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Vyndlez se tykd nového hybridomu, tj.
hybridniho jednobunéfného organismu, se-
strojeného bunéfnou fizi my31 myelomové
linie P3-X63-Ag8.653 a myS3i slezinné lym-
foidni buiiky, produkujici protildtku proti
prasefimu imunoglobulinu G.

Dosud se protilatky proti imunoglobulinu
G vyrdbé&ijl tak, Ze je imunoglobulin G opa-
kované injikovédn jako antigen pokusnym
zvifatim, nejcastéji krdalfkim nebo konim.
Sérum takto imunizovanych zvifat, odebra-
né po urdité dobé plisobeni antigenu, slouzi
jako zdroj protildtek, uZivanych zejména
pro kvalitativni nebo kvantitativni analyzu
imunoglobulinu ve vyzkumu a v imunodiag-
nostické praxi. Tento postup, nazyvany kon-
ventni imunizaci, m& n&kolik nevyhod. V
séru imunizovanych zvirfat se nachdazi hete-
rogenni smés protilatek, jejichZ spektrum
je v kaZdém jednotlivém organismu riizné a
neopakovatelné. Organismus zpravidla vy-
tvofi kromé protilatek vici Z4danému anti-
genu i protilatky proti nedistotdm antigen-
niho prepardtu; ty je nutné ze sér odstra-
novat vysycovdnim. Vyrobni SarZe konvent-
nich sér se proto daji t&€Zko standardizovat
a vychézeji z vyroby v Sirokém rozmezi kva-
lity. Pro vyrobu kaZdé SarZe je t¥eba pFipra-
vit Cisty imunizafni antigen a dal$i anti-
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geny pro vysyceni balastnich protildtek pro-
ti nedistotam.

Uvedené nedostatky vySe zmin&ného a do-
sud pouZivaného postupu odpadnou, je-li k
dispozici hybridom, produkujici monoklo-
ndlni protildtky proti prasefimu imunoglo-
bulinu G, uloZeny ve Sbirce hybridomf Usta-
vu molekuldrni genetiky CSAV v Praze 4,
Videniskd €. 1083, pod oznadenim IMG CZAS
PGG-02.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zpfisobem
zndmym z odborné literatury (Fazekas de
St. Groth, S., Scheidigger, D.: Preduction of
monoclonal antibodies: Strategy and tactics,
J. Immunol. Meth., 35 :1-21, 1980; Galfré, G.,
Howe, S. C., Milstein, C., Butcher, G. W., Ho-
ward, J. C.: Antibodies to major histocompa-
tibility antigens produced by hybrid cell li-
nes, Nature 266 : 550, 1977) klonovédnim sou-
boru hybridnich bunék, vzniklych fazi mysi
myelomové linie P3-X63-Ag8.653 a bunék,
ziskanych ze sleziny my3i kmene Balb/c,
imunizovanych prasetim imunoglobulinem G.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje ho-
mogenni protilatku, tzv. protildtku mono-
klondlni, kterd je schopna specificky reago-
vat s prasefim imunoglobulinem G. Hybri-
dom PGG-02 je moZné kultivovat in vitro v
médiich vhodnych pro Zivolisné buiiky a je
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adaptovan pro rést in vivo v peritonedlni
duting mysi kmene Balb/c. Z konzerv, ucho-
vavanych v kapalném dusiku, je moZné za-
h4jit produkci protildtky bez dalsiho anti-
genu.

Pr¥iklad

Za ufelem pomnoZeni hybridomovych bu-
n&k in vivo bylo aplikovédno 1,4 X 106 bu-
ndk do peritonedlni dutiny my3i. Aby doslo
k lep3imu uchyceni aplikovanych bunék, by-
la my$ 18 dni pfed pienosem buné&k hybri-
domu ovlivnéna parafinovym olejem (0,4 ml
intraperitonedln&). Po 16 dnech rastu hyb-
ridomu v peritonedlni duting byla my3 za-
bita a naprodukovand ascitickd tekutina o-
debrana. Celkem bylo ziskéno 6,2 ml asci-
tické tekutiny, kterd obsahovala 11 mg/ml
imunoglobulinu. Ascitickd tekutina obsahu-
jici produkt hybridomu PGG-02 byla smise-
na ve stejnych objemech s acitickou tekuti-
nou obsahujici produkt hybridomu PGG-05.
Sm&s téchto dvou monoklondlnich protila-
tek poskytovala precipitdt s prasefim imu-
noglobulinem G ve dvojité imunodiftzi v
agarovém gelu.

Buiiky hybridomu PGG-02 maji ultrastruk-
turdlni obraz typickych myelomovych bunék,
kde piFevazZujici organelou jsou volné a na
membrény vézané polyribosomy. In vitro
rostou jako polosuspenzni kultury. Zaklad-
nim Kkultivaénim meédiem je Eaglovo mini-
mélni esencidlni médium s Hanksovou sol-
nou smési a doplnéné o neesencidlni ami-
nokyseliny, J-glutamin (3 mM]), pyruvét sod-
ny (1 mM). Toto médium (oznaCované jako
H-MEMd, Ustav molekuldrni genetiky CSAV),
je pro kultivace hybridomu PGG-02 doplné-
no penicilinem, streptomycinem, gentamyci-
nem, 2-merkaptoethanolem (0,05 mM) pui-
rem HEPES (10 mM] a inaktivovanym bovin-
nim  sérem (Bioveta,

Stfedni generalnf Cas je 17,2 hod. a 8 mé-
sicll -po- sestrojeni byl mod&ini pofet chro-

Ivanovice na Hané,
10%). Hybridom je kultivovan pfi 37 °C. .
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mosomt 81. Produkovana protilatka je mo-
noklonédlni imunoglobulin podtfidy IgGl.

Monoklondlni protildtka, produkovana
hybridomem PGG-02 poskytuje ve smési s
monoklondlnj protildtkou produkovanou hyb-
ridomem PGG-05 precipitat s prasefim imu-
noglobulinem G a té% s Fc fragmentem pra-
setiho imunoglobulinu G. Fc fragment ziska-
ny limitovanou enzymatickou hydrolyzou
trypsinem je sloZen z C-koncovych polovin
polypeptidického fetdzce y, tj. t8Zkého Fetdz-
ce imunoglobulinu G. Fc fragment obsahuje
pouze konstantni ¢asti Fetézce y, které cha-
rakterizuji imunoglobulin tfidy G. Precipi-
tace fragmentu Fc je dikazem, Ze mono-
klondlni protilatka produkovand hybrido-
mem PGG-02 je zaméfena proti antigenni
determinent& lokalizované v €asti molekuly
imunoglobulinu tvofici Fc fragment.

Hybridom PGG-02 mfiZe byt primyslové
vyuZivdn jako zdroj protildtky proti prase-
¢imu imunoglobulinu G v metoddch analy-
tickych nebo preparativnich. ProtoZe proti-
latka je specifickd pro konstantni Cast t&Z-
kého Fetdzce imuloglobulinu G, miiZe slouZit
k identifikaci imunoglobulinu tfidy G a k
jeho kvantitativni analyze. Ve smési s mo-
noklonéalni protildtkou PGG-05 se d& pouZit
pro kvantitativni analjzu metodou radidlni
imunodifdze v gelu. Dal$i moZné pouZiti je
ve funkci druhé protildtky, tj. protilatky
proti protildtce v imunochemickych a imu-
nologickych metoddch v pFipadech, kdy
prvéa protildtka je konven¢ni protildtka pri-
pravend imunizaci pokusnych prasat. V imu-
nohistologickych a imunohistochemickych
metoddch vyuZivajicich optického nebo e-
lektronového mikroskopu se pouZije mono-
klondlni protildtka samotnd po konjugaci s
fluorescentnimi latkami, enzymy, feritinem
nebo biotinem. Pro vytvoFeni precipitdtu
druhou protilatkou, napfiklad v radioimuno-
analyze, nebo pro vytvofeni zékalu, napfi-
klad v imunonefelometrii, se pouZije mo-
noklondlni protildtka PGG-02 ve smési's mo-
noklonalni protildtkou PGG-05.

PREDMET VYNALEZU

Mysi lymfocytarni hybridom IMG CZAS
PGG-02, produkujici monoklondlni protilat-

ku podt¥idy IgG1l proti prasetimu imunoglo-
bulinu.
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