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Santrumpos

ADCC — nuo antikiiny priklausomas citotoksiskumas (angl. antibody dependent cell-mediated
citotoxicity);

B-ALL — imi B Iasteliy limfoblastiné leukemija (angl. B-cell acute lymphoblastic leukemia);
BSA — jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum aalbumin);

CDC — nuo komplemento baltymy priklausomas citotoksiSkumas (angl. complement dependent
citotoxicity);

CLL - 1étiné limfocity leukemija (angl. chronic lymphocytic leukemia);

CMC — karboksimetilceliuliozé;

EGFR — epiderminis augimo faktoriaus receptorius (angl. epidermal growth factor receptor);
ELISA — imunofermentiné analizé (angl. enzyme-linked immunosorbent assay);
FVS — fetalinis verSiuko serumas;

HAT — hipoksantinas, aminopterinas, timidinas;

hCG — zmogaus chorioninis gonadotropinas (angl. human chorionic gonadotropin);
hESC — Zzmogaus embrioniné kamieniné lgstelé (angl. human embryonic stem cell);
HGPRT — hipoksantino-guanino fosforiboziltransferazé;

HPMC — hidroksipropilmetilceliuliozé;

HT — hipoksantinas, timidinas;

ICC — imunocitochemija;

Ig — imunoglobulinas;

IHC — imunohistochemija;

LDC — klonavimas serijiniu skiedimu (angl. limited dilution cloning);

MAK — monokloniniai antiktinai;

MAC — membranos puolimo kompleksas (angl. Membrane Attack Complex);

MC — metilceliuliozé;

NHL — Ne Hodzkino limfoma (angl. non-Hodgkin ‘s lymphoma);

OT - optinis tankis;

PAk — polikloniniai antikfinai;

PEG - polietilenglikolis;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas;



TMB — 3,3¢,5,5¢-tetrametilbenzidinas.



IVADAS

Hibridomy technologija — tai placiai naudojamas metodas skirtas sukurti monokloninius
antikinus (MAK) prie$ tikslinius antigenus. Hibridomy technologija gaminami MAk yra taikomi
autoimuniniy, infekciniy ar véziniy ligy diagnostikoje, diagnostiniy testy kirime bei jvairaus
pobiidzio moksliniuose ir diagnostiniuose tyrimuose. Antikiinai yra sparciai auganti biofarmaciniy
preparaty klasé, kurios rinka 2023 metais perkopé 230 mird. JAV doleriy ribg (Antibody Market
Outlook..., 2024). Hibridomos — tai hibridinés lgstelés pasizymincios dideliy monokloniniy antikiiny
kiekiy gamyba. Jos yra gaunamos suliejant antikiinus gaminancias plazmines lasteles su véZinémis
mielomos Igstelémis. Tokiu budu sulietos lastelés jgauna savybe greitai proliferuoti ir tuo paciu
sekretuoti didelius kiekius specifiniy antikiiny bei biina imortalizuojamos.

Daugiausiai darbo ir laiko resursy reikalaujantis etapas hibridomy gamyboje yra jy atranka ir
monokloninés populiacijos izoliavimas. Tradicinis hibridomy klonavimo metodas yra serijinis
skiedimas (LDC, angl. limited dilution cloning). LDC tikslas — atrinkty populiacijy lasteles skiesti iki
labai mazo tankio (= 1 Igstelé Sulinélyje) ir auginti 96 Sulinéliy plokstelése siekiant gauti monokloning
populiacija, pasizyminéia efektyvia specifinio baltymo gamyba. Sis metodas yra salyginai paprastas
ir pigus, taciau reikalauja daug personalo darbo laiko ir pakartojimy bei negarantuoja, kad izoliuota
Igsteliy populiacija bus monokloniSka. Lasteliy auginimas klampioje terpéje (angl. semi-solid media)
ir susidariusiy klony izoliavimas rankiniu bidu ar robotizuotuomis sistemomis yra dar vienas
monokloniniy Igsteliy populiacijy atrankos budas. Klampioje terpéje augancios lastelés yra
imobilizuojamos ir atskiriamos viena nuo kitos, todé¢l yra uzkertamas kelias lgsteliy maiSymuisi ir
padidéja monokloninés populiacijos susidarymo ir s€kmingo izoliavimo tikimybé. Be to, naudojant
klampig terpe, lgsteliy gaminami produktai (antikiinai ar kiti baltymai) iSlicka $alia klono ir
nepasklinda, kaip tai vyksta skystoje terpéje. Naudojant fluorescuojancia Zyme pazymétus antikiinus
prie§ sekretuojama baltyma, antikiinus prie§ sekretuojamus imunoglobulinus ar antigeng su
fluorescuojancia zyme galima identifikuoti auksto produktyvumo klonus be papildomy tyrimy ir tik
juos selektyviai izoliuoti.

Robotizuotos lgsteliy klony atrankos sistemos, tokios kaip Clonepix 2 i§ Molecular Devices,
padeda greitai ir tiksliai izoliuoti klonus, uzaugusius klampioje terpéje. Si sistema pagal nurodytus
kriterijus vizualizuoja, atrenka ir perkelia klonus i§ vienos plokstelés j kita. Klonai transportuojami
steriliomis adatélémis ir izoliuojami nuo kity klony, taip jie yra apsaugomi nuo susimaiSymo su

kitomis lgstelémis. D¢l Sios priezasties, klonai, susidarg i§ vienos lastelés, iSliecka monoklonais po jy



izoliavimo ir tolesnio auginimo metu. Naudojant robotizuota sistema padidéja tikimybé izoliuoti
produktyvias lasteliy linijas, sutaupoma daug darbo ir laiko resursy.

Klampias terpes lasteliy auginimui gamina kelios biotechnologijy imonés, tokios kaip
ThermoFisher Scientific, Stemcell Technologies, Corning, Lonza ir Molecular Devices, taciau tik
Stemcell Technologies, Lonza ir Molecular Devices klampios terpés yra pritaikytos hibridomy
klonavimui. Siy terpiy gamybai yra naudojamas polimeras metilceliulioze (Stemcell Technologies,
Molecular Devices) ir agarozé (Lonza). Siame darbe tikimasi pasiiilyti ekonomiskai patraukly
klampios terpés gamybos protokola mazais kiekiais. Klampios terpés panaudojimas lasteliy
klonavimui uztikrins aukStesn¢ Zinduoliy kultirose gaminamy produkty kokybe dél lasteliy linijy
monokloniskumo. Tai uztikrinty mazesnes verslo jmoniy sgnaudas paruoSiant i§ mokslo perimtus
produktus rinkai, o mokslininkams leisty sutaupyti darbo laiko ir finansiniy resursy reagentams.

Siame darbe kaip klampios terpés pagrindas naudojama metilceliuliozé (MC). MC yra lasteléms
netoksiSkas polimeras, suteikiantis terpei klampumo, kurio déka hibridomos imobilizuojamos ir
atskiriamos nuo kity Igsteliy. MC polimerizuojasi ir sutvirtéja 37 °C temperatiiroje, kurioje ir
auginamos lgstelés, o kambario temperatiroje iSlicka skysta. MC tarnauja kaip fizinis barjeras tarp
Igsteliy, todél hibridomos linkusios formuoti monoklonines populiacijas, kurias patogu izoliuoti
robotizuota lgsteliy klony atrankos sistema.

Darbo tikslas

Sukurti ir optimizuoti klampios terpés gamybos protokolg hibridomy klonavimui ir atrankai.

Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti hibridomy augimui ir klony formavimuisi optimalia metilceliuliozés
koncentracijg klampioje terpéje.

2. Nustatyti hibridomy augimui ir klony formavimuisi optimalig lIgsteliy sé&jimo
koncentracijg | klampig terpe.

3. Taikant hibridomy technologija atlikti lasteliy hibridizacijg ir lasteliy miSinj i8séti i
optimizuotg selektyvig klampig terpe.

4. Clonepix 2 sistema izoliuoti klampioje terpéje uzaugusius hibridomy klonus ir

identifikuoti klonus, gaminancius antikiinus prie§ tikslinj antigena.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Hibridomy technologija

Hibridomos — tai hibridinés lgstelés pasizymincios dideliy monokloniniy antikiiny kiekiy gamyba
(Kohler and Milstein, 1975). Jos yra gaunamos suliejant imunizuoto gyviino (daZniausiai pelés (lot.
Mus musculus)) bluznies Igsteles su mielomos Igstelémis (1 pav.) (Kéhler and Milstein, 1975). Tokiu
biidu sulietos lastelés jgauna savybe greitai proliferuoti ir tuo paciu sekretuoti didelius kiekius
specifiniy antikiiny bei bina imortalizuojamos (Kohler and Milstein, 1975). Taip pat, hibridomos
gali biti ilgam laikui uzsaldomos ir laikomos skystame azote (Mitra and Tomar, 2021). Stabilizuota
hibridomy linijja — tai patikimas ir atsinaujinantis monokloniniy antikiiny Saltinis, kas lemia
hibridomy platy pritaikymg jvairaus pobiidzio moksliniuose ir diagnostiniuose tyrimuose bei

terapijoje.

Pelés imunizavimas

antigenu /ﬁ\

Hibridomos Monaokloniniai antikdnai

) ] BluZnies Igstelés
Mielomos Igstelés

1 pav. Hibridomy technologijos schema. Sukurta naudojant BioRender.com

Hibridomy technologija — tai placiai naudojamas metodas skirtas sukurti monokloninius
antikiinus prie§ tikslinius antigenus (1 pav.). Sios technologijos déka buvo sukurta daug skirtingy
iSoriniai bakterijy, virusy, eukariotiniy lasteliy elementai (baltymai, lipidai, angliavandeniai ar
nukleoriigitys) (Mitra and Tomar, 2021). Siuo metodu sukurti monokloniniai antikiinai yra auksto
specifiSkumo, kadangi juos gamina i$ vienos lastelés susidariusi populiacija — monoklonas (Shulman

et al., 1978).



1.1.1 Lasteliy hibridizacija

Hibridomy gamybos procesas prasideda nuo imunizacijos, kai laboratoriniam gyviinui (pelei ar
ziurkei) suleidziama specifinio antigeno injekcija (Ganguly & Wakchaure, 2016). Vykstant injekcijy
serijai stimuliuojama B Igsteliy diferenciacija j plazmines B Igsteles ir atminties B lgsteles (Ganguly
& Wakchaure, 2016). Imunizacijos laikotarpiu pelés bluznyje susidaro aktyvuotos plazminés lastelés
gaminancios specifinius antikinus pries tikslinj antigeng (Ganguly & Wakchaure, 2016).

Prie§ kelias savaites iki hibridizacijos metastazavusios vézinés lastelés yra auginamos 8-
azaguanine, kuris uzblokuoja funkcinius HGPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)
genus mielomos lastelése (Choi and Chung, 1999). Siy geny slopinimas lemia mielomos lasteliy
jautruma HAT (hypoxanthine-aminopterin-thymidine), kuris yra pagrindinis hibridomy atrankos
sistemos faktorius (Choi and Chung, 1999). Pries savaite iki hibridizacijos mielomos lgstelés yra
at§ildomos ir kultivuojamos 75 cm? flakonuose. Paaukojus imunizuotg pele, steriliai i§imama ir
susmulkinama bluznis, kurioje susikaupusios aktyvuotos plazminés Igstelés. Bluznies lgstelés
suspenduojamos augimo terpéje bei izoliuojamos centrifuguojant.

Lasteliy hibridizacijos metu izoliuotos bluznies lgstelés yra suliejamos su HAT jautriomis
mielomos Igstelémis (Yelton et al., 1979). Suliejime dalyvauja polietilenglikolis (PEG), kuris
atpalaiduoja bluznies ir mielomos Igsteliy plazmines membranas bei skatina jy susiliejimg (Mitra and

Tomar, 2021).

1.1.2 HAT atrankos sistema

PEG suliejimas yra bene dazniausiai naudojamas lgsteliy suliejimo btidas hibridomy gamyboje,
taCiau proceso eigoje tik 1-2 % lasteliy hibridizuojasi ir suformuoja hibridomas. Be to, tarp visy
hibridizuoty lasteliy vos 1 % iSliks gyvybingos ir gebés proliferuoti. DidZigja dalj 1 terpe iSséty
Igsteliy sudaro nesulietos Igstelés (Kohler and Milstein, 1975), todél siekiant izoliuoti hibridomas yra
vykdoma atranka HAT terpéje. Po hibridizacijos, lastelés yra iSs¢jamos j 96 Sulilnéliy ploksteles ir
auginamos 10-14 dieny HAT atrankos terpéje (Hnasko and Stanker, 2015). Nesuliety plazminiy
lasteliy gyvavimo trukmé yra kelios dienos (Hnasko and Stanker, 2015), todél jy pasalinimas
nereikalauja papildomy medziagy terpéje. Tuo tarpu nesulietas mielomos lgsteles biitina pasalinti,
kadangi labai greitai proliferuodamos jos peraugty bet kokius lasteliy hibridus. D¢l nefunkcionaliy
HGPRT geny buvimo, mielomos lgstelése stabdomas nukleotidy sintezés (angl. salvage pathway)
metabolinis kelias (Hnasko and Stanker, 2015). Tuo tarpu atrankos terpéje esantis aminopterinas
blokuoja lasteliy gebéjimg sintetinti nukleotidus de novo (Luckenbach, 1988). Tokiu budu

blokuojami abu nukleotidy sintezés keliai, kas lemia mielomos lasteliy zttj. Nors aminopterinas



blokuoja ir hibridomy de novo sintezés kelig, jos turi funkcionalius HGPRT genus, todél nukleotidy
sintezé vyksta kitu metaboliniu keliu (salvage pathway). Hipoksantinas ir deoksitimidinas padeda
lasteléms su funkcionaliais HGPRT genais iSgyventi atrankos terpéje (Hnasko and Stanker, 2015).
Taigi, HAT atrankos sistema yra pasalinamos visos lgstelés, i$skyrus imortalizuotas ir funkcionalius
HGPRT genus turin¢ias hibridomas. Po keliy augimo dieny HAT terpé yra nusiurbiama ir lastelés
auginamos HT terpéje, kurioje néra aminopterino. Terpéje nesant aminopterino de novo nukleotidy

sintezés kelias néra blokuojamas, todél lastelés pradeda greitai proliferuoti.

1.1.3 Imunofermentiné analizé

Vienas i$ uzaugusiy hibridomy populiacijy testavimo biidy yra imunofermentiné analizé — ELISA
(angl. enzyme-linked immunosorbent assay) (Parray et al., 2020). Sis metodas yra pladiai taikomas
klinikinéje diagnostikoje bei jvairaus pobtuidzio moksliniuose tyrimuose, siekiant aptikti antiktinus ar
kitus baltymus specifinius tiksliniam antigenui. Viena Sio metodo variacijy yra netiesioginé ELISA
(angl. Indirect ELISA) (Hnasko et al.,, 2011) (2 pav.). Tikslinis antigenas yra imobilizuojamas
plokstelés Sulin¢lio pavirSiuje, po to jpilamas tiriamos hibridomy augimo terpés méginys. Jeigu
méginyje yra imobilizuotam antigenui specifisky antikiiny, jie prikimba prie antigeno. Tada jpilamas
pirminiam antikiinui specifinis antrinis antikiinas su pririStu fermentu, tokiu kaip Sarmin¢ fosfatazé
(angl. alkaline phosphatase) ar krieny peroksidazé (angl. horseradish peroxidase) (Hnasko et al.,
2011) (2 pav.). Antrinis antikiinas prisijungia prie pirminio, o pridéjus priristo fermento substrato
vyksta reakcija, kurios metu susidaro spektrofotometru iSmatuojamas spalvos pokytis.

Antrinis antikinas su

fermentu
]

Sviesos signalas \

Substratas

o= Pirminis antiklnas
Antigenas
S /
2 pav. Netiesioginés imunofermentinés analizés schema. Sukurta
naudojant BioRender.com




ELISA yra pakankamai paprastas, nebrangus ir aukstu specifiSkumu bei jautrumu pasizymintis
metodas. Pagal spalvinés reakcijos stiprumg yra nustatomos efektyviai antikiinus gaminancios
hibridomos, kurios toliau yra klonuojamos naudojant tokius metodus kaip serijinis skiedimas (angl.

limited dilution cloning) arba klonavimas klampioje terpéje (angl. semi-solid media cloning).

1.2 Antikiinai
Antikiinai — tai Y-formos baltymai (glikoproteinai), kuriuos gamina B limfocitai ir plazminés

lastelés reaguodamos | patogenus, tokius kaip virusai, bakterijos, grybai, nematodai ir kt. Antikiinai
yra svarbi jgyto (angl. adaptive) imuniteto dalis, kadangi jie specifiS$kai atpazjsta ir prisijungia prie
antigeno — patogeno molekulés, tiksliau jos daliy (epitopy). Prie antigeno prisijungusiy antikiiny
veikimo mechanizmai biina skirtingi. Vienas i§ mechanizmy — opsonizacija, kurios metu antikiinai i$
skirtingy pusiy apsupa patogeng (pavyzdziui, bakterijg ar virusg) ir prisijungia prie pavirSiaus
antigeny (Forthal, 2014). Patogeno opsonizacija aktyvuoja fagocitines Igsteles (makrofagus ir
neutrofilus), kurios prisijungia prie antikino-patogeno komplekso ir jj fagocituoja. Tokiu badu
antikiinai (opsoninai) palengvina patogeno atpazinimo bei sunaikinimo procesus. Kitas antikiny
veikimo mechanizmas yra patogeny neutralizavimas (Forthal, 2014), kurio metu antik@inai prisijungia
prie bakterijy ar virusy gaminamy toksiny ir neleidzia jiems kontaktuoti su Seimininko Igstelémis. Be
to, prie antigeno prisijunge antiktinai inicijuoja klasikinj komplemento sistemos kelig (Mathern and
Heeger, 2015). Jo eigoje jvyksta eilé reakcijy, kuriy metu gaunamas C3b baltymas, dalyvaujantis
patogeno opsonizacijoje bei komplemento baltymy kompleksas MAC (angl. Membrane Attack
Complex), sukeliantis lgsteliy lize (Mathern and Heeger, 2015). Dél skirtingy antikiny veikimo
mechanizmy ir plataus pritaikymo spektro, jie yra vertinami ne tik moksliniuose bei diagnostiniuose
tyrimuose, bet ir jvairiy ligy terapijoje.

Pagal specifiSkumg antigeno epitopams antikiinai yra skirstomi j monokloninius (MAK) ir
polikloninius (PAk). PAk gamina miSinys skirtingy plazminiy lasteliy, tod¢l susidaro antikiinai,
specifiniai skirtingiems antigeno epitopams (Stills, 2012). Kadangi dauguma antigeny turi kelis
epitopus, esant antigenui stimuliuojama skirtingo specifiSkumo antikiinus gaminanciy B Iasteliy
diferenciacija i plazmines lasteles. Antigeno stimuliuotos plazminés lastelés gamina didelius kiekius
antiktiny, specifiSky skirtingiems antigeno epitopams.

Lyginant su polikloniniais, monokloniniai antikiinai (MAKk) yra specifiSki tam pac¢iam antigeno
epitopui (Parray et al., 2020). MAk gamyba pasizymi hibridomos, gaunamos suliejant antigenu
imunizuoto gyviino bluznies Igsteles su vézinémis mielomos lastelémis (Kohler and Milstein, 1975).

MAKk gamina hibridomy populiacija, kurig sudaro vienos tévinés lgstelés identiski klonai. Tokia



populiacija yra vadinama monoklonine. Per pastaruosius deSimtmecius buvo vystomi jvairtis MAk
gamybos biidai, tokie kaip lgsteliy kulttiry technologijos (Li et al., 2010) ar vieno limfocito antikiiny
technologijos (angl. Single lymphocyte antibody technology) (Babcook et al., 1996), taciau iki $iol

efektyviausia ir daZniausiai naudojama yra hibridomy technologija.

1.2.1 Monokloniniy antikiiny taikymai

Dél MAk auksto specifiSkumo vienam antigeno epitopui ir MAk gaminanéiy Iasteliy
reproduktyvumo, jie yra placiau taikomi negu PAk. Pagrindinés MAk taikymo sritys yra diagnostiniy
testy kiirimas, jvairaus pobtdzio moksliniai ir diagnostiniai tyrimai bei ligy terapija (Zola, 2010). Be
to, MAK yra naudojami imunoafininéje chromatografijoje — baltymy bei kity molekuliy gryninime
naudojant antik@inus. Siuo biidu buvo gryninamos zmogaus MHC-II baltymy kompleksai naudojant
1:1 L243 ir Ti39 monokloniniy antikiiny miSinius (Sturm et al., 2021). Chromatografinéje
koloneleje imobilizuoti MHC-II specifiski MAk uZtikrina tikslinés molekulés suri§img per antikiino-
antigeno sgveikas bei lemia efektyvy gryninimo procesg. Taip pat MAk yra naudojami Igsteliy
identifikavime. 2014 m. Choi et al. panaudojo MAk diferencijavusiy ir nediferencijavusiy zmogaus
embrioniniy kamieniniy lgsteliy (angl. human embryonic stem cells, 2ZESCs) detekcijai. Naudojant
hibridomy technologija buvo gauta 70 klony, gaminanc¢iy antikiinus specifiSkus hESC pavirSiaus
baltymams (Choi et al., 2014). Tokiu badu buvo atskirtos diferencijavusios hESC nuo
nediferencijavusiy.
1.2.1.1 MAK taikymai diagnostikoje

MAKk aukstas specifiSkumas tiksliniam antigenui lemia jy platy taikyma jvairiose diagnostikos
srityse, tokiose kaip imunohistochemija (IHC), imunocitochemija (ICC), imunofermentiné analizé
(ELISA) bei imunochromatografiniai testai. IHC ir ICC MAkK yra naudojami siekiant tiksliai
identifikuoti antigenus audinyje ar lgsteléje. Ligy diagnostikoje naudojami MAk paremti IHC ir ICC
testai yra jautris net naziausiems tikslinio antigeno kiekiams méginyje, todél leidzia tiksliai nustatyti
bei charakterizuoti susirgimg (Ramos-Vara and Miller, 2014). Pavyzdziui, véZiniy ligy diagnostikoje
yra naudojami MAK pries p53 baltymg (anti-p53), kurio raiSka yra daznai padidéjusi esant navikui
(Thiel et al., 2022). Fluorescencine zyme pazymétas MAK prisijungia prie p53 baltymo. Lazeriu arba
fluorescenciniu mikroskopu suzadintas fluoroforas atpalaiduoja energija Sviesos signalo pavidalu
(Adeniyi et al., 2020). Detektuoto $viesos signalo stiprumas tiesiogiai koreliuoja su méginyje esancio
antigeno (p53) kiekiu. Toks testas padeda ne tik identifikuoti naviko buvima, taciau ir nustatyti
potencialig naviko progresavimo kryptj bei galimas gydymo priemones. Taip pat MAK naudojami

nustatant kraujo Iasteliy populiacijy dydi meéginiuose. MAk pries T lasteliy pavirSiaus baltymg CD3



(anti-CD?3) ir pries B lasteliy pavirSiaus baltymg CD20 (anti-CD20) identifikuoja bei charakterizuoja
atitinkamai T ir B lasteliy populiacijas kraujo méginiuose (Jefferis, 2019; Kuhn and Weiner, 2016).
Anti-CD3 yra taikomi limfoproliferaciniy sutrikimy diagnostikoje (Kuhn and Weiner, 2016), tuo
tarpu anti-CD20 naudojami Ne Hodzkino limfomos (NHL) (Boye et al., 2003), chroninés limfocity
leukemijos (CLL) (Bagacean et al., 2016) bei tmios B lgsteliy limfoblastinés leukemijos (B-ALL)
diagnostikoje (Shi et al., 2022).

Viena i$ labiausiai pazengusiy MAk pritaikymo sri¢iy yra diagnostiniai tyrimai, o ypa¢ MAk
pagrindu sukurti diagnostiniai testai, tiriantys kiino skyscius, tokius kaip kraujas ar Slapimas. Vienas
1§ pavyzdZiy yra néStumo testai, kuriy metu MAk atpazjsta ir prisijungia prie nés¢ios moters Slapime
esancio placentos hormono gonadotropino (angl. human chorionic gonadotropin, hCG) (Cole, 2009).
Neéstumo teste dalyvauja trys skirtingi MAk: tam tikram hCG epitopui specifiSki MAk su
imobilizuotu spalvinés reakcijos elementu (detekcijos antikiinai), ant imunochromatografinio testo
membranos imobilizuoti MAk specifiski kitam hCG epitopui (angl. capture antibody) bei kontrolei
naudojami MAk specifiski detekcijos antikiinams. Méginyje esant hGC, detekcijos MAk prisijungia
prie hormono ir suformuoja kompleksa (Cole, 2009). Slapimo méginys veikiamas kapiliariniy jégy
juda link regiono su imobilizuotais MAKk, specifiSkais kitam hGC epitopui. hGC-detekcijos antikiiny
kompleksas prisijungia prie imobilizuoty MAK ir jvyksta spalviné reakcija — susiformuoja jusotelé
signalizuojanti apie teigiamg néStumo testo rezultatg (Cole, 2009). Komplekso nesuformavusius
detekcijos MAk prisijungia kontrolés antikiinai — iSryskéja kontrolés juostelé signalizuojantj apie
teisingg testo veikima.
1.2.1.2 MAK taikymai véziniy ligy terapijoje

Sulyg kiekvienais metais MAK vis dazniau naudojami véziniy ligy terapijoje (Zahavi and Weiner,
2020). Pagrindiné to prieZzastis — MAk gebéjimas atpazinti lgstelés pavirSiaus antigeng ir sukelti
imuninj atsakg. Vézinéje imunoterapijoje antigeng atpazing MAk aktyvuoja nuo komplemento
baltymy priklausoma citotoksiskuma (angl. complement dependent citotoxicity, CDC) arba nuo
antiktiny priklausoma citotoksiSkuma (angl. Antibody-dependent cell-mediated citotoxicity, ADCC),
kurie sukelia antikiinu pazyméty lasteliy zutj (Carter, 2001). MAKk taip pat gali blokuoti véZiniy
lasteliy gaminamus augimo faktorius, kas slopina naviko lgsteliy proliferacija (Zahavi and Weiner,
2020).

Rituximab (IDEC-C2B8) yra chimerinis monokloninis antikiinas prie§ CD20 antigena. Jis yra
naudojamas Ne HodZkino limfomos (NHL) terapijoje. Rituximab prisijungia prie B lasteliy
pavirSiaus baltymo CD20, kurj turi tiek piktybinés tiek normalios B lastelés. Prie CD20 prisijunges
rituximab indukuoja CDC bei ADCC (Coiffier, 2007). Nors vézinés lastelés yra labiau jautrios CDC



ir ADCC, rituximab imunoterapijos metu zista ir normalios B Iastelés, kas lemia Zzmogaus
susilpnéjusj imuniteta.

Imuninio atsako inicijavimas néra vienintelis véziniy ligy terapijoje naudojamy MAk veikimo
mechanizmas. Krities vézio diagnostikoje ir terapijoje naudojamas trastuzumab prisijungia prie
epiderminiy lasteliy augimo faktoriaus receptoriaus HER-2 ir ji uzblokuoja, todél lastelés nustoja
augti (Albanell et al., 2003). Tokiu paciu principu veikia Nimotuzumab, kuris prisijungia prie
epiderminio augimo faktoriaus receptoriaus (EGFR), kuris kontroliuoja lasteliy dalijimasi. Sis MAk

blokuoja EGFR ir stabdo nekontroliuojamg lgsteliy proliferacijg (Rivera et al., 2008).

1.3 Zinduoliy lasteliy klonavimas

Biofarmaciniai preparatai — tai genetiSkai modifikuoti terapiniai baltymai, pavyzdziui,
monokloniniai antiktinai, arba niikleortig§¢iy produktai, tokie kaip mRNR vakcinos, modifikuota
DNR geny terapijai (Walsh, 2006). Biofarmaciniy preparaty rinka (= 350 mlrd. JAV doleriy) sudaro
apie ketvirtadalj visos pasaulinés vaisty rinkos ir, anot BioSpace.com, iki 2030 mety jos verté iSaugs
iki 856 mlrd. JAV doleriy. Toks rinkos augimas prognozuojamas dél biofarmaciniy vaisty plataus
pritaikymo autoimuniniy ir véziniy ligy gydyme, personalizuotoje medicinoje, vakciny gamyboje,
geny ir lasteliy terapijoje. Siy vaisty gamyboje yra naudojamos skirtingos raiskos sistemos: bakterijos
(Escherichia coli), mielés (Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), vabzdziai ir augalai, taciau
zinduoliy lgstelés yra populiariausios biofarmaciniy preparaty gamyboje dél jy panasumo zmogaus
lasteléms (Browne and Al-Rubeai, 2007). Sis faktorius yra labai svarbus, kadangi paciento gydymui
naudojant Zzmogui negiminingose raiskos sistemose (bakterijose, mielése) gaminamus baltymus gali
sumazéti preparato efektyvumas arba kilti imuninis atsakas (Wurm, 2004). Gram-neigiamy bakterijy
iSorinéje membranoje lokalizuoti lipopolisacharidai (LPS) — endotoksinai — yra dar viena klittis
kylanti preparaty gamyboje naudojant bakterijas. Terapeutiniame produkte esantys endotoksinai gali
sukelti stiprias uzdegimo reakcijas, audiniy pazeidimus ar net septinj Soka (Schneier et al., 2020).
Zinduoliy lasteliy linijos endotoksiny negamina, todé¢l preparato uzsiter§imo endotoksinais tikimybé
sumazg¢ja. Taip pat tarp skirtingy raiSkos sistemy skiriasi baltymo postransliacinés modifikacijos —
fosforilinimo, glikozilinimo, acetlinimo laipsniai, todél Zzmogaus terapijoje efektyviausiai veikiantys
biofarmaciniai preparatai gaunami i§ Zinduoliy lasteliy.

Terapiniy baltymy gamyboje vienas pagrindiniy reikalavimy lasteliy kultiirai yra
monokloniskumas (Barnes et al., 2006) — lasteliy populiacijos iSsivystymas i§ vienos pirminés
lastelés. Teoriskai, tai turéty uztikrinti, kad populiacijoje visos lastelés yra genetiSkai identiSkos,

taciau praktiSkai — nejmanoma gauti visiSkai homogeniska populiacija. Net labai placiai naudojamos



lasteliy linijos, tokios kaip CHO (angl. Chinese Hamster Ovary), peliy mielomos linijos NSO (angl.
non-secreting subclone) ir hibridomy linijos rodo daug nukrypimy, susijusiy su augimo grei¢iu ir
specifinio baltymo gamyba (Browne and Al-Rubeai, 2007). Vykdant pakartotinius Klonavimus,
lasteliy populiacijos heterogeniskumas sumazéja, taciau neiSnyksta (Marder et al., 1990), o tai daro
neigiamg jtaka produkto iSeigai. D¢l Sios priezasties, norint stabilizuoti Igsteliy populiacijy augimo
savybes ir pagerinti gaminamy produkty iSeiga yra svarbu turéti greitus ir ekonomiskus metodus,

kuriais i§ heterogeniskos lasteliy populiacijos galime atrinkti produktyvias lasteles.

1.3.1 Zinduoliy Iasteliy klonavimo biidai

Klonas — tai lIgsteliy populiacija, kurig sudaro i$skirtinai vienos lgstelés palikuonés (Ham, 1972).
Pirmi zinduoliy lasteliy klonavimo bandymai buvo atlikti naudojant kapiliarinius vamzdelius, kurie
fiziskai apribodavo terpés tirj aplink pavieng lgstele (Sanford et al., 1948), kas uztikrino
monokloninés populiacijos augimg. 1955 m. Puck & Marcus pasiiilé kitg buda, kuomet terpéje buvo
naudojamas maitinamasis lasteliy sluoksnis (angl. feeder layer). Sioms lasteléms prie§ naudojima
buvo uzkirstas kelias proliferuoti dél stiprios iradiacijos, todé¢l jos nekonkuravo su klonuojamomis
lastelémis, o tik skatino jy augimg ir proliferacija. Klonavimo metodikos pasirinkimas labai priklauso
nuo lasteliy kultiiros tipo. Suspensiniy Igsteliy kultiiry klonavimas yra palyginus sudétingesnis nei
adheziniy lgsteliy kultary, kadangi pastarosios gali bati klonuojamos Petri Iékstelesé, flakonuose ar
plokstelése. Adheziniy lgsteliy kolonijos yra lengvai atrenkamos, kadangi proliferuodamos jos islicka
Salia kity populiacijos lasteliy (Browne and Al-Rubeai, 2007). Tuo tarpu, norint gauti monokloning
suspensiniy lasteliy populiacijg, svarbu jas imobilizuoti, séjant lgsteles j gelio pavidalo terpe
(agarozés pagrindu) ar j klampig metilceliuliozés terpe (Davis, 2004). Kitas biidas — suspensines
Igsteles skiesti ir izoliuoti vieng nuo Kitos, kas lemia populiacijy augimg i§ vienos lgstelés (Puck and

Marcus, 1955).

1.3.2 Serijinis skiedimas

Vienas dazniausiai naudojamy metody lasteliy klonavimui yra serijinis skiedimas (pav. 3) (angl.
limited dilution cloning, LDC) (Puck and Marcus, 1955). Nors §is buidas reikalauja daug darbo ir
lyginant su kitais metodais yra Zemo naSumo, jis yra santykinai paprastas ir pigus. LDC metodo
pagrindinis principas yra mazai lasteliy turin¢ios suspensijos iSséjimas j 96 Sulinéliy plokstele taip,
kad kiekviename Sulinélyje biity statistiSkai po vieng lastele (Browne and Al-Rubeai, 2007).
Auginant lasteles Sulinéliai yra stebimi mikroskopu ir tolesnei analizei naudojami tik po vieng lasteliy
klong turintys Sulinéliai (Browne and Al-Rubeai, 2007). Susidariusios lgsteliy populiacijos (klono)

produktyvumas yra tiriamas naudojant metodus, tokius kaip ELISA (Browne and Al-Rubeai, 2007).



Jei gautas klonas pasizymi efektyvia tikslinio baltymo gamyba, rekomenduojama atlikti pakartorinj

klonavima, kuris padidins monokloninés populiacijos izoliavimo tikimybe.
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3 pav. Serijinio skiedimo metodo schema. Sukurta naudojant BioRender.com

Klonuojant Zzinduoliy lasteles, tame tarpe ir hibridomas, naudojama ir kita LDC metodo
alternatyva (4 pav.). Lastelés yra iSs¢jamos ir auginamos 96 Sulinéliy plokstelése. Priaugus lgsteliy,
jos yra testuojamos netiesioginés imunofermentinés analizés budu (ELISA) ir identifikuojamos
efektyviai tikslinj baltyma gaminanéios populiacijos. Siy populiacijy lastelés yra surenkamos is
Sulinélio ir skiedZziamos j kita 96 Sulinéliy plokstele (4 pav.). Tokiu bidu, 10-12-tame plokstelés
stulpeliuose lgstelés atskiedziamos iki labai Zemy koncentracijy (1-10 Igsteliy viename Sulinélyje).
Lasteléms proliferuojant formuojasi klonai, kurie yra dar kartg testuojami ir klonuojami LDC budu,
kadangi kuo daugiau pakartotiny klonavimy atlikta, tuo didesné tikimyb¢ gauti stabilig monokloning
populiacija.

Stabiliy hibridomy klony, sekretuojanciy tikslinj antikiing, izoliavimas yra ilgiausiai uztrunkantis
hibridomy technologijos etapas. Taciau, norint gauti lasteliy linija, pasiZymincig efektyvia ir stabilia
tikslinio antikiino sekrecija, svarbu uztikrinti, kad populiacija biity monokloniska (Greenfield, 2019).
Nors LDC metodas yra paprastas ir pigus, jis reikalauja daug laiko resursy ir negarantuoja, kad

izoliuota lgsteliy populiacija bus monokloniska (Staszewski, 1990).
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4 pav. Lasteliy skiedimo schema. Sukurta naudojant BioRender.com

1.3.3 Lasteliy klonavimas klampioje terpéje ir robotizuota lasteliy klony atrankos sistema
Lasteliy auginimas klampioje terpéje ir susidariusiy klony izoliavimas robotizuoty sistemy
pagalba yra dar vienas monokloniniy populiacijy atrankos buidas. Tokios sistemos yra naudojamos
hibridomy (Browne and Al-Rubeai, 2007), CHO lasteliy (Caron et al., 2009) augimo stebéjimui ir
klony atrankai. Klampioje terpéje auginamos lgstelés yra imobilizuojamos ir atskiriamos viena nuo
kitos, kas uzkerta kelig lasteliy maiSymuisi ir uztikrina vienos Igstelés palikuoniy buvimg kartu. Be
to, naudojant klampig terpe sumazéja lasteliy gaminamy produkty difuzija, todél sekretuojami
baltymai iSlicka Salia klono (Caron et al., 2009). Naudojant fluorescuojan¢ia Zyme paZymétus
antikiinus prie§ sekretuojamg baltyma galima identifikuoti auk$to produktyvumo klonus, juos
izoliuoti ir reklonuoti (Caron et al., 2009). Kitas buidas nustatyti auksto produktyvumo klonus —
izoliuoti visus uzaugusius ir naudotojo reikalavimus atitinkan¢ius klonus ir, juos paauginus 96
Sulin¢liy plokstelése, tirti naudojant tokius metodus kaip ELISA ar Western blot‘as. Robotizuotos
atrankos sistemos yra naudojamos siekiant greitai ir tiksliai izoliuoti klonus uZaugusius klampioje
terpéje. Viena i§ tokiy robotizuoty sistemy yra Clonepix 2 i§ Molecular Devices

(www.moleculardevices.com). Si sistema pagal nurodytus kriterijus vizualizuoja, atrenka ir perkelia

klonus i§ vienos plokstelés j kitag (Mann, 2007). Klonai transportuojami steriliomis adatélémis ir

izoliuojami nuo kity klony, taip jie yra apsaugomi nuo kontaminacijos kitomis lastelémis (Mann,


http://www.moleculardevices.com/

2007). Dél sios priezasties, klonai, susidare i§ vienos lastelés, i§liecka monoklonais po jy izoliavimo
ir tolesnés inkubacijos metu (Dharshanan et al., 2011). Naudojant Clonepix 2 robotizuota sistema

padidéja tikimybé izoliuoti produktyvias Igsteliy linijas, sutaupoma daug darbo ir laiko resursy.

1.4 Metilceliuliozé
1.4.1 Metilceliuliozés cheminés savybés

Metilceliuliozé (MC) (5 pav.) yra sintetinis junginys gaunamas i§ polisacharido celiuliozés, kuri
yra pagrindinis augaly lasteliy siencliy komponentas (Miyamoto et al., 1989). MC yra tirpi
vandenyje, taciau taip pat tirpi organiniuose tirpikliuose bei misriuose tirpikliuose (vanduo/etanolis)
(Nasatto et al., 2015). Metilceliuliozés (celiuliozés metilo eterio) metoksi grupiy kiekis varijuoja nuo
27,5 iki 31,5 % (Park and Ruckenstein, 2001). MC metilinimo laipsnis lemia skirtingg tankj, tirpuma
bei klampuma. Pavyzdziui, zemesnio metilinimo laipsnio MC yra tirpi Saltame vandenyje (< 50 °C),
taCiau prasCiau tirpsta karStame (> 50 °C) (Franz, 1986), tuo tarpu didéjant metilinimo laipsniui
hidrofilinés grupés yra uzmaskuojamos, todél tirpumas suprastéja. Lyginant su celiulioze,
metilceliulioze yra tirpesné vandenyje dél metilo grupiy, prisijungianciy vietoje celiuliozés hidroksi
grupiy. Hidrofiliniy (-OH) ir hidrofobiniy (-CHz3) funkciniy grupiy buvimas molekuléje pagerina MC
geb¢jimg formuoti vandenilinius rySius su vandens molekulémis bei taip pat iSsaugo junginio
hidrofobines savybes. Tokia subalansuota funkciniy grupiy kombinacija lemia klampaus tirpalo ar

gelio susidarymg vandenyje tirpinant MC (Brady et al., 2017).
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5 pav. Metilceliuliozés cheminé formulé. Brady et al., 2017.

MC yra gaunama Sarmu apdorotg celiulioz¢ veikiant metilo chloridu arba dimetil sulfatu (Franz,
1986) (6 pav.). Gryninimas vyksta reakcijos miSinj plaunant karstu (60-80 °C) vandeniu, kadangi

MC veikiant auksta temperatiira formuojasi gelio struktiros (Grover, 1993). Tirpinama vandenyje



MC iSbrinksta ir formuoja skaidry, klampy, bekvapj tirpalg arba gelio struktiirg (priklausomai nuo
tirpinamos MC kiekio). Pla¢iame pH intervale — nuo 2 iki 12 — MC tirpalai licka stabilts ir i§laiko
vienodg klampumo lygj (Franz, 1986), taciau létai degraduoja stipriose riigstyse ir Sarmuose (Nasatto
et al., 2015).

OH OMe
KOH O\ (CH)S0, OH (@)
. OH / O OH
n ' n

6 pav. Metilceliuliozés sintezés schema. Preparation of Methylcellulose, 2019.

1.4.2 Celiuliozés dariniy taikymai

De¢l savo unikaliy savybiy celiulioze ir jos sintetiniai dariniai jau ilgg laikg yra placiai taikomi
jvairiose srityse: maisto pramonéje (Burdock, 2007), farmacijoje (Floury et al., 2003; Masahiro et al.,
1980), biomedicinoje (Akizawa et al., 1987; Spencer et al., 1985), kosmetikoje (Burdock, 2007), taip
pat popieriaus, tekstilés bei statybiniy medziagy gamyboje. Viena iS §iy junginiy savybiy lemianciy
platy pritaikymo spektrg yra skirtingas tirpumas vandenyje. Tokie junginiai kaip metilceliuliozé
(MC), karboksimetilceliuliozé (CMC) yra tirpts vandenyje ir panaudojami klampiy tirpaly ar geliy
gamyboje, tuo tarpu etilceliuliozé yra tirpi tik organiniuose tirpikliuose (acetone, chloroforme,
etanolyje), todél naudojama tada, kai sickiama apsaugoti produktg nuo kontakto su vandeniu (Grover,
1993). Taip pat celiuliozés junginiai garséja gebéjimu keisti reologines tirpaly savybes — Sie polimerai
veikia kaip tirStikliai, taip pagerindami jvairiy produkty tekstiirg ir stabilumg (Floury et al., 2003).
Celiuliozeé yra natiiralus polimeras, todél yra laikomas ekologiskai saugiu dél savybés degraduoti
natiiralioje aplinkoje. Be to, chemiskai modifikuotos celiuliozés néra toksiskos ir nedemonstruoja
mutageninio ar karcinogeninio aktyvumo (Zobel, 1976), kas uztikrina jy saugy pritaikymag maisto
pramongje, biomedicinoje bei farmacijoje.
1.4.2.1 Metilceliuliozés ir jos dariniy taikymai maisto pramonéje

Ivairiose srityse MC yra dazniausiai pritaikoma kaip tirstiklis, emulsiklis ar stabilizatorius. MC
ir placiausiai naudojami MC sintetiniai dariniai — HPMC (hidroksipropilmetilceliulioze¢) ir CMC —
yra labai placiai taikomi skirtingose maisto pramonés srityse kaip: kepimo produkty komponentai,

teSlos komponentai, alaus stabilizatoriai, saldainiy ir pyragy stabilizatoriai, konservuotus produktus



dengiancios plévelés, valgomosios maisto pakuotés pagrindas. (Glicksman, 1963). Konditerijoje MC
naudojama stabilizuojant tekstiirg ir stangrumg tokiy produkty kaip ledai ir jogurtai. Be to, MC
dedama | kai kuriuos meésos produktus norint patobulinti mésos sultinguma ir Svelnumg. MC ir
HPMC yra daznas saloty padazy (Grover, 1993), mésos padazy (Glicksman, 1963) komponentas,
kadangi naudojant S$iuos polimerus yra iSvengiama ingridienty iSsibarstymo bei stabilizuojama
emulsija. CMC yra pritaikoma gérimy gamyboje. Buvo pastebéta, kad pridedant nedidelius kiekius
CMC j alaus gérimus yra formuojamos stabilios baltos putos, kurios didina produkto patrauklumg ir
sukuria apsauginj sluoksnj tarp alaus ir oro (Glicksman, 1963).

1.4.2.2 Metilceliuliozés ir jos dariniy taikymai farmacijoje ir biomedicinoje

Celiulioze ir jos dariniai néra skaidomi Zmogaus virSkinimo sistemos, todél gali biiti pritaikomi
vaisty gamyboje. Kietos vaisto dozavimo formos — tabletés, kapsulés, granulés — daznai yra
dengiamos papildomu sluoksniu siekiant apsaugoti jautrias veikliasias medziagas nuo vaisto
degradavimo, drégmés, deguonies poveikio ir kity nepalankiy aplinkos salygy (Shokri et al., 2013).
Taip pat dengiamasis sluoksnis uzmaskuoja tam tikry vaisty nemalony skonj ir uZztikrina vaisto
pristatymg iki tikslinés vietos. Celiuliozes eteriai ir esteriai yra placiai naudojami vaisty dengiamyjy
sluoksniy gamyboje (Shokri et al., 2013). MC ir HPMC yra taikomi vaisty ir papildy kapsuliy
gamyboje. Sie junginiai yra valgomi ir netoksiski, todél gali bati alternatyva Zelatinai (Podczeck and
Jones, 2004). MC ir HPMC yra tirpas vandenyje, todél uztikrina vaisto dengiamojo sluoksnio
1Stirpimg organizme.

Judédama per virskinimo trakta MC islieka nesudegraduota ir sugeria didelius kiekius vandens.
D¢l sios priezasties MC yra naudojama viduriy uzkietéjimo gydymui ar simptomy lengvinimui
(Nasatto et al., 2015). Taip pat MC yra daznas komponentas vaisty nuo hemorojaus ir divertikuliozés.
Dél MC savybés sugerti vandenj ir potencialiai toksines medziagas, padidéja ekskrementy tirStumas,
ir atitinkamai palengvéja viduriavimo simptomai (Nasatto et al., 2015).

HPMC yra pladiai taikoma lokaliy vaisto tieckimo sistemy (angl. drug delivery system) gamyboje
(Pan et al., 2023; Rahman et al., 2011; Siepmann and Peppas, 2012). Pagrindinis tokiy sistemy tikslas
yra efektyvus veikliosios medZiagos pristatymas ] tiksling organizmo vietg ir tolygus vaisto tiekimas
laiko skaléje. Tiekiant vaista j tiksling sritj yra padidinamas veikliosios medziagos terapeutinis
efektyvumas ir sumazinami $alutiniai poveikiai ogranizmui. Be to, lokaliy vaisto tiekimo sistemy
naudojimas padeda kontroliuoti tolygy vaisto tiekima bégant laikui, kas sumazina dozavimo daznj
bei pagerina paciento prisitaikyma prie vaisto (Brannon-Peppas, 1990). Tokia sistema dazniausiai
tarnauja hidrogeliai — homogeninés trimatés polimery struktiiros, gebancios sulaikyti didelius kiekius

vandens (Pan et al., 2023). Hidrogeliy gamyboje svarbiausia HPMC charakteristika yra iSbrinkimas



vandenyje (tlirio padid¢jimas) — §i savybé daro tiesioging jtaka hidrogelyje ikorporuoto vaisto tiekimo
kinetikai (Siepmann and Peppas, 2012). HPMC hidrogeliui kontaktuojant su vandeniu ar Kkitais
organizmo skysciais jvyksta medziagy mainai, kuriy metu vanduo patenka j hidrogelj, o jkorporuotos
vaisto molekulés atsikabina ir difunduoja i$ sistemos (Brannon-Peppas, 1990).

1.4.2.3 Metilceliuliozés ir jos dariniy taikymai lasteliy auginimui

Metilceliuliozé ir jos dariniai yra netoksiski Igsteléms (Podczeck and Jones, 2004), todél gali buti
naudojami kaip augimo terpés komponentai. Dazniausiai §ie junginiai naudojami norint gauti tirsta,
klampig terpe, kurioje lastelés buty fiziSkai atskirtos viena nuo kitos ir nesimaiSyty kaip tai vyksta
skystoje terp¢je. Toks fizinis barjeras naudingas siekiant gauti monoklonines lgsteliy populiacijas,
1Saugusias 1§ vienos pirmings lgstelés.

1970 m. Walters et. al sieké klonuoti CHO (angl. Chinese Hamster Ovary) lasteles naudojant
karboksimetilceliuliozés (CMC) pagrindu pagamintg terpe. Jie naudojo CMC koncentracijas nuo 0,3
iki 1,2 %, o susidarusias kolonijas steb¢jo po 4-6 dieny. Buvo nustatyta, kad CHO Igsteliy gebéjimas
formuoti kompaktiskus sferinius klonus, nepasiduodancius fragmentacijai (nesuskylancius
manipuliuojant) labai priklauso nuo CMC koncentracijos (optimali CMC koncentracija 0,93%).
Mazinant CMC koncentracijg terpéje formuojami nestabiliis, netaisyklingos formos klonai, tuo tarpu
didinant CMC koncentracijg — nukencia lgsteliy augimo greitis (Walters, Hutson and Burchill, 1970).

MC taip pat buvo panaudota klampios (angl. semi-solid) terpés gamyboje, séjant pelés (Mus
musculus) vézines lasteles j 1.2 % MC terpe su 10 % verSiuko serumo (Freedman and Shin, 1974).
Zmogaus neuroblastomos lastelés buvo sékmingai auginamos ir klonuojamos 1 % MC terpéje (Ito et
al., 1987). Be to, MC savybé sugerti didelius kiekius skys¢io yra panaudojama kuriant lgsteliy
agregatus (Kojima et al., 2012). Tam yra naudojama sglyginai auksta MC koncentracija (3 %). Kai
laselis skystos terpés su jame suspenduotomis lgstelémis yra suleidziamas § MC terpe, skysta terpé
yra sugeriama, tuo tarpu lastelés susispaudzia ir formuoja kompaktiskus agregatus (Kojima et al.,
2012). Hibridomas — pagrindin;j $io darbo objekta — taip pat pavyko klonuoti MC pagrindu paruostoje
klampioje terpéje (Kennett et al., 1980). 1982 m. Davis et al. rado paprastg biidg hibridomy atranka
ir klonavimg vykdyti vieno etapo metu, s¢jant katik sulietas lasteles 1 MC pagrindu paruosta klampig

terpe, kurioje kartu yra visi HAT atrankos sistemos komponentai.



2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos
2.1.1 Lasteliy linijos

Stabilios hibridomy lasteliy linijos SH6, 12E12, 25E6 (Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centras
Biotechnologijos institutas (VU GMC BTI) Imunologijos skyrius, dr. Martynas Simanavi¢ius);

Sp2/0-Agl4 (CRL-1581) miclomos lgsteliy linija (ATCC, JAV).

2.1.2 Reagentai
Dejonizuotas vanduo;

DMSO (Sigma, JAV);

Etanolis 96 % (Vilniaus degtine, Lietuva);

H2S04 (Honeywell, Vokietija);

HCI (Roth, Vokietija);

Kalio chloridas (Roth, Vokietija);

Mikrozid AF skystis pavir$iy dezinfekcijai (Schiilke, Vokietija);
Natrio hidrokarbonatas (NaHCO3) (Roth, Vokietija);

NaOH (Chempur, Lenkija)

Polietilenglikolis (PEG-4000) (Sigma-Aldrich, JAV);

TMB peroksidazés substratas imunofermentinei analizei (Clinical science products Inc., JAV);
Tween-20 (Roth, Vokietija).

2.1.3 Antikiinai, antigenai, Kkiti baltymai ir rinkiniai

Rekombinantiniai baltymai rhBiP, CNX, CRT ir ERp57 (VU GMC BTI Eukarioty geny inZinerijos
skyrius, Dr. Evaldas Ciplys ir Dr. Rimantas Slibinskas);

Antriniai ozkos antik@inai prie$ pelés IgG zyméti su krieny peroksidazés fermentu (Bio-Rad
lgG(H+L)-HRP #1721011);

Jaucio serumo albuminas, BSA (angl. bovine serum albumin) (PAN-Biotech, Bovine Serum Albumin
Fraction V);

Pelés imunoglobuliny izotipy nustatymo ELISA rinkinys BD Pharmigen ,,Mouse Immunoglobulin
Isotyping ELISA Kit“ (BD Biosciences, JAV);

Polikloniai antiktinai prie§ CNX baltymg (VU GMC BTI Imunologijos skyrius).

2.1.4 Lasteliy augimo terpés ir priedai
Lasteliy mitybinés terpés DMEM (angl. Dulbecco ‘s Modified Eagle Medium) milteliai (Gibco, JAV);



Lasteliy mitybiné terpé DMEM (PAN-Biotech, Vokietija; Corning, JAV);

Terpés priedai:

Fetalinis versiuko serumas (FVS) (angl. FBS, Fetal Bovine Serum) (Sigma-Aldrich, JAV);
Gentamicino sulfatas (Roth, Vokietija);

Metilceliuliozé 4000 cP (Sigma-Aldrich, JAV);

Terpés priedas HAT (50%) (hipoksantinas, aminopterinas, timidinas) (Sigma-Aldrich, JAV);
Terpés priedas HT (50%) (hipoksantinas, timidinas) (Sigma-Aldrich, JAV).

2.1.5 Tirpalai

0,4 % tripano mélio tirpalas (Gibco by Life Technologies, JAV);
0,5 M, 3,6 % H>SOx4 tirpalas;

6 M natrio Sarmas (NaOH);

32 % druskos rugsties tirpalas (HCI);

PBS — NaCl, KCI, Na,HPO4 (Roth, Vokietija);

PBS-T —PBS su 0,1 % Tween-20;

ELISA plovimo tirpalas (1:1 PBS-T:H20);

Sotus (NH4)2SOs tirpalas (Roth, Vokietija).

2.2 Jranga, prietaisai ir priemonés

0,2 um filtrinis popierius (Whatman, Anglija);

0,5, 1,5 ir 5 mL plastikiniai mégintuvéliai (Eppendorf, Vokietija; Nerbe plus, Vokietija);

2 mL ir 5 mL steriliis Svirkstai (BD Discardit; BD Emerald, Ispanija);

1 mL kriomégintuvéliai lasteliy saldymui (Fisherbrand, JAV);

15 mL ir 50 mL sterilts mégintuvéliai (Nerbe plus, Vokietija);

25 cm? ir 75 cm? lasteliy kultiiry auginimui skirti flakonai (Thermo Scientific, JAV);

5, 10, 25, 50 mL steriltis antgaliai serologinei pipetei (Thermo Scientific, JAV, Piety Koré¢ja,
Vokeitija);

6, 24 ir 96 ulin¢liy plokstelés lasteliy kultiiry auginimui (TPP, Sveicarija);

96 Sulineliy ELISA plokstelés Maxisorp ir Polysorp (Nunc, Danija);

Svarstyklés Kern PCB 1000-12 (KERN & SOHN, Vokietija);

Automatinés 8 ir 12 kanaly mikrotiiriy pipetés pipeté (30-300 pL) (Thermo Scientific, JAV);
Automatinés mikrotiiriy pipetés (0,2-2 uL; 10-100 pL; 20-200 uL; 0,5-5 mL; 1-10 mL) (Eppendorf,
Vokietija; Gilson, JAV; Rainin, JAV; Thermo Scientific, JAV);

CO2 lasteliy inkubatorius (Binder, Vokietija);



Centrifuga Universal 32 (Hettich Zentrifugen, Vokietija);

Dengiamasis stikliukas (Sigma-Aldrich, JAV);

500 mL filtravimo jranga su 0,2 um aPES membrana (Fisherbrand, JAV);
Hemocitometras Burker (Sigma, JAV);

Inversinis mikroskopas Eclipse TS100 (Olympus, Japonija);

Laminarinés oro tékmés spintos (ESCO, Singapiiras; Thermo Scientific, JAV);
Magnetné maiSyklé (Thermo Scientific, JAV);

Orinis termostatas (Memmert, Vokietija);

pH-metras MP220 (METTLER TOLEDO, JAV);

Serologiné pipeté (Thermo Scientific, JAV);

Ploksteliy purtykle (IKA, Vokietija);

Robotizuota klony atrankos sistema Clonepix 2 (Molecular Devices, JAV);
Spektrofotometras Multiskan GO (Thermo Scientific, JAV);

Steriltis plastikiniai loveliai (Titertek, DidZioji Britanija);

Suskystinto azoto diuaras Thermolyne Biocane 47 (Thermo Scientific, JAV);
Saldymo jranga -70 °C, -20 °C, 4 °C (Bosh, Liebherr, Vokietija; Snaigé, Lietuva);
Vandeninis termostatas (Memmert, VVokietija);

Vienkartinés pirstinés (Ansell, Kinija);

Vienkartiniai automatiniy pipeciy antgaliai (10 uL, 200 puL, 1000 p, S mL ir 10 mL) (Nerbe plus,
Vokietija; Thermo Scientific, JAV).

2.3 Metodai
2.3.1 Lasteliy atSildymas, auginimas ir kriokonservavimas

SH6, 12E12 ir 25E6 hibridomy linijos yra laikomos skystame azote (= -196 °C). IS diuaro su
skystu azotu iSimama $aldymo ampulé ir nupurskiama dezinfekciniu skys¢iu. Laminarinéje traukos
spintoje lastelés yra at§ildomos mégintuvélio turinj suspenduojant standartinéje DMEM (Dulbecco ‘s
Modified Eagle Medium) terpéje be serumo ir su 0,024 % (m/v) antibiotiko gentamicino. Lastelés
i§séjamos j 25 cm? flakonus, terpés tiiris flakone privedamas iki 10 mL. Hibridomos auginamos 9 %
FVS DMEM terpéje su 0,016 % (m/v) gentamicino. Priaugus lasteléms, jos perséjamos j 75 cm?
flakonus (20 mL augimo terpés) ir juose kultivuojamos, kol vykdomi tyrimai.

Esant poreikiui, eksperimentams nebenaudojamos Igstelés yra vél uzsaldomos. Svelniai plaunant
flakono dugna terpe lastelés yra atkeliamos ir suspenduojamos augimo terpe¢je. Lasteliy suspensija

centrifuguojama 5 min 200 % g, supernatantas nupilamas, o Iastelés suspenduojamos 700 pL Saldymo



terpés ir perkeliamos j $aldymo ampules. Saldymo ampulés su lastelémis laikomos $aldiklyje (-70

°C) ir po paros perkeliamos j skysto azoto diuara.

2.3.2 Lasteliy skaiciavimas ir gyvybingumo vertinimas

Lastelés i$ flakony surenkamos jas Svelniai suspenduojant augimo terpéje ir perkeliant j sterily
megintuvelj. Lasteliy suspensija yra centrifuguojama 5 min 200 x g kambario temperatiiroje.
Supernatantas nupilamas, o lgstelés suspenduojamos 1 mL PBS. Paimamas 10 uL Igsteliy suspensijos
méginys ir sumaiSomas santykiu 1:1 su 0,4 % tripano mélio tirpalu. Po hemocitometro dengiamuoju
stikliuku jneSama 10 pL Igsteliy suspensijos su tripano meliu. Lasteliy kiekis ir gyvybingumas
jvertinamas mikroskopuojant.

Negywvy lasteliy plazminé membrana yra laidi tripano méliui, todél zuvusios lastelés nusidazo
melynai, o gyvos lastelés lieka skaidrios. Lasteliy gyvybingumas jvertinamas pagal formule:

I
=&+

Kai G — lgsteliy gyvybingumas (%); g — gyvy lasteliy skai¢ius; z — Zuvusiy lgsteliy skaicius.

X 100 %

2.3.3 Darbas su laboratoriniais gyviinais

Hibridomy gamyboje naudojamos imunizuoty BALB/c suaugusiy peliy linijos lastelés,
peritoniniai makrofagai ir bluznis. Tyrimams naudojamos pelés auginamos VU GMC Biochemijos
instituto vivariume. Darbams iSduotas Valstybinés maisto ir veterinarijos tarnybos leidimas atlikti
bandymy su gyviinais projekta nr. G2-117. Visas su bandomaisiais gyviinais atlickamas procediiras
atliko VU GMC BTI Imunologijos skyriaus darbuotojai turintys leidimus dirbti su laboratoriniais
gyviinais. Eksperimentai buvo atlieckami laikantis darbo su bandomaisiais gyviinais reikalavimy.

Pelé imunizuota 4 kartus kas 28 dienas po 50 pg CNX baltymo 200 ul tiiryje j poodj. Pirmosios
imunizacijos metu naudotas pilnas freundo adjuvantas, o antrosios — nepilnas. Kitos imunizacijos
atliktos baltyma skiedZiant PBS. Likus 4 dienoms iki hibridizacijos buvo atlikta sustiprinan¢iosios
dozés (5 imunizacija) injekcija su baltymu istiprintu PBS.

Makrofagai surinkti i§ pelés pilvo ertmés plaunant 10 mL neserumings terpés. Makrofagai
centrifuguojami 5 min 200 x g ir nupylus supernatantg suspenduojami 3 mL neseruminés terpés.
Hibridizacijai naudojami makrofagai laikomi stikliniuose buteliukuose, mielomy auginimui
makrofagai i§séjami ] flakonus.

Imunizuotos pelés bluznis steriliai i$skirta ir 5 mL neseruminés DMEM terpés smulkinta iki kol
liks tik skaidri plévele. Terpéje like bluznies fragmentai Svelniai spenduojami iki kol

homogenizuojasi terpe. Bluznies lgsteliy suspensija surenkama ir prakoSiama pro 100 pm filtrg j 50



mL mégintuvelj. Lastelés centrifuguojamos 5 min 200 x g, supernatantas nupilamas, o lastelés
suspenduojamos 10 mL neseruminés DMEM terpés. Lastelés skai¢iuojamos naudojant

hemocitometra Burker.

2.3.4 Mielomos lasteliy auginimas

Sp2/0 mielomos Igsteliy linija uzséjama maziausiai savait¢ prie$ hibridizacijg. AtSildytos
mielomos lastelés i§s¢jamos j 1-3 75 cm? flakonus su prie pavir§iaus prikibusiais makrofagais ir
auginamos 20 mL augimo terpés tiiryje. Priaugus Igsteliy, mielomos persé¢jamos j 6-8 flakonus.
Hibridizacijos dienai turi biiti paruosti bent 6 mielomos lasteliy flakonai. Lastelés surenkamos jas
suspenduojant augimo terpéje, perkeliamos j 50 mL plastikinius mégintuvelius ir centrifuguojamos

5 min 200 x g. Nupylus supernatanta mielomos suskai¢iuojamos naudojant hemocitometra Burker.

2.3.5 Mielomos ir bluznies lasteliy suliejimas, i§sé¢jimas ir auginimas selektyvioje terpéje

Mielomos ir bluznies lastelés yra suliejamos santykiu 1:5. | mégintuveél] su terpéje
suspenduotomis bluznies lastelémis jpilamas apskaiCiuotas kiekis mielomos Iasteliy. Lastelés
centrifuguojamos 7 min 200 x g, supernatantas nupilamas. Nusédusios lIgstelés atkeliamos nuo dugno
Svelniai dauzant mégintuvelj j delng. 1 min bégyje virs lasteliy sluoksnio tolygiai laSinamas 1 mL
PEG-4000 reagento. LaSinant PEG-4000 mégintuvélis yra létai sukamas. Nustojus 13Sinti lastelés 2
min inkubuojamos Iétai sukant mégintuvéelj. Sekancias 2 min 1étai laSinama 10 mL DMEM terpés be
serumo. Véliau terpés pripilama iki 50 mL ir Iastelés centrifuguojamos 10 min 200 % g. ParuoSiama
hibridomy auginimo terpé su HAT, kurig sudaro surinkta mielomy auginimo terpés, FVS, 50 karty
koncentruotas HAT, surinkti makrofagai bei neseruminé DMEM terpé turio privedimui. Po
centrifugavimo supernatantas nupilamas, o Igstelés suspenduojamos su 5-10 mL paruosta HAT
hibridomy terpe.

Po hibridizacijos lastelés i§séjamos j 75 cm? flakonus su 15 % FVS DMEM terpe ir HAT bei
auginamos 2 paras. | 100 mL SvieZiai paruostos klampios terpés (2.3.6 skyrius) pilami 2 mL 50 karty
koncentruoto HAT. Paruosta klampi terpé su HAT kruopsciai iSmaiSoma suplakant buteliuka. Praé¢jus
2 parom, lasteles i$ flakony surenkamos jas suspenduojant augimo terpéje ir centrifuguojant 200 x g.
ApskaicCiuotas kiekis lgsteliy suleidziamas j klampig terpe su HAT ir kruopsciai iSmaiSomas
suplakant buteliukus. Naudojant sterily Svirksta klampioje terpéje suspenduotos lastelés i§s¢jamos |
6 Sulinéliy ploksteles po 3 mL i Sulin¢li. 5-12 dieny lastelés auginamos inkubatoriuje 37 °C, 5 %
COa..



2.3.6 Klampios terpés gamyba

Pasveriamas reikiamas kiekis metilceliuliozés milteliy ir suberiamas  stiklinj 100 mL buteliuka
su 25 mL dejonizuoto vandens (8 pav.) — pvz., gaminant 1 % MC terp¢ suberiama 1 g MC milteliy.
Buteliukai autoklavuojami 121 °C 1 h. Dukart koncentruoto DMEM tirpalo paruo$imui naudojami
pakeliuose isfasuoti DMEM milteliai. Visas pakelio turinys ir 3,57 g NaHCOs3 isStirpinami 400 mL
dejonizuoto vandens. Gauto tirpalo pH privedamas iki 6,7-6,8, vandeniu turis privedamas iki 500
mL. Paruostas dukart koncentruotas DMEM tirpalas steriliai filtruojamas naudojant 0,2 um pory
filtrus. 1 buteliukg su istirpusia metilceliulioze jpilama 25 mL 2x DMEM tirpalo, i$maiSoma
suplakant buteliukg ir palickama tirpti +4 °C 96 h. Praéjus keturiom parom j terpe pridedama dar 25
mL 2x DMEM, 15 mL verSiuko serumo (FVS), 1 mL 4 % antibiotiko gentamicino tirpalo ir 9 mL
vandens. Buteliukas su paruosta terpe suplakamas ir 10 min palieckamas kambario temperatiiroje, kol

pakils burbuliukai.

Pasveriamas Metilceliuliozes milteliai Buteliukai
reikiamas iSberiami j stiklinj 100 mL autoklavuojami
metilceliuliozés buteliuka su 25 mL 121°C1h
milteliy kiekis vandens

> = = — e
- -

Gauta pusiau kieta terpé o | buteliuka su 50 mL MC ir DMEM misinio \

yra naudojama hibridomy pridedama dar 25 mL DMEM 2X, 15 mL FBS,
auginimui 1 mL antibiotiko gentamicino ir 9 mL vandens

- | buteliuka su
._Léh N metilceliulioze
+ jpilama 25 mL 2X
— DMEM, iSmaiSoma
— ir paliekama +4°C
keturiom dienom

e
P —
C o0 B

MEM

Pasveriamas Pakeliuose isfasuoti DMEM milteliai ir Tirpalo tdris l

@ reikiamas NaHCOs NaHCO; jberiami j 400 mL vandens ir privedamas iki 500 s
kiekis (3,574) maisomi ant magnetinés maisyklés mL ir steriliai

prafiltrucjamas
> /

. e

a\%

8 pav. Klampios terpés gamybos schema. Sukurta naudojant BioRender.com



2.3.7 Metilceliuliozés koncentracijos klampioje terpéje ir 1asteliy séjimo koncentracijos
optimizavimas.

Metilceliuliozés koncentracijos optimizavimo tyrimui pagaminama trijy skirtingy MC
koncentracijy terpé (1 %, 1,27 %, 1,4 %) kaip apraSyta 2.3.6. Lasteliy s¢jimo koncentracijos
optimizavimui naudojama tos pacios MC koncentracijos terpé (1 %). Paruosta klampi terpé atSildoma
iki kambario temperatiiros. Kiekvienai s¢jimui naudojamai hibridomy linijai paruoSiami Sesi 5 mL
plastikiniai mégintuvéliai. Naudojant sterilius 5 mL Svirkstus be adatos terpé po 3 mL fasuojama j 5
mL mégintuvélius. Kultivuojamos hibridomos (SH6, 12E12 ir 25E6) surenkamos i§ flakony,
centrifuguojamos 5 min 200 x g ir suspenduojamos 1 mL PBS. Lastelés suskaiCiuojamos pro
mikroskopa naudojant hemocitometra Blrker.

Optimizuojant klampios terpés MC koncentracija, vienodas Iasteliy kiekis (pvz, 2x10* Iast./3ul.)
ineSamas ] kiekvieng mégintuvelj ir suspenduojamas terp¢je. Mégintuvelis suplakamas kelis kartus.
Terpéje pasiskirsCiusios lgstelés Svirkstu i§ mégintuvélio perkeliamos ir uzséjamos i Sesiy Sulinéliy

ploksteles po 3 mL/Sul. kaip parodyta schemoje (9 pav.).

~
v
-~

~

9 pav. Séjimo schema. Skaiciai Sulin¢liy centre nurodo
metilceliuliozés koncentracija klampioje terpéje. Sukurta

naudojant BioRender.com

Optimizuojant lasteliy séjimo koncentracija kiekvienai lasteliy koncentracijai (103, 5x10%, 104,
2x10% 5x10% 10° last./3ul.) apskai¢iuojamas reikiamas lasteliy suspensijos tiiris séjimui.

Apskaiciuotas lgsteliy kiekis suspenduojamas klampioje terp¢je ir kruopsc¢iai iSmaiSomas suplakant



mégintuvélj. Lastelés iSséjamos j 6 Sulinéliy ploksteles po 3 mL/Sul. kaip parodyta schemoje (10
pav.).

1 2 3

10 pav. Séjimo schema. Skaiciai Sulin¢liy centre nurodo lgsteliy séjimo koncentracija

(last./8ul.). Sukurta naudojant BioRender.com

Kiekvienos hibridomy linijos Igstelés j klampig terpe séjamos po du pakartojimus. | plokstelés
tarpus jpilama po 1 mL sterilaus dejonizuoto vandens. Plokstelés laikomos inkubatoriuje 37 °C ir
nejudinamos maziausiai 96 valandas. 7-tg, 10-tg ir 12-tg hibridomy augimo klampioje terpéje dieng

plokstelés yra vizualizuojamos Clonepix 2 sistema.

2.3.8 Hibridomy klony stebéjimas ir izoliavimas robotizuota klony atrankos sistema Clonepix
2

7-ta, 10-tg ir 12-tg augimo dieng klampioje terpéje augancios lastelés stebimos Clonepix 2
robotizuota sistema. Paleidziama Imaging Run programa ir nustatomi programos parametrai. |
ploksteliy laikikl; jstatomos visos plokstelés (< 10 ploksteliy) su klampioje terpéje auginamomis
lastelémis. Robotizuota sistema nufotografuoja kiekvieng Sulin¢lj, identifikuoja lgsteliy klonus ir
priskiria juos prie atitinkamos klony grupés.

Pries§ atliekant klony izoliavimg autoklavuojamos klony paémimo adatélés, zarnelés, adatéliy
uzsukimo raktelis ir 5 L butelys su 2-2,5 L dejonizuoto vandens. Maziausiai prie§ dvi valandas iki
hibridomy klony izoliavimo i$ pelés peritoniumo steriliai surenkami makrofagai ir centrifuguojami 5
min 200 x g. Supernatantas nupilamas, o makrofagai suspenduojami DMEM terpéje su 15 % FVS ir
gentamicinu bei i$séjami j 96 Sul. ploksteles. Paleidus Clonepix 2 sistema ir atlikus UV sterilinima
iSimama klony rinkimo galva, rakteliu atsukamos adatélés ir nuimamos Zarnelés. Roboto galva
panardinama j 70 % etanolio tirpala, steriliai iStraukiama laminaringje traukos spintoje ir paliekama

dzitti maziausiai 30 min. Steriliomis salygomis jsukamos autoklavuotos adatélés ir uzmaunamos



zarnelés. Paruosta klony rinkimo galva steriliai perneSama ir jstatoma atgal j robotg. Paleidziama
Prepare for Pick Run programa. Sekant sistemos nurodymus uZztikrinamas tolygus adatéliy
judéjimas, sulygiuojama adatéliy ir kameros padétis, 70 % etanolio tirpalu pripildoma adatéliy
plovimo vonelg, sistema dezinfekuojama 70 % etanoliu, UV ir praplaunama steriliu vandeniu. Atlikus
sistemos paruo$imo procediirg paleidziama Pick Run programa ir nustatomi parametrai. | ploksteliy
laikiklj jstatomos visos plokstelés su klampioje terpéje auginamomis hibridomomis. Robotizuota
sistema nufotografuoja kiekvieng Sulinélj, identifikuoja lgsteliy klonus ir priskiria juos prie
atitinkamos klony grupés. Pasirenkamos klony grupés, kuriy izoliavimas bus atliekamas toliau. |
antrg ploksteliy laikiklj jstatomos 96 Sul. plokStelés su uzsétais makrofagais. Paleidziama klony
izoliavimo programa, kurios metu sistema automatiSkai perkelia lgsteliy klonus 1§ 6 Sulin¢liy
ploksteliy j 96 Sulinéliy ploksteles. Po klony izoliavimo plokstelés dedamos 1 37 °C CO: inkubatoriy.
Kelias dienas lgstelés auginamos 96 Sul. plokstelése iki kol dauguma izoliuoty klony lgsteliy uzims

maziausiai 50 % Sulinélio ploto.

2.3.9 Netiesioginé imunofermentiné analizé (ELISA)

Hibridomy augimo terpés testavimui naudota netiesioginé ELISA. Jos metu yra nustatomi
antigenui specifiski antikiinai, jeigu hibridomos juos sekretuoja.

96 Sulinéliy Nunc MaxiSorp arba Nunc PolySorp ploksteléje imobilizuojamas 50 pL 1-5 pg/mL
koncentracijos antigeno (rhBiP, Erp57, CNX arba CRT) tirpalas. Plokstelés inkubuojamos 4 °C per
naktj. Kitg dieng plokstelés turinys nupilamas ir j Sulinélius i$pilstoma po 300 pL blokavimo tirpalo
(PBS su 2 % BSA). Plokstelés inkubuojamos 1 h kambario temperatiiroje. Blokavimo tirpalas
i plokstele po 50 uL ir inkubuojami 1 h kambario temperatiiroje. Terpiy méginiai iSpilami, plokstelé
plaunama 4 kartus su 50:50 PBS-T:H2O. Antriniai ozkos prie§ pelés 1Gg antikiinai (Bio-Rad
IgG(H+L)-HRP #1721011) skiedziami 1:5000 PBS-T, po 50 uL i$pilstomi j plokstelés Sulinélius ir
inkubuojami 1 h kambario temperatiiroje. Po inkubacijos antriniy antikiiny tirpalas iSpilamas,
plokstelé plaunama 4 kartus su 50:50 PBS-T:H-O ir 2 kartus su H20. I $ulinélius i$pilstoma po 50
L TMB (krieny peroksidazés substratas) ir laikoma tamsoje 3-15 min. Reakcija stabdoma su 25 pL
3,6 % H2SOq4 tirpalo. Rezultatai vertinami spektrofotometriSkai, matuojant sugertj ties 450 nm bangos

ilgiu (palyginamasis bangos ilgis 620 nm).

2.3.10 Antikuny klasiy ir poklasiy nustatymas
Tyrimui naudojamas BD Pharmigen™ izotipavimo rinkinys ,,Mouse Immunoglobulin Isotyping

ELISA Kit”. Kiekvienas ziurkés MAk specifinis pelés sunkiosioms IgGi, 19Gza, 19G2n, 19Gs, 1gM,



IgA, bei lengvosioms Ig «, Ig grandinéms atskiedziamas 50 karty PBS. Kiekvieno antikiino tirpalas
iSpilstomas po 50 pL eilutémis kaip parodyta schemoje (11 pav.). Plokstelés inkubuojamos 4 °C
pernakt arba 1 h 37 °C ant Sildomos purtyklés. Po inkubacijos turinys iSpilamas ir j plokstele
iSpilstoma po 300 uL blokavimo tirpalo bei inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje. Blokavimo
tirpalas iSpilamas, plokstelé plaunama vandeniu. Surinkti hibridomy terpiy méginiai po 50 uL
iSpilstomi j plokstele (jei buitina, terpiy méginiai skiedziami PBS-T 3-5 kartus) (11 pav.).

Izotipuojami terpiy méginiai
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11 pav. lzotipavimo schema. Sukurta naudojant BioRender.com

Plokstelé su méginiais inkubuojama 1 h kambario temperatiroje. Terpiy méginiai iSpilami, plokstelé
plaunama 4 kartus su 1:1 PBS-T:H>0O. Antriniai antiktinai (HRP rat anti-mouse 1g) skiedziami 1:200
PBS-T ir po 50 uL iSpilstomi j plokstelés Sulinélius. Plokstelé inkubuojama 1 h kambario

temperatiiroje. Po inkubacijos plokstelé rySkinama analogiskai kaip apraSyta 2.3.12.

2.3.11 Statistiné duomeny analizé

Duomeny analizé atlikta GraphPad Prism 10.2.2 programa. Rezultatai jvertinti pasitelkus
aprasomaja statistikg apskaiCiuojant mediang + tarpkvartilinis plotis (IQR). Tyrimy duomenims
palyginti taikyti Kruskal-Wallis ir Mann-Whitney testai (p < 0,05). ELISA ribiné verté apskai¢iuota

pagal neigiamos kontrolés vidurkj + 3 standartiniai nuokrypiai (SD).



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Sio darbo tikslas buvo sukurti ir optimizuoti klampios terpés metilceliuliozés (MC) pagrindu
gamybos protokolg. Tuo buvo siekiama pasitilyti hibridomy atrankos ir klonavimo biidg, leidziantj
sutaupyti darbo laiko bei finansiniy resursy reagentams. Be to, produktyvus monokloniniy
populiacijy izoliavimo metodas leisty greitai ir tiksliai identifikuoti tikslinj baltymg gaminanc¢ius
lasteliy klonus. Séjant hibridomas j klampig terp¢ buvo siekiama nustatyti augimui ir klony
formavimuisi optimalig MC koncentracijg bei lgsteliy koncentracijg s¢jimui, kad bty galima tikétis
vienodo skirtingy hibridomy linijjy augimo greicio ir susidariusiy klony skaiciaus. Tai leisty
hibridomy klonavimui klampioje terpéje pateikti rekomenduojamg terpés gamybos protokolg ir
lasteliy séjimo koncentracijg, todél labai svarbu optimizuoti s€jimo sglygas stebint skirtingy
hibridomy linijy augimo rezultatus. Taip pat Sio darbo metu buvo vertinamas hibridizuoty lgsteliy
augimas klampioje terpéje su HAT atrankos sistemos komponentais. Tuo buvo siekiama apjungti

hibridomy atrankg ir klonavimg j vieng proceso zingsnj.

3.1 Metilceliuliozés koncentracijos klampioje terpéje optimizavimas
Klampios terpés gamybai buvo panaudota standartine DMEM terpé, kurios sudétyje yra lasteliy

proliferacijai ir gyvybingumui palaikyti butinos maisto medziagos ir aminoriigstys. Kaip klampios
terpés pagrindas buvo panaudota MC — lgsteléms netoksiskas sintetinis polimeras, suteikiantis
augimo terpei klampumo. MC tarnauja kaip fizinis barjeras, todél Igstelés auga atskirai viena nuo
kitos ir yra linkusios formuoti monoklonines populiacijas (Freedman, 1974), kurias patogu izoliuoti
rankiniu biidu ir robotizuota lgsteliy klony atrankos sistema.

Optimizuojant klampig terpe hibridomy auginimui ir klonavimui, biitina nustatyti optimaliag MC
koncentracijg terpés gamybai. Dél MC savybés suteikti augimo terpei klampumo, suspensinés
lasteleés gali biiti imobilizuojamos terpéje. Tai lemia klony augima i§ pavieniy lasteliy ir uztikrina jy
stabilig padét] terpéje. Nors MC yra netoksiska lgsteléms, didelis MC kiekis terp¢je gali daryti
neigiamg jtakg lasteliy augimui bei klony formavimuisi, inhibuojant tarplastelines saveikas, maisto
medziagy ir augimo veiksniy prieinamuma lasteléms (Ito et al., 1987). Tuo tarpu esant mazai MC
koncentracijai terpéje, lastelés silpnai imobilizuojamos, kas lemia jy maiSymasi ir heterogenisky
populiacijy augima. Taigi, buvo iSkelta hipoteze, kad stabiliy hibridomy linijy 5H6, 12E12 ir 25E6

augimas bei klony formavimas priklauso nuo MC koncentracijos terpéje.



3.1.1 Hibridomy augimas skirtingos MC koncentracijos terpése

Vadovaujantis terpés gamybos schema (8 pav.) buvo pagamintos 0,6 %, 0,8 %, 1 %, 1,27 %, 1,4
% ir 1,6 % MC koncentracijos klampios terpés. 0,6 % ir 0,8 % MC terpés yra pernelyg skystos ir
nesukietéja prie 37 °C, todél buvo atmestos. Tuo tarpu aukstesnés nei 1,4 % MC koncentracijos terpés
prastai tirpsta ir yra sunkiai homogenizuojamos. D¢l $iy priezasciy lasteliy augimo palyginimui buvo
naudojamos 1 %, 1,27 % ir 1,4 % MC terpés.

Hibridomy 5H6, 12E12 ir 25E6 linijos ta pacia lasteliy koncentracija (2x10* lasteliy $ulinélyje
(last./sul.)) buvo sé¢jamos | paruostas 1 %, 1,27 % ir 1,4 % MC terpes po 2 pakartojimus. Lastelés
i8sétos 1 6 Sulin¢liy ploksteles po 3 mL/Sul. 4-tg, 7-ta, 10-tg ir 12-tg augimo dieng lastelés stebétos
mikroskopuojant, o priaugus klony — fotografuotos Clonepix 2 sistema (12 pav.).

Visus detektuotus klonus Clonepix 2 sistema skirsto j 6 grupes:

1. ,,Tinkami* klonai (Zalia spalva) — taisyklingos apvalios formos ir didesnio nei 0,1 mm? ploto
klonai;

2. ,Per arti augantys* klonai (rozin¢ spalva) — klonai, lokalizuoti mazesniu nei 1 mm atstumu
nuo kito klono;
,Netaisyklingos formos* klonai (geltona spalva) — neapvalas ir neproporcingi klonai;

4. ,Per mazi“ klonai (mélyna spalva) — klonai, kuriy plotas maZesnis nei 0,1 mm?;

5. ,Per dideli* klonai (violetiné spalva) — klonai, kuriy neapima roboto adatélé (angl. picking
pin);

6. ,,Per arti Sulin¢lio krasto augantys* klonai (raudona spalva) — sistemai fiziSkai neprieinami

klonai.

A. 5H6 B. 12E12




12 pav. Stabiliy hibridomy linijy augimas ski rtingos MC koncentracijos klampioje terpéje.
Skirtingy hibridomy linijy rezultatai pateikti: A — 5H6, B — 12E12, C — 25E6. A1-A2, B1-B2 ir C1-
C2 Sulinéliuose terpés MC koncentracija 1 %; A3-A4, B3-B4 ir C3-C4 — 1,27 %; A5-A6, B5-B6 ir
C5-C6 — 1,4 %. Skirtingos spalvos taskai zymi uzaugusiy klony atitikima klony grupéms. Sulinéliy
viduryje nurodyta MC koncentracija. Nuotraukos darytos Clonepix 2 sistema 12-tg augimo diena.

Atlikus hibridomy 5H6, 12E12 ir 25E6 linijy s¢jimus buvo nustatyta, kad vertinant vizualiai
daugiausiai klony susidaro lasteles auginant 1 % MC terpéje (12 pav.). 1,27 % ir 1,4 % MC terpéje
lastelés auga zymiai praséiau. Siy MC koncentracijy terpése SH6 ir 25E6 hibridomos auga ir
formuoja klonus, taciau jy yra Zymiai maziau lyginant su 1 % MC terpéje uzaugusiy klony kiekiu.

Tuo tarpu 12E12 hibridomos 1,27 % ir 1,4 % MC terpése auga labai prastai.

3.1.2 Uzaugusiy hibridomy klony kokybés analizé
Klony izoliavimo etape jprastai pasirenkami tik “tinkamy” kategorijai priskirti klonai, kuriy

dazniausiai néra daug. Norint izoliuoti daugiau lasteliy paimami ,per arti auganciy“ kategorijai
priskirti klonai. Izoliuojant Siuos klonus didéja greta esan¢iy klony paémimo tikimybé — tai daro
neigiamg jtaka lasteliy populiacijy monokloniskumo iSlaikymui, tac¢iau vykdant papildoma
klonavimg tikimybé izoliuoti monoklonus padidéja. Visos kitos klony kategorijos néra
pageidaujamos ir jprastai neizoliuojamos.

Sio tyrimo metu buvo svarbu nustatyti, kuri MC koncentracija terpéje suteiks reikiama klampumo
lygi ir sukurs palankiausias salygas hibridomy augimui ir klony formavimuisi. Atlikus tris hibridomy
séjimus skirtingose MC koncentracijos terpése buvo pastebéta, kad dauguma klony priklausé

Htinkamy®, ,per arti auganéiy“, ,,netaisyklingos formos® ir ,,per mazy“ klony kategorijoms, todél



analizei buvo panaudoti tik Siy 4 klony grupiy duomenys. GrafiSkai pateikti apjungti trijy séjimy
rezultatai (13 pav.).
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13 pav. Hibridomuy klony pasiskirstymas | grupes lasteles auginant skirtingos MC
koncentracijos terpése. Skirtingy hibridomy linijy rezultatai pateikti: A — 5SH6, B — 12E12, C —
25E6. Skirtingos spalvos stulpelio dalys zymi skirtingas klony grupes.

Pagal 13 pav. pateiktus rezultatus matyti, kad visy 4 kategorijy, tame tarpe ir ,tinkamy*, klony
daugiausiai uzauga 1 % MC terpéje. Tai patvirtina ,,tinkamy* ir ,,per arti augan¢iy* klony skaiciaus
medianos, aspkaiCiuotos i§ 3 s¢jimy rezultaty (14 pav.). Taigi 1 % MC klampi terpé atrodo

optimaliausias pasirinkimas.
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14 pav. ,, Tinkamy* ir ,,per arti auganciy“ 5H6, 12E12 ir 25E6 hibridomy klony skai¢iaus
palyginimai tarp skirtingos MC koncentracijos terpiy. A—5H6, B - 12E12, C — 25E6. Klony
skaiCiaus medianos apskaiCiuotos 1§ 3 séjimo pakartojimy, paklaidos pateiktos kaip
tarpkvartilinis plotis. Duomenims palyginti taikytas Kruskall-Wallis testas. A — p = 0,0143, B —
p =0,0286, C — p = 0,0036.

Trijy séjimy rezultatai rodo, kad visose 5H6, 12E12 ir 25E6 hibridomy linijose izoliavimui
pasirenkamy (,,tinkamy* ir ,,per arti auganciy“) klony daugiausiai uzauga 1 % MC terpéje (14 pav.).
1,27 % ir 1,4 % MC terpése uzaugusiy klony skaicius nevirsijo 20 klony, kuomet 1 % MC terpéje jy
kiekis varijavo nuo 50 iki 250 klony. Lyginant su 1 % MC terpe, 1,27 % ir 1,4 % MC terpiy
klampumo lygis yra pernelyg aukstas, kas tikétina lemia sulétéjusig maisto medziagy, augimo
veiksniy ir deguonies difuzijg terpéje. Giliau terpéje lokalizuotos lgstelés negauna reikiamo Siy
medziagy kiekio, kas neigiamai veikia klony augimo greitj ir gyvybinguma. Be to, did¢jant MC
koncentracijai terpéje, did¢ja pasiprieSinimas klony augimui dél klampios terpés mechaniniy savybiy.
Dé¢l $ios priezasties klonai neauga dideli ir galiausiai Z@ista. Sis tyrimas patvirtino hipoteze, kad
hibridomy augimas ir klony formavimasis priklauso nuo MC koncentracijos terpéje. Taigi, atlikus
hibridomy séjimus } skirtingos MC koncentracijos terpes, buvo nustatyta optimali 1 % MC

koncentracija klampios terpés gamybai.

3.2 Optimalios hibridomy koncentracijos sé¢jimui klampioje terpéje nustatymas
Optimizuojant klampig terpe ir hibridomy auginimo salygas joje, biitina nustatyti optimalia
lasteliy koncentracija sé¢jimui. Siame etape svarbu uztikrinti, kad lastelés pakankamai greitai

proliferuoty, i8likty gyvybingos, neperaugty ir formuoty apvalios formos monoklonines populiacijas.



Taip pat svarbu, kad klonai uzaugty > 1 mm atstumu vienas nuo kito, kad Clonepix 2 sistema priskirty
juos ,tinkamy* klony kategorijai. Esant > 1 mm atstumui tarp klony, paémimo metu garantuotai
nebus iStraukti greta esantys klonai, kas uztikrins monokloniskuma. Taigi, buvo iSkelta hipotezé, kad
stabiliy hibridomy linijy 5H6, 12E12 ir 25E6 geb¢jimas klampioje terpéje formuoti apvalios formos

klonus, augancius > 1 mm atstumu vienas nuo kito, tiesiogiai priklauso nuo uzséty lasteliy skaiciaus.

3.2.1 Hibridomy augimas klampioje terpéje séjant skirtingas lasteliy koncentracijas

Norint nustatyti, kuri Igsteliy koncentracija yra optimaliausia séjimui, Igstelés buvo séjamos j 1
% MC terpe (3 mL/Sul.) skirtingomis s¢jimo koncentracijomis (103, 5x10%, 10% 2x10% 5x10*ir 10°
lgsteliy Sulinélyje (Igst./Sul.)). Clonepix 2 robotu plokstelés fotografuotos 12-tg augimo dieng (15
pav.).




15 pav. Stabiliy hibridomuy liniju augimas klampioje terpéje uzZséjant skirtingas lasteliy
koncentracijas. Skirtingy hibridomy linijy rezultatai pateikti: A —5H6, B — 12E12, C — 25E6. Al-
A6, B1-B6 ir C1-C6 sulinéliuose uzsétos lasteliy koncentracijos intervalas 10% — 10* Iast./$ul.; A7-
Al12, B7-B12 ir C7-C12 — 2x10% — 10° Iast./3ul. Skirtingos spalvos taskai Zzymi uzaugusiy klony
atitikima klony grupéms. Sulinéliy viduryje nurodytos lasteliy koncentracijos uzséjant. Nuotraukos
darytos Clonepix 2 sistema 12-tg augimo dieng.

Atlikus trijy hibridomy linijy séjimus buvo nustatyta, kad vertinant vizualiai daugiausiai Klony
uzauga lasteles s¢jant 10° last./3ul., tuo tarpu daugiausiai ,tinkamy* klony uzauga séjant 2x10%
last./sul. (15 pav.). Lasteles séjant 10% ir 5x10° last./Sul. klony susidaro mazai (< 10), 0 dauguma jy
buvo priskirti ,,netaisyklingos formos* klony kategorijai. Klampioje terpé€je klonuojant hibridomas
siekama izoliuoti kuo daugiau ,tinkamy* kategorijai priskirty klony. Lasteles séjant 10% ir 5x10°
last./sul. ,tinkamy‘ klony skai¢ius buvo labai mazas (0-3 ,tinkami* klonai), todél Sios dvi séjimo
koncentracijos buvo atmestos. Lasteles séjant 10* ir 2x10* Iast./sul. , tinkamy* klony uzauga daugiau
(5-20 , tinkamy” klony) lyginant su 10% ir 5x10% Iast./3ul. Sejant 5x10% ir 10° last./sul. lastelés perauga
— klony susidaro labai daug ir jie auga labai arti vienas kito, todél paémimo etape padidéja keliy klony
izoliavimo tikimybé, kas daro neigiama jtakg monokloniskumo islaikymui. Dél Siy priezas¢iy galima
teigti, kad 10* ir 2x10* Iast./sul. yra optimaliausios koncentracijos hibridomy s¢jimui j 1 % MC

klampig terpe, taciau tam patvirtinti reikia jvertinti uzaugusiy klony kokybe.

3.2.2 UZaugusiy hibridomy klony kokybés analizé

3.2.2.1 Uzaugusiy hibridomy klony kategoriju palyginimas
Hibridomy 5H6, 12E12, 25E6 sé¢jimai buvo kartojami 3 kartus. 12-tg augimo dieng klampioje

terpéje augancios lastelés buvo fotografuojamos Clonepix 2 sistema, kuri iSanalizuoja kiekvieng

klong ir priskiria jj prie tam tikros kategorijos. Remiantis Clonepix 2 sugeneruotais duomenimis buvo



analizuojami 4-iy séjimo koncentracijy (10%, 2x10% 5x10* ir 10° Iast./Sul.) rezultatai (16 pav.).
Analizei panaudoti 4 klony kategorijy (,,tinkami®, ,,per arti augantys®, ,netaisyklingos formos ir ,,per
mazi“) duomenys (16 pav.). Nustatant optimalig Igsteliy s¢jimo koncentracija, svarbiausia atsizvelgti
1 ,tinkamy“ bei ,,per arti auganciy“ klony kiekj. ,,Per arti augancius“ Klonus galima pakartotinai
klonuoti ir taip gauti monoklonines populiacijas. Todél svarbiausia yra nustatyti, kuriame lgsteliy

s¢jimo koncentracijy intervale Siy grupiy klony yra daugiausia.
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16 pav. Hibridomy klony pasiskirstymas j grupes séjant skirtingus lasteliy kiekius. Skirtingy
hibridomy linijy rezultatai pateikti: A — 5H6, B — 12E12, C — 25E6. Skirtingos spalvos stulpelio
dalys zymi skirtingas klony grupes.

Daugiausiai ,.tinkamy* klony uzauga lasteles séjant 2x10* Iast./Sul. (5H6 — 16 + 3, 12E12 — 12 +
4, 25E6 — 12 £ 2 tinkamy* klony) (17 pav.), o daugiausiai ,,per arti augan¢iy* klony uzauga lasteles
séjant 2x10% Igst./Sul. (5H6 — 88 + 21, 12E12 — 7 + 4, 25E6 — 50 + 9 , per arti augan¢iy* klony) ir
5x10* Iast./3ul. (5H6 — 72 + 29, 12E12 — 45 + 28, 25E6 — 62 + 19 , per arti auganéiy* klony) (16



pav.). Taip pat buvo pastebéta, kad ,tinkamy” klony skai¢ius sumazéja lasteles s¢jant 5x10* (A — 7
+2 B-4+3,C—-4+2, tinkamy* klony) ir 10° Igst./3ul. (A, B ir C — 0 * 1, , tinkamy* klony) (17
pav.), o didziaja dalj klony sudaro ,,netaisyklingos formos* ir ,,per mazi* klonai (16 pav.). Iprastai,
Sios dvi grupés néra aktualios klonuojant hibridomas, todél taip pat svarbu parinkti tokig lgsteliy
séjimo koncentracija, kurioje ,,netaisyklingos formos* ir ,,per mazy* klony bus maziausiai. Kaip rodo
trijy stabiliy hibridomy linijy rezultatai, daugiausia ,,tinkamy* (17 pav.) ir maziausiai ,,netaisyklingos

formos* bei ,,per mazy* klony (16 pav.) yra gaunama séjant lasteles 10%ir 2x10* Iast./3ul.
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17 pav. Uzaugusiy ,,tinkamy“ 5H6, 12E12 ir 25E6 hibridomy klony kiekio skirtumai tarp
Iasteliy séjimo koncentraciju. Skirtingy hibridomy linijy rezultatai pateikti: A —5H6, B — 12E12,
C — 25E6. Klony skai¢iaus medianos apskaiciuotos i§ 3 séjimo pakartojimy, paklaidos pateiktos
kaip tarpkvartilinis plotis. Duomenims palyginti taikytas Kruskall-Wallis testas. A —p = 0,0008, B
—p =0,0003, C—p = 0,0002.

Tikétina, kad lasteles séjant 2x10* last./Sul. ,tinkamy” klony susidaro daugiau lyginant su
zemesnémis (103-10% Iast./5ul.) koncentracijomis, kadangi séjant daugiau lasteliy padidéja tikimybe,
kad tarp jy bus daugiau proliferuoti ir formuoti klonus gebanéiy lasteliy. Be to, Iasteles séjant tankiau,
padidéja tarplasteliniy sgveiky Kiekis, kuris turi tiesioging jtaka klony formavimuisi. Tuo tarpu
Iasteles séjant 5x10% ir 10° Iast./8ul. ,tinkamy* klony susidaro maZiau lyginant su 2x10* last./3ul.,
kadangi lasteles uzséjus pernelyg tankiai, padidéja konkurencija dél maisto medziagy, augimo

veiksniy ir klony augimo erdvés. Sie veiksniai inhibuoja lasteliy proliferacija ir klony augima.



3.2.2.2 Uzaugusiy hibridomu klonuy dydziy palyginimas
Nustatant optimalig Igsteliy séjimo koncentracijg, svarbu atsizvelgti ir | uzaugusiy klony dydi.

Kuo klonas didesnis, tuo jame daugiau lasteliy, todél tikétina, kad po izoliavimo daugiau lasteliy
iSliks gyvybingos ir proliferuos. Buvo analizuojami Clonepix 2 programings jrangos iSmatuoti klony

perimetro duomenys, kuriy medianos apskaiciuotos i§ 3 séjimy rezultaty (18 pav.).
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18 pav. Uzaugusiu ,,tinkamy* ir ,,per arti auganciy“ 5SH6, 12E12 ir 25E6 hibridomu klony
perimetro skirtumai tarp lasteliy sé¢jimo koncentracijy. Skirtingy hibridomy linijy rezultatai
pateikti: A — 5H6, B — 12E12, C — 25E6. Klony perimetro medianos apskaiciuotos i§ 3 sé¢jimo
pakartojimy, paklaidos pateiktos kaip tarpkvartilinis plotis. Duomenims palyginti taikytas Mann-
Whitney U testas. A, B ir C — p <0,0001.

Remiantis gautais rezultatais, galima teigti, kad didéjant Igsteliy s¢jimo koncentracijai, mazéja
vidutinis klony perimetras, tuo paciu ir bendras klony dydis. Pagal perimetrg didZiausi klonai uZzauga
Iasteles séjant 10*Iast./3ul. (5H6 — 2,9 £ 0,2 mm, 12E12 — 1,8 mm + 0,5 mm, 25E6 — 2,2 mm + 0,4
mm), maziausi — 10° Igst./Sul (5H6 — 1,0 mm + 0,5 mm, 12E12 — 0,9 mm + 0,5 mm, 25E6 — 1,4 mm
+ 0,5 mm). Tikétinos to priezastys — lasteliy konkurencija dél maisto medziagy ir dél auksto lasteliy
tankio susidarantis didelis metaboliniy produkty kiekis augimo terpéje. Sie du procesai sulétina
Iasteliy augima, todél esant aukStam lgsteliy tankiui (> 5x10* last./3ul.) klonai biina maZesni ir
trumpiau iSlieka gyvybingi, lyginant su zemesnémis lasteliy koncentracijomis. Be to, terpéje esant
maziau lasteliy, jos turi daugiau erdvés proliferuoti, todél klonai uzauga didesni.

I klampig terpe se¢jant skirtingus kiekius lgsteliy, susidariusiy klony kokybé ir dydis labai
varijuoja. Siy tyrimy metu buvo patvirtinta hipotezé, kad hibridomy gebéjimas klampioje terpéje
formuoti apvalios formos klonus, auganc¢ius > 1 mm atstumu vienas nuo kito, tiesiogiai priklauso nuo

uzséty lasteliy skaiciaus. Taigi, nustatant optimalig lgsteliy s¢jimo koncentracijg klampioje terpéje



buvo pasirinktas koncentracijos intervalas 10* — 2x10* Iast./sul. Séjant Iasteles 10* last./3ul.,
formuojasi didesni klonai, taciau jy yra maziau lyginant su 2x10* Iast./sul. Norint izoliuoti kuo
daugiau ,tinkamy* klony patartina lasteles séti 2x10* Iast./sul. Kai kurios hibridomy linijos labai
greitai proliferuoja, tuo tarpu kitos linijos auga pasyviau. Uzs¢jus hibridomas, svarbu reguliariai

stebéti jy augima ir laiku izoliuoti uzaugusius klonus.

3.3 Lasteliy auginimas hibridomoms selektyvioje klampioje terpéje
3.3.1 Lasteliy hibridizacija ir iSsé¢jimas

I8 kalneksinu (CNX) imunizuotos BALB/c linijos pelés isskirtos bluznies Igstelés buvo sulietos
su Sp2/0 vézinémis mielomos Iastelémis santykiu 5:1. 83 min. lasteliy buvo i§sétos j 75 cm? flakonus
po 10,3 min. Igsteliy j flakong ir augintos HAT terpéje 48 h. Lastelés buvo paaugintos flakonuose su
HAT terpe tam, kad jos atsigauty po suliejimo ir j klampig terpg bty iSséta daugiau suliety lasteliy
(hibridomy) ir maziau mielomos lgsteliy. Po dviejy pary lastelés i§ flakony buvo surinktos,
suskai¢iuotos, suspenduotos Svieziai paruostoje 1 % MC klampioje terpéje su HAT atrankos sistemos
komponentais ir i§sétos po 3 mL/Sul. j 6 Sulinéliy plosteles. Lastelés issétos 2x10* Iast./Sul. tankiu j

7 ploksteles.

3.3.2 Uzaugusiy klony izoliavimas, testavimas ir reklonavimas

I$ klampios terpés buvo tikimagsi izoliuoti kuo daugiau gyvybingy hibridomy klony, todél jau 7-
tg lasteliy augimo dieng buvo vykdomas klony vizualizavimas ir izoliavimas. I8 7 ploksteliy buvo
izoliuota 413 hibridomy klony priklausanciy ,tinkamy“ ir ,,per arti auganciy“ klony kategorijoms.
Klonai buvo perkelti j 96 Sulinéliy ploksteles su 9 % FVS DMEM terpe ir makrofagais.

5-tg dieng po klony izoliavimo buvo testuojamos hibridomy terpés netiesiogine ELISA. IS 5-iy
ploksteliy buvo identifikuotas vos 1 teigiamas klonas (OT = 1,78), kuomet visy likusiy klony OT <
0,20 (teigiamos kontrolés OT = 2,29). Klonui buvo priskirtas identifikacinis pavadinimas — ,,3H3“.
Hibridomos 3H3 lastelés buvo suspenduotos augimo terpéje, suskai¢iuotos ir 2x10% Igst./Sul. i§sétos
i1 % MC klampia terp¢ be HAT po 3 mL/Sul. 12-tg dieng lgstelés fotografuotos Clonepix 2

robotizuota sistema (19 pav.).



19 pav. Hibridomos 3H3 reklony klampioje terpéje nuotrauka. Nuotrauka
daryta Clonepix 2 sistema 12-tg augimo diena.

Hibridomos 3H3 reklony vizualizavimas ir izoliavimas atliktas 12-tg augimo dieng. DidZioji dalis
uzaugusiy reklony buvo priskirti ,,per mazy“ kategorijai (mélyna spalva) (19 pav.). 26 reklonus
Clonepix 2 priskyré ,tinkamy* klony kategorijai (zalia spalva), 60 — ,per arti auganciy* klony
kategorijai (roziné spalva) (19 pav.). I$ viso buvo izoliuoti 86 ,tinkamy“ ir ,,per arti auganciy®
kategorijoms priskirti klonai ir perkelti j atskirus Sulinélius 96 Sulinéliy ploksteléje. 3 paras lgstelés
augintos 9 % FVS DMEM terpéje su makrofagais. Toliau buvo atlikta netiesioginé ELISA antikiiny
pries CNX nustatymui, siekant identifikuoti produktyvius reklonus (20 pav.).
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20 pav. Izoliuoty 3H3 reklony ELISA rezultatai. Teigiama kontrolé — PAk pries CNX.
Neigiama kontrolé — 9 % FVS DMEM terpé. Punktyriné linija Zymi ribing verte,

apskaiciuotg pagal neigiamos kontrolés (n=3) vidurkj + 3 standartiniai nuokrypiai.



ELISA rezultatai parodé, kad i§ 86 izoliuoty reklony Visi pasizyméjo antikiing prie§ CNX
sekrecija (20 pav.). Sj rezultata pavyko pasiekti vykdant vos pirmg 3H3 klono reklonavima klampioje
terpéje — tai parodo, kad po hibridizacijos i klampig terpg iSsétos lastelés augo ir formavo klonus
atskirai viena nuo kitos ir nesimai$é. Siam teiginiui patvirtinti buvo tiriami 8-iy atsitiktiniy 3H3
reklony j augimo terpe sekretuojamy antikiiny izotipai. ELISA antikiiny izotipy nustatymui rezultatai
parodé, kad visy klony gaminami antik@inai yra IgM izotipo. Dél aukstos molekulinés masés (= 900
kDa) ir polinkio agreguoti Sio izotipo antiklinai yra nestabillis, todél retai naudojami kaip
monokloniniai antik@inai. Dél Sios priezasties hibridomos 3H3 reklonai nebuvo toliau kultivuojami.

Pelés imunizacijai buvo naudojamas mogaus CNX baltymas. Zmogaus ir pelés CNX
aminoragsciy seka sutampa 94 %, todél Sie du baltymai yra homologai (Tjoelker et al., 2002). Pelés
imuning sistema prastai reaguoja ] antigena, kuris labai panasus j pelés baltyma, tod¢l susidaro mazai
plazminiy lgsteliy gaminanciy antikiinus. Tikétina, kad dél Zmogaus ir pelés CNX baltymy panasumo
18 413 izoliuoty klony vos 1 klonas pasizymeéjo antikiing prie§ CNX gamyba. Nepaisant to, §j klong
pavyko sékmingai reklonuoti j klampig terpe ir izoliuoti 86 gyvybingus reklonus, pasizymincius
antikiiny prie§ tikslini CNX baltymg gamyba. Atlikus hibridizuoty lgsteliy séjimg j hibridomoms
selektyvig klampig terpe buvo pastebéta, kad lastelés islieka gyvybingos, proliferuoja ir formuoja

klonus, kuriuos pavyksta s€kmingai izoliuoti i§ klampios terpés ir kultivuoti skystoje terpéje.



ISVADOS

. Atlikus 5H6, 12E12 ir 25E6 hibridomy linijy s¢jimus j skirtingos MC koncentracijos klampia
terpe buvo nustatyta optimali 1 % MC koncentracija hibridomy auginimui ir klonavimui.

. Atlikus hibridomy séjimus skirtingomis koncentracijomis j 1 % MC klampig terpe buvo nustatyta
optimali lasteliy s¢jimo koncentracija — 2x10* last./$ul., kurig naudojant uzauga daugiausiai
apvalios formos klony, i§laikanc¢iy tinkamg atstumg nuo kity klony.

Taikant hibridomy technologija buvo sulietos CNX baltymu imunizuotos pelés bluznies Iastelés
su mielomos lgstelémis ir iSsétos j hibridomoms selektyvig klampig terpe, kurioje susiformavo
monoklonai. Tai rodo, kad pavyko apjungti hibridomy atrankos ir klonavimo procesus.
Clonepix 2 sistema buvo izoliuota 413 hibridomy klony, 1§ kuriy 1 klonas (3H3) pasizymeéjo
antikiiny prie§ CNX baltymg gamyba. 3H3 klono lgsteliy reklonavimas j klampig terpe leido
izoliuoti 86 reklonus, i§ kuriy visi gamino antiktinus prie§ CNX baltymg. Tai parodo klampios

terpés naudojimo efektyvuma siekiant izoliuoti lasteliy monoklonines populiacijas.
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SANTRAUKA

Hibridomy technologijoje daugiausiai darbo ir laiko resursy reikalaujantis etapas yra lasteliy
atranka ir monokloninés populiacijos izoliavimas. Vienas 1§ tradiciniy hibridomy klonavimo bidy
yra klonavimas serijiniu skiedimu, kuris reikalauja daug darbo, pakartojimy bei negarantuoja, kad
izoliuota lgsteliy populiacija bus monokloniska. Lasteliy klonavimas klampioje terp¢je ir uzaugusiy
klony izoliavimas rankiniu biidu ar robotizuotomis sistemomis yra kitas biidas atrinkti monoklonines
populiacijas. Klampioje terp¢je imobilizuotos Igstelés yra atskiriamos viena nuo kitos, todél yra
uzkertamas kelias lgsteliy maiSymuisi ir skatinamas klony augimas 18§ vienos lgstelés.

Sio darbo tikslas yra sukurti ir optimizuoti ekonomiskai patraukly klampios terpés gamybos
protokolg hibridomy atrankai ir klonavimui. Metilceliuliozés (MC) pagrindu pagamintoje klampioje
terpéje buvo klonuojamos skirtingos hibridomy linijos. Hibridomas séjant j skirtingos MC
koncentracijos klampias terpes buvo siekiama nustatyti optimaliag MC koncentracijg, prie kurios
formuojasi daugiausiai apvalios formos gyvybingy klony. Skirtingu tankiu j klampig terpe séjant
hibridomas buvo nustatoma optimali lasteliy s¢jimo koncentracija.

Remiantis trijy stabilizuoty hibridomy linijy (5H6, 12E12 ir 25E6) séjimy rezultatais buvo
nustatyta optimali 1 % MC koncentracija klampios terpés gamybai bei rekomenduojama lgsteliy
sé¢jimo 6 Sulinéliy ploksteléje 2x10* lgsteliy j Sulinélj koncentracija. Suliety lgsteliy iSséjimas j
klampig terpe su HAT atrankos sistemos komponentais leido hibridomy atrankg ir klonavima vykdyti
vienu metu. Hibridomy atrankos ir klonavimo apjungimas j vieng tolygy procesa leido sutaupyti laiko
ir finansiniy resursy reagentams. Remiantis IFA rezultatais galima teigti, kad klampioje terpéje
auginamos hibridomos gamina antikinus prie§ tikslinius antigenus. Klampios terpés pritaikymo
monokloniniy populiacijy atrankoje potencialas jau dabar yra iSnaudojamas laboratorijoje, kurioje

rengtas Sis darbas.
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SUMMARY
In hybridoma technology, the most labor and time-consuming stage is cell selection and isolation

of the monoclonal population. One of the traditional methods for cloning hybridomas is limiting
dilution cloning, that requires a lot of work, repetitions, and does not guarantee that the isolated cell
population will be monoclonal. Cell cloning in a semi-solid medium and isolation of grown clones
manually or by robotic systems is another way to select monoclonal populations. Cells immobilized
in a semi-solid medium are separated from each other, thus preventing cell mixing and promoting
clonal growth from a single cell.

The aim of this work is to develop and optimize a cost-effective semi-solid medium production
protocol for hybridoma selection and cloning. Different hybridoma lines were cloned in a semi-solid
medium made on the basis of methylcellulose (MC). By seeding hybridomas into semi-solid media
with different MC concentrations, the optimal MC concentration was sought at which the highest
number of viable round-shaped clones would form. By seeding hybridomas at different densities into
the semi-solid medium, the optimal cell seeding concentration was determined.

Based on the seeding results of three stabilized hybridoma lines (5H6, 12E12, and 25E6), the
optimal 1% MC concentration for semi-solid medium production and the recommended cell seeding
into 6-well plates 2x10* cells/well concentration were determined. Seeding of fused cells into a semi-
solid medium with components of the HAT selection system allowed hybridoma selection and
cloning to be carried out simultaneously. Combining the processes of hybridoma selection and
cloning into one streamlined process allowed for the savings of time and financial resources for
reagents. Based on the ELISA results, it can be stated that hybridomas grown in a semi-solid medium
produce antibodies against target antigens. The potential of the semi-solid medium for the selection
of monoclonal populations is already being utilized for hybridoma cloning in the laboratory, where

this work has been conducted.
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