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Sis i$radimas yra i§ imuninés biotechnologijos srities. Jo esmé - naujy hibridomy sukirimas ir mono-

kioniniy antikliny prie§ Zmogaus augimo hormong gavimas.

Hibridomos skiriasi nuo anksc¢iau aprasyty analogy pagal motininiy Iasteliy kilme, hibridizacijos blda bei
produkuojamy monokloniniy antikiiny specifiSkuma. Monokloniniai antik@inai gali biti pritaikyti Zmogaus augimo
hormono nustatymui.
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Isradimas yra is imuninés biotechnologijos srities. Jo esme -
nauju hibridomuy sukrimas ir monokloniniu antikitnu (MA) pries
zmogaus augimo hormona gavimas.

Hibridiniu lgsteliu linijos (hibridomos GH-1 ir GH-2) - tal
MA prieg Zmogaus augimo hormona producentai. Abi $ios lasteliy
linijos gautos tuo pagiu metodu, charakterizuojamos tais pactiais
pozymiais. Jos skiriasi pagal viena savybe - GH-1 ir GH-2
produkucjami MA atpazista skirtingus epitopus 2Zmogaus augimo
hormono molekuléje.

Hibridomu GH-1 ir GH-2 analogais gali  bati  laikomos
hibridiniy lasteliu 1linijos, produkuojanéios MA prie$ 2zmogaus
augimo hormona - A64-D/E3, A64-E/C8, A64-E/B12 ir A64-D/F2 (DD
263537, A61K39/395, 1987] ir pries jauc¢io augimo hormona - VMB
2/3 [SU 1564184, A61K39/395, 1988]. Hibridomos GH-1 1r GH-2
skiriasi nuo hibridomes ¥MB 2/3 pagal produkuojamuy MA specifiskuma
(MMB 2/3 produkuoja MA priesd Jjaudéio augimo hormong), © nuo
hibridomy A64—D/EB,‘E/08, E/B12, D/F2 - pagal imunizacijai naudoto
antigeno struktiira, hibridizacijos blda ir motininiy lasteliy
(mielomos) kilme.

&io igsradimo tikslas - sukurti hibridomas, kurios produkuoja
pecifiniues antikinus prieg 2Zmogaus augimo hormona. Tam tiksluil
elés buvo imunizuotos rekombinantiniu Zmogaus augimo hormonu, po
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to imunizuocty peliu bluznies limfocitai sukryzminti su peliu
mieloma NSO/1 pagal Kiolerio ir Milsteino metoda [Kohler,
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Milstein, Eur. J. Immunol., 1976, 6, 511-919]1. Atlikus hibridiniu
lgsteliu tikrinimg ir klonavima, buvo gautos hibridomos GH-1 ir
GH-2.

Hibridomos deponuotos Biotechnologijos institute "Fermentas':
GH-1 deponavimo numeris H 0304, GH-2 deponavimo numeris - H 0305.

Hibridomas GH-1 ir GH-2 apibldina &ie poZymiai.

Morfologiniai poZymiai. Hibridinés 1lgstelés yra sferinés
formos, éu lygiais krastais, turi stambu branduoli. Dauginasi
suspensijoje, pasizymi silpna adhezija ant stiklo arba plastiko
pavirsiaus.

Lasteliu kultiros pozymiai. Kultivavimo salygos standartinés:
terpé DMEM su 10% embrioninio karviu serumc, 2 mM L-gliutamino, 20
mM HEPES buferio, 200 ug/ml  gentamicino, auginama 37°%¢
temperatiroje, 5% 002 atmosferoje. ILasteliu auginimui naudojami
stiklo arba plastiko indai, perséjama kas 3-4 dienos, perséjimo
doz® - 100 tikst. last./ml.

Auginimas gyvinu organizme. Singeniniu peliu BALB/C organizme
hibridomos GH-1 ir GH-2 100% atveju sukelia ascita, suleidus i
pilvo ertme 1-2 mln. 1lgsteliu. ILikus 7-10 dienu 1iki lasteliu
injekeijos, pelés sensibilizuojamos 0,5 ml pristano. Ascitas
formuojasi, pradéjus 8-12 dienu po hibridiniy lasteliu injekcijos.

Kriokonservavimas. Ilgalaikiam saugojimul lasteles uzsaldomos
smbrioniniame karviuy serume su 10% dimetilsulfoksido. Uz3aldymo
simas - 1°C/min. iki —7000, po to lastelés perkeliamocs i  skystag
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azota. Atsildymas - vandens vonioje 3700. Lastellu gyvybingumas po
ildymo - 70-80%.

Kontaminacija. Bakterijuy ir grybu kultGrose nerasta
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mikoplazmos testas neigiamas.
Lasteliu produktyvumas. 3-4 kultivavimo dieng MA sekrecijos
- 5-10 mg/ml, MA

Pl

titras ascitiniame skystyje — 1:30000. MA produkecija islieka iki

lygis terpéje - 10-15 pg/ml, ascitiniame skystyje

1% pasazu kultiroje ir iki 5 pasazuy ascite.

Produkty charakieristika. Hibridomos GH-1 ir GH-2 produkucja
gG klasés, IgG1 poklasio MA, specifidkus Zmogaus augimo hormonui.

oo

viepitopinégs analizés metodu buvo nustatyta, kad $ie MA atpazista
skirtingus epitopus (amino rigé&diu sekas) Zmogaus augimo hormono
molekuleje.

Isradimg iliustruoja &ie pavyzdziai.
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1 pPavyzdys. Hibridomy gavimas. Linijos B4LB/C pelés
imunizuojamos rekombinantiniu Zmogaus augimo hormonu, turinéiu
pirmosios N-galinés amino rigsties delecija (dez-Phe-1-STH). Sis
hormonas pagamintas Biotechnologijos institute "Fermentas".Pelés
imunizuojamos, suleidziant antigena 1 pilve ertme. Pirmos 3
imunizacijos atliekamcs kas 10 dienu, suleidziant kiekvienail pelei
po 100 g augimo hormono, suspenducto pilname Froindo adjuvante.
Paskuting imunizacija atliekama po 5 savaicéiuy - likus 5, 3 ir 2
dienoms iki hibridizacijos, suleidZiama po 100 Mg augimo hormono
fiziologiniame tirpale.

Hibridizacijai naudojama peliu mielomos linija  NSO/1
logaritmingje augimo fazéje 1ir  imunizuotos  pelés  bluznies

limfoeitai. Hibridizacijos agentas -  50% polietilenglikolio
(PEG-4000) tirpalas DMEM terpéje su 15% dimetilsulfoksido,
mielomos ir bluznies lasteliy santykis hibridizacijos metu - 1:7.

Hibridizacija vykdoma 1 min., po to lastelés atplaunamos nuo PEG
beserumine DMEM terpe, centrifuguojamos, suspenduo jamos HAT
terpéje ir i&séjamos i ploksteles, po 105 lgsteliu i sulineéli.
Prie$ tai plokstelése pasodinami makrofagai is pelés pilvo ertmés.
Hibridiniuy lasteliu selekcija atliekama HAT terpéje, kuri 97-tg
kultivavimo diena palaipsniui keiéiama HT terpe (hipoksantinas,
timidinas), o po to - normalia kultivavimo terpe su dviguba serumo
koncentracija (20%). Hibridiniai producentai klonuojami dideliy
praskiedimu metodu, i&seéjant po 1 1lastele i 8ulineéli. Atrinkti
klonai padauginami ir toliau auginami peliu BALB/C pilvo ertmeje,
kur formuojasi ascitas.

2 pavyzdy s. MA specifiskumo tikrinimas netiesioginés
TFA metodu. Teigiamu hibridu atrinkimui naudojamas netiesioginés
imunofermentings analizés (IFA) metodas. Plokstelése sorbuo jamas
Zmogaus augimo hormonas: i Sulineélius ipilama po 0,5 pg antigeno
100 w1 0,05 M Na-karbonatinio buferio (pH 9,5) ir inkubuojama 16
val. 4°¢ temperatiroje. Po to plokstelés sulinéliai blokuojami 1%
albumino tirpalu, atplaunami vandeniu ir uZpildomi 100 Wl hibridy
auginimo terpés. Po inkubacijos (1 val. kambario temperatiroje) ir
atplovimo i sulinélius ipilama po 100 Wl triudio antikiinu pries
pelés imunoglobulinus, konJjuguoty su krienu peroksidaze. Po
inkubacijos (30 min. kambario temperatiroje) ir atblovimo
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isryskinama fermentiné reakecija: 1 Sulinélius ipilama po 100 Wl
o-fenilendiamino tirpalo (0,5 mg/ml) 0,05 M Na-acetatiniame
buferyje (pH 5,5) su 0,03% vandenilio  peroksido. Reakeija
sustabdoma po 10-15 min., pridedant po 50 Ul 10% sieros rlgsties
tirpalo. Optinis tankis matuojamas fotometru TiferteR MNultiscan
("Plow"), esant bangos ilgiui 492 nm. Sulinéliuose, kuriuose buvo
hibridomu GH-1 ir GH-2 auginimo terpe, optinis tankis virsijo 2
opt. vnt., o tuose Sulinéliuose, kuriuose buvo MA neprodukuojandéiy
hibridu auginimo terpé - mazesnis nei 0,3 opt. vnt.

3 pavyzdys. MA specifiskumo tikrinimas dviepitopinés
IFA metodu. Ploksteles sSulinéliuose sorbuojami MA GH-1 (po 1 Mg i
gulineli). Po blokavimo ir atplovimo (Zr. 2 pvz.) 1 Sulinglius
ipilama po 100 pl zmogaus augimo hormono tirpalo (20-200 ng/ml)
fosfatiniame buferyje su 0,05% detergento Tween-20. Po inkubacijos
(1 val. kambario tsmperatiroje) ir atplovimo pridedama po 100 ul
konjugato - MA GH-2, konjuguotu su krienu peroksidaze. Inkubuojama
1 val. kambario temperatfiroje. Po to plokstele atplaunama ir
isryskinama fermentiné reakeija, kaip nurodyta auksdiau (gr. 2
pvz.). Sios analizés rezultatai parode, kad MA GH-1 ir GH-2
reaguoja su skirtingais Zmogaus augimo hormono epitopais, t.y.
buvo stebima tiesioginé optinio tankio priklausomybe nuo antigeno
koncentracijos. Naudojant tokioje analizés sistemoje vienodo
specifigkumo arba konkuruojandius antikinus (pvz., GH-1 su GH-1
konjugatu), augimo hormonas nereaguoja su konjugatu ir optinio
tankioc padidéjimo nestebima.

4 pavy 2 4 y s. Zmogaus augimo hormono nustatymas
dviepitopinés IFA metodu. Analizé atliekama tokiu bldu, kaip
aprasyta 3 pavyzdyje.Augimo hormono koncentracija tiriamuosiuose
tirpaluose nustatoma pagal kalibracine krsive, kuri atspindi
optinic tankic priklausomybe nuo hormono koncentracijos.Tiesine
priklauscmybs stebima, esant hormono koncentracijai 5-100 ng/ml.
Kalibracinei kreivel naudojamas standartinis  augimo  hormono
tirpalas (1 yg/ml), kuris atitinkamai atskiedziamas. Metodo
Jautrumas - 10 ng/ml augimo hormono. Siuo metodu buvo nustatyta,
kad MA GH-1 ir GH-2 viencdal geral reaguoja su rekombinantiniu ir
natiraliu {(isskirtu is hipofizio) 2Zmogaus augimo hormonu, bet
nereagucja su jaudlo augimo hormonu. Metodas gali blti panaudotas
technologinio proceso kontrolei, gaminant tiek rekombinéntini,
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tiek nat@ralu zmogaus augimo hormonz, o taip pat ir galutinio
produkto analizei. Metodas gali bGti pritaikytas ir medicinineje
diagnostikoje - tais atvejais, kali augimo hormono koncentracija
kraujo serume bina padidejusi (virs 10 ng/ml).

Hibridomos GH-1 ir GH-2 skiriasi nuo anksdéiau aprasyto
analogo - hibridomos UMB 2/3 - pagal Siuos pozymius: 1) hibridoma
UMB 2/3 produkuoja antikinus pried Jjaudio augimo hormona; 2)
hibridoma VMB 2/3 gauta kitos mielominiuy lasteliu linijos - X-63
Ag8653 ~ pagrindu.

Hibridomos GH-1 ir GH-2 skiriasi nuo ankséiau aprasyty
analogu — hibridomu, A64-D/E3, A64-E/C8, A64-D/F2, A64-E/B12 pagal
giuos poZymius: 1) minetos hibridomos gautos, naudo jant
immizacijai natlralu 2zmogaus augimo  hormona, 2) lgsteliy
hibridizacijai panaudotas sudétingas elektrofuzijos metodas, 3)
teigiamy hibridu atrinkimui panaudotas radioimuninis metodas,
reikalaujantis ypatingu atsargumo priemoniu, 4) hibridizacijai
panaudota mielominiu lasteliy linija X-63 Ag8653.

Hibridomuy GH-1 ir GH-2 palyginimas su analogais apibendrintas 1

lenteléje.

] ' 1 lentele.
Hibridomu, produkuojanéiy MA pries augimo hormona,
charakteristika
Hitridomos | Specifidkumas | Imunogeno ¢ Hibridizaci- | Mieloma

pavadinimas| aug. hormonui ! kilme | Jos bldas }

1 | I !

i ! f |
mB 2/3 Jausdio Jjaudgio PEG 1500 X-63Ag8653
AB4-D/E3, Zmogaus Zmogaus, elektro- X-634g8653
Ab4-E/C8, ) natiralus fuzija
AG4-E/B12,
A64-D/F2
GH-1, Zmogaus Zmogaus, PEG 4000 NSO/1
GH-2 rekombin.,

dez-Phe~1
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ISRADIMO APIBREZTIS

Hibridomos, produkuojanéios pelés monokloninius antikinus
prieS 2Zmogaus augimo  hormonsg (deponuotos  Biotechnologijos

institute "Fermentas'", deponavimo numeriai H 0304 ir H 0305).
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