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MONOKLONINIAI ANTIKUNAI PRIES PAPRASTOJO KARPIO B-ENOLAZE

Technikos sritis

ISradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sri¢iai. Jis apraso naujy monokloniniy antikdny prie§
paprastojo karpio B-enolaze, sukirima.

Technikos lygis

Enolazé (fosfopiruvato hidratazé, EC 4.2.1.11) yra metalofermentas, dalyvaujantis gliukozés
metabolizme, kurio metu katalizuoja 2-fosfoglicerato virtimg, fosfoenolpiruvatu [Nakagawa and
Nagayama. Comp. Biochem. Physiol. 1991, 98B, pp. 355-359; Diaz-Ramos et al. J Biomed
Biotechnol. 2012]. Fermentas yra aptinkamas mikroorganizmuose ir Zinduoliuose, o jo aminoriigégiy
seka tarp skirtingy rasiy sutampa daugiau nei 50 % [Witkowska et al. FEMS Immunol Med Microbiol.
2005, 45, pp. 53-62]. Enolazé yra tyrinéta ir iSgryninta i$ ivairiy organizmuy; i§ Zmogaus, vistos, triusio,
vaivorykstinio upétakio, Ziurkés raumeny; i§ mieliy: Saccharomyces cerevisiae; i§ augaly: bulviy ir
Spinaty, ir iSskirtingy bakteriju; Escherichia coli, Chloroflexus aurantiacus, Thermus aquaticus ir kity
[Van der Straetenet al. Plant Cell. 1991, 3, pp. 719-735; Nakagawa and Nagayama. Comp. Biochem.
Physiol. 1991, 98B, pp. 355-359; Zadvornyy et al. Front BioengBiotechnol. 2015, 3]. Stuburiniuose
gyvunuose enolazé yra aktyvus dimeras (subvieneto molekuliné masé apie 50 kDa) ir yra aptinkama
trijy izoformuy: a, B ir y [Kleine-Tebbe and Jakob, Springer. 2015, pp.383-384]. a-enolazé (Eno1) yra
ekspresuojama daugelyje audiniy, B-enolazé (Eno3) daugiausia randama raumeny audiniuose ir y-
enolazé (Eno2) aptinkama neuronuose ir neuroendokrininiuose audiniuose [Diaz-Ramos et al. J
Biomed Biotechnol. 2012]. 1983 m. i§ paprastojo karpio buvo pirma kartg i8gryninta ir apibadinta B-
enolazé [Pietkiewicz et al. Comp. Biochem. Physiol. 1983, 75B, pp. 693-698].

Zuvis yra vienas i$ pagrindiniy maisto alergenu, sukeliangiy alergijas daugiau nei 1 % viso pasaulio
gyventojy. Yra Zinoma, kad pacientai gali biti alergiski vienai specifiniai Zuviai arba isijautrine kelioms
skirtingoms Zuvy rdG8ims. Alergijos simptomai (dilgéliné, viduriavimas, vémimas, bronchy
susiauréjimas ir kt.) gali paveikti pacienty oda, kvépavimo takus ir virSkinamajj trakta ne tik suvalgius
Zuvies bet ir gaminant 2uvies patiekalus. Yra atvejy, kuomet Zuvis gali sukelti Zmogui ir sunkig
alerging reakcijg — anafilaksijg. Zuvy alergenai yra parvalbuminai, enolazés, aldolazés, kolagenas,
tropomiozinai ir vitelogeninai [Kleine-Tebbe and Jakob. Springer. 2015, pp. 381-394; Matricardi et al.
John Wiley & Sons Ltd. 2016, pp. 173-177]. 2003 m. B-enolaze (50 kDa) ir aldolazé (40 kDa) buvo
apibudinti kaip nauji Zuvies alergenai, i$gryninti i& Atlantinés menkés, ladiSos ir tuno. Kaip
parvalbuminai, jie buvo aptikti Zuvies raumenyse ir pasirodée esantys jautrls terminiam apdorojimui.



Taikant imunofermentinés analizés (IFA) metodg buvo atliktas imunoglobulino E (IgE) inhibicijos
eksperimentas, kuris parodé galima tarp rdsinj kryZminj reaktyvuma tarp atrasty, B-enolaziy ir
aldolaziy [Kuehn et al. Clinical Et Experimental Allergy. 2013, pp. 81 1-822]. Siuo metu yra Zinomos
penkios B-enolazés, iSskirtos i$ Atlantinés menkés (Gad m 2), vistos (Gal d 9), dryZuoto $amo (Pan
h 2), Atlantinés lasiSos (Sal s 2) ir geltonpelekio tuno (Thu a 2), kurie yra pripaZinti alergenais
Pasaulio sveikatos organizacijos ir Tarptautinés imunologiniy draugijy sajungos.

Gydant alergijg Zuviai pacientams yra patariama visigkai vengti Zuvies valgymo, nors dalis jy galéty
valgyti tik tam tikras Zuvy riSis. Svarbus Zingsnis, siekiant pagerinti kiekvieno paciento gyvenimo
kokybe, yra nustatyti konkregig Zuvj ir jos specifinj alergena, kuriam pacientas yra alergiSkas [Kleine-
Tebbe and Jakob. Springer. 2015, pp. 381-94]. Asmuo, kuris buvo jsijautrines menkei ir Nilo ederiui,
galéjo toleruoti lasi8g ir tuna, kadangi jis buvo alergi$kas tik menkés ir Nilo eSerio B-enolazéms ir
aldolazems [Kuehn et al. Letter Ann Allergy Astma Immunol. 2014]. Zuvy ekstraktai yra baltymy
misiniai, i8skirti i Zuvies raumens, filé ar visos Zuvies. Sie ekstraktai yra naudojami odos drio
testuose, nustatant pacientams jsijautrinima Zuviai [Ruethers et al. Allergy. 2019, 74, 1352-1363].
TacCiau tokie natlralls ekstraktai pasizymi keliais trikumais, lemiangiais ju prasta kokybe: sudétyje
yra neistirty nealerginiy medZziagy, ter8aly, proteaziy, nedidelé pagrindinio alergeno koncentracija ir
t.t. ISsamesnis alergeno ekstrakto apibddinimas ir standartizuotas jo paruosimas i natdralaus altinio
galety pagerinti ekstrakto sauguma ir efektyvuma alergijos diagnostikoje [Valenta et al. J Aliergy Clin
Immunol Pract. 2018, 6, pp. 1845-1855].

Hibridomy technologija yra plaiai taikomas metodas skirtas monokloniniy antikny (MAK) karimui.
MAk gebéjimas atpazinti ir prisijungti prie specifinés antigeno srities, leidZia juos pritaikyti véZio,
autoimuniniy ligy ir alerginiy ligy (astma ir atopinis dermatitas) terapijoje [Landolina and Levi-
Schaffer. Br J Pharmacol. 2016, 173(5), pp. 793-803; Chandrasekaran and Sivakumaran.
International Journal of Scientific and Research Publications. 2018, 8, pp. 319-338]. MAk, sukurti
prie$ konkrety alergeno komponenta, galéty biiti pritaikyti alergeno ekstrakto standartizavimui, ty.
aptikti ir jvertinti komponento kiekj pagiame ekstrakte. Keliems $akotosios sienZolés (lot. Parietaria
Judaica) alergeno komponentams specifiniai MAk buvo panaudoti siekiant standartizuoti i§
Sakotosios sienZolés i8skirtg ekstrakta. Tuo tarpu MAk pries Der p 1 ir Der f 1 buvo pritaikyti jvertinant
Siy komponenty kiekj komerciniuose namy dulkiy erkiy, atitinkamai, Dermatophagoides
pteronyssinus ir Dermatophagoides farinae ekstraktuose [Afferni et al. Biologicals. 1995, 23, pp. 239—
247, Chapman et al., J Allergy Clin Immunol. 1987, 80(2), pp. 184-194]. Taip pat alergenams
specifiniai MAk gali bati pritaikyti alergenu, tokiy kaip B-laktoglobulino, kazeino, ovalbumino, lizocimo,
parvalbumino, tropomiozino ir kt., aptikimui maisto produktuose, kurie galéty sukelti gyvybei
pavojingg reakcija (anafilaksinj Soka) jautresniems asmenims [Sharma et al. Food and Drug
Administration Papers. 2017, 8, pp. 65-121]. Kalbant apie alergijg Zuviai, polikloniniai antikdnai pries
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Atlantinés menkés parvalbuming buvo pritaikyti kuriant dviepitope IFA sistema, skirta Zuvies
nustatymui maisto produktuose [Fzeste and Plassen. Journal of Immunological Methods. 2018, 329,

pp. 45-55]. Keletas komerciniy, IFA rinkiniy yra sukurti kiekybiniam Zuvies parvalbumino jvertinimui
maisto produktuose, tokiuose kaip vyne, sriuboje, padaZuose, krekeriuose, surime ir kt.

Paprastasis karpis (lot. Cyprinus carpio) yra viena i§ daZniausiai valgomy ir studijucjamy Zuvies rasiu.
Buvo parodyta, kad karpio parvalbuminas turi tam tikrus IgE epitopus, kurie yra aptinkami ir kity rasiy
Zuvyse, todél manoma, kad $is alergenas galéty bati pritaikytas in vitro ir in vivo Zuvies alergijos
nustatymui [Sharp and Lopata. Clin Rev Allergy Immunol. 2014, 46(3), pp. 258-271, Swoboda et al.
J Immunol. 2002, 168, pp. 4576-4584]. Nors parvalbuminai yra laikomi pagrindiniais Zuvy alergenais,
tyrimai parodé, kad pacientai yra sijautring ir kitems Zuvy alergenams: B-enolazei ir aldolazei [Kuehn
et al. Clinical Et Experimental Allergy. 2013, pp. 811-822). Neseniai paprastojo karpio B-enolaze
oficialiai pripaZinta alergenu ir uZregistruota Cyp ¢ 2 pavadinimu WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros
duomeny bazéje http://www.allergen.org/index.php.

Néra informacijos apie monokloniniy antikiiny prie$ paprastojo karpio B-enolaze kidrima. Sukurti MAk
yra prieS Zmogaus a-enolaze [US9382331B2, publ. 2016), prie§ Aspergillus fumigatus lasteliy
pavirSiuje esanCig enolaze [Yadav and Shukla. FEMS Microbiology Letters. 2019, 366], pries
streptokoko pavirSiaus enolazg [Fontan et al. J Infect Dis. 2000, 182, pp. 1712-1721], prie$
pjautuvinio plazmodijaus (lot. Plasmodium falciparum) enolaze [Pal-Bhowmick et al. J Vect Borne
Dis. 2006, 43, pp. 43-52], prie§ Chaetomium globosum enolaze [Green-BJ. Monoclonal antibodies
in immunodiagnosis and immunotherapy. 2014, 33] ir prie§ Zmogaus neuronams bidingg enolaze
(NSE, y-enolase) [Frikke et al. Brain Res. 1987, 417, pp. 283-292; Seshi and Bell CE. Hybridoma.
1985, 4 pp. 13-25].

Auksciau pateikta informacija sidlo, kad MAKk prie$ paprastojo karpio B-enolaze kirimas galéty tapti
[rankiu, skirtu i8samesniam alergeno apibadinimui ir biti pritaikytam standartizuoti natdralius karpio
ir kity Zuvy ekstraktus ar maisto produktus, naudojamus nustatant pacienty alergija Zuviai.

ISradimo esmé
ISradimo tikslas buvo sukurti naujas hibridiniy lgsteliy linijjas, sekretuojanéias monokloninius
antiklnus prie§ paprastojo karpio B-enolaze.

Sis i§radimas pateikia dvi naujas hibridiniy Igsteliy linijas: 14F3 ir 6E4, kurios sekretuoja MAK prie$
B-enolaze. Antikiinai atpaZista rekombinanting paprastojo karpio B-enolaze, sulieta su maltoze
surisanéiu baltymu (MBP), susintetintg E. coli bakterijose. MAk 6E4 taip pat sgveikauja su B-enolaze,
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esancia komerciniuose karpio ir kity Zuvy risiy ekstraktuose, bei laboratorijos sglygomis paruostame
karpio ekstrakte.

Pateikiamas iSradimas, kuriame monokloniniai antikiinai atpaZista tokig aminorag3éiy sekg SEQ ID:
Nr.1

MSISKIHAREILDSRGNPTVEVDLYTAKGRFRAAVPSGASTGVHEALELRDGDKTRYLGKGTQKAV
DHVNKEIAPKLIEKKFSVVEQEKIDKFMLELDGTENKSKFGANAILGVSLAVCKAGAAEKGVPLYRHI
ADLAGNKDVILPVPAFNVINGGSHAGNKLAMQEFMILPVGAKNFHEAMRIGAEVYHNLKNVIKAKY

GKDATNVGDEGGFAPNILENNEALELLKSAIEKAGYPDKIIIGMDVAASEFFKNGKYDLDFKSPDDP
KRHITGDQLGDLYKSFIKNYPVQSIEDPFDQDDWENWSKFTGSVDIQVVGDDLTVTNPKRIQQACE
KKACNCLLLKVNQIGSVTESIQACKLAQSNGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPC
RSERLAKYNQLMRIEEELGDKAKFAGKDFRHPKL

arba panasSias aminorlig3¢iy sekas, kuriy identiSkumas yra daugiau nei 60 %, pageidautina bent
95%.

Tinkamiausias $io iradimo |gyvendinimo variantas pateikia iSsamesnj B-enolazés, kaip alergeno,
apibldinima, naujai sukurtais monokioniniais antiktnais.

Kitas pageidaujamas $io i$radimo jgyvendinimo variantas yra monokloniniy antikdny pritaikymas B-
enolazés aptikimui maisto produktuose arba komerciniuose karpio ekstraktuose.

Pabaigai, iSradimas pateikia galima monokloniniy antikiiny pritaikyma, kuriant diagnostinj rinkinj,
skirta B-enolazés aptikimui maisto produktuose arba komerciniuose karpio ekstraktuose.

Siame i$radime sitlomi monokloniniai antikdnai yra nauji ir skiriasi nuo analogy i$ kity $altiniy bei
anksciau apraSyty monokloniniy antikinu.

Toliau iSradimas yra apraSomas i§samiau, su nuorodomis i pridedamus paveikslus ir pavyzdzius.

Trumpas paveiksly apradymas
1 pav. pavaizduotas PGR klony analizés vaizdas.

2 pav. pavaizduotas baltymy elektroforezés gelio vaizdas, gautas iSanalizavus méginius po MBP-
Eno raiskos indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamieno bakterijose ir patikrinus tirpig ir netirpia [asteliy

lizato frakcijas.

3 pav. pavaizduotas baltymy elektroforezés vaizdas, gautas i$analizavus iSgrynintg rekombinantinj
MBP-Eno baltymg, naudojant MBP Trap HP kolonéle su ,Dextrin Sepharose High Performance”
sorbentu.
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4 pav. pavaizduotas imunoblotingo vaizdas, gautas su rekombinantiniu paprastojo karpio MBP-Eno
baltymu, rekombinantiniu Eno (atskeltas nuo MBP-Eno su TEV proteaze) baltymu, rekombinantiniu
MBP baltymu ir E. coli Tuner (DE3) Iasteliy lizatu, naudojant hibridomos 6E4 klono sekretuojamus
monokloninius antikinus.

S pav. pavaizduotas imunoblotingo vaizdas, gautas su komerciniais Zuvy ekstraktais, naudojant
hibridomos 6E4 klono sekretuojamus monokioninius antikznus.

6 pav. pavaizduotas imunoblotingo vaizdas, gautas su rekombinantiniu paprastojo karpio MBP-Eno
baltymu, komerciniu karpio ekstraktu (DST), laboratorijoje paruodtu natiraliu karpio ekstraktu ir
rekombinantiniu MBP baltymu, naudojant hibridomos 6E4 klono sekretuojamus monokloninius
antiklinus.

7 pav. pavaizduotas imunoblotingo vaizdas, gautas su MBP-Eno méginiu po indukcijos E. coli Tuner
(DE3) kamieno bakterijose, MBP-Eno-C1 méginiu po indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamieno
bakterijose, MBP-Eno-C2 méginiu po indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamieno bakterijose ir
rekombinantiniu MBP baltymu, naudojant hibridomos 6E4 kiono sekretuojamus monokloninius
antiklnus.

Detalus iSradimo aprasymas

Rekombinantiné paprastojo karpio B-enolazé, sulieta su MBP, buvo susintetinta E. coli bakterijose,
iSgryninta ir panaudota kuriant naujas hibridomas. Procediiros buvo atliktos $ios srities specialistams,
naudojant patvirtintus protokolus, parasytus pagal anks&iau aprasytg hibridomy_technologijos
metodg [KOhler and Milstein. Nature. 1975, 256, pp. 495-497).

1) Imunizacija — rekombinantiné paprastojo karpio B-enolaze, sulieta su MBP, sutrumpintai
MBP-Eno, buvo suleidZiama BALB/c linijos peléms po oda. Prie injekcija, MBP-Eno (antigenas)
tirpalas buvo lygiu tiriu sumaiSomas su pilnu Freund‘o adjuvantu.

2) Praéjus 4 savaitéms peléms dar kartg buvo suleidZiamas toks pat antigeno tirpalo kiekis,
pries$ tai antigeno tirpala sumaiSius su nepilnu Freund‘o adjuvantu.

3) Dar po 4 savaiiy peléms buvo suleidZiamas toks pat antigeno kiekis be adjuvanto.
Imunizacijy metu buvo keleta karty tikrinama, ar imunizuoty peliy kraujo serume atsirado antikdny
prie$ antigena. Tikrinimui buvo naudojamas imunofermentinés analizés (IFA) metodas.

4) Pakartotiné imunizacija — pragjus 4 savaitéms po tregios imunizacijos, pasirinktai pelei buvo
suleidziamas toks pat antigeno kiekis be adjuvanto.

5) Pragjus 3 dienoms po pakartotinés imunizacijos, pelés bluZnies lastelés buvo sulietos su
pelés mielomos Sp 2/0 Igstelémis, suliejimo agentu buvo naudotas polietilenglikolis (PEG, Sigma).
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6) Sukurty hibridiniy Iasteliy klony (hibridomu) specifiSkumas buvo tikrinamas IFA metodu. Sio
tyrimo metu buvo nustatoma, ar hibridomos sekretuoja antikiinus pries B-enolaze.
7) Hibridomos buvo apibldintos nustatant jy sekretuojamy MAk poklasj ir itiriant ju
specifiSkumg IFA ir imunoblotingo metodais.
8) Identifikavus hibridomas, kurios sekretuoja antikiinus prie$ B-enolaze, buvo klonuojamos,
padauginamos ir uzSaldomos tolimesniam saugojimui.
9) Hibridomy sekretuojami antikinai buvo apibadinti metodais:
a. IFA irimunoblotingu, naudojant kaip antigenus rekombinantine paprastojo karpio B-enolaze,
sulietg su MBP (MBP-Eno), rekombinantinj Eno (atskelta nuo MBP-Eno su TEV proteaze) baltymg
ir rekombinantini MBP baltyma,
b.  Imunoblotingu, naudojant bakterijy E. coli Tuner (DE3) Igsteliy lizata.
¢. IFA ir imunoblotingu, naudojant kaip antigenus komercinius karpio ir kity Zuvy rasiy
ekstraktus.
d. Imunoblotingu, naudojant laboratorijos sglygomis paruostg karpio ekstrakta.
e. IFA ir imunoblotingu, naudojant kaip antigenus rekombinantini MBP-Eno baltyma,
rekombinantinj MBP-Eno-C1 baltyma, rekombinantini MBP-Eno-C2 baltymg ir rekombinantinj
MBP baltyma,

Taigi, atlikus peliy BALB/c imunizacijas rekombinantiniu MBP-Eno ir suliejus pasirinktos imunizuotos
pelés bluznies Igsteles su mielomos Igstelémis, buvo sukurtos hibridomos, sekretuojancios
monokloninius antikinus prie$ B-enolaze. I8tyrus gauty MAk savybes buvo parodyta, kad MAk 14F3
saveikauja tik su rekombinantiniu MBP-Eno baltymu, o MAk 6E4 atpaZista natyvig B-enolaze i$ E.
coli bakterijy ir Zuvy ekstrakty,

Hibridomas 14F3 ir 6E4 apibidina $ie poZymiai.

Morfologiniai poZymiai. Hibridiniy Igsteliy kionai yra sferinés formos, turi stamby branduolj. Auginami

suspensijoje pasiZzymi silpna adhezija ant plastiko pavirSiaus.

Lasteliy kultdros kilmé. Hibridomos gautos suliejus imunizuotos BALB/c linijos pelés bluznies Iasteles

su pelés mielomos Igsteliy linija Sp 2/0.

Lasteliy kultdros poZymiai. Hibridomy kultivavimo salygos standartings: augimo terpé yra Dulbecco
modifikuota Eagle terpé su 2 mM L-glutamino, 200 pg/mL gentamicino ir 15 % embrioninio veriuko
serumo. Hibridomos kultivuotos plastiko induose, skirtuose Igsteliy kultdry auginimui. Lastelés
perséjamos kas 3-4 dienas, 50-100 tikstangiy Iasteliy mililitre terpés. Hibridomos auginamos
inkubatoriuje, kurio atmosferoje yra 5 % CO., esant 37 °C temperatrai. ligalaikiam saugojimui
hibridinés lastelés uz8aldomos embrioniniame verSiuko serume su 10 % dimetilsulfoksido (DMSO) ir
laikomos skystame azote. UZ8aldymo salygos: 1 x 10°-2 x 108 Igsteliy mililitre, temperatiros rézimas:
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-1 °C per minute iki - 70 °C. Praéjus 24 val. ampulés su uz8aldytomis lastelémis perkeliamos | skystg
azota. Kultary atgaivinimui ampulés atSildomos 37 °C temperatiiros augimo terpéje be serumo,
centrifuguojamos 5 min. 200 x g greiiu ir dar kartg suspenduojamos lasteliy augimo terpéje su
serumu. Lasteliy gyvybingumas po at$ildymo 70-80 %.

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

Hibridomy produktyvumas. Monokloniniy antikliny sekrecijos lygis augimo terpéje yra 10-30 pg/ml.

Antikliny sekrecijos stabilumas iki 5 lasteliy kultiros perséjimu.

Produkty charakteristika. Hibridomos 14F3 ir 6E4 sekretuoja IgG klasés, 1gG2b poklasio MAk, kurie
specifiniai paprastojo karpio B-enolazei.

Buvo nustatyta, kad hibridomy 14F3 ir 6E4 sekretuojami monokloniniai antikiinai atpaZista karpio B-
enolazés aminoriagsciy sekg SEQ ID Nr.1.

Si aminoriig&éiy seka atitinka paprastojo karpio B-enolazés aminorigs$ciy seka, kuri buvo nustatyta
Vilniaus universitete Gyvybés moksly centre Biotechnologijos institute (AWS00995.1:
https://www.ncbi.nlm.nih.qov/protein/AWS00995.1).

Kitos Zuvy rusys irgi ekspresuoja B-enolaze, kuriy pirminé seka gali keliomis aminoragstimis skirtis
nuo sekos SEQ ID Nr. 1.

Atlikus papildomus imunoblotingo eksperimentus su MAk 6E4 ir trumpesniais rekombinantiniais -
enolazés variantais (MBP-Eno-C1 ir MBP-Eno-C2), buvo patikslintas (susiaurintas) B-enolazés
aminortgsciy sekos regionas (SEQ ID Nr. 2), kurj atpaZjsta hibridomos 6E4 sekretuojami antikiinai.
SEQ ID Nr. 2:

KDVILPVPAFNVINGGSHAGNKLAMQEFMILPVGAKNFHEAMRIGAEVYHNLKNVIKAKYGKDATN
VGDEGGFAPNILENNEALELLKSAIEKAGYPDKIIIGMDVAASEFFKNGKYDLDFKSPDDPKRHITGD
QLGDLYKSFIKNYPVQSIEDP

Anksciau aprasytas monokloninis antikinas anti-ENO1 skiriasi nuo MAK, susintetinty hibridomy 14F3
ir 6E4, kadangi jis specifinis Zmogaus a-enolazei [US9382331B2]. Tuo tarpu MAk 8304
EB11.6A19L10, 8304 CF5.5L2, 8304 AD9.1L3, 8304 AG4.5A1, 8304 CE9.3A1, 8304 EB11.3A1 ir
8304 EF7.6A1 reaguoja su Zmogaus neuronams bidinga enolaze. Ankséiau apradytas monokloninis
antikinas R-5 yra sukurtas prie$ Aspergillus fumigatus lasteliy pavirsiuje esandig enolaze, o MAk
1A10 ir 5F3 prie$ streptokoko pavirSiaus enolazg ir reaguoja su Zmogaus a-enolaze. Anksgiau
aprasytas monokloninis antikiinas 1C7 yra specifinis Chaetomium globosum enolazei.

ISradimo jgyvendinimo variantai
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Toliau pateikiama informacija apie konkreius rekombinantinés karpio B-enolazés, sulietos su
maltoze suriSanciu baltymu (MBP), klonavimu, sinteze E. coli bakterijose ir gryninimu. Taip pat
informacija apie konkrec€ius naujy MAk sukarimo ir jy savybiy pavyzdZius. Sie pavyzdZiai ir lentelés
pateikiami iliustraciniais tikslais ir neapriboja $io i§radimo esmés.

1 pavyzdys.
Karpio B—enolazés klonavimas ir raiSka E. coli bakterijose

Visa (totaliné) mRNR buvo izoliuota i§ karpio skeleto raumeny naudojant rinkinj ,Quick-RNA Miniprep
Kit” (R1054, Zymo Research) pagal gamintojo rekomendacijas. Pirmosios grandinés kopijiné DNR
(kDNR) buvo paruodta naudojant rinkinj ,RevertAid H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit”
(K1631, Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas. Enolaze koduojanti kKDNR buvo
amplifikuota naudojant tokius pradmenis:

5-GAGATCTATGTCCATCAGTAAGATTCACGCTCG (SEQ ID Nr. 3) ir

5-CGTCGACTCAGAGTTTGGGGTGGCGGAA (SEQ ID Nr. 4), turingius atitinkamai Bglll ir Sall
skelimo sekas (pabraukta). Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) atlikta naudojant rinkinj ,Phusion
Flash High-Fidelity PCR Master Mix” (F548S, Thermo Fisher Scientific) 25 uL reakcijos tiryje.

Amplifikacijos reakcija apima pradinés denatlracijos etapg 98 °C temperatiroje 10 sek. 35
amplifikacijos ciklus, sudarytus i§ denatiracijos 1 sek. 98 °C, uZsodinimo 5 sek. 54 °C ir sintezés 30
sek. 72 °C etapy. Gautas PGR fragmentas yra 1316 baziy pory (bp) dydZio.

PGR fragmentai klonuoti | pJET 1.2 vektoriy (K1231, Thermo Fisher Scientific) ir rekombinantiniai
klonai identifikuoti naudojant PGR su tokiais pradmenimis: 5-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
(SEQ ID Nr. 5) ir 5-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG (SEQ ID Nr. 6). Amplifikacijos reakcija
apima pradinés denatliracijos etapg 94 °C temperattroje 2 min. 30 amplifikacijos cikius sudarytus i$
denatlracijos 30 sek. 94 °C, uZsodinimo 20 sek. 60 °C ir sintezés 1 min. 72 °C etapy. Gauti
fragmentai analizuoti elektroforeze 1 % agarozés gelyje (1 pav.).

1 pav. atkartoja PGR klony analizés vaizda. Takeliai 1-15. Penkiolika rekombinantiniy klony
iSanalizuota elektroforeze 1 % agarozés gelyje. Takelis 16: DNR standarty rinkinys ,GeneRuler
Ladder mix“ (SM0331, Thermo Fisher Scientific) ($alia paZyméti fragmenty dydZiai tokstangiais baziy
pory).

Insertai i penkiy rekombinantiniy plazmidZiy (1 pav. takeliai Nr. 3, 6, 11, 12 ir 13) buvo sekvenuoti.

Kiono Nr.11 seka (https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/MH255788.1) buvo pakankamai artima -

enolazes dalines sekos duomenims, publikuotiems kaip seka GenBank: LHQP01000860.1, Cyprinus
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carpio isolate UL-001 Contig859 ir daliné seka GenBank: LHQP01019434.1, Cyprinus carpio isolate
UL-001 Contig19452. Insertas i$ analizuoto klono Nr.11 buvo pasirinktas raiskai E. coli bakterijose.

DNR fragmentas i§ rekombinantinio klono Nr. 11 plazmidés buvo iSkirptas naudojant fermentus Bglil
ir Sall ir klonuotas | pET28-MBP-TEV plazmide (#69929, Addgene), kuri buvo perkirpta fermentais
BamHI ir Xhol. Atrinkti rekombinantiniai klonai buvo identifikuoti restrikcinés ir PGR analizés pagalba.

RaiSkos plazmidé pET28-MBP-TEV-Eno-11 buvo transformuota | bakterijy E. coli Tuner (DE3)
kamieng,. B-enolazés biosintezé buvo indukuota pridedant 0,1 mM IPTG esant Iasteliy optikai ODggo
= 0,8 ir toliau kultyvuojant Iasteles dar 3-3,5 val. dviejose temperatiirose: 25 °C ir 37 °C. Lastelés
buvo suardytos naudojant ultragarsg (Bandelin Sonopuls HD 3100, Bandelin Electronic). Tirpi ir
netirpi Iasteliy lizato frakcijos buvo atskirtos centrifuguojant bei iSanalizuotos naudojant 12 % natrio
dodecilsulfato poliakrilamidinj gelj redukuojangiomis sglygomis (2 pav.).

2 pav. atkartoja baltymy elektroforezés gelio vaizda, gauta po MBP-Eno raiskos indukcijos E. coli
Tuner (DE3) kamieno bakterijose ir iSanalizavus tirpia ir netirpig lasteliy lizato frakcijas.

1 takelis: Igsteliy lizatas (ODsoo = 0,8) prie$ indukcija.

2ir 5 takeliai: tirpi lgsteliy lizato frakcija po indukcijos kultivuoty atitinkamai 25 °C ir 37 °C.

3 ir 6 takeliai: netirpi Iasteliy lizato frakcija po indukcijos kultivuoty atitinkamai 25 °C ir 37 °C.
4 ir 7 takeliai: visa lgsteliy lizato frakcija po indukcijos kultivuoty atitinkamai 25 °C ir 37 °C.

8 takelis: baltymy molekulinio svorio standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific).

2 pavyzdys.

Rekombinantinés karpio B-enolazés, sulietos su maltoze suri$anéiu baltymu (MBP),
gryninimas

1 g indukuotos E. colibiomasés buvo suspenduota 5 ml 20 mM natrio fosfatiniame buferiniame tirpale
(pH 7,4), kartu su 200 mM natrio chlorido (NaCl), 1 mM etilendiamintetraacto riigstimi (EDTA),
SvieZiai pridétu 1 mM ditiotreitoliu (DTT) ir 1 mM fenilmetilsulfonilchlorido (PMSF) tirpalu. Suspensija
buvo patalpinta | ledo vonig ir veikiama 15 sek. ultragarso impulsais (bendras sonikavimo laikas
meéginiui yra 2 min.). Biomases lizatas centrifuguotas 20 min., 20000 x g. Supernatantas praskiestas
santykiu 1:6 su 20 mM natrio fosfatiniu buferiniu tirpalu (pH 7,4), turingiu 200 mM NaCl ir 1 mM EDTA.
Prie§ chromatografijg praskiestas supernatantas filtruotas per 0,45 um pory filtrg (Millex-HV, Merck
Millipore).
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Chromatografinis gryninimas buvo atliktas su AKTA purifier 100 chromatografine sistema, naudojant
meéginio pompg P-960 ir frakcijy kolektoriy Frac-920 (GE Healthcare Bio-Sciences AB) ir 1 ml MBP
Trap HP kolonéle su ,Dextrin Sepharose High Performance” sorbentu (GE Healthcare Bio-Sciences
AB). Tekejimo greitis 1 ml/min. (0,5 ml/min. méginio uzne$imo metu). Kolonélé nulygsvarinta su
maziausiai 10 kolonélés tariy (CV) suri§imo buferiniu tirpalu (20 mM natrio fosfatinis buferis (pH 7,4),
su 200 mM NaCl ir 1 mM EDTA). Supernatantas, turintis rekombinantini MBP-Eno baltyma, buvo
uznestas ant kolonélés, kuri po to buvo praplauta su maziausiai 10 CV surig&imo buferiniu tirpalu.
Eliucija atlikta su 5 CV eliucijos buferiniu tirpalu (turindiu 10 mM maltozes), buvo renkamos
chromatografinés eliucijos frakcijos.

Bendra baltymo koncentracija surinktose frakcijose nustatyta Bradfordo metodu naudojant serumo
albumino standartg. Chromatografijos frakcijos, turinéiomis MBP-Eno baltyma, buvo i§analizuotos
redukuojaniomis salygomis 12 % poliakrilamido gelyje, atliekant natrio dodecilsulfato
poliakrilamidinio gelio elektroforeze (SDS-PAGE). Baltymai gelyje nudazyti su rinkiniu ,PageBlue™
Protein Staining Solution” (24620, Thermo Fisher Scientific).

MBP-Eno frakcijy analizé SDS-PAGE parodyta 3 pav. Frakcijos, turinéios MBP-Eno baltyma
(molekuliné masé 91,7 kDa), yra atkabinamos nuo sorbento su 10 mM maltozés buferiniu tirpalu.
Prasokimo frakcijose MBP-Eno baltymo kiekis yra nedidelis. MBP-Eno kiekis eliucijos frakcijose buvo
nustatytas Bradfordo metodu, i$ 1 g pradinés biomasés gauta apie 5 mg MBP-Eno.

3 pav. atkartoja baltymy elektroforezés vaizda, gauta i$analizavus i§gryninta rekombinantinj MBP-
Eno baltymg, naudojant MBP Trap HP kololonéle su ,Dextrin Sepharose High Performance*
sorbentu.

1 takelis: baltymy molekulinio svorio standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific).
2 takelis: biomasés lizato supernatantas.
3 ir 4 takeliai: praSokimo frakcijos.

5-10 takeliai: eliucijos frakcijos su 10 mM maltozés buferiniu tirpalu.

3 pavyzdys.
Hibridiniy lasteliy linijy, sekretuojanciy monokioninius antikiinus pries$ rekombinantinj

paprastojo karpio MBP-Eno, sukiirimas

BALBI/c linijos pelés buvo imunizuojamos i§grynintu rekombinantiniu paprastojo karpio MBP-Eno
(antigenu), susintetintu bakterijose E. coli. Pelés buvo imunizuojamos suleidZiant joms po oda 50 Mg

antigeno misinio su pilnu Freund'o adjuvantu. Pragjus 4 savaitéms po pirmosios imunizacijos, peléms
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buvo antrg kartg suleista 50 ug antigeno misinio su nepilnu Freund‘o adjuvantu. Dar po 4 savaidiy
pelés buvo imunizuojamos suleidZiant 50 pg antigeno misinio be adjuvanto. Imunizacijy metu buvo
tikrinamas antigenui specifiniy antikiny titras imunofermentinés analizés (IFA) metodu. Hibridizacija
buvo atlikta pragjus 3 dienoms po paskutinés papildomos antigeno injekcijos pasirinktai pelei.

Imunizuotos pelés bluZnies Igstelés buvo sulietos su pelés mielomos Sp 2/0 Igstelémis, neturingiomis
hipoksantin-guanin-fosforiboziltransferazés, neaugantios selektyvioje hipoksantino-aminopterino-
timidino (HAT) terpeje (10 M hipoksantino 1,6 x 10° M timidino, 4 x 107 M aminopterino) ir
nesekretuoja imunoglobuliny. Suliejimas buvo atliekamas inkubuojant lasteles 5 min. su
polietilenglikolio (PEG) tirpalu Dulbecco modifikuotoje Eagl'o terpéje (DMEM) su 2 mM L-glutaminu,
200 pg/mL gentamicinu. Mielomos ir bluZnies Igsteliy santykis hibridizacijos metu — 1:4,5. Po
hibridizacijos lastelés buvo atplaunamos beserumine DMEM terpe, suspenduojamos selektyvioje
HAT terpéje ir iSséjamos | ploksteles (po 2,6 x 10°Igsteliy | $ulinélj). Hibridiniai klonai uZaugo pragjus
5-10 dieny po suliejimo. Netiesioginés IFA metodu buvo tikrinama Igsteliy augimo terpé, nustatant
ar klonai gamina antigenui specifinius antikinus. Kas 4-5 dienas buvo pakeitiama pusé Igsteliy
augimo terpés. Pirma kartg HAT terpé buvo kei€iama | hipoksantino-timidino (HT) terpe, turin&ia 10-
*M hipoksantino ir 1,6 x 10 M timidino. Véliau HT terpé buvo palaipsniui keitiama | jprastg augimo
terpe. Klonai uZzaugo pragjus 4-7 dienom po klonavimo (ribinio praskiedimo metodu) ir buvo tikrinami
netiesioginés IFA metodu. Atrinkti klonai buvo padauginami, kultivuojami in vitro ir uzsaldomi
ilgesniam saugojimui skystame azote. Sukurtos dvi hibridiniy Igsteliy linijos, sekretuojantios
monokloninius antikinus prie§ MBP-Eno: 14F3 ir 6E4.

4 pavyzdys.
Monokloniniy antikiiny specifiSkumo tyrimas ir poklasio nustatymas
IFA ir imunoblotingo metodai buvo pritaikyti jvertinti antikiiny specifi§kuma, kuriuos sintetina

hibridomy klonai 14F3 ir 6E4. Antikiiny poklasis buvo nustatytas IFA metodu, naudojant poklasio
nustatymo rinkinj (550487, BD Biosciences).

Tyrimy metu buvo nustatyta, kad MAk yra IgG klasés, IgG2b poklasio ir atpaZjstg rekombinantine p-
enolaze (4 pav.). Imunoblotingo metodu buvo parodyta, kad monokloninis antikiinas 6E4 reaguoja
su 50 kDa baltymu, esanéiu jvairiy Zuvy ekstraktuose ir bakterijy E. coli Turner (DE3) lizate, kuris
pagal molekuling masg atitinka B-enolaze (4 ir 5 pav.).

Taigi, sukurti monokloniniai antikiinai yra specifiniai -enolazei.
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] Reakcija su skirtingais antigenais
Hibridomy, ]
klonai Fokiasis IFA Imunoblotingas
MBP-Eno MBP | MBP-Eno | Eno | MBP | E. colilizatas
14F3 IgG2b + - - - - -
6E4 lgG2b + - + + - +

1 lentelé. Pateikiami duomenys apie hibridomy 14F3 ir 6E4 sekretuojamy antikiiny specifiskuma ir
poklasius.

4 pav. atkartoja imunoblotingo vaizda, gautg su rekombinantiniu paprastojo karpio MBP-Eno
baltymu, rekombinantiniu Eno (atskeltas nuo MBP-Eno su TEV proteaze) baltymu, rekombinantiniu
MBP baltymu ir E. coli Tuner (DE3) Iasteliy lizatu, naudojant hibridomos 6E4 klono sekretuojamus

monokloninius antikdnus.

1 takelis — rekombinantinis iSgrynintas Eno baltymas.

2 takelis - rekombinantinis iSgrynintas MBP-Eno baltymas.

3 takelis — rekombinantinis iSgrynintas MBP baltymas.

4 takelis — bakterijy E.coli Tuner (DE3) Igsteliy lizatas.

M — baltymy molekulinio svorio standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific).

ISsamesniam monokloninio antikdno, sekretuojamo hibridomos 6E4 klono, apibadinimui buvo

nustatytos antikiino sunkiosios ir lengvosios grandiniy aminortg3giy sekos (Synbio Technologies).
Imunoglobulino sunkiosios grandinés aminortigsgiy seka (SEQ ID Nr. 7):

QVQLQQSGAELVRPGASVTLSCKASGYTFIDYEMHWVKQTPVHGLEWIGAIDPETGGTAYNQKFK
GKAILTADKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCSPTLQGDYWGQGTTLTVSS

imunoglobulino lengvosios grandinés aminortgsciy seka (SEQ ID Nr. 8):

DVVMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSDGNTYLYWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFSGVPD
RFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHIPWTFGGGTKVEIK

5 pavyzdys.
Monokloniniy antikiiny kryzminio specifi§kumo tyrimas

IFA ir imunoblotingo metodu istirtas hibridomy 14F3 ir 6E4 sekretuojamy antikiiny kryZzminis
specifiSkumas, t.y. reakcija su karpio ir kity Zuvy rasiy komerciniais ekstraktais (DST).
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Atlikus tyrimg buvo nustatyta, kad gautas MAk 14F3 reaguoja tik su lasiSos ekstraktu, o MAKk 6E4 —
reaguoja su visais ekstraktais. Tai rodo, kad tiek MAk 14F3, tiek MAk 6E4 yra specifiniai ne tik
rekombinantinei paprastojo karpio B-enolazei, bet atpaZista ir kity Zuvy rasiy B-enolaze.

Reakcija su skirtingais antigenais
Hibridomy klonai IFA Imunoblotingas
Ekstraktai
Menkés | Karpio | Silkés | LasiSos | Menkés | Karpio | Silkes | Lasi$os
14F3 - - - + - - - -
6E4 + + + + + + + +

2 lentelé. Pateikiami duomenys apie hibridomy 14F3 ir 6E4 sekretuojamy_antikiiny specifiskuma
skirtingiems Zuvy rasiy ekstraktams.

S pav. atkartoja imunoblotingo vaizda, gautg su komerciniais Zuvy ekstraktais, naudojant hibridomos
6E4 klono sekretuojamus monokloninius antikiinus.

1 takelis — komercinis silkés ekstraktas (f21, DST)

2 takelis — komercinis ladi$os ekstraktas (f41, DST)

3 takelis — komercinis karpio ekstraktas (233, DST)

4 takelis — komercinis menkés ekstraktas (f3, DST)

M - baltymy molekulinio svorio standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific).

Imunoblotingo metodu i8tirtas hibridomos 6E4 sekretuojamy antikiiny pritaikomumas B-enolazés
aptikimui karpio ekstrakte, paruodtame Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Biotechnologijos
instituto Imunologijos ir lastelés biologijos laboratorijoje. Ekstraktas i§skirtas i§ karpio file (~ 4 g),
naudojant fosfatinj buferinj tirpalg (pH 7,4), turintj 0,15 M NaCl.

Eksperimento metu buvo parodyta, kad MAk 6E4 reaguoja su B-enolaze, esandia tiek naujai
paruoStame ekstrakte, tiek komerciniame karpio ekstrakte (f233, DST) ir gali biti taikomas skirtingy
gamintojy karpio ekstrakty apibtdinimui.

6 pav. atkartoja imunoblotingo vaizda, gautg su rekombinantiniu paprastojo karpio MBP-Eno
baltymu, komerciniu karpio ekstraktu (DST), laboratorijoje paruo$tu natdraliu karpio ekstraktu ir
rekombinantiniu MBP baltymu, naudojant hibridomos 6E4 klono sekretuojamus monokloninius

antikGnus.
1 takelis — rekombinantinis iSgrynintas MBP-Eno baltymas.

2 takelis — komercinis karpio ekstraktas (f233, DST).
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3 takelis - i$ karpio filé iSskirtas ekstraktas.
4 takelis — rekombinantinis i§grynintas MBP baltymas.

M — baltymy molekulinio svorio standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific).

6 pavyzdys.
Monokloninio antikiino, sekretuojamo hibridomos 6E4, epitopo nustatymas.

IFA ir imunoblotingo metodu iStirtas hibridomos 6E4 sekretuojamy antikdny specifiskumas
tfrumpesniems rekombinantiniams B-enolazés variantams (MBP-Eno-C1 ir MBP-Eno-C2).
Rekombinantiniai baltymai susintetinti £. coli Tuner (DE3) kamieno 'bakterijose, kaip ir
rekombinantinis MBP-Eno baltymas. Sintezé atlikta Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Iastelés biologijos laboratorijoje.

MBP-Eno (836 aminoriigstys) baltymo seka atitinka SEQ ID Nr. 9.

MBP-Eno-C1 (698 aminoriigtys) yra trumpesnis rekombinantinio MBP-Eno baltymo variantas
(sutrumpintas MBP-Eno baltymo C-galas). Baltymo aminordigsgiy seka atitinka SEQ 1D Nr. 10.

MBP-Eno-C2 (543 aminorligstys) yra trumpesnis rekombinantinio MBP-Eno baltymo variantas
(sutrumpintas MBP-Eno baltymo C-galas). Baltymo aminorig3giy seka atitinka SEQ ID Nr. 11.

Atlikus imunoblotingg buvo nustatyta, kad MAk 6E4 reaguoja su rekombinantiniu MBP-Eno baltymu,
rekombinantiniu MBP-Eno-C1 baltymu, bet nereaguoja su MBP-Eno-C2 baltymu.

7 pav. atkartoja imunoblotingo vaizda, gautg su MBP-Eno méginiu po indukcijos E. coli Tuner (DE3)
kamieno bakterijose, MBP-Eno-C1 méginiu po indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamieno bakterijose,
MBP-Eno-C2 méginiu po indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamieno bakterijose ir rekombinantiniu MBP
baltymu, naudojant hibridomos 6E4 klono sekretuojamus monokloninius antikdnus.

1 takelis — MBP-Eno méginys po indukcijos.

2 takelis — MBP-Eno-C1 méginys po indukcijos.

3 takelis — MBP-Eno-C2 méginys po indukcijos.

4 takelis — rekombinantinis i§grynintas MBP baltymas.

M — baltymy molekulinio svorio standartas (#26616, Thermo Fisher Scientific).
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Palyginus visy rekombinantiniy, baltymy aminorigs¢iy sekas tarpusavyje (8 pav.), buvo nustatyta p-
enolazés aminorigsciy seka (544-698 aminortigstys), kurig atpaZista MAk 6E4 monokloninis
antiktnas ir kurioje yra tikétinas $io antikino epitopas (SEQ ID Nr. 12).



SEQUENCE LISTING
<110> Vilniaus Universitetas
<120> MONOKLONINIAI ANTIKUNAI PRIES PAPRASTOJO KARPIO BETA-ENOLAZE
<130> V83-80
<160> 12

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211l> 433
<212> PRT

<213> Cyprinus carpio
<400> 1
Met Ser Ile Ser Lys Ile His Ala Arg Glu Ile Leu Asp Ser Arg Gly

1 5 10 15

Asn Pro Thr Val Glu Val Asp Leu Tyr Thr Ala Lys Gly Arg Phe Arg
20 25 30

Ala Ala Val Pro Ser Gly Ala Ser Thr Gly Val His Glu Ala Leu Glu
35 40 45

Leu Arg Asp Gly Asp Lys Thr Arg Tyr Leu Gly Lys Gly Thr Gln Lys
50 55 60

Ala Val Asp His Val Asn Lys Glu Ile Ala Pro Lys Leu Ile Glu Lys
€5 70 75 80

Lys Phe Ser Val Val Glu Gln Glu Lys Ile Asp Lys Phe Met Leu Glu
85 90 95

Leu Asp Gly Thr Glu Asn Lys Ser Lys Phe Gly Ala Asn Ala Ile Leu
100 105 110

Gly Val Ser Leu Ala Val Cys Lys Ala Gly Ala Ala Glu Lys Gly Val
115 120 125

Pro Leu Tyr Arg His Ile Ala Asp Leu Ala Gly Asn Lys Asp Val Ile
130 135 140

Leu Pro Val Pro Ala Phe Asn Val Ile Asn Gly Gly Ser His Ala Gly



145

Asn

Asn

Lys

Asp

Glu

225

Ile

Tyr

Gly

Val

Ser

305

Thr

Cys

Ser

val

Lys

Phe

Asn

Glu

210

Leu

Ile

Asp

Asp

Gln

290

Lys

Vval

Asn

Tle

Ser

Leu

Val

195

Gly

Leu

Gly

Leu

Gln

275

Ser

Phe

Thr

Cys

Gln

355

Hig

Ala

Glu

180

Ile

Gly

Lys

Met

Asp

260

Leu

Ile

Thr

Asn

Leu

340

Ala

Arg

Met

165

Ala

Lys

Phe

Ser

Asp

245

Phe

Gly

Glu

Gly

Pro

325

Leu

Cys

Ser

150

Gln

Met

Ala

Ala

Ala

230

val

Lys

Asp

Asp

Ser

310

Lys

Leu
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ISradimo apibréZztis

1. Monokloninis antiklinas, besiskiriantis tuo, kad atpaZjsta aminorlig3&iy seka SEQ ID Nr. 1
arba | ja pana3ig seka, kurios identiSkumas yra bent 95 %.

2. Hibridomos 14F3 lIagsteliy, linija, produkuojanti monokloninius antikinus pagal 1 punkta, kuri
deponuota BCCM ir kurios deponavimo numeris yra LMBP 13806CB.

3. Hibridomos 6E4 lIgsteliy linija, produkuojanti monokloninius antikiinus pagal 1 punkta, kuri
deponuota BCCM ir kurios deponavimo numeris LMBP 13805CB.

4. Hibridomos Iasteliy, linija, pasirinkta i§ grupés, susidedangios i§ 14F3 ir 6E4, produkuojanti
monokloninius antiklinus pagal 1 punkta prie$ paprastojo karpio B-enolaze.

5. Monokloninis antikinas pagal 1 punktg, produkuojamas hibridomos Igsteliy linijos pagal bet kurj
vieng i§ 2-3 punkty, kuris yra IgG klasés.

6. Monokloninis antiklinas pagal 5 punkta, kuris yra pelés monokloninis antikiinas.

7. Monokloninio antikiino pagal 1 punkta arba 5 punktg panaudojimas B-enolazés aptikimui maisto
produktuose arba komerciniuose karpio ekstraktuose.

8. Diagnostinis rinkinys B-enolazés aptikimui maisto produktuose arba komerciniuose karpio
ekstraktuose, apimantis bent monokloninj antikiing pagal 1 arba 5 punkta.
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