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Liy31 lymfocytirni hybridom produkujici protildtku

proti lidskdmu alfa-fetoproteinu

kedeni se tykA mySiho lymfocytirniho
hybridomu, produkujiciho protildtku proti
lidskému alfa-fetgproteinu, uloZeniho ve
sbirce hybridomu Ustavu molekuldrni jene-
tikxy CSAV pod oznalenim IhG CZAS AMFP-11.
Samotnd .monoklondilni protildtka hybriaomu
AFP-11 je vhodni pro pouziti v radioimuno-
logické analyze ke gtanoveni alfa-fctopro-
teinu a v senavifoviém enzymoimunologickdm
testu v kombineci g jingmi monolklonalnimi
protildtkami piipravenymi v Ustavu molelu-
1drni genetily CsaV (AFP-0)1 nebo APRP-u.)
ke dtanoveni koncentrace lidskiho slio-feo-
toproteinu.
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Vyndlez se tykd nového hybridomu, tj. hybridntho
Jednobun¥dného organismu, sestrojeného fizf buiky mysi
myelomové linie Sp2/0-Agi4 a my3f{ slezinné lymfoidni
bunky, produkujfci protildtku proti lidskému alfa-feto-
proteinu.

Protilétky proti alfa-fetoproteinu se mohou vyrdbst
tak, %e alfa-fetoprotein je opakovan¥ injikovén jako anti-
gen pokusnym zviFatim, nejdestdji krdlikim. Sérum takto
imunizovangch zvi¥at, odebirané po urdité dob& pisobeni
antigenu, slouZi jako zdroj protildtek, uZivenych zejména
pro kvantitativni stanoveni plasmatického alfa-fetoprotei-
nu metodou radioimunologické nebo enzymoimunoanalytické
analyzy. Tento postup, nazyvany konvenini imunizacif, mé
n&kolik nevyhod. V séru imunizovanych zvi¥at se nachézi
heterogenni sm&s protilétek, jejichZ spektrum Jje v ka%dém
Jjednotlivém organismu rizné a neopakovatelné. Organismus
zpravidla vytvori kromé& protildtek vidi Zddanému antigenu
i protildtky proti nedistotdm antigennfiho prepardtu. Vy-
robni SarZe konvendnich sér se proto daji té&Zko stendar-
dizovat a vychdzejil z vyroby v 3irokém rozmezi{ kvality.

Nevyhodu konvendnich sér proti alfa-fetoproteinu
v principu odstranuje pou%iti hybridomové technologie.
Produkt hybridomu - monoklondlni protildatka - je namiTena
proti jediné antigenni determinanté, Je-1i konstruovén do-
statedn& velky soubor hybridom je¢ pravd&podobné, Ze se z
n&ho podari vyhledat hybridom syntetizujici protildtku,
kterd je namifend proti urlité antigenni determinant& mo-
lekuly lidského elfa-fetoproteinu. Znemend to, Ze mohou
byt konstruovany klony molekuldrnich protilédtek proti rlz-
nyu antigennim determinantdm retdzce molekuly alfa-feto-
proteinu. Vyhodnost ziskéni monoklondlnich protildtek proti
nékolika antigennim determinantam je hlavné v moZnosti vy-
uziti kombinaci protildtek namifenych proti rdznym deter-
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ninentém ke zvy¥sSeni citlivostl analytickych testd pro
stanoveni{ alfa-fetoproteinu v t3lnich tekutindch. Tento
p¥istup, tj. pfiprava hybridomd produkujfcich monoklondl-"
ni protildtky specificky rozezndvajici{ alfa-fetoprotein, byl
pou%it ndkolike sutory (nap¥. Tsung, Y.~K., Milunsky, A.,
Alpert, E.: Derivation and characterization of a monoclonal
hybridoma antibody specific for human alfa-fetoprotein,

J. Immunol. Meth. 39:363£368, 1980; Stenman, U.H., Sutinen,
M.L., Selander; R.XK., Tontti, K., Schroder, J.: Characteri-
zation of a monoclonal antibody to human alpha-fetoprotein
and its use in affinity chromatography, J. Immunol. Meth.
46:337#345, 1981; Uotila, M., Ruoslahti, E., Englvall, E.:
Two-site sandwich enzyme immunoassay with monoclonal anti-
bodies to human alpha~fetoprotein, J. Immunol. Meth. 42:
11215, 1981; Hunter, W.M., Bennie, J.G., Brock, D.J.H.,

Van Heyningen, V.: Monoclonal antibodies for use in an
immunoradiometric assay for -foetoprotein, J. Immunol. Meth.
50:1332144, 1982; Van Heyningen, V., Barron, L., Brock, D.J.H.,
Crichton, D., Lawrie, S.: Monoclonal antibodies to humean
xx~foetoprotein: analysis of the behaviour of three different
antibodies, J. Immunol. Meth. 50:123#131, 1982). Bylo téZ
popséno pouZitf sendvidového enzymoimunologického testu s
vyuZit{m dvou monoklondlnich protildtek ke stanoveni koncen-
trac{ alfa-fetoproteinu v biologickych vzorcich (Uotila a
spol., viz vy3e uvedend citace). Tato metoda md vyhodu v

tom, Ze p¥i ni neni poiredba pouZivat vysoce &i3té&ného radio-
aktivné znaleného antigenu, Ze je rychld a jednoduchd. Mono-
klondlni protildtky pouZité pro sestaveni sendvidového enzymo-
imunologického testu autory Uotila a spol. byly ziskdny ze
supernatantd tkénovych kultur hybridomid, v nichZ jsou koncentra-
ce wonoklondlnich protildtek velmi nizké. Uvedenymi autory
byly pozorovany nep¥iznivé nespecifické efekty nered®ného 1lid-
ského séra, které byly odstranény. teprve fedénim vgorkd 1:10.

Tyto nevyhody odstranuje pouZit{ monoklondlnf protilstky
produkované hybridomem uloZenym ve Sbirce hybridomd Ustavu
molekuldrni genetiky (SAV v Praze 4, Videnskd &. 1083 pod
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oznadenim IMG CZAS AFP-11. Tento hybridom dob¥e roste jak

ve tkédnové kultufe in vitro, tak in vivo v peritonedlnd
dutiné mysL{ kmene BALB/c, takZe Je moZ¥no v ascitické teku-
tin& produkovat za ekonomicky vyhodnfch podminek velké mnoZ-
stvi monoklondlni protildtky. Monoklondlnf protildtku AFP-11
Jje moZno pouZit v kombinaci s jingmi monoklondlnfmi proti-
létkami (AFP-O1 nebo AFP-03) p¥ipravenyui v Ustavu molekuldr-
nf genetiky (SAV k sestaven{ sendviZového enzymoimunologické-
ho testu. V tomto uspo¥dddni se neprojevujf nep¥iznivé vlivy
zpisobené nereddnymi vzorky lidského séra.

Uvedeny hybridom byl ziskén zplisobem zndmym z odborné
literatury (Fazekas de St. Groth, S., Scheidigger, D.: Pro-
duction of monoclonal antibodies: Strategy and tactics, J.
Immunol. Meth. 35:1#21, 1980; Galfré, G., Howe, S.C., Mil-
stein, C., Butcher, be., Howard, J.C.: Antibodies to major
histocompatibility antigens produced by hybrid cell lines,
Nature 266:550, 1977) klonovénim souboru hybridnich bundk,
vzniklych fizd bun&k my3{ myelomové linie Sp2/0-Agi4 a bu-
ndk, ziskanych ze sleziny my3{ kmene BALB/c, imunizovanych
lidskym alfa-fetoproteinem. g

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenni protildt-
ku, tzv. protilédtku monoklondlni, kterd je schopna specific-
ky reagovat s lidskyﬁ alfa-fetoproteinem. Hybridom AFP-i11 Je
moZné kultivovat in vitro v médifich vhodnych pro ZivoliZné
bunky a je adaptovén pro rist in vivo v peritonedlni dutind
ny3{ kmene BALB/c. Z konzerv, uchovévanych v kapalném dusiku,
je moZné zahdjit produkci protildtky bez dalsiho antigenu.
Protildtka, produkovand hybridomem AFP-11, reaguje s lidskym
alfa~fetoproteinem a neni t¥eba se zbavovat protildtek balast-
nich.

Pr{lklad 1

Za ulelem pomnoZeni hybfidomovjch bunék in vivo bylo
aplikovéno 5 x 106 bunék do peritonedlni dutiny my3{i. Aby
do&lo k lepdimu uchyceni aplikovenych bun&k, byla my3 14 dni
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pied pfenosem bunék hybridomu ovlivnEna parafinovym olejem
(0.5 ml intraperitonedlnd). Po 10 dnech ristu hybridomu v
peritonedlni dutiné byla mys zabita a naprodukovand ascitic-
kd tekutina odebrdéna. Celkem bylo zf{skdno 2 ml ascitické
tekutiny, kterd obsahovala 3,5 mg/ml imunoglobulinu. Proti-
ldtka AFP-11 reagovala se specifickym antigenem (lidskym
alfa-fetoproteinem) v enzymoimunologickém testu (p¥i pouZi-
t{ prase¥{ antimy3{ protildtky znadené k¥enovou peroxiddzou)
a% do Pedsnf 1:10° a v radioimunologickém precipitadnim tes-
tu (p¥i pouZiti krdli&iho antiséra proti my3fmu imunoglobu-
linu a polyethylenglykolu k precipitaci komplexd antigen-mo-
noklondlni protildtka) a% do Fedé&ni 1:105. Monoklondlni
protildtku AFP-11 bylo moZno pouZft ke stanoveni alfa-feto-
proteinu pomoci precipitadnfho radioimunologického testu v
oboru koncentraci 5-200 ng/ml, p?i pouZitf ascitické tekutiny
Fedsné 1:10°.

P¥{iklad 2

Monoklondlni protildtku AFP-11 bylo moZno pouZit pro
stanoveni koncentrace alfa-fetoproteinu v sendvidovém enzymo-
imunologickém testu v kombinaci s jinymi monoklondlnimi pro-
tilditkami proti alfa-fetoproteinu (AFP-O1 nebo AFP-03), a to
s pouZitim imobilizované protildtka AFP-11 a protildtky AFP-01
nebo AFP-03 konjugovené s peroxiddzou, nebo s pouZitimimobili-
zované protildtky AFP-01 a protildtky AFP-11 konjugovené s
peroxiddzou.

Prisluind monoklondlni protildtka (AFP-11 nebo AFP-01)
byla Zdstelné &idté&na 2z ascitické tekutiny srdaZenim nasyce-
nym roztokem siranu amonného do 50% nasyceni, nared&na fyzio-
logickym roztokem na koncentraci‘59¢209/ug/ml a imobilizovéna
adsorpci na povrch jamek polystyrenovych kultivalnich destidek
s plochym dnem (1 h p¥i 37°C). Po promyt{ jamek fyziologickym
roztokem byla zbyvajici adsorpéné sktivni mista na polystyre-
novém povrchu jamek blokovéna inkubac{ s roztokem Zelatiny
ve fyziologickém roztoku (2 h, 37°C). Vzorky standardu lidského
séra (0,1 ml) obsahujici{ znémé koncentrace alfa-fetoproteinu
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(0%200 ng/ml) byly inkubovdny v takto p¥ipravenych jamkdch

16 h pii 4% a po promyt{ fyziologickym roztokem bylo p¥i-
ddno 0,1 ml roztoku konjugétu pFrfsludné monoklonélg_ gpoti—
1l4tky (AFP-01, AFP-03 nebo AFP-11) s peroxidézoulfhé%ogou
popsanou v odborné literatute (Tijssen, P., Kurstak, E.:
Highly efficient and simple methods for the preparation of
peroxidase and active peroxidase-antibody conjugates for
enzyme immunoassays, Anal. Biochem. 136:451:457, 1984), na-
#edén na koncentraci 10¢Joq/ug/ml v 50% hov&zim séru ve fy-
ziologickém roztoku). Po 2 h inkubaci pri 4°C byly jamky
promyty fyziologickym roztokem, bylo p¥idéno 0,1 ml substrdto-
vého roztoku (0.1% roztok o~diaminobenzen dichloridu v 0,1 M
fosfdtovém pufru pH 6,0 obsahujfcim 0,02% peroxid vodiku) a
po 1020 minutdch byla chromogenni enzymatidké reakce zasta-
vena p¥idénim 0,1 ml 2 M roztoku kyseliny sirové a byla zm&-
Pena intenzita vzniklého zabarveni spektrofotometrif pii

492 nm (OD492); Jako negativni srovndvaci vzorek, k né&mu¥
byly ziskené hodnoty vztahovény, byl pouZit standard lidského
séra neobsahujici %4dny alfa-fetoprotein detekovatelny komer-
¢n{ radioimunologickou soupravou. Typické hodnoty OD492 byly
0,05¢0,2 pro vzorky obsahujfci{ 10 ng/ml alfa-fetoproteinu a
0,7#1,2 pro vzorky obsahujfici 100 ng/ml, v zdvislosti na po-
uZité imobilizované monoklondlni protildtce, na pouZitém kon-
Jjugédtu monoklondlni protildtky s peroxiddzou a na jeho ted&nf.
Tyto hodnoty ukazujf, Ze s vyuZitim uvedenych monocklondlnich
protildtek lze sestavit sendvidovy enzymoimunologicky test,
pouZitelny pro stanoveni koncentraci alfa-fetoproteinu v diagnos-
ticky Zédoucim oboru koncentraci{ (alespon>10 ng/ml).

Bunikky hybridomu AFP-i1 maj{ ultrastrukturni obraz typic-
kych myelomovych bundk. In vitro rostou jako polosuspenzni
kultury. Zédkladnim kultivadnim médiem je Eaglovo miniwmdlni
esencidlni{ médium s Hanksovou solnou sm&sf doplnéné o neesen-
cidln{ aminokyseliny, L-glutamin (3 mM), pyruvédt sodny (1 wM).
Toto médium (oznalené jako RPMI, Ustav molekuldrnt genetiky (SAV)
Je pro kultivaci hybridomu AFP~11 dopln&no penicilinem, strepto-
mycinem, gentamycinem, 2-merkaptoetanolem (0,05 mM), pufrem
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HEPES (kyselina N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethen-
sulfonovd) (10 mM) a inketiveovanym bovinnim sérem (Bioveta,
Ivenovice na Hané, 10%). Hybridom Je kultivovén pi#i 37°%.
St¥edni genera’ni &as Je 20,2 hod. Produkovand protildtka
Je monoklondlni{ imunoglobulin podt¥*fidy IgGl s lehkymi Fetdz-
ci typu K, jejf isoelektricky bod je v rozmezf pH 5,7%6,0.

Monoklondln{ protildtka, produkovgné hybridomem AFP-11
reaguje specificky s lidskym alfa—fetopgﬁteinem.

Hybridom AFP-11 miZe byt primyslov® vyuZivén jako zdroj
monoklondln{ protildtky proti lidskému alfe-fetoproteinu v me-
toddch analytickych nebo preparativanich.

Monoklondlni protilétka hybridomu AFP-11 miZe byt vyuZi-
ta pro analytické stenoveni alfa-fetoproteinu pfi‘klinické
diagnostice ve zdravotnickych zarizenich, zvlddtd pro diagnézu
nddorovych onemocn&ni (hepatomy, teratomy atd.) nebo kongeni-
tdlni malformace (roz3t&p pdtefe - spina bifida plodu).

PREDMET VYNLLEZU

My31 lymfocytédrn{ hybridom IMG CZAS AFP-11, vyzna-
tujici se tim, ¥e produkuje monoklondlni protildtku pedtridy I
TgGl proti lidskému slfa-fetoproteinu.
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