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1. Žinduolių ląstelių linijos, pritaikytos augti serumo ir baltymų neturinčioje terpėje, gavimo būdas, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad apima du etapus:

I. pirmąjį etapą, kuriame ląstelių linijos gyvybingumas yra tarp 80 ir 100 ( ir ląstelės yra auginamos auginimo terpėje su nuosekliu baltymų koncentracijos mažinimu iki kritinės baltymų koncentracijos, kurioje ląstelių gyvybingumas krenta iki 0 (;

II. antrąjį etapą, kuriame kai kritinė koncentracija buvo nustatyta iš anksto, tuomet ikikritinė koncentracija fiksuojama tokia baltymų koncentracija, kurioje ląstelių augimas yra galimas ir tai yra pradžios taškas lėtam baltymų koncentracijos mažinimui iki ląstelių kultūra pasieks pradinį ląstelių gyvybingumą ir populiacijos padvigubėjimo laiką.

2. Būdas pagal 1 punktą, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad pirmasis etapas sudarytas iš tokių pakopų:

i. šešių šulinėlių auginimo plokštelėje užsėjami 3 šulinėliai rekombinantine ląstelių linija, naudojant standartinę ląstelių auginimo terpę (su pradine baltymų koncentracija); ląstelių tankis turi būti diapazone nuo 1 iki 5x105 ląstelių/ml; po 48 valandų pusė supernatanto pakeičiama šviežia baltymų neturinčia terpe, taip padarant galinę baltymų koncentraciją, kuri yra 50 ( pradinės būklės;

ii. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakeičiamas šviežia auginimo terpe, kurios baltymų koncentracija yra 50 ( pradinės būklės;

iii. esant šiai baltymų koncentracijai, ląstelės auginamos iki susiliejimo;

iv. ląstelės iš pirmo etapo išsėjamos mažiausiai į 3 šulinėlius tankio diapazone nuo 1 iki 5x105 ląstelių/ml auginimo terpėje su baltymų koncentracija, kuri yra 50 ( pradinės būklės; po 48 valandų pusė supernatanto pakeičiama šviežia baltymų neturinčia terpe, taip padarant galinę baltymų koncentraciją, kuri yra 50 ( buvusios būklės;

v. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakeičiamas šviežia auginimo terpe, kurios baltymų koncentracija yra 50 ( buvusios būklės;

vi. esant šiai baltymų koncentracijai, ląstelės auginamos iki susiliejimo;

vii. pakopos nuo (iv) iki (vi) kartojamos, kiekvieno ciklo metu baltymų koncentracija sumažinama iki 50 ( buvusio ciklo koncentracijos, ir ši procedūra kartojama, iki pasiekiama baltymų koncentracija, kuri iššaukia ląstelių mirtį.

3. Būdas pagal 1 punktą, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad antrasis etapas susideda iš šių pakopų:

viii. ląstelės, išsėtos iš ląstelių kultūros, kurios gyvybingumas apie 80 ( arba aukštesnis, auginamos ikikritinėje baltymų koncentracijoje mažiausiai 3 šulinėliuose, esant tankio diapazonui nuo 2 iki 6x105 ląstelių/ml; ląstelės auginamos ikikritinėje baltymų koncentracijoje ir po 48 valandų 25 ( supernatanto pakeičiama šviežia neturinčia baltymų terpe, tokiu būdu padarant galutinę baltymų koncentraciją, kuri yra 75 ( prieškritinės baltymų koncentracijos;

ix. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakeičiamas šviežia auginimo terpe su baltymų koncentracija, kuri yra 75 ( prieškritinės baltymų koncentracijos;

x. esant šiai baltymų koncentracijai, ląstelės auginamos iki susiliejimo;

xi. ląstelės iš (x) etapo išsėjamos mažiausiai į 3 šulinėlius tankio diapazone nuo 2 iki 6x105 ląstelių/ml auginimo terpėje su baltymų koncentracija, kuri yra 75 ( prieškritinės baltymų koncentracijos, ir po 48 valandų 25 ( supernatanto pakeičiama šviežia baltymų neturinčia terpe, tokiu būdu padarant galutinę baltymų koncentraciją, kuri yra 75 ( prieš tai buvusios pakopos baltymų koncentracijos;

xii. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakeičiamas šviežia auginimo terpe su baltymų koncentracija, kuri yra 75 ( (x) pakopos koncentracijos;

xiii. esant šiai baltymų koncentracijai, ląstelės auginamos iki susiliejimo;

xiv. pakopos nuo (xi) iki (xiii) kartojamos, kiekvieno ciklo metu baltymų koncentracija sumažinama iki 75 ( buvusio ciklo koncentracijos, po to ši procedūra kartojama iki pasiekiama baltymų koncentracija, kuri neiššaukia ląstelių mirties ir populiacijos padvigubėjimo laiko sumažėjimo; jeigu ląstelės yra perkeliamos į terpę su mažesne baltymų koncentracija ir jos sugeba augti neprarandant ląstelių gyvybingumo ir populiacijos padvigubėjimo laiko sumažėjimo prieš pirmąjį persėjimą, galima laikyti, kad ląstelės pasiekė nekritinį etapą ir sėti jas tiesiog į baltymų neturinčią terpę (baltymų koncentracija 0 mg/ml).

4. Būdas pagal 1-3 punktus, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad serumą ir baltymą turinti terpė, į kurią ląstelės pradžioje sėjamos, apima nuo 5 ( iki 10 ( fetalinio veršelių serumo.

5. Būdas pagal 1-4 punktus, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad žinduolių ląstelių linija, prisitaikiusi augti terpėje, neturinčioje serumo ir baltymų, yra mieloma.

6. Būdas pagal 5 punktą, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad mieloma yra NSO ląstelių linija.

7. Būdas pagal 6 punktą, b e s i s k i r i a n t i s tuo, kad minėta NSO ląstelių linija turi seką, koduojančią rekombinantinį polipeptidą arba rekombinantinį baltymą.

8. Būdas pagal 7 punktą, b e s i s k i r i a n t i s t u o, kad seka, koduojanti rekombinantinį polipeptidą arba rekombinantinį baltymą, koduoja rekombinantinį antikūną arba jo fragmentą.

9. Žinduolių ląstelių linija, gauta būdu pagal 1-8 punktus, kur minėta ląstelių linija yra prisitaikiusi augti terpėje, neturinčioje serumo ir baltymų.

10. Žinduolių ląstelių linija pagal 9 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad minėta ląstelių linija yra mieloma.

11. Žinduolių ląstelių linija pagal 10 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad minėta ląstelių linija yra NSO ląstelių linija.

12. Žinduolių ląstelių linija pagal 11 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad NSO ląstelių linija turi seką, koduojančią rekombinantinį polipeptidą arba rekombinantinį baltymą.

13. Žinduolių ląstelių linija pagal 12 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad seka, koduojanti rekombinantinį polipeptidą arba rekombinantinį baltymą, koduoja rekombinantinį antikūną arba jo fragmentą.

14. Žinduolių ląstelių linija pagal 13 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad seka koduoja humanizuotą rekombinantinį anti-EGF-R hR3 antikūną arba jo fragmentą.

15. Žinduolių ląstelių linija pagal 13 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad seka koduoja humanizuotą rekombinantinį anti-CD6 T1hT antikūną arba jo fragmentą.

16. Žinduolių ląstelių linija pagal 13 punktą, b e s i s k i r i a n t i tuo, kad seka, koduoja chimerinį rekombinantinį anti-CD3 T3Q antikūną arba jo fragmentą.

17. Būdo pagal 1-8 punktus panaudojimas žinduolių ląstelių linijų, prisitaikiusių augti terpėje, neturinčioje serumo ir baltymų, gavimui.

18. Humanizuotas monokloninis antikūnas prieš EGF-R hR3 arba jo fragmentus, išskirtas ląstelių linijos, gautos būdu pagal 1-8 punktus.

19. Humanizuotas monokloninis antikūnas prieš CD6 T1hT antigeną arba jo fragmentą, išskirtas ląstelių linijos, gautos būdu pagal 1-8 punktus.

20. Chimerinis monokloninis antikūnas prieš CD3 T3Q antigeną arba jo fragmentą, išskirtas ląstelių linijos, gautos būdu pagal 1-8 punktus.

