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Sis i&radimas yra i§ imuninés biotechnologijos srities. Jo esmé - naujos hibridomos sukdrimas ir monokloniniy
antikdiny pries insuling gavimas.

Hibridoma skiriasi nuo anks&iau apradyty analogy pagal produkuojamy monokloniniy antikiiny specifiskuma ir
imunizacijos badg. Monokloniniai antikGnai gali bati pritaikyti insulino bictechnologijoje.
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ISradimas yra i35 imuninés biotechnologijos srities. Jo
esme - naujos hibridomos sukl@rimas 1ir monokloniniy

antikiny (MA) prie$ insuling gavimas.

Hibridiniy lagsteliy linija (hibridoma IP-C2) - tai MA

pries insulinag producentas.

Hibridomos IP-C2 analogais laikomos hibridiniy lasteliy
linijos, produkuojand¢ios MA pried Zmogaus insuling (JI-
2), kiauléé ir Jjauc¢io insuling (JI-1) (EP 0179576),
Zzmogaus 1r kiaulés insuling (IN-04) (CS 240846),
Zzmogaus 1ir kiaulés insuling, silpnai reaguojandius su
jauc¢io insulinu (5H-1B-10b) (SU 1595903). Hibridoma,
produkucjanti MA prie$ antigenine determinante, bendrg
Zmogaus, kiaulés ir jaudio insulinui ir proinsulinui,
nera aprasSyta. Be to, minétos hibridomos buvo gautos,
imunizavus peles natyviu insulinu, tuo tarpu kai
hibridoma IP-C2-konjuguotu jaudio proinsulinu.

Sio iSradimo tikslas - sukurti hibridoms, kuri
produkuoja specifinius antikinus prie¥ insuling. tam
tikslui pelés Dbuvo imunizuotos konjuguotu Jjaulio
proinsulinu, po to imunizuoty peliy bluZnies limfocitai
sukryZminti su peliy mieloma NSO/l pagal Kiolerio ir
MilSteino metoda [ Kohler, Milstein, Eur. J. Immunol.,
1976, 6, 511-919] . Atlikus hibridiniy lgsteliy
tikrinimag ir klonavimg, buvo gauta hibridoma IP-C2.
Hibridoma IP-C2 deponuota Biotechnologijos institute

"Fermentas", deponavimo numeris H 0403.
Hibridomg IP-C2 apibiidina $ie poZymiai.

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

adhezija ant stiklo arba plastiko pavirdiaus.
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Lasteliy kulturos pozZymiai. Kultivavimo sglygos
standartinés: terpé DMEM su 10 % embrioninio karviy
serumo, 2 mM L-gliutamino, 20 mM HEPES buferio, 200
ng/ml gentamicino, auginama 37°C temperatiroje, 5 % CO,
atmosferoje. Lasteliy auginimui naudojami stiklo arba
plastiko indai, persejama kas 3-4 dienos, persejimo

doze - 100 tuakst. last./ml.

Auginimas gyviny organizme. Singeniniy peliy BALB/c
organizme hibridoma IP-C2 100 % atvejuy sukelia ascitg,
suleidus i pilvo ertme 1-2 mln. lasteliuy. Likus 7-10
dieny iki lasteliy injekcijos, pelés sensibilizuojamos
0,5 ml pristano. Ascitas formuojasi, praéjus 8-12 dieny

po hibridiniy lgsteliy injekcijos.

Kriokonservavimas. Ilgalaikiam saugojimui lastelés
uzsaldomos embrioniniame karviy serume su 10 %
dimetilsulfoksido. UZ%aldymo reZimas - 1°C/min. iki -
70°C, po to lastelés perkeliamos i skystg azots.
At3ildymas - vandens vonioje 37°%C. Lasteliy gyvybin-
gumas po atsildymo - 70-80 %.

Kontaminacija. Bakterijy ir grybuy kultiroje nerasta,

mikoplazmos testas neigiamas.

Lasteliy produktyvumas. 3-4 kultivavimo dieng MA
sekrecijos lygis terpéje - 15-20 ug/ml, ascite - 7-10
mg/ml. MA produkcija iSlieka iki 20 pasaZzy kultldroje ir

iki 5 pasazZy ascite.

Produkto charakteristika. Hibridoma IP-C2 produkuoja
IgG klasés, IgGl poklasio MA, specifisSkus insulinui.

ISradimg iliustruoja $ie pavyzdzZiai.

1 pavyzdys. Hibridomos gavimas. Linijos BALB/c peles

imunizuojamos Jjau¢io proinsulinu ("Novo"), konjuguotu
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su gliutaro aldehidu. Konjugavimas atliekamas 16 wval.
4°c temperaturoje fosfatiniame buferyje (pH 7,5) su 1 %
gliutaro aldehido. Pelés imunizuojamos 4 kartus,
suleidZiant konjuguota -proinsuling i pilvo ertme.
Pirmos 3 imunizacijos atliekamos kas 14 dienuy,
suleidZiant kiekvienai pelei po 50 ul proinsulino,
suspenduoto pilname Froindo adjuvante. Paskutines
imunizacijos metu, kuri atliekama, likus 3 dienoms iki
hibridizacijos, suleidziama po 50 Ul proinsulino

fiziologiniame tirpale.

Hibridizacijai naudojama peliy mielomos linija NSO/1
logaritminéje augimo fazéje ir imunizuotos pelés
bluznies limfocitai. Hibridizacijos agentas - 50 %
polietilenglikolio (PEG-4000) tirpalas DMEM terpéje su
15 % dimetilsulfoksido, mielomos ir bluZnies lasteliy
santykis hibridizacijos metu - 1:5. Hibridizacija
vykdoma 1 min., po to lagstelés atplaunamos nuo PEG
beserumine DMEM terpe, centrifuguojamos, suspenduojamos
HAT terpéje ir iZséjamos i plok3teles, po 10° lasteliy
L Sulineli. Prie$ tai plok3telése pasodinami makrofagai
18 pelés pilvo ertmés Hibridiniy lasteliy selekcija

atliekama HAT terpéje, kuri 7-tg kultivavimo dieng

palaipsniui keic¢iama HT terpe (hipoksantinas,
timidinas), o po to - normalia kultivavimo terpe su
dviguba serumo koncentracija (20 %). Hibridiniai

producentai klonuojami dideliy praskiedimy metoduy,
issejant po 1 1lagstele 4 Sulinéli. Atrinkti klonai
padauginami ir toliau auginami peliy BALB/c pilvo

ertméje, kur formuojasi ascitas.

2 pavyzdys. MA specifiskumo tikrinimas. Naudojamas
netiesioginés imunofermentinés analizés (IFA) metodas.
PlokSteleése sorbuojami antigenai (Zmogaus, kiaulés ir
jauCio insulinas ir proinsulinas): i 3ulinélius ipilama
po 0,5 png atitinkamo antigeno 100 pl 0,05 M Na-

karbonatinio buferio (pH 9,5) ir inkubuojama 16 wval.
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4° temperatiroje. Po to plokSteles Sulineliai
blokuojami 1 % albumino tirpalu, atplaunami vandeniu ir
uZpildomi 100 pl hibridomos IP-C2 auginimo terpés arba
atskiesto ascitinio skysc¢io. Po inkubacijos (1 wval.
kambario temperatiroje) ir atplovimo i Sulinélius
ipilama po 100 pl triusio antikiny pried pelés
imunoglobulinus, konjuguoty su krieny peroksidaze. Po
inkubacijos (30 min. kambario  temperatidroje) ir
atplovimo isry3kinama fermentiné reakcija: i Sulineélius
ipilama po 100 nl o-fenilendiamino tirpalo (0,5 mg/ml)
0,05 M Na-acetatiniame buferyje (pH 5,5) su 0,03 %
vandenilio peroksido. Reakcija sustabdoma po 10-15
min., pridedant po 50 pl 10 % sieros rOgsties. Optinis
tankis matuojamas fotometru Titertek Multiscan
("Flow"), esant bangos ilgiui 492 nm. Sulinéliuose su
imobilizuotu insulinu ir proinsuliﬁu optinis tankis
virsijo 2 opt. wvnt., Sulinéliuose su imobilizuotu
albuminu ir jaudio C-peptidu - buvo maZesnis nei 0,3

opt. vnt. Analizeés rezultatai pateikiami 1 lenteléije.

1 lehtelé. Hibridomos IP-C2 produkuojamy MA
specifiskumas

Antigenas Hibridomos IP-C2 | Ascito titras

augin. terpe

Albuminas - 400
Zmogaus insulinas + 60000
Kiaulés insulinas + 60000
Jauc¢io insulinas + 60000
Kiaulés proinsulinas + 60000
Jaulio proinsulinas + 60000
Zmogaus proinsulinas + 60000
Jaucio C-peptidas - 400

3 pavyzdys. Insulino nustatymas konkurentinés IFA
metodu. PlokStelés 3ulineliuose sorbuojami MA IP-C2 (po

1 pg i Sulineéli). Po blokavimo ir atplovimo (Zr. 2
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pvz.) i $ulinélius ipilama po 100 pul standartinio
insulino tirpalo arba tiriamo tirpalo, atskiesto
fosfatiniu buferiu su 0,05 % detergento Tween-20.
Insulino koncentracija -standartiniame tirpale - 2
lg/ml. Kalibracinei kreivei padaromi keli standartinio
tirpalo skiedimai. Po inkubacijos (30 min. kambario
temperatliroje) i visus Zulinélius su insulinu pridedama
po 10 ul konjugato - insulino, konjuguoto su krieny
peroksidaze. Inkubuojama 1 val. kambario temperatiroje.
Po to ploks3telée atplaunama ir iSry3kinama fermentine
reakcija, kaip nurodyta auk3&¢iau (Zr. 2 pvz.). Pagal
konkurentinés analizés rezultatus braiZoma kalibracine
kreivé - optinio tankio priklausomybé nuo insulino
koncentracijos standartiniame tirpale. Insulino
koncentracija tiriamajame tirpale nustatoma pagal
tiesine kalibracinio grafiko dali. Metodo jautrumas - 2
ng/ml insulino. Metodas gali biati panaudotas
technologinio proceso kontrolei, gaminant kiaulés arba
jau&io insulina, o taip pat rekombinantini Zmogaus

insuling.

Hibridoma IP-C2 skiriasi nuo anksdiau aprasyty analogy
(lagsteliy linijy IN-04, JI-1, JI-2, 5H-1B-104) tuo, kad
ji produkuoja kitokio specifiSkumo antiklnus - pries
antigenine determinante, bendrg Zmogaus, kiaulés ir
jaudio insulinui, tuo tarpu kai visos minétos
hibridomos - antik@nus su siauru specifiSkumu. Todel
antik@inai IP-C2 yra universalus instrumentas $iy rasiy
insulinams, plad¢iai naudojamiems medicinoje. Be to,
gaunant hibridomg IP-C2 Dbuvo panaudota efektyvesne
imunizacijos schema (konjuguotas proinsulinas), todel
antigenas nesukélé hipoglikeminio Soko imunizuojamiems

gyvunams .

Hibridomos 1IP-C2 produkuojami antikinai gali Dbuti

pritaikyti insulino biotechnologijoje.



LT 3150 B

ISRADIMO APIBRREZTIS

Hibridoma, produkuojanti pelés monokloninius antikdnus

pries insuling.
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