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(57) Anotace :

RieSenie sa tyka my3ieho lymfocytér-
neho hydridomu Bra 23/9/a produkujuceho
monoklondlnu protildtku podtriedy IgG
proti HLA antigénu I. triedy - nepoly=-
morfnej determinante, ktory je uloZeny
v zbierke hybridomov a bunkovych kultur
Oddelenia molekuldrnej imunologie Usta-
vu experimentdlnej onkologie SAV, ul.
Csl. armady 21, 812 32 Bratislava. Mo-
noklondlna protildtka Bra 23/9/a je
vhodnd na imunofenotypovanie nédorovych
buniek, na spresnenie imunocytochemic-
kej diagnostiky niektorych nidorov, sle-
dovanie expresie transplantadnych anti-
génov na normdlnych a nddorovych bunkéch,
v laboratornej technike transplantaénej
imunologie, v biochemickej izolécii HLA
antigénov I. triedy.
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Vyndlez sa tyka my3ieho lymfocytérneho hybridomu Bra 23/9/a t.j. hybridnej kultd-
ry buniek jednobunkového (monoklondlneho) povodu, ziskanej bunkovou fdziou mySej mye-
1omovej bunkovej lfnie Sp2/0 a slezinovych lymfoidnych buniek syngénnych experimentél-
nych zvierat, imunizovanych ludskou non-T; non-B ALL leukemickou bunkovou liniou. Hyb-
ridom produkuje in vitro aj in vivo my3iu monoklondlnu protildtku triedy Inga, rozpoz-
nidvajtcu ludsky HLA antigén I. triedy (nepolymorfnd determinantu).

Pévodne sa protildtky proti natigénom bunkovéhe povrchu zi{skavali konven®nou imu-
nizéciou pokusnych zvierat, pri ¥om vznikala heterogénna zmes'protilétok roznych tried
a podtried ako aj imunochemickych pecificit. SkriZené reaktivity takichtovpreparétov
spravidla nie je moZné odstr4nit vysytenim in vitro, ktoré je okrem toho neStandardnym

postupom, vyZadujdcim zna&né mnofstvéd vysycujicich buniek.

Uvedené nevyhody, #o sa tyka protildtok proti HLA antigénom (antigénom MHC komple-
xu I. triedy), odstranuje rieSenie podia vyn4lezu, ktorého podstata spotiva v tom, Ze
bol zi{skany my3{ lymfocytédrny hybridom produkujdci monoklondlnu protilédtku triedy Inga,
proti HLA antigénu I. triedy (nepolymerfnej determinante). Tento hybridom je uloZeny
v zbierke hybridomov a bunkovych kultdr Oddelenia molekuldrnej imunologie Ostavu expe-

‘rimentdlnej onkologie SAV, ul. Tsl. armddy 21, 812 32 Bratislava, pod oznafenim Bra 23/
/9/a.

Uvedeny hybriddom bol ziskany sposobom zndmym z odbornej literatiry (Kghler,G.,
Milstein,C.: Nature 256 /1975/, 495), klonovénim buniek, ziskanych somatickou hybridi-
z4ciou mySej myelomovej bunkovej linie Sp2/0 a slezinovych lymfoidnych buniek syngénne-
ho zvierata (inbredny chov BALB/c), imunizovaného opakovanymi intraperitonedlnymi dév-
kami (2.107 buniek/d4dvka) bunkovej suspenznej humdnnej non-T, non-B ALL leukemickej
bunkovej linie; subklon Bra 23/9/a s vysokou produkciou protilédtky bol ziskany opakova-

nym klonovédnim limitujdcim riedenim.

Vyhoda ziskaného unikdtneho hybridomu podla vyndlezu spo®fva predovietkym v pro-
dukcii monoklondlnej protilédtky, rozpoznévajicej ludsky HLA antigén I. triedy a Speci-
ficky imunoprecipitujdcej glykopeptidické retazce gp 44, p 12, &o.m& experimentdlne la-
boratdrne vyufitie v transplanta®nej imunologii a onkologii.

Priklad
108 slezinovych buniek imunizovanej my%ky inbredného chovu BALB/c sa fdzuje s 6.107
Sp2/0 myelomovych buniek v pritomnosti 45%ného polyetylénglykolu (PEG), klonuje limitu-

jdcim riedenim na vrstve syngénnych my$ich thymocytov (2.105 buniek/mikrokultira) v se-
lek&nom médiu hypoxantin-aminopterin-tymidin (HAT).

Subklon Bra 23/9/a s vysokou produkciou monoklondlnych protilédtok, selektovanych
na zéklade Specifickej reaktivity s panelom ludskych leukemickych/lymfonovych bunkovyeh
1inif a hematopoetickymi bunkami zdravych darcov, sa zfskal opakovanym klonovanim tech-
nikou limitujdceho riedenia v mikroplatniach, v kultiva&nom médiu s obsahom 10% fet4l-
neho telacieho séra, a? do vzniku stabilnej monoklondlnej bunkovej kultdry, produkujd-
cej monoklondlnu protilédtku danej Spcificity.

Produkcia monoklondlnej protildtky danej 3pecificity vo vysokej koncentricii sa
uskuto&ni tak, e sa inokuluje 5.10° hybridomovych buniek do peritonedlnej dutiny syn-
génnych my3i, premedikovanych intraperitonedlnym podanim tetrametylpentadekénu. Mono-
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klondlna protildtka, prfitomnéd v supernatante bunkovej kultidry resp, v ascitickej teku-
tine ziskanej z inokuleovanych my$iek, $pec¢ificky rozpoznidva ludsky HLA antigén I. trie-
dy {nepolymorfnid determinantu) a 8pecificky imunoprecipituje glykopeptidické retazce

gp (44, pl2).

Bunky hybridomu rastd ako suspenznd kultdra buniek s morfologickou mysich myeld-
movych buniek. Z&kladnym kultivadnym médiom je RPMI 1640 s 10% fetdlnym telacim sérem.
Hybridom je kultivovany pri teplote 37 °cy 0,5% pxide uhli&itom. Zo zmrazenych ampulo-
"vanych vzoriek povodného hybridému (v tekutom dusiku) je mo%né nové kultivovanie hybri-
domu s produkciou monoklon&lnej protilétky s pdvadnou Specificitou.

My8{ lymfocytdrny hybridom Bra 23/9/a a nim produkovand monoklon&lna protilétka’
mofu byt technologicky pripravované a komern& vyu:tfvané v diagnostickom fehotypbvani
buniek nddorov, v diagnostike imunocytochemickymi metodami niektorych typov novotva-
rov, vo vyhodnocovani metastatického potencidlu nddorovych buniek, v tudiu in vitro

indukovanej expresie membrénovych antigénov, v imunochemickej purifikécii HLA antigé-
nov I. treidy.

PATENTOVE NAROKY

Mys{ lymfocytdrny hybridom Bra 23/9/a, produkujdbi monoklondlnu protildtku pod-
triedy IgG2a proti ludskému HLA antigénu I. triedy - nepolymorfnej determinante.
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