Augliuy nekrozés faktorius (TNF - tumor necrosis factor) yra citokinas, kuris
dalyvauja sukeliant uzdegima. ISskiriamas daugiausia makrofagy, bet taip pat ir
limfocity, endotelio lasteliy, adipozinio audinio lasteliy, Sirdies miocity, nervinio audinio
lasteliy. Padidéjusi TNF koncentracija sukelia pagrindinius uzdegimo pozymius:
kar$¢iavima, tinima, paraudima ir skausma. TNF skatinamas uzdegiminis atsakas gali
sukelti daug sveikatos problemu, susijusiy su autoimuniniais sutrikimais — reumatoidinj
artrita, ankilozini spondilita, Crohn‘o liga, psoriaz¢, bronching astma. Tyrimai parodé,
jog, uzblokavus TNF, pacienty biiklé pageréja. Sias ligas galima gydyti panaudojant TNF
inhibitorius, kuriy vaidmeni puikiai galéty atlikti TNF suriSantys antikiinai.

Monokloniniai antikiinai tampa vis populiaresniais jrankiais analitiniuose ir
diagnostiniuose metoduose, taip pat ir vis reikSmingesne terapine priemone. Taciau
antikliny praktini pritaikyma apsunkina juy imunogeniskumas, sudétingas ir brangus ju
gavimas, nepageidaujamas biologinis aktyvumas, ribotas afiniSkumas bei sugebé&jimas
isiskverbti | audinius (Zola et al., 1995).

Siekiant Sias problemas iSspresti yra kuriami rekombinantiniai antikiinai. Norint
1Svengti imunogeniSkumo naudojami chimeriniai (IgG Zmogaus, o Fab fragmentas — 1§
peliy), humanizuoti (i§ pelés yra jau tik CDR rajonas) ak. Antikiiny fragmentai Fab, Fv
gali taip pat jungtis prie antigeno kaip ju ,.tévinés* molekulés, net jei afiniSkumas ir
sumaz¢ja. Taciau, skirtingai nuo ,téviniy“ molekuliy, jie lengvai produkuojami
bakterijose. Fab fragmentai produkuojami kaip sunkiosios ir lengvosios grandings,
sujungtos per CL ir CH1 domenus, o Fv fragmentai efektyviai nesusijungia. Sios
problemos sprendimas — vienagrandziy antiktiny konstravimas (Smith et al., 2004).

Rekombinantiniai vienagrandziai antikiinai — tai mazi baltymai, sudaryti i§
variabiliyjy lengvosios ir sunkiosios grandiniy domeny, paprastai sujungty lanksciu
peptidiniu jungtuku, todel juos galima efektyviai ekspresuoti E. coli ekspresijos
sistemose. vgFv antikiinai yra maZesni nei IgG, F(ab‘), ar Fab molekulés, todél greic¢iau
difunduoja ir geriau isiskverbia i audinius, tarp ju ir vézinius (Fang et al., 2003; Laroche
et al, 1991). Be to, jie neturi Fc domeno, todél yra maZiau imunogeniski, o taip pat negali
jungtis prie Fc receptoriy, isidés¢iusiy normaliy lasteliy pavirSiuje. Sios savybés
viengrandzius antikiinus pavercia potencialiai tinkamais diagnostikai ir terapijai, toksiny

ir kity molekuliy suriSimui.



Sio darbo metu i§ hibridomy lasteliy sékmingai izoliuoti antikiiny prieS TNF
molekulg sunkiosios ir lengvosios grandinés genai. Jie sékmingai sulieti ir klonuoti i
pET21b(+) ir pET22b(+) ekspresijos vektorius, leidzian¢ius ekspresuoti dideli baltymo
kieki. Pabandzius baltyma ekspresuoti standartinése E. coli augimo salygose, paaiskéjo,
kad gaminamas didelis baltymo kiekis, taciau baltymas agreguoja i intarpinius ktinelius.
Modifikuojant auginimo bei indukcijos salygas tirpumo pagerinti nepavyko.

Vienagrandi anti-TNF antiking koduojantis genas buvo sujungtas su 269 bp ilgio
seka, koduojancia signalini peptida, nukreipianti baltyma i augimo terpg, ir klonuotas i
mieliy ekspresijos vektoriy pFGG3 po GAL7 galaktoze indukuojamu promotoriumi.
Mielése S. cerevisiae gauta baltymo ekspresija, taciau jis visas randamas netirpioje

lastelés baltymy frakcijoje ir tolimesné Sio baltymo sekrecija nevyksta.



