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(54) Mys{ lymfocytérni hybridom produkujici protildtku proti lidskému trensferinu

Vyndlez se tyké mySiho lymfocytérni-
ho hybridomu, produkujfciho protildtku
proti lidskému trensferinu, ulo¥eného
ve sbirce hybridomd Ustevu molekulérni
genetiky USAV pod oznadenim HTF-14. Semot-
né monoklondlni{ protilétka hybridomu
HTF-14 Jje vhodné pro pouZitl v enzymoimu-
nologické a radioimunologické anelyze.
Sm&si protildtek HTF-04, HIF-06 a HIF-14
nebo HTF-05, HTF-06 & HIF-14 jsou pou¥i-
telné pro precipitednf testy.
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Vyn&lez se tyka& nového hybridomu, tj. hybridniho
jednobun&&ného organismu, sestrojeného fdzi bunky my&i
myelomové linie P3~X63=Ag.8653 a mys1 slezinné lymfoidnt
bunky, prbdukujici protilatku prqti lidskému transferinu.

Doposud se protilétky proti transferinu vyrébéji
tak, ?e je transferin opakovang injikovén jako antigen
pokusnym zvidatdm, nejsasté&ji kr&likim a prasatlme Sérum
takto imunizovanych zvifat, odsbirané po urcité dob# pl=
sobeni antigenu, slou?f jako zdroj protildtsk, uZfvanych
zejména pro kvantitativni stanoveni plasmatického transferinu
metodou jednoduché radi&lni imunodifuze. Tento postup na=
zyvany konvendni imunizaci, mé n&kolik nevyhod, V séru
imunizovanych zvirat se nachézi‘heterogenni sm&s protilé-
tek, jejich? spektrum je v kaZdém jednotlivém organismu rlz~
né a neopakovatelné. Organismus zpravidla vytvoii krom& pro=
tildtek vﬁéi Y&4danému antigenu i protildtky proti ne&isto=~
tém antigenniho prepardtu; ty je nutné ze sér odstranovat
vyaycovanim. Vyrobni SarZe konvenénich sér ses proto déji
t&%ko standardizovat a vychézej{ z vyroby v Sirokém roime-
zi kvality. Pro vyrobu kaZdé SarZe je treba pfipravit &isty
imuniza&ni antigen a dalsi antigény pro vysyceni balastnich
protildtek proti neéistotédms

Uvedené nedostatky vy&e zmin&ného a dosud pouZivaného
postupu odpadnou, je=li k dispozieci hybridom, produkujici
monoklonalni protildtku proti lidskému transFerinu; uloZeny
ve Sbirce hybridomt Ustavu molekuldrni genetiky fSAV v Pra=-
ze 4, Videfhské ul, 1083, pod oznagenim IMG CZAS HTF=14,

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplsobem znémym z odborné
literatury /Fazekas de St.Groth, S.Scheidigger,D.:Produc=

" tion of monoclonal antibodies: Strategy and tactics,J.Im=

munol.Meth.,35:1=21, 1980; Galfré,G.,Howe,S.C.,Milstein,
C.,Butcher,G.W,,Howard,J.Ca: Antiquies‘to major histo=
compatibility antigens produced by hybrid cell lines,
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Nature 266:550, 1977/klonovanim souboru hybridnich bunégk,
vzniklych fdz{i bungk mysi myelomové linie P3-X63-Ag8.653

a‘bunék, ziskanich ze sleziny my8{i kmene BALB/c, imunizo=-
vanych lidskym transferinem.

Vyhodou hybridomu js, Ze produkuje homogenni protilét-
ku, tzv. protildtku monoklondlni, kterd je schopna specific~
ky reagovat s lidskym transferinem. Hybridom HTF»14 je moZ=
né kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro ¥ivosisné buf-
ky a je adaptovan pro rdst in vivo v peritonedlni duting
mySi kmene EALB/c. Z konserv, uchovévanych v kapalném dusiku,
je mofné zahédjit produkci protilédtky bez daldiho antigenu.
Protilétka, produkovahé hybrjdomem HTF=14 reaguje specificky
s lidskym a prase&im transferinem a neni tfeba se zbavovat
protildtek balastnich.

Priklad:

- Za Géelem pognoieni hybridomovych bunék in vivo bylo
aplikovédno 2 x 10 bunék do peritoneédlni dutiny mysi. Aby
do&lo k lepsimu uchyceni aplikovanych buné&k, byla mys 18 dni
pfed pfenosem bunék hybridomu ovlivné&na parafinovym olejem
/0.5 ml intraperitone&lns/. Po 17 dnech r@stu hybridomu
v peritonedlni dutin® byla my$ zabita a naprodukované asci-
ticka tekutina odebréna., Celkem bylo ziskéno 3,8 ml ascie
tické tekutiny, kterd obsahovala 8 ml/ml imunoglobulinu.
Protildtka reagovala se specifickym antigenem v enzymoimu-
nologickém testu /pri pouziti prasedi antimysi protilédtky
znadené kfenovou peroxidézou/ aZ do redéni 1:107. Smési’
protilatek HTF=04, HTF=06 a HTF=14, nebo HTF-05, HTF~-06 a

HTF=14 jsou pouiitelhé pro precipitadni testy. Protilétka
HTF=14 blokuje vazbu transferinu na transferinovy receptor a
kf{?ove reaguje s prase&im transferinem, ve vazebnych tes~
tech nersaguje s Z&dnym lidskym sérovym proteinem,
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Bunky hybridomu HTF=14 maji ultrastrukturdlni obraz

- typickych myelomovych bundk, kde prevaZujici{ organelou jsou
volné a na membrény vézané polyribosomy. In vitro rostou

jako polosuspenzni kultury. Z4kladnim kultiva&nim médiem je
Eaglovo minimé&lni esenci&lni{ medium s Hanksovou solnou sm&s{
dopln&né o neesenci&lni aminokyseliny, L-glutamin /3mM/,
pyruvadt sodny /1mM/. Toto meédium /ozna&ované jako H=MEMd,
Ostav molekul&rni genetiky CBSAV/, je pro kultivaci hybridomu
HTF«14 dopln&no penicilinem, streptomycinem, gentamycinem,
Z=merkaptostanolem /0,05 mM/ pufrem HEPES /10mM/ a inaktivo=
vanym bovinnim sérem /Bioveta, Ivanovice na Hané, 10%/.
Hybridom je kultivovén p¥i 37°C, Stfedni generadni Zas je
12,0 hod. a 12 mésicd po sestrojenf byl modé&ln{ po&et chromo-
somd 85, Produkovand protildtka je monoklondlni imunoglobulin
podti¥{idy IgG1, kappa typu. '

Monoklonédlni protiléatka, brodukované hybridomem HTF=14
reaguje specificky s lidskym a prase&im transferinem.

~ Hybridom HTF=14 miZe. byt prdimyslové vyu2ivan jako zdroj
monoklondlni protildtky proti transferinu v metodéch analy-
tickych nebo preparativnich. -
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My8i lymfocytédrni hybridom IMG CZAS HTF=14, produkujici
monoklondlni protildtku podtridy IgG1 proti lidskému trans=-
ferinu,
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