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(54) Mysi lymfocytarni hybridom IMG CZAS RT-12

fefenf se tyk& myZiho lymfocytdrniho
hybridomu produkujiciho protildtku proti
reverzni transkriptéze, uloZeného ve Sbirce
hybridomi Ostavu molekuldrnf genetiky CSAV
pod oznadenim RT-12. Monoklondlni proti-
latka hybridomu RT-12 je vhodnd pro pouZiti
v metodidch enzymoimunologickych, radioimu-
nologickych a preparativnich.
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Vyndlez se tyki nového hybridomu, tj. hybridnfho jednobun&&ného organismu, sestrojeného
f4z{ buiky my5{f myelomové linie Sp 2/0-Ag 14 a my3{i slezinné lymfoidni bufiky, produkujfci
protildtku proti reverzni transkriptéze.

Doposud se protildtky proti reverzni transkriptéze p¥ipravujil tak, Ze je reverzni trans-~
kriptdza opakovan& injikovdna jako antigen pokusnym zvi¥atlm, nejlasté&ji krdlikim. Sérum takto
imunizovanych zvi¥at, odebirané po urdité dob& po poddnf antigenu, slouZi jako zdroj protilé-
tek, uZivanych p¥edeviim pro kvalitativn{ stanoveni reverzni transkriptdzy a k izolaci vysoce
éiétfch preparédtd tohoto enzymu. Tento postup, nazyvany konvenéni imunizacf, mé& n&kolik nevyg-
hod. V séru imunizovangch zvi¥at se nachdzf{ heterogenni smé&s protildtek, jejich spektrum je
v ka¥dém jednotlivém organismu rizné a neopakovatelné., Organismus zpravidla vytvo¥{ krom&
protildtek vG&i Z4danému antigenu i protildtky proti nelistotdm antigenniho prepardtu; ty je
nutné ze sér odstranovat vysyecovdrim. Vyrobn{ ¥arfe konvendnich sér se proto dajf té&Zko stan-
dardizovat a vychdzejl z vyroby v Zirokém rozmez{ kvality. Pro vyrobu ka%¥dé Sarie je t¥eba
p¥ipravit Zisty imunizalnf antigen a dal3i antigeny pro vysyceni balastnich protildtek proti

nedistotdm.

Uvedené nedostatky vyZe zmindného a dosud pouZivaného. postupu odpadnou, je-1li k dispozici
hybridom, produkujicf monoklondlni protildtku proti reverzni transkriptédze, uloZfeny ve Sbirce
hybridomd Ostavu molekuldrnf genetiky CSAV v Praze 4, Videfisk4d ul. 1083, pod oznalenim
IMG CZAS RT-12,

Uvedeny hybridom byl zfskdn zpusobem zndmym z odborné literatury (Fazekas de St. Groth, S.,
Scheidegger, D.: Production of monoclonal antibodies. Strategy and tactics. J. Immunol. Meth.,
35: 1-21, 1980; Galfré, G., Howe, S. C., Milstein, C., Butcher, G. W., Howard, J. C.: Anti-
bodies to major histocompatibility antigens produced by hybrid cell lines, Nature 266: 550,
1977) klonovAnim souboru hybridnich bunék, vzniklych fdzi bun&k my3{ myelomové linie
Sp 2/D~Ag 14 a bun&k, zfskanych ze sleziny my8{ kmene 810.A imunizoﬁanich reverzn{ transkrip-
tédzou izolovanou z virusu ptadf myeloblastdzy (BAMV) o 50% Sistotd.

Vyhodou hybridomu je, %e produkuje homogenni protildtku, tzv. protildtku monoklondlni,
kterd je schopna specificky reagovat s ob&ma podjednotkami reverzni transkriptézy, jak bylo
zjigténo po prenosu virovych proteinli (separovanych na elektroforéze za redukujicich podminek)
na nitrocelulézovou membrédnu a po specifické detekci nep¥imym imunologickym testem (s vyuZitim
protildtky RT-12 a prase&{ protildtky proti my3fmu imunoglobulinukonjugované s peroxidédzou;
GSOL, Praha). V dalZfch pokusech nebyl prokdz&n blokovaci efekt protildtky na enzymatickou
aktivitu izolované reverzni transkriptézy. '

Hybridom RT-12 je moZno kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro #ivo&i¥né buiky a
je adaptovdn pro riist in vivo v peritonedln{ dutin& my3{ hybridd Fy (Bl0.A + BALB/c). Z konzerv
hybridomovych bun&k uchovivanych v kapalném dusiku je moZné zahdjit produkci protilédtky bez
dal$iho antigenu.

P¥{iklad

Za u&elem pomnoZeni hybridomovych bunék in vivo bylo aplikovéno 2x106 buné&k do peritone-
41n{ dutiny my3i. Aby do%lo k lepZimu uchyceni aplikovanych bun&k, byla my% 10 dni p¥ed pfevo-
dem bun&k hybridomu ovlivn&na parafinovym olejem (0,5 ml intraperitonedln&). Po 12 dnech ridstu
hybridomu v peritone&lni dutin& byla my$ zabita a naprodukovand ascitickd tekutina odebréna.
Celkem bylo ziskdno 3,0 ascitické tekutiny, kterd obsahovala 5 mg/ml imunoglobulinu. Monoklo-
ndlni protilédtka reagovala se specifickym antigenem v enzymbimunologickém testu (p¥i pouZiti

prasedf{ antimy%{ protil&tky znalené k¥enovou peroxiddzou) aZ do ¥edé&n{ 1:10° .

Buiiky hybridomu RT-12 maji ultrastrukturdlni obraz typickych myelomovych bun&k, kde p¥e-
vazujici organelou jsou volné a na membrédny vézané polyribosomy. In vitro rostou jako polo-
suspenzn{ kultury. %&kladnfm kultiva®nim médiem je Eaglovo minimdln{ esencidlni médium
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s Hanksovou solnou sm&si dopln&né o neesencidlni aminokyseliny, L-glutamin (3 mM), pyruvéit
sodny (1 mM). Toto médium (ozna¥ené jako H-MEMd; Ostav molekuldrni genetiky CSAV), je pro kul-
tivaci hybridomu RT-12 doplné&no penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2-merkaptoestano-
lem (0,05 nM), pufrem HEPES (10 nM) a inaktivovanym bovinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na
Hané, 10%). Hybridom je kultivovén p¥i 37 ©c. stredni genera&ni &as je 16,4 hod. a 13 mé&sicl
po sestrojeni byl moddlni polet chromosomi 79. Produkovand protilétka je monoklondlni imuno-
globulin podt¥idy IgG 2b s lehkymi FYetézci typu kappa, jeji izoelektricky bod je pH 7,1-7,3.

Monoklon&lni protildtka, produkovand hybridomem RT~12 reaguje specificky s reverzni

transkriptézou.
Hybridom RT-12 mi%e byt primyslov& vyuZivan jako zdroj monoklondlni protildtky proti
reverzni transkriptdze v metoddch analytickych nebo preparativnich.
PREDMET VYNALEGZU

My&{ lymfocytdrn{ hybridom IMG CZAS RT-12 produkujici{ monoklondlni protildtku podtiidy
IgG 2b proti reverzni transkriptdze ptadf myoblastozy.
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