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Nézev vyndlezu:

Zpusob pripravy mysich monoklondlnich
protildtek proti C-peptidu lidského
proinsulinu

Anotace:

Jednd se o zphsob pfipravy mysich monoklo-
nalnich protilatek proti C-peptidu lidského pro-
insulinu. Zpusob zahrnuje postup k ziskani hy-
perimunizovanych mysi, jejichZ slezinné bunky
jsou pouzity k pfipravé hybridomt produkuji-
cich monoklonalni protilatky vhodné pro pouZiti
ke kvantitativnimu stanoveni koncentrace C-
peptidu lidského proinsulinu nebo ke stanove-
ni lidského proinsulinu.
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Vyndlez se tykd zpusobu pripravy mysich monoklondlnich pro-
tilatek proti C-peptidu lidského proinsulinu.

Tyto monoklondlni protilatky mohou byt vyuZity hlavné v kli-
nické diagnostice u diabetikll k analytickému stanoveni C-peptidu
lidského proinsulinu v seru a moCi pacientu.

C-peptid je soucdsti proinsulinu syntetizovaného v beta-bun-
kdch Langerhansovych ostrivki pankreatu. JesSté v beta-burice je
vétsina proinsulinu (86 aminokyselin) rozstépena na insulin (51
aminokyselin), C-peptid (31 aminokyselin) a dva dipeptidy.
Z beta-bunék vychdzi insulin a C-peptid v ekvimoldrnim poméru
1:1 a soucasné mald cast JjesSté nerozsStépeného proinsulinu (do
20%). ' ’

Lidsky insulin md stejnou imunoreaktivitu jako insuliny zvi-
feci, které jsou pouZivany k 1écbé diabetikua (neshoda v 1 amino-
kyseliné v pripadé insulinu veprového a ve 3 aminokyselinach
v pripadé insulinu hovéziho). Proto u diabetiku lécéenych insuli-
nem neni stanoveny insulin ukazatelem sekrece z vlastnich Langer-
hansovych ostrivkia. U takovych diabetikd podd informaci o zbytko-
vé . sekreci pouze vysSetreni C-peptidu lidského proinsulinu.

. Protildtky proti C-peptidu 1lidského proinsulinu 1lze dosud
vyrdbét tak, Ze C-peptid je opakované injikovan jako antigen po-
kusnym zvirfatim, nejcastéji morcatim. Sérum takto imunizovanych
zvirat, odebirané po urc¢ité dobé pisobeni antigenu, slouZi jako
zdroj protildtek uzZivanych zejména pro kvantitativni stanoveni
C-peptidu lidského proinsulinu v séru nebo moc¢i metodou radio-
imunologické nebo enzymoanalytické analyzy. Tento postup, nazyva-
ny konvenéni imunizaci, m& nékolik nevyhod. V séru imunizovanych
zvir¥at se nachdzi heterogenni smés protildtek, tzv. polyklondl-
nich, jejichZz spektrum je v kazZdém jednotlivém organismu ruzné
a neopakovatelné. Vyrobni sSarzZze konvencénich sér se proto daji
tézko standardizovat a vychdzeji z vyroby v Sirokém rozmezi kva-
lity.

Nevyhodu konvencénich sér proti C=-peptidu v principu odstra-
nuje pouziti hybridomové technologie. Produkt hybridomu - mono-
klondlni protildtka - je nami¥en proti jediné antigenni determi-
nanté. Tento pristup, tj. priprava hybridomd produkujicich mono-
klondlni protilatky specificky rozeznavajici C-peptid 1lidského
proinsulinu, byl pouZit v nasledujicich publikacich: Madsen
0.D., Cohen R.M., Fitch F.W., Rubinstein A.H., Steiner D.F.: The
production and characterization of monoclonal antibodies specific
for human proinsulin using a sensitive microdot assay procedure.
Endocrinology 113:2135-2144, 1983; Madsen 0.D., Frank B.H., Stei-
ner D.F.: Human proinsulin - specific antigenic determinants
indentified by monoclonal antibodies. Diabetes 33:1012-1016,
1984. Monoklondlni protildtky specifické pro 1lidsky proinsulin
jsou pouzivany zatim pouze k vyzkumnym uicelum. Monoklondlni pro-
tildtky C-peptidu lidského proinsulinu s uréenim pouze k imuno-
histochemii jsou uvedeny v katalogu firmy Novo (Dansko). Tyto mo-
noklondlni protildtky proti C-peptidu lidského proisulinu nebyly
. dosud pripraveny s takovymi parametry (nizkad asociaéni konstan-
ta), aby mohly byt vyuZity pro sestaveni diagnostické soupravy.
C-peptid lidského proinsulinu se dosud stanovuje soupravami za-
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loZenymi na polyklondlnich antiserech napr. Biodata-Serano nebo
Vv roce 1989 zavadénad souprava Ustavem pro vyzkum, vyrobu a vyuzZi-
ti radioizotopl, Praha.

Normdlni hodnoty C-peptidu v séru &i plasmé zdravych osob na
la¢no jsou 0,3-0,9 pmol/1 (tj. 1-3 ng/ml), pri stimulaci dochézi
ke zvySseni o 150-200 %. Do moc¢i je C-peptid vylucovén v kvantu
9-45 pmol/24 hod., tzn. v koncentracich 4-25 pmol/l. 2Zv1asté vy-
Set¥eni C-peptidu w mo¢i pomoci radioimunologické analyzy vyZadu-
je vysoce specifické protilatky (vzhledem k p¥itomnosti ' mnoha
S§tépa Jjinych bilkovin v mo&i). Polyklondlni protildtky nemaji
dostatecnou specifitu pro universdlni vyuziti.

Tento nedostatek malé specifinosti miZe byt odstranén pou-
Zitim monoklondlnich protildtek ziskanych zplsobem podle vynale-
zu, jehoZz podstatnou je, Ze po imunizaci samic k¥iZencu inbred-
nich mysSi kmenud B10.A a BALB/c navdzanim C-peptidu lidského pro-
insulinu na bilkovinné nosic¢e - hovézi albumin nebo thyreoglobu-
lin, emulgovédnim téchto v adjuvans a podkoznim podédnim, se sle-
zinné bunky z imunizovanych mys$i sfidzuji s bunkami myelomové 1li-
nie Sp 2/0 - Agl4 a vzniklé hybridomy se adaptuji k rastu in vi-
vo Vv peritoneu mysi inbredniho kmene BALB/c, naceZ se 2z 1 ml
ascitické tekutiny produkované hybridomy v peritoneu mys$i izoluje
4 - 10 mg monoklondlniho imunoglobulinu proti C-peptidu 1lidského

proinsulinu s asociac¢ni konstantou v systému 125I—Tyr-C—peptid/C—
-peptid v rozmezi od K = 10’ 1/mol do lQlo 1/mol.

Zv1asté popsany postup imunizace k ziskdni hyperimunnich my-
$i je nejdilezitéjsi krok pripravy monoklondlni protildtky proti
C-peptidu 1lidského proinsulinu. Tento postup byl vybrdn jako
optimdlni a z mnoha zkousenych. '

a) Postup imunizace mysi

Samice kriZencd inbrednich mySich kmend B10.A a BALB/c byly
nékolikanasobné imunizovany C-peptidem 1lidského proinsulinu jed-
nak navadzaného na hovézi thyreoglobulin, jednak na hovézi albu-
min. Na bilkovinny nosié navdzany antigen byl emulgovadn v komple-
tnim nebo inkompletnim adjuvans (Bacto adjuvant incomplete/com-
plete-Freund, Difco Laboratories). Tyto imunogenni formy antigenu
byly mySim poddvany podkozné na bfisni stranu a do tlapek. U k¥i-
Zencl (B10.A x BALB/c) mysSi 1lépe odpovidaji na C-peptid lidského
proinzulinu neZ homozygoti.

b) Priprava hybridomi produkujicich monoklondlni protildtky proti
C-peptidu lidského proinsulinu

Hybridomy byly ziskdny na principu znadmém z odborné litera-
tury (Fazekas de St. Groth, S., Shceidigger, 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 anti-
gens produced by hybrid cell lines, Nature 266: 550, 1977). Pozi-
tivita specifickych protilatek byla sledovdna v sérech mys$i imu-
nizovanych C-peptidem. Z mysi, jejichZ séra byla pozitivni v re-
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déni 1:500 (zjistovana pomoci radioimunologického precipitaéniho
testu) byly odebrany sleziny a pouzity k fuzi s burkami mySi mye-
lomové linie Sp2/0-Agld4. Bunky z 1 sleziny byly po flzi naneseny
do osmi 96 jamkovych destic¢ek s plochym dnem. Z nékolika fduzi by-
ly ziskdny 3 hybridomy produkujici protildtky proti C-peptidu
lidského proinsulinu. Stabilita hybridomd byla kontrolovadna troj-
nadsobnou klonaci.

c) Adaptace hybridomd Xk ristu in vivo v mysSich inbredniho kmene
BALB/c ‘

. Pro mnoZeni hybridnich bunék v mysSich kmene BALB/c bylo nut-
né hybridomové bunky vzniklé fuizi slezinné bunky heterozygotni
mys$i k¥iZencd (B10.A x BALB/c) adaptovat na rist in vivo. Vyklo-
nované hybridové buriky produkujici monoklondlni protildtku byly

aplikovadny v mnozZstvi 5 x 10% bunék do peritonedlni dutiny mysi
k¥iZencu (B10.A x BALB/c). Aby doslo k lep$Simu uchyceni aplikova-
nych bunék, byla mys 7 dni pred prenosem bunék hybridomu ovlivné-
na "Pristanem" (2,6,10,14-Tetramethylpentadecane, Sigma, USA)
(0,3 ml intraperitonedlné). Po 20 dnech rustu hybridomu v perito-

nedlni dutiné byla mysS uhubena a bunky (5 x 10°) byly preneseny
do peritonedlni dutiny bezthymovych mysi (nu-nu). P¥ijemcum byl
poddn opét 7 dni pred prenosem bunék hybridom "Pristan". Po 20

dnech rustu hybridomu v peritoneu byla mys uhubena a bunky (107)
byly preneseny do peritonedlni dutiny mysi kmene BALB/c predem
ovlivnénych "Pristanem". Ve veéts$Siné mySi kmene BALB/c hybridom
rostl. Adaptované hybridomy ' na rust v kmenu mysi BALB/c byly po
pomnoZeni v tkanové kulture zamrazZeny a uchovavany v tekutém du-
siku.

d) ZpUsob biosynthézy monoklondlnich protildtek in vivo

Adaptované bunky hybridomd injikované do peritonedlni dutiny
my$Si BALB/c jsou schopny produkovat ascitickou tekutinu, kterd
obsahuje za ekonomicky vyhodnych podminek velké mnoZstvi monoklo-
nadlni protildtky. Z ascitické tekutiny je moZné izolovat monoklo-
ndlni imunoglobulin nap¥. nékolikandsobnym presrdZenim 50 % nasy-
cenim siranem amonnym. Vyhodou monoklondlni protilatky oproti
protildtce polyklondlni (viz dvod) je hlavné v tom, Ze monocklo-
ndlni protilatka reaguje s urcéitym mistem (jednou determinantou)
na molekule C-peptidu lidského proinsulinu. Tato reakce je vysoce
specifickda. Hybridomy produkujici monoklondlni protildtky proti
- C-peptidu lidského proinsulinu je mozZné kultivovat in vitro v mé-
diich vhodnych pro Zivo&isné buiikky a jsou adaptovany pro rust in
vivo v peritonedlni dutiné mysi kmene BALB/c. Z konserv uchovava-
nych v kapalném dusiku je moZné zajistit produkci protilatky bez
potreby dalSiho antigenu. Monoklondlni protildtky reaguji s c-
-peptidem lidského proinsulinu a neni treba se zbavovat proti-
latek balastnich. Timto zplsobem mohou byt ziskdny monoklondlni
protildtky s vysokou asociaéni konstantou, a proto jich miZe byt
pouzZito pro analytické stanoveni c-peptidu 1lidského proinsulinu
v séru a moC¢i pacienti RIA metodou. Aplikaéni oblasti je tedy
klinicka diagnostika u diabetikii. Dd4le jsou monoklondlni proti-
latky . pouZitelné ke stanoveni lidského proinsulinu imunoradio-
metrickou metodou (IRMA) ¢i metodou ELISA. Aplikaéni oblasti je
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zde diagnostika nddorl vychdzejicich z beta-bunék Langerhansovych
ostruvka (nesidiom - "insulinom"), familidrni hyperproinsulinemie
a studium sekrece insulinu a proinsulinu za jinych patologickych
stavi. D4 se predpoklddat vyuZiti monoklondlnich protildtek proti
C-peptidu lidského proinsulinu pro imunohistochemické a imuno-
cytochemické analyzy, vcetné elektromikroskopickych, zaméfenych
na studium biosyntézy proinsulinu a proinsulinu za normdlnich
a patologickych stavi a feseni otdzky internalizace proinsulinu.
Monoklondlni protildtka miZe byt vyuzZita v pribéhu biosyntetické
vyroby lidského insulinu, vcéetné kontroly kvality koneéného pro-
duktu.

P¥iklad 1

- Monoklondlni protildtky proti C-peptidu lidského proinsulinu jsou
produkovany hybridnimi burkami vzniklymi fizi bunék mysi myelomo-
vé linie Sp2/0-Agl4 a bunék, ziskanych ze sleziny Fq hybridd my-
$ich kmend B10.A x BALB/c imunizovanych C-peptidem lidského pro-
insulinu podle schematu popsaného v ndsledujici tabulce:

Tabulka

Schema imunizace my$i F, (B10.A x BALB/c) C-peptidem lidského
proinsulinu

davka den podani zplsob poddni a mnoZstvi forma
na 1 davku antigenu
1. 0. den s.c.; 50 pg/o,z ml;b¥icho{ kompl. adjuvans2
2. 21. den s.c.; 50 pg/0,2 ml;tlapky| nekompl. adjuvans2
3. 35. den S.c.; 50 pg/0,2 ml;b¥icho| kompl. adjuvans2
4.-5.| 50. a 51.| i.v. a 2x 15 pg/0,2 ml; roztok ve fyziol.
den ocasni vena _ roztoku
6.-7.| 52. a 53.| i.p. a 2x 30 ug/0,2 ml roztok ve fyziol.
den roztoku

1C—peptid navazany na hovézi thyreoglobulin byl pouZit u davek
1, 2 a 3. C-peptid navazany na hovézi albumin byl pouzit pri
4,-7. davce.

2Bacto adjuvant incomplete (complete) Freund, Difco Laboratorie.

Lidsky synteticky 1-Tyr-C-peptid, Kktery byl pripraven ve
spolupraci Ustavu organické chemie a biochemie €SAV a Vyzkumného
Ustavu endokrinologického v Praze (B. Bendlovd, M. Lebl, P. Stol-
ba, L. Starka) byl pripojen na hovézi thyreoglobulin nebo albumin
‘na principu jednostupriové glutaraldehydové reakce (Avrameas, S.,
Ternynck, T.: The crosslinking of proteins with glutaraldehyde
and its use for the preparation of immunosorbents, Immunochemist-
ry 6:53-66, 1969). Reakcni pomér albumin: C-peptide-glutaraldehyd
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byl 1:10:100. Kvalita konjugdtu byla sledovdna stanovenim imuno-

reaktivity pfi RIA, pripojenim 125I-Tyr-C-peptidu ~a pripojenim
Tyr-C-peptid-Ile s ndslednou- analyzou aminokyselin.. Takto bylo
stanoveno, Ze na 1 mol albuminu bylo navdzdno asi 7 mol C-peptidu
a na 1 mol thyreoglobulinu asi 40 mol C-peptidu.

Priklad 2

Hybridomové buriky produkujici monoklondlni protilatky proti
C-peptidu lidského proinsulinu rostou in vitro jako polosuspenzni
kultury. Zékladnim kultivaénim médiem Jje Eaglovo minimdlni esen-
cidlni médium s Hanksovou solnou smési doplnéné o neesencidlni
aminokyseliny, L-glutamin (3 mM), pyruvat sodny (1 mM). Toto mé-
dium (oznadované jako RPMI, Ustav molekuldrni genetiky CSAV) je
pro kultivaci hybridomd doplnéno penicilinem, streptomycinem,
gentamycinem, 2-merkaptoetanolem (0,05 mM), pufrem Hepes (kyseli-
na N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N'-2 ethansulfonovd) (10 mM) a in-
aktivovanym bovinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané, 10 %).
Hybridomy jsou kultivovany pri 37 °C.

Priklad 3

Za Ucelem pomnoZeni adaptovanych hybridomovych bunék na rust

in vivo bylo aplikovédno 5 x 10° bunsk do peritonedalni dutiny mysi
kmene BALB/c. Aby doslo k lepsimu uchyceni aplikovanych bunék,
byla mys$ 10 dni pred prenosem bunék hybridomu ovlivnéna parafino-
vym olejem (0,5 ml intraperitonedlné). Po 10 dnech rustu hybrido-
mu v peritonedlni dutiné byla mys uhubena a naprodukovand asci-
tickd tekutina odebrédna. V pripadé hybridomu produkujiciho mono-
klondlni protilatku C-PEP-01 bylo celkem 2ziskéno 2 ml ascitické
tekutiny, kterd obsahovala 9 mg/ml imunoglobulinu. Produkovand
protilatka je monoklondlni imunoglobulin podtr¥idy IgGl s lehkymi
retézci typu kapa, Jjeji isoelektricky bod Jje v rozmezi pH
6,0-6,7.

Priklad 4

VySetfeni C-peptidu pomoci radioimunologické analyzy vyzZadu-
je protildtky o co nejvys$si specifité a co nejvys$si afinité.
Monoklondlni protildtky C-PEP-01, C-PEP-02, C-PEP-03 reaguji spe-
cificky s C-peptidem lidského proinsulinu a lidskym proinsulinem
(preparat od firmy Lilly, USA). Nereaguji s lidskym a veprovym
insulinem, lidskym glukagonem a veprovym proinsulinem (preparat
od firmy Novo, Déansko), lidskym somatostatinem (prepardt od firmy
Serono, Italie). NejvyssSi asocia¢ni konstantu ze tri testovanych
monoklondlnich protildtek md monoklondlni protildtka C-PEP-01,

ktera ma asociac¢ni konstantu v svstému 125I-Tyr—C--peptid/C-pep-
tid: X = 1,1 . 10° 1/mol. Obé zbyvajici monoklondlni protilatky
C-PEP-02 a C-PEP-03 maji K = 10’ 1/mol.
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PATENTOVE NAROKY

Zpisob pripravy vyssSich monoklondlnich protildtek proti
C-peptidu lidského proinsulinu vyznacéujici se tim, Ze po imuniza-
ci samic k¥iZencl inbrednich my$i Kkmend B10.A a BALB/c navazanim
C-peptidu 1lidského proinsulinu na bilkovinné nosic¢e - hovézi
albumin nebo thyreoglobulin, emulgovdnim téchto v adjuvans a pod-
koZnim poddnim, se slezinné bunky 2z imunizovanych mys$i sfdzuji
s bunikami myelomové linie Sp 2/0 - Agl4 a vzniklé hybridomy se
adaptuji k ristu in vivo v peritoneu mys$i inbredniho kmene
BALB/c, naceZ se z 1 ml ascitické tekutiny produkované hybridomy
v peritoneu mysi izoluje 4 - 10 mg monoklondlniho imunoglobulinu
proti C-peptidu 1lidského proinsulinu s asociac¢ni konstantou

v systému 125 I-Tyr-C-peptid/C-peptid v rozmezi od K = 107 1/mol
do 1010 1/mol.

" Konec dokumentu .
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