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(54) MyS{ lymfocytérnf hybridom IMG CZAS HP-03

My3{ lymfocytérni hybridom, produku-
Jied protilgtiu proti ki*enové péroxiddze,
uloZeny ve Sbirce hybridomi Ustavu mole-

kuldrni genetiky CSAV pod oznalenim HP-03.

Monoklon:

1ni protildtka hybridomu HP=-03

Jje vhodnd pro poufiti v enzymoimunologické
e radioimulogické analyze a k p¥ipravé pe-
roxidéza-antiperoxiddza komplexu.
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Vynélez' se tyké nového hybridomu, tj. hybridniho jednobund¥ného organismu, seatroje-
ného fizi bunky myS{ myelomové linie P3-X63-AgB.653.a my¥{ slesinné lymfoidn{ bunky, pro-
dukujici protildtku proti kitenové peroxiddge.

Doposud se protildtky proti kilenové peroxiddze vyrdbdji tek, Ze Jje kienovéd peroxiddza
opakovand injikovéna Jjako antigen pokusnym zvifatda, nej¥astdji krdlikim a prasatim. Sérum
tekto imunizovanych svi¥et, odebirané po urdité dobd pdsobeni antigenu, slouZ{ jeko zdroJ
protildtek, uiivanych zejména pro pripravu komplexu peroxiddza enti-peroxiddze pou¥ivaného
k detekci antigend, sejména v tkénovych Fegech.

Tento postup nazyveny konven¥ni imunizasci, mé ndkolik nevyhod. V séru imunizovanych
gvidat se nechdzi heterogenni smés protilétek, Jejich% spektrum je v ka¥dém jednotlivém
organismu rdsné e neopakovatelné.

Organismus gpravidla vytvdli kromé protildtek vd¥i Zddenému entigenu i protildtky pro-
ti nedistotém entigenniho prepardtu: ty je nutné ze sér odstranovat vysycovénim. Vyrobnl
SarZe konven¥nich sér se proto daji tdZko standardizovat a vychdzejil z vyroby v Birokém
rogmezl kvality. Pro vyrobu kaZdé Sarie je treba pripravit ¢isty imunizadni antigen a dalsdi
antigeny pro vysyceni belastinich protildtek proti nedistotém.

Uvedené nedostatky vyse sainéného a dosud poufiveného postupu odpaduou, Je=1li k dispo~
gici hybridom, produkujici monoklondlni protildtku IgG! proti kienové peroxiddze, uloieny
ve Sbirce hybridomd Ustevu molekuldérni genetiky &SAV v Prage 4, Videnskd 1083, pod osnedeninm
IMG CZAS HP-03.

Uvedeny hybridom byl siskén zpisobem znémym z odbornéd literatury (Fazekas de St. Groth,
S., Scheidigger, D.: Production of monoclonsl entibodies strategy end tactics, J. Immunol.
Meth,, 35: 1-21, 1980; Glafré, G., Howe, S.C., Milstein, C., Butcher, G. W., Howard, J. C.:
Antibodies to major histocompatibility entigens produced by hybrid cell lines.

Nature 2656 : 550, 1977) klonovénl souboru hybridnich bun&k, vzniklych fuz{ bundk mysi
uyelomové linie P3-X63-4gB.653 a bunsk, siskenych ze sleziny uyd{ kmene C57B1/10 (B 10),
imunigovanych ki‘enovou peroxiddsou.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenn{ protildtku, tsv. protildtku monoklondlni,
kterd Je schopna apecificky reagovat s ki‘enovou peroxidésou. Hybridom HP-03 je mo¥né kulti-
vovat in vitro v medifch vhodnfch pro Zivo¥isné bunky a je adaptovén pro rdst in vivo
v peritonedlni dutind mysi F, (B10xBALB/c) .«

Z konserv, uchovdvanych v kapalném dusiku, je mo¥né zehdjit produkci protildtky bez
daldiho engtigenu. Protildtka, produkovangé hybridomem HP-03 reaguje specificky s kienovou
peroxiddzou & vytvélfl s nf stebiln{ komplex, vyufitelny pro detekci entigend v ensymoimu-
nologickych testech. '

Pri1klad

Za iZelen pomnoeni hybridomovych bunék in vivo bylo aplikovéno 2 x 106 bunék do pe-
ritonedln{ dutiny my#i. Aby dodlo k lepdimu uchyceni aplikovenych bundk, bylae ays 14 dni
pied prenosem bundk hybridomu oviivnine parafinovym olejem (0,5 ml intraperitonedlnid).

Po 16 dnech ristu hybridomu v peritonedlni dutind byle myd sabite e neprodukovand asci-
tickd tekutina odebréna. Celkem bylo siskéno 4,6 ml ascitické tekutiny; kterd obsshovals
13 mg/ml imunoglobulinu.

Monoklondlni protilétke resgovala se specifickym sntigenem v ensymoimunologickém testu
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(pri pouZiti prese¥i entimydi protildtky, zna¥ené kfenovou peroxiddzou) aZ do Fedéni
1 :10°,

Bunky hybridomu HP-03 meji ultrastrukturdlni obraz typickych myelomovjch bunsk, kde
prevaZujic{ organelou jsou volné a ne membrdny vézené polyribosomy. In vitro rostou jeko
polosuspenzni kultury.

Zékladnim kultivalnim médiem je Eeglovo minimdlni esencidlni medium s Hanksovou solnou
smési dopln¥né o neesencidlni sminokyseliny, L-glutemin (3 mM), pyruvdt sodny (1 mM). To-
to médium (oznalované jako H-MEMd) je pro kultivaci hybridomu HP-03 doplnéno penicilinem,
streptomycinem, gentamycinem, 2-merkapthoethenolem (0,05 mM) pufrem HEPES (10 mM) a in-
sktivovenym bovinnim sérem {10%).

Hybridom je kultivovén p¥i 37 9. Stiedni generalni %as je 11,4 h a 3 m&sice po sestro-
jeni byl moddlni polet chromosomd 83. Produkoveud protildtke je monoklondlni imunoglobulin

podtridy Igol, pl 6,6 a% 7,2.

Monoklondln{ protildtka, produkoveng hybridomem HP-03 resguje specificky s kienovou
peroxiddzou.

Hybridom (HP-03) miZe bt primyslové vyuZivén jako zdroj monoklondln{ protildtky proti
k¥enové peroxiddze v metoddch anslytickych, preperativaich nebo pro pFipraevu peroxiddze-enti~-
peroxiddza komplexu.

PREDNET VYINALEZU

My&{ lymfocytdrni hybridom IMG CZAS HP-03, produkujici monoklonélni protildtku imuno-
globulin podtiidy IgGl proti ki¥enové peroxiddze.
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