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My$i lymfocytéarni hybridom IMG CZAS IN - O4

Keseni se tyk4 mySiho lymfocytarniho
hybridomu, produkujiciho protilatku pro-
t1 prasedimu a lidskému insulinu, uloZe-
ného ve sbirce hybridomi Ustavu moleku-
larni genetiky USAV pod oznadenim IN -~ O4.
Samotnd monoklondlni protildtka hybridomu
IN - O4 je vhodna pro pouZiti v enzymo-
imunologické a radioimunologické analjze
a pro $i&t&ni insulinu afinitni chromato-

grafii.

240 846




240 846
Vyndlez se gyké nového hybridomu, tje. hybridniho
jednobun&&ného organismu, sestrojeného fiz{ bunky my-
&1 myelomové linie P3-X63-Ag8.653 a my&{ slezinné lym-
foidn{ bunky, produkujici protildtku proti praselimu
a lidskému insulinu.

Doposud se  protildtky proti insulinu vyrdbéji
tak, %e je insulin opakované injikovén Jjako antigen
pokusnym zvifatim, nejlast&ji moréatim. Sérum takto
imunizovanych zvitat, odebirané po urdité dob& piso-
‘beni antigenu, slouf{i Jjako zdroj protilétek, uzivanych
zejména pro kvantitativni stanovent plasmatického in-
sulinu metodou radioimunologické analyzy. Tento postup,
nazyvany konven¥ni imunizac{, mé& nékolik nevyhod. V séru
imunizovanych zvifat se nachdz{ heterbgenni smés proti-
1l4tek, jejichZ spéktrum je v/kaédém jédnotlivém organis-
mu razné a neopakovatelné. Organismus zpravidla vytvori
krom& protildtek viaéi Zédanému antigenu i protilétky
proti nelistotém antigenniho prepardtu. Vyrobni Z¥arZe
konventnich sér se‘proto dajf{ t&Zko standardizovat a
vychézejl z vyroby v 8irokém rozmezi kvality. Pro vyrobu
ka¥dé SarZe je treba pPipravit &isty imunizalni antigen
a daldi antigeny pro vysyceni balastnich protilétek pro-
ti nedéistotém. :

Uvedené nedostatky vy3e zminéného a dosud pouZiva-
ného postupu odpadnou, je-1li k disposici hybridom, pro-
dukujici monoklondlni protildtku proti insulinu, uloZeny
ve Sbirce hybridomd Ustavu molekuldrni genetiky CSAV v
Praze 4, Videnské 1083, pod oznafenim IMG CZAS IN-04.

Uvedeny hybridom byl ziskén zplsobem znémym z odbor-
né literatury (Fazekas de St. Groth, S., Scheidigger, D.:
Production of monoclonal antibodies: Strategy and tactics,
J.Immunol. Meth., 35:1=-21, 1980; Galfré, G., Howe, S.C.,
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Milstein, C., Butcher, G.W., Howard, J.C.: Antibodies
to major histocompatibility antigens produced by hybrid
cell lines, Nature 266:550, 1977) klonovénim souboru
hybridnich bun&k, vzniklych fuiz{ bun&k mysi myeiomové
linie P3-X63-Ag8.653 a bundk, ziskanych ze sleziny my-
&1 kmene BALB/c, imunizovanych prasedim insulinem.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenni proti-
14tku, tzv. protilétku monoklondlni, které je schopna
specificky reagovat s praseéim i lidskym' insulinem. Hybri-
dom IN-04 je mo#né kultivovat in vitro v médifch vhodnych
pro Zivolidné bunky a je adaptovén pro rist in vivo v pe-
ritonedlni dutin& my%{i kmene BALB/c. Z konserv, uchovéva-
nych v kapalném dusfku, je moZné zahdjit produkei proti-
ldtky bez dalsfho antigenu. Protildtka, produkovand hybri-
domem IN-04, reaguje jak s praselim, tak lidskym insulinem
(tj. rozezndvd determinantu spolednou pro tyto dva velmi
podobné peptidy) a neni t¥eba se zbavovat protildtek balast-
nich.

Priklad

7a Gdelem pomnoZeni hybridomovych bunék in vivo bylo
aplikovéno 5 x 10° bun&k do peritonedlni dutiny my3f{. Aby
do&lo k lep3imu uchyceni aplikovanych bun&k, byla my$ 14
dni pred prenosem bun&k hybridomu pvlivnéné parafinovym
olejem (0.5 ml intraperitonesdlns). Po 20 dnech ristu hybri-
domu v peritonedlni dutin& byle my3 zabita a naprodukovana
ascitickd tekutina odebréna. Celkem bylo ziskéno 2.0 ml
ascitické tekutiny, kterd obsahovala 7 mg/ml imunoglobu-
linu. Protildtke reagovala se specifickym entigenem (lid-
skym neto prasedim insulinem) v enzymoimunologickém testu
(pPi pouZiti praself antimy${ protildtky znaclené kfenoQou
peroxiddzou) aZ do redént 1:107. Po navézéni protildétky na
agarosovy gel bylo moZno na tomto imunosorbentu izolovat
insulin metodou afinitn{ chromatografie.
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Bunky hybridomu IN-04 majl ultrastrukturni obraz
typickych myelomovych bunék. Bunky hybridomu obsahuji
Jédra charakteristické znadnou ‘polymorfif. Cytoplasma
-bun&k obsahuje velké mno¥stvi polyribosomﬁ mitochondrie
a slab& vyvinuté endoplasmatické retikulum. In vitro
rostou jako polosuspenzni kultury. Zékladnim kultivad-
nimmédiem je Eaglovo minimdlni esencidlnf{ médium s
Hanksovou solnou sm&s{ dopln&né o neesencidln{i emino-
kyseliny, L-glutemin (3 mM), pyruvdt sodny (1 mM). Toto
médium (ozna¥ované jako H-MEMA, Ustev molekuldrnf gene-
‘tiky CSAV) Jje pro kultivaci hybridomu IN-04 doplnino
penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2-merkapto-
etanolem (0.05 mM) pufrem HEPES (10 mM) a inaktivova-
nym bovinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané&, 10%).
Hybridom je kultivovén p¥i 37°C. St¥ednt generaéni &as
je 21.5 hod. a 10 m&sicld po sestrojeni byl modédlni{ po-
det chromosomi 89. Produkovand protilétka je monoklongl-
n{ imunoglobulin podt¥fdy IgG! s lehkymi Fet&zci typu ,
jeJjt iscelektricky bod je v rozmezi pH 7.0 - 7.2.

Monoklondlni protildtka, produkovand hybridomem
IN-04 reaguje specificky svprasqéim a lidskym insulinem.

Hybridom IN-04 mi%e byt primyslovd® vyufivén jako
zdroj monoklondlnf protilétky proti insulinu v metodédch
analytickych nebo preparativnich.

- Monoklondlnf protildtke hybridomu IN-04 miZe byt
vyuZita pro analytické stanoveni insulinu p#i klinické
diagnostice v zdravotnickych zafizenfch, zvidEt& endo-
krinologicky zam&¥enych. Imobilizované mhoklondlni proti-
létky miZe byt pouZito k ¥i¥téni insulinu pomoc{ afinitni
chromatografie.
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PREDMET VYINAKLEZU
a ' ‘ . . 240 848
My&{ lymfocytérn{ hybridom IMG CZAS IN-04, produkujfct
monoklondlnf protildtku podt¥idy IgGi proti prasedfmu @ lid-
skému insulinu. |
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