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(57) Referatas:

I&radimas apibadina monokloniniy antikiny gavimo buda, panaudojant rekombinantinius chimerinius
virusy baltymus, kurie formuoja j virusus panasias daleles. Mineti virusy baltymai yra naudojami kaip neséjai
peptidams arba epitopams, prie$ kuriuos siekiama gauti monokloninius antikanus. Pasitlyti chimeriniai virusiniai
baltymai tam tikrose vietose turi jterptus kity baltymy fragmentus (epitopus), kurie yra eksponuoti j virusg panasiy
daleliy pavir$iuje. Minéti chimeriniai baltymai yra labiau imunogeniski ir efektyviau skatina monokloniniy antikiiny
susidaryma, nei ankséiau apradyti imunogenai. I$radimas priklauso biotechnologijos srigiai ir gali bati panaudotas



hibridomy technologijoje monokloniniy antikany pried norimus epitopus gavimui.
I8radime apibadintos gautos $iuo bidu naujos hibridomos.
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Sis igradimas priskirtinas baltymy biotechnologijos sriciai, konkre¢iai, monokloniniy
antikiiny gavimo biidui. Bidas gali bati naudojamas hibridomy technologijoje naujy
monokloniniy antik{iny prie§ norimus epitopus gavimui.
Norint gauti monokloninius antikiinus (MA) prie§ bet koki antigena, paprastai naudojami
7inomi, anks¢iau apra$yti biidai, kuriuose:

- imunizacijai naudojami rekombinantiniai baltymai; arba

- naudojami sintetiniai antigenai; arba

- naudojami natyviis baltymai, i$skirti i lasteliy, audiniy ir pan; arba

- naudojami lasteliy lizatai (homogenatai); arba

- naudojamos eukariotinés lastelés; arba

- naudojami virusai, bakterijos.
Hibridomy technologijoje monokloniniy antikiiny gavimui reikalingi stiprils imunogenai,
kurie aktyvuoja B ir T lasteles, sukelia IgG klasés antik@iny susidaryma. Imunogenai yra
medZiagos, kurios sukelia imuninj atsaka. Yra Zinoma, kad stipriis imunogenai yra didelés
molekulinés masés baltymai. Nedidelés molekulinés mases peptidai (iki 50 aminoriigi¢iy
ilgio) néra imunogenai. Siekiant gauti monokloninius antikiinus prie§ peptidus, pastarieji
turi biiti prijungiami prie baltymo-neséjo.
Yra aprasyti jvairas baltymai-nes¢jai, naudojami hibridomy technologijoje: jau¢io serumo
albuminas (BSA), moliusky hemacianinas (KLH), tuberkulino derivatai (PPD) ir kiti
[Bhatnagar PK, Papas E, Blum HE, et al.,, Acad Sci U S A. 1982 Jul;79(14):4400-4;
Bashir I, Sikora K, Foster CS. Virchows Arch. 1998 Mar;432(3):279-87].
Zinomi jvairiis bidai, kuriais peptidai prijungiami prie baltymo-neséjo. Peptidas gali bati
prijungimas prie baltymo-nes¢jo, naudojant jvairius cheminius agentus. Pavyzdziui,
inomas prijungimas, naudojant glutaro aldehida, karbodiimida ir kitus cheminius agentus
[Huhle G, Harenberg J, Malsch R, Heene DL. Semin Thromb Hemost. 1994;20(2):193-
204.] Gali biti naudojamas fotocheminis prijungimas [Jurzak M, Boer R, Fritzsch G,
Kojro E, Fahrenholz F.. Eur J Biochem. 1990 May 31;190(1):45-52. ]. Alternatyviniai
bidai yra sintetiniy peptidy, sudaryty i B ir T lasteliy epitopy, kirimas [Fitzmaurice CJ,
Brown LE, Mclnerney TL, Jackson DC.. Vaccine. 1996 Apr; 14(6):553-60].
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Visy iy metody trikumas - tai, kad peptidas (arba epitopas) gali biiti ,pasleptas”
baltymo-neiéjo struktdiroje, todél tuo atveju jis negali stimuliuoti imuninés sistemos
lasteliy, bitent, B lasteliy, kurios gamina antik@inus ir kurios reikalingos hibridomy
gavimul.

Kitas iy metody trikumas yra tas, kad sunku gauti hibridomas, gaminancias antikiinus
prie§ peptida, o ne pried baltymg-neséja. Baltymas-ne$éjas yra Zymiai didesnis uz
prijungta peptida, todél jis turi daugiau B lasteliy epitopy ir efektyviau stimuliuoja B
lasteles, nei peptidas. Todél net ir tuo atveju, jeigu peptidas yra prieinamas B lasteléms,
paprastai gaunama Zymiai daugiau hibridomy, kurios gamina antikiinus prie§ baltyma-

neséja, o ne prie$ peptida.

Né vienu i§ aprasyty atvejy monokloniniy antikiny pries peptidus gavimui nebuvo
panaudoti rekombinantiniai chimeriniai virusy baltymai, pavyzdziui, mielése ekspresuoti
virusiniai baltymai, tam tikrose molekulés vietose turintys jterptus kito baltymo

fragmentus (epitopus) ir formuojantys { virusus panasias daleles.

Yra zinoma, kad galima Zurkéno poliomos viruso pagrindinio kapsidés baltymo
ekspresija mielése, o taip pat i virusus panasiy daleliy (VPD) su iterptais hantaviruso
nukleokapsidés baltymo fragmentais savybeés [Gedvilaité A., Frommel C., Sasnauskas K.,
et al., Virology. 2000, v. 273, n. 1, p. 21-35] Patento EP 1030923 (publ. 2000) apraSyme
nurodoma, kad Ziurkéno poliomos viruso pagrindinis kapsidés baltymas formuoja |
virusus panasias daleles, kurios galéty buti panaudojamos medicinoje ir veterinarijoje —
geny terapijai, vakciny gamybai bei diagnostikai. Tafiau nebuvo aprasytas $iy
rekombinantiniy baltymy panaudojimas norimo specifiskumo monokloniniy antikiny

kirimui.

Literatiroje yra apraSytos hibridomy linijos HM02, HMO03, G47, BCP7-10, PR8I,
gaminancios MA prie§ Zmogaus mucing, Hibridomos HMO02 ir HM03 skiriasi tuo, kad:
1) jos gautos, naudojant imunizacijai mucing, i3gryninta i$ skrepliu, 2) jos gamina IgM
klasés antikiinus prie3 mucing [Shin CY, Lee WJ, Kim DJ et al, Hybridoma.
1999;18(5):457-463]. Hibridoma G47 skiriasi tuo, kad ji gauta, naudojant imunizacijal
mucina. isgryninta i§ Zarnyno audinio [Gold DV, Cardillo TM Hybrid Hybridomics.
2001;20(5-6):343-350). Hibridomos BCP7-10 buvo gautos, naudojant imunizacijai
peptida. atitinkant] baltymo MUC1 seka PAHGVTSAPDTRPAPGSTAP, chemiskai
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prijungta prie baltymo-ne$éjo [Xing PX, Prenzoska J, Quelch K, McKenzie IF, Cancer
Res. 1992 15;52(8):2310-2317]. Hibridoma PR81, gaminanti IgGl subtipo MA prie§
Zmogaus mucina, buvo gauta, atlikus imunizacija véZinio audinio homogenatu [Paknejad
M, Rasaee MIJ, Tehrani FK et al, Hybrid Hybridomics. 2003;22(3):153-158].
ApraSytos kitos hibridomy linijos, gaminan¢ios MA prie§ hantavirusy nukleokapsidés
baltyma: ECO2, ECO1, BDOIl, C16D11, F23A1, C24B4, E5/G6, DCO3. Hibridomos
ECO2, ECOI1 ir BDO1 buvo gautos, naudojant imunizacijai inaktyvuotus Hantaan, R22 ir
Puumala kamieny hantavirusus [Ruo SL, Sanchez A, Elliott LH Arch Virol. 1991;119(1-
2):1-11]. Hibridomos C16D11, F23A1, C24B4, E5/G6 buvo gautos, naudojant
imunizacijai rekombinantinj pilno ilgio hantaviruso nukleokapsidés baltyma [Yoshimatsu,
K., J. Arikawa, M. Tamura et al, J. Gen. Virol. 1996, 77:695-704]. Nustatyta, kad
hibridoma E5/G6 gamina MA, specifiSkus hantaviruso nukleokapsidés sekai tarp 165 ir
173 aminoriigs¢iy [Okumura M, Yoshimatsu K, Araki K, Arch Virol. 2004;149(12):2427-
2434). Hibridoma DCO03 buvo gauta, naudojant imunizacijai rekombinantinj SEO
kamieno hantavirusy pilno ilgio nukleokapsidés baltyma, ekspresuota bakuloviruso
ekspresijos sistemoje [Morii M, Yoshimatsu K, Arikawa et al, J Clin Microbiol.
1998:36(9):2514-2521]. Aprasytieji analogai skiriasi tuo, kad imunizacijai buvo
naudojami arba pilno ilgio rekombinantiniai hantavirusy nukleokapsidés baltymai, arba

virusai, bet ne VPD, turin&ios jterpta hanatviruso nukleokapsidés fragmenta.

Sio i¥radimo uZdavinys buvo gauti monokloninius antikiinus prie§ tam tikra norima
aminoriig&iy seka — epitopa arba baltymo fragmenta.

Iradimo autoriy atlikti tyrimai parodé, kad chimeriniai rekombinantiniai virusiniai
baltymai, formuojantys { virusus panalias daleles (VPD), gali buti panaudoti
imunogenais hibridomy technologijoje naujy monokloniniy antikiny prie§ iterptuosius
fragmentus gavimui.

Kaip parodé atlikti tyrimai, $iame iSradime sililomi imunogenai efektyviau skatina

monokloniniy antikiiny susidaryma ir pranoksta analogus i$ kity Saltiniy.

Iiradime atskleistas monokloniniy antikiiny gavimo biidas apima specialios linijos peliy
imunizacija, imunizacijos pakartojima bent  viena karta, peliu bluznies lasteliu
hibridizacija. hibridiniy klony dauginima ir auginima Ir skiriasi tuo, kad imunizacija
atlieka, injekuojant pelems rekombinantiniy chimeriniy virusy baltymy su jterptais kito

baltymo fragmentais, galin¢iy formuoti | virusus panadias daleles, tirpalg. Minéti
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chimeriniai baltymai yra labiau imunogeniski ir efektyviau skatina monokloniniy
antikliny susidaryma, nei anks¢iau aprasyti imunogenai.

Be to, konkreCios paskirties monokloniniy antikiiny gavimui naudoja | virusus panaSias
daleles, turin¢ias baltymuy, pries kuriuos siekiama gauti monokloninius antikiinus, jterptus
fragmentus nustatytose | virusa pana$ios dalelés struktiiros vietose, kuriose epitopai yra

eksponuoti | virusg panasiy daleliy pavirsiuje.

ISradime aprasytu biidu buvo gautos naujos hibridomos, produkuojan¢ios monokloninius
antikiinus prie§ Mucl peptida (9 aminoriigs¢iy seka STAPPVHNYV) ir prie$ hantavirusy
nukleokapsides baltymo fragmenta (N-galing 120 aminoriig§¢iy seka).

Naujos hibridomos pavadintos 12G2, 12G2, 7AS, SE11, 5C5, 2E6. Jos deponuotos
Biotechnologijos instituto (Vilnius) Imunologijos laboratorijoje;  joms suteikti

deponavimo numeriai: MO0501, MO0502, HNO0501, HNO0502, HNO0503, HNO0504,

atitinkamai.

Naujoms hibridomoms gauti buvo naudojamas Ziurkéno poliomos viruso pagrindinis
kapsidés baltymas, turintis jterptus kity baltymy fragmentus (epitopus) ir formuojantis |
virusus panadias daleles (VPD), atlickant standartines, anks¢iau apradytas proceddras,
bitent:

1) atliekant imunizacija — VPD buvo suleidZamos BALB/c linijos peléms po oda.
Pries injekcija VPD tirpalas buvo lygiu tiriu sumaiSytas su pilnu Freund‘o
adjuvantu;

2) atliekant pakartotine imunizacija - po 4 savaiiy peléms dar karta buvo
suleidziama tokia pati doze po oda, prie§ tai VPD tirpala sumaisius su nepilnu
Freund‘o adjuvantuy;

3) dar po 4 savaidiy buvo suleidZiama tokia pat dozé¢ VPD be adjuvanto. Imunizacijy
metu keleta karty tikrinama, ar imunizuoty peliy kraujo serume atsirado antikiiny
pries jterptaji fragmentg (epitopa). Patikrinimui buvo naudojami zinomi metodai -
imunofermentiné analize (IFA).

4) praéjus 4-5 savaitéms po pirmosios imunizacijos, buvo nustatoma, ar serume
atsirado specifiniy antikiiny. Specifiniy antiktiny atsiradimas liudija apie VPD kaip
imunogeno efektyvuma, t.y. kad VPD efektyviai stimuliavo B lasteles, specifiskas

jterptajam fragamentui (epitopui);
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5) po 3 imunizacijy buvo atlickama bluZnies lasteliy hibridizacija, suliejant jas su
vezinémis lastelémis, butent, mieloma Sp2/0, suliejimo agentu buvo naudotas
polietilengilikolis (PEG) (Sigma, JAV). Si ir kitos procediros buvo atliekamos
pagal anksCiau apradyta procediira, naudojamag hibridomy gavimui [Kohler,
Milstein, Nature 1975; 256:495-497].

6) gavus hibridiniy lasteliy klonus (hibridomas), buvo tikrinamas ju specifiskumas,
ty., kokius antikiinus jie gamina. Tam buvo naudojamas IFA metodas. Sio
tikrinimo tikslas buvo nustatyti, ar hibridomos gamina antikGnus prie§ iterptaji
fragmenta;

7) buvo jvertinama, kaip efektyviai jterptasis fragmentas VPD sudétyje stimuliavo B
lasteles, 1§ kuriy buvo gautos hibridomos. Gautos hibridomos buvo
charakterizuojamos pagal ivairius poZymius:

- nustatant jy gaminamy monokloniniy antikiiny (MA) izotipa;
- i8tyriant MA specifiSkuma IFA ir imunoblotingo metodais, kt.

8) identifikavus hibridomas, kurios gamina reikalingo specifiSkumo antikiinus, jos
buvo klonuojamos, padauginomos ir uz$aldomos tolesniam saugojimui;

9) hibridomy gaminami antikiinai buvo charakterizuojami anksciau apradytais biidais

— IFA bei imunoblotingu.

Taigi, rekombinantiniai chimeriniai baltymai, turintys jterptus kity baltymy fragmentus
arba epitopus, buvo panaudoti peliy BALB/c imunizacijai. Po to imunizuoty peliy
bluZnies lastelés buvo sulietos su mielomos lastelémis ir gautos hibridomos, gaminancios
monokloninius antiklinus prie§ iterptasias aminorligi¢iy sekas. Chimeriniy baltymuy,
formuojandiy | virusus panadias daleles, struktiiroje esancios ijterptosios sekos yra

eksponuojamos baltymo pavirsiuje ir todél efektyviai skatino antiktiny susidaryma.

Apradytu bidu buvo gautos ir istirtos naujos hibridomos, kurios deponuotos
Biotechnologijos instituto (Vilnius) Imunologijos laboratorijoje:
1) Hibridoma 12B2, deponavimo numeris MO0501, kuri gamina IgGl poklasio
(izotipo) MA pries Mucl epitopa (9 aminorigsciy sekg STAPPVHNV);
2) Hibridoma 12G2, deponavimo numeris M0502, kuri gamina IgG] poklasio MA
pries Mucl epitopa (9 aminoriigd¢iy seka STAPPVHNV);
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3) Hibridoma 7AS5, deponavimo numeris HN0501, kuri gamina IgG1 poklasio MA
prie$ hantaviruso nukleokapsidés baltyma (N-galing 120 aminoriig§¢iy seka) ;

4) Hibridoma SE11, deponavimo numeris HN0502, kuri gamina IgG1 poklasio MA
prie$ hantaviruso nukleokapsidés baltyma (N-galing 120 aminoriigi¢iy seka);

5) Hibridoma SC5, deponavimo numeris HN0503, kuri gamina IgG2a poklasio MA
prie$ hantaviruso nukleokapsidés baltyma (N-galine 120 aminoriigi¢iu seka);

6) Hibridoma 2E6, deponavimo numeris HN0504, kuri gamina IgG2b
poklasio MA prie§ hantaviruso nukleokapsidés baltyma (N-galine 120

aminoriig8ciy sekq).

Hibridomas 12B2, 14G2, 7A5, 5E11, 5C5 ir 2E6 apibidina $ie poZymiai.

Morfologiniai pozymiai. Hibridomos yra sferinés formos, lygiais krastais, turi stamby

branduolj. Dauginasi suspensijoje, pasiZymi silpna adhezija ant stiklo arba plastiko
pavirsiaus.

Lasteliy kultiros kilmé. Hibridomos gautos, suliejus imunizuoty BALB/c linijos peliy

(Mus.musculus) bluzZnies lasteles su pelés (Mus. musculus) mielomos lasteliy linija Sp2/0.
Lasteliy kultliros pozymiai. Hibridomy kultivavimo salygos standartinés: augimo terpé -

Dubecco modifikuota Eagl’o terpé (DMEM) su 2mM L-glutamino, 200 pg/mL

gentamicino ir 10% embrionininio versiuko serumo. Hibridomos auginamos stiklo arba
plastiko induose, skirtuose lasteliy kultliroms. Lastelés persé¢jamos kas 3-4 dienos,
perséjimo dozé — 50-100 tukstanCiy lasteliy mililitre terpés. Hibridomos auginamos
inkubatoriuje, kurio atmosferoje yra 5% CO,, esant 37°C temperatirai. Ilgalaikiam
saugojimui hibridomos uz$aldomos embrioniniame serume su 10% DMSO ir laikomos
skystame azote. UzSaldymo salygos: 1x10% - 2x10° lasteliy mililitre, temperatiiros
reZzimas — 1°C per minute iki -70°C. Po paros ampulés su lastelémis perkeliamos | skysta
azota. Kultiry atgaivinimui ampulés atSildomos 37°C temperatiros vandens vonioje.
Lasteliy gyvybingumas po atsildymo — 70-80%.

Kontaminacija. Bakteriju ir grybeliu hibridomy kultfirose nerasta, mikoplazmos testas
neigiamas.

Hibridomu produktyvumas. MA sekrecijos lygis augimo terpéje — 10-30 pg/ml. MA

produkcija i3lieka iki 15 pasazu (lasteliy kultiiros persejimy).

Produkty charakteristika. Hibridomos 2B12 ir 14G2 gamina IgG klasés, IgG1 poklasio

MA, specifiskus Mucl epitopui (Mucl epitopas yra zmogaus baltymo — mucino -
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fragmentas). Hibridomos 7AS, SE11, 5C5 ir 2E6 gamina IgG klasés MA, specifiskus

hantaviruso nukleokapsideés baltymui.

Sios hibridomos skiriasi nuo kity anks¢iau apradyty analogy tuo, kad ju gavimui (t.y.,
imunizacijai), buvo panaudotos VPD su konkregiy peptidy jterptais fragmentais

(epitopais).

Hibridomos 12B2 ir 14G2 skiriasi nuo kity aprasyty analogy — hibridomy, gaminandiy
MA prie§ mucing — pagal ta poZzymj, kad imunizacijai buvo naudojamos VPD, turingios
iterpta Mucl epitopa (9 aminorigitiy seka STAPPVHNV). Zinomi Zinomi anki&iau
apraSyti analogai buvo gauti, naudojant arba sintetinius peptidus, chemiskai prijungtus

prie baltymo-nes¢jo, arba pilno ilgio mucino baltyma, arba lasteliy homogenata,

Be to, nuo analogy HMO02 ir HMO3 hibridomos 12B2 ir 14G2 skiriasi pagal gaminamy
imunoglobuliny izotipa.

Hibridomos 7AS5, SE11, 5C5 ir 2E6 skiriasi nuo kity aprasyty analogy — hibridomuy,
gaminan¢iy MA prie§ hantavirusy nukleokapsidés baltyma — pagal ta poZymj, kad
imunizacijai buvo naudojamos VPD, turinSios jterptq hantaviruso nukleokapsidés
fragmenta: N-galine 120 aminoriigi¢iy (a.r) seka :
MSDLTDIQEDITRHEQQLVVARQKLKDAEKAVEMYPDDVNKNTLQARQQTVSALEDKLADFKRR
MADAVSRKKMDTKPTDPTGIEPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAIDIEEPSGQTADWY.

Auk3Ciau apradytieji analogai skiriasi nuo hibridomy 7AS, SE11, 5C5, 2E6 tuo, kad
imunizacijai buvo naudojami arba pilno ilgio rekombinantiniai hantavirusy
nukleokapsidés baltymai, arba virusai, bet ne VPD, turinios jterpta hantaviruso
nukleokapsidés fragmenta. Analogo hibridoma E5/G6 dar skiriasi tuo, kad ji gamina kito
specifiskumo MA (atpaZistan¢ius aminoriigd¢iy seka 165-173), nei hibridomos 7AS,
SEl1, 5CS, 2E6 (atpazistanéius aminorigsciy seka 1-120).

Naujy monokloniniy antikiiny gavimo biida ir naujy hibridomy savybes iliustruoja
informacija, pateikta 1-4 pavyzdziuose, 1-2 lentelése ir Fig. 1-3.

Fig atkartoja imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniais baltymais VP1 ir
VP1/Muc, naudojant hibridomy 2B12 ir 14G2 gaminamus MA.

Fig.2 iliustruoja chimerinio baltymo VP1/VR120 imunogeniskuma.

Fig.3 iliustruoja hibridomy 7AS, SE11, 5C5 ir 2E6 gaminamy MA funkcinj aktyvuma —

sugebéjima atpazinti pilno ilgio hantaviruso nukleokapsidés baltyma.
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Naujy monokloniniy antikiiny gavimo bidas, jy savybés detaliau apraSomi toliau

pateiktuose pavyzdZiuose.

1 pavyzdys

Chimerinio baltymo, turinéio jterpta Mucl epitopa, panaudojimas monokloniniy
antikiiny prie§ Mucl epitopa gavimui

BALB/c linijos pelés buvo imunizuojamos mielése ekspresuotu i3grynintu
rekombinantiniu chimeriniu baltymu: Ziurkéno poliomos viruso pagrindiniu kapsidés
baltymu VP1 (HaPyV-VP1), turin¢iu jterptus Mucl epitopus 1 ir 4 pozicijose (VP1/Muc).
HaPyV-VP1 (VP1) baltymo ekspresija mielése ir jo savybés buvo apraSytos anks¢iau
[Gedvilaité A., Frommel C., Sasnauskas K., et al., Virology. 2000, v. 273, n. 1, p. 21-35].
Pelés imunizuojamos, suleidZiant 50 pg VP1/Muc antigeno su pilnu Freund‘o adjuvantu
po oda. Praéjus 4 savaitéms po pirmosios imunizacijos, tuo pat biidu pelés buvo
imunizuojamos pakartotinai, suleidZiant 50 pg VP1/Muc antigeno su nepilnu Freund‘o
adjuvantu. Dar po 4 savai¢iy pelés imunizuojamos, suleidziant 50 pg VP1/Muc antigeno
be adjuvanto Imunizacijy metu tikrinamas Mucl epitopui specifisky antikiiny titras
imunofermentinés analizés (IFA) metodu. Praéjus 3 dienoms po paskutinés imunizacijos,
atliekama hibridizacija.

Hibridizacijai buvo naudojamos imunizuotos pelés bluznies lastelés ir peliy mielomos
lastelées Sp 2/0, neturinCios fermento hipoksantin-guanin-fosforiboziltransferazés,
neauganios selektyvioje hipoksantino-aminopterino-timidino (HAT) terpéje (10™*M
hipoksantino, 1,6 x 10°M timidino, 4 x 10"M aminopterino) ir negaminancios
imunoglobuliny ar jy grandiniy. Prie§ hibridizacija lastelés turi biiti logaritminéje augimo
fazéje. Hibridizacija atliekama, 2 minutes veikiant lasteles 50% polietilenglikolio (PEG-
4000) tirpalu Dubecco modifikuotoje Eagl’o terpéje (DMEM) su 10% dimetilsulfoksido
(DMSO). Mielomos ir bluznies lasteliy santykis hibridizacijos metu — 1:5. Po
hibridizacijos lastelés buvo atplaunamos beserumine DMEM terpe, suspenduojamos
selektyvioje HAT terpéje ir isséjamos i ploksteles (po 5x10° Iasteliy | $ulinélj).

Hibridiniai klonai pasirodo 5-10 diena po hibridizacijos. Testuojant terpe netiesioginés
IFA metodu, nustatoma, ar klonai gamina antiktinus pries VP1/Muc. Kas 4-5 dienos
pakei¢iama pus¢ lasteliy augimo terpés. Pirma karta HAT terpé keiciama | hipoksantino-

timidino (HT) terpe, turin¢ia 10 M hipoksantino ir 1,6 x 10* M timidino. Véliau HT
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terpé palaipsniui kei¢iama | iprasta augimo terpe. Hibridiniai klonai, gaminantys
antikiinus prie§ VP1/Muc, buvo klonuojami ribinio praskiedimo metodu. Klonai pasirodo
po 4-7 dieny. Jie testuojami netiesioginés imunofermentinés analizes (IFA) metodu.
Atrinkti klonai padauginami ir toliau auginami kultiiroje arba uz3aldomi ir saugomi
skystame azote.

Buvo gauti 7 hibridomy klonai, produkuojantys monokloninius antikiinus (MA) pries
chimerinj baltyma VP1/Muc. Buvo nustatyta, kad 2 i$ jy yra specifiski Muc! peptidut, S ~
specifiski HaPyV-VP1 (baltymui-neséjui).

Hibridomos, produkuojangios MA prie§ Mucl peptida, buvo pavadintos 12B2 ir 14G2.
Joms suteikti atititnkami deponavimo numeriai: 12B2 - M05101, 14G2 — M0502.
Kontroliné grupé BALB/c peliy buvo imunizuojama sintetiniu Mucl peptidu, chemiskai
prijungtu prie jau¢io serumo albumino (BSA/Muc), naudojant gliutaro aldehida. Pelés
buvo imunizuojamos pagal auks¢iau aprasyta schema. Imunizacijy metu tikrinamas Muc1l
specifisky antikiiny titras.

Buvo nustatyta, kad BSA/Muc nesukélé jokio imuninio atsako pries Mucl peptida. Todél
Siy peliy bluznies lastelés nebuvo naudojamos hibridizacijai ir monokloniniy antikiiny

gavimui.

2 pavyzdys.

Monokloniniy antikiiny, gauty prie§ Mucl epitopa, specifiSlkumo ir izotipy
nustatymas.

Hibridomy 12B2 ir 14G2 gaminamy antik@iny specifikumas buvo nustatomas
imunofermentinés analizés bei imunoblotingo metodais. Imunoglobulinu izotipai buvo
nustatomi imunofermentinés analizés metodu, naudojant izotipy nustatymo rinkinj
[Sigma, JAV].

Siais metodais buvo nustatyta, kad gautieji monokloniniai antikiinai yra IgG izotipo, 1gG1
subtipo ir atpazista chimerinj baltyma VPI/Muc bei sintetinj peptida Mucl, bet
nereaguoja su VP1 (baltymu-neséju). Tai rodo, kad jie yra specifidki Mucl epitopui.
Gauti rezultatai yra pateikti 1 lenteléje ir Fig. 1.

MA specifiskuma iliustruoja 1 lentelé, kurioje pateikiami duomenys apie hibridomy 2B12

ir 14G2 gaminamy MA specifiskuma ir poklasius:
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1 lentele

Hibridomy klonas | Subtipas | Reakcija su:

(poklas¢) | HaPyV-VP1 | VP1/Muc | Sintetiniu peptidu Mucl

12B2 IgG1 - T n

14G2 IgG1 - ¥ n

Fig. 1 atkartoja imunoblotingo vaizda, gauta su rekombinantiniais baltymais VPI ir
VP1/Muc, naudojant hibridomy 2B12 ir 14G2 gaminamus MA. Palyginimui pateikiamas
imunoblotingo vaizdas, gautas su tais padiais baltymais, naudojant MA prie§ baltyma
VP1. Vir§ imunoblotingo vaizdo nurodyti MA pavadinimai:

12B2 — pries baltymg VP1/Muc;

14G2 - pries baltyma VP1/Muc;

9F11 - prie§ baltyma VP1,

6D11 - prie§ baltyma VP1.

1 takelis - baltymas VP1; 2 takelis ~ baltymas VP1/Muc.

Kaip parodyta imunoblotingo metodu (Fig.1), hibridomy 12B2 ir 14G2 gaminami MA
specifiSkai jungiasi prie baltymo VP1/Mucl, bet nereaguoja su baltymu VP1. Kontrolei
buvo naudojami MA 9F11 ir 6D11, kurie yra specifidki baltymui VP1. Jie jungiasi prie
abiejy Siy antigeny: VP1 ir VP1/Muc.

3 pavyzdys.

Chimerinio baltymo, turinlio jterpta hantaviruso nukleokapsidés baltymo
fragmenta, panaudojimas monokloniniy antikiiny prie§ hantaviruso nukleokapsidés
baltyma gavimui

BALB/c linijjos pelés imunizuojamos mielése ekspresuotais  iSgrynintais
rekombinantiniais  chimeriniais baltymais: HaPyV-VPI1, turinliais jterpta 120
aminoriigs¢iy ilgio hantaviruso Vranica nukleokapsidés baltymo fragmenta arba 1, arba 4
pozicijoje (VP1/VR120). Siy baltymy ekspresija mielése ir jy savybeés buvo aprasytos
ankséiau [A.Gedvilaite, A.Zvirbliene, J.Staniulis et al, Viral Immunol. 2004, 17(1):51-
68].

Pelés BALB/c buvo imunizuojamos 3 kartus, po to buvo atliekama hibridizacija. Visos
procediiros atlickamos panasiai, kaip apraSyta 1 pavyzdyje, tik naudojamas ne VP1/Muc

baltymas, o VP1/VR120 baltymas. Imunizacijy metu imunizuoty peliy kraujo serume IFA
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metodu tikrinamas specifiniu antikiiny titras (lygis), t.y., nustatoma, ar susidaro IgG
klases antikiinai prie3 jterptaji hantaviruso nukleokapsidés (HN) baltymo fragmenta,

Fig.2 iliustruoja chimerinio baltymo VP1/VR120 imunogeniskuma. Pateikiami IgG klases
antikliny titrai imunizuoty peliu kraujo serume po 3-osios imunizacijos. Titral buvo
nustatyti IFA metodu, naudojant iuos antigenus:

1 - VP1/VR120;

2-VPI,

3- hantaviruso nukleokapsidés baltymas.

Buvo nustatyta, kad antikiny prie$ HN titras yra Zymiai aukstesnis, nei prie$ baltyma VP1
(Fig. 2).

Atlikus hibridizacija, buvo gauti 4 hibridomy klonai, gaminantys MA prie$ chimerinj
baltyma VP1/VR120. Buvo nustatyta, kad visi jie reaguoja su VPI/VRI120, bet
nereaguoja su VPl (baltymu-ne$¢ju). Tai rodo, kad visos gautos hibridomos yra
specifiSkos HN baltymo fragmentui, jterptam i chimerinj baltyma VP1/VR120.

Taigi, galima teigti, kad HN fragmento jterpimas | VPD struktira Zymiai padidino $io
fragmento imunogenidkuma. Aukstas antikiing prie§ HN titras imunizuoty peliy kraujo
serume rodo, kad jterptasis 120 aminorfig§¢iy ilgio fragmentas yra chimerinio baltymo
pavirSiuje ir todél geriau aktyvuoja B lasteles, nei baltymas-ne$é¢jas VP1. Hibridomy
technologija yra paremta tuo, kad gaunami ir atrenkami B lasteliy ir véZiniy lasteliy
hibridai. Taigi, kuo efektyviau antigenas aktyvuoja B lasteles, tuo daugiau gaunama
hibridomy, gaminanéiy MA prie§ ta antigena. Tuo galima paaidkinti, kad buvo gautos
vien hibridomos, gaminan¢ios MA prie§ ijterptaji HN fragmenta, bet ne prie§ VPI
(baltyma-ned¢ja). Sie rezultatai rodo, kad baltymo fragmento jterpimas | VPD yra
pranaesnis hibridomy gavimo biidas, nei anks€iau aprasytieji budai, pavyzdZiui, peptidy
prijungimas prie baltymy-ne$é¢ju cheminiais metodais.

Hibridomos, produkuojanéios monokloninius antikiinus prie§ HN, buvo pavadintos 7AS,

SE11, 5C5, 2E6. Joms suteikti atitinkami deponavimo numeriai: HN0501, HN0302,
HNO0503, HN0504.

4 pavyzdys.
Monokloniniy antikiiny, gauty prie§ HYN, specifiSkumo ir izotipy nustatymas.
Gauty hibridomy produkuojamy antikiny specifiSkumas iStiriamas imunofermentinés

analizés bei imunoblotingo metodais, naudojant rekombinantinius hantavirusy baltymus.
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Imunoglobuliny izotipai nustatomi imunofermentinés analizés metodu, kaip apraSyta 2
pavyzdyje. Siais metodais buvo nustatyta, kad visi gautieji MA yra IgG izotipo, IgG1,
IgG2a ir [gG2b poklasiy .

2 lenteléje pateikiami duomenys apie hibridomy 7AS, SE11, 5C5 ir 2E6 gaminamy MA

specifiSkuma ir poklasius.

2 lentele
Hibridomy | Subtipas (poklase) | Reakcija su:
klonas HaPyV-VP1 | HN | VP1NVR120
7A5 1gG1 - + |+
5E11 1gG1 - + |+
5C5 1gG2a - + +
2E6 1gG2b - + |+

Fig.3 iliustruoja hibridomy 7AS5, 5E11, 5C5 ir 2E6 gaminamy MA funkcinj aktyvuma —
sugebéjimg atpazinti pilno ilgio hantaviruso nukleokapsidés baltyma. Pateikiamas
imunoblotingo vaizdas, gautas, naudojant hibridomos 7AS gaminamus MA.

1 - 9 takeliai — skirtingy hantavirusy nukleokapsidés baltymai.

Imunoblotingo metodu buvo nustatyta, kad visi MA atpaZista chimerinj baltyma
VP1/VR120 ir jvairiy hanatvirusy nukleokapsidés baltymus, ekspresuotus mielése. Tai
rodo, kad jie yra funkciskai aktyviis ir reaguoja su pilno ilgio HN baltymais. Todél sie
MA galéty biiti taikomi HN baltymy nustatymui biotechnologijoje arba diagnostikoje.

Tokiu biidu:

1) Kai imunizacijai ir hibridomy gavimui buvo naudojamos VPD su trumpu jterptu
fragmentu (Muc 1 epitopas — 9 a.r. ilgio) — gautos 2 hibridomos, gaminang¢ias MA prie$ §j
epitopg ir 5 hibridomas, gaminanéias MA prie§ HaPyV-VP1 (baltyma neséja). T.y., prie§
lterptaji fragmenta gauta daugiau hibridomy, nei buvo pagrindo tikétis i§ Mucl epitopo ir
VP1 nese¢jo dydziy santykio (Mucl epitopas — 9 a.r., VP1 — apie 380 a.r.);

2) Kai imunizacijai ir hibridomy gavimui buvo naudojamos VPD su ilgesniu jterptu
fragmentu (HN - 120 a.r ilgio) — gautos vien tik hibridomos prie$ §j jterptaji fragmenta,
bet negauta nei vienos hibridomos prie$ VP1 ne$éja. T.y., prie$ iterptaji fragmenta (kaip ir
pirmuoju atveju) gauta daugiau hibridomuy, nei galima buvo tikétis i§ Mucl epitopo ir VP1

neséjo dydziy santykio (HN fragmentas - 120 a.r., VP1 — apie 380 a.r.).
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ISRADIMO APIBREZTIS:

1. Monokloniniy antikiiny gavimo bidas, apimantis specialios linijos peliy imunizacija,
imunizacijos pakartojimg bent viena karta, peliy bluznies lasteliy hibridizacija, hibridiniy
klony dauginima ir auginimg besiskiriantis tuo, kad imunizacija atlieka,
injekuojant peléms rekombinantiniy chimeriniy virusy baltymy su jterptais kito baltymo

fragmentais, galin¢iy formuoti i virusus panasias daleles, tirpala.

2. Biidas pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad konkrecios paskirties monokloniniy
antikiiny gavimui naudoja i virusus panasias daleles, turingias baltymy, prie§ kuriuos
siekiama gauti monokloninius antikinus, fragmentus, jterptus nustatytose { virusa

panasios dalelés struktiiros vietose.

3. Hibridoma 12B2, deponavimo numeris M0501, gaminanti MA prie§ Mucl epitopa (9
aminoriigi¢iy seka STAPPVHNV), gauta biidu, apraSytu 1-2 punktuose.

4. Hibridoma 14G2, deponavimo numeris M0502, gaminananti MA prie§ Mucl epitopa (9
aminoriigi¢iy seka STAPPVHNYV), gauta biidu, apraSytu 1-2 punktuose.

5. Hibridoma 7A5, deponavimo numeris HNO0501, gaminanti MA prie$ hantaviruso
nukleokapsidés baltymg (N-galing 120 aminorigdtiy seka) gauta budu, apradytu 1-2
punktuose.

6. Hibridoma 5E11, deponavimo numeris HN0502, gaminanti MA prie$ hantaviruso
nukleokapsidés baltyma (N-galing 120 aminoriigitiy seka), gauta budu, apraSytu 1-2
punktuose.

7. Hibridoma 5C5, deponavimo numeris HN0503, gaminanti MA prie$ hantaviruso
nukleokapsidés baltyma (N-galing 120 aminoriigitiy seka), gauta blidu, aprasytu 1-2

punktuose.
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8. Hibridoma 2E6, deponavimo numeris HN0504, gaminanti MA prie§ hantaviruso
nukleokapsidés baltyma (N-galing 120 aminoriigi¢iy seka), gauta biidu, apraSytu 1-2
punktuose.

9. Rekombinantiniy chimeriniy { virusus panasiy daleliy su jterptais kity baltymy

fragmentais panaudojimas kaip imunogenu hibridomy pagal 3-8 punktus gavimui.
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