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Sis iSradimas susijes su Zinduoliy Iasteliy linijy, kurios yra prisitaike augti serumo ir baltymy neturingioje

terpéje, gavimo badu. I8radimo badas apima procesa, susidedantj i8 dviejy prisitaikymo pakopy, apimanciy
kritinés baltymy koncentracijos intervala, kuriame Iastelés privalo iSsiugdyti sugebéjima iSgyventi baltymy
neturindioje terpéje. Kiekvienai Igsteliy linijai yra specifinis kritinés baltymy koncentracijos intervalas. |18radimas taip
pat susijes su Zinduoliy lasteliy linijomis, kurios stabiliai auga serumo ir baltymy neturingioje terpéje maziausiai iki
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ISradimo sritis

Sis isradimas susijes su biotechnologija, konkretiai su biidu, siekianCiu stabilius lasteliy

klonus pritaikyti terpei, neturindiai serumo arba baltymy pagal dviejy stadijy prisitaikymo procesa.

ISradimo prielaida:

Zinduoliy lasteliy auginimo in vitro vystymosi reikalavimas dideliu mastu priklauso nuo $iy
lasteliy daugumos gaminamy produkty diagnostinio ir terapinio potencialo. Sie naudingi agentai
apima monokloninius antikiinus, Zmogaus augimo hormonus, limfokinus, eritropoeting, kraujo
kreséjimo faktorius ir audiniy plazminogeno aktyvatorius.

Rekombinantiniy monokloniniy antikiiny (rMab) panaudojimas jvairiy ligy gydymui ir
diagnozei in vivo daugumoje atvejy reiskia dideliy doziy gydyma. Sis faktas daro biting dideliy
kiekiy labai auk3to 3varumo norimy rMab gamyba.

Kai kurie rekombinantiniai monokloniniai antikiinai, kurie potencialiai gali bati naudojami
véZio ir autoimuniniy ligy gydymui bei diagnostikai buvo ekspresuojami Molekulinés imunologijos
centre. US 5,891,996 apra3o idskyrima chimeriniy ir humanizuoty antikiiny pries epidermio augimo
faktoriaus receptoriy (EGF-R), naudojamy diagnozei ir gydymui naviky, ekspresuojamy minéto
receptoriaus. WO 97/19111 aprao anti-CD6 monokloninius antikiinus, naudojamus diagnozavimui
ir gydymui pacienty, kendiandiy nuo psoriazés. Gavilondo ir kt. Hibridoma 9, Nr.5, 1999 pristato
anti-CD3 monoklononj antikiing pavadintag IOR-T3a.

Buvo sukurtos jvairios metodikos auginimui baltymy neturinioje terpeje. Tokiu btdu,
ypatingai issiskiria pilnai neturinti baltymy terpé, kuri buvo sukurta kaip sudaranti salygas lasteliy
augimui, nesant baltymy.

WO 91/05240 aprado rekombinantiniy baltymy ekspresija tokiomis salygomis, kai néra
baltymy.

JP 2696001 apraso baltymy neturinios terpés panaudojima VIII faktoriaus gavimui CHO
lastelése, pridedant nejoninio pavirSinio aktyvaus agento ciklodekstrino, kad biity sumazintas
lasteliy-Seimininkiy  produktyvumas. Kad biity sumazintas 3iy priedy efektyvumas,

rekomenduojama pridéti, pavyzdZiui, butirato ir li¢io.
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WO 96/26266 apraso lasteliy auginima terpéje, kuri turi baltymy hidrolizata su gliutaminu,
kurio laisvy aminoriig&&iy kiekis yra maZiau negu 15 % bendro baltymy svorio ir kuriy peptidy
molekulinis svoris yra maZesnis negu 44 kD. Pavyzdziui, augimo terpé lasteliy kultiroms
naudojama sintetiné minimali terpé kaip baziné terpé, | kurig prie baltymy hidrolizato papildomai,
be kita ko, pridedama fetalinio verSeliy serumo, gentamicino ir merkaptoetanolio. Sios serumo
turinCios terpés panaudojimas kraujo faktoriy rekombinantiniam gavimui neminimas.

U.S. patentas No. 5,393,668 A aprado specialy sintetini pavirSiy, kuris leidZia augti
adherentinéms lasteléms, nesant baltymy.

Kad biity stimuliuojama lasteliy proliferacija, CHO lastelés, kurios superekspresuoja Zmogaus
insuling, buvo i§daugintos dirbtiniame substrate, su kuriuo insulinas yra suristas kovalentiskai (Ito ir
kt. 1996 PNAS U.S.A. 93:3598-3601).

Reiter ir kt. (1992. Cytotechnology 9:247-253) apraSo r-CHO lasteliy imobilizacija, pirma
uzauginty terpéje su serumu iki auksto tankio ant nes¢jo, ir vélesng imobilizuoty lasteliy perfuzijg |
baltymy neturin¢ia terpg, produkcijos fazés metu, kurioje buvo rastas nenutriiksramas baltymo
atpalaidavimas | lasteliy kultiiros supernatanta. Taip lastelés buvo palaikomos maZiau negu 10
generacijy baltymy neturindioje terpéje.

Lasteliy kulttry sékmingo paruogimo dideliu mastu ankstesni metodai baltymy neturin¢ioje
terpéje buvo aprasyti nenutriikstamoms lasteliy linijoms; dalinai VERO lasteléms (WO 96/15231).
Taigi, lastelés augo nuo pradinés ampulés iki didelio techninio masto 1200 litry.

Pritaikyti lastelés augti nuo salygu, kai yra serumo, prie baltymy neturinCios terpés, yra
nepaprastai varginantis procesas, kuris paprastai reikalauja ilgo laiko; be to pakartotinai buvo
randama, kad ekspresuojamo baltymo iSeiga ir rekombinantiniy CHO lasteliy produktyvumas
Zymiai krenta po prisitaikymo baltymy neturingioje terpéje, palyginus su sglygomis, kai terpéje yra
serumo (Peterson ir kt. 1994. Appl. Microbiol. Biotechnol. 40:691-658). Tai yra rekombinantiniy
klony nestabilumo arba sumaZéjusio augimo dél pasikeitusiy augimo salygy padarinys. Nepaisant
stabiliy pradiniy klony naudojimo, dél pasikeitusiy fermentacijos salygy, pakartotinai didelé porcija
lasteliy tapo lastelémis su sumaZéjusia ekspresija arba netgi neproduktoriais, kurie perauga
produkto gamintojus produkcijos metu, kada fermentatoriaus kultiira galiausiai Zymia dalimi
susideda i3 neproduktoriaus arba i3 lasteliy, turinéiy Zema ekspresija.

Siame i§radime mes sudaréme prielaida sukurti stabilias lasteliy linijas, pritaikytas serumo ir

baltymy neturingiai terpei. Siuo biidu baltymy neturinioje terpéje buvo iSskirta keletas klony.
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Detalus iSradimo aprasymas

Lasteliy linijy dviejy pakopy prisitaikymas prie baltymy neturinéios terpés.

Si procediira apima zinduoliy lasteliy linijas, su kuriomis nejmanoma atlikti tiesioginés
prisitaikymo procediiros i3 terpés papildytos serumu arba neturin&ios serumo terpés i baltymy
neturindia terpe.

Sio idradimo metodas susideda i§ dviejy pakopy proceso, kurio metu Iasteliy linijos prisitaiko
prie baltymy neturin&ios terpés (PFM).

Pirmoji pakopa, kuri manoma yra ne lemiama pakopa: baltymo kiekio mazéjimas vykstantis
neprarandant lIastelés gyvybingumo ir tai yra neZymus sumaZéjimas per populiacijos padvigubéjimo
laika kiekvienoje baltymy koncentracijos pakopoje. Nekriting stadija stebima daZniausiai tarp 5 ir
0,5 mg/ml nuo bendros baltymy koncentracijos augimo terpéje ir kultira daZniausiai rodo ta patj
augimo greitj, kaip ir pradinéje augimo terpéje.

Si pirmoji pakopa startuoja esant lasteliy gyvybingumui tarp 80 ir 100 % ir lastelés auginamos
augimo terpéje su nuosekliu baltymy koncentracijos mazéjimu iki kritinés baltymy koncentracijos,
kuriai esant Iasteliy gyvybingumas krenta iki 0 %. Si baltymy koncentracija yra starto taskas
sekantiai pakopai.

Antroji pakopa, kuri manoma yra kritiné: $ioje pakopoje jvyksta lasteliy gyvybingumo.ir
lasteliy populiacijos dvigubéjimo laiko maZéjimas ir reikia daugiau laiko prisitaikyti nuo vienos
baltymy koncentracijos prie kitos. Egzistuoja kritinés baltymy koncentracijos auginimo terpéje,
kuriy negalima igvengti prisitaikymo proceso metu. Sios kritinés baltymy koncentracijos yra
specifinés kiekvienai rekombinantinei lasteliy linijai, bet daZniausiai yra Zemiau 0,6 mg/ml. Kai tik
lastelés atgauna pradini gyvybinguma ir augimo greitj Siose kritinése baltymy koncentracijose,
galimas perséjimas iSplaukiangiomis salygomis su maZesne baltymy koncentracija.

Kai kritiné baltymy koncentracija nustatyta, tai yra beveik auks¢iausia baltymy koncentracija,
kuri palaiko lasteliy augimg ir laikoma ikikritine baltymy koncentracija. Pradedant nuo ikikritinés
baltymy koncentracijos, ji létai maZinama iki lastelés atgaus pradinj gyvybinguma ir augimo greit|.

Pasirinktas baltymy koncentracijos maZinimo iki kritinés stadijos pakopy derinys turéty
apspresti bendra prisitaikymo laika $iame etape ir prisitaikymo koeficienta, kuris apskai¢iuojamas
kaip santykis:

Vadapt. = Abaltymo koncentracija

ATadapt.
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Taciau Sios pakopos derinys neturi turéti jtakos laikui, kuris reikalingas prisitaikyiui prie
kiekvienos baltymy koncentracijos, jskaitant kritines koncentracijas.

Tam, kad buty nustatyta nekritinés pakopos pabaiga ir kritiné baltymy koncentracija, yra
butina atlikti laipsniskq prisitaikyma, esant jprastiniam lasteliy kultiros praskiedimui terpéje be
norimo baltymo, kiekvieng karta maZinant baltymo koncentracija du kartus (1 lentel¢). Sis
mazinimas gali biiti atliekamas maZinant serumo koncentracija arba papildant pagrindine terpe
skirtingu lygiu kokiu nors baltymais turtingu serumo pakaitalu.

1 lentelé: Baltymo koncentracijos laipsnitkas mazinimas, siekiant nustatyti kritine
koncentracija, pradedant nuo auginimo terpés, praturtintos 5Smg/ml baltymo (10 % fetalinio verseliy

serumo ekvivalentas).

Pakopos Bendra  baltymo | Ekvivalentiska FBS

numeris koncentracija koncentracija*
mg/ml mg/ml

1 5.000 10.00

2 2.500 5.00

3 1.250 2.50

4 0.625 1.25

5 0.312 0.60

6 0.156 0.30

7 0.000 0.00

Legenda: FBS - fetalinis ver3eliy serumas
PFM - baltymy neturinti terpé
SCM — terpé su serumu
Bendras baltymo kicekis fetaliniame vereliy serume laikomas apie 50 mg/ml.
Prie§ pradedant prisitaikymo procediira, lastelés turi buiti palaikomos su daugiau negu 80 %
gyvybingumu T formos induose standartinéje terpéje paprastai naudojamoje lasteliy auginimui.
Prisitaikymo procesas vykdomas pakopa po pakopos sekanéiais, Zemiau aprasytais etapais.
i. UZséjama 3 3ulinéliai 3e3iy Sulinéliy auginimo ploksteléje rekombinantine lasteliy linija,
naudojant standarting lasteliy auginimo terpg (esant pradinei baltymo koncentracijai). Lasteliy
tankis turi buti diapazone nuo 1 iki 5x10° lasteliy/ml. Po 48 valandy pusé supernatanto yra

pakei¢iama $viezia baltymy neturindia terpe, tokiu biidu padarant galuting baltymy koncentracija,

kuri yra 50 % pradinés biklés.
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iil. Kas 48 valandas supernatantas yra pilnai pakei¢iamas $viezia auginimo terpe, kurios
baltymy koncentracija yra 50 % pradinés biiklés.

iii. Lastelés auginamos iki susiliejimo, esant $iai baltymy koncentracijai.

iv. Lastelés i§ iii pakopos i¥s€¢jamos mazZiausiai 3 ulinélivose iki tankio diapazono nuo 1 iki
5x10° lasteliy/ml augimo terpéje su baltymo koncentracija, kuri yra 50 % pradinés biklés. Po 48
valandy pusé¢ superatanto pakeiiama 3viezia baltymy neturindia terpe, padarant galing baltymy
koncentracija, kuri yra 50 % ankstesnés biiklés.

v. Kas 48 valandas supernatantas yra pilnai pakeiiamas $vieZia auginimo terpe, kurios
baltymy koncentracija yra 50 % ankstesnés biklés.

vi. Lastelés auginamos iki susiliejimo, esant $iai baltymy koncentracijai.

vii. Pakopos nuo (iv) iki (vi) kartojamos, kiekvieno ciklo metu baltymy koncentracija
sumazinama iki 50 % pra¢jusio ciklo koncentracijos. Si procediira kartojama iki pasiekiama
baltymy koncentracija, kuri sukelia Iasteliy mirtj.

viii. Lastelés i¥s¢jamos i§ 80 % gyvybingumo lasteliy kultiros tolimesniam auginimui
ikikritinéje baltymy koncentracijoje, maZiausiai 3 3ulinéliuose iki tankio diapazono nuo 2 iki 6x10°
Iasteliy/ml. Lastelés auginamos ikikritingje baltymy koncentracijoje ir po 48 valandy 25 %
supernatanto pakei¢iama $vieZia baltymy neturinia terpe, tokiu blidu padarant galuting baltymy
koncentracija, kuri yra 75 % ikikritinés baltymy koncentracijos.

ix. Kas 48 valandas supernatantas pilnai pakei¢iamas $vieZia auginimo terpe su 75 %
ikikritinés baltymy koncentracijos.

x. Lastelés auginamos iki susiliejimo esant $iai baltymy koncentracijai.

xi. Lastelés i§ (x) pakopos i$s¢jamos maZiausiai | 3 3ulinélius iki tankio diapazono nuo 2 iki
6x10° lasteliy/ml augimo terpéje, su baltymy koncentracija, kuri yra 75 % ikikritinés baltymy
koncentracijos. Po 48 valandy 25 % supernatanto pakei¢iama 3vieZia terpe, padarant galing baltymy
koncentracijg, kuri yra 75 % ankstesnés buklés.

xii. Kas 48 valandas supernatantas pilnai pakei¢iamas $vieZia auginimo terpe su baltymy
koncentracija, kuri yra 75 % koncentracijos, esan&ios (x) pakopoje.

xiv. Pakopos nuo (xi) iki (xiii) kartojamos, kiekvieno ciklo metu baltymy koncentracija yra
sumazinama iki 75 % ankstesnio ciklo koncentracijos, paskui 3i procediira kartojama iki pasiekiama
baltymy koncentracija, kuri nesukelia lasteliy gyvybingumo praradimo ir nesumazina populiacijos
padvigubejimo laiko. Jeigu lastelés yra perkeliamos i terpg su maZa baltymy koncentracija ir jos
sugeba augti, neprarandant lasteliy gyvybingumo ir nesumazéjant populiacijos padvigubéjimo laikui
iki pirmojo perséjimo, mes galime manyti, kad lastelés vél pasieke nekriting stadija ir i3séti jas

tiesiogiai | baltymy neturingig terpe (0 mg/ml baltymy koncentracija).
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Sio iSradimo metodikoje pradiné augimo terpé turi diapazone tarp 5 ir 10 % fetalinio ver3eliy
serumo.

Zinduoliy lasteliy linija pritaikyta augti baltymy neturingioje terpéje yra mieloma, dalinai
NSO Iastelés.

Sis isradimas gali biiti naudingas, kai naudojama NSO Iasteliy linija, transfekuota polipeptidu
ar rekombinantiniu baltymu, dalinai kai jos transfekuojamos seka, koduojangia rekombinantinj
antikiing arba jo fragmenta. Zinduoliy lasteliy linijos, modifikuotos $io i¥radimo metodika, auginant
baltymy neturingioje terpéje yra taip pat parodyta.

Kitame $io iSradimo jgyvendinime parodyta bet kokia Zinduoliy lasteliy linija, ekspresuojanti
humanizuota arba chimerinj antikiing, parinkta i§ grupés, susidedantios i§ anti-EGF hR3
receptoriaus, anti-CD6 TIhT, anti-CD3 T3Q antikiiny arba jy fragmenty, auginamy baltymy
neturin¢ioje terpéje, taigi antikiinai sekretuoti 3ios lasteliy linijos.

Lasteliy linijos i3skirtos pagal $io i§radimo metodika auginamos baltymy neturingioje terpéje

pastoviai maZiausiai iki 40 generacijy.

PavyzdZiai:

I pavyzdys: hR3 rekombinantinés lasteliy linijos prisitaikymas prie baltymy neturingios
terpés.

HR3 rekombinantin¢ lasteliy linija buvo gauta transfekuojant mielomos NSO lasteliy linija su
vektoriaus konstrukcija, tam, kad 3i linija ekspresuoty humanizuoto anti-EGF Zmogaus hR3
receptoriaus monokloninio antikiino lengvaja ir sunkiaja grandines.

Sios lasteliy linijos pritaikymas prie baltymy neturindios terpés buvo vykdomas pagal
anksCiau apraSyta metodika, baltymy kiekj terpéje maZinant dviem etapais.

Sios lastelés buvo auginamos RPMI-1640 terpéje, praturtintoje 10 % FBS. FBS buvo pakeista,
pridedant baltymais praturtinta prieda Nutridoma NS (Boheringer Manheinn) { RPMI-1640 baltymy
neturinia terpg, kad baltymy koncentracija biity 0,15 mg/ml. Baltymo kiekio sumaZinimas
pradinéje terpéje buvo atliktas sékmingai praskiedZiant baltymy neturin¢ia PFHM-II terpe (Gibco).
Fig. 1 ir 2 atitinkamai rodo kritinés koncentracijos ir prisitaikymo santykio Vagp skai€iavimo
rezultatus.

2 pavyzdys: Rekombinantinés lasteliy linijos T1hT prisitaikymas prie baltymy neturingios
terpés.

Rekombinantiné lasteliy linija TIhT buvo gauta transfekuojant mielomos NSO Iasteliy linija
vektoriaus konstrukcija, tam, kad 3i linija ekspresuoty anti-Zmoniy CD6 monokloniniy antikiiny,

humanizuoty supresuojant epitopa T, lengvaja ir sunkiaja grandines.
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Sios lasteliy linijos prisitaikymas prie terpés su/be baltymy buvo atliktas pagal metodika,
apradyta 2 punkte, dviem etapais maZinant baltymy kiekj terpéje.

PradZioje Iastelés buvo auginamos RPMI-1640 terpéje, praturtintoje 10 % FBS. Baltymy
kiekio maZinimas buvo atlickamas sékmingai praskiedZiant prading terpe baltymy neturingia
PFHM-II Gibco terpe.

Kritinés koncentracijos ir prisitaikymo santykio Vagp apskai¢iavimo rezultatai parodyti
atitinkamai 3 ir 4 figiirose.

3 pavyzdys: Rekombinantinés lasteliy linijos T3Q prisitaikymas prie baltymy neturing&ios
terpés.

Rekombinantiné lasteliy linija T3Q buvo gauta transfekuojant mielomos NSO lasteliy linija
vektoriaus konstrukcija, tam, kad 3i linija ekspresuoty humanizuoto monokloninio antikiino T3Q,
kuris atpaZjsta Zmogaus limfocity CD3 receptoriy, lengvaja ir sunkiaja grandines.

Sios lasteliy linijos prisitaikymas prie terpés su/be baltymy buvo atliktas pagal metodika,
apradyta 2 punkte, dviem etapais maZinant baltymo kiekj terpéje.

PradZioje lastelés buvo auginamos RPMI-1640 terpéje, praturtintoje 10 % FBS. Baltymy
kiekio maZinimas buvo atlickamas sékmingai praskiedZiant prading terpe PFHM-II Gibco terpe be
baltymy.

Kritinés koncentracijos ir prisitaikymo santykio Vagp apskaiiavimo rezultatai parodyti

atitinkamai 5 ir 6 figiirose.
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TRUMPAS FIGURY APRASYMAS

Fig.1: Koreliacija laiko, reikalingo prisitaikyti hR3 lasteléms prie kiekvienos baltymy
koncentracijos (iki gyvybingumo ir padvigubéjimo laiko atstatymo) su natiiriniu logaritmu
atvirk3tinés baltymy koncentracijos. Kritinés koncentracijos reikdmés h-R3 lasteliy linijai: - 0,32 ir
0,11 mg/ml nuo bendros baltymy koncentracijos.

Fig. 2: Koreliacija bendro laiko nuo adaptacijos procediiros pradzios su h-R3 lIgsteliy linijos
atvirkstinés baltymy koncentracijos natiiriniu logaritmu. Prisitaikymo greiio reik§més h-R3 Iasteliy
linijai kritinio etapo metu ~ 0,0053 mg/d.

Fig. 3. Koreliacija laiko, reikalingo prisitaikyti TIhT Igsteléems prie kickvienos baltymy
koncentracijos (iki gyvybingumo ir padvigubéjimo laiko atstatymo) su natiiriniu logaritmu
atvirk3tinés baltymy koncentracijos. Kritinés koncentracijos reik¥mes T1hT lasteliy linijai: - 0,12 ir
0,01 mg/ml nuo bendros baltymy koncentracijos.

Fig. 4: Koreliacija bendro laiko nuo adaptacijos procediiros pradZios su T1hT Iasteliy linijos
atvirkstinés baltymo koncentracijos nattiriniu logaritmu. Prisitaikymo greiCio reik3més Th1T
Iasteliy linijai - 0,0014 mg/d.

Fig. 5: Koreliacija laiko, reikalingo prisitaikyti T3Q lasteléms prie kiekvienos baltymy
koncentracijos (iki gyvybingumo ir padvigubéjimo laiko atstatymo) su natliriniu logaritmu
atvirkstinés baltymy koncentracijos. Kritinés koncentracijos reikdmés T3Q Igsteliy linijai: - 0,63
mg/ml bendros baltymy koncentracijos.

Fig. 6: Koreliacija bendro laiko nuo adaptacijos procediiros pradZios su T3Q lasteliy linijos
atvirk$tinés baltymy koncentracijos natiiriniu logaritmu. Prisitaikymo grei€io reikdmeés T3Q lasteliy

linijai - 0,0172 mg/d.
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I8radimo apibréztis

1. Zinduoliy lgsteliy linijos, pritaikytos augti serumo ir baltymy neturinioje terpéje,
gavimo bidas, besiskiriantis tuo, kad apima du etapus:

I. pirmajj etapa, kuriame lasteliy linijos gyvybingumas yra tarp 80 ir 100 % ir lastelés
yra auginamos auginimo terpéje su nuosekliu baltymy koncentracijos mazinimu iki kritinés
baltymy koncentracijos, kurioje Igsteliy gyvybingumas krenta iki 0 %;

II. antraji etapa. kuriame kai kritiné koncentracija buvo nustatyta i§ anksto, tuomet
ikikritiné koncentracija fiksuojama tokia baltymy koncentracija, kurioje lasteliy augimas yra
galimas ir tai yra pradZios taskas létam baltymy koncentracijos mazinimui iki lasteliy kultiira
pasieks pradinj lasteliy gyvybinguma ir populiacijos padvigubéjimo laika.

2. Biidas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad pirmasis etapas sudarytas i3
tokiy pakopy:

1. 8ediy Sulin¢liy auginimo ploksteléje uzséjami 3 Sulineliai rekombinantine lgsteliy
linija, naudojant standartine lasteliy auginimo terpe (su pradine baltymy koncentracija);
Igsteliy tankis turi biti diapazone nuo 1 iki 5x10° lasteliy/ml; po 48 valandy pusé supernatanto
pakei¢iama $viezia baltymy neturinéia terpe, taip padarant galing baltymy koncentracija, kuri
yra 50 % pradinés baklés;

ii. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakeiiamas §vieZia auginimo terpe, kurios
baltymy koncentracija yra 50 % pradinés biklés;

iii. esant $iai baltymy koncentracijai, lastelés auginamos iki susiliejimo;

iv. lastelés 1§ pirmo etapo i8s¢jamos maziausiai i 3 Sulinélius tankio diapazone nuo 1 iki
5x10° lgsteliy/ml auginimo terpéje su baltymy koncentracija, kuri yra 50 % pradinés biiklés;
po 48 valandy pusé supernatanto pakeiiama §vieZia baltymy neturinfia terpe, taip padarant
galine baltymy koncentracija, kuri yra 50 % buvusios biklés;

v. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakei¢iamas $vieZia auginimo terpe, kurios
baltymu koncentracija yra 50 % buvusios biikles;

vi. esant Siai baltymy koncentracijai, lastelés auginamos iki susiliejimo;

vii. pakopos nuo (iv) iki (vi) kartojamos, kiekvieno ciklo metu baltymy koncentracija
sumazinama iki 30 % buvusio ciklo koncentracijos, ir §i procediira kartojama. iki pasiekiama

baltymu koncentracija. kuri i$3aukia lasteliy mirtj.
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3. Budas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad antrasis etapas susideda i3 $iy
pakopy:

viil. lastelés, i3sétos i§ lasteliy kultiiros, kurios gyvybingumas apie 80 % arba aukstesnis,
auginamos ikikritinéje baltymy koncentracijoje maZiausiai 3 Sulinéliuose, esant tankio
diapazonui nuo 2 iki 6x10° lasteliyml; lastelés auginamos ikikritingje baltymy
koncentracijoje ir po 48 valandy 25 % supernatanto pakei¢iama $vieZia neturinia baltymy
terpe, tokiu biidu padarant galuting baltymy koncentracija, kuri yra 75 % priedkritinés
baltymy koncentracijos;

ix. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakei¢iamas $vieZia auginimo terpe su baltymy
koncentracija, kuri yra 75 % prieskritinés baltymy koncentracijos;

X. esant Siai baltymy koncentracijai, lastelés auginamos iki susiliejimo;

xi. lastelés i$ (x) etapo i§séjamos maziausiai i 3 $ulinélius tankio diapazone nuo 2 iki
6x10° lasteliy/ml auginimo terpéje su baltymy koncentracija, kuri yra 75 % prieskritinés
baltymy koncentracijos, ir po 48 valandy 25 % supernatanto pakei¢iama 3vieZia baltymy
neturinCia terpe, tokiu biidu padarant galuting baltymy koncentracija, kuri yra 75 % prie3 tai
buvusios pakopos baltymy koncentracijos;

xil. kas 48 valandas supernatantas pilnai pakei¢iamas $vieZia auginimo terpe su baltymy
koncentracija, kuri yra 75 % (x) pakopos koncentracijos;

Xiii. esant $iai baltymy koncentracijai, lastelés auginamos iki susiliejimo;

xiv. pakopos nuo (xi) iki (xiii) kartojamos, kiekvieno ciklo metu baltymy koncentracija
sumazinama iki 75 % buvusio ciklo koncentracijos, po to $i procedira kartojama iki
pasiekiama baltymy koncentracija, kuri nei$3aukia lgsteliy mirties ir populiacijos
padvigubéjimo laiko sumazéjimo; jeigu lastelés yra perkeliamos i terpe su maZesne baltymy
koncentracija ir jos sugeba augti neprarandant lasteliy gyvybingumo ir populiacijos
padvigubéjimo laiko sumazéjimo prie$ pirmaji pers¢jima, galima laikyti, kad lastelés pasieké
nekritin etapg ir séti jas tiesiog i baltymy neturingia terpg (baltymy koncentracija 0 mg/ml).

4. Budas pagal 1-3 punktus, besiskiriantis tuo, kad seruma ir baltyma turinti
terpé, i kuria lasteles pradzioje s¢jamos, apima nuo 5 % iki 10 % fetalinio verSeliy serumo.

5. Budas pagal 1-4 punktus, besiskiriantis tuo, kad Zinduoliy lasteliy linija,

prisitaikiusi augti terpéje, neturinéioje serumo ir baltymy. yra mieloma.
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6. Budas pagal 5 punkta, besiskiriantis tuo, kad mieloma yra NSO lasteliy
linija.

7. Budas pagal 6 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéta NSO lasteliy linija turi
seka, koduojan¢ia rekombinantinj polipeptida arba rekombinantinj baltyma.

8. Bldas pagal 7 punkta, besiskiriantis tu o, kad seka, koduojanti
rekombinantinj polipeptida arba rekombinantinj baltyma, koduoja rekombinantinj antikiing
arba jo fragments.

9. Zinduoliy lasteliy linija, gauta biidu pagal 1-8 punktus, kur minéta lasteliy linija yra
prisitaikiusi augti terpéje, neturin¢ioje serumo ir baltymy.

10. Zinduoliy lasteliy linija pagal 9 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta lasteliy
linija yra micloma.

11. Zinduoliy lasteliy linija pagal 10 punkta, besiskirianti tuo, kad minéta
Iasteliy linija yra NSO lgsteliy linija.

12. Zinduoliy lasteliy linija pagal 11 punkta, besiskirianti tuo, kad NSO lasteliy
linija turi seka, koduojantiq rekombinantinj polipeptida arba rekombinantini baltyma.

13. Zinduoliy lasteliy linija pagal 12 punkta, besiskirianti tuo, kad seka,
koduojanti rekombinantinj polipeptida arba rekombinantinj baltyma, koduoja rekombinantini
antikiing arba jo fragmenta,

14. Zinduoliy lasteliy linija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad seka
koduoja humanizuotg rekombinantinj anti-EGF-R hR3 antikiing arba jo fragmenta.

15. Zinduoliy lasteliy linija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad seka koduoja
humanizuotg rekombinantinj anti-CD6 T1hT antikiing arba jo fragmenta.

16. Zinduoliy lasteliy linija pagal 13 punkta, besiskirianti tuo, kad seka,
koduoja chimerinj rekombinantinj anti-CD3 T3Q antikiing arba jo fragmenta.

17. Biido pagal 1-8 punktus panaudojimas Zinduoliy Igsteliy linijy, prisitaikiusiy augti
terpéje, neturinéioje serumo ir baltymy, gavimui.

18. Humanizuotas monokloninis antiktinas prie§ EGF-R hR3 arba jo fragmentus,
18skirtas lasteliy linijos, gautos bidu pagal 1-8 punktus.

19. Humanizuotas monokloninis antikiinas prie§ CD6 T1hT antigeng arba jo fragmenta,
i8skirtas lgsteliy linijos, gautos budu pagal 1-8 punktus.

20. Chimerinis monokloninis antikiinas pries CD3 T3Q antigeng arba jo fragmenta,

i8skirtas lasteliy linijos, gautos bidu pagal 1-8 punktus.
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Fig I: Koreliacija laiko, reikalingo hR3 lasteléms prisitaikyti prie kickvienos baltymy

koncentracijos. ‘ » ' -
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Fig. 2: Koreliacija bendro laiko nuo prisitaikymo proceso pradzios h-R3 lasteliy linijai. i
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" Fig. 3: Koreliacija laiko, reikalingo T1hT lasteléms prisitaikyti prie kiekvienos baltymo

e

- koncentracijos.
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Fig. 4: Koreliacija bendro laiko nuo prisitaikymo proceso pradZiosT1hT lasteliy linijai.
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- Fig. 5: Koreliacija laiko, reikalingo T3Q lasteléms prisitaikyti prie kiekvienos baltymo |

koncentracijos.
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- Fig.6: Koreliacija bendro laiko nuo prisitaikymo proceso pradZios T3Q lasteliy linijai.
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