos sustabdymo tirpalas (3,6% sieros rigsties tirpalas)
Nezymétas PSEN1-49 peptidas kalibracinei kreivei sudaryti (1 mg/ml)
Biotinu Zymétas PSEN1-49 peptidas (1 mg/ml)

Streptavidino-peroksidazés konjugatas

© ® N © o s N

Rinkinio naudojimo instrukcija.



Gauti duomenys rodo, kad naujai sukurtieji MAk 11D1 ir 2C1 yra specifiski PSEN1 geno
koduojamam 49 ar. ilgio peptidui PSEN1-49. Todél Sie MAk galéty bati taikomi PSEN1-49
peptido nustatymui imunocheminiais metodais, stebint jo sinteze Igstelése, sekrecijg j audiniy
skyséius. PavyzdZiui, naudojant 3iuos antikinus galéty bati atliekamas citologiniy méginiy
iStyrimas imunohistocheminiu arba IFA metodu. Nustagius, kad méginiuose yra PSEN1-49,
biity gautas patvirtinimas apie 3io peptido vaidmenj PSEN1 baltymo sintezés slopinime.



SEQUENCE LISTING
<110> Vilnius University

<120> Monoclonal antibodies against a peptide regulating the synthesis
of PSENl1 protein associated with Alzheimer's disease

<130> vV83-54
<160> 3

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 50
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 1

Met Thr Thr Thr Val Arg Val Leu Gly Arg Gly Leu Gly Gln Ala Ala
1 5 10 15

Pro Gly Ser Ala Val Ser His Arg Lys Gln Asn Ser Gly Trp Ser Gly
20 25 30

Arg Asn Leu Ser Tyr Glu Pro Arg Arg Gln Arg Gly Gly Gly Glu Ala
35 40 45

Tyr Thr
50

<210> 2

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2

Ser Gly Trp Ser Gly Arg Asn Leu Ser

1 5
<210> 3

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

Lys Gln Asn Ser Gly Trp
1 5
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ISradimo apibréztis

1. Monokloniniai antikinai atpazjstantys Zmogaus PSEN1 geno 5'-nekoduojancios dalies 5'
koduojamg peptida, kurio seka apibldinama SEQ ID Nr. 1.

2. Monokloniniai antikGnai pagal 1 punktg, atpaZjstantys Zmogaus PSEN1 geno 5-
nekoduojancios dalies 5 koduojamo peptido fragmenta PSEN1-11D1, kurio seka
apibdinama SEQ ID Nr. 2.

3. Monokloniniai antiklinai pagal 1 punkta, atpaZjstantys Zmogaus PSEN1 geno 5'-
nekoduojangios dalies 5' koduojamo peptido fragmentg PSEN1-2C1, kurio seka
apibtdinama SEQ ID Nr. 3.

4. Monokloniniy antikiiny pagal 1-3 punktus panaudojimas PSEN1-49 peptido in vitro
diagnostikoje.

5. Rinkinys, apimantis monokloninius antikinus pagal 1-3 punktus ir konkurencinés
imunofermentinés analizés metodui skirtus reagentus bei jy naudojimo instrukcija.
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(A)
MTTTVRVLGRGLGQAAPGSAVSHRKQNSGWSGRNLSYEPRRQRGGGEAYT

(B)
5'-gatcgt tca cat cgg aaa caa aac agc ggc tgg tct gga agg aac ctg agc tac gag ccg cgg

1 pav.

lkDa

180
130
100

70

55
40

35

25

2 pav.




kDa

3 pav.
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