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Vynslez se tyk#é nového hybridomu, tj. hybridniho jednobun&iného organismu, sestro-
janého bungnou Fuzdi mySi nyelomové linie P3-X63-AgB8.653 a my3% slezinné lymfoidni bus-
ky. produkujici protilétku proti 1idskému thyrenstimuladnimu hormonu (TSH).

Doposud se protildtky proti thyraostimulaéninu hormonu (TSH) vyrébdji tak, Ze je
thyraostimulani hormen opakcvand injikovén (zpravidla spolu s adjuvans) pokusnym zvifa-
tom, a to nejéastéji krdlikdm. Sérum takto imunizovanych zviFat, odebrané po urdité do-
b% plsobeni antlgenu, slouZeni jako zdroj protilatek, uzivanych zejména pro stanoveni
hladiny thyrecstimulaénihe hormonu v séru metodou radioimuncanalyzy (RIA) a pro prikaz
pEitomnosti thyreostimula&nihe hermonu ve tkanich. Tento postup nazyvany konvenéni imu-
nizaci, mé ndkolik nevyhod. V séru imunizovanych zvifat se nachézi heterogenni smés
protildtek, jejichz spektrum je v kazdém jednotlivém srganismu rdzné a nespakovatelné.

V pripadé antisér proti thyreostimuladnimu hormenu je situace jesté komplikovéna tim,

%@ thyreostimuladni hormon mé polavinu molekuly (alfa subjednotku) identickou s alfa sub-
jednotkou jinych glyksproteinovych hormont hypofyzy (luteinizadni hormon - LH a foliku-
jostinuladni hermon - FSH) a placenty (lidsky chariovy gonadotropin -~ HCG), takZe vznik-
14 antiséra zk#ifend reaguji se viemi t&mito hormony. Tyto netddouci reakce je nutno
sdstranovat slezitym zpGscbem, zvanym vysycovéni. vyrobni Zarfe konvendnich antisér se
prote daji jen velmi nesnadno standardizovat a vychézeji z vyroby v $irokém rozmezi
kvality. Pro vyrobu koZdé BarZe je tifeba piipravit zna&nd &isty imunizadni antigen a dal-
51 antigeny orc vysyceni balastnich protilatek proti podobnym molekuldm, zejména vyse
uvedenym glykoproteinovym hormonda.

v 88Fr byly pFipraveny lymfocytdrni hybridomy produkujici protildtky proti thyreosti-
muladnimu hormonu,. Tyte protilétky viak maji pFilis nizkou asociani konstantu a proto ne-
jsou poufitelné pro imunachemické stanaveni hladiny thyresstimula&niho hormonu v t&leg~
nych tekutinich s dostateénou citlivosti. Ve svitové literatu¥e jeou popsény hybridomy
produkujici protilatky proti thyreostinmuladnimu hormenu s dostatednoeu afinitou. Roz$ife-
ni jejich palety by umoZnile nalézt dal$i vzédjemnd kombinace protildtek vhednych ke sta-
noveni thyresstimuladniho hormonu, napiiklad metodou imunoradismetrické analyzy.

Uvedené nedostatky odstranuje a roezdifuje paletu monoklenélnich protilatek vhednych
ke stanoveni thyreostimula&niho hormonu hybridom podle vyndlezu, produkujici protilatku
proti lidskénu thyresstimulalnimu hermonu, ktery je uloZeny ve sbirce hybridomd Védecké-
ho stiediska pro hormondlni proteiny a peptidy Léka¥ské fakulty University Karlovy v Hrad-
ci Kralové, Simkova 870, pod sznadenim TSH-51.

Uvedeny hybridom byl zigkén zplsobem zndmym z odborné literatury (Campbell, A.M.:
Moneclonal antibody technology. Elsevier, 1984, Goding, J.W.: Monoclonal antibodies:
Principles and practice, Second ed., Academic Press, 1986) klonovénim soubsru hybridnich
bungk, vzaiklych fuzi bundk my3i myelomové linie P3-X63-Ag8.653 a bundk, ziskanych ze
sleziny mySi kmens BALB/c, imunizovanych lidskym thyreostimuladnim hormenem izslovanym =
hypofyz.

vyhedou lymfocytirniho hybridomu TSH-51 je, e produkuje zcels homogsnni protiléthku,
tzv. protildtku monoklondlni, kters je schopna specificky reagovat s lidskym thyrecstimu-
la&nim hybridomem, Hybridem TSH~51 je moZno kultivevet in vitro v médiich vhodnych preo
psstavéni Zivedidnych bundk nebs v podminkéch in vivo v peritonedlni dutind my3i kmene
8ALB/c. Hybridem TSH=51 je vhedny k dlouhodobému uchovévéni v konzervach uloZenych v ka=-
palném dusiku. Produkci moneklenalndi protilatky je moZne zshajit pe rozmraZeni bunéiné
kenzarvy, aniZ by bylo tfeba dalSiho antigenu. Protilatka produkovand hybridamem TSH-51
je spoecifickd vyhradnd pro thyreostimuladni hormon, nereaguje s ostatnimi glykoproteino~=
vyini hormony. Prokaz byl preveden vazbou hormond znaenych izotopem jodu 125 na tuto pro-
tilatku jednak v systému radioimuncanalyzy (RIA) na pevné bazi (tab. 1), jednak v klasic-
kém RIA systému se separaci pomoci druhé protilédtky (tab. 2). Urdité vazba na protilatku
byla zjiftsna jen v pFipadé felikulostimuladniho hormonu a zejména luteinizalnihe hormenu,
toto viak lze vysvétlit tim, Ze oba pouZité preparaty nejsou zcela &isté a obsahuji urdité
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mnoZstvi thyresstimula&nihe hormonu. Ze najde o zkFiZenou reakci protilétky dekazuji vy-
sledky zjisténé v éystému imunoradiometrické analyzy (IRMA} jak bude uvedens dédle. Asoci-
“atni konstanta monoklondlni protilétky TSH-51 byla ur&ena za pouZiti systému radioimuno-
anzlyzy ¢ druhou protilatkou tak, Ze byla zjis¥ovéna vazba sniZujici se koncentrace me-
zindrodniho standardu TSH IRP 80/558 s pitidavkem znaSeného hormonu. Ke 100 mIU/1 IRP
80/55€ bylo pridénc takové mnoZstvi znaSeného thyreostimuladniho harmonu, aby bylo dosa-
%eno aktivity 100 000 cpm. Pi#i stanoveni byl pouZit tento materidl a fada & dvojnésob-
nych Feddni, P*i vypodtu asocia&ni konstanty byla zahrnuta i koncentrace traceru zjiStg-
né metodou vniti¥niho standardu. Na zdkladd t8chto m&feni byla zji3t¥na asocialni kon-
stanta protilétky 5,5 . 1010 1/mol.

Protildtka produksvansd hybridemem TSH-51 spojuje specifitu vazby lidského thyressti-
muladnihs hormonu s vysokou asociadni konstantou. Tyto charakteristiky ume2nuji pii je-
jim pouZitd zkonstruovat systém imunoradiometrické analyzy (IRMA} pro stanoveni hladin
thyreostimula&nihe hormonu v séru, ktery je striktn® specificky (tj. neni ovlivnin ani vy-
sokymi hladinami p¥ibuznych hermond napiiklad v tdhotenstvi) a md velmi nizky dotekini
limit (tj. umoZfuje rozpoznini sniZenych hladin thyresstimula&niho hormonu a poufiti mikro-
metod pii screeningu novorozencd). '

Priklad 1

Pro pomnoZeni hybridomovych bungk in vive bylo aplikovéne 1 x 10% bun&k do perite~-
nedlni dutiny my3i BALB/c. Pro lep3i uchyceni injikovanych bundk byla myd tyden pFed pife-
ngsem bun¥k hybridomu ovlivn&na parafinovym olejem (0,5 ml intraperitonsdlné). Po 14
dnech rlstu hybridomu byla odebrina ascitickd tekutina a tento odbdr byl opakovdn ob den
colkem t¥ikrét. Celkem byla zfskéno 16 ml ascitické tekutiny, kterd obeashovaela 8 mg/ml
imunoglobulinu, Z této ascitické tekutiny byla izclovéna &istéd moncklondlni protildtka
chramatagrafii na komplexu protein A-Sepharose CL~48 a adsorbovéna na pevnou fdézi zkuma-
-vek takto: Vnit#ni povrch polystyrencvych zkumavek Koh-i-noopr byl upraven piscbanim 1%
roztoku glutaraldehydu ve vods po dobu 4 h a po promyti zkumavek byl aplikovén roztok
izolované monoklondlni protilidtky produkované hybridomem TSH-51 ve fyziologickeém rozte-
ku s fosfétovym pufrem (PBS) pH 7,5 o koncentraci 5 ug/ml pifes noc. Po promyti byla zby-
vajici vazebnd mista blokovéna roztokem bovinniho sérového albuminu v P83, pH 7,5 v kon-
centraci 1 ¢ hmot. Zkumavek se zakotvenou protildtkou produkovanou hybridomem TSH-51 ’
bylo pouZito pro stanovend hladiny TSH v séru. Do zkumavek‘bylo pipetavéang 200 ul stan=-
dardu o zndmé koncentraci TSH nebo vySetfovaného vzorku, po hodingvém tiepdni pfi poko-
jové teplot& byl materidl odsédt, zkumavka jednou propléchnuta pufrem PBS, pH 7,5 a v
daldim kroku byle pipetovéno 200 ul roztoku jiné moncklondlini protildtky s kddovym ozna=-
¢enim TSH-116 oznalené jodem 125 v roztoku albuminu v pufru P8S, pH 7,5 o koncentraci 5 §
hmat. Koncentrace znadené protilétky TSH-116 byla piipravena tak, aby palet impulzld byl
60 000 za minutu ve 200 ul. Po inkubaci znadené protildtky pfes nec byly zkumavky pa od-
séti dvakrét promyty pufrem PBS, pH 7,5 a zZakotvend radicaktivita m3ifena na gamapoita-
gi. Vysledky 2jist&né se standardy o zndmé koncentraci TSH §hrnuja kalibraéni kiivika,
imuneradiometrického systému (IRMA) za pouziti protilatky TSH-5l. Pierulovend Céra udéva
abhsclutni podet impulzd znadené protilétky vézanych na pevnou fdzi, plnd dra podet im-
pulzd po odetteni nespecifické vazby nulevého vzerku ("blanku"). Prémdrné hodnsty blaku
plfi m&feni dvacoetl zkumavek a pdsmo 2 smérodatnych odchylek nad timto prim&rem jsou znd-
zorndny $rafovanym pdsem. Radicaktivita cdpovidajici kalibradnimu bodu 0,05 wIU/1 je na
herni hranici tohoto pasma a pfedstavuje tak detekdni limit essje. Byl zjistén velmi niz-
ky detek&ni limit stanoveni =~ 0,05 mIU/1 TSH. Dale byle zjis¥avéno, jaké hodnoty budou v
tomto systému stanoveni imunoradiometrické analyzy (IRMA) zji3tdny pfl pouZiti roztokd dal-
Sich hormond o zndmé koncentraci a jak tento pifdavek jinych hormond ovlivni wvyeledek sta=-
novaend hladiny TSH. Vysledky jsou shrnuty v tabulce &. 3, Systém IRMA nebyl avlivnén po-
ufitymi koncentracemi HCG a PRL, jedind mezindrodni standard LH IRP 68/40 v kancentraci
160 IU/1 vykazoval odelitatelnou hednotu TSH (0,09 mIU/1). Standard viak chszhuje podle
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Gdajd Sv&tevé zdravotnické organizace (WHO) O,1 mIU TSH na 77 IU LH, tj, 0,129 ¥ celko-
vého mnoZstvi LH a stanovend hodnota tak odpovidé pFfitemnosti TSH ve vzorku.

Pi#iklad 2

Byly pfipraveny zkumavky se zakotvenou protilétkou produkovanou hybridomem TSH-51
stejnd jako v pFikladu l. Do zkumavek byly umistdny terdiky filtracniho papiru se za=-
schlou kirvi o znémé koncentraci TSH urdené pro kalibraci kitu pro screening novoroze-~
necké hypothyreosy firmy Pharmacia. Na terdiky byle pipetovénce 200 ul roztoku jiné'pro-
tilatky s kodovym oznadenim TSH-61 oznalené jodem 125 v roztoku PBS, pH 7,5 s obsahem
0,1 % hmot. bovinniho sérového albuminu, Koncentrace jodované protildtky TSH-51 byla ta-
kové4, %e 200 ul roztoku m8lo aktivitu 60 000 impulzd® za minutu. Pg 24 hodindch inkubace
byla tekutina odsédta, zkumavky dvakrét promyty roztokem PBS, pH 7,5 a navadzané radlo-
aktivita m&fena na gamapodita&i. Ke kslibraci byly piidany dvé skvrny kontrolnich krvi.
Vysledky jsou uvedeny na obr. 2, ktery zndzornuje kalibradni kitivky systému IRMA pro
stanoveni TSH z krevnich skvrn na papife v rdmci screeningu noverszenscké hypothyreasy.
farkovant je zakreslena kalibra&ni kitivka zahrani&niho kitu dosud pouZivaného, jak je
uvedena vyrobcem. Plnou Sarsu je uvedena kalibradni kifivka pii pouZiti protildtky TSH=-51,
kterd jo strm&iSi co? umofnuje citlivéjsi stanoveni. Je zfejmé, Ze popsany systém je
citlivdidi ne® dosud pouZivany kit zahranidni vyreby. Vysledky zjiSt&né v kontrolnich
krevnich skvrndch se shodovaly s hodnotemi deklarovanymi.

Bunky hybridomu TSH-51 maji morfologicky charakter typickych myelomovych bungk.V pod-
minkdch in vitrfo rostou v podob& polosuspenznich kultur, Zékladnim kultivainim médiem je
Dulbeccova medifikace minimélnihp esendidlniho média (DMEM) dopln@néd L-glutaminem (2 mM),
penicilinem, streptomycinem a inaktivovanym fetdlnim telecim sérem. Hybridom je kulti-
vovan pifi 37 UC v atmosfére 5 obj. $ kysli&niku uhliZitého a jeho stiedni generaéni &as
jo 168 hodin. Produkovand protiladtka je my3i monoklondini imunoglobulin tiidy IgG 2a,
specificky vézici lidsky TSH s vysokou afinitou (asocialni konstanta v systému RIA

5,5.1010 1/mel) . Modélni podet chromozoml hybridomu 6 m&sicd po ustaveni byl €6,

.

Monoklandlni protildtka, produkovanéd hybridemem TSH-51 je peouZitelnd pre vysoce sen-
sitivni a striktnd specifické stanoveni koncentryce TSH v lidském séru imunochemickymi
metodami {imunoradiomotrickéd analyza, imuncenzymometrickd analyzy atd.), jednak pii
diagnostice poruch funkce $titné 2ldzy u dospélych (vietn& moZnoesti stanovit sniZené
hladiny), jednak pii scraeningu novorozenecké hypothyreecsy u vSech noverozencl. Je Vyuii-
telnd i pro prokez thyresstimuladniho hormonu ve tkanich imunchistochemickymi metodami a
pifi purifikaci hormendlnich proteind imuncafinitni chromategrafii. Nalezne uplatnéni v lé~
karstvi a preparativni biochemii,

Vazba znaSenych hormoni na monoklondlni protilatku produkovanou hybridomem TSH-5) zakote
venou na pevné fdzi je vyjddifena v procentech celkového mnoZstvi inkubovaného hormonu peo
ede&teni nespecifické vazby. Koncentrace protilitky na pevné fézi je (jak vyplyvé z vy-
sského procenta vazby TSH—les) vysoks., '

Hormon Vazba v procentech
TSH 68,6

LH , 2,99

FSH 0,66

HCG 0,03
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Tabulka &, 2

" Vazba znaenych hormon® p#i pou?iti monoklondlni protildtky produkovand hybridomem TSH-51
ve tiech roznych fed3nich (titrech) v klasickém RIA systému se separaci pomoci druhé pro-
tildtky. Vazba je uvedena v procentech celkovdho mnoZstvi znafienéha hormonu po cdeltendi
naspecifické vazby.

Redsni protilétky

Hermon 1:500 » 1:10 0CO 1:100 00O
TSH 62;8 50,0 13,7
FSH 0,7 0,4 o

LH 4,3 3,0 1,1
HCG » . 0,04 0 0
PRL 0 : 0 0
HGH ¢] 0 0

PouZité zkratky: TSH ~ thyrsostimula&ni hormon, FSH - folikulostimula&ni hermon, LH «
luteinizadni hermon, HCG - lidsky choriovy gonadotropin, PRL ~ lidsky prolaktin, HGH -
lidsky rastovy hormon.

Zki*iZené reakce pi'i stenoveni hladiny TSH metodou IRMA za pouZiti protiléatky produ-
kované hybridomem TSH-51. Jsou uvedeny stanovené hladiny TSH v roztoku standardd HCG,
LH a PRL jednak bez piidéni TSH, jednak s pi*idavkem zndmé koncentrace standardu TSH., Mo~
zindrodni standard LH IRP 68/40 ohsahuje dle Gdaj® WHO 0,129 % TSH.

Standard Stanovend hadnota TSH
nIu/1
HCG 10 00C 1U/1 méné& neZ 0,05
-t + 2 mIU/1 ToH 2,0
- +16 mIU/l TSH . ' 15,0
LH 160 1U/1 0,09
-t + 2 mIU/1 TSH 2,1
-f— +16 mIU/1 TSH . 16,0
PRL 20C ng/ml méné neZ 0,03
- +30 mIU/L TSH 30,0

PATENTOVE NAROKY

My8{ lymfocytédrni hybridom TSH-51, produkujici mencklendlni preotilatku tiidy IgC
2a proti lidskému fhyreastimu}aénimu hormonu.

2 vykresy
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