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(94) Mysi lymfocytérni hybridom produkujici protilétku proti lidskému
choriogonadotropnimu hormonu

(57) Refeni se tyk& my3fho lymfocytdrni-

ho hybridomu produkujiciho protilédtku proti
lidskému choriogonadotropnimu hormonu (HCG),
ktery je uloZfen ve Sbirce hybridomi Ostavu
molekuldrnf genetiky CSAV pod oznadenim

IMG CZAS H-3F1ll., Samotné monoklon&lni
protilatky jsou vhodné pro vyrobu novych
diagnostickych souprav pro &asnou diagnosti-
ku gravidity.
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vyndlez se tyk4 novych hybridomi, tj. hybridnich buné&&nych linif, které byly sestrojeny
fuzi bundk myelomové linie SP2/0 a my%fch slezinnych bun&k produkujicich protildtky proti
lidskému choriegonadotropnimu hormonu (HCG). Tento hormon je prokazatelny v krvi a v modi
t&hotnych %en a zcela chybf u netdhotnych. Jeho vyskyt v organismu za&ind po implantaci
oplozeného vajiSka (okolo. 8 dne po ovulaci) a koncentrace HCG pak prudce stoupd. Na ptrikazu
ptitomnosti HCG v organismu jsou zaloZeny diagnostické testy v t&hotenstvi.

Potfeba &asné a spolehlivé diagnostiky t&hotenstvi vyvstdvd nyni zvlasté v souvislosti
se zavdd®nim miniinterupci, jejich¥ provedeni je vézdno na prvni tgdny po podeti. S tim
také vzrustaji poZadavky na zvySeni citlivosti a spolehlivosti diagnostickych testd.

Dosavadni diagnostické testy vyuZivaji imunologické reakce konven&nich antisér p¥iprave-
nych imunizac{ kr&likt purifikovanym HCG. Sérum imunizovanych zvi¥at je zdrojem protildtek
pro imunologické testy. Nevyhodou p¥ipravy té&chto konvendnich antisér je po%adavek na
vysoce purifikovany hormon pro jejich pifpravu a jednotlivé Sarfe antisér se 1liZi svou
aktivitou a obsahujf znadn& heterogenni sm&s protildtek. Je zndmo, Ze HCG a dal$i podobné
hormony (LH, FSH) maj{ vysokou podobnost svého alfa Fetézce a &4sti beta ¥etézce a proto
polyvalentni konven&ni protildtky proti HCG reagujf i s t&mito hormony. Z divodu ur&ité
basilnf koncentrace LH i u netdhotnych %en aglutina®nf testy vyuZivajfci konventni proti-
14tky nejsou schopné specificky prokézat mén& ne% 500 IU HCG/1 a t&hotenstvi tak miZe
byt témito protildtkami prokdzané a% za 7 aZ 10 dntt po vynechdni menzes.

Nevyhody variability konvendnich antisér a k¥iZové reaktivity polyvalentnich proti-
latek odstranuje hybridomovd technologie.

Pomoci rozsidhlého vyhleddvaciho testovéni je moZné vyselektovat takové produkty hybridoml
- monoklondlni protilétky, které reagujl jen s jedinou antigenni determinantou na beta
podjednotce HCG, kterd je specifickd pro molekulu HCG, a kterd chybi na molekulédch ostatnich
hormonti. Takov& monoklon&lnf protilétka je vyuZitelnd pro specifickou detekci HCG. To
umo¥fiuje zcitliv&ni doposud poufivanych aglutina&nich testl a zavedeni novych forem diagnostic-

k¢ch testd, jako jsou testy enzymoimunologické a radioimunologické.

VyuZit{ monoklondlnfch protildtek proti HCG umoZnuje zcitlivén{ detekce HCG. Osp&&né
ptiprava monoklondlnich protildtek proti HCG byla ji¥ v zahrani&i popséna a monoklondlni
protildtky jsou vyu#ivény pro citlivou diagnostiku gravidity. Novy hybridom produkujici
protildtku proti HCG je uloZen ve Sbirce hybridomd Ostavu molekuldrni genetiky CSAV v Praze 6,
Flemingovo ndm. 2 pod oznalenfm IMG CZAS H-3Fll.

Uvedeny hybridom byl zfskén fuzi slezinngch bunék z BALB/c my${ opakovan& imunizovanych
HCG s bunkami myelomové linie SP2/0 zplsobem zndmym z odborné literatury (Fazekas de St.
Groth, S., Scheidigger, D.: Production of monoclonal antibodies: Strategy and tactis. J.
Immunol. Methods 35:1, 1980) a klonovdnim ziskané populace hybridnfch bunék.

Hybridom H-3F11l je moZné kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro %ivo&i%né bunky
a jsou adaptovdny pro riist in vivo v peritonedlni dutin& my&{ kmene BALB/c. Buniky hybridomd,
H-2F11 jsou uchovdvény v kapalném dusfku a po jejich rozmraZeni je moZné zahdjit produkci
monoklondlnich protildtek bez dal¥iho poZadavku na antigen.

zdkladnim kultivadnim médiem pro bufiky hybridomu H-3Fll je Eaglovo minimdlni esencidlni

médium s Hanksovou solnou sm&si obohacené o neesenciélnf aminokyseliny. Toto médium (oznadova-
né H-MEMd~- Ostav molekuldrni genetiky USAV) je pro kultivace hybridomd doplné&no antibiotikami
(penicilin, streptomycin) a 10 % inaktivovaného telecfho séra. Hybridom je kultivovén

p¥i 37 °c a produkované protildtky jsou monoklondlni imunoglobuliny. podt#{dy IgGl. Tyto
protildtky reagujf v enzymoimunologickém testu (ELISA) s &Astedn& purifikovanou beta pod-
- jednotkou HCG, s celou molekulou HCG, ale nereaguji s prepardty mo&ovych proteind net&hotnych
%en (obsahujfcimi LH, FSH a dal¥i bilkoviny).
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P¥{iprava monoklondlni protildtky

2x106 hybridomovych bunék je aplikovéno do peritonedlni dutiny my$im kmene BALB/c,
kterym byl 7 aZ 10 dnd p¥ed podénim hybridomovych bun&k injikovédn do peritonedlnfi dutiny
1,0 ml parafinového oleje. Po 10 a¥ 14 dnech rustu hybridomd se u my${ vytv4¥{ v peritonedl-
ni dutin& asciticki tekutina (4 a¥ 6 ml/my8), kterd obsahuje 2 a?¥ 4 mg protildtky/ml (imuno-
globulin). Tato miZe byt purifikovéna z ascitické tekutiny precipitaci siranem amonnym.

Protildtky pfitomné v ascitické tekutiné po rdistu hybridomu H-3F11 reaguji v enzymoimuno-
logickém testu  (ELISA) s HCG p¥i ¥ed&ni do titrd vice neZ 1:10 000 a aglutinujf krvinky
s navdzanym HCG. Mohou tak nahradit polyvalentni antiséra v doposud u%ivanych aglutinadnich
testech slouZicich k diagnostice gravidity a mohou se stdt zikladnimi reagencemi pro zavedeni

novych enzymoimunologickych a radioimunologickych testd pro &asnou diagnostiku gravidity.

PREDMET VYNALEGZU

My3{ lymfocytdrnf hybridom IMG CZAS H~3F1l, produkujfci monoklon&lnf protildtku podt¥idy
IgGl proti lidskému choriogonadotropnimu hormonu (HCG). )
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