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{64) Mysi lymfocytarni hybridom IMG CZAS TU-04

Redenf se tyk4 myZfho lymfocytdrniho
hybridomu IMG CZAS TU-04, produkujicfho pro-
tildtku proti tubulinu, zejména prasedimu,
uloZ¥eného ve Sbfrce hybridomd Ustavu mole-
kuldrn{ genetiky CSAV pod oznadenim TU-04.
Samotnd monoklondlnf{ protildtka hybridomu
TU-04 je vhodnd pro pouZiti v enzymoimuno-
logické a radioimunologické analyze a pfFi
vizualizaci mikrotubuld v bufikdch na drovni
optického a elektronového mikroskopu.
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Vyndlez se tykd nového hybridomu, tj. hybridnfho jednobun&&ného organismu, sestrojené-
ho buné&&nou fuz{ my3f myelomové linie P3-X63-Ag8.653 a my3f{ slezinné lymfoidnt bunky, pro-
dukujfci protildtku proti prase&fmu tubulinu.

Doposud se protildtky proti tubulinu vyrdb&j{ tak, Ze je tubulin opakovan& injikovén
jako antigen pokusnym zvi¥atdm, nej¥ast&ji krdlfkdm. Sérum takto imunizovanych zvi¥at, ode-
bfrané po ur&ité dob& plisobenf antigenu, slou%¥f jako 2droj protildtek, uffvanych zejména
pro identifikaci buné&&nych struktur, obsahujicfch tubulin.

Tento postup, nazyvany konvendnf imunizacf, m& n&kolik nevyhod. V séru imunizovanych
zvifat se nachgzf heterogenni smés protildtek, jejichi spektrum je v ka?dém jednotlivém
organismu rdzné a neopakovatelné.

Organismus zpravidla vytvof{ kromé& protildtek vii&i ¥4danému antigenu 1 protildtky proti
nedistotdm antigennfho prepardtu; ty je nutné ze sér odstratiovat sloZitym zplsobem, zvanym
vysycovéni.

Vy¥robn{ SarZe konven&nfch sér se proto dajf t&%ko standardizovat a vychdzeji z vyroby
v Sirokém rozmez{ kvality.

Pro vyrobu ka%dé SarZe je tfeba pFipravit zna¥nd Sisty imunizadnf antigen a dals{
antigeny pro vysycenf balastnich protildtek proti nedistot&m.

Uvedené nedostatky vy%e zmin&ného a dosud pou¥fvaného postupu odpadnou, je-li k dispozi-
ci hybridom, produkujfcf monoklondinf protildtku proti prase&fmu tubulinu, uloZeny ve Sbfr-
ce hybridomd Ustavu molekuldrnf genetiky $SAV v Praze 4, Videfisk4 ul. &. 1083, pod oznadenim
IMG CAS TU-04. :

Uvedeny hybridom byl ziskdn zpGsobem zndmym z odborné 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., Milstein, C., Butcher, G.W. Howard,
J.C.: Antibodies to major histocompatibility antigens produced by hybrid cell lines, Nature
266-550, 1977/ klonovdnim souboru hybridnich bun&k, vzniklych fiuz{ my3{ myelomové linie
P3-X63-Ag8.653 a bun&k, ziskanych ze sleziny my3f{ kmene Balb/c, imunizovanjch prase&im tu-

bulinem,

V¥hodou hybridomu je, %e produkuje homogenn{ protildtku, tzv. protildtku monoklon&lnf,
kterd je schopna specificky reagovat s prasedim tubulinem, ale i s tubulinem fady dal&ich
druhd /mezi jinymi té% s lidskym tubulinem/. )

Hybridom TU-04 je mo¥né kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro ZivoZi¥né buniky
a je adaptovédn pro rist in vivo v peritonedlnf dutind my%{ kmene Balb/c. % konzerv, iichovi-
vanych v kapalném dusfku, je moZné zahdjit produkci protildtky bez dal¥fho antigenu.

Protildtka produkovand hybridomem TU-04 je specifickd vyhradn& pro tubulin a nenf t¥eba
se zbavovat protildtek balastnich.

P¥fklad

Za delem pomnofeni hybridomovych bunék in vivo bylo aplikovdno 2 x 106 bunék do peri-
tonedln{ dutiny my3{. Aby do¥lo k lep%fmu uchycenf aplikovanych buné&k, byla my% 13 dni{ pfed
p¥enosem bun&k hybridomu ovlivn¥na parafinovym olejem /0,5 ml intraperitonedln&/. Po 18 dnech
ristu hybridomu v peritonedlnf dutin& byla my% zabita a naprodukovani ascitick4 tekutina
odebrédna. :
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Celkem bylo ziskdno 3,5 ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala 15 mg/ml imunoglobulinu.
Protildtka reagovala se specifickym antigenem v enzymoimunologickém testu /p¥i pou3itf pra-
sedf{ antimy3{ protildtkv zna%ené k¥enovou peroxiddzou/ a%¥ do Yed&nf 1 : 107.

Pomoc{ nep¥imé imunofluorescenéni techniky byl takto zfskanou protildtkou zobrazen
mikrotubuldrni komplex v burikdch my${ fibroblastoidni linie C3H pivodu. Burky hybridomu
TU-04 majf ultrastrukturdlni obraz typickych myelomovych bundk, kde p¥evaZujfc{ organelou
jsou‘volné a na membrdny vdzané polyribosomy.

In vitro rostou jako polosuspenzni kultury. Zdkladnim kultivainim médiem je Eaglovo
minimdln{ esencidlnf{ médium s Hanksovou solnou sm&s{ a doplnéné o nesencidlnf imunokyseliny,
L-glutamin /3mM/, pyruvdt sodny /1mM/ .

Toto médium /oznadované jako H-MEMd, Ustav mclekulérni'gehetiky &sav/, je pro kultivace
hybridomu TU-04 doplnéno penicilinem, streptomycinem, dgentamycinem, 2-merkaptoetanolem
/0,05 mM/ pufrem HEPES /10 mM/ a inaktivovanym bovinnim sérem /Bioveta, Ivanovice na Hané
10 %/. )

Hybridom je kultivovdn p¥i 37 °c. ‘st¥edn{ generaéni as je 14 hod. a 12 mé&s{icl po se-
strojen{ byl mod4{lnf{ po&et chromosomd 79. Produkovand protildtka je monoklondlnf imunoglobu-
lin t¥{dy’ IgM kappa, nami¥end proti epitopu na alfa-podjednotce tubulinu.

Reaguje s jinym epitopem neZ MP TU-0l, coZ bylo zjiSténo imunoblotingem protildtek
na alfa a beta tubulinu separovaného na SDS PAGE a na peptidickych &tépech celého tubulinu
stejné separovaného.

Monoklondlnf{ protildtka produkovand hybridomem TU-04 anaiogicky s konvendnfimi protildt-
kami reaguje s tubulinem ¥ady druhd. Je proto vyuZitelnd k detekci buné&nych cytoskeletdlnich

struktur v&tdiny druhd obsahujfcfch tubulin.

Hybridom TU-04 miZe byt primyslové vyuZivdn jako zdroj monoklondlni protildtky proti
tubulinu v metoddch analytickych nebo preparativnfch. '

PREDMET VYNALEGZU

My${ lymfocytdrni hybridom IMG CZAS TU-04, produkujfci monoklondlnf protilédtku tE¥{idy

IgM proti tubulinu ¥ady druht.
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