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monoklondlni protildtku proti ekrozinu

Kys{ lymfoeytdrnl hybridom, produku-
3{c{ protildtku proti akrozinu, kteri rea-
guje 8 akrozinem prasete, byka, bergna a

mysi je uloZen ve gbi

molekulédrni genetiky

gce hybridomd Ustavu
S

AV pod oznacenim

¥0. AKR, 4, Samotnd monoklondlni protilét-
. ke hybridomu MO. AKR. 4 je vhodnd pro pou~
31ti v redloimunologické nebo enzymoimuno-
logiocké analyze stanoveni mnoistvi prase-
&{ho, by¥{iho, beraniho a myS8{fho akrozinu. .
V imunofluoresceninim testu znali nepod~
kozeny akrozom u prasete, byka, berana,

myéin
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~ Vynélez se tYké‘nového hybridomu, tj. hybridniho jednobu-
n&¥ného organismi, sestrojendho bunddnou fuzl myelomové my3f
linie a my3f slezinné lymfoidnf bunky, produkujfci protilétku
proti prased{mu akrozinu.

Protilstky proti akrozinu se vyrabdji tek, %e je akrozin
opakovand injikovdn jako antigen pokusnym zvitattm, nejdastéji
my3{m nebo potkanim. Sérum takto imunizovanych zvirat, odebra-
né po urdité dob& plsobeni antigenu, slouZf jako zdroj proti-
1étek, uiivanych'pro stanoveni akrozinu u po3kozenych spermif,
Tento postup, nazyvany konvend&ni imunizaci, mé nékolik nevyhod.
V séru 1mun1zovanych zvitat se nachdzi heterogenni -smgs proti-
létek, jejichZ spektrum je v kaZdém jednoilivém organismu riz-
né a neopakovateiné. Organismus zpravidla vytvér{ krom$ proti- 7
latek viadi Z4danému antigenu i protildtky proti nedistotém
antigenniho preparétu; ty je nutné ze sér odstrahovat vysyco-
~ vénim.Sar¥e konven¥nich sér se proto dajf té%ko standardizovat.
Pro vyrobu ka%¥dé 3BariZe je tfeba piipravit &isty imunizadéni antié
- gen a dal3f antigeny pro vysyceni balastnich protildtek proti
'neélstotém.

, - Je. znémé monoklondlni protllétka pvoti ‘prase&imu akrozinu,

specifické VgL /3 -formé akrozinu produkované Hybridomem MO.
AKR.l, ktery je uloZen ve Sbirce hybridomd Ustavu molekulérni
genetiky CSAV v Praze 4, Vidénské ¢. 1083%, pod oznadenim IMG
CZAS MO. AKR 1.

Dal#! monoklonéln{ proti;étku proti akrozinu produkuje no-

vy hybridom MO AKR.4 podle vyndlezu, ktery je uloZen ve' Sbirce,
hybridomi Ustavu molekulérni genetiky GSAV v Praze 4, Videnské
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¢. 108%, pod oznalenim IMG CZAS MO. AKR. 4. Tento hybridom
produkuje monoklondlni protilétku proti prasedimu, by&imm, be-
ranimu a mySimu akrozinu, reaguje tedy mezidruhovd, podobné .
Jako konvendnim Zpﬁsobem pripravend protildtka; zéroven mé v3ak ,
v3echny vyhody monoklondlnf protilétky /homogennost, standart-
nost, snadnéd p¥{prava velkého mnoZstvi protildtky/. V imuno-
fluorescen¥nim testu. /Immunochemistry in: Immunochemistry in
Practice, eds. A. Johnstone, R. Thorpe, p 256. 1982/ znad{ mo-
noklondlnf{ protildtka hybridomu MO. AKR. 4 akrozom prasete, ny~
ka, berana a my3f{ u nepodkozenych spermii.

Uvedeny hybridom byl ziskén zpisobem znémym z odborné lite-
ratury /Fazekas de St. Groth, S., Scheidigger, 0.: Produktion
of monoclonal antibodies: Strategy and tactics, J. Immunol. Met.,
35: 1-21, 1980; Galfré, G., Howe, S.C., Milstein, C., Butcher,
G.W., Howard, J.C.: Antibodies to major histocompatibility anti-
gens produced by hybrid cell lines, Nature 266:550, 1977/ klo-
novénim souboru hybridnich bunék, vznlklych fuzi mysi myelomo-
vé linie Sp 2/0 -~ Ag 14 a bun&k, ziskanych ze sleziny my3{ kme-
ne BAIB/c, imunizovanych akrozfnem.

Hybridom MO. AKR. 4 je mo¥né kultivovat ih vitro v médiich
vhodnych pro %ivodi3né bunky a je adaptovdn pro rist in vivo
v peritonedlni dutiné my8{ kmene BAILB/c. Z konzerv, uchovéva-
nych v kapalném dusiku, je mo¥né zahéglt produkei protllétky
bez dal¥tho antigenu.

Pfiklad

Za uéelem pomnoZeni hybrldomovych bungk in vivo bylo apli-~
xovéno 2.10° bundk do peritoned]ni dutiny my3f. Aby do3lo k lep-
- 8i{mu uchyceni aplikovanych.bunék, byla my$ 10 dni p¥ed pirenosem
bun&k hybridomu ovlivnéna parafinovym olejem /0,5 ml intraperi-
tonedln&/. Po 10 dnech rtistu hybridomu v peritonedlni duting
byla my$ zabita a naprodukovand asciticks tekutina odebréna.
Celkem bylo ziskdno 5 ml ascitické tekutiny, kters obsahovala
7 mg/ml imunoglobulinu, ti#{dy IgM. Monoklondlni protilétka ob-
sa%end v ascitické tekuting reaguje s akrozinem ridznych druhﬁ.
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zvitat sprase, byk, beran, my%/ v ELISA testu do Peddnf ,/1077/,

Bufiky hybridomu MO. AKR. 4 maji ultrastrukturdln{ obraz
typickych myelomovych bundk. In vitro rostou jako polosuspenz-
n{ kultury. Z4kladnfm kultivadnfim médiem je médium RPMI 1640
/Moore, G.E. a spol. J. Am. Med. Assoc., 199:519, 1967/ pripra-
vend Ustavem molekuldrnf genetiky 8SAV, doplniné glutaminem,
HEPES-em, antibiotiky a 10% telectho séra /Bioveta, Ivanovice
na Hané/. Hybridom je kultivovén pii 37 OC a 5 % CO,. StPednt
generadn{ ¥as je 17,3 hod. '

Hybridom MO. AKR. 4 miZe byt prdmyslové vyuZivén jako zdroj
protilétky nejen proti prasedimu akrozinu, ale i akrozinu bykd,
berand a ve wyzkumu u my3{. Pomoci této protildtky lze stanovit
mno#%stvi uvoln&ného akrozinu u poSkozenych spermif rdznych druht
zvitat a tim otestovat rizné inseminadni ddvky Spebmatq po roz-
mrazeni a vybrat vhodné /fertilnif, nepodkozené/ pro inseminaci.

V ELISA testu je mhoistvi akrozinu stanoveno tak, %e super-
natant z odebranych spermif od zvi¥at nebo rozmrazenych spermii,
ktery obsahuje uvolndény akrozin je nakapén do Terasakiho desti-~
gek /Dale&fn/. K nakapanému antigemn - akrozinu je pFidéna mo-
noklondlni protildtka MO. AKR. 4 Peddnd geometrickou Padou« Po
inkubaci antigenu s monoklonslnl protildtkou je pi¥idédna prase-
¢i protilatka proti my3im imunoglobulindm znalend peroxiddzou
/SwAL! Px} USOL, Praha/, po pridéni ortho-phenyldiaminu /sub-

- strat pro peroxiddzu/ vznikd barevns réakce, kterou lze vizudl-
né odedfst. | '

PREDMET VIYINALEZU

I'y&1 lymfocytérni hybridom INMG CZAS 0. AKR. 4, vyzna-
¢uyici se tim, Ze produkuje monoklondini protilétku protl
akrozinu, kterd respuje s akrozinem prasete, byka, berana
a mysi.
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