19 LT 3149 B

Y

VALSTYBINSPATENTUBIURAS (1 PATENTO APRASYMAS

(11)

(73)

(83)

Patento numeris: 3149 (51) Int.CL%: C12N 5/20,
Ci2P 21/08
Paraiskos numeris: 1P137

Parai$kos padavimo data: 1992 10 16
Paraiskos paskelbimo data: 1994 05 15
Patento paskelbimo data: 1995 01 31
ISradéjas:

Aurelija Zvirbliené, LT

Mykolas Mauricas, LT

Eugenijus Zdaneviéius, LT
Vladas Bumelis, LT

Patento savininkas:
Biotechnologijos institutas “Fermentas”, Grai¢iuno g. 8, 2028 Vilnius, LT

Mikroorganizmo deponavimas:
H 0201, Biotechnologijos institutas “Fermentas”, LT

(54)

(57)

Pavadinimas:
Hibridoma, produkuojanti pelés monokloninius antikiinus prie§ Zmogaus angiogening

Referatas:

Sis i¥radimas yra i§ imuninés biotechnologijos srities. Jo esmé - naujos hibridomos sukdrimas ir monokloniniy
antikfiny prie$ Zmogaus angiogening gavimas.

Hit:idoma skiriasi nuo ankstiau aprasyty analogy pagal motininiy Igsteliy kilme bei imunizacijos badg. Mono-
klonir::3i antikGnai gali bati pritaikyti angiogenino analizei, valymui ir biologiniy funkcijy tyrinéjimui.
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ISradimas yra i% imunines biotechnologijos srities. Jo
esme - naujos hibridomos sukirimas ir monokloniniy

antikiny (MA) pries angiogening gavimas.

Hibridiniy lagsteliy linija (hibridoma AG-1) - tai MaA

pried Zmogaus angiogening producentas.

Yra Zinomos lgsteliy linijos (26-2F ir 51C9),
produkuojandios MA pries Zmogaus angiogening (WO
89/00862, A61K39/395, 1989). Kadangi kity analogy néra,
Sios hibridomos laikomos prototipais. Nurodytos
hibridomos yra gautos kity mielominiy lasteliy pagrindu
- Sp 2/0 ir P3X63, o ascitai iSauginti nu/nu pelése,
reikalaujan¢iose ypatingy salygy. Be to, hibridomos
51C9 atveju imunizacijai buvo panaudotas sintetinis

peptidas 36-46, kas labai apsunkino hibridomos gavimo

process.

Sio isradimo tikslas - sukurti hibridoma, kuri
produkuoja didelius kiekius specifiniy atikiny pries
Zmogaus angiogening. $io tikslo igyvendinimui pelés
buvo imunizuotos rekombinantiniu konjuguotu Zmogaus
angiogeninu, po to imunizuoty peliy bluZnies limfocitai
sukryZminti su peliy mieloma NSO/1 pagal Kiolerio ir
MilSteino metoda [ Kohler, Milstein, Eur. J. Immunol.,
1976, 6, 511-919] . Atlikus hibridiniy lasteliy

tikrinimg ir klonavimg, buvo gauta hibridoma AG-1.

Hibridoma AG-1 deponuota Biotechnologijos institute

"Fermentas", deponavimo numeris H 0201.
Hibridomg AG-1 apibidina Zie poZymiai.

Morfologiniai pozymiai. Hibridinés lasteles yra
sferinés formos, su lygiais krastais, turi stamby
branduoli. Dauginasi suspensijoje, pasiZymi silpna

adhezija ant stiklo arba plastiko pavirdiaus.
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Lasteliy kultiros pozymiai. Kultivavimo sglygos
standartinés: terpé DMEM su 10 % embrioninio karviy
serumo, 2 mM L-gliutamino, 20 mM HEPES buferio, 200
pg/ml gentamicino, auginama 37°%¢ temperaturoje, 5 % CO,
atmosferoje. Lagsteliy auginimui naudojami stiklo arba
plastiko indai, perséjama kas 3-4 dienos, perséjimo

dozé - 100 takst. last./ml.

Auginimas gyviny organizme. Singeniniy peliy BALB/c
organizme hibridoma AG-1 100 % atvejy sukelia ascita,
suleidus i pilvo ertme 1-2 mln. lasteliy. Likus 7-10
dieny iki lasteliy injekcijos, pelés sensibilizuojamos
0,5 ml pfistano. Ascitas formuojasi, praejus 8-12 dieny

po hibridiniy lasteliy injekcijos.

Kriokonservavimas. Ilgalaikiam saugoijimui lasteles
uzSaldomos embrioniniame karviy serume su 10 %
dimetilsulfoksido. UZ3aldymo reZimas - 1°C/min. iki -
7OOC, po to lastelés perkeliamos i skystg azots.
AtSildymas - vandens vonioje 37°C. Lasteliy gyvybin-
gumas po atSildymo - 70-80 %.

Kontaminacija. Bakterijuy ir gryby kultlroje nerasta,

mikoplazmos testas neigiamas.

Lasteliy produktyvumas. 3-4 kultivavimo dieng MA
sekrecijos lygis terpeéje - 15-20 pg/ml, ascite - 7-10
mg/ml. MA produkcija i8lieka iki 20 pasaZy kulti@roje ir

iki 5 pasaZy ascite.

Produkto charakteristika. Hibridoma AG-1 produkuoja IgG

klasés MA, specifi$kus Zmogaus angiogeninui.
ISradimg iliustruoja $ie pavyzdZiai.

1 pavyzdys. Linijos BALB/c  peles imunizuojamos

rekombinantiniu Zmogaus angiogeninu, konjuguotu su
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peles IgG dviejy stadijy gliutaraldehidiniu metodu
[ Avrameas, Ternyck, Immunochem., 1969, 6, 53-66] .
Imunizacija susideda 15 3 injekcijy i pilvo ertme:
pirmy dviejy imunizacijy metu kas 10 dieny suleidZiama
po 100 pg konjuguoto angiogenino su pilnu Froindo
adjuvantu, paskutinés imunizacijos metu - 50 g
natyvaus angiogenino fiziologiniame tirpale 1likus 3
dienoms ikiv hibridizacijos. Hibridizacijai naudojama
pelés mieloma NSO/1 logaritminéje augimo fazéje ir
imunizuotos pelés bluZnies limfocitai. Hibridizacijos
agentas - 50 % polietilenglikolio tirpalas DMEM terpéje
su 15 % dimetilsulfoksido. Mielomos ir limfocity
lgsteliy santykis hibridizacijos metu - 1:5. Hibridiniy
lasteliy selekcija atliekama HAT terpeje (0,1 mM
hipoksantino, 0,4 uM aminopterino, 16 WM timidino). 7-
tg parag HAT terpé palaipsniui pakei¢iama HT terpe
(hipoksantinas, timidinas), o po to - normalia auginimo
terpe. Klonai, produkuojantys MA prie$ angiogening,
atrenkami netiesioginés imunofermentinés analizés (IFA)
metodu. Teigiami hibridai klonuojami dideliy
praskiedimy metodu, po to padauginami ir injekuojami

BALB/c linijos peléms ascitui sukelti.

2 pavyzdys. Hibridomos AG-1 produkuojamy antikiny
specifiSkumas nustatomas netiesioginés imunofermentinés
analizés (IFA) metodu. Analizé atliekama Siuo bidu.
Polistirolineés ploksSteleés Sulinéliuose sorbuojamas
antigenas (10 pug/ml antigeno 100 pul karbonatinio
buferio, pH 9,5), inkubuojant per nakti 4°c
temperatiroje, po to 3ulinéliai blokuojami 1 % jaudio
serumo albumino tirpalu ir atplaunami distiliuotu
vandeniu. Testuojamoji terpé arba ascitinis skystis
skiedZiami fosfatiniu buferiu (pH 7,5) su 0,05
detergento Tween-20, Sis tirpalas inkubuojamas

plok3teléje 1 val. kambario temperatiroje. Paskutinéje

o\°

stadijoje i kiekviena plokiteles Sulineéli ipilama

triusio antikl@ny prie$ pelés Ig, konjuguoty su krieny
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peroksidaze. Po inkubacijos (1 wval. kamb. temp.) ir
atplovimo iéﬁyékinama fermentiné reakcija: i Sulinélius
ipilama po 100 ul substrato - 5 mg/ml o-fenilendiamino
ir 0,03 % vandenilio peroksido Na-acetatiniame
buferyje, pH 5,5. I3ry3kéjus spalvai (po 10-15 min.)
reakcija sustabdoma, pridedant po 50 pl 10 % sieros
rugSties tirpalo. Optinis tankis matuojamas fotometru
Titertek Multiscan ("Flow"), esant bangos ilgiui 492
nm. Netiesiogines IFA rezultatai pateikiami 1
lenteleje. Jie parodo, kad tiriamieji MA reaguoja tik

su Zmogaus angiogeninu.

1 lentele. Hibridomos AG-1 produkuojamy antikiny

specifiskumas.

Antigenai: ivairas Hibridomos AG-1 Ascito titras
Zmogaus baltymai aug. terpe

Albuminas - 500
Angiogeninas + 80000
a-Augliy nekrozes - 500
faktorius

Y-Interfercnas - 500
Ribonukleaze A - 500

Hibridoma AG-1 skiriasi nuo lasteliy linijy 26-2F ir
51CY9 pagal Siuos poZymius: 1) ji gauta kity motininiy
lasteliy - mielomos NSO/1 - pagrindu, 2) auginama
BALB/c linijos pelése, atsparesnése negu pelés nu/nu,
todel gaunamas didelis kiekis MA, 3) hibridomos gavimui
panaudota paprasta ir efektyvi imunizacijos schema -
konjuguotas su pelés 1Ig angiogeninas, o tai leido
i8vengti angiogenino biologinio poveikio ir sustiprinti
jo imunogenines savybes.

Hibridomos AG-1 produkuojami MA gali biti panaudojami
Zmogaus angiogenino analizei, valymui ir biologiniy

funkcijy tyrinéjimui.
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