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ISradimas apibidina naujus monokloninius antikinus, specifiskus Gardnerella vaginalis vaginolizinui ir
neutralizuojanius jo citolitinj aktyvumg. Sukurtieji monokloniniai antikGinai gali bati taikomi Gardnerella vaginalis
infekcijos diagnostikai.

Isradime apibUdintos naujos hibridomos 9B4, 23A2 ir 3G1, gaminanios neutralizuojanius monokioninius
antikinus prie§ vaginolizing. Hibridomy 9B4 ir 23A2 gaminami antikiinai pasizymi stipresniu neutralizuojaniu
veikimu, nei hibridomos 3G1 gaminami antikiinai. Panaudojant hibridomy 9B4 ir 23A2 geneting medziaga, gali bt
sukurti biofarmacinés paskirties antikanai, kurie gali bti taikomi profilaktiniais ir terapiniais tikslais.
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Sis i%radimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sri¢iai. Jo esmé - naujy monokloniniy

antikiiny prie¥ vaginolizina, kurie neutralizuoja vaginolizino biologinj aktyvuma, sukirimas.

Nuo cholesterolio priklausantys citolizinai priklauso didelei poras formuojantiai toksiny
Seimai, kuriuos gamina daugiau negu 20 1U8iy mikroorganizmy i§ Clostridium,
Streptococcus, Listeria, Arcanobacterium, Bacillus ir kity genéiy. Sie toksinai (daZnai
vadinami citolizinais ar hemolizinais) susije su dermatologinemis infekcijomis
(streptolizinas O, piolizinas), imia karStine, reumatine karStine, faringitu (streptolizinas O),
plauciy infekcijomis (pneumolizinas), listerioze (listeriolizinas O), dalyvauja {vairiy
pneumokokiniy sindromy patogenezéje (pneumolizinas) bei pirminiame audiniy paZeidimo
etape, kuris véliau vystosi | dujing gangreng (perfingolizinas O). Manoma, jog $ie toksinai
rifasi su Seimininky lasteliy membranose esanéiu cholesteroliu, oligomerizuojasi, jsiterpia |
membranas, ir membrana tokiu bidu paZeidZiama. Be to, §ie citolizinai dalyvauja
procesuose, susijusiuose su citokiny sekrecijos ir kity imuninés Sistemos moduliatoriy
indukeija. Taigi, §ie citolizinal yra vieni pagrindiniy virulentiSkumo faktoriy, vystantis
infekcijai, sukeltai minéty bakterijy [Tweten R. K. Infect. Immun., 2005, 73, pp. 6199-
6209].

Vaginolizinas (VLY) yra baltyminis toksinas, kurj gamina bakterijos Gardnerella vaginalis.
Sis baltymas priskiriamas nuo cholesterolio priklausanéiy citoliziny $eimai. Vaginolizino
toksinis poveikis pasireiSkia tuo, kad jis, kaip ir kiti Sios Seimos toksinai suformuoja poras
lastelés membranoje ir lizuoja Zmogaus lasteles.

Gardnerella vaginalis yra Zinomas kaip bakterinés vaginozés (BV) sukélgjas, o
vaginolizinas yra vienas pagrindiniy Sios bakterijos virulentiSkumo faktoriy [Cauci S, Monte
M, Ropele C et al.,, Mol Microbiol, 1993, 9, pp. 53-58]. BV yra daZnai pasitaikantis
susirgimas, susijes su daugeliu sveikatos problemy, pvz., prielaikiniu gimdymu, o tai susij¢
su maZesniu naujagimiy svoriu, jtakojan¢iu naujagimiy mir§tamuma ir sergamuma. BV taip
pat susijusi su dubens organy uZdegimais, pogimdyminiais endometritais ir kitais
infekciniais susirgimais. Taigi, vaginolizino neutralizacija naudojant antikfinus gali biiti
efektyvus terapijos blidas, kovojant su Gardnerella vaginalis infekcijos patogeniniu

poveikiu.
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1993 m. apraSytas apsaugenéiy, toksinus neutralizuojan¢iy Zmogaus monokloniniy antikiing
sukfirimas. Buvo pagaminta keletas monokloniniy antikiiny prie§ stabligés toksing ir buvo
stebétas jy apsaugojamasis efektas [Lang et el., J. Immunol. 1993, 151, pp. 466-472]. Ta¢iau
skiriant $iy toksiny kombinacijas, buvo pastebétas sinergistinis efektas. Toks pats efektas
buvo nustatytas, neutralizuojant botulizmo toksing. Antikiinai prie$ botulizmo toksing buvo
gauti, panaudojant fagy eksponavimo (angl. phage-display) bibliotekas, pagamintas i$
Zmogaus ar imunizuotos pelés lasteliy DNR [Brekke and Sandlie, Nat.Rev. Drug Discov.
2002, 2, pp. 52-62]. Neseniai buvo gauti pelés monokloniniai antikiinai pried pneumolizing
ir patikrintas jy efektyvumas, panaudojant gyviny modelius [Garsia-Suarez et al., Infect.
Immun. 2004, 72, pp. 4534-4540]. Ispany mokslininky grupé paskelbe, jog pagamino pelés
neutralizuojanéius antikiinus PLYS, kurie atpaZjsta daugel] citoliziny. Parodyta, jog
pastarieji antikiinai gauti prie§ specifinj epitopa — undekapeptida. Sis antikinas inhibuoja
toksiny susiri§ima su lastelés membranomis, nes epitopas tampa ,.neprieinamas“ [Jacobs et
al., FEBS Lett. 1999, 459, pp. 463-466].

Antiklinai tapo patrauklds kaip biofarmaciniai preparatai, kadangt jvyko Zymis
technologiniai poslinkiai antikling konstravimo, jy humanizavimo srityje. Pastaruoju metu
buvo labai supaprastintos tokios technologijos, kaip geny, koduojandiu Zmogaus
imunoglobuliny variabiliasias sritis, klonavimas, jy ekspresija E. coli ir fagy eksponavimo
panaudojimas imunoglobuliny variabiliyjy rajony selekcijai. Maynard ir kolegos pagamino
didelio afiniskumo antik@inus prie$ Bacillus anthracis [Maynard et al., Nature Biotechnol.
2002, 30, pp. 597-601]. Sie antikiinai buvo sudaryti i fragmenty, gauty i§ pelés
imunoglobulino (IgG) variabiliosios srities ir ekspresuoty E. coli kaip viengrandZiai Fv
fragmentai (scFv). Jei scFv buvo leidZiami pelei, prie§ juodligés toksino injekcija, tai buvo
stebétas apsauginis efektas pries §i toksing. Neutralizuojantys mogaus antikiinai prie§ Shiga
toksing 1 buvo neseniai gauti, panaudojant transgenines peles [Mukherjee et al., Infect.
Immun. 2002, 70, pp. 5896-5899]. DeSimt skirtingy IgM ir [gG1 klasés antikiiny, kurie buvo
specifiSki skirtingiems subvienetams, efektyviai neutralizavo toksing. Taip pat buvo
sukurtas viengrandis scFv antikiinas, kuris neutralizavo skorpiono nuody toksina II [Mousli
et.al., FEBS Lett. 1999, 442 pp. 183-188].

Naudojant geny inZinerijos metodus, buvo gautas rekombinantinis vaginolizinas, kuris buvo
panaudotas Sio toksino veikimo mechanizmo tyrimams [Gelber SE, Aguilar JL, Lewis KLT

etal,, J Bacteriol, 2008, 190, pp. 3896-3903].
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Yra apra$yti monokloniniai antikiinai prie§ bakteriju Streptococcus prneumoniae toksing
pneumolizing (PLY) [EP0687688, publ. 1995; Toyos JR, Mendez FJ, Aparico JF et al,,
Infect Immun, 1996, 64, pp.480-484; Garcia-Suarez MM, Cima-Cabal MD, Florez N et al..
Infect Immun, 2004, 72, pp. 4534-4540]. Sis toksinas, kaip ir vaginolizinas, yra nuo
cholesterolio priklausanciy citoliziny Seimos narys, taiau jis skiriasi nuo vaginelizino pagal
struktilrg, veikimo mechanizmg ir kitas savybes. Buvo sukurti 9 monokloniniai antikiinai
prie§ pneumolizing (PLY-1 — PLY-9), i§ kuriy 3 pasiZzyméjo neutralizuojandiu aktyvumu, t.y.
Sie antikinai blokavo pneumolizino biologinj veikima tiek in vitro, tiek in vivo. Naudojant
peliy modelj buvo parodyta, kad 2 i§ minéty neutralizuojanéiy antikiny (PLY-4 ir PLY-7)
apsaugojo peles nuo bakteriemijos ir plauéiy paZeidimo Strepiococcus pneumoniae
infekcijos metu bei neutralizavo‘ i3gryninto pneumolizino letaly toksinj poveikj. Aprasyti
PLY-1 - PLY-9 analogai - monokloniniai antikiinai 26-5F12, 26-23C2, 22-6E6 pries
pneumolizing, kurie neutralizavo pneumolizino hemoliting aktyvuma [W02006021210, publ.
2006].

ApraSytl monokloniniai antikfinai prie§ streptolizing (SLO) ir jo variantus [W09305152,
publ. 1993].

Literatlroje taip pat apraSyti monokloniniai antikiinai pries bakterijy Listeria monocytogenes
toksing listeriolizing (LLO) [Edelson TB, Cossart P, Unanue ER, J Immunol, 1999, 163, pp-
4087-4890; Edelson TB, Unanue ER, Immunity, 14, pp. 503-512]. Listeriolizinas yra
toksinas, formuojantis poras lastelés membranoje. Tai pagrindinis bakterijy Listeria
monocytogenes virulentiSkumo faktorius, kurio déka $ios bakterijos i¥vengia fagocitozés, t.y,
Seimininko imuninio atsako. Buvo sukurti monokloniniai antikiinai A4-8 prie§ listeriolizina,
kurie neutralizavo jo biologinj veikimg in vitro (pory formavima lastelés membranoje) ir in
vivo. Naudojant peliy modeli buvo parodyta, kad antikiinai A4-8 padidino peliy atsparuma
Listeria monocytogenes infekcijai, stabdé 3iy bakterijy replikacija ir apsaugojo nuo letalios
infekeijos.

ApraSytieji pavyzdZiai iliustruoja, kad neuwralizuojantys monokloniniai antikiinai pries
bakterijy citolizinus gali turéti potencialy terapinj pritaikyma, gydant pavojingas bakterines
infekcijas.

Literatiiroje néra rasta duomeny apie monokloninius antikiinus prie§ bakterijy Gardnerella
vaginalis toksing vaginolizina. Aprasytieji analogai buvo sukurti prie§ kitus toksinus, kurie
priskiriami tai paciai poras formuojangiy citoliziny $eimai, tatiau funkcidkai ir struktiriskai

skiriasi nuo vaginolizino.
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[iradimo uzdavinys buvo sukurti efektyvia priemong, skirta vaginolizino nustatymui bei
vaginolizino citolitinio aktyvumo blokavimui. Problema gali biti i¥spresta, gavus naujus
monokloninius antikiinus prie§ bakterijy Gardnerella vaginalis toksing vaginolizing, kurie
reaguoty su natyviu vaginolizinu ir neutralizuoty jo sugebejima sukelti 1asteliy lize. Tokie
antikiinai galéty biiti panaudoti diagnostiniais tikslais, o ju pagrindu sukurti biofarmaciniai

preparatai - profilaktiniais bei terapiniais tikslais.

[§radime sitilomos sukurtos naujos 3 hibridomy linijos, produkuojanéios monokloninius
antikinus prie§ vaginolizina. Atlikti tyrimai parode, kad sukurtieji monokloniniai antikinai
reaguoja tiek su rekombinantiniu vaginolizinu sintetinamu E. coli bakterijose, tick su natyviu
vaginolizinu i¥ bakterijy Gardnerella vaginalis. Taip pat buvo parodyta, kad sukurtieji
monokloniniai antikinai neutralizuoja vaginolizino biologinj veikima in vitro ~ blokuoja
vaginolizino sukelta Zmogaus eritrocity lizg. Du i§ naujai sukurfy monokloniniy antiklinyg
(9B4 ir 23A2) pasizyméjo stipresniu neutralizuojanéiu poveikiu, vienas - silpnesniu (3G1).
Siame i¥radime siilomi monokloniniai antikiinai yra nauji ir skiriasi nuo analogy i§ kity
Saltiniy bei aukiciau apradyty monokloniniy antikiiny.

Siekiant sukurti naujus monokloninius antikiinus prie§ vaginolizing, buvo panaudotas
rekombinantinis vaginolizinas ir atliktos iprastos, Zinomos Sios srities specialistams
procediiros, biitent:

1) atliekama imunizacija — rekombinantinis vaginolizinas (antigenas) buvo suleidZamas
BALB/c linijos peléms po oda. Prie§ injekeija antigeno tirpalas buvo lygiu tiiriu
sumai$omas su pilnu Freund‘o adjuvantu;

2) atlickama pakartotiné imunizacija — po 4 savai¢iy peléms dar karta buvo suleidZiama
tokia pat antigeno dozé po oda, prie§ tai antigeno tirpalg sumaiSius su nepilnu
Freund‘o adjuvantu; |

3) dar po 4 savaidiy buvo suleidZiama tokia pat antigeno dozé be adjuvanto. Imunizacijy
metu buvo keleta karty tikrinama, ar imunizuoty peliy kraujo serume atsirado
antikiiny prie5 antigeng. Patikrinimui buvo naudojamas Zinomas metodas -
imunofermentiné analizé (IFA);

4) praéjus 3 dienoms po trediosios imunizacijos, buvo atliekama bluZnies lasteliy
hibridizacija, suliejant jas su véZinémis lastelémis, bitent, mieloma Sp2/0, suliejimo

agentu buvo naudotas polietilengilikolis (PEG) [Sigma, JAV]. Si ir kitos procediiros
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buvo atliekamos pagal Zinoma procedira, naudojama hibridomy gavimui [Kohler,
Milstein, Nature 1975; 256:495-497].

5) gavus hibridiniy lasteliy klonus (hibridomas) buvo tikrinamas jy specifiSkumas, t.y.
nustatoma, ar jie gamina antikiinus prie§ vaginolizina. Tam buvo naudojamas IFA
metodas;

6) gautos hibridomos buvo charakterizuojamos pagal jvairius poZymius:

- nustatant jy gaminamy monokloniniy antikliny izotipa;
- i8tiriant antikiiny specifiSkuma IFA ir imunoblotingo metodais,

7) identifikavus hibridomas, kurios gamina monokloninius antikiinus prie$ vaginolizing,
jos buvo klonuojamos, padauginomos ir uz3aldomos tolesniam saugojimui;

8) hibridomu gaminami mbnokloniniai antiklinai buvo charakterizuojami anks¢iau
apraSytais bidais:

- IFA bei imunoblotingu, naudojant kaip antigeng rekombinantinj vaginolizina,

- imunoblotingu, naudojant bakterijy Gardnerella vaginalis lizata;

- tikrinamas monokloniniy antikiiny neutralizuojantis poveikis, naudojant Zmogaus

eritrocitus.

Taigi, atlikus peliy BALB/c imunizacijas rekombinantiniu vaginolizinu ir suliejus
imunizuoty peliy bluZnies lasteles su mielomos lastelémis, buvo gautos hibridomos,
gaminandios monokloninius antikinus prie§ vaginolizing. IStyrus gauty monokloniniy
antikiiny savybes, buvo nustatyta, kad jie reaguoja su natyviu vaginolizinu i§ bakteriju

Gardnerella vaginalis ir neutralizuoja vaginolizino citoliting veikima in vitro.

ApraSytu bidu buvo gautos ir idtirtos 3 naujos hibridomos, kurios deponuotos
Biotechnologijos instituto (Vilnius) Imunologijos ir Iastelés biolegijos laboratorijoje:
1) Hibridoma 9B4, deponavimo numeris VLY001, kuri gamina IgG1 poklasio (subtipo)
monokloninius antikfinus prie§ vaginolizing,
2) Hibridoma 23A2, deponavimo numeris VLY002, kuri gamina [gGl poklasio
(subtipo) monokloninius antikunus prie§ vaginolizing;
3) Hibridoma 3G1, deponavimo numeris VLY003, kuri gamina IgG1 poklasio (subtipo)
monokloninius antiklinus prie§ vaginolizing.
Bet kuri i§ minéty naujy hibridomy - 9B4, 23A2 ir 3G1 - produkuoja monokloninj antikiing

pries vaginolizing ir yra $io i$radimo objektas.
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Hibridomas 9B4, 23A2 ir 3G1 apibiidina $ie poZymuiai.

Morfologiniai poZymiai. Hibridomos yra sferinés formos, lygiais kraSiais, turl stamby

branduoli. Dauginasi suspensijoje, pasizymi silpna adhezija ant stiklo arba plastiko
pavirSiaus.

Lasteliu_kultiros kilme. Hibridomos gautos, suliejus imunizuoty BALB/c linjos peliy

(Mus.musculus) bluznies lasteles su pelés (Mus. musculus) mielomos lasteliy linija Sp2/0.

Iasteliy kultiiros poZymiai. Hibridomy kultivavimo salyges standartines: augimo terpé -

Dubecco modifikuota Eagl’o terpé (DMEM) su 2mM L-glutamino, 200 pg/mL gentamicino
ir 10% embrionininio versiuko serumo. Hibridomos auginamos stiklo arba plastiko induose,
skirtuose lasteliy kultiroms. qu_telés perséjamos kas 3-4 dienos, pers¢jimo dozé — 50-100
tikstanéiy lasteliu mililitre terpés. Hibridomos auginamos inkubatoriuje, kurio atmosferoje
yra 5% CO,, esant 37°C temperatirai. llgalaikiam saugojimui hibridomos uz$aldomos
embrioniniame serume su 10% DMSO ir laikomos skystame azote. UZSaldymo salygos:
1x10° - 2x10° lasteliy mililitre, temperatiiros rezimas — 1°C per minute iki -70°C. Po paros
ampulés su lastelémis perkeliamos i skysta azota. Kultlry atgaivinimui ampulés atdildomos
37°C temperatiiros vandens vonioje. Lasteliy gyvybingumas po atsildymo - 70-80%.
Kontaminacija, Bakterijy ir grybeliy hibridomy kultirose nerasta, mikoplazmos testas
neigiamas.

Hibridomy produktyvumas. Monokloniniy antikiiny sekrecijos lygis augimo terpéje ~ 10-30

pg/ml. Monokloniniy antikiing produkeija islieka iki 15 pasazy (lasteliy kulttiros perséjimy).
Produkty charakteristika. Hibridomos 9B4, 3G1 ir 23A2 gamina IgG klasés, IgG1 poklasio

monokloninius antikdinus, specifiskus vaginolizinui i§ bakterijy Gardnerella vaginalis.
Hibridomos 9B4 gaminami monokloniniai antikiinai visiSkai neutralizuoja vaginolizino
biologini aktyvuma, esant reakcijos miginyje 5 ng/ml vaginolizino ir 20 ng/ml monokloniniy
antikiiny. Hibridomos 23A2 gaminami monokloniniai antikinai visiskai neulralizuoja
vaginolizino biologinj aktyvuma, esant reakcijos misinyje 5 ng/ml vaginolizino ir 200 ng/ml
monokloniniy antikiny. Hibridomos 3Gl gaminami monokloniniai antikiinai visitkai
neutralizuoja vaginolizino biologin aktyvuma, esant reakcijos miSinyje 5 ng/ml vaginolizino
ir 1000 ng/ml monokloniniy antiktny.

Hibridomy 9B4, 3G1 ir 23A2 gaminami monokloniniai antikiinai skiriasi nuo apraSyty
analogy — monokloniniy antikiiny prie kitus bakterijy citolizinus - pagal ta poZymj, kad jie
yra specifiski vaginolizinui (VLY), kuris funkci¥kai ir struktiriSkai skiriasi nuo kity

citoliziny. VLY skiriasi nuo kity citoliziny pagal Siuos poZymius:
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1) Baltymo pirming struktiira (aminoriigiéiy seka);

2) Kilme - VLY yra gaminamas bakterijy Gardnerella vaginalis,

3) Biologim veikima - VLY lizuoja tik Zmogaus eritrocitus;

4) Atpazjstamus lasteliy pavirSiaus receptorius - VLY jungiasi prie Zmogaus eritrocity
per CD59 molekulg.

Tyrimai parodé, kad hibridomy 9B4, 3Gl ir 23A2 gaminami monokloniniai antikinai
atpaZista aminorlig§¢iy sekq SEQ ID: Nr.1:

MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASC
AAKKDSLNNYLWDLQYDKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVWEHQKKNITNTT
SNLSVTSANDDRVYPGALFRADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTV
QRPTKSSVTSAVNGLVSKWNAQYAASHHVAARMQY DSASAQSMSQLKAKFGADFAKIG
VPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNFKQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRGVDSK
RPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRSKSTDFQAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRILQNTSVTA
VILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQEGANLSTSSPAVPIAYTTSFVKDNEVATLQTN
SDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYIYWDEYGTEIDGTPYVRSRAWEGNGKYRT
AHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLVWEPWRTVYDRSDLPLVRQRTIKNWGTTLWPR
VAETVKND

Si aminoriigé¢iy seka atitinka vaginolizino i§ Gardnerella vaginalis aminoriigdéiy seka, kuri
buvo nustatyta anksCiau ir publikuota (GenBank Nr. EU697812, EU 697811). Skirtingi
Gardnerella vaginalis kamienai gali ekspresuoti vaginolizino variantus, kuriy pirminé seka
gali skirtis viena ar keliomis aminoriig§¢iy liekanomis nuo sekos SEQ ID: Nr.1.

Anksiau apraSytieji monokloniniai antikiinai PLY-5, PLY-7, 26-5F12, 26-23C2, 22-6E6 -
skiriasi nuo hibridomy 9B4, 3G1 ir 23A2 gaminamy antikiiny tuo, kad jie yra specifiski
bakterijy Sirepiococcus preumonige toksinui pneumolizinui (PLY) ir neutralizuoja jo
citolitinj aktyvuma [EP0687688, W02006021210].

AnksCiau apraSytieji monokloniniai antikiinai prie§ streptolizing (SLO)  skiriasi nuo
hibridomy 9B4, 3G1 ir 23A2 gaminamy antikiiny tuo, kad jie yra specifiski SLO ir jo
variantams [W09305152].

AnksCiau apraSytasis monokloninis antikiinas A4-8 - skiriasi nuo hibridomy 9B4, 3Gl ir
23A2 gaminamy antikling tuo, kad jis yra specifiskas bakterijy Listeria monocytogenes

toksinui listeriolizinui (LLO) ir neutralizuoja jo biologini aktyvuma,

Naujy hibridomy ir jy gaminamy monokloniniy antikiiny savybes iliustruoja informacija,

pateikta Fig, 1-3.
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Fig.1 atkartoja imunoblotingo vaizda, gauts su rekombinantiniu vaginolizinu ir bakterijy
Gardnerella vaginalis bei E.coli lizatais, naudojant hibridomy 9B4, 23A2 ir 3Gl
gaminamus monokloninius antiknus.

Fig2 atkartoja imunoblotingo vaizda, gautq su rekombinantiniu vaginolizinu ir
rekombinantiniais citolizinais SLY, LLO ir PLY, naudojant hibridomy 9B4 ir 23A2
gaminamus antikiinus.

Fig.3 iliustruoja Hibridomq 9B4 ir 23A2 gaminamy monokloniniy antikiiny neutralizuojant

aktyvuma.

Naujy monokloniniy antikiiny gavimo biidas, jy savybés detaliau aprasomi toliau pateiktuose

1-4 pavyzdzivose ir 1 lenteléje, kurie iliustruoja, bet neapriboja isradimo esmes.

1 pavyzdys

Hibridomy, gaminanéiy monokloninius antikinus prie§ Gardnerella vaginalis
vaginolizing, sukirimas

BALB/c linijjos pelés buvo imunizuojamos i¥grynintu rekombinantiniu vaginolizinu,
ekspresuotu bakterijose E.coli. Pelés buvo imunizuojamos, suleidziant 50 ug vaginolizino
(antigeno) su pilnu Freund‘o adjuvantu po oda. Pra¢jus 4 savaitéms po pirmosios
imunizacijos, tuo pat biidu pelés buvo imunizuojamos pakartotinai, suleidZiant S0 ug
antigeno su nepilnu Freund‘o adjuvantu. Dar po 4 savaigiy pelés buvo Imunizuojamos,
suleidziant 50 ug antigeno be adjuvanto, Imunizacijy metu buvo tikrinamas antigenui
specifiSky antikiiny titras imunofermentinés analizés (IFA) metodu. Praéjus 3 dienoms po
paskutinés imunizacijos, buvo atlickama hibridizacija.

Hibridizacijai buvo naudojamos imunizuotos pelés bluZnies lastelés ir peliy mielomos
lastelées  Sp 2/0, neturindios fermento hipoksantin-guanin-fosforiboziltransferazés,
neauganéios selektyvioje hipoksantino-aminopterino-timidino (HAT) terpéje  (107*M
hipoksantino, 1,6 x 10°M timidino, 4 x 10™M aminopterino) Ir negaminan&ios
imunoglobuliny ar jy grandiniy. Pries hibridizacijg lastelés turi buti logaritminéje augimo
fazéje. Hibridizacija buvo atlickama, 2 minutes veikiant lasteles 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 lastelés buvo atplaunamos beserumine DMEM terpe, suspenduojamos

selektyvioje HAT terpéje ir i3séjamos j ploksteles (po 5x10° lasteliy | Sulinely).
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Hibridiniai klonai pasirodé 5-10 dieﬁq po hibridizacijos. Testuojant terpe netiesioginés IFA
metodu, buvo tikrinama, ar klonai gamina antikiinus prie§ vaginolizina. Kas 4-5 dienos buvo
pakei¢iama pusé lasteliy augimo terpés. Pirma karta HAT terpé buvo keiCiama |
hipoksantino-timidino (HT) terpe, turingia 10 M hipoksantino ir 1,6 x 10 M timidino.
Veliau HT terpé buvo palaipsniui keiiama | jprastg augimo terpe. Hibridiniai klonai,
gaminantys antikiinus prie§ vaginolizina, buvo klonuojami ribinio praskiedimo metodu.
Klonai pasirodé po 4-7 dieny. Jie buvo testuojami netiesioginés [FA metodu. Atrinkti klonai

buvo padauginami ir toliau auginami kultiiroje arba uZ$aldomi ir saugomi skystame azote.

Buvo gauta keletas hibridomy klony, gaminandiy monokloninius antikinus pries
vaginolizing, Buvo istirta jy specifiSkumas, neutralizuojantis aktyvumas, nustatyti antikiiny
izotipal.

Hibridomos, gaminancios neutralizuojanéius monokloninius antikiinus prie§ vaginolizina,
buvo pavadintos 9B4, 23A2 ir 3G1 ir deponuotos Biotechnologijos instituto (Vilnius, LT)
kolekcijoje. Joms suteikti atitinkami deponavimo numeriai: 9B4 - VLYO00!, 23A2 -
VLY002,3G1 - VLYO003.

2 pavyzdys.

Monokloniniy antikiiny specifiSkumo tyrimas ir izotipy nustatymas.

Hibridomy 9B4, 3Gl ir 23A2 gaminamy antikiny specifiskumas buvo nustatomas
imunofermentinés analizés (IFA) bel imunoblotingo metodais. Imunoglobuliny izotipai buvo
nustatomi JFA metodu, naudojant izotipy nustatymo rfnkini [Sigma, JAV].

Siais metodais buvo nustatyta, kad gautieji monokloniniai antiklinai yra IgG izotipo, [gG1
subtipo ir reaguoja su rekombinantiniu vaginolizinu (Fig. 1). Imunoblotingo metodu buvo
nustatyta, kad monokloniniai antikinai reaguoja su 57 kDa dydZio baltymu bakterijy
Gardnerella vaginalis lizatuose, kuris atitinka vaginolizing (VLY), taiau nereaguoja su
bakterijy E.coli lizato baltymais (Fig. 1). Tai rodo, kad gautieji monokloniniai antikinai yra

specifidki vaginolizinui i§ bakterijy Gardnerella vaginalis.

1 lenteléje pateikiami duomenys apie hibridomy 9B4, 3Gl ir 23A2 gaminamy antikiiny

specifiSkumg ir poklasius.
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1 lentele
Hibridomy klonas | Subtipas Reakceija su skirtingais antigenais:
(poklasé) | Rekombinantinis | Gardnerella E.coli lizatas
. VLY vaginalis lizatas
9B4 IgGl + + -
23A2 e + n ;
3Gl IgG1 + + -

Fig. 1 atkartoja imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniu VLY ir bakterijy
Gardnerella vaginalis bei E.coli lizatais, naudojant hibridomy 984, 23A2 ir 3G1 gaminamus
antikinus. Vir§ imunoblotingo vaizdo nurodyti antikiiny pavadinimai.

1 takelis - rekombinantinis i§grynintas VLY;

2 takelis — bakteriju £ coli lizatas;

3 takelis - bakterijy Gardnerella vaginalis lizatas;

M - baltymy molekulinio svorio standartas.

3 pavyzdys.

Monokloniniy antikiiny kryZminio specifi{kumo tyrimas

Imunoblotingb metodu buvo istirtas hibridomy 9B4, 23A2 ir 3G1 gaminamy antikliny
kryZminis specifiSkumas, t.y., reakcija su kitais rekombinantiniais citolizinais: SLY,LLO ir
PLY. Tyrimui buvo naudojami rekombinantiniai citolizinai, susintetinti £ coli bakterijose.
Kaip teigiama kontrolé buvo naudojamas rekombinantinis VLY, o kaip neigiama kontrolé¢ -
bakterijy E.coli lizatai be citoliziny.

Atlikus 8 tyrima, buvo nustatyta, kad gautieji monokloniniai antikiinai reaguoja tik su VLY,
bet nereaguoja su kitais rekombinantiniais citolizinais - nei su SLY, nei su LLO, nei su PLY
(Fig. 2). Tai rodo, kad gautieji monokloniniai antikiinai yra specifiski tik vaginolizinui i§

bakteriju Gardnerella vaginalis ir skiriasi nuo ankséiau apraSyty analogy.

Fig. 2 atkartoja imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniu VLY ir rekombinantiniais
citolizinais SLY, LLO ir PLY, naudojant hibridomy 9B4 ir 23A2 gaminamus antikiinus.
Vir§ imunoblotingo vaizdo nurodyti antikiiny pavadinimai. 1 takelyje matoma juostelé
atitinka VLY, kuris i$ryskéja po inkubacijos su antikiinais.

| takelis - rekombinantinis 18grynintas VLY

2 takelis — bakterijy E.coli lizatas;
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3 takelis — bakterijy E.coli lizatas su SLY;
4 takelis — bakterijy E.coli lizatas;
5 takelis — bakterijy E.coli lizatas su LLO;
6 takelis — bakterijy E.coli lizatas;
7 takelis — bakterijy E.coli lizatas su PLY;

M - baltymuy molekulinio svorio standartas.

4 pavyzdys.
Monokloniniy antikiiny neutralizuojanfio aktyvumo tyrimas
Hibridomy 9B4, 23A2 ir 3G1 gaminamy antikiiny sugebéjimas neutralizuoti VLY citolizinj
aktyvuma buvo iStirtas, naudojant Zinoma metoda [Walker JA, Allen RL, Falmagne P et al ,
Infect Immun, 1987, 53, pp. 1184-1189; Cauci S, Monte R, Ropele M et al., Mol Microbiol,
1993, 9, pp. 1143-1155.]. Zmogaus eritrocity suspensija (1 ml) buvo inkubuojama 15 min
22°C temperatiiroje tokiuose inkubacijos misiniuose:

1) Fosfatiniame buferiniame tirpale (PBS), pH 7,4 (0% hemolizé),

2) Dejonizuotame vandenyje (100% hemolizé);

3) PBS suSng/ml VLY (100% hemolizé);

4) PBS su 5 ng/ml VLY ir 20 ng/ml antikiino 9B4;

5) PBS su 5 ng/ml VLY ir 200 ng/ml antikiino 9B4;

6) PBSsu5ng/m! VLY ir 1000 ng/m! antikiino 9B4;

7) PBS su 5 ng/ml VLY ir 20 ng/ml antikiino 23A2;

8) PBS su 5 ng/ml VLY ir 200 ng/ml antikiino 23A2

9) PBS su 5 ng/ml VLY ir 1000 ng/ml antikiino 23A2,

10) PBS su 5 ng/ml VLY ir 20 ng/m! antikiino 3G1;

11) PBS su 5 ng/ml VLY ir 200 ng/ml antikiino 3G1

12) PBS su 5 ng/ml VLY ir 1000 ng/ml antikiino 3G1.

Po inkubacijos eritrocity suspensija buvo centrifuguojama (3 min, 1000xg) ir matuojamas
optinis tankis, esant bangos ilgiui 415 nm. Didelés optinio tankio reik$més (OT>2.0) rodo,
kad jvyko eritrocity lizé (hemolizé). MaZos optinio tankio reikimés (OT<0.2) rodo, kad
hemolizé nevyko. Esant inkubacijos midinyje 5 ng/ml rekombinantinio VLY, jvyko
eritrocity lizé (OT = 2,5). Esant inkubacijos midinyje 20 ng/ml antikiino 9B4 arba 200 ng/ml
antikiino 23A2, eritrocitai buvo visiskai apsaugoti nuo VLY sukeltos lizés (Fig.3), Esant



10

20

25

30

12

LT 5705 B

inkubacijos miSinyje 20 ng/ml arba 200 ng/ml antikiino 3G1, eritrocitai nebuvo apsaugoti
nuo VLY sukeltos lizés, tatiau jie buvo apsaugoti, esant 1000 ng/ml antikiino 3G1. Tai rodo,
kad visi antikiinai blokuoja VLY citolitinj aktyvuma, tatiau 9B4 yra aktyviausias — jis veikia
esant 10 karty maZesnei koncentracijai nei 23A2 ir 50 karty maZesnei koncentracijai, nei
3G1. Antikiinas 3G1 pasiZymi silpnesniu neutralizuojan&iu poveikiu, nei 9B4 ir 23A2.
Fig.3 iliustruoja hibridomy 9B4 ir 23A2 gaminamy monokloniniy antikiny neutralizuojantj
aktyvuma. Y aSyje atidétos optinio tankio (OT) reikimés; X aSyje nurodyti eritrocity
suspensijos meéginiy numeriai, kurie atitinka §iuos inkubacijos mi§inius:

1) Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS),

2) Dejonizuotas vanduo;

3) PBSsubng/ml VLY,

4) PBS su5ng/ml VLY ir 20 ng/ml antikiino 9B4;

5) PBSsu 5 ng/ml VLY ir 200 ng/ml antikiino 9B4;

6) PBS su S ng/ml VLY ir 1000 ng/ml antikiino 9B4:

7) PBS su 5 ng/ml VLY ir 20 ng/m| antikiino 23A2;

8) PBS su 5 ng/ml VLY ir 200 ng/ml antikiino 23A2

9) PBS su 5 ng/ml VLY ir 1000 ng/ml antikiino 23A2.

Gauti duomenys rodo, kad naujai sukurtieji monokloniniai antikiinai 9B4, 23A2 ir 3G1 yra
specifiski vaginolizinui (VLY) i§ bakterijy Gardnerella vaginalis ir neutralizuoja jo citoliting
aktyvuma. Todél Sie monokloniniai antikiinai galéty biti taikomi VLY nustatymui
imunocheminiais metodais, diagnozuojant Gardnerella vaginalis infekcija. PavyzdZiui,
naudojant $iuos antikinus galéty biti atliekamas citologiniy méginiy iStyrimas
imunohistocheminiu, imunoblotingo arba IFA metodu. Nustatius, kad méginiuose yra VLY,
buty patvirtinama Gardnerella vaginalis infekcija.

Naujai sukurtieji antikinai 9B4 ir 23A2 pasiZymi stipriu neutralizuojantiu poveikiu, todél jie
atba ju pagrindu sukurti rekombinantiniai antikiiny analogai gali biiti taikomi ir
profilaktiniais ar terapiniais tikslais, kovojant su Gardnerella vaginalis infekeijos sukelta
patologija. PavyzdZiui, naudojant hibridomy 9B4 ir 23A2 geneting medZiaga (RNR) galéty
biti konstruojami viengrandZiai antikiiny fragmentai (scFv) arba humanizuoti antikinai,
neutralizuojantys VLY biologinj poveikj. Kadangi VLY yra pagrindinis Gardnerella

vaginalis virulentifkumo faktorius, jo neutralizacija pa3alinty infekcijos pasekmes.
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ISRADIMO APIBREZTIS:

l. Monokloninis antikiinas, atpaZistantis aminoriigd¢iy seka SEQ ID: NO.1

MNNTKFYRNAAMLLLAGATIIPQCLAAPAMAAPAAKDSEPTASC
AAKKDSLNNYLWDLQYDKTNILARHGETIDNKFSSDSFNKGDEFVVVEHQKKNITNTT
SNLSVTSANDDRVYPGALFRADQNLMDNMPSLISANRAPITLSVDLPGFHGGESAVTY
QRPTKSSVTSAVNGLVSKWNAQYAASHHVAARMQYDSASAQSMSQLKAKFGADFAKIG
VPLKIDFDAVHKGEKQTQIVNFKQTYYTVSVDAPDSPADFFAPCTTPESLKSRGVDSK
RPPVYVSNVAYGRSMYVKFDTRSKSTDF QAAVEAAIKGVEIKPNTEFHRILQNTSVTA
VILGGSANGAAKVITGNVDTLKALIQEGANLSTSSPAVPIAYTTSFVKDNEVATLQTN
SDYVETKVSSYRDGYLTLDHRGAYVARYYIYWDEYGTEIDGTPYVRSRAWEGNGKYRT
AHFNTTIQFKGNVHNLRIKLVEKTGLYWEPWRTVYDRSDLPLVRQRTIKNWGTTLWPR
VAETVKND

arba | ja panasia seka, kurios identiskumas yra bent 95%.
2. Hibridomos 9B4 lasteliy linija, deponavimo numeris VLY001.
3. Hibridomos 23A2 lasteliy linija, deponavimo numeris VLY002.

4. Hibridomos 3G1 lasteliy linija, deponavimo numeris VLY003.

5. Hibridomos lasteliy linija, pasirinkta i§ grupés, susidedandios i§ 9B4 (deponavimo

numeris VLY001), 23A2 (deponavimo numeris VLY002) ir 3G1 (deponavimo numeris

VLY003), produkuojanti monokloninius antikiinus pagal 1 punkta prie§ vaginolizina.

6. Monokloninis antikiinas, produkuojamas hibridomos lasteliy linijos pagal bet kurj viena i§

2-5 punktu, kuris yra IgG klasés.

7. Monokloninis antikiinas pagal 6 punkta, kuris yra pelés monokloninis antikiinas.

8. Monokloninio antikiino pagal 1 punkt arba 6 punkta panaudojimas, gaminant preparatus,

skirtus infekcijos, pavyzdZiui, bakterinés vaginozés, sukeltos Gardnerella vaginalis,

nustatymusi.

9. Diagnostinis rinkinys Gardnerella vaginalis infekcijai nustatyti, apimantis maZiausiai

monokloninj antikiing pagal I punkts arba 6 punkta,
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10. Hibridomos pagal bet kurf 18 2-5 punkty panaudojimas, gaminant preparatus, skirtus

neutralizuoti arba blokuoti vaginolizino biologinj aktyvuma.

11. Preparatas, gaunamas i§ hibridomos pagal bet kurj i§ 2-5 punkty, skirtas infekcijos,

pavyzdZiui, bakterinés vaginozes, sukeltos Gardnerella vaginalis, slopinimui.

12. Farmacineé kompozicija, apimanti preparato pagal 11 punkta efektyvy kieki derinyje su
farmaciniu  poZiliriu priimtinu  neSikliu, skiedikliu, ekscipientu ir/arba pagalbinémis
medZiagomis, skirta Gardnerella vaginalis infekcijos sukelty bikliy (patologijy)

profilaktikai ir/arba gydymui.
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