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1
Vynédlez se tykd nového hybridomu, tj.

hybridniho jednobun&&ného organismu, se-
strojeného bunéfnou fizi mysi myelomové
linie P3-X63-Ag8.653 a mySi slezing lym-
foidni builky, produkujici protilatku proti
prasefimu imunoglobulinu G.

Doposud se protildtky proti imunoglobu-
linu G vyrdbégjf tak, Ze je imunoglobulin G
opakované injikovdn jako antigen pokus-
nym zvifatim, nej¢astéji kralikim nebo ko-
nim. Sérum takto imunizovanych zvirat, o-
debrané po urcité dob& pilsobeni antigenu,
slouZi jako zdroj protilatek, uZivanych ze-
jména pro kvalitativhi nebo kvantitativni
analyzu imunoglobulinu ve vyzkumu a v
imunodiagnostické praxi. Tento postup, na-
zgvany konven¢ni imunizaci, m4 nékolik ne-
vyhod. V séru imunizovanych zvifat se na-
chazi heterogenni smés protilatek, jejichZ
spektrum je v kaZdém jednotlivém organis-
mu rlizné a neopakovatelné. Organismus
zpravidla vytvori kromé protilatek vicéi Za-
danému antigenu i protilatky proti necisto-
tdm antigenniho prepardtu; ty je nutné ze
sér odstraiiovat vysycovanim. Vyrobni 3arZe
konvenénich sér se proto daji téZko stan-
dardizovat a vychdazeji z vyroby v Sirokém
rozmezi kvality. Pro vyrobu kaZdé SarZe je
tfeba pfipravit Cisty imunizafni antigen a
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dal3i antigeny pro vysyceni balastnich pro-
tilatek proti ne€istotdm.

Uvedené nedostatky vySe zminéného a do-
sud pouZivaného postupu odpadnou, je-li k
dispozici hybridom, produkujici monoklo-
nélni protilatku proti prosefimu imunoglo-
bulinu G, uloZeny ve sbirce hybridom@ Ustav
molekularni genetiky CSAV v Praze 4, Vi-
deriskd & 1083, pod oznafenim IMG CZAS
PGG-05.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplisobem
znamym 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, ]. C.: Antibodies to major histocom-
patibility antigens produced by hybrid cell
lines, Nature 266 :550, 1977) klonovanim
souboru hybridnich bunék, vzniklych fazi
my31 myelomové linie P3-X63-Ag8 . 653 a bu-
neék, ziskanych ze sleziny mySi kmene Balb/
/c, imunizovanych prasefim imunoglobuli-
nem G.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje ho-
mogenni protilatku, tzv. protildtku mono-
klondlni, kterd je schopna specificky reago-
vat s praseCim imunoglobulinem G. Hybri-
dom PGG-05 je moZné kultivovat in vitro v
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meédiich vhodnych pro Zivofi3né builky a
je adaptovan pro riist in vivo v peritonedlni
duting my3i kmene Balb/c. Z konzerv, ucho-
vananych v kapalném dusiku, je moZné za-
hé&jit produkci protildtky bez dalsiho anti-
genu.

Priklad

Za tGdelem pomnoZeni hybridomovych bu-
n&k in vivo bylo aplikovano 1,5 X 10% bungk
do peritonedlni dutiny my3i. Aby doSlo k
lep8imu uchyceni aplikovanych bunék, by-
la my$ 15 dni pred prenosem bun&k hybri-
domu ovlivnéna parafinovym olejem (0,4 ml
intraperitonedin&). Po 18 dnech rdstu hyb-
ridomu v peritonedlni dutiné byla my3 za-
bita a naprodukovand ascitickd tekutina
odebrana. Celkem bylo ziskdno 6,0 ml asci-
tické tekutiny, kterd obsahovala 9 mg/ml
imunoglobulinu. Ascitickd tekutina obsahu-
jlci produkt hybridomu PGG-05 byla smise-
na ve stejnych objemech s ascitickou teku-
tinou obsahujici produkt hybridomu PGG-02.
Smé&s téchto dvou monoklondlnich protila-
tek poskytovala precipitdt s prasefim imu-
noglobulinem G ve dvojité imunodifdzi v
agarovém gelu.

Buiiky hybridomu PGG-05 maji ultrastruk-
turdlni obraz typickych myelomovych bu-
nék, kde prevaZujici organelou jsou volné
a na membréany vazané polyribosomy. In vit-
ro rostou jako polosuspenzni kultury. Za-
kladnim Kkultivaénim médiem je Eaglovo
minimédlni esencidlni médium s Hanksovo1
soinou smési a doplnéné o neesencidlni ami-
nokyseliny, L-glutamin (3 mM]}, pyruvét sod-
ny (1 mM). Toto médium (oznacdované jako
H-MEMd, Ustav molekuldrni genetiky CSAV),
je pro kultivace hybridomu PGG-05 doplné-
no penicilinem, streptomycinem, gentamy-
cinem, 2-merkaptoethanolem (0,05 mM] puf-
rem HEPES {10 mM) a inaktivovanym bo-
vinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané,
10%). Hybridom je kultivovdn pfi 37 °C.
Stfedni genera¢ni Cas je 16,6 hod. a 8 mé&-
sicli po sestrojeni byl modé&lni podet chro-
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mosomi 87. Produkovand protilatka je mo-
noklondlni imunoglobulin podtfidy IgG1.
Monoklonalni  protildtka, produkované
hybridomem PGG-05 poskytuje ve smési s
monoklonédlni  protildtkou produkovanou
hybridomem PGG-02 precipitdt s prasefim
imunogiobulinem G a téZ s fragmentem Fc
prasetiho imunoglobulinu G. Fc fragment
ziskany limitovanou enzymatickou hydroly-
zou trypsinem je sloZen z C-koncovych po-
lovin polypeptidického Fetézce y, tj. t8Zké-
ho fetézce imunoglobulinu G. Fc fragment
obsahuje pouze konstantni &&sti Fetézce vy,
které charakterizuji imunoglobulin t¥idy G.
Precipitace fragmentu Fc je dfikazem, Ze
monoklondlni protildtka produkovana hyb-
ridem PGG-05 je zaméfena proti antigenni
determinanté lokalizované v ¢&4sti moleku-
ly imunoglobulinu tvofici Fc fragment.
Hybridom PGG-05 mfiZe byt pramyslové
vyuZivan jako zdroj protilatky proti prase-
¢imu imunoglobulinu G v metoddch analy-
tickych nebo preparativnich. ProtoZe proti-
latka je specifickd pro konstantni fast téZ-
kého fetézce imunoglobulinu G, mZe slou-
7it k identifikaci imunoglobulinu tfidy G a
k jeho kvantitativni analyze. Ve smési s mo-
noklondlni protildtkou PGG-02 se d& pouZit
pro kvantitativni analyzu metodou radidlni
imunodiftize v gelu. Dal3i moZné pouZiti je
ve funkci druhé protilatky, tj. protilatky
proti protildtce v imunochemickych a imu-
nologickych metodach v pF¥ipadech, kdy prva
protildtka je konvenfni protilatka pFiprave-
néd imunizaci pokusnych prasat. V imunoc-
histologickych a imunohistochemickych me-
todach vyuZivajicich optického nebo elektro-
nového mikroskopu se pouZije monoklondl-
ni protildtka samotnd po konjugaci s fluor-
escentnimi latkami, enzymy, feritinem nebo
biotinem. Pro vytvoFeni precipitdtu druhou
protildtkou, napriklad v radioimunoanalyze,
nebo pro vytvoreni zdkalu, napriklad v imu--
noefelometrii, se pouZije monoklondlni pro-
tilatka PGG-05 ve smé&si s monoklondlni pro-
tildtkou PGG-02. :

PREDMET VYNALEZU

My3i lymfocytdrni hybridom IMG CZAS
PGG-05, produkujici monoklonélni protil4t-

ku podtfidy IgGl proti prasefimu imuno-
globulinu.
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