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ISRADIMO SRITIS

Pagrindiné $io iSradimo sritis yra imunoterapija, bitent monokloniniai antiktnai,

tokios terapijos rémuose naudojami daugeliui ligy, pvz., véZiui gydyti.

PATIRTIS SIOJE SRITYJE ir ISRADIMO PAGRINDAS

[vairios vézio formos yra svarbiausia Zmoniy mirties prieZastis. Viena trecioji JAV
gyventojy suserga véZiu, o 20 % mirsta nuo vézio (494 000 individy per 1988).

Labiausiai paplite véZio gydymo biidai yra chirurgija, $vitinimas bei chemoterapija.
Pastaraisiais metais buvo pasiilytas kitas gydymo btidas, pagristas biologinio atsako
modifikatoriy (BAM) naudojimu. DaZniausiai naudojami BAM yra citokinai (pvz.:
interleukinas 2 (IL-2) ir a-interferonas (a-IFN)), aktyvuotos vienbranduolés lgsteles (pvz.:
limfokinais aktyvuotos kilerinés (“Zudikés”) lastelés (LAK) bei antikiinai. BAM tiesiogiai
veikia auglius ir netiesiogiai stiprina nespecifinius ar specifinius imunologinius bei
citotoksinius mechanizmus.

Kol kas BAM naudojimas nedavé jokio realaus klinikinio efekto, svarbiausia to
priezastis yra jy toksiskumas bei sukeliami paSaliniai reiSkiniai. Buvo iSbandyta ir aktyvi
imunizacija prie$ vé7j, tadiau 3is metodas taip pat pasirodé esgs neaktyvus. Kai kurie
monokloniniai antikiinai (mAk) yra tinkami véZio diagnostikai bei gydymui, taciau lig Siol
néra jrodymy, kad nors vieni mAk biity efektyviis standartinés veZio gydymo procediros
r€Mmuose.

Nustatyta, kad jvairls mAK, gebantys susiridti su determinantémis, esanciomis ant T-Igsteliy
pavirsiaus, sukelia $iy lasteliy proliferacija, aktyvacijg bei diferenciacija (Clark, E.A. and
Ledbetter, J.A., Amplification of the immune response by agonistic antibodies, Immunol.,
Today, 7:267-270, 1986.). Buvo pastebéta, kad mAK, prisiriSantys prie CD3/TCR komplekso
ant T-lasteliy (Meuer, S.C., Huspey, R.E., Cantrell, D.A., Hodgdon, J.C., Schlornman, S.F,
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Smith, K.A. and Reinberg, E.L., Triggering of the T3-T1 antigen-receptor complex results in
clonal T cell proliferation through an interleukin-2 dependent autocrine pathway, Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA), 31:1509-1513, 1984.,Van Wauve, J.P., De Mey, J.R. and Gooser, J.G,,
OKT3: é monoclonal anti-human T lymphocyte antibody and potent mitogenic properties, J.
Immunol., 124:2708-2713, 1980., Jung, G., Martin, D.E. and Muller-Eberhard, J.H,,
Induction of cytotoxicity in human peripheral blood mononuclear cells by monoclonal
antibody OKT3, J.Immunol., 139:639-644, 1987.) pavirsiaus, bei mAKk, prisiriSantys prie CD2
(Van Lier, R., Blocmena, E., Brouwer, M., Van Heijm, J., Weinreich, S. and Aarden, L.,
Studies on monocyte dependence on T-cell proliferation induced by moncclonal antibodies
directed against region I and II of CD2 antigen, Immunology, 67:333-338, 1989.) antigeno
receptoriaus ant T-Igsteliy, o taip pat abiejy riiSiy auk$ciau paminéty antikiiny prisiriSimas
prie T-lasteliy sukelia T-lgsteliy proliferacijg, IL-2 receptoriaus ekspresijg ir IL-2 sinteze T-
lastelése, skatinancig citolitinj procesa. Buvo parodyta, kad CD3 mAk suZadina prieSvezinj
aktyvumg in vivo gyviiny modelyje (Ellenhorn, J.D., Hirsch, R., Schreiber, H. and Bluestone,
J.A., In vivo administration of an anti-CD3 prevents malignant progressor tumor growth,
Science (Washington DC), 242:569-571, 1988., Gallinger, S., Hoskins, D.W., Mullen, J.B.M.,
Wong, A.-H.C. and Roder, J.C., Comparison of cellular immunotherapies and anti-CD3 in
the treatment of MCA-38-LD experimental hepatic metastases in C57BL/6 mice, Cancer
Res., 50:2476-2480, 1990)

Yra paskelbta apie jvairius kitus antikiinus prie$ T-limfocity antigenus, kurie, susiriSe su
Igstelemis, jas aktyvuoja, pvz.: mAk prie§ CDS (Van Lier, R., Blocmena, E., Brouwer, M.,
Van Heijm, J., Weinreich, S. and Aarden, L., Studies on monocyte dependence on T-cell
proliferation induced by monoclonal antibodies directed against region I and II of CD2
antigen, Immunology, 67:333-338, 1989.), pries CD69(Moretta, A., Goggi, A., Pende, D,
Tripodi, G., Orengo, A., Pella, N., Augugliaro, R., Bottino, C., Ciccone, E. and Moretta, 1.,
CD69-mediated pathway of lymphocyte activation: anti-CD69 monoclonal antibodies trigger
the cytolytic activity of different lymphoid effector cells with the exception of cytolytic T
lymphocyte expresing T cell receptor a/b, J. Exp. Med., 174:1393-1398, 1991.), ir prie§ CD28
(Van Lier, R.A., Brouwer, M. and Aarden, L.A., Signals involved in T-cell activation. T cell
proliferation induced through the synergistic action of anti-CD28 and ant-CD2 monoclonal

antibodies, Eur. J. Immunol., 13:167-172, 1988., Jenkins, M.K., Taylor, P.S., Norton, S.D.
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and Urdahl, K.B., CD28 delivers a costimulatory signal involved in antigen-specific IL-2
production by human T cells, J. Immunol., 147:2461-2466, 1991).
Paskelbti duomenys apie tai, kad anti-CD28 mAk sulétina peliy melanomos augimg, nors
visiskai ir nepasalina $io tipo augliy (Townsend. S.E. and Allison, J.P., Tumor rejection after
direct costimulation of CD8+ T cells by B7-transfected melanoma cells, Science
(Washington CD), 259:368-370, 1993).

Zinoma, kad mAk prie§ Zmogaus B limfoblastoidiniy Igsteliy linij, vadinama
“Daudi”, stimuliuoja pelés limfocitus ir Zmogaus periferines T- lasteles (Hardy, B., Dotan,
D. and Novogrodsky, A., A monoclonal antibody to human B lymphoblastoid cells activates

human and murine T lymphocytes, Cell Immunol., 118:22-29, 1989).

BENDRAS ISRADIMO APRASYMAS

Sio isradimo svarbiausias aspektas yra monokloniniai antikiinai, pasiZymintys
imunostimuliuojandiu poveikiu, gebantys prisiristi prie B limfoblastoidiniy lasteliy ir
sukeliantys periferiniy kraujo limfocity proliferacija bei aktyvacija; monokloniniai antikinai,
pasiZymintys $iomis savybémis susvirk3tus juos laboratoriniams gyviinams, turintiems auglius,
suzadina prieSvéZinj efektq Siems gyviinams.

Priedvézinis efektas yra biologinis efektas, kuris gali pasireiksti kaip auglio apimties
sumaZéjimas, metastaziy skaiGiaus sumazéjimas, gyvenimo trukmés pailgéjimas arba
daugelio fiziologiniy simptomy, susijusiy su véZiniu susirgimu, susilpnéjimas. Be to,
prie$véZiniu efektu galima laikyti ir mAk savybe sustabdyti pirminio auglio atsiradimg. Dél
savo savybiy $io iSradimo mAk gali biiti naudojami tiek imaus véZio gydymui, tiek ir véZio
profilaktikai.

Sio i¥radimo antikiinai gali biiti paruoSiami, imunizuojant gyviinus imunogenu, kuris
yra B limfoblastoidinés lgstelés, lizuotos B limfoblastoidinés lastelés arba jy membraninis
preparatas. Po imunizacijos atsiradus imuninei reakcijai imunizuotuose gyvinuose, B-
limfocitai yra iskiriami i§ gyviiny kraujo, lasteliy linijos auginamos ir selekcionuojamos taip,
kad biity gauta linija, i$skirianti antikinus, gebancius prisiriti prie imunogeno. Tokie mAk
toliau selekcionuojami ir atrenkami tie, kurie sugeba sukelti periferiniy kraujo limfocity

proliferacija ir aktyvacijg.
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Tam, kad biity gauti $io i§radimo mAK, antikiinai, atrinkti auk3¢iau aprasytu budu,
toliau selekcionuojami ir atrenkami tie, kurie pasizymi prieSveZiniu efektu. Tam, kad bity
atrinkti tokie antikiinai, kaip taisyklé, taikomas gyviiny véZio modelis. Kartais efektas gali
biiti tiriamas ir jvairiuose in vitro modeliuose. Toks modelis, pavyzdZiui, gali buti bet koks
laboratorinis gyviinas, kuriam buvo sukeltas véZys. Ypa¢ tinkami, konkreciai parenkant
peles Zmoniy gydymo tikslams, yra modeliai, kuriuose auginami Zmogaus augliai. Pastarojo
tipo gyviiny modeliy pavyzdZiai yra pelés su susilpnintu imunitetu, pvz., SCID pelés arba
pelés su pasalinta Ciobrialiauke, kurioms buvo jdvirkstos ar implantuotos véZinés lgsteles ar
audinys, paimtas i§ onkologiniy pacienty. Tokioje selekcijoje mAk sugebéjimas sumazinti
auglio dydj, pailginti gyvenimo trukme ir t.t. yra nustatomas lyginant su kontrole (panasus
gyviinas, turintis auglj, nepaveiktas mAk arba paveiktas kitu mAk).

Siuo selekcijos procesu taip pat tikrinamas mAk sugebéjimas uzkirsti kelig auglio
atsiradimui atitinkamame modelyje. PavyzdZiui, mAk gali biiti suleidZiamas gyviinams,
turintiems jgimta polinkj véZiniams susirgimams, ir tada auglio atsiradimas bei gyviiny
grupés, paveiktos mAK, i§gyvenimo lygis yra lyginamas su kontroline grupe, kurios gyviinams
nebuvo suleisti antikiinai, o laikymo salygos buvo tos pacios. mAk sugebéjimas uzkirsti kelig
auglio atsiradimui dar sékmingiau gali bati tikrinamas jvairiuose kituose gyviinuose,
neturinciuose jgimto polinkio véZiniams susirgimams, i§ pradZiy paveikus gyviinus mAk, o po
to suleidZiant piktybines lgsteles.

Tam, kad bity pasiektas toks prie$véZinis efektas, gyviinas turi buti paveiktas
efektyviu $io iSradimo mAk kiekiu. Terming “efektyvus kiekis” reikéty suprasti kaip tokj
mAKk kiekj, kuris sukelia terapinj efektg. Efektyvus kiekis, kurio reikia galutiniam terapiniam
efektui gauti gali priklausyti nuo daugelio veiksniy, tokiy Kaip, pavyzdziui, auglio tipas ar
paciento biiklés sunkumas (t.y. véZio stadija), o taip pat nuo to, ar mAk vartojamas kartu su
kita medZiaga, kuri kartu su mAk veikia papildanciai ar sinergetiSkai (apie tokj dvigubg
vartojima Zr. toliau).

Imortalizuota lgsteliy linija, i$skirianti $io iSradimo mAk, gali biiti i§gauta daugeliu
per se Zinomy budy, tokiy kaip suliejimas su imortalizuota lgsteliy linija taip, kad biity gauta
hibridoma, transformuojant EBV, genetiskai keiciant lasteliy linijas, pvz.: CHO lasteliy
linijg, kurig galima i§gauti daugeliu per se Zinomu btidy ir t.t. Apskritai, imortalizuoty lgsteliy
linijy, i$skirian¢iy monokloninius antikiinus, iSgavimas Siandien yra rutinin€, profesionalams

Zinoma procediira, todél jg aprasyti Siame dokumente néra tikslinga.
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Kaip taisyklé, jei mAk ketinamas naudoti Zmonéms gydyti, imunogenas yra Zmogaus
kilmés. Vis délto kartais stebimas tarp-rG$inis kryZminis atsakas, ir retkarCiais jmanoma
7monéms taikyti mAk, gautus imunizavus ne Zmogaus kilmés imunogenu, o, pvz., primaty
kilmes.

$io isradimo antik@inai - tai visuma monokloniniy antikiiny, kurie gali priklausyti IgG
ir IgM klaséms, gali biti $iy antikiiny Fab fragmentai, F(ab’), fragmentai, viengrandZiai
antikiinai ir pan. Be to, ne Zmogaus kilmés antikiinai, pvz.: peles, gali bati “suzmoginami”
jvairiais geny inZinerijos metodais (“suZmogintas” antikiinas yra toks antikiinas, kuriame
didesnioji molekulés dalis yra pakeista Zmogaus kilmés molekulés dalimis).

Antikiinai, gauti pagal § iSradimg ir tinkami daugeliui terapiniy indikacijy,
naudojami véZiui gydyti, pasirenkant tinkamiausig Siame iSradime pateikty kompozicija.
Nustatyta, kad monokloniniai antikiinai, gauti pagal §j iSradima, yra aktyvils, maZinant
daugelio augliy tumorigeniSkumg.

Biidinga hibridominé lgsteliy linija, gauta pagal §j iSradimg, buvo deponuota
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institute Pasteur, 25, Rue
du Docteur Roux, 757224, Paryziuje, Cedex 15, deponavimo Nr. I-1397, 1994 mety sausio
28 dieng. Sios linijos lastelés &a ir toliau Zymimos “BAT-1 lgstelés”, o atitinkami
monokloniniai antikiinai - “BAT-1 mAKk”.

Monokloniniy antikiiny, charakterizuojamy kaip BAT-1 mAXk, ir buitent paciy BAT-1
mAKk, panaudojimas yra tinkamiausias $io iSradimo jgyvendinimas.

BAT-1 monokloniniai antikiinai buvo atrinkti pagal jy savybe prisiriSti prie Daudi
zmogaus limfoblastoidinés linijos lasteliy. Nustatyta, kad BAT-1 mAk riSasi prie baltymines
medziagos (toliau Zymima “BAT-1 riSantis baltymas”), kurios molekuliné mas¢ pagal SDS-
PAGE yra 48-50K daltony.

BAT-1 risantis baltymas suformuoja kita $io iSradimo aspekty. BAT-1 riSantis
baltymas gali biti isskirtas naudojant jvairias per se Zinomas priemones ir Sio iSradimo
mAk. Tada BAT-1 risanciu baltymu gali biiti imunizuojami gyviinai, tam, kad bty gauti $io
iSradimo antikiinai.

Sis isradimas taip pat apima ir farmacing kompozicija, kurios veiklioji medziaga yra
Sio isradimo mAk efektyvus kiekis bei fiziologiskai suderintas nesiklis.

Kitas Sio isradimo aspektas yra iSrasti mAK, skirti panaudoti efektyviais kiekiais gydyti

imuninés sistemos sutrikimus, o ypa¢ véZj. mAKk vartojami jprastais parenteraliniais bidais,
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pvz., intraveniniu biidu (i.v.), leidZiami j pilvo ertmg (i.p.) ar i raumenis (i.m.). Tirpikliu gali
biiti bet kas i§ Zinomy per se, pvz.: NaCl tirpalas arba bet kuris kitas tinkamas fiziologinis
tirpalas.

Pastebéta (kaip jau buvo minéta anksCiau), kad Sio iSradimo mAk yra aktyvis,
maZinant daugelio augliy tumorigeniskuma. Sio i¥radimo mAk efektyvumas, maZinant
tumorigenis$kuma, siejasi su jy sugebéjimu suzadinti citotoksinj limfocity aktyvumg. Tam,
kad buty palaikytas 3is aktyvumas, Kartais palanku vartoti $io iSradimo mAk kartu su kitais
preparatais, kurie gali papildyti vienas kito veikimg ar veikti sinergetikai. Kaip pavyzdj
galima paminéti jvairius citokinus, tokius kaip IL-1 (interleukinas-1), LI-2, IL-6 ir o-IFN (o
interferonas).

Sio iSradimo mAk gali biti naudingi ir kitoms, nevéZinéms, ligoms gydyti, kur
aktyvacija ar kiti mAk poveikiai imuninés sistemos citotoksiniam aktyvumui gali turéti
terapinj efektg. Tokios ligos, pavyzdZiui, gali biti ankstyvos ZIV (virusas, sukeliantis jgyta
imunodeficito sindromg - AIDS) infekcijos stadijos, jvairils autoimuniniai susirgimai ar kai
kurie jgimto ar jgyto imunodeficito atvejai.

Gydant vezj, Sie antikiinai gali biiti naudojami vienu.i§ dviejy atvejy: diagnozavus
pirminj ar antrinj auglj arba profilaktikos tikslais, kai yra didelé auglio atsiradimo rizika,
pavyzdZiui, individams, patyrusiems apivitinima ar turintiems jgimtg polinkj. ZIV
infekuotiems asmenims Sie mAk gali biti taikomi, kai dar néra jokiy ligos poZzymiy, o taip
pat ir ankstyvose ZIV infekcijos proceso stadijose.

Toliau S8is iSradimas bus iliustruojamas jvairiais pavyzdZiais, apra$anéiais
eksperimentus, kurie demonstruoja priedvézinj gydomajj poveikj. Suprantama, pavyzdZiai

pateikiami tiktai iliustravimo tikslais ir jokiu biidu néra vieninteliai.
TRUMPAS FIGURY APRASYMAS

Fig.1 rodo BAT monokloniniy antikiiny (mAk) prisiri§imo prie iSgryninty Zmogaus T-
limfocity pratekancios citometrinés analizés rezultatus. BAT antikiny prisiri§imas buvo
jvertintas antriniais antikfinais, Zymeétais fluorescensine Zyme - FITC-Zyméti oZkos antikiinai
pries pelés antikiinus.

Fig.1a - fono reik8mé be BAT antikiiny;
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Fig.1b - antikiinai prie$ CD3;
Fig.lc - BAT-1;
Fig.1d - BAT-5;
Fig.le - BAT-2;
Fig.1f - BAT-4;

Fig2 rodo Zmogaus periferinio kraujo monocity (PKM) (kairioji plokstel¢) ir Jurkat T
lasteliy (desinioji plokstel€), dvigubos Zymes

pratekan¢ios citometrinés analizés rezultatus, kur pirminiai antikGnai yra arba BAT mAKk,
arba anti CD3 mAKk, o antriniai antikinai - FITC-konjuguoti ozkos antikiinai prie$ peles

IgG.

Fig.2 A - neatskirtos lastelgs;

Fig.2 A(a) - PKM lgstelés, padengtos BAT mAKk;

Fig.2 A(b) - PKM lgstelés, paveiktos anti-CD3 mAKk;

Fig.2 A(c) - Jurkat T lgstelés, paveiktos BAT mAKk;

Fig.2 A(d) - Jurkat T lastelés, paveiktos anti-CD3;

Fig.2 B - atskirtos Igsteles;

Fig.2 B(a) - PKM lgstelés, suskirstytos j smulkias (R1) ir dideles (R2) Igsteles

Fig.2 B(b) - (R1) Igsteles, paveiktos BAT mAk;

Fig.2 B(c) - (R1) lastelés, paveiktos anti-CD3 mAk;

Fig.2 B(d) - (R2) lasteles, paveiktos BAT mAKk;

Fig.2 B(e) - (R2) lasteles, paveiktos anti-CD3.

Fig.3 rodo BAT suri$ancio baltymo pavirSiaus ekspresijos ir CD3 ekspresijos ant Zmogaus
PKM dvigubai Zymétais antikiinais pratekancios citometrinés analizes rezultatus, kur BAT
mAk Zyméti FITC, o antik@inai pries CD3 Zyméti PE.

Fig.3 A - neatskirtos;

Fig.3 A(a) - Becton-Dikinson vienalaiké neigiama kontrolé;

Fig.3 A(b) - PE-antiCD3;

Fig.3 A(c) - FITC- BAT mAk;

Fig.3 A(d) - dvigubas Zymé¢jimas FITC- BAT mAk ir PE-antiCD3;
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Fig.3 B - atskirtos lgsteles;

Fig.3 B(a) PKM lgstelés, suskirstytos j smulkias (R1) ir dideles (R2) Iasteles;

Fig.3 B(b) (R1) lastelés dvigubai Zymétos FITC- BAT mAk ir PE-antiCD3;

Fig.3 B(c) (R2) Iastelés dvigubai Zymétos FITC- BAT mAk ir PE-antiCD3;

Fig.4 rodo BAT-1 antikiiny prisiriSimo prie jvairiy Daudi lIgsteliy lizaty Western Blot
analize.

Fig.4(1) - Daudi lasteliy lizatai;

Fig.4(2) - lizatai paveikti neuraminidaze (0.2 v/ml);

Fig.4(3) - lizatai paveikti neuraminidaze (0.4 v/ml);

Fig.4(4) - lizatai paveikti Endo Hf (100 v/ug).

Fig.5 [*H]timidino jsijungimo j lasteles, kurios buvo kultivuojamos $eSias dienas, esant
didéjanc¢ioms BAT mAk koncentracijoms, grafinis vaizdas: BAT-1 (- «-), BAT-2 (- X ),
BAT-3 (- * -), BAT-5 (- * -), BAT-6 (- { -), BAT-7 (-IL.).

Fig.6 yra grafinis vaizdas eksperimento, kuriame citotoksinio aktyvumo indukcija buvo
tiriama PKM Igstelés, kurios buvo kultiviojamos su 2.5 pg/ml BAT mAK jvairius laiko
intervalus. HT-29 (kair¢je) ar RC 29 (deSinéje) lastelés buvo parinktos kaip lastelés
taikiniai. Efektoriy ir taikiniy santykis buvo 20:1. Kontrolé (- 0 -), BAT-1 (- * -), BAT-2 (-
X-), BAT-3 (- «~-).

Fig.7 rodo CS7BL peliy, kurioms buvo suleistos B-16 melanomos lgstelés, plaudius:
virSutin¢ eilé rodo peliy, kurioms buvo suleistos tik Sios lgstelés, plaudius po 24 dieny;
apatine eilé rodo peliy, kurioms buvo suleistos B-16 melanomos lastelés, o praéjus 14 dieny j
veng suleista 10 ng f BAT-1 mAk, plaudius.

Fig.8 Eksperimenty, pademostruoty Fig.7, grafiné santrauka, rodanti metastaziy skaiciy
plauciuose peliy, kurioms buvo suleista B-16 melanomos lastelés, 3LL Lewis plauciy
karcinomos lIgsteles ar MCA 105 fibrosarkomos lastelés, praéjus vienam ménesiui.
Rezultatai apibendrina 3-4 eksperimentus, atliktus su kiekviena i3 augliy rasiy. 10 pg/pelei
BAT-1 doze paveiktos (+) ar nepaveiktos (-) pelés, pracjus 2 savaitéms po véZiniy lgsteliy
suleidimo. Metastazé ( * ), néra metastaziy (0).

Fig.9 rodo peliy, kurioms buvo suleista 3LL Lewis plauciy karcinomos lgstelés, plaucius.

Panasiai kaip ir Fig. 7, virSutiné eilé rodo peliy, kurioms buvo suleistos tik véZinés lgsteles, o
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apatiné eilé rodo peliy, kurioms pra¢jus 14 dieny j veng suleista 10 pg f BAT-1 mAKk,
plaudius.
Fig.10 rodo panaly j Fig. 9 parodytg eksperimenta, kur naudojamos vezinés lasteles yra

MCA 105 fibroblastomos Igstelés.

MEDZIAGOS IR METODAI
Monokloniniy antikiiny gamyba

BALB/c pelés buvo imunizuotos membraniniu Daudi Igsteliy preparatu. Daudi
lasteliy meﬁlbranos buvo paruodtos hipotoninio glicerolio Soko metodu (Jett, M., Seed,
TM., and Jamieson, G.A., J.Biol.Chem., 252:2134, (1977)). Ant 50-80x10° lasteliy,
suspenduoty FBT ir inkubuoty, esant 37°C, buvo palaipsniui uZsluoksniuotas 30 %
glicerolis. Po 5 minudiy inkubacijos ant ledo lgstelés buvo centrifuguojamos ir
resuspenduojamos Saltame Tris lizuojanciame buferyje (10 mM Tris-HCl, 1 mM MgCl,, 1
mM CaCl,, pH 7.4), maiSomos 5 min., esant 4°C ir centrifuguojamos, esant 700 g.
Supernatantas paSalinamas ir centrifuguojama, esant 3300 g (10 min., 4°C). Nuosedos dar
kartg praplaunamos, ir du supernatantai, turintys membraning frakcija, suliejami j vieng. 260
ul membraninio preparato (3 mg/ml) emulguojami 260 pl pilno Freund’o adjuvanto ir
sudvirks¢iami BALB/c peléms j pilvo ertme. Po trijy savaiciy peliy bluznys buvo iSoperuotos.
Splenocitai buvo sumaisyti su mielomos lasteliy linija NS-0 santykiu 10:1. SumaiSymui buvo
naudojamas polietilenglikolis, ir §ios hibridomos buvo auginamos selektyvioje terpéje pagal
Kohler and Milstein (Kohler, G., and Milstein, C., Nature, (London) 256:495. (1975)).

Imobilizuoty lasteliy imunofermentiné analizé (IFA) ant Daudi Igsteliy buvo taikoma
auganciy hibridomy supernatanty aktyvumui jvertinti (Glassy, M.C. and Surh, C.D., J.
Immunol. Method, 81:115 (1985)). Teigiami hibridomy supernatantai toliau buvo
selekcionuojami pagal jy sugebéjima suzadinti Zmogaus PKM proliferacijg, analizuojami
pagal [°H]. Teigiami klonai buvo perklonuoti, naudojant ribinio praskiedimo metods,

pakartotinai patikrinti ir auginami.
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IS augimo terpés mAk buvo iskirti, i§sodinant 50% amonio sulfate ir dializuojant
FBT. Toliau gryninama afininés chromatografijos biidu, naudojant sefarozés kolonéle,

padengta antikiinais prie$ peliy imunoglobulinus.
Augimo terpé

Visos lgstelés buvo suspenduotos RPMI 1640 terpeje, papildytoje 10 % verselio
embriono serumu (VES), Na-piruvatu (1.1 mg/ml), L-glutaminu (0.3 mg/ml) ir antibiotikais
(200 v/ml penicilino ir 10 pg/ml) ir inkubuojama drégname inkubatoriuje, esant 5 %
angliartigSties.

IL-2 aktyvumas i3reikStas Cetus vienetais (1 Cetus vienetas lygus 3 tarptautiniams

vienetams).
Lasteliy paruoSimas

Zmogaué periferinio kraujo vienbranduolés lasteles (PKVL) buvo gautos i§ sveiky
suagusiy donory kraujo, centrifuguojant fikolio-hypaque tankio gradiente (Histopaque,
Sigma). PKVL nuo monocity buvo atskirtos naudojant Sephadex G10 kolonéles. T-lastelés
buvo atskirtos SRBC rozeciy metodu. CD3-teigiamy ir Leu 19 teigiamy Igsteliy i3skyrimas
buvo atliktas naudojant imunomagneting technikg. PKVL kultlira, 5-6 dienas inkubuota su
BAT mAk ar kontrole, buvo plaunama FBT tris kartus. I lasteles pilnoje RPMI terpéje
jdedami nekonjuguoti antikiinai prie§ CD3 arba Leul9 (CD56) ir inkubuojami vieng
valandg, esant 4° C. Imagnetintos dalelés, padengtos antik@inais prie§ pelés
imunoglobulinus, jdedamos 30 min. Prie daleliy prilipusios I3stelés pasalinamos magnetu, ir
toliau analizuojamas neprilipusiy Iasteliy citotoksinis aktyvumas ir daZzoma pratekancios

citometrijos metodais.
Citotoksiskumo analizé

Citotoksiskumo analizé atlieckama pagal toliau pateiktg schema: 2-4x10° lasteliy-

taikiniy sumaiSoma su 200 pCi *'Cr-chromato vienai valandai terpéje be serumo. Jos
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plaunamos tris kartus pilna terpe ir galiausiai resuspenduojamos RPMI-10% FCS, tada
iss¢jama po 10* Igsteliy j Sulinélj. Lastelés-efektoriai yra kultivuojamos, limfocitai, gauti i3
normalaus periferinio kraujo, inkubuojami jvairius laiko tarpus su skirtingais mAKk, izotipiné
kontrolé atliekama su IgG ir IL-2. Pries analizg lgstelés plaunamos tris kartus RPMI terpe,
gyvybingumui tikrinti jos dazomos 1% tripano meliu, sumaiSomos su lgstelémis-taikiniais
jvairiais efektoriaus/taikinio santykiais apvaliadugnése mikrotitravimo plokStelése ir
inkubuojamos 3 valandas, esant 37°C 5% CO,. Terpés supernatantai buvo atskirti ir
nustatytas jy aktyvumas B-scinciliatoriniu skaitikliu. Maksimalus izotopy atsiskyrimas (MA)
gaunamas inkubuojant lasteles-taikinius su tritonu x-100. Spontaninis atsiskyrimas (SA) yra
matuojamas inkubuojant taikinius tik su terpe. Lasteliy lizavimo procentas apskaiciuojamas

pagal (EA-SA/MA-SA)x100, kur EA yra eksperimentinis atsiskyrimas nuo efektoriy.
CitotoksiSkumo suzadinimas Zmogaus limfocity subpopuliacijoje

PKM Igstelés (4x10%ml) buvo kultivuojamos 6 dienas kartu su BAT mAk. Po to
lasteles plaunamos tris kartus ir, naudojant jmagnetintas daleles, padengtas antikiinais pries
pelés F(ab’)?, atskiriamos CD3 ir Leu19 lIgstelés ir tikrinamas citotoksiskumas pries K562 ir

Daudi lgsteles.
Pratekancioji citometrija

Lasteles pavirSiaus antigenai buvo nustatyti pratekanciosios citometrijos bidu,
naudojant FACS 440 (Becton-Dickinson). Kiekvienai analizei imama 10° Iasteliy. Lastelés
buvo dazomos, po to inkubuojamos, esant optimalioms pelés mAk prie§ Zmogaus CD3, IL-2
receptoriy ar gauty mAk BAT 1-9 koncentracijoms. Siame netiesioginiame daZyme ozkos
antik@inai pries pelés F(ab’), konjuguoti su FITC buvo naudojami kaip antriniai antik@nai.
Visos inkubacijos buvo atliktos FBT, pH 7.4, kuriame buvo 1% BSA ir 0.5% Na-azido, esant
4 °C, inkubacijos trukme - 30 min., po to plaunama tris kartus tuo paciu buferiniu tirpalu.

Analizuojama 10* nudazyty lasteliy.
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BAT mAKk suri$anciy determinanciy nustatymas

BAT mAk surisanCiy determinanéiy nustatymas ant Daudi B limfoblastoidiniy
Iasteliy lizaty buvo atliktas naudojant Western Blot technikg. Trumpai tariant, 50x10°
Iasteliy/ml, suspenduoty FBT, buvo laipsniSkai uZsluoksniuotos 30% gliceroliu, membranos
atskirtos centrifuguojant.

Membraniniy preparaty pavyzdZiai buvo atskirti SDS-PAGE (12%) ir perkelti ant
nitroceliuliozés bloty, kurie buvo pamerkti | FBT su 1% nuriebintu pienu. BAT mAk
suri§anic baltymo nustatymas ant nitroceliuliozés bloty buvo atliktas, inkubuojant Siuos
blotus su BAT mAKk dvi valandas kambario temperatiiroje, po to 30 min. inkubuojama su
krieny peroksidaze konjuguotais antikiinais 70 pries pelés IgG (Fab’),. Tada Igstelés buvo

nuplautos, o juostos i§rySkintos O-dianizidino substratu.
Pelés auglio modelis

Eksperimente buvo naudojami trijy tipy peliy augliy modeliai: B-16 melanoma,
Lewis plau¢iy karcinoma (3LL) ir metilcholantrenu sukelta fibrosarkoma (MCA 105).
CS57BL peléms (8 savaiciy amzZiaus) j veng suleista 50-200x10° Igsteliy. Po dviejy savaiciy
buvo suleista 1-10 pg/pelei (i.v.) BAT-1, po 10 dieny pelés buvo idskrostos ir suskaiciuotos
plauciy metastazes.
PAVYZDZIAI

1 pavyzdys

a. Suri$imo charakteristikos

Devyni monokloniniai antikiinai (mAk), paZzyméti BAT 1-9 ir gauti imunizuojant B
limfoblastoidinémis lastelémis, buvo selekcionuojami, pirmiausia, pagal sugeb¢jima prisiristi
prie Daudi lasteliy, o paskui - pagal sugebé¢jimg indukuoti Zmogaus periferinio kraujo

limfocity proliferacija. Sie BAT mAk izotipai buvo nustatyti dviem biidais: IFA ir
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Ochterlony metodu. Nustatyta, kad BAT1,2,3,6,7 ir 9 priklauso IgG1 klasei, tuo tarpu BAT 4
ir 5 priklauso IgM klasei. BAT8 buvo IgG2a.

Siy mAK prisirisimas prie i3gryninty periferiniy Zmogaus T Igsteliy buvo isanalizuotas
FACS, naudojant netiesioginj imunofluorescensinj dazyma. 1 pav. rodo tokio eksperimento
FACS analizés rezultatus. Kaip matyti, BAT mAk ridasi prie periferinio kraujo CD3+ T
lasteliy. Suridimo laipsnis svyravo nuo 44% BAT-2, 38% - BAT-5, 32% - BAT-1 iki Siek tiek
silpnesnio suridimo - 13% - BAT-4. ISgryninti ty paciy donory periferinio kraujo limfocitai

nesuri3a $iy mAk (duomenys nepateikiami).

b. BAT mAK prisiriS§imas prie Zmogaus limfocity subpopuliacijos

Kaip matyti Fig. 2, tolesné FASC analizé parodé¢, kad BAT-1 riSasi prie Zmogaus
PKM CD3+, o taip ir prie Jurkat T-lasteliy. Atradimas, kad BAT-1 riSasi pric PKM CD3+
lasteliy, buvo patvirtintas tolesne dvigubai Zyméty lIasteliy FASC analize ( Fig.3 ).

Kaip parodyta 1 lenteléje, BAT-1 risasi ne tik prie CD3 turinciy Igsteliy, bet ir prie
Leu 19/NK lagsteliy.

1 lentele

BAT-1 mAk susiriS§imas su Zmogaus limfocity subpopuliacijomis

Teigiamos lasteles (%)

Lasteliy subpopuliacijos praturtintos :
mAk CD3+ Leu 19+
CD3 66.4 (100%) -

Leu 19 - 59.5 (100%)
BAT-1 19.8 (30%) 42.2 (70%)

BAT-1 mAKk susiri§imas su jvairiais lasteliy tipais

Buvo istirtas BAT-1 mAk susiriS§imas su jvairiais Igsteliy tipais. Kaip parodyta 2
lenteléje, be PBL, Daudi ir Jurkat T-lgsteliy linijos BAT-1 mAk riSasi prie K562,
eritroleukemijos lasteliy linijos, MCF7, Zmogaus kriities karcinomos Igsteliy linijos.

Susiri§imo laipsnis svyruoja tarp BAT mAk ir tirty Igsteliy tipy, prie pelés inksty karcinomos
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(MR28) mAk 2-9 rifasi tik labai silpnai. BAT-8 ridasi prie MEL (pelés eritroleukemija)

labai silpnai.

2 lentele

BAT-1 mAKk susiridimas su jvairiais lgsteliy tipais

[ BAT mAk
Lastelés 1 2 4 5 8 9
Zmogaus
Daudi +++ ++ ++ +++ + +++
Jurkat + + +++ +++ - +++
PBL +++ + + + + +
K562 +++ + ++ -+ +++ + +++
MCF7 + ++ +++ +++ + +++
Pelés
MR28 - + + + + +
MEL - - - +

Susiridimas nustatytas IFA metodu ir pazymeétas:
+ (0.1-0.2 OT)

++ (0.2-0.3 OT)

+++ (daugiau uz 0.3 OT)

2 pavyzdys

BAT mAKk suri$ancios vietos analizé ir BAT-1 suriSancio baltymo gryninimas

Tam, kad biity nustatytas membraninio baltymo, saveikaujancio su BAT-1 mAk,
molekuliné mas¢, membraninis Daudi Igsteliy preparatas buvo iStirpintas ir baltymas
atskirtas SDS-PAGE. Perkelti nitroceliuliozes blotai buvo inkubuojami su BAT-1 mAKk, po
to inkubuojami su antik@inais prie$ pelés IgG (Fab’), konjuguotais su krieny peroksidaze ir
isrySkinti O-dianizidino substratu. Nustatyta, kad BAT-1 riancio baltymo molekuliné mase
yra apic 48-50KDa (Fig.4 )

BAT mAk riSantis baltymas buvo iSgrynintas naudojant BAT mAk konjugatg su
sefaroze. Sis suridantis baltymas taip pat gali biiti gautas, klonuojant molekulinés biologijos

metodais. BAT-1 taikymas peléms in vivo suZzadino BAT antikiiny atsiradima.
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3 pavyzdys

Funkciné BAT mAk charakteristika

a. BAT mAk suZadintas timidino jsijungimas

Zmogaus periferinio kraujo lgstelés buvo kultivuojamos 6 dienas, esant didéjancioms
BAT mAk koncentracijoms, ir paveiktos [’H]timidinu 20 valandy prie$ surinkimq;

Kaip matyti Fig.5 , laipsniskas BAT mAk koncentracijos didinimas, nors ir nelabai
stipriai, bet statistiSkai patikimai padidino [*H]timidino jsijungimg j PKM lgsteles. Vis délto,
didelé antikiiny dozé susilpnino pasisavinimg. Kontroliniuose eksperimentuose pagal
izotipa suporuoti antikiinai nepadidino [*H]timidino kiekio PBL lastelése. Tai rodo, kad
agonistinis BAT mAk efektas priklausé nuo jy suridimo specifiniy savybiy. PavyzdZiui, musy
laboratorijoje paruostas IgG1 izotipo mAk pries kiausidziy karcinomos lgsteles nesukele
[’H]timidino pasisavinimo padidéjimo, skirtingai nuo BAT 1,2,3,6,7 ir 9 mAk, kurie irgi

priklauso IgG1 klasei.

b. BAT mAk suZadina Zmogaus PKM citotoksiskumag

Buvo tikrinamas Zmogaus periferinio kraujo vienbranduoliy Iasteliy kultiiros,
inkubuotos su BAT mAK jvairius laiko periodus, sugebéjimas lizuoti augliy lasteliy linijas.

Kaip matyti i§ 3 lentelés, Zmogaus PKM Igsteles vieng savaitg inkubuotos su BAT
mAk buvo citotoksiskos K562, 7mogaus eritroleukemijos (NK jautrios) ir RC-29, inksty
karcinomos lasteliy linijjoms (NK atsparios).

Buvo tiriama citotoksinio Zmogaus PKM, stimulivoty BAT mAk, aktyvumo kinetika.
Kaip parodyta Fig.6, maksimalus citotoksiSkumas Zmogaus storosios Zarnos karcinomai
(HT-29) ir inksty lasteliy karcinomai (RC-29) buvo pasiektas 7 dienas Zmogaus PKM
inkubavus su BAT mAk.
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3 lentele

BAT mAk suZadina Zmogaus PKM citotoksiskumg

Specifinis 51Ct
iSskyrimas (%)
mAk K562 RC-29
Néra 11.0* 9.1
BAT-1 25.1 45.4
2 29.0 23.2
3 26.3 32.3
4 30.6 40.7
5 323 34.3
6 15.2 13.8
7 17.8 16.7
8 17.8 19.2
IL.2 1000 u/ml 57.6 36.9

*Lasteliy taikiniy lizavimo procentas, kai efektoriaus/taikinio santykis yra 5:1.

Limfocity subpopuliacijos, jautrios BAT-suZadintam citotoksiSkumui, charakteristika

Tam, kad biity iSai8kinta ar BAT mAk sukeltas Zzmogaus PKM citotoksinio aktyvumo
sustipréjimas priklauso nuo NK lasteliy aktyvacijos, T lasteliy aktyvacijos ar abiejy kartu,
NK ir T Igstelés buvo iSgrynintos ir nustatytas BAT mAk sglygojamas jy citotoksiSkumas. NK
ir T Igsteliy gryninimui Leu 19 ir CD3 monokloniniai antikiinai buvo inkubuojami su
7Zmogaus PKM lastelémis, po to - su magnetinémis dalelémis, padengtomis antikiinais prie$
pelés IgG. Tai leido identifikuoti lasteliy subpopuliacijas, susiriSancias su tam tikrais
antikiinais. Kaip matyti toliau pateiktoje 4 lenteléje, lizavimo vienety skaicius iSaugo ir CD3,
ir Leul9 atskirtose Igsteliy kultiirose. BAT 6 ir 8 buvo naudojami Siuose eksperimentuose,

taikiniai buvo Zmogaus eritroleukemijos (K562) ir Zmogaus limfomos (Daudi) lastelés.
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BAT mAKk suZadina citotoksiskuma Zmogaus limfocity subpopuliacijose

Lizavimo vienetai

lastelés-taikiniai

K562 | Daudi
atskirtos lastelés- efektoriai
CD3 Leul9 CD3 Leul9
Kontrolé 8 4 10 3.8
BAT6 25 10 20 13
BATS 28 12.5 26 20
4 pavyzdys

Sinergizmas tarp BAT mAKk ir IL-2, suZadinant citotoksiSkumg

Citotoksiskumo suZadinimas Zmogaus PKM buvo tikrinamas, inkubuojant PKM

lasteles su BAT mAk ir IL-2 kombinacija. Suboptimali IL-2 koncentracija (1v/ml) buvo

jdéta kartu su didéjan¢iomis BAT-2 mAk koncentracijomis. CitotoksiSkumas buvo

patikrintas po vienos savaités K562 ir HT29 véZiniy lgsteliy kulturose. Kaip matyti i§ 5

lentelés, nedidelés BAT-2 koncentracijos veiké sinergiSkai su IL-2,

lasteliy citotoksiskumg abiejy tipy lasteléms-taikiniams.

suZzadinant PKM

Yra Zinoma, kad o-IFN stiprina MHC-1 klasés antigeny ekspresijg. Todel a-IFN

taikymas turéty skatinti priesvéZinj BAT efekta, kuris perduodamas per citotoksines

Iasteles ir yra nukreiptas pries jvairias augliy lasteles (turin¢ias MHC klases I antigeng).
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Lentelé Nr.5

BAT-2 mAKk ir IL2 sinergistinis citotoksiskumo indukcijos efektas Zmogaus PKL

Specifinis *'Ct_isskyrimas (%)
lastelés-taikiniai
BAT HT29 | K562
(ng/ml) IL-2 (U/ml)
- + - +
0 5.840.1 7.540.3 3.740.1 - 6.9+04
2 14.8+1.3 37.642.0 12.140.4 29.6+1.6
4 16.740.6 27.3+1.0 13.3+0.6 18.5+1.2
8 22.0+1.0 15.140.6 19.9+0.7 12.5+0.4
5 pavyzdys

Imunostimuliacinis BAT-1 poveikis peléms

a. In vitro tyrimai

BAT-1 mAk pasizymi stimuliuojangiomis savybémis peliy splenocity atzvilgiu, kurios
panasios j Zmogaus PKL. Tai yra:
() padidinta splenocity proliferacija in vitro, nustatoma pagal *H timidino jsijungima (6
Lentele );
(il sinergetinis stimuliuojantis poveikis, inkubuojant splenocitus su BAT-1 ir IL-2

kombinacija (6 Lentele);

6 lentele
cpm [*H]Timidinas x 10°

BAT-1 IL.2
pg/ml - 1 U/ml 10 U/ml
- 1.5+0.07 16.0+0.9 67.5£1.6
10 11.0+0.4 32.1+1.5 241.6+17.1
1 12.940.8 35.943.3 247.8+1.9
0.1 18.1+0.9 51.04£7.3 255.1£18.0
0.001 10.5+0.1 34.140.5 215.1+20.8
0.0001 2.640.1 13.240.9 3.315.6

C57BL pelés splenocitai inkubuojami 5 dienas in vitro su jvairiomis BAT-1 koncentracijomis
ir interleukinu 2 (1v ir 10 v per ml)
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(iii) padidéjes citotoksiskumas pelés splenocity kultiirose su BAT-1 ir tolesnis citotoksiskumo

didéjimas po inkubacijos su interleukinu 2 (7 Lentele).

7 lentele
Specifinis °*Cr i$skyrimas (%)*
BAT-1 Interleukinas-2
ng/ml - 1 u/ml 10 u/ml
- 7.4 10.0 31.1
100 24.9 313 52.4
10 174 26.7 52.8
1 12.3 23.9 46.8
0.1 12.2 21.7 45.5

Citotoksiskumo indukcija C57BL peliy splenocity kultirose po 5 dieny inkubacijos in vitro,
esant jvairioms BAT-1 koncentracijoms ir nedideléms IL 2 dozems.

“B16 melanomos lgstelés buvo naudojamos kaip taikiniai;

efektoriy ir Igsteliy taikiniy santykis - 50:1

Peliy augliy lastelés-taikiniai, kurioms buvo priskiriamas kilerinis BAT-1 aktyvuoty
splenocity efektas, buvo ios: B16 melanoma, Lewis plauciy karcinoma (3LL), fibrosarkoma

(MCA 105), inksty lasteliy karcinoma (MR 28) ir limfoma (YAC) (8 Lentel¢).

8 lentelé

BAT-1 suZadintas splenocity citotoksiSkumas pries peliy augliy lastelés

(tyrimai in vitro)

Specifinis *'Cr i$skyrimas (%)*
Peliy linija Auglys-taikinys BAT-1
Lasteles - +
CS7BL B16 melanoma 54 13.6
Lewis plauciy karcinoma 11.2 24.0
(3LL) 27.0 45.0
Fibrosarkoma (MCA 105)
BALB/C Limfoma (YAC) 8 12.2
Inksty Igsteliy karcinoma 0.1 5.2
(MR28)

* Splenocitai buvo kultivuojami 5 dienas in vitro be BAT-1 mAk (1pg/ml)
citotoksiSkumas buvo nustatomas, esant efektoriaus/taikinio santykiui 60:1.
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b. In vivo tyrimai

Kaip matyti 9 lenteléje, BAT-1 pasiZyméjo imunostimuliuojanciu poveikiu in vivo. Sis

poveikis apima:

() [*H]timidino jsijungimo i peliy, kurioms pries 10 dieny buvo suleista BAT-1, splenocitus
stimuliacija (9A Lentel¢). Maksimali stimuliacija (deSimtkartiné) buvo pasiekta, suleidus
10 pg/nelei BAT dozeg.

(i) Citotoksiskumo indukcija peliy, kurioms buvo suleista BAT, splenocituose (9B Lentele).
Jvairios BAT-1 koncentracijos buvo Svirk§¢iamos 10 dieny pries atliekant citotoksiSkumo
analize pelés melanomos (B16-F10) lgsteléms, inksty Iasteliy karcinomos (MR-28)
Iasteléms ir limfomos (YAC) lasteléms. Maksimalus efektas buvo pasiektas suleidus 10

ng/pelei BAT dozg.

9 lentelé

Peliy, kurioms buvo suleista BAT mAKk, splenocity proliferacija ir citotoksiskumas

9.9£1.5 3.9+14 16.0£2.7 33104
(n=16) (n=10) (n=8) (n=6)

15.342.3 13.2+1.4 31.742.8 16.7+1.6
(n=12) (n=6) (n=8) (n=6)
p <0.1 p < 0.001 p <0.01 p < 0.001

20.0+4.0 14.0£1.2 252421 19.0+2.6
(n=14) (n=6) (n=38) (n=06)

[*H]Timidino
jsijjungimas Specifinis >! Ct iskyrimas (% + SEM)
cpm x 10° + SEM Tiriamos lastelés
BAT B16 MR28 YAC
ug/pelei

0

1

10
p < 0.05 p < 0.001 p <0.02 p < 0.001

C57BL ir BALB/c peléms j veng buvo suleistos skirtingos BAT mAk koncentracijos. Po
10 dieny splenocitai buvo iskirti ir nustatytas citotoksiskumas bei [*H]timidino
jsijungimas. C57BL splenocitai buvo tikrinami, naudojant B16 melanomos lgsteles-
taikinius, o BALB/c splenocitai buvo tikrinami su MR-29 ir YAC Igstelemis
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(efektoriaus/taikinio santykis - 50:1). Kiekviena grupé buvo sudaryta i§ 6-16 peliy, atlikta
3-4 eksperimentai. Citotoksiskumo bei [*H]timidino jsijungimo analizé kiekvienai pelei
buvo pakartota 3 kartus ir paskaiciuotas aritmetinis vidurkis. Rezultatai pateikti kaip
aritmetinis vidurkis + standartin¢ paklaida nuo peliy skai¢iaus n, p reik§més skirtumui
tarp kontroliniy ir BAT paveikty gyviiny nepateikiamos.

6 pavyzdys

Imunoterapinis BAT-1 poveikis peléms, turin¢ioms auglius

Kaip parodyta 10 lenteléje, BAT-1 taikymas peléms, kurioms buvo suleistos
melanomos lgsteles praéjus 14 dieny po véZiniu lasteliy suleidimo, sumaZino metastaziy

skaiciy peliy, turinciy B16, 3LL ir MCA auglius, plauciuose.

al _BAT-1 panaikina peliy, kurioms buvo suleistos B16 melanomos lastelés, plaudiu

metastazes, naudojant nustatyta plauciy metastaziy modelj

C57BL peléms j vena buvo suleista 50x10° B16 melanomos lasteliy (10 lentelé). Po 24
dieny plauciuose atsirado daugybé metastaziy (beveik pasiektas didZiausias tankis, Fig.7,
virSutine eil€). Tuo tarpu Fig.7, apatinéje eiléje, matome peliy, kurioms buvo suleista BAT-
1 (10 pg/pelei), praéjus 2 savaitém po B16 melanomos suleidimo, plauéius, kuriuose
praktiSkai néra metastaziy.

Fig.8 apibendrina $esiy skirtingy eksperimenty rezultatus, atliktus esant panasioms j

auksCiau aprasSytas salygas.
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10 lentelé

Priesvézinis BAT mAk efektas

BAT-suzadintas plauciy metastaziy sumazejimas

Augliai®
B16 | 3LL l MCA
Metastaziy BAT poveikis®
skaicius®
- + - + - +
(n=24)" | (n=27) (n=11) (n=11) (n=8) (n=9)
Néra 0 25 0 6 0 4
1-10 0 2 0 4 0 5
11-50 8 0 3 1 5 0
>250 16 0 8 0 3 0
Plaugiy svoris (g) | 0.803°+0. | 0.315+0.6 | 1.01440.21 | 0.364£0.0 | 0.83620.31 | 0.32840.
26 6 6 06

auglio Igstelés susvirkStos pelei dieng 0.
® BAT mAk (10 pg/pelei) suleistas j veng 14-t3 diena.
¢ Plaudiy metastazés suskaiGiuotos praéjus 24 dienoms po veziniy lgsteliy suleidimo,
naudojant Zeiss erdvinj mikroskops.
4 peliy skaiius.
¢ peliy (n) plauciy svorio vidurkis + SD.

a2. Priesvézinis BAT-1 mAKk, suleisty skirtingais laiko intervalais, poveikis B16 melanomos

lasteléems

11 lentelé rodo, kad peléms, kurioms buvo suleista BAT-1 mAk, pra¢jus 10-14 dieny
po melanomos lgsteliy suleidimo metastaziy plauciuose praktiskai nebuvo diagnozuota,
plauciy svoris buvo normalus. NemaZas, nors ir ne visiSkas, metastaziy peliy plauciuose
sumaz€jimas buvo pastebétas pra¢jus 5 dienoms po véZiniy Igsteliy suleidimo ir iki 19 dieny

po to. BAT-1, suleisti tg pacia dieng kaip ir véZinés lastelés, terapiniu efektu nepasizymejo.
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11 lentele

Priedvézinis BAT-1 mAK, suleisty skirtingais laiko intervalais, poveikis, B16 melanomos

lasteléms
Diena' Peliy skaicius Metastaziy skaicius Plauciy svoris (g)
Néra 10 155.0£28 0.892+0.19
-6 3 61.0+0.8 0.98310.1
0 7 148.0£36 0.425+0.05
5 4 0.8+0.5 0.243+0.07
10 4 0.0£0.0 0.24010.08
14 7 0.0£0.0 0.286+0.03
19 4 2.2£1.3 0.338+0.01
23 4 75.4+44 0.84040.24

! BAT mAk suleidimo diena, skai¢iuojant nuo nulinés véZiniy lasteliy suleidimo dienos

b. BAT-1 panaikina peliy, kurioms buvo suleistos Lewis plauciy karcinomos (3LL) lastelés,

plaudiy metastazes, naudojant nustatyta plauciy metastaziy modelj

Eksperimento salygos panasios | apraSytas B16 melanomai (Zr. auk3¢iau), iSskyrus
tai, kad buvo suleista 2x10° 3LL Igsteliy. Fig. 9 , virSutinéje dalyje matyti peliy, kurioms
buvo suleista 3LL lgstelés, plauciai su daugybe metastaziy. Fig.9 apatin¢je eileje galima
matyti peliy, kurioms buvo suleista BAT-1, plaucius praéjus 14 dieny po veZiniy Igsteliy

suleidimo. Plaucdiuose metastaziy beveik néra.

c. BAT panaikina peliy, kurioms buvo suleistos MCA plauciy fibrosarkomos (MCA 105)
lastelés, plaudiy metastazes, naudojant nustatytg plaudiy metastaziy modeli

Eksperimento sglygos panasios | apraSytas 3 LL Lewis plauciy karcinomos modelio
atveju (Zr. aukséiau). Fig.10, virSutinéje eiléje matyti peliy, kurioms buvo suleista MCA 105
Iastelés, plauciai su daugybe metastaziy. Fig.10 apatinéje eil¢je galima matyti peliy,
kurioms buvo suleista BAT-1, plaudius, pra¢jus 14 dieny po véZiniy lgsteliy suleidimo.

Plauciuose metastaziy beveik néra.
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7 pavyzdys
BAT gydo peles, turincias B16 ir 3LL auglius

Pelés, kurioms suleista B16 melanomos ar 3LL lastelés, kaip jau buvo mineta,
mirsta per 25-35 dienas po véZiniy lgsteliy suleidimo. Prieingai tam (Fig.11 ), visos pelés,
kurioms buvo suleista BAT-1 (10 pg/pelei), praéjus 14 dieny po véZiniy lasteliy suleidimo
i3gyveno daugiau nei 100 dieny. Dauguma gyviiny, kurie buvo stebéti 5 ménesius, nesirgo ir

jy skrodimo metu metastaziy nepastebeta.

8 pavyzdys
Peliy, kurioms buvo suleista BAT-1 mAk, adaptacinis splenocity perkélimas

Peliy, kurioms buvo suleista vien tik BAT-1 mAk arba i pradziy B16 melanomos
lastelés, o po to BAT-1 mAk, splenocitai buvo perkelti recipientinéms pelems.
Recipientinéms peléms buvo susvirk§tos B16 melanomos arba 3LL veéZines Iasteles. Kaip
matyti 12 lenteléje, splenocity perkélimas i§ peliy, kurioms buvo suleista BAT-1 mAk,
sukélé auglio regresija peléms, gavusioms perkeltus splenocitus. Efektyviausias gydymas
buvo pasiektas, kai 10° splenocity, gauty i§ peliy, kurioms buvo suleista BAT-1 praéjus 14
dieny po B16 melanomos lasteliy suleidimo, buvo perkelta recipientinems peléms,
turinioms auglius. Kaip matyti 12 lenteléje, $iuo atveju melanomos Igstelés buvo visiSkai
pasalintos i§ B16 auglj turiniy recipienty ir stebima didelé 3LL augliy regresija, apie kurig
galima spresti i$ metastaziy skaiciaus o taip pat ir plauciy svorio.

Sie rezultatai rodo, kad splenocitai, gauti i§ peliy, paveikty B16 ir BAT-1 pasiZymi
priedvéziniu poveikiu B16 ir 3LL augliams. Tod¢l jmanoma, kad BAT-1 stiprina
nespecifinius Igstelinius efektorinius mechanizmus. Be to, auglio buvimas skatina tokiy

efektoriniy Igsteliy, kurias indukuoja BAT-1, susidarymg.
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Isradimo apibréztis

1. Monokloninis antikiinas arba jo antigeng riSantis fragmentas, kuris yra:

i) monokloninis antikiinas, iSskirtas hibridominés lasteliy linijos, deponuotos
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), deponavimo Nr. 1-1397,
arba |

ii) monokloninis antikiinas, kuris risasi prie to pat antigeno, kaip ir i) antiktinas.

2. Monokloninis antikiinas arba jo fragmentas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad juos
iSskiria hibridominé lasteliy linija, deponuota CNCM, deponavimo Nr. 1-1397.

3. Imortalizuota Iasteliy linija, i3skirianti antikling pagal 1 arba 2 punktg.

4. Imortalizuota lgsteliy linija pagal 3 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra hibridomine
lasteliy linija.

5. Hibridominé Iasteliy linija pagal 4 punkta, besiskirianti tuo, kad ji yra hibridomin¢
lasteliy linija, deponuota CNCM, deponavimo Nr. I-1397.

6. Monokloninis antikiinas arba jo fragmentas pagal 1 arba 2 punkta, skirti panaudoti
imuninés sistemos paveikimui.

7. Monokloninis antikiinas arba jo fragmentas pagal 1 arba 2 punktg, skirti panaudoti
individo imuninés sistemos citotoksinio aktyvumo stimuliacijai.

8. Monokloninis antikiinas arba jo fragmentas pagal 1 arba 2 punktg, skirti panaudoti
prieSvéZiniy preparaty gamybai.

9. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad jos sudétyje kaip veiklioji medZiaga yra

monokloninio  antikino ~ pagal 1 arba 2 punktg efektyvus kiekis bei
tiziologiskai suderintas ne3iklis.

10. Farmaciné kompozicija pagal 9 punktg, besiskirianti tuo, kad savo sudétyje turi kitg nei
minétas antikiinas medziaga, kuri gali suZadinti citotoksinj limfocity aktyvumg, veikdama
papildanciai arba sinergetiSkai su min€tu antikiinu.

11. Baltyminé medZiaga, prie kurios specitiSkai riSasi monokloninis antikiinas pagal 1 arba 2
punktg.

12. MedZiaga pagal 11 punktg, besiskirianti tuo, kad jos molekulin€é mas¢€, nustatyta pagal

gel-elektroforeze, yra 48-50 K daltony.
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