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(54) . My8i lymfocytarni hybridom IMG CZAS MPH~0l, produkujici
protilatku proti mykoplazmatim drubu Mycoplasma hyorhinis

‘ Vyndlez se tyké mySiho lymfocytéar-
niho hybridomu, produkujiciho protilétku
tiidy IgGy proti prasedim mykoplazmatiun
druhu lycoplasma hyorhinis, uloZeného ve
gsbirce hybridomi Ustavu molekuldrni gene-
tiky CSAV pod oznadenim MPH~Ol, Monoklo-
palni protilatke hybridomu MPH-Ol je
vhodnd pro identifikesci izolovanjch kmenid
mykolpazmat v klinické veterinarni dia-
gnostice, dédle pro identifikaci izolova-
nych kmeni mykoplazmat, kontaminujicich
bun&lné kultury, coZ muZe vysvétlit pii-
padny zdroj kontaminace a také pro pri-
padnou dekontaminaci infikovanych bungdé=-
nych kultur.
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Vyndlez se tyké nového hybridomu, tj. hybridniho Jedno-
bun&&ného organismu, sestrojeného Niz{ bunky my3{ myelomové
linie P3-X63-Ag8.653 & my3f slezinné bunky produkujfef pro-
tildtku proti mykoplazmatim druhu Mycoplasma hyorhinis, kte-
ry Jje patogenni pro prasata a Castym kontaminantem bunéénych
kultur.

Doposud se protilatky proti mykoplazmatim pFipravuji
hyperimunizac{ zvirat (nejlastéji krdélikd), a to injikovdé~
nim p¥ibliZné& 12 imunizadnich ddvek antigenu po dobu 2-3 mé&-
sicl. Sérum takto imunizovanych zvi¥at slouZ{ jako zdroj
protildtek uZivanych zejména pro typizaci mykoplazmat. Tento
postup, nazyvany konvenéni imunizaci, méd $adu nevyhod. Pro
kaZdou imunizaci a testovdni protildtkové aktivity je nutno
pou?it antigen pPipraveny ndroénym zpisobem. V séru imunizo-
vanych zvifat se nachdzi heterogenni smé&s protildtek, jejichi
spektrum je v kaZdém organismu rizné a neopakovatelné. Orga-—
nismus vytva¥{ protildtky proti celé rad& antigend a antigen-—
nich mist a specificita sér mnohdy zdvisi na zplsobu jejich
absorbce a testovani.

Uvedené nedostatky vySe zminéného a doposud pouZivaného
postupu odpadnou, je-li k dispozici hybridom, produkujict
protildtku proti druhu Mycoplasma hyorhinis, ktery Je uloZen
ve sbirce hybridomd Ustavu molekulérni genetiky §SAV v Praze,
Videnskd 1083, pod oznadenim IMG CZAS MPH-O1.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zpisobem zndmym z odborné
literatury (Kohler, G., Milstein, C.: Continuous cultures
of fused cells secreting antibody of predefined specificity,
Nature, 256:495-497, 1975; Kennett, R.H., McKearn, T.J.,
Bechtol, K.B. (eds.): Monoclonal antibodies, hybridomas: a
new dimension in biological analysis, Plenum Press, New York
and London, 1980). Pro fuizi byly pouZity bunky my3{ myelomové
linie P3-X63-Ag8.653 a bunky ziskané ze slezin my3{ kmene
BALB/c imunizovanych bunkami my¥{ teratokarcinomové linie F9,
které byly infikovdny Mycoplasma hyorhinis,

Lymfocytdrni hybridom MPH-~O1 produkuje homogenni proti-
1ldtku, tzv. protildtku monoklondlni, kterd reaguje s kmeny
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nmykoplazmat, nédleZejicimi do druhu Mycoplasma hyorhinis a
nereaguje s dald3imi druhy mykoplazmat. Hybridom MPH-O! je
moZno kultivovat in vitro v médifich urdenych pro'savéi bun~

ky a je adaptovdn pro rist v peritonedlni dutin¥d my&{f BALB/c.
Z konserv uchovdvanych v tekutém dusiku je moZné zahédjit pro-
dukci protildtek, aniZ by bylo nutné provddét imunizace, ab-
sorbce a testovdni sér. Monoklondlnf{ protildtka produkovand
hybridomem MPH-O1 je specifickd pro druh Mycoplasma hyorhinis

a je prosta jakychkoliv balastnich protildtek.

Priklad:

Za Ulelem pomnoZeni buné&k hybridomu MPH-O1 in vivo bylo
aplikovéno 10’ bun¥k do peritonedlnf dutiny BALB/c my&i. Aby
do8lo k v&t81 produkci ascitické tekutiny, byla my$ 14 dnt
pfed aplikaci hybridomovych bunék ovlivnéna olejem 2,6,10,14~
~tetramethylpentadecan (0,5 ml intraperitonedlné&). Po 14 dnech
ristu hybridomu v peritonedlni dutiné& byla my3 zabita a napro-
dukovand ascitickd tekutina odebrédna. Celkové bylo ziskéno
3 ml ascitické tekutiny.

Monoklondlnf protildtka reagovala v nep¥imém enzymo-
imunologickém testu s antigenem pfipravenym z Mycoplasma
hyorhinis kmene CCM-M32 (izolovanym z plic prasete) a anti-
genem Mycoplasma hyorhinis kmene 100 (izolovanym z kultury
myS{ch teratokarcinomovych bundk) aZ do redé&nf ascitické te-
kutiny 1 : 1,3 x 106. Protildtka p¥itom nereagovala s proto-
typovymi antigeny druhu Mycoplasma arginini CCM-M43, Myco- ,
plasma bovirhinis CCM-=-M22 a Mycoplasma bovigenitalium CCM-M62
ani v Yedénf 1 : 5 (viz tab. 1). Vysledky nepfimého radioimu-
nologického a imunofluorescenéniho testu prokdzaly, Ze pomoci
této protildtky lze bezpedn& urdit bunky kontaminovené Myco—
plasma hyorhinis (viz tab. 2).

Bunky hybridomu MPH~O1, které jsou morfologicky podobné
bunkém rodidovské myeloidni linie, rostou Jjako polosuspenzni
kultura. Zdkladnim kultivaénim médiem je Eaglovo minimdlni
esencidlnf médium s Hanksovou solnou smési, dopln&né o ne-
esencidln{ aminokyseliny, L-glutamin (3mM) a pyruvét sodny
(1mM). Toto médium (oznadované jako H-MEMA, Ustav molekuldrnf
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genetiky CSAV) je pro kultivaci hybridomu MPH~O1 dopln&no
penicilinem, streptomycinem a teplotn& inaktivovanym (56°C,
30 min) bovinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané; 10%).
Hybridom je kultivovén p¥i 37°C. Stdednt generalni &as Je
15,5 h; za 11 m&sicl po sestrojeni byl moddlni polet chro-
mozomd 74. Produkovand monoklondlni protildtka je imuno~
globulin t¥idy IgG1, kappa.

Tab. 1. Reaktivita protildtek produkovanych hybridomem
MPH-01 s antigeny prototypovych kmeni mykoplazmat

Antigen Red&nf ascitické tekutiny ddvajici
‘ positivni reakci1
Mycoplasma hyorhinis CCM—-M322 1,3 x 106

Mycoplasma arginini CCM-M43 <5

Mycoplasma bovirhinis CCM-M22 <5

Mycoplasma bovigenitalium CCM-M62 <5

Mycoplasma hyorhinis 1003 1,3 x 106

J Byl pouZit nepPf{imy enzymoimunologicky test, ve kterém asci-
tickd tekutina z my3i s rostoucim hybridomem MPH-O!1 byla na-
Fed¥na geometrickou Padou a pridéna k antigenu typovych kme-
nd mykoplasmat. Po inkubaci a odmyt{i nenavdzané protildtky
byla priddna peroxiddzou znadend protildtka krdlicdi anti-myS3i
IgG. Po inkubaci a odstranéni nenavdzané protildtky byla re-
akce vyhodnocovéna spektrofotometricky.

CCM-M - oznadeni kmenl mykoplazmat uvedené v katalogu Sesko-
slovenské sbirky mikroorganizmd

3 Kmen Mycoplasma hyorhinis izolovany z kultury mySich terato-
karcinomovych bunék.

Monoklondlnf protildtka produkovand my$Sim lymfocytérnim
‘hybridomem MPH-01 mdZe byt vyuZita v klinické veterindrni praxi
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pro identifikaci kmend mykoplazmat, izolovanych z nemocnych
zvi¥at, ddle v laborato¥fch pracujfcich s tkdnovymi kultura-
mi, k bezpelné identifikaci Mycoplasma hyorhinis a jimi infi-
kovanych bun&k, nebo i k p¥ipadné dekontaminaci infikovanych
bun&dnych 1lini{ a k biochemické a biologické analyze cilové
antigenni struktury.

Tab. 2. eaktivita protildtek produkovanych hybridomem MPH-O1
s bunkami infikovanymi Mycoplasma hyorhinis

Bunky Test pou¥ity pro detekci reaktivity
Radioimunologickyl Imunofluorescenéni
(imp. min~)) (% sviticich bundk)
Neinfikované 100 <0,1
Infikované 6 700 97

1 Byl pouZit nepfimy radioimunologicky test, ve kterém my-

81 teratokarcinomové bunky F9 byly inkubovény s kultivad-
nim supernatantem hybridomu MPH-0C1, nenavézand protildtka
byla odmyta a bunky inkubovdny s 1251 znadenymi F(ab),
fragmenty protilatky krdli¢{ anti-my3{ IgG. Po odstrané&ni
nenavdzané protildtky byla méfena radiocaktivita vdzand na
buﬁky.

Byl pouZit nepfimy imunofluorescenini test, ve kterém v '
prvnim stupni byl pouZit kultivadni supernatant hybrido-
mu MPH-01 a ve druhém stupni FITC-znalend protildtka kré-
li¢{ anti-my81L IgG.
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PREDMET VYNALEZU
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My3{ lymfocytdrni hybridom IMG (ZAS MPH-01, produkujfci
monoklondlni protildtku t#{idy IgG, proti mykoplazmatinm
druhu Mycoplasma hyorhinis
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