LT 6770 B

e e jetuves
(19) . o.o:o:o: : EG‘ISQ)LSb‘H’{GS (10) LT 6770 B
; U patentu biurss (12) PATENTO APRASYMAS
(11)  Patento numeris: 6770 (51) Int. CI. (2020.01): CO7K 16/00

(21)  Paraiskos numeris: 2020 503

(22)  Paraiskos padavimo data:  2020-01-06

(41)  Paraiskos paskelbimo data: 2020-09-10

(45) Patento paskelbimo data:  2020-10-12

(62)  ParaiSkos, i$§ kurios dokumentas i§skirtas, numeris: —
(86)  Tarptautinés parai$kos numeris: ——

(86)  Tarptautinés parai$kos padavimo data: —

(85)  Nacionalinio PCT lygio procediros pradzios data:  —
(30)  Prioritetas: —

(72)  I8radéjas:
Yipeng XU, CN
Xiaoping YU, CN
Guangfu LIU, CN
Xuping SHENTU, CN
Pengjun ZHANG, CN

(73)  Patento savininkas:

China Jiliang University, No. 258, Xueyuan Street, Xiasha Higher Education
Zone, Hangzhou, Zhejiang, CN

(74) Patentinis patikétinis/atstovas:

Reda ZABOLIENE, METIDA, Verslo centras »wWERTAS”, Gynéjy g. 16, LT-01109
Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:

Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidas ir jam specifinio poliklonino antikiino
gamybos budas

(657) Referatas:

Sis isradimas aprago Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidg ir polikloninio antikiino pries ji gavimo bida.
PCE3 polipeptido aminorligé¢iy seka yra RRALPKENSKEANP. Polikloninio antikiino paruo$imas apima $iuos
veiksmus: pirmiausia sintetinamas Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidas; susintetintas polipeptidas sujungiamas
su baltymu-nesikliu tam, kad bty sudarytas sudétinis baltymas, gyvinai imunizucjami sudétiniu baltymu,
paruosiamas antiserumas i$§ imunizuoty gyviny kraujo, ir i§ antiserumo i$skiriamas bei iSgryninamas antikiinas,
tam, kad bty gautas antikiinas prie$ Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidg. Siame i§radime gautas polikloninis
antikunas prie§ Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidg turi gerg specifiskumg ir aukita grynuma, todél gali
specifiskai sgveikauti su Nilaparvata lugens PCE3 baltymu sukeldamas reakcijas, ir gali bdti naudojamas
susijusiuose su Nifaparvata lugens PCE3 baltymu tyrimuose.
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ISRADIMO SRITIS

Sis isradimas susijes su polipeptidu ir gamybos biidu jam specifinio antikano,
kuris daugiausia naudojamas gamtinio baltymo antigenui nustatyti, ypaé gamybos
badu triusio polikloninio antikiino prie$ Nilaparvata lugens PCE3 polipeptida.

TECHNIKOS LYGIS

PCE3, vadinamas koaguliacijg skatinancio fermento 3 neaktyvia forma (en.
proclotting enzyme 3), vaidina gyvybiSkai svarby vaidmenj vabzdziy dauginimosi
procese, tokiy kaip kiausiniy vystymesi ir kt. Nilaparvata lugens yra svarbus zemeés
ukio kenkéjas. Nilaparvata lugens PCE3 tyrimai ir nustatymas turi didele reikSme
Nilaparvata lugens prevencijai ir kontrolei.

CN104974245A paraisSkoje aprasomas Nilaparvata lugens VgR polipeptidas

ir jo polikloninio antikiino gavimo bldas.
ISRADIMO ESME

Sio iradimo tikslas yra pateikti Nilaparvata lugens PCE3 polipeptida, o jo
aminorigsciy seka yra RRALPKENSKEANP.

Kitas Sio iSradimo tikslas yra pateikti triusio antikino prie$ Nilaparvata lugens
PCE3 polipeptidg gamybos biidg. Antikiinas, gautas Siuo metodu, pasizymi dideliu
specifiSkumu bei auk$tu grynumu ir gali specifiS§kai atpazinti gamtinj PCE3 baltyma

audiniuose ar lgstelése.

Triusio antikiino prie$§ Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidg gamybos bidas,
kur pirmiausia sintetinamas Nilaparvata Ilugens PCE3 polipeptidas, kurio
aminorigsciy seka yra RRALPKENSKEANP; susintetintas modifikuotas polipeptidas
kryzminiais rySiais sujungiamas su baltymu-nesikliu tam, kad bdty sudarytas
sudétinis baltymas, gyvanai imunizuojami sudétiniu baltymu, paruoSiamas
antiserumas i§ imunizuoty gyviny kraujo, ir i§ antiserumo iSskiriamas bei

isgryninamas antikiinas.

Toliau, baltymas-nesiklis yra moliusko limfos hemocianinas (KLH) arba
galvijy serumo albuminas (BSA); modifikuoto polipeptido sulfhidrilo grupé ir baltymo-
nesiklio aminogrupé yra kovalentiskai sujungiamos kryZminio sujungimo agentu tam,

kad bty sudarytas sudétinis baltymas.

Paskiau, sudétinis baltymas, sumaiSius jj su imunoadjuvantu ir paruosSus
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emulsijg, susvirk§Ciamas j triusio nugaros poodj, po pirminés imunizacijos tris kartus

atliekama pakartotina imunizacija tam, kad blty gautas antiserumas.

Be to antiserumas gryninamas peptidy giminingumo chromatografijos badu
tam, kad biaty gautas aukSto grynumo triuSio antiklinas prie$ Nilaparvata lugens
PCE3 polipeptida.

Tiksliau, auk$&iau aprasytas paruoSimo biidas apima Siuos veiksmus:

1 pakopa: prijungiamas cisteinas prie C galo tam, kad bty lengviau sujungti
su baltymu-neSikliu, kai sintetinama Nilaparvata lugens PCE3 polipeptido seka,
sintetinamas PCE3 modifikuotas polipeptidas polipeptidy autosintetinimo jrenginiu,
po gryninimo PCE3 modifikuotas polipeptidas yra prijungiamas prie baltymo-nesiklio
KLH tam, kad susidaryty PCE3 modifikuoto polipeptido-KLH sudétinis baltymas;

2 pakopa: emulsifikuoto PCE3 modifikuoto polipeptido-KLH sudétinio baltymo
susvirkstimas | triuSio nugaros poodj, ir tris kartus atliekama pakartotina imunizacija
po pirminés imunizacijos;

3 pakopa: surenkamas ir atskiriamas serumas, kuriame yra triuSio antikinas

pries Nilaparvata lugens PCE3 modifikuotg polipeptida;

4 pakopa: atliekamas antiserumo gryninamas peptidy giminingumo principu,
naudojant PCE3 peptido giminingumo chromatografijos kolonéle tam, kad bty
gautas PCE3 polipeptido antikiinas;

5 pakopa: atliekamas PCE3 polipeptido antikiino titravimo testas;

6 pakopa: nustatomas PCE3 polipeptido antikiino specifiSkumas
imunoblotingo metodu.

Sio iSradimo polikloninis antikinas pasizymi geru specifiskumu ir aukstu
grynumu, o taip pat gali specifiSkai atpaZinti gamtinj PCE3 baltyma audiniuose arba
lastelése.

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS

Fig. 1 parodytas imunoblotingo rezultatas. Tiksliné juosta ant imunoblotingo
membranos sutampa su apie 50 kDa dydziu ir atitinka PCE3 baltymo teorine
molekuline mase (52,2 kDa).
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DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Sis isradimas bus papildomai apradytas Zemiau su konkregiais jgyvendinimo
variantais. Reikéty suprasti, kad Sie jgyvendinimo variantai yra naudojami tik Sio
iSradimo paaiskinimui ir néra skirti apriboti Sio iSradimo apimties. Nenukrypstant nuo
8io iSradimo techninio sprendimo, bet kokia Sio iSradimo modifikacija ar pakeitimas,
kuriuos lengvai galéty padaryti atitinkamos srities specialistas, patenka j Sio i§radimo

apibrézties apsaugos apimt;.

1 pavyzdys. Nilaparvata lugens PCE3 sekos analizé, ir PCE3 polipeptido

modeliavimas bei sintezé

Atsizvelgiant | Nilaparvata lugens PCE3 sekg (prieigos numeris MN586815)
,aenBank® duomeny banke, Nilaparvata lugens PCE3 baltymo seka sudaryta i§ 460
aminorig8¢iy. Nilaparvata lugens PCE3 baitymo charakteristikos buvo analizuojamos
naudojant ,Protean“ programos modulj DNR programinéje jrangoje "be klaidy",
siekiant gauti baltymg su molekuline mase (52,2 KDa). Toliau buvo analizuojamos
baltymo aminoragséiy sekos savybés, tokios kaip antigeniSkumas, hidrofiliSkumas,
pavirSiaus tikimybé, ir polipeptido seka RRALPKENSKEANP buvo atrinkta bei
panaudota kaip antigenas. Tam, kad blty palengvintas sujungimas su baltymu-
nesikliu ir padidintas polipeptido imunogeniskumas, buvo prijungtas cisteinas C prie
auksc&iau minéto polipeptido C galo, taigi galutiné sintetinamo polipeptido seka buvo
RRALPKENSKEANPC. Polipeptido sintezé buvo atlikta automatiniu peptidy
sintetinimo jrenginiu. Susintetino polipeptido grynumas buvo nustatytas HPLC
sistema, o gautas rezultatas buvo 94,97%. Polipeptido molekuliné masé buvo

nustatyta mases spektrometru, o gautas rezultatas buvo 1712,70.
2 pavyzdys. Polipeptido sujungimas su baltymu-neSikliu

Baltymas-nesiklis KLH buvo sujungiamas skersiniais rySiais su susintetintu
PCE3 polipeptidu, naudojant MBS kaip kryzminio sujungimo agentg: KLH buvo
tirpinama iki 10 mg/ ml kryZminio sujungimo buferyje; MBS buvo tirpinamas DMF iki
10 mg/ ml; istirpinto KLH tirpalas ir MBS tirpalas buvo sumaiSomi santykiu 10: 1 (m/
m), ir KLH buvo aktyvuojamas 30 minuciy kambario temperatiiroje; aktyvuotas KLH
tirpalas buvo gryninamas Sephadex G-25 pagalba; aktyvuotas KLH tirpalas buvo
sumaisSomas su PCE3 polipeptido tirpalu santykiu 1: 1 (m/ m) tam, kad 3 valandas

kambario temperatlroje vykty reakcija; aukSCiau pateiktas reakcijos tirpalas buvo
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dializuojamas prie§ PBS per naktj 4 °C temperatiiroje tam, kad bity gautas PCE3
polipeptido-KLH sudétinis baltymas.

3 pavyzdys. Eksperimentiniy gyviny imunizacija

Imunizacijai buvo atrinkti atitinkamo amZiaus Naujosios Zelandijos triusiy
patinai. Prie§ imunizacijg i$ triuSiy ausy veny buvo surenkama 2 - 3 ml kraujo ir
panaudojama kaip neigiama kontrolé vélesniam ELISA tyrimui. Pirmos imunizacijos
metu 0,6 mg PCES3 polipeptido-KLH sudétinio baltymo buvo istirpinama 0,5 ml PBS
tirpalo ir paruo$iama emulsija, panaudojant tokj patj kiekj Freundo pilno adjuvanto, o
po to jSvirk8¢iama j pood] daugelyje triusiy kiino viety. Po 2 savaiéiy buvo atliekama
pirmoji pakartotina imunizacija. 0,5 mg PCES3 polipeptido-KLH sudétinio baltymo buvo
iStirpinama 0,5 ml PBS tirpalo, sumaiSoma su tokiu pat kiekiu Freundo nepilno
adjuvanto, ir paruoSiama emulsija, o po to jSvirk§¢iama j poodj daugelyje kiino viety.
Po to kas 3 savaites, i§ viso 3 kartus, buvo atliekama tokia pati pakartotina
imunizacija. Praéjus savaitei po kiekvienos pakartotinos imunizacijos, i$ triusiy ausy
veny buvo paimamas nedidelis kraujo kiekis, ir netiesioginés ELISA metodu buvo
nustatomas imuninis serumo titras. Kai titras badavo didesnis nei 1: 20 000, i§ miego

arterijos buvo paimamas triusio kraujas tam, kad i$ jo baty paruostas serumas.
4 pavyzdys. Antiktiny valymas PCE3 polipeptido giminingumo kolonéléje

| chromatografijos kolonéle buvo [Svirk§¢iama 1 ml aktyvuotos gelio
suspensijos. Po to, kai nuo kolonélés nusekdavo skystis, kolonélei plauti buvo
pridedami 5 ml sujungimo buferio. Susintetintas PCE3 polipeptidas buvo istirpinamas
1 mi sujungimo buferio ir uZneSamas ant chromatografijos kolonélés, po to j kolonéle
buvo jpilama 1 ml sujungimo buferio, sukama ir maiSoma 4 °C temperatiroje per
naktj. Chromatografijos kolonélé buvo praplaunama 8 ml sujungimo buferio, po to 1
valandg blokuojama 3 ml blokuojangio tirpalo kambario temperatiroje. Tam, kad bty
paruosta PCE3 polipeptidus surianti chromatografiné kolonélé, chromatografijos
kolonélé buvo 3 kartus praplaunama suri§imo buferiu, kol nuo kolonéiés nusekdavo
skystis. | kolonéle buvo jpilamas suri§imo buferis, kuriame yra PCE3 antikiino
serumo, 1 valandg maiSoma kambario temperatiiroje, ir tada kolonéleé buvo
plaunama 30 ml plovimo buferiu, kol iStekancio skysc¢io absorbcijos smailé, esant 280
nm bangos ilgiui, stabilizuojasi. Kolonélé buvo plaunama 15 ml plovimo buferio tam,

kad baty gautas iSgrynintas PCE3 antiklinas.
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5 pavyzdys. Antikiiny titro nustatymas netiesioginés ELISA metodu

ELISA plokstele padengiama PCE3 polipeptido-KLH junginiu 4 °C
temperatiroje per naktj, ir blokuojama 5 % nugriebto pieno milteliy tirpalu 2 valandas
kambario temperatiroje; PCE3 antikinas buvo praskiedZiamas skirtingais santykiais
1: 1000, 1: 2000, 1: 4000, 1: 8000, 1. 16000, 1: 32000, 1: 64000, 1: 128000, 1:
256000, 1: 512000, ir inkubuojamas kambario temperatiroje 2 valandas arba 4 °C
temperatiroje per naktj; ir tada pridedama krieny peroksidaze pazyméto ozkos anti-
triusio antrinio antikino, ir inkubuojama kambario temperatiiroje 2 valandas. Buvo
pridedama TMB chromogeninei reakcijai, po to, kai reakcija nutraukiama sieros
ragstimi, buvo matuojama absorbcija, esant 450 nm bangos ilgiui. Kai méginio
absorbcijos santykis su neigiamo serumo buvo didesnis nei 2,1, buvo apskaitiuotas

antikliny titras. Po tyrimo iSgryninto PCE3 antikiino titras sieké 1: 512000.
6 pavyzdys. PCE3 antikuno specifiSkumo nustatymas imunoblotingo metodu

SDS-PAGE gelis buvo paruoStas standartiniu metodu. j vertikalaus
elektroforezés rezervuaro meéginiy Sulinélius buvo jpilama 10 pl audinio lizato, kurio
baltymy koncentracija 5 mg/ ml, ir atliekama elektroforezé. Elektroforezé buvo
nutraukiama, kai bromfenolio mélynojo indikatorius visi$kai iSeidavo i§ skiriamojo
gelio. Baltymas buvo perkeliamas ant NC membranos, naudojant drégnojo perkélimo
metodg, esant pastoviai 100 V jtampai, 90 minuéiy. 4 pavyzdyje gautas PCE3
antikinas buvo panaudotas kaip pirminis antikiinas, praskiedus santykiu 1: 500,
hibridizuotas su drégnojo perkélimo NC membrana kambario temperatlroje 2
valandas, o po to hibridizuotas su HRP paZymétu ozkos anti-triusio antikinu
kambario temperatiroje 2 valandas. Sio pavyzdZio eksperimentiniai rezultatai

parodé, kad PCE3 buvo universaliai ekspresuojamas Nilaparvata lugens kiausidése.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1 Sintetinis Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidas, kurio aminortigsc¢iy seka
yra RRALPKENSKEANP.

2. Triusiy antikQiny prie§ Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidg gamybos
budas, kuriame pirmiausia sintetinamas Nilaparvata lugens PCE3 polipeptidas, kurio
aminortg8¢iy seka yra RRALPKENSKEANP; susintetintas modifikuotas polipeptidas
sujungiamas su baltymu-neS$ikliu sudétinio baltymo sukdrimui, gyvinai imunizuojami
sudétiniu baltymu, paruoSiamas antiserumas i§ imunizuoty gyviny kraujo, ir i$

antiserumo iSskiriamas bei iSgryninamas antikiinas.

3. Bldas pagal 2 punktg, kur baltymas-neSiklis yra moliusko limfos
hemocianinas (KLH) arba galvijy serumo albuminas (BSA); modifikuoto polipeptido
sulfhidrilo grupe ir baltymo-nes$iklio aminogrupé yra kovalentiSkai sujungtos kryZminio

sujungimo agentu tam, kad baty sudarytas sudétinis baltymas.

4. Budas pagal 3 punktg, kur sumaisius sudétinj baltyma su imunoadjuvantu
ir paruoSus emulsijg, sudétinis baltymas susvirk§€iamas | triuSio nugaros poodj; po
pirminés imunizacijos tris kartus atliekama pakartotina imunizacija tam, kad bty

gautas antiserumas.

5. Bidas pagal 4 punkta, kur antiserumas yra iSgryninamas, naudojant
peptidy giminingumo chromatografija, siekiant gauti iSgrynintg triusio antikling pries
Nilaparvata lugens PCE3 polipeptida.
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