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SANTRUMPU SARASAS

BsAb — bispecifinis antikiino fragmentas (angl. bi-specific antibody)

C — pastovusis domenas

CAR-T — chimerinis T lasteliy antigeny receptorius (angl. chimeric antigen receptor)

CDR - hipervariabili sritis (angl. complementarity determining regions)

Cys — aminoriigstis cisteinas

DNR- deoksiribonukleoriigstis

EGIL — Eukarioty geny inZinerijos laboratorija

ELISA — imunofermentinis tyrimas (angl.Enzyme-linked immunosorbent assay)

Fab — antigeng sujungianti fragmentas (angl. antigen-binding fragment)

Fc — efektorinis antikiino fragmentas (angl. fragment crystallizable region)

FDA — JAV maisto ir vaisty administracija (angl. Food and Drug Administration)

FR — karaksiné sritis (angl. framework regions)

HaPyV — Ziurkéno poliomos virusas (angl. a hamster polyomavirus)

Ig — imunoglobulinas

IL- imunologijos laboratorija

In vitro — (bandymas atliekamas) uz gyvo organizmo riby; mégintuvélyje

In vivo — (bandymas atlieckamas) gyvame organizme

MAD — monokloninis antikiinas

NK — natiiraliis kileriai (angl. natural killers)

PCR — polimerazés grandininé reakcija (angl. Polymerase chain reaction)

PEG — polietilenglikolis

RNR- ribonukleoriigstis

ScFv — viengrandis antikiino fragmentas (angl. single- chain variable fragment)

SdFv — vieno domeno antikiinas (angl. single- domain antibody fragment)

SDS-PAGE - elektroforezé poliakrilamido gelyje denatiiruojanciomis saglygomis (angl.
Sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

V — variabilusis domenas

VEGF-A — kraujagysliy endotelio augimo faktorius A (angl. vascular endothelial
growth factor

Vu — variabilioji sunkioji antikiino grandiné (angl. heavy chain)

VL — variabilioji lengvoji antikiino grandiné (angl. /light chain)

VLP — i virusus panasios dalelés (angl.virus-like particles)
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IVADAS

Per paskutinius dvideSimt penkis metus monokloniniai antikiinai ir jy rekombinantinés
DNR technologijos biidu pagaminti fragmentai yra neatsiejama farmacijos pramones,
diagnostikos ir medicinos dalis. Antikiinai arba imunoglobulinai yra sudétingi, itin
kompleksiski, didelés molekulinés masés glikoproteinai, sudaryti i§ sunkiosios ir lengvosios
grandiniy (1). Pasaulyje reguliacinés institucijos patvirtino vir§ 160 terapiniy antiktiny jvairiy
ligy gydymui (2). Antikinai yra patrauklis farmaciniai preparatai deél savo didelio
specifiSkumo ir afiniSkumo taikiniui, nedidelio toksiSkumo bei mazesnés saveikos su kitais
vaistiniais preparatais. Taciau antikiiny, kaip vaistiniy preparaty, trikumai yra trumpas
preparato galiojimo laikas, nedidel¢ skvarba j audinius dé¢l didelés antikiino molekulinés
masés, galimas imunogeniskumas, dideli gamybos kastai (3).

Panaudojant  Siuolaikines  rekombinantinés DNR  technologijas, antikiinai
modifikuojami, siekiant pasalinti ar sumazinti $iy molekuliy trikumus. Imunogeniskumas
sumazinamas keiciant karkasines gyviny imunoglobuliny sritis Zmogaus imunoglobuliny
sritimis, t.y. antikinus humanizuojant (4). Priklausomai nuo terapinio poreikio gali biiti
gaminami antikiiny fragmentai, kuriy skvarba yra didesné dél mazesnés molekulinés masés
bei pasizymintys trumpesniu gyvavimo pusperiodziu kraujyje. Tokie fragmentai turi tik
antikiiny dalj, kuri sgveikauja su antigenu, bet neturi Fc dalies, kuri dalyvauja komplemento
aktyvacijoje ir kituose imuninés sistemos aktyvacijos procesuose. Minétos antikiiny
fragmenty savybés sumazina jy terapinj efektyvumg, bet Sie formatai yra patrauklis tose
srityse, kur reikalinga tik antikiino sgveika su taikiniu ir/ar greitas pasiSalinimas i§ organizmo,
pvz. invazin¢je diagnostikoje, inaktyvuojant toksinus kraujyje ir pan. (5,6). Vienas
populiariausiy antikiiny fragmenty yra viengrandis antikiinas (scFv, angl. single-chain
variable fragment), kuris sudarytas i§ variabiliy (kintamy) sunkiosios (V) ir lengvosios (Vi)
grandiniy daliy, kuriose yra antigena suriSanti sritis. Sios Vi ir Vu sritys yra sujungtos
jungtuku (angl. linker), kuris uztikrina erdvinj sri¢iy iSsidéstymg kaip natiiraliame
imunoglobuline. ScFv antikiino formatas patrauklus siekiant aptikti kokig nors molekule in
vitro diagnostikoje, antiktino fragmentg pririSant, imobilizuojant ant jvairiy ne$¢jy ar pavirsiy
ir identifikuojant sgveikg su ieSkoma molekule kaip antigenu (7). ScFv turi monovalentinj
susiri§imo su antigenu pobudj, todél daznai prie scFv genetiniais metodais yra prijungiama Fc

dalis (scFv-Fc), siekiant padidinti avidiSkuma taikiniui ir scFv stabiluma (8). Baltymy scFv ar

fv v —



jungtys, dél kuriy sintezé tradicingje rekombinantiniy baltymy sintezés platformoje —
bakterijos Escherichia coli 1astelése — tampa neefektyvi ir itin brangi. Todel renkamasi kitos
platformos, pvz. sintez¢é zinduoliy lastelése, sekrecija mieliy Iastelése (9) ar panaudojant j
virusus panasias daleles (VLP, angl. virus like particles), kuriy kiirime ir panaudojime daug
pasieke VU GMC Biotechnologijos instituto mokslininkai.

Siame darbe, panaudojus rekombinantinés DNR technologijas, sukurtas viengrandzio
antikiino fragmentas prie§ baktering pB-laktamaz¢ ACT-14, kuri suteikia atsparuma B-laktamy
klasés antibiotikams. Baltymo scFv-Fc raiska gauta VLP platformoje. Antikiino fragmentas
bus panaudotas diagnostikos kompanijos in vitro diagnostikoje Sios B-laktamazés aptikimui

bakterijy lastelése.

Tikslas: sukonstruoti viengrandj antikiino fragmenta prie§ ACT-14 [-laktamazg,

panaudojant j virusus panasiy daleliy platforma.

Uzdaviniai:

1. IS hibridomos prie§ ACT-14 B-laktamazg, klonuoti imunoglobulino sunkiosios (Vn) ir
lengvosios grandiniy (V) variabiligsias dalis.

2. Sujungti lengvosios ir sunkiosios grandiniy variabiligsias dalis peptidiniu jungtuku,
sukuriant geneting konstrukcija, koduojanciag rekombinantinj viengrandzio antikiino
fragmentg scFv.

3. Klonuoti scFv j mieliy raiskos plazmide, suliejant su zmogaus imunoglobulino Fc domenu
ir ziurkéno poliomos viruso baltymu VP2.

4. Gauti sulieto rekombinantinio baltymo VP2-Fc-scFv sintez¢ mieliy lastelése.

Raktiniai Zodziai: viengrandZzio antikiino fragmentas (scFv), ACT-14 B-laktamazg¢, |

virusus panasios dalelés (VLP)



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Antikiuinai ir jy funkcijos

Antiklinai organizme sintetinami imuninés sistemos lastelése, vadinamose B
limfocitais. Siy Igsteliy pavirSiuje yra specifinj antigeng atpaZjstantys receptoriai, prie kuriy
prisijunges antigenas, paskatina B lastelés dauginimasi ir diferenciacijg | plazmines lasteles.
Plazminése lastelése vyksta specifiniy antikiiny sintez¢, nukreipta prie$ j organizma patekusi
antigeng. Po sgveikos su antigenu, plazminése lastelése antikliny sinteze tesiasi kelias dienas,
o organizmo skysCiy cirkuliacijoje antikiinai gyvybingi iSlieka dar kelis ménesius,
uztikrindami imuning apsauga prie§ specifinj antigeng (1). Kartais B lastelés gali sintetinti
antiklinus, veikianCius prie§ nepatogenines medziagas, esancias organizme. Prie§ savus
baltymus bei lasteles susiformave antikiinai yra vadinami autoantikiinais. Pastaryjy
susidarymas lemia autoimuniniy ligy i$sivystyma (10).

Organizmo skysciuose cirkuliuojantys antikiinai, atpazjsta specifinius antigenus ir gali
veikti juos keliais skirtingais biidais:

1. Mikroorganizmy ir jy toksiny neutralizavimas. Neutralizacijos reakcija jvyksta
antikinui  prisijungiant prie organizmui patogeninés medZziagos ar toksino.
Prisijungimo metu blokuojami antigeno pavirSiuje esantys epitopai. Tokiu biidu
patogenui uzkertamas kelias prisijungti prie organizmo lasteliy. Kuomet antikiinas
susiduria su toksinu jvyksta neutralizacija, pakeicianti toksinés medziagos cheming
sudét;.

2. Mikroorganizmy opsonizacija. Opsonizacijos metu paskatinamas lgsteliy fagocitozés
procesas. Antikiinui, prisijungus prie antigeno molekulés, padidinamas fagocituojanciy
lasteliy, tokiy kaip makrofagy ir neutrofily, jautrumas patogeninei medziagai.

3. Komplemento aktyvinimas klasikiniu keliu. Antikiinas, sudar¢s kompleksa su
antigenu, prisijungia prie komplemento baltymy ir juos aktyvina klasikiniu keliu.
Aktyvuoti baltymai sudaro kompleksa, kuris sukelia tiesioging lasteliy lize¢, suardant
lasteliy sieneles, arba aktyvina fagocituojancias lasteles.

4. Nuo antikiiny priklausomas lgsteliy citotoksiSkumas. Veikimo principas paremtas trijy
daliy susijungimu, jvykstanciu tarp patogeno, antikiino ir efektorinés lgstelés, kuria
gali biiti natiiralis kileriai (NK), makrofagai, neutrofilai bei eozinofilai. Prie antikiino-

antigeno komplekso prisijungusios efektorinés lastelés, sukelia lastelés lize arba

apoptoze (11).



Antikiinai gali veikti prie§ antigeng in vivo ir in vitro, tiesiogiai arba sgveikaujant su
imuninémis lgstelémis ar komplemento baltymy sistema. Antikiinai atlieka svarbu vaidmenj
organizme sudarydami jgyta aktyvig imun¢ apsaugg prie§ specifinius antigenus, o

laboratorijose yra pritaikomi diagnostiniais bei gydymo tikslais.

1.2. Antikiino struktiira ir klasés

Antiktinai yra glikoproteinai ir priklauso imunoglobuliny (Ig) klasei, erdvéje formuoja
Y formos struktira (1 pav.). Antikiino molekuliné masé yra ~150 kDa. StruktiiriSkai, antikiinai
sudaryti i§ keturiy polipeptidiniy grandiniy: dviejy identisky lengvyjy (Vi; angl. light chain)
ir dviejy identiSky sunkiyjy (Vu; angl. heavy chain) grandiniy, sujungty S-S tilteliy ir
nekovalentiniy jungciy pagalba. Kiekvieno imunoglobulino Vi grandiné¢ sudaryta i§ vieno
variabilaus domeno (Vvi; angl. variable domain) ir pastovaus domeno (Cr; angl. constant
domain). Tuo tarpu Vu sudaryta i§ vieno variabilaus domeno (Vm) ir trijy arba keturiy
pastoviyjy domeny (Cui-4), kuriy skai¢ius priklauso nuo imunoglobulino izotipo (1.pav.).
Antikiinas strukturiskai skirstomas j Fab ir Fc fragmentus:

1. Fab fragmentas, kuris prisijungtia prie antigeno. Fragmentas sudarytas i§ vieno
variabilaus ir vieno pastovaus lengvosios grandinés domeny ( Vi ir Cp) ir atitinkamy
sunkiosios grandinés domeny (Vy ir Cui). Imunoglobuliny struktiiroje yra du vienodi
Fab fragmentai.

2. Fc fragmentas, kuriuo antikiinas prisijungia prie receptoriy, esanciy lasteliy pavirSiuje,
ir aktyvuoja komplementa sudarancius baltymus. Fc fragmentas sudarytas i$

pastoviyjy (Cuz2- Cnsa) domeny, esanciy abiejose sunkiosiose grandinése.
Paslankioji jungtis (angl. hinge region), esanti tarp Cui ir Cu2 domeny, jungia Fc ir

Fab sritis, suteikdama fragmentui lankstuma, reikalingg tinkamam antikiino prisijungimui

prie jam specifinio antigeno epitopo (12).
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Antigeng sujungianti
sritis

\’ Variabilioji sritis
Fab
Lengvoji —
grandiné
Paslankioji sritis i : : :
Disulfidinés jungtys Fc

Glikozilinimo sritys

Sunkioji granding  ee—p-

L.pav. Imunoglobulino G (IgG) struktira. Cu-zymi antikiino pastoviuosius sunkiosios
grandinés domenus; Cip- Zymi pastoviuosius lengvosios grandinés domenus; Vu- Zymi
variabilyjj sunkiosios grandinés domeng; Vi- Zymi variabilyjj lengvosios grandinés domeng.
Adaptuota pagal (13).

Variabilusis fragmento regionas, susideda i§ hipervariabiliy (CDR) ir karkasiniy (FR)
sriciy. Karkasinés sritys sudaro apie 85% visos variabiliosios antikiino dalies. Vi ir Vu
grandiniy variabiligsias sritis sudaro trys CDR sritys (CDR1, CDR2, CDR3) ir keturios FR
sritys (FR1, FR2, FR3, FR4) (2.pav.). Vykstant erdviniam baltymo susilankstymui, CDR
sritys yra variabilios srities pavirSiuje. D¢l CDR variabilumo, atsirandancio amino riigsciy
sekoje, susidaro strukttriskai mazai besiskiriantys antikiinai, bet gebantys atpazinti skirtingus
antigenus. Tuo tarpu FR sritis, buidama mazai kintanti, uztikrina struktiiros stabilumg ir CDR
sri¢iy pateikimg variabilios srities pavirSiuje. Taip uztikrinamas CDR sri¢iy prieinamumas

prie antigeno epitopy (14).
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2. pav. Chematinis antikiino variabiliosios srities vaizdavimas. Adaptuota pagal (20)

Zmogaus ir gyviny organizmuose antikiinai skirstomi j penkias imunoglobuliny

klases, pagal struktiiroje esanéiy sunkiyjy grandiniy tipa. Sie sunkiyjy grandiniy tipai Zymimi

graikiSkos abécélés raidémis: p (mu), § (delta), v (gama), € (epsilon), a (alfa), kurios atitinka

imunoglobuliny klases (3.pav.):

1.

IgG — monomerinés struktiiros imunoglobulinas, sudaro 70-85% visy kraujo serume
aptinkamy imunoglobuliny. IgG klasés imunoglobulinai yra toliau skirstoma j keturis
poklasius (IgG1; 1gG2; 1gG3; IgG4), pagal sunkiyjy grandiniy strukttrinius skirtumus.
Pagrindiné Sios klasés antikiiny funkcija yra aktyvinti imuninés sistemos
komplementq.

IgM — pentamerinés struktiiros imunoglobulinas. Veikia kaip pirminis organizmo
imunings sistemos atsakas i patekusj patogeng.

IgA — dimerinés struktiiros imunoglobulinas, randamas organizmo sekrete: aSarose,
seilése, gleivése bei piene. B lastelés, esanCios gleiviniy membranose, sintetina IgA,
taip suteikiant apsaugg gleivinés audiniams.

IgD — randamas ant daugelio B lasteliy pavirSiaus, bet tik mazi imunoglobulino kiekiai
igskiriami j krauja. Sio imunoglobulino funkcija néra pilnai istirta.

Ig — monomerinés struktiiros imunoglobulinas, iSskiriamas i krauja mazais kiekiais.
Veikia sukeldamas mediatoriy, lemianc¢iy alergines reakcijas, i$siskyrimg i§ putliyjy

lasteliy ir bazofily (15).
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3.pav. Imunoglobulino klasés. Dimerinj (IgA) ir pentamerinj (IgM) imunoglobuling
sudarantys monomerai, sujungti J grandine. Adaptuota pagal (16).

Imunoglobuliny struktiira ir atliekamos funkcijas priklauso nuo polipeptidiniy
grandiniy, sudaran¢iy imunoglobuling, bei nuo imunoglobuling sudaran¢iy monomery
skai¢iaus. Imunoglobuliny monomerai yra sudaryti i§ dviejy vienody sunkiyjy grandiniy (mu,
delta, gama, epsilon arba alfa) ir dviejy vienody lengvyjy grandiniy, kurios yra skirstomos i
du skirtingus izotipus: kappa (K) ir lambda (A). Pastargsias grandines koduojantys genai,
randami skirtingose chromosomose: kappa granding koduojantys genai yra 2 chromosomoje,
o lambda koduojantys genai yra 22 chromosomoje. Zmogaus organizme randamy antikiiny
santykis, pagal lengvyjy grandiniy izotipus, yra 1,5:2. Antikiiny, turin¢iy kappa izotipg, yra
santykinai didesnis kiekis (17).

Zmogaus ir gyviny organizme gaminami polikloniniai antikiinai, kurie atpaZista to
pacio antigeno skirtingus epitopus, todél gaunamas skirtingo afiniSkumo ir specifiSkumo
antikiing misinys (18). Norint i§spresti Siuos tritkumus, pradéti kurti specifiniai ir dideliu

jautrumu antigenui pasizymintys monokloniniai antikiinai (Mab, angl. monoclonal antibody).
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1.2.1. Monokloniniai antikiinai

Monokloniniy antikiing kirimui pradzig suteiké mokslininky César Milstein ir
Georges Kohler 1975m. sukurta hibridomos technologija. Proceso metu, laboratorin¢ pele
imunizuojama antigenu, kuris aktyvuoja pelés imunines sistemos B lasteles, gaminti specifinj
antikling. I§ pelés bluznies iSskirtos antikiinus produkuojancios B lastelés, suliejamos su
veézine mielomos lastele. Gaunamos hibridomos lgstelés, galinCios dalintis neribota laiko
tarpa. Sios lastelés gali augti terpéje ir sintetinti imunoglobulinus, amino riigiéiy seka
atitinkancius antikiing, kurj gamino B lastelé¢ prie§ suliejimg su mielomos lastele (19,20).
Gaunamas homogeninis antikiing miSinys, turintis monovalentinj afiniSkumg prie§ viena
epitopa, esantj antigeno pavirsiuje.

Monokloniniai antikiinai, naudojami gydymui, turi daugiau privalumy, lyginant su
polikloniniais antikiinais. PrieSingai nei polikloniniy antikiiny, Mab antikiiny gamyba lengva
atkartoti ir gauti tos pasios sudéties baltymy frakcija. Veikdami prie$ vieng antigeno epitopa,
yra specifiSkesni taikiniui, dél to gali biiti pritaikomi ligy, tokiy kaip véziniai susirgimai,
gydymui. Tokiu biidu pasiekiamas didesnis gydymo efektyvumas ir sukeliama maZziau
Salutiniy reakcijy dél veikimo | vieng taikinj, esantj ant lgsteliy pavirSiaus. Tuo paciu Mab
nepasizymi kryZminiu prisijungimu prie kity baltymy, dél bidingo specifiSkumo vienam
antigeno epitopui.

Atliekant Mab sintez¢ hibridomos technologijos metodu, daznai gaunama nestabili
hibridomos lastelé, kuriai biidingas genetinis dreifas. Dél ilgainiui jvykstanciy genetiniy
pokyc¢iy, negaunama tiksli pradinio baltymo sintez¢. Siekiant gauti ilgai trunkancig tikslinio
baltymo sintezg, be atsirandanciy genetiniy pokyciy baltyma koduojancioje sekoje, pradéta

taikyti rekombinantinés DNR technologija (21).

1.2.2. Rekombinantiniai antikiinai

Rekombinantiniai  antiklinai yra monokloniniy antikiing raiSis, gaunama
rekombinantinés DNR technologijos buidu, kurios metu klonuojamos antikiino lengvosios ir
sunkiosios grandiniy sekos. Atliekant antikiino konstravima in vitro, yra iSvengiama gyviiny
imunizacijos ir antikiny iSskyrimo i§ hibridomos lastelés. Konstruojant rekombinantinj
antikling, imunoglobulino sunkiosios (Vu) ir lengvosios (Vi) grandiniy sekos gali buti
amplifikuojamos nuo antiklinus gaminancios lasteles DNR arba geny sekos sukuriamos
dirbtiniu budu ir jterpiamos i geny raiSkos vektorius. Gauti rekombinantiniai vektoriai,

klonuojami j baltymy sintezei pasirinkta eukarioting arba prokarioting 1asteliy platformga.
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Rekombinantinés DNR metodu galima konstruoti ne tik pilno ilgio antikiinus, bet

pasitelkus genetinius jrankius, sukuriami antikino fragmentai (Zr.sk.1.7). PrieSingai nei

hibridomos biidu gaunami antikiinai, rekombinantiniy antikiiny Fc ir Fab fragmentai, gauti

dirbtiniu biidu laboratorinémis salygomis, gali biiti modifikuojami, tokiu biudu sukuriant

baltyma, pasizymintj norimomis savybémis. Be to, rekombinantiniy antikiiny sintez¢ uZtrunka

trumpesni laika nei monokloniniy antikiing gamyba i§ hibridomos lasteliy. Daugeliu atvejy

rekombinantiniy antikiingy gamyba trunka apie kelias savaites, tuo tarpu, aktyvaus antikiino

i8skyrimas i§ hibridomos lasteliy, gali uztrukti kelis ménesius (22).

Rekombinantinés DNR technologija suteikia galimybe kurti antikiinus, turincius tokj

patj specifiSkuma prie§ antigeng kaip ir Mab, bet pasizyminius geresnémis savybémis,

lemian¢iomis paprastesnj antikiiny pritaikyma gydymo bei diagnostikos tikslams.

1.3. Antikiiny humanizavimas

gauti

Antiktinai vis placiau yra pritaikomi jvairiy ligy gydymui. Gyviiny kilmés antikiinai,

panaudojant  hibridomos technologija, yra Zmogui imunogeniski, todel

imunoglobulinuose gyviny kilmeés sekos pakei¢iamos Zmogaus imunoglobuliny sekomis.

Seky pakeitimas galimas keliais biidais (4.pav.):

1.

Chimeriniai antikiinai: pelés antikiino variabilios sritys (Vi ir Vu) jterpiamos |
zmagaus imunoglobuling. Sukonstravus antikiing Siuvo metodu, gaunamas baltymas,
atitinkantis 65% zmogui biudingos amino riugsciy sekos. Chimerinis antikiinas,
lyginant su peliy antikiinais, pasiZymi sukeliamomis silpnesnémis imuninémis
reakcijomis. Chimeriniai antikiinai pavadinime turi galting -ximab.

Humanizuotas antikiinas: pelés antikiino CDR sritys jterpiamos i zmogaus organizma.
Mab turi tik 5% peléms biidingos amino riigsciy sekos, todél pasizymi sukeliamomis
silpnesnémis imuninémis reakcijomis, lyginat su chimeriniu antikiinu. Humanizuoti
antikiinai pavadinime turi galiing -zumab.

Zmogaus antikiinai gali bati sukuriami jvairiais metodais, tame tarpe ir naudojant
transgeninius gyviinus, kuriuose Ig koduojantys genai pakeisti zmogaus Ig
koduojangiais genais. Sie antikiinai zmogaus organizme nesukelia alerginiy reakcijy ir
pasizymi ilgu cirkuliavimo laikotarpiu. Zmogaus antikiinai pavadinime turi galiing -

umab (4,23).
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(A) Pelés (B) Chimerinis

\ // \ /) Variabili sritis
Fab fragmentas
Fc fragmentas

(€) Humanizuotas (D) Zmogaus

Y

4.pav. Monokloniniy antikiiny tipai. Violetine spalva pazymétos sritys — budingos pelés
antikinui, meélynai pazymeétos  sritys — budingos Zzmogaus antikiinui. A — genetiSkai
nepakeistas pelés antiklinas; B — chimerinis antikiinas, struktiiroje turintis variabilig srit],
biidingg peléms; C — humanizuotas antikiinas variabiliojse srityje turintis hipervariabilias
(CDR) peléms budingas sritis; D — genetiSkai nepakeistas zmogaus antikiinas. Adaptuota
pagal (24).

1.4. Antikaino fragmentai

Antiktino fragmentai gaunami rekombinantinés DNR technologijos btidu. D¢l Fc
domeno trikumo, antikino fragmentai, pateke ] organizmo vidy, sukelia silpnesnes
imunogenines reakcijas bei pasiZymi trumpesniu cirkuliavimo organizme pusamZziu nei
imunoglobilinai (25).

Antiktino fragmentai gali buti skirstomi ] tipus pagal jy struktiirg: viengrandZzio
antiklino fragmentai (scFv), vieno domeno antikiino fragmentai (sdFv) bei Fab fragmentai
(5.pav) (26). Antikiiny fragmentai gali biiti sujungiami tarpusavyje, tokiu biidu gaunant
fragmentus, turinius specifiSkuma prie§ kelis antigeno epitopus. Tokie antikiinai vadinammi

bispecifiniais (27).
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Fab
Fab
T
Fc
scFv
I Variabili sunkioji grandiné (VH)
SdFv

Variabili lengvoji grandiné (VL)
I Pastovioji sunkioji grandiné (CH1)
I Pastovioji lengvoji grandiné (CL)

Pastovioji sunkioji grandine (CH2)
mmmmmm Pastovioji sunkioji grandine (CH3)

S.pav. Antikiino fragmentai. Fab fragmentas, viengrandis antikiino fragmentas (scFv), vieno
domeno antikiino fragmentas (sdFv) ir imunoglobulinas, su pazymétomis pagrindinémis jj
sudaranciomis dalimis: efektorinis domenas (Fc), antigeng sujungiantis domenas (Fab) ir
variabilioji sritis (Fv). Adaptuota pagal (28)

1.4.1. Viengrandis antikiino fragmentas (ScFv)

ScFv rekombinantinis antikiinas, pirma karta sukurtas 1980-ais, kaip alternatyva pilno
ilgio antikiinams. ScFv yra vienas 1§ maziausiy antikiino fragmenty, pasizyminciy
imunoglobulinams biidingu antigeno specifiSkumu ir geb¢jimu prisijungti prie antigeno
pavirSiuje esanciy epitopy. ScFv antikiino fragmentas, kurio molekulinis dydis siekia ~25kDa,
yra sudarytas i§ variabiliosios sunkiosios (V) ir lengvosios (VL) grandiniy, sujungty per
peptidinj jungtuka (angl. linker) (6.pav.). Nuo parenkamo jungtuko ilgio priklauso fragmento

fizikines savybés, tokios kaip lankstumas, tirpumas bei stabilumas.
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6.pav. Pilno ilgio antikiino palyginimas su scFv fragmentu. ScFv fragentas sudarytas tik i§
imunoglobulino variabiliyjy sunkiosios ir lengvosios grandiniy domeny. Cy — zymi antikiino
pastoviuosius sunkiosios grandinés domenus; C. — Zymi pastoviuosius lengvosios grandinés
domenus; Vu — zymi variabilyji sunkiosios grandinés domeng; Vi — Zymi variabilyji
lengvosios grandinés domeng. Adaptuota pagal (29).

DazZniausiai praktikoje naudojami jungtukai, sudaryti i§ glicino ir serino amino
riig&ciy, kurioms badingos (GGGGS); arba (GGGGS)4 sekos. Sios sekos pasizymi lankstumu,
reikalingu taisyklingam Vy ir VL domeny sujungimui. Jungtuky lankstumg galima padidinti
iterpiant treonino ar alanino amino riigstis (30). Grandines sujungiancio jungtuko ilgis lemia
scFv fragmento oligomerizacijos laipsnj. Jungtukai, sudaryti i§ daugiau nei 15 amino ragsciy,
formuoja scFv monomerus, tuo tarpu trumpesniy seky jungtys, lemia scFv dimery bei trimery
susidaryma (25).

Pagrindiniai scFv fragmento trikumai atsiranda dél menko stabilumo bei trumpo
cirkuliavimo laiko organizmo skysCiuose, kuris lemia silpng terapini poveiki. Siekiant
iSspresti Siuos tritkumus, taikomos strategijos, padidinancios molekuling fragmento mase:

1. Vienas i§ budy — kovalentinémis jungtimis prie scFv fragmento prijungiant kitas
molekules. Prijungiant polietilenglikolj (PEG), sulétinamas baltymo paSalinimas per
inkstus. Tuo paciu modifikuotas fragmentas apsaugomas nuo organizme veikianciy
fermenty poveikio. Siekiant padidinti scFv fragmento molekuling masg, genetiniais
metodais scFv fragmentas yra sujungiamas su imunoglobulino Fc sritimi. Tokiu
principu gaunamas j IgG panasus baltymas su scFv biidingu specifiSkumu, bet ilgesniu
uzsilaikymo organizme periodu (31).

2. Antrasis budas, padidinantis fragmento molekuling mas¢, yra multimeriniy formy

suktirimas. Multimery susiformavimas, kaip minéta anksc¢iau, priklauso nuo jungtuka
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sudaran¢iy amino riig&¢iy kiekio. Si strategija tinkama naudoti kuomet norima gauti
scFv fragmenta, pasizymintj dimero ar trimero savybémis. Taip pat multimerai gali
biiti sukonstruojami kovalentiniy jungciy pagalba, sujungiant du atskirus scFv
fragmentus, tarp jy jvedant polipeptidinj jungtuka. Siuo biidu galima gauti fragmenta,
turintj dvi ar daugiau skirtingu specifiSkumu pasiZymincias antigeng sujungiancias

sritis (32).

Lyginant su pilno ilgio antikiinais, buidami mazesnés molekulinés masés, scFv tampa
perspektyvia priemone medicinos srityje. D¢l galimybés nesudétingai manipuliuoti genetine
informacija, scFv fragmentai gali biiti lengvai modifikuojami, sukuriant baltyma, pasiZymintj

specifinémis savybémis.

1.5. ScFv fragmento raiskos sistemos

Kurinat rekombinantinius baltymus, raiSkos sistemos pasirenkamos atsizvelgiant |
jvairius aspektus, tokius kaip iSskiriamo tikslinio baltymo funkcionalumui reikalingas
potransliacines modifikacijas, baltymo molekuling mas¢ ir kitas baltymui biidingas savybes.
Pagrindinis skirtumas tarp raiSkos sistemy yra gebé¢jimas vykdyti potransliacines
modifikacijas. Prokariotinés lastelés, tokios kaip E.coli, nevykdo potransliacinés
glikozilinimo reakcijos, buitinos imunoglobuliny sintezei. Tuo tarpu eukariotinése lastelése
gali biiti vykdomos jvairios potransliacinés modifikacijos. Antikiiny fragmenty raiSkai gali
biti naudojamos eukariotinés mieliy, vabzdziy ar zinduoliy lastelés (9).

ScFv yra aktyvus ir neglikozilintas, todél rekombinantiniy scFv sintezei gali buti

naudojamos ir prokariotinés lgstelés (21).

1.5.1. ScFv fragmento raiska E. coli Iastelése

ScFv fragmento funkcionalumui reikalingos potransliacinés modifikacijos, kuriy metu
suformuojami S-S tilteliai. E.coli Iasteliy citoplazmoje esanti redukuojanti aplinka, yra
netinkama disulfidiniy tilteliy susiformavimui, kurie butini taisyklingam baltymo
susilankstymui erdvéje. Vykdant baltymo transliacija bakterinése E.coli lgstelése, gaunami
dideli kiekiai netaisyklingai susilanksCiusiy baltymy, kurie susiliet¢ tarpusavyje, formuoja
netirpius baltymy agregatus, vadinamus intarpiniais kiineliais. DaZnais atvejais, dél jvykusios

baltymo agregacijos, sudétinga iSgryninti sintetinamg baltyma, esant] netirpioje formoje
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(33,34). Taigi, vykdant scFv sintez¢ bakteriniy lasteliy citoplazmoje, daznu atveju gaunamas
nefunkcionalus baltymas. Taikant jvairius baltymo sintezés ir gryninimo metodus, galima
baltyma ,,pratirpinti ir gauti nedidelius aktyvaus scFv kiekius. Todél, E.coli lastelés retai
pasirenkamos kaip sintezés platforma aktyvaus scFv fragmento raiskai.

E. coli lIgsteliy periplazmoje, prieSingai nei citoplazmoje, dél didesnio deguonies
kiekio, gali susiformuoti disulfidiniai rySiai, reikalingi scFv fragmento tinkamam
susilankstymui. Vienas i§ pagrindiniy trikumy, sintetinant baltymg periplazmoje — gaunama
maza produkto iSeiga. Siekiant iSskirti didesnj sintetinamo baltymo kiekj, daZniau

pasirenkama antiktino fragmento sintez¢ vykdyti E.coli lasteliy citoplazoje.

1.6. ScFv pritaikymas medicinoje

Antikliny preparatai medicinoje pradéti naudoti dél didelio specifiSkumo taikiniui bei
sukeliamy silpnesniy Salutiniy reakcijy, lyginant su mazos molekulinés masés vaistinémis
medziagomis (35). Pirmiausia biologiniai vaistiniai preparatai buvo kuriami Ig molekuliy
pagrindu, taciau dél léto Siy molekuliy jsiskverbimo j audinius, gydymui pradéti naudoti
mazesnés molekulinés masés scFv fragmentai. Antikiiny terapija gali biiti pritaikoma jvairiy
ligy gydymui, tokiy kaip véziniai, uzdegiminiai, autoimuniniai bei virusiniai susirgimai.
Pastebimas spartus antikiino klasés vaistiniy preparaty augimas tarp kity vaisty grupiy (36).

De¢l isskirtiniy jiem buidingy savybiy, scFv fragmentai gali biiti pritaikomi medicinoje
keliais budais:

1. Vaisty perneSimas ] tikslines organizmo vietas. ScFv fragmentai gali biti
konjuguojami su jvairiomis medziagomis. DaZniausiai antikiino fragmenty konjugatai
sudaromi su radionuklidais, citotoksinémis medziagomis, peptidais, lipidais,
nanodalelémis ir su kitomis terapinj poveikj turiniomis medziagomis (37).
Onkologiniy ligy gydymui, scFv fragmentas sujungiamas su citotoksiniu poveikiu
pasizyminciomis medziagomis. Pasizymédamas specifiSkumu prie§ vieng epitopa,
esant] ant vézines lastelés, scFv konjugatas prisijungia prie taikinio lgstelés. Tokiu
biidu aktyvinamas lastelés Zziities procesas, nepaveikiant aplinkiniy sveiky audiniy
(38). Dél sukeliamy Svelnesniy Salutiniy reakcijy, scFv daznai naudojami véziniy
susirgimy gydymui vietoj jprastiniy chemoterapiniy vaisty.

2. Imunoterapija. Véziniy susirgimy gydymui, scFv yra pritaikoma kuriant pazangy
terapijos metoda — CAR-T (angl. chimeric antigen receptor) lasteles. CAR yra

chimerinis T lasteliy receptorius, gaunamas geny inZzinerijos budu. GenetisSkai
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modifikuotos T lastelés, savo pavirSiuje iSkelia scFv fragmenta, nukreipta pries
specifinj epitopa, esantj véziniy lasteliy pavirsiuje. [vykus scFv baltymo prisijungimui
prie taikinio molekulés, aktyvinama T lastel¢, kuri sukuria stipry imuninj atsaka pries§
vezines lasteles (39). 2017m. FDA patvirtino du CAR-T vaistinius preparatus
Aksikabtageno ciloleucelg (Yescarta) ir Tisagenlekleucela (Kymriah), skirtus B
lasteliy limfoproliferacinei ligai gydyti (40).

Receptoriy slopinimas. ScFv gali blokuoti lgsteliy receptoriy susijungimg su ligandais.
Vienas i§ pavyzdziy yra neovaskulinés amzinés geltonosios démeés degeneracijos
gydymui patvirtintas biologinis vaistas — Brolucizumabas. Brolucizumabas yra
humanizuotas monokloninis scFv fragmentas, kuris prisijunges prie kraujagysliy
endotelio augimo faktoriaus A (VEGF-A; angl. vascular endothelial growth factor)
slopina VEGF-A receptoriy aktyvuma. Tokiu btdu slopinamas naujy kraujagysliy

susiformavimas, lemiantis ligos progresavima(41) .

Medicinoje antikiiny terapija sparciai vystoma jvairiy susirgimy gydymui. Atliekami

autoimuninéms ligoms bei véZiniams susirgimams, bet taip pat neurodegeneraciniy ligy

gydymui, tokiy kaip Alzheimeris (42).

1.7. ScFv pritaikymas diagnostikoje

Antiktinai gali biiti pritaikomi tyrimuose tiek in vivo, tiek in vitro, siekiant nustatyti

jvairius antigenus. D¢l didelio afiniteto ir geb¢jimo susijungti su jvairiais antigenais

(haptenais, proteinais, pilno dydzio patogenais), antikiinai naudojami ligy diagnostikai bei

jvairiems laboratoriniams tyrimams (43):

1.

Veéziniy susirgimy diagnostika ir stebé¢jimas. ScFv fragmentai pritaikomi véziniy
susirgimy diagnostikai bei gydymo efektyvumo steb&jimui. Fragmentai, skirti
diagnostikai, gaunami atlickant pastaryjy konjugacija su fluorescencinémis arba
radioaktyviomis molekulémis. Naudojant Siuos preparatus, véziniy susirgimy
diagnostika galima atlikti nenaudojant invazyviy tyrimo metody, taciau pritaikant
magnetinio rezonanso tomografija (MRT) bei pozitrony emisijos tomografija (PET).
Sie tyrimo metodai leidzia stebéti gydymo efektyvumg, stebint atsirandanéius

pakitimus augliuose (44).
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2. Laboratoriniai tyrimai. ScFv gali buati pritaikomi jvairiuose biomedicinoje
atliekamuose tyrimuose. DaZniausiai naudojami:

2.1. Western Blot tyrimas. ScFv fragmentai gali biiti naudojami kaip pirminiai arba
antriniai antikiinai, specifiniy baltymy aptikimui miiniuose. Sio tyrimo bidu
galima identifikuoti tikslinj baltyma, nustatyti baltymy santykinius kiekius bei
jvertinti tarp baltymy jvykstancias sgveikas (45). Western blot metodu ScFv
fragmentai gali bti pritaikomi infekciniy ligy diagnostikai, tokiy kaip ZIV, herpes
virusui, bei autoimuniniams ir véziniams susirgimams diagnozuoti (46).

2.2. ELISA tyrimas. ELISA yra imunofermentinis tyrimas (angl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), kuriuo galima kiekybiskai nustatyti méginyje esanciy
antigeny, tokiy kaip peptidy, baltymy, antikiiny bei hormony, koncentracija.
ELISA metodu, pasizyminciu dideliu jautrumu, galima nustatyti vézinius
susirgimus ankstyvojoje stadijoje (47).

2.3. Imunofluorescencinis tyrimas. Fluorescenciniu biidu pazyméti scFv fragmentai,
aptinka ir prisijungia prie specifiniy antigeno molekuliy. Fluorescenciné¢ medziaga,
leidzia vizualizuoti suri§ta antigena, naudojant fluorescencinj mikroskopa. Sis
tyrimas leidzia identifikuoti skys€iuose bei maiste esancias jvairias patogenines
bakterijas, tokias kaip Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium,
Escherichia coli (48).

3. Greitieji antigeno testai. Mazas scFv fragmenty molekulinis dydis, leidzia juos
pritaikyti Soninio srauto imunologiniuose tyrimuose. Sie testai pritaikyti naudojimui
namuose. I$ tirlamo meéginio galima nustatyti patogenus, toksinus bei ligoms buidingus

specifinius biomarkerius (49).
ScFv yra naudojami tiek in vivo, tiek in vitro tyrimuose. Atliekami tyrimai ne tik

padeda diagnozuoti ligas, bet taip pat leidzia sekti jy progresavimg ir nustatyti ligg

ankstyvojoje jos stadijoje.
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2. TYRIMO MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Tyrimo medZiagos

2.1.1. Hibridomos Igstelés

Hibridomos lastelés, gaminancios Mabs pries ACT-14 beta laktamazg, gautos i prof.

A.Zvirblienés laboratorijos, VU, GMC, Imunologijos laboratorijos (IL).

2.1.2. Lasteliy kamienai

Darbe naudoti E.coli DH10B ir S.cerevisiae 214C Iasteliy kamienai.

2.1.3. Vektoriai
Darbe naudotas vektorius pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva)

bei mieliy raiskos vektorius pFGG3/VP1-VP2-Fc-Bgnew, gautas i§ VU GMC Eukarioty geny

inzinerijos laboratorijos.

2.1.4. Reagentai

1.lentelé Reagentai

Reagentai Gamintojas

Galaktoze AppliChem, Vokietija

Gliukoze AppliChem, Vokietija

Peptonas AppliChem, Vokietija

Mieliy ekstraktas AppliChem, Vokietija

SDS-PAGE pavyzdzio buferinio tirpalo dazas | Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva
Etidzio bromidas Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistris, JAV
Stiklo rutuliukai Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV
Ampicilinas Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV
Agarozes milteliai Agarose (Low- Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva
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EEO/Multi-Purpose/Molecular Biology
Grade))

PCR miSinys Phire Green Hot start II PCR
Master Mix (2x)

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

PCR miSinys DreamTaq PCR Master Mix
(2x)

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

Vanduo be nukleaziy

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

DNR méginiy uzneSimo dazas DNA Gel
Loading Dye (6X)

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

dNTP miSinys

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

Atvirkstiné tranksriptazé M-MuLV

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

RNRaziy inhibitorius RiboLock

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

Y-PER (baltymy ekstrakcijos reagentas

mielése)

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

Buljono milteliai LB Broth (Miller)

Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV

PMSF (fenilmetilsulfonilfluoridas)

Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV

Coomasie blue dazas

Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV

SDS (Natrio dodecilsulfatas)

Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV

TRIS baze

Sigma- Aldrich, Sent Luisas, Mistiris, JAV

2.1.5. Tirpalai

2.lentelé Tirpalai

Tirpalai

Sudétis

Agarozes tirpalas geliui 1%

1% agarozés TAE buferyje

TAE buferinis tirpalas 50x

2 M TRIS, 50 mM EDTA, 1 M ledinés acto
rugsties, H,O

Tris-glicino/SDS buferinis tirpalas

0.25 M TRIS, 1.92 M glicino, 1% natrio
dodecilsulfato (SDS), H>.O

TE tirpalas

10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA

LiCI (TE) tirpalas

0.IM LiCl TE tirpale

Virsutinis koncentruojamasis 4% gelis

335 ul 30% AA/BAA, 625 ul 1 M TRIS-HCI
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pH 6.8, 25 ul 10% SDS, 1,5 ml H,0, 12,5 pl
10% APS, 2,5 ul TEMED

Apatinis skiriamasis 12% gelis

2 ml 30% AA/BAA, 1,25 ml 1,5 M TRIS—
HCI pH 8,8, 50 ul 10% SDS, 1,585 ml H0,
25 ul 10% APS, 5 ul TEMED

Agarizuota YEPD 1% mieliy ekstrakto, 2% peptono, 2%
gliukozeés, 2% agarozes, distiliuotas vanduo
Skysta YEPD 1% mieliy ekstrakto, 2% peptono, 2%

gliukozeés, distiliuotas vanduo

2.1.6. Rinkiniai

3.lentelé Rinkiniai

Rinkinys

Gamintojas

Quick- RNA Miniprep Kit, rinkinys RNR

i8skyrimui

Zymo Research, JAV

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit,

rinkinys cDNR grandinés sintezei

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

DNA Clean & Concentrator-5, rinkinys

fragmenty gryninimui ir koncentravimui

Zymo Research, JAV

CloneJET PCR Cloning Kit, rinkinys DNR

fragmenty klonavimui j vektoriy

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

GeneJET Plasmid Miniprep Kit, rinkinys

rekombinantinés plazmidés i§gryninimui

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva

GeneJET Gel Extraction Kit, rinkinys DNR

fragmenty gryninimui i§ agarozés gelio

Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva
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2.1.7. Fermentai

Darbe naudoti fermentai: Taq polimerazé¢, T4 DNR ligaz¢, M-MuLV atvirkstiné
transkriptazé, Dream taq polimeraze, restrikcijos endonukleazés: Bglll; BamHI; Xbal; Xhol;

PstI; Ndel; Bglll. Fermentai jsigyti i§ Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva.

2.1.8. Molekulinés masés standartai

Darbe naudoti molekulinés masés standartai: RiboRuler High Range RNA Ladder —
RNR molekulinés masés standartas; GeneRuler DNA Ladder Mix — DNR molekulinés masés

standartas; PageRuler™ Prestained Protein Ladder — baltymy molekulinés masés standartas.

Molekulinés masés standartai jsigyti i§ Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva.

2.1.9. Prietaisai

4.lentelé Prietaisai

Prietaisas

Gamintojas

UV kamera elektroforezes geliy analizavimui

MiniBis Pro

MiniBis Pro, Izraelis

PCR termocikleris MiniAmp Plus

Applied Biosystems™, JAV

PCR
Gradient

termocikleris  Multigene = Optimax

Labnet, JAV

Staliné centriftiga Centrifuge 5415 R

Eppendorf, Vokietija

Spektrofotometras

NanoDrop™, JK

Horizontalios agarozés gelio elektroforezés

sistema

Cleaver Scientific, JK

Laminarinio oro srauto spinta

NuAire, JK

Termostatuojama purtyklé Innova44

New Brunswick Scientific, JAV

2.1.10. Pradmenys

Darbe naudoti pradmenys jsigyti i§ Eurofins Genomics, Vokietija. Pradmeny sekos

pateiktos 2.2. skyriuje.

26




2.2. Tyrimo metodai

2.2.1. RNR iSskyrimas i$ hibridomos Igsteliy

Bendra RNR i3skirta i§ 3x10° hibridomos lgsteliy, kurios gamino Mabs prie§ ACT-14
beta laktamaze. Hibridomos lastelés gautos i§ prof. A.Zvirblienés laboratorijos, VU, GMC,
Imunologijos laboratorija (IL). RNR isskyrimui panaudotas Quick- RNA Miniprep Kit (Zymo

Research, JAV) rinkinys pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.2. ISgrynintos RNR kokybés patikrinimas elektroforezés metodu agarozés

gelyje

ISgrynintos 1§ hibridomos lasteliy RNR kokybé patikrinama, panaudojant
elektroforezés agarozés gelyje metodg. ParuoStas 1% agarozés gelis 1XTAE buferiniame
tirpale su dazu etidzio bromidu. 2 pl paruosto RNR tirpalo sumaisyti su uznesimo dazu (angl.
loading dye) ir uznesti | gelio Sulinélius. Elektroforezés laikas kontroliuotas indikatoriniais
dazais meginyje, kuriy judrumas gelyje tiesiogiai proporcingas DNR fragmento ilgiui. RNR
vizualizuota UV $§viesoje ir gelio elektroforezés vaizdas dokumentuotas prietaisu MiniBis Pro

(Izraelis).

2.2.3. Vyir VL koduojanéiy DNR fragmenty sintezé

Pirmoji ¢cDNR grandinés sintez¢ atlikta, naudojant rinkinj RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva) ir remiantis gamintojo
rekomendacijomis. Antros cDNR grandinés, kuri atitinka pelés IgG Vu ir Vi sri¢iy sekas,
sintezei panaudoti pradmenys komplementartis lengvosios (5.lentel¢) ir sunkiosios (6.lentel¢)

grandiniy variabiliosioms sritims.
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S.lentelé Pradmeny sekos, panaudotos Vi koduojancio DNR fragmento amplifikacijai

Pradmens Pradmens seka (5°-3°) Saltinis

pavadinimas

LF1 ACGTTTGATTTCCAGCTTGG Krebber el al., 1997 (50)
LF2 ACGTTTTATTTCCAGCTTGG Krebber el al., 1997 (50)
LF4 ACGTTTTATTTCCAACTTTG Krebber el al., 1997 (50)
LF5 ACGTTTCAGCTCCAGCTTGG Krebber el al., 1997 (50)
LB3 GATATTGTGMTMACTCAGTC Krebber el al., 1997 (50)
LB4 GATATTGTGYTRACACAGTC Krebber el al., 1997 (50)
LB5 GATATTGTRATGACMCAGTC Krebber el al., 1997 (50)
LB9 GATATTGTTCTCAWCCAGTC Krebber el al., 1997 (50)
LBI10 CATATGATTGWGCTSACCCAATC Krebber el al., 1997 (50)
LBI2 CATATGRTTKTGATGACCCARAC Krebber el al., 1997 (50)
LBI3 GATATTGTGATGACBCAGKC Krebber el al., 1997 (50)

V1 amplifikacijai skirti pradmenys atitinka kappa izotipa.

Pagaminti tokie Vip amplifikacijai skirty pradmeny miSiniai: LFmix (atvirkstiniy

pradmeny misinys), kuriame kiekvieno pradmeny LF1, LF2, LF4, LF5 koncentracija yra 10

uM. PCR reakcijos miSinyje pradmeny koncentracija yra 0,5uM. Tiesioginiy pradmeny

miSiniai: 50uM LB3 ir 35uM LB4; 40 uM LBS, 20 uM LB9 ir 35 uM LB10; 80 uM LB12;

60 uM LB13. PCR reakcijos miSinyje pradmeny koncentracija yra 1pM.

VL DNR fragmento amplifikacijai naudotos Sios pradmeny poros: LFmix+LB3+LB4;

LFmix+LB5+LB9+LB10; LFmix+LB12; LFmix+LB13.

6.lentelé Pradmeny sekos, panaudotos Vi koduojancio DNR fragmento amplifikacijai

Pradmens Seka (5°-39) Saltinis

pavadinimas

VHIF TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCCAG | Orlandi et al.,
1989 (51)

VHIB AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG Orlandi et al.,

1989 (51)

Kiekvieno pradmens koncentracija reakcijos misinyje 10uM.
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PCR reakcijos miSinys buvo 25ul, i kurio sudétj jéjo 12,5ul Phire Green Hot Start II
PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific).

PCR salygos: pradiné denatiiracija 95°C 3 min, ir 30 reakcijos cikly, susidedanciy i$
denatiiracijos 95°C 30s, pradmeny prikabinimo (angl. annealing) 56°C 30s, sintezés 72°C 30s.
Pasibaigus 30 cikly dar papildomai pridéta sintezés stadija 7 min 72°C.

Gauty PCR reakcijos produkty analize atlikta 1% agarozés gelyje. I Sulinélius jneSta
S5uL PCR reakcijos miSinio, sumaiSyto su uzneSimo dazu. Po elektroforezés gelis dazomas

etidzio bromido tirpale ir DNR vizuolizuojamas UV §viesoje.

2.2.4. DNR fragmenty gryninimas

Fragmenty DNR gryninimas ir koncentravimas atliktas, panaudojus rinkinj DNA
Clean & Concentrator-5 (Zymo Research) ir remiantis gamintojo rekomendacijomis. PCR
miSinys sumaiSytas su DNR riSanciu buferiniu tirpalu (DNA Binding Buffer) santykiu 1:5.
MiSinys uZneStas ant kolonélés ir centrifuguota 30s maksimaliomis apsukomis stalinéje
centrifugoje (Eppendorf Centrifuge 5415 R). Kolon¢l¢ praplauta 200 pl DNR plovimo
buferiniu tirpalu (DNA Wash Buffer). Centrifuguota 30s. Plovimas buferiniu tirpalu
pakartotas. DNR nuplauta nuo kolon¢lés (eliucija) ant sorbento uzpilant 25 pl distiliuoto
vandens ir inkubuojant 1 min. kambario temperatiiroje. Kolonele perkelta j 1,5 ml

meégintuvelj ir centrifuguota 30s. ISgrynintos DNR tirpalas saugotas uzSaldytas.

2.2.5. DNR koncentracijos nustatymas spektrofotometru

ISgrynintos DNR koncentracija (ng/ul) nustatyta NanoDrop™ (Thermo Fisher
Scientific) spektrofotometru matuojant absorbcija, kai bangos ilgis yra 260 nm. Taip pat
jvertintas DNR grynumas: absorbcijos santykis esant 260 nm ir 280 nm (260/280) turi biiti ~
1,8, 0260/230 > 2.0.

2.2.6. DNR fragmenty klonavimas j pJET1.2 vektoriu

Amplifikuoti DNR fragmentai, koduojantys VL ir Vy sritis, buvo klonuoti j pJET 1.2
vektoriy, panaudojant rinkinj CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific).
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Rekombinantine plazmide transformuotos paruoStos kompetentinés E.coli DH10 lastelés
termoSoko budu. Lastelés, sumaiSytos su rekombinantine plazmide, inkubuotos 42°C Imin
20s ir atSaldytos leduose. Po to Igstelés atgaivintos 700 pl LB terpés ir inkubuotos 1 val. 37°C
temperatiiroje. Lastelés surinktos centrifuguojant ir iSsétos ant agarizuotos LB terpés su

100mg/ml antibiotiko ampicilino. LekStelés inkubuotos 37°C temp. apie 18 val.

2.2.7. Rekombinantiniy klony analizé

Rekombinantiniai klonai analizuoti PCR metodu, naudojant standartinj plazmidés
pJET1.2 pradmenj ir pradmenj specifinj klonuotai DNR sekai. Gauti PCR fragmentai
analizuoti elektroforezés biidu agarozeés gelyje. PCR teigiami klonai uZzséti i skysta LB terpe
su antibiotiku ampicilinu ir auginti apie 18 val. purtant 37°C temperatiroje. Uzauginta
biomas¢ surinkta centrifuguojant ir rekombinantiné plazmid¢ iSgryninta, panaudojus GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas.
ISskirtos plazmidés patikrinamos sukarpant jas restrikcijos endonukleazémis, kuriy taikiniai
yra klonuotame DNR fragmente. Standartinis karpymo $iais fermentais miSinys buvo 25 pl,
kuriame buvo 0,5-2 pg DNR ir iki 0,1 aktyvumo vnt atitinkamos restrikcijos endonukleazés
bei 1x buferinio tirpalo. Po sukarpymo gauti DNR fragmentai analizuoti elektrofozerés biidu
agarozés gelyje.

Klonuoty DNR fragmenty, koduojanciy Vi ir Vu sekas sekoskaita atlikta VU GMC

Sekoskaitos centre, naudojant Applied Biosystems 3130x1 genetinj analizatoriy.

2.2.8. DNR sekuy, koduojanéiy Vi ir Vy sritis, sujungimas jungtuku (linkeriu)

PCR budu pradmeny pagalba jvedamos jungtuka (GlysSer)s koduojancios sekos,

panaudojant pradmenis, nurodytus 7. lenteléje.

7.lentelé Pradmeny sekos, naudotos sujungiant Vi ir Vi DNR sekas

Pradmens Pradmens seka (5°-3°)

pavadinimas

VL-Xba-F ATCTAGAATGGATCATATGGTTGTGATGACCCAG
VL-Bam-R AGGATCCACCGCCTCCGGATTTGATTTCCAGCTTGGTCCC
VH-Bam-F TGGATCCGGCGGTGGCGGCTCCGGAGGCGGTGGCTCCG
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GTGGCGGCGGCGTCCAGCTGCAGGAGTCTG

VH-Bgl-R TAGATCTGAGGAGACGGTGACCGTG

Reakcijos vykdytos 25ul tiryje, naudojant 12,5 pl DreamTaq PCR Master Mix (2x)
(Thermo Fisher Scientific).

PCR salygos: pradiné denatiiracija 95°C 3 min, ir 30 reakcijos cikly, susidedanciy i$
denaturacijos 95°C 30s, pradmeny prikabinimo* 30s, sintezés 72°C 30s. Pasibaigus 30 cikly
dar papildomai pridéta sintezés stadija 7 min 72°C.

*pradmeny prikabinimui pasirinktos 64°C, 66°C, 68°C temperatiiros, kuriy zonose
buvo atlickama PCR, jdedant po vieng meégintuvel] su reakcijos miSiniu j atitinkamos
temperatiiros zona.

Gauti DNR fragmentai, klonuoti j pJET1.2 vektoriy, kaip aprasyta 2.1.6. sk. ir atlikta
Siy DNR fragmenty sekoskaita.

2.2.9. DNR fragmenty gryninimas i§ agarozés gelio ir klonavimas | mieliy

pFGG3 vektoriy

DNR fragmentas, koduojantis Vp ir Vu sritj, su prijungta jungtuko dalimi
(konstrukcija Vi-L-Vu), 1§ pJET1.2 plazmidés buvo iskirptas restrikcijos endonukleazémis
Xbal ir BglIl ir klonuotas j atitinkamai perkirpta pFGG3-Fc plazmidg. Reikiami DNR
fragmentai atskiriami agarozés gelyje elektroforezés biidu ir iSgryninti i§ gelio, panaudojant
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) pagal gamintojo rekomendacijas.
Rekombinantiné plazmidé transformuota i kompetentines E.coli lastelés ir rekombinantiniai

klonai analizuoti, kaip apraSyta 2.1.7. sk.

2.2.10. Mieliy S.cerevisiae kompetentiniy lgsteliy paruosimas ir juy transformacija

rekombinantine plazmide

I 5ml skystos YEPD terpés (1% mieliy ekstrakto, 2% peptono, 2% gliukozés) uzsétas
S.cerevisiae 214C mieliy kamienas; auginta 18-20val. purtant 30°C temperatiiroje. 1 ml
padauginty mieliy Iasteliy uzséta i 5 ml mégintuvéli su YEPD terpe, auginta 3h 30°C
temperatiiroje purtant. Lastelés surenkamos centrifuguojant 2000 aps/min greiiu ir

praplaunamos steriliu TE tirpalu. Lastelés surinktos centrifuguojant, suspenduotos 3 ml 0,1M
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LiCl tirpale. Laikoma 1val. 30°C temperatiiroje. Lastelés surinktos centrifuguojant,
supernatantas nupiltas ir likusiame nedideliame tirpalo tliryje suspenduojamos mieliy lastelés.
15 pl paruosty kompetentiniy mieliy lasteliy sumaisyta su 0,5 pg rekombinantinés plazmidés;
miSinys 30 min. laikomos kambario temperatiiroje. Pridéta 40 pl 50% PEG4000 tirpalo ir
inkubuota vandens vonioje 42°C temperatiiroje. Lastelés po termosoko uzpilamos 1ml YEPD
tirpalu ir inkubuojamos per nakt] 30°C termostate. Po inkubacijos, lastelés surinktos
centrifuguojant ir iSsétos ant agarizuotos YEPD terpés su 30 pl/100 ml formaldehido. Mieliy
transformatai po 2 pary auginimo 30°C temperatiiroje, perséjami ant agarizuotos YEPD terpes

su 60 pl/100 ml formaldehido.

2.2.11. Rekombinantiniy baltymuy sintezés indukcija mieliu lastelése

Keturi rekombinantiniai klonai uzséti i1 20ml YEPD terpés su 30 ul/100 ml
formaldehido per naktj 30°C temperatiiroje. Baltymy sintez¢ indukuota pridéjus YEPD terpés
su 3% galaktoze. Auginta dar 18 wval. 30° temperatiiroje. Mieliy lastelés surinktos

centrifuguojant ir saugotos uzsaldytos.

2.2.12. Mieliy lasteliy suardymas

Mieliy Iasteliy biomasé suspenduota 5 ml DB150 buferinio tirpalo (150 mM NaCl, 1
mM CaClz, 0.001% Trition X-100, 0.25 M L-Arginino pridéto j 10 mM Tris/HCl-buffer, pH
7.2). Pridedamas lygus tiiris stiklo rutuliuky (Glass beads, Sigma) ir vorteksuojama 7 min po
kuriy, gauta biomas¢ Saldoma leduose 1 min. Po ardymo, miSinys nucentrifuguojamas ir
supernatantas surenkamas. 50-100 pl supernatanto sumaiSoma su SDS-PAGE pavyzdzio

buferiniu tirpalu dazu, méginys kaitinamas 100°C 5 min ir analizuojamas SDS-PAGE.

2.2.13. Baltymuy elektroforezé poliakrilamido gelyje denatiiruojanciomis

salygomis (SDS-PAGE)

50-100 pl supernatanto, kaip apraSyta sk. 2.1.12, sumaiSoma su pavyzdzio buferiniu
tirpalu (Thermo Fisher Scientific), turinio reduktoriaus ditiotreitolo (DTT), méginys

kaitinamas 100°C 5 min ir analizuojamas poliakrilamido gelyje denattiruojanciomis
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salygomis (SDS-PAGE, angl. sodium dodecyl-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis).
Gelis, sudarytas i§ 4% virSutinio koncentruojancio gelio ir 12% apatinio skirianciojo gelio. |
gelio Sulinélius jnesta 7 pl analizuojamo tirpalo sumaiSyto su pavyzdzio buferiniu tirpalu.
Elektroforezé atlikta Tris-glicino/SDS buferiniame tirpale, esant 200 V jtampai. Po
elektroforezés, gelis praplautas vandeniu ir nudazytas 0,1% Coomasie blue tirpale, gelis

iSblukintas 10% acto rugsties tirpalu.

33



3. REZULTATAI

3.1. Imunoglobulino prie§ ACT-14 B-laktamaze¢ Vir ir Vu domenuy amplifikacija ir
analizé
IS hibridomos Iasteliy, kurios sintetino Mab prie§ ACT-14 B-laktamaze, iSskirta RNR
(7.pav.).
M 1 2
-~

bases ~

28s

18s

5s

7.pav. Bendros RNR, isskirtos is hibridomos lgsteliy, analizé agarozés gelyje.

1,2 takeliai — jneStas skirtingas RNR kiekis j gelio takelius. M — RNR molekulinés
masés standartas (RiboRuler High Range RNA Ladder, Thermo Fisher Scientifc). DeSinéje
puséje ribosominés RNR dydziai svedbergo vienetais (s), kurie atitinka molekulinés masés

standartus: 28s apie 4500b; 18s apie 1700b; 5s <200b.

Didziaja iSskirtos RNR dalj sudaro ribosominé¢ RNR (rRNR), o mRNR yra nedaug ir
jos gelyje nesimato. RNR iSskyrimo efektyvumas ir jos kokybé nustatoma pagal rRNR
kokybe: iSskirta RNR yra nesudegradavusi, galima aiSkiai nustatyti rRNR pasiskirstymag
gelyje po elektroforezés pagal molekulinj svori.

Nuo susintetintos ¢cDNR, PCR budu, naudojant pradmenis, komplementarius Mab
lengvosios (V) ir sunkiosios (Vu) grandiniy variabiliy domeny konstantinéms sekoms (zr. 1.

lentele ir 2. lentele) amplifikuoti Vi ir Vi koduojantys fragmentai (8.pav., 9.pav.).
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8.pav. PCR metodu, naudojant skirtingas pradmeny misiniy poras, amplifikuoto Vi fragmento
analizé agarozes gelyje po elektroforezés.

VL fragmento amplifikavimui naudoti atvirkStiniy pradmeny miSiniai (LFmix) ir
tiesioginiy pradmeny misiniai (LB). Takeliai 2, 3 — LFmix ir LB7; takeliai 5, 6 — LFmix ir LB
(5; 9; 10); takeliai 8, 9 — LFmix ir LB6; takeliai 11, 12 — LFmix ir LB (3; 4); takeliai 14, 15 —
LFmix ir LB13; takeliai 17, 18 — LFmix ir LB12; takeliai 20, 21 — LFmix ir LB11; takeliai 23,
24 — LFmix ir LB (14-17);1, 4, 7, 10, 13, 16, 19, 22 — ¢cDNR be pridéty komplementariy Vi
sekai pradmeny (kontrol¢), M — DNR molekulinés masés standartas (GeneRuler DNA Ladder
Mix, Thermo Fisher Scientific). Kair¢je nurodytos baziy pory vertés, atitinkanc¢ios standarto

juosteles.
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9.pav. PCR metodu amplifikuoto Vu fragmento analizé agarozés gelyje po elektroforezeés.

Vu fragmento amplifikavimui naudotas tiesioginis pradmuo VHI-F ir atvirkstinis
pradmuo VHI1-B. Takelis 1 — cDNR be pridéty komplementariy Vu sekai pradmeny
(kontrolé); takeliai 2, 3, 4 — VHI-F ir VH1-B; M — DNR molekulinés masés standartas
(GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher Scientific). Kair¢je nurodytos baziy pory

vertés, atitinkancios standarto juosteles.

Apie 350bp DNR fragmentai, kuriy ilgis atitinka VL ar VH seky ilgius, buvo gauti
panaudojant LFmix ir LB (14-17); LFmix ir LB12; LFmix ir LB (3; 4); LFmix ir LB6; LFmix
ir LB (5; 9; 10); LFmix ir LB7; VHI-F ir VH1-B pradmeny poras. Pasirinkti DNR
fragmentai, gauti su pradmenimis LFmix ir LB (3; 4); LFmix ir LB (5; 9; 10); LFmix ir LB12;
LFmix ir LB13; VHI-F IR VHI-B, iSgryninti ir klonuoti j pJET1.2 vektoriy, kurie
transformuoti | E.coli Iagsteles. Rekombinantinés plazmidés pJET1.2-Vp ir pJET1.2-VH
iSgrynintos 1§ E.coli lasteliy, VU GMC Sekoskaitos centre atlikta klonuoty Vi ir Vu DNR
fragmenty sekoskaita, panaudojant standartinius pJET1.2 sekoskaitos pradmenis.

Po sekoskaitos Vi ir Vu koduojan¢iy DNR fragmenty sekos buvo analizuotos
bioinformatiniu jrankiu IgBLAST (52). Nustatytos Ig Vi ir Vg domeny aminortigs¢iy sekos,
atitinkancios hipervariabilias sritis (CDR, angl. complementarity determining regions), kurias
skiria karkasinés sritys (FR, angl. framework regions). Amplifikuota Vi domeno sritis atitinka

trijy pelés Ig germinaliniy linijy (angl. germlines) sekas (10. pav.)
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from to length | matches | mismatches | gaps | identity(%)

............................................................................

10.pav. Pelés Ig Vi domeno klasifikacija bei CDR ir FR nustatymas pagal IgBLAST
bioinformatinj jrankj (52).

Query — seka pateikta analizei.

Mab‘o prie§ ACT-14 B-laktamaz¢ VL domeno aminoriig§¢iy seka, su pazymeétomis

CDR ir FR sekomis pagal IgBLAST bioinformatinj jrankj (52) pateiktos 11. pav.

DHMVVMTQTPKFLLLSAGDRVTITCKASQSVRNDIVAWY QQKPGQSPKLLIY[YASNR
YTGVPDRFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLAVYFCIQQDYNSPYTFGGGTKLEIKR

11.pav. V; domeno aminorigsciy seka.
Trys CDR sekos pazymétos rémelyje, FR sekos — pilkame fone. Aminortgstis

cisteinas (C raid¢) pazyméta geltonai.

Atitinkamai bioinformatiniu jrankiu analizuota ir Vi domeno seka (12 pav. ir 13.pav.).
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from | to | length | matches | mismatches | gaps | identity(%)

Alignments
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3% (82/95

12.pav. Pelés Ig Vu domeno klasifikacija bei CDR ir FR nustatymas pagal bioinformatinj
jrankj IgBLAST (52).

Query — seka pateikta analizei.

VQLQESGAELVKPGASVKLSCTASIGFNSKDTYMI QRPEQGLEWIGRIDFASGI
KFDPKFQGKATITADTSSDTAYLHLSSLTSEDTAVYYC|GSTLIPGAHAMDY|WGQGTTV
TVSS

13.pav. Mab ‘o pries ACT-14 p-laktamaze Vi domeno aminoriigsciy seka.

Trys CDR sekos pazymétos rémelyje, FR sekos — pilkame fone. Aminortgstis

cisteinas (C raid¢) pazyméta geltonai
VL ir Vg domeny aminoriig$¢iy seky analizé bioinformatiniu jrankiu rodo, kad sekos

atitinka tam tikras pelés Ig germinalines linijas, domenuose nustatyta CDR ir FR, o taip pat

sekos turi po du Cys, aptinkamus visuose imunoglobulinuose.
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3.2. Genetinés konstrukcijos, koduojancios viengrandj antikiing scFv prie§ ACT-14

p-laktamaze, sukiirimas

ScFv konstrukcijai reikia sujungti VL ir Vu per jungtuka (angl. linker). Jungtukas
(Siame darbe Zymimas raide L) yra 20 aminoriigs§ciy seka, koduojanti seka (SGas)4. Variabiltis
abiejy grandiniy domenai scFv sujungti Vi-L-Vy tokia seka. Sujungimas atliktas PCR bidu,
naudojant pradmenis, kuriuose 1) jvesta jungtuka koduojanti DNR seka; 2) Vi-L-Vu
konstrukcijos 5°-gale jvedant restrikcijos endonukleazés Xbal, o 3°-gale BglII skélimo sekas,
kurios bus reikalingos klonuojant scFv | mieliy raiSkos vektoriy (Zr. 2 sk.).

Panaudojant pJET1.2-VL plazmiding DNR, amplifikuota Vi, panaudojant tiesioginj
pradmenj VL-Xba-F ir atvirkstinj pradmenj VL-Bam-R (3.lentel¢), kuriame yra dalis jungtuka
koduojancios nukleotidy sekos ir BamHI skélimo seka. Amplifikuotas DNR fragmentas
klonuotas i pJET1.2, gauta konstrukcija pavadinta pJET1.2-VL-L.

Panaudojant pJET1.2-Vy plazmiding DNR, amplifikuotas Vi domenas, kurio 5°‘gale
yra dalis jungtuka koduojancios sekos (tiesioginis pradmuo VH-Bam-F), o atvirkStiniame
pradmenyje yra jvesta BglIl skélimo seka (atvirksStinis pradmuo VH-Bgl-R). Amplifikuotas
DNR fragmentas klonuotas j pJET1.2, gauta konstrukcija pavadinta pJET1.2-Vy-L.

Plazmidés pJET1.2-Vy-L ir pJET1.2-VL-L padaugintos E.coli lastelése ir klonuoto
DNR fragmento nukleotidy seka patikrinta sekoskaita. Vi apjungta su Vu tokiu badu: Xhol ir
BamHI restrikcijos endonukleaziy taikiniy vietose perkirpta pJET1.2-Vy-L plazmide¢, j kuria,
veikiant T4 DNR ligazei, jklonuotas Vi-L fragmentas, iskirptas i§ pJET1.2-VL-L plazmidés,
naudojant tuos pacius Xhol ir BamHI fermentus. Galutin¢ konstrukcija pavadinta pJET1.2-

Vi-L-Vm.

Galutiné aminortigs¢iy scFv seka, apjungianti Vi-L-Vy pateikta 14.pav.

MDHMVVMTQTPKFLLLSAGDRVTITCKASQSVRNDVAWYQQKPGQSPKLLIYYASN
RYTGVPDRFTGSGYGTDFTFTISTVQAEDLAVYFCQQDYNSPYTFGGGTKLEIKISGG
IGGSGGGGSGGGGSGGGGVQLQESGAELVKPGASVKLSCTASGFNSKDTYMHWVKQ
RPEQGLEWIGRIDFASGIVKFDPKFQGKATITADTSSDTAYLHLSSLTSEDTAVYYCGS
TLIPGAHAMDYWGQGTTVTVS

14.pav. scFv pries ACT-14 p-laktamaze aminorigsciy seka.

39



Pilkai pazyméta VL domenas, rémelyje — jungtukas, pabraukta Vi domenas.

Pirmas metioninas (M raid¢), kuris biitinas scFv raiskai mielése, pazymétas zaliai.

3.3. scFv-Fc¢ konstravimas raiskai mielése

Kaip minéta Sio darbo Literatiiros apzvalgos dalyje, rekombinantiniai scFv sintetinami
kaip monomerai, turintys monovalentinj susiriS§img su antigenu. Taciau Sie baltymai yra gana
nestabiliis, greitai degraduoja Zzmogaus serume, todél turi trumpg gyvavimo pusperiodj. Viena
alternatyvy padidinti scFv stabiluma yra jo sujungimas (angl. fusion) su IgG Fc domenu.
Baltymas scFv-Fc yra panasus | imunoglobuling, dimerizuojasi ir atstatomas jo avidiSkumas.
Rekombinantiniai nepilno ilgio antikiinai, jskaitant ir scFv gali biiti sintetinami bakterijy ir
mieliy lgstelése, nes jy aktyvumui nereikalingas glikozilinimas. Sintezé bakterijy ir mieliy
lastelése yra pigi, gaunami dideli biomasés kiekiai, skirtingai nei sintez¢ zinduoliy Iastelése.
Taciau sintetinami E.coli lgstelése scFv biina neteisingai suvynioti (angl. folded) ir praradg
antigenus riSant] aktyvuma. VU GMC Eukarioty geny inzinerijos laboratorijose (EGIL)
sukurti modifikuoti mieliy S.cerevisiae kamienai yra naudojami heterologiniy peptidy ar
nedideliy baltymy raiskai ant i virusus panasSiy daleliy (VLP) pavirSiaus (53-55). ScFv
sekrecija mieliy lgstelése nebuvo itin sékminga dél mazo sintezés lygio; sekreciniai mieliy
kamienai heterologiniy baltymy raiSkai dar kuriami EGIL.

Ziurkéno poliomos viruso (HaPyV, a hamster polyomavirus) dalelés elektroniniu
mikroskopu buvo aptiktos odos epiteliomoje (55). Tai nedidelés, apie 40 nm diametro dalelés,
turinios ikosaedring struktiirg. Kristaliné viriono struktiira buvo iSspresta ir nustatyta, jog
poliomos viruso kapsidés susideda i§ 72 pentamery, suformuoty i$ 360 kapsidés baltymo VPI.
Kiti minoriniai kapsidés baltymai VP2 ar VP3 riSasi su VP1 santykiu 1:10. VLP gali biiti
pagaminamos i§ vieno ar keliy struktiiriniy baltymy, Siuos rekombinantinius baltymus
sintetinant Igstelése. Baltymai spontaniskai susirenka j struktiiras, kurios panasios j natiiralius
virusus. Sios VLP yra neinfektyvios, nes neturi viruso genetinés medziagos. HaPyV VLP yra
s¢kmingai naudojamos kaip nedideliy peptidy nes¢jas, nes VLP sudarantys baltymai toleruoja
nedidelius skirtingo ilgio ir kilmés insertus (nuo 9 iki 120 aminoriigs¢iy) tam tikrose VP1
vietose (56). Zinoma, jog VP2 baltymo C-galin¢ dalis saveikauja su VP1 pentameru, todél
EGIL mokslininkai suliejimui su heterologiniu baltymu panaudojo VP2, siekiant gauti Siuos
baltymus ant VLP pavirSiaus. VU GMC EGIL ir Imunologijos laboratorijos (IL) tyrimai
parodé¢, kad VLP susidaro, kai j VP2 jterpiami ir didesni baltymai, biitent scFv (apie 25 kDa).

Sukonstruoti scFv pries bakterijos Gardnerella toksing vaginolizing buvo eksponuoti HaPyV
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VLP pavirsiuje, ir dalelés inaktyvavo hemolitinj toksino poveiki zmogaus eritrocitams (57).
Pasirodo, jog Fc dalies (26 kDa) suliejimas su VP2 taip pat buvo toleruojamas ir netrukdé
VLP susidarymui. Sukonstruotas scFv-Fc prie§ hepatito B pavirSiaus antigeng buvo
eksponuotas VLP pavirSiuje ir neutralizavo hepatito virusa Tupaia belangeri pirminiy

hepatocity Iastelése (54).

Taigi, norint susintetinti ir eksponuoti scFv sukurtus prie§ ACT-14 B-laktamazg, buvo
panaudotas VU GMC EGIL sukurtas mieliy raiskos vektorius pFGG3/VP1-VP2-Fc-Bgnew
(15. pav.), kuriame:

1. Yra genai, koduojantys didjji (VP1) ir mazaji (VP2) Ziurkéno poliomos viruso
kapsidés baltymus (angl. hamster polyomavirus (HaPyV)-derived capsid proteins).

2. Zmogaus IgG1 Fc koduojantis genas yra sulietas su VP2 baltyma koduojanéiu genu.

3. VP1 ir VP2-Fc yra sintetinami kartu 214C S.cerevisiae kamiene. Baltymus
koduojantys genai yra po skirtingais RNR polimeraziy promotoriais, todél baltymo

VP1 pagaminama daugiau nei VP2, taip iSlaikomas gamtiniame viruse aptinkamas

baltymy VP1/VP2 santykis.

4. Prie§ Fc koduojantj geng plazmidé¢je yra Xbal ir BglII restrikcijos endonukleaziy

taikiniai, per kuriuos klonuotas scFv koduojantis genas (16.pav.)

Sall (314)
Bpul0I (559)

PpuMI (914)

BamHI (1192)

(9131) Aatll
(9129) Zral

(8876) Ndel
(8827) PluTl
(8825) Sfol /i
(8824) Narl )
(8823) Kasl |

(8622) Blpl

Eagl - NotI (2354)
PaeR71 - Xhol (2369)

PFGG3-HaVP1-HaVvP2-FC-Bgnew
11 296 bp

I Nrul (3046)

(8190) Pacl BglII (3052)

(7642) PFIFI - Tth111I
(7627) Bstz171

PaqCl (3633)

15.pav. Plazmidés pFGG3/VPI-VP2-Fc-Bgnew Zemélapis.
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scFV__ Y[ 1GGTFc P HaPyV-vP2 I
PP > VP1/VP2-scFv-Fc

16.pav. Schematinis baltymy, sintetinamy mieliy lgstelése pavaizdavimas

ScFv koduojanti DNR dalis klonuota j plazmid¢ pFGG3/VP1-VP2-Fc-Bgnew per
restrikcijos endonukleaziy Xbal ir BglII taikinius: Siais fermentais i§ scFv koduojantis DNR
fragmentas (760 bp) iSkirptas i§ pJET1.2-VL-L-Vy ir klonuotas j vektoriy, suskaldyta tomis
paciomis restrikcijos endonukleazémis. Rekombinantiné plazmidé, pavadinta pFGG3/VP1-
VP2-Fc-scFv, transformuota | E.coli DH10B kamieng. Rekombinantiniai klonai patikrinti,
iSgryninus plazmid¢ pFGG3/VP1-VP2-Fc-scFv ir ja sukarpius restrikcijos endonukleazémis
(17.pav.). Naudotos restrikcijos endonukleaziy kombinacijos, skaldancios iSgrynintg plazmide
i skirtingo ilgio fragmentus: BglII ir BamHI (404 bp, 2193 bp, 9436 bp); Xbal ir Xhol (668
bp, 11365 bp); Pstl (3430 bp, 4309 bp, 4294 bp); Ndel ir BglII (739 bp, 5824 bp, 5470 bp).
Atlikus elektroforeze su reakcijos miSiniais, gelyje gauty DNR segmenty baziy pory ilgiai
atitiko teorinius dydzius. Tai patvirtina, jog scFv fragmentas buvo tinkamai jklonuotas

raiSkos vektoriy.
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17.pav. Rekombinantiniy plazmidziy tikrinimas restrikcijos endonukleazémis.

Takeliuose naudotos restrikcijos endonukleazés: takeliai 1, 5, 9, 13 — Ndel ir BgllI;
takeliai 2, 6, 10, 14 — Pstl; takeliai 3, 7, 11, 15 — Xbal ir Xhol; takeliai 4, 8, 12, 16 — BglII ir
BamHI; A,B,C ir D — reakcijos atliktos su plazmidémis, iSgrynintomis i§ skirtingy kolonijy.
M- DNR molekulinés masés standartas (GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Fisher

Scientific). Kair¢je nurodytos baziy pory vertés, atitinkancios standarto juosteles.

3.4. scFv rai§ka mielése

Plazmidé pFGG3/VP1-VP2-Fc-scFv transformuota j 214C S.cerevisiae kamieng.
Mieliy rekombinantiniai klonai 48 val. auginti 30°C su 60 pl/100 ml formaldehido.
pFGG3/VP1-VP2-Fc plazmidéje yra genas formaldehido dehidrogenazé, todél formaldehidas
yra selektyvus plazmidés Zymuo. Keturi rekombinantiniai mieliy klonai auginti skystoje
YEPD terpéje su 30 ul/100 ml formaldehido; terpés turis 20 ml. Baltymy raiska indukuota
galaktoze. Mieliy lastelés surinktos centrifuguojant ir suardytos su specialiais stiklo
rutuliukais, supernatantas surinktas centrifuguojant ir baltymai analizuoti SDS-PAGE

(18.pav.). Kontrolei naudotas plazmide netransformuotas mieliy 214C S.cerevisiae kamienas.

18.pav. Baltymy VP1/VP2-scFv-Fc sintezés analizé mieliy lgstelése.

Dazu Coomassie blue nudazytas SDS-PAGE. 1,2 takeliai — kontrolinis mieliy
kamienas. 3-6 takeliai — rekombinantiniai klonai: S.cerevisiae transformuotos plazmide
pFGG3/VP1-VP2-Fc-scFv. M — baltymy molekulinés masés standartas (PageRuler™
Prestained Protein Ladder, Thermo Fisher Scientific). DeSinéje standarto puséje suzymeéta,

kokj molekulinj svorj atitinka kiekviena standarto juostele.
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IS SDS-PAGE vaizdo pateikto 18.pav. sunku jvertinti ar sintetinami VP1 ir baltymas
VP2-scFv-Fc, nes nesimato skirtumo tarp kontroliniy ir rekombinantiniy klony baltymy: VP1
molekuliné masé yra 42 kDa, o baltymo VP2-scFv-Fc yra 78 kDa.

Kadangi VP1 ir VP2 baltymai formuoja VLP, kurias galima apvalyti nuo mieliy
baltymy, panaudojant ultracentrifugavima 30% sacharozés tirpale, vadinamojoje sacharozés
pagalvéje (atliko dr.M.Pleckaityté). Nusédusios ant centrifuginio mégintuvélio dugno dalelés

suspenduotos buferiniame tirpale ir baltymai analizuoti SDS-PAGE (19.pav.).

— kDa

B 170
S 130

100

- — — ? $<— 72 VP2-Fc-scFv
de -

55

b B e 35

— ——— et -« 25

.
(3 | e
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19.pav. VLP, sudaryty is VPI ir VP2-Fc-scFv baltymy, isvalyty 30% sacharozés tirpale,
analizé SDS-PAGE. Dazu Coomassie blue nudazytas SDS-PAGE.

1, 2 takeliai — grubus mieliy lasteliy, transformuoty plazmide pFGG3/VP1-VP2-Fc-
scFv lizatas (nevalyta per sacharozés tirpalg). 3-6 takeliai — VLP, susidedancios i§ VP1 ir
sulieto baltymo VP2-Fc-scFv, iSgrynintos, panaudojant sacharozés tirpalg. Pateikta VLP,
iSgryninti i§ keturiy rekombinantiniy klony. M — baltymy molekulinés masés standartas
(Thermo Fisher Scientific). DeSinéje standarto puséje suzymeéta, koki molekulinj svorj atitinka

kiekviena standarto juostelé. Rekombinantiniai susintetinti baltymai pazyméti rodyklémis.

Po VLP gryninimo, panaudojant 30% sacharozés tirpala (19.pav.), matosi VP1
(42kDa) ir VP2-Fc-scFv (78 kDa) baltymai, kuriy molekulinés masés gelyje atitinka teoriskai
apskaiciuotas vertes. Baltymo VP1 yra daug daugiau, nei sulieto VP2 baltymo, nes, kaip jau
minéta anks¢iau VP1 su VP2 santykis VLP yra 1:10. VLP gryninimas sacharozés tirpale
ultracentrifuguojant yra efektyvus, nes pasisalina mieliy baltymai, kurie SDS-PAGE ,,dengia“

rekombinantinius VLP sudarancius baltymus (18.pav.)
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3.5. Sulieto baltymo identifikacija Western blot

Nezitrint kad VLP baltymai SDS-PAGE buvo aptikti pagal molekuling mase¢
(19.pav.), jy identifikacija, nustatyta Western blot biidu (20.pav.), panaudojant polikloninius
triusio antikiinus prie§ Zzmogaus IgG (atliko VU GMC IL studenté Adrija Buturlakina). Tuo
tikslu padarytas SDS-PAGE ir baltymai nuo gelio pernesti ant 0,45 um PVDF membranos
(Roth, Vokietija). Membrana blokuota 2% pieno milteliy PBS buferiniame tirpale, ir
inkubuota 1 val. kambario temperatiroje su 1000x skiestais polikloniniais triuSio antikiinais
prie§ zmogaus IgG (Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG/HRP). Antikiinai buvo konjuguoti su
krieny peroksidaze (HPR), o tai leidzia antigeno-antikiino sgveikos detekcijai panaudoti
krieny peroksidazes substrata — 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (NeA-Blue Precip TMB,

Clinical Science Products).

A
M1 2 3 4 5 M 1 2 34 5

20.pav. VLP, sudaryty is VPI ir VP2-Fc-scFv baltymy, analizé Western blot.

A. Dazytas SDS-PAGE gelis. B. Western blot su HPR-konjuguotais antikiinais prie$
zmogaus IgG. 1, 2 takeliai — VLP, susidedancios i§ VP1 ir sulieto baltymo VP2-Fc-scFv,
iSgrynintos, panaudojant sacharozés tirpala. 3 takelis — netransformuoty plazmide mieliy
lasteliy lizatas. 4 takelis — IgG klasés monokloninis antikiinas (kontrol¢). 5 takelis —

rekombinantiniy baltymy VP1/VP2 miSinys.

Polikloniniai antikiinai prie§ zmogaus IgG reaguoja su sulietu baltymu VP2-Fc-scFv
(3.13 pav. B, 1 ir 2 takeliai), bet nereaguoja su mieliy baltymais (3 takelis) ir baltymy
VP1/VP2 miSiniu, kurie neturi jokio heterologinio inserto. Antikiinai yra aktyvis, nes

saveikauja su teigiama kontrole — Zmogaus IgG.

45



4. ISVADOS

. Imunoglobulino sunkiosiosios (Vu) ir lengvosios (Vi) grandiniy variabiliosios dalys
amplifikuotos, panaudojant RNR, iSskirta i§ hibridomos Igsteliy, sintetinusiy
monokloninj antikiing prie§ ACT-14 - laktamazg.

Sunkiosios (Vm) ir lengvosios (Vi) grandiniy variabiliosios dalys klonuotos ir
sujungtos peptidiniu jungtuku, koduojanciu (SGas)4 seka: sukurta genetiné konstrukcija,
koduojanti rekombinantinj viengrandj antikiing (scFv) prie§ ACT-14 B-laktamaze.

. DNR fragmentas, koduojantis viengrandzio antikiino fragmenta (scFv) buvo
iklonuotas j mieliy raiSkos vektoriy, suliejant su imunoglobulino G1 Fc¢ domenu ir
ziurkéno poliomos viruso kapsidés VP2 baltymu: gauta VP2-Fc-scFv konstrukcija.

. Rekombinantiniy VP1 ir VP2-Fc-scFv baltymy sintezé¢ aptikta elektroforeze
poliakrilamido gelyje denattiruojanciomis salygomis (SDS-PAGE) bei imunologiniu

Western blot metodu, panaudojant antiktinus prie§ VP1 ir VP2 baltymus.
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REKOMENDACIJOS

Rekomenduojama patikrinti sukonstruoto rekombinantinio baltymo veikimg prie$
antigeng — ACT-14 B-laktamaze¢. Tyrimui reikéty turéti bakterijy kamienus, kurie
sintetina ACT-14 pB-laktamaze, atpaZjstama sukonstruoto viengrandzio antikiino

fragmento.
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SANTRAUKA

Izabelés Makunaités magistro baigiamasis darbas ,Viengrandzio antikino fragmento
konstravimas”; Mokslinio darbo vadové dr. Milda Pleckaityté; Vilniaus Universitetas,
Medicinos fakultetas, Biomedicinos moksly institutas (Farmacijos ir farmakologijos centras),
Vilnius, 2024.

Tikslas: sukonstruoti viengrandj antikiino fragmenta prie§ ACT-14 f-laktamaze,
panaudojant j virusus panasiy daleliy platforma.

Darbo uZdaviniai: IS hibridomos prie§ ACT-14 B-laktamazg, klonuoti imunoglobulino
sunkiosios (Vu) ir lengvosios grandiniy (Vi) variabiligsias dalis; Sujungti lengvosios ir
sunkiosios grandiniy variabiligsias dalis peptidiniu jungtuku, sukuriant geneting konstrukcija,
koduojancig rekombinantinj viengrandzio antikiino fragmenta scFv; Klonuoti scFv i mieliy
raiSkos plazmide, suliejant su zmogaus imunoglobulino Fc domenu ir ziurkéno poliomos
viruso baltymu VP2; Gauti sulieto rekombinantinio baltymo VP2-Fc-scFv sintez¢ mieliy
lastelése.

Tyrimo objektas ir metodai: viengrandis antikiino fragmentas prieS bakterine B-
laktamaze ACT-14 sukonstruotas panaudojus rekombinantinés DNR technologijg. Geny
amplifikacija ir kitos klonavimo proceduros atliktos, panaudojant polimerazés gandinine
reakcija. DNR fragmentai ir polimerazés grandininés reakcijos produktai tikrinti atlikus
elektroforeze agarozés geliuose. Atliktas rekombinantiniy plazmidziy transformavimas j E.coli
bei mieliy Iasteles. Rekombinantinio baltymo sintezés vertinimas ir analizé atlikta pritaikius
elektroforeze poliakrilamido gelyje denatiruojanciomis sglygomis (SDS-PAGE) ir Western blot
metoda.

Rezultatai ir iSvados: iS hibridomos Iasteliy, sintetinusiy monokloninius antiklinus
prieS ACT-14 B-laktamaze, iSskirta RNR panaudota geny, koduojanciy lengvosios (Vi) ir
sunkiosios (Vu) grandinés variabiligsias sritis, amplifikacijai. Geny amplifikacija atlikta nuo
cDNR polimerazés grandininés reakcijos (PCR) bidu, panaudojant DNR sekoms
komplementarius pradmenis. Vi ir Vi fragmentai sujungti PCR bldu per jungtuka (L). Sukurta
genetiné Vi-L-Vy konstrukcija, koduojanti rekombinantinj viengrandj antikino fragmenta
(scFv) pries ACT-14 B-laktamaze, kuri buvo jklonuota j mieliy raiskos vektoriy, sujungtg su IgG
Fc domenu bei zZiurkéno poliomos viruso kapsidés VP2 baltymu. Mieliy Igstelése sintetinami
rekombinantiniai baltymai VP1 ir VP2-Fc-scFv aptikti pagal molekuline mase, atlikus
elektroforeze poliakrilamido gelyje denatlruojanciomis sglygomis (SDS-PAGE). Sukonstruotas
viengrandins antikino fragmentas prieS ACT-14 B-laktamaze identifikuotas Western blot
metodu, panaudojant polikloninius triusio antiklnus prieS Zmogaus IgG.
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SUMMARY

Izabelé Makunaité’s Master’s thesis is titled “Construction of a Single Chain Variable
Fragment Antibody“; Supervisor of the research is dr. Milda Pleckaityté; Vilnius University;
Faculty of Medicine; Institute of Biomedical Sciences (Pharmacy and Pharmocology Center),
Vilnius, 2024.

Aim of the thesis: to construct a single-chain antibody fragment against the ACT-14 B-
lactamase using a virus-like particle platform.

Task of the research: to clone immunoglobulin the heavy (V4) and light (VL) chain
variable regions from a hybridoma against the ACT-14 B-lactamase; to join the variable
regions of the light and heavy chains with a peptide linker, to create a genetic construction
encoding a recombinant single-chain antibody fragment (scFv); to clone the scFv into thr
yeast expression plasmid by the fusion with the Fc domain of the human immunoglobulin
and the hamster polyomavirus protein VP2; to obtain the synthesis of the fusion
recombinant protein VP2-Fc-scFv in yeast cells.

The object and methods of the research: A single-chain antibody fragment against
the bacterial ACT-14 B-lactamase was constructed using recombinant DNA technology. Gene
amplification and other cloning procedures were performed using the polymerase chain
reaction. DNA fragments and polymerase chain reaction products were checked by
performing electrophoresis on agarose gels. Recombinant plasmids were transformed into
E.coli cells and yeast cells. Assessment and analysis of the recombinant protein synthesis was
carried out using polyacrylamide gel electrophoresis under denaturing conditions (SDS-PAGE)
and the Western blot method.

The results and conclusions of the research: RNA was isolated from hybridoma cells
that synthesized monoclonal antibodies against ACT-14 p-lactamase was used for
amplification of genes encoding the variable regions of the light (VL) and heavy (Vu) chains.
Gene amplification was performed by polymerase chain reaction (PCR) from cDNA using
primers complementary to DNA sequences. The V. and V4 fragments were joined by PCR
using a linker (L). Genetic V\-L-Vy construction encoding the recombinant scFv antibody
fragment against ACT-14 B-lactamase was created and cloned into a yeast expression vector
fused with 1gG Fc domain and hamster polyomavirus capsid protein VP2. Recombinant
proteins VP1 and VP2-Fc-scFv synthesized in yeast cells were detected by their molecular
weight through performing SDS-PAGE electrophoresis. The constructed single-chain antibody
fragment against ACT-14 B-lactamase was identified by the Western blot method using
polyclonal Rabbit Anti-Human IgG.
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Noriu isreiksti nuoSirdzig padéka magistro darbo vadovei dr. Mildai Pleckaitytei uz
pagalbg bei suteiktg galimybe Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Biotechnologijos
instituto laboratorijoje atlikti mokslinj darbg — viengrandzZio antikiino fragmento konstravima.
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suvokima genetikos srityje.

Atskirg padéka skiriu Zmonéms, prisidéjusiems prie Sio darbo atlikimo: VU, GMC,
Imunologijos laboratorijos prof. A.Zvirblienei u? dovanotas hibridomos Igsteles; VU, GMC,
Imunologijos laboratorijos studentei Adrijai Buturlakinai uz atlikta Western blot tyrima.
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