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(54) Mys3i lymfocytarni hybridom IMG CZAS MEM-09

Befen! se tyk4 myifho lymfocytdrniho
hybridamu, produkujifcfho protildtku proti
lehkému Fet&zci typu kappa lidskych imuno-

lobulind, ulofeného ve shirce hybridomd
%stavu molekuldrn{ genetiky CSAV pod ozna-
genfm MEM-09, Monoklondln{i protildtka
hybridomu MEM-09 je vhodnd pro pouZitf
v radioimunologické, nepfimé enzymoimuno-

logické a imunofluorescenén{ analyze a pro
¥48tén{ afinitn{ chromatografif lidskych
imunoglobulind obsahujfcich lehké Fet&zce
typu kappa.
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Vyndlez se tykd nového hybridamu, tj. hybridnfho jednobundného organismu, sestrojeného
£uz{ builky my3{ myelomové linie Sp2/0-Agld4 a my3{ slezinné lymfoidni bufky, produkujfcs
protildtku proti kappa lehkym fetdzcim lidskych imunoglobulind.

Doposud se protildtky proti lehkym Fet¥zclm imunoglobulind vyr4&b&j{ tak, %e kappa retdzce
imunoglobulinu jsou opakovand injikovdny jako antigen pokusnym zvifatfm. Sérum takto imuni~
zovanych zvifat, odebirané po ur¥ité dob¥& plisoben{ antigenu, slou%{ jako zdroj protildtek,
u¥fvanfch zejména pro kvantitativn{ stanoveni kappa ¥et&zcl imunoglobulinu v séru nebo na
lymfoidnich nebo leukemickcfch bufikdch metodou radioimunologické analyzy nebo nep¥imé imuno-
fluorescendni analyzy.

Tento postup, nazyvany konven¥ni imunizacf, md n¥kolik nevyhod. V séru imunizovanych
zvi{¥at se nach&zi heterogenn{ sm¥s protilitek, jejich% spektrum je v ka%dém jednotlivém
organismu rdzné a neopakovatelné. Organismus zpravidla vytvo¥f kromé protilidtek vidi ¥4~
danému antigenu i protildtky proti nedistotdm antigennfho prepardtu.

Vfrobn{ Zar¥e konvendnich sér se proto dajf t&%ko standardizovat a vychdzejl z vyroby
v Eirokém rozmez{ kvality. Pro vyrobu ka¥dé BarZe je tfeba pfipravit disty imunizadni
antigen a dal¥{ antigeny pro vysyceni balastnich protildtek proti nedistotdm.

Uvedené nedostatky vySe zmin&ného a dosud pouZivaného postupu odpadnou, je=-li k dispozici
hybridom, produkujfc{ monoklondln{ protildtku proti kappa fetézclm lidského imunoglobulinu,
uloZeny ve Sbirce hybridomi Ustavu molekuldrni genetiky SAV v Praze 4, Videnskd &. 1083,
pod oznalenfm IMG CZAS MEM-09.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplisobem zndmym z odborné literatury /Fazekas de St. Groth,
8., 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.:
Antibodies to major histocompatibility antigens produced by hybrid cell lines, Nature,
266:550, 1977/ klonovdnim souboru hybridnich bun&k, vzniklych fidz{ bunék my3f myelomové
linie Sp2/0-Agl4 a bunék, ziskanych ze sleziny my3{ kmene BALB/c imunizovanyfch lidskym
imunoglobulinem.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homogennf{ protildtku, tzv. protildtku monoklondlnf,
kterd je schopna specificky reagovat s kappa lehkymi Fet&zci lidskych imunoglobulinfi. Hybridom
MEM~09 je mo#né kultivovat in vitro v médifch vhodngch pro ¥ivo&i¥né builkky a je adaptovdn
pro rist in vivo v peritonedln{ dutin& my${ kmene BALB/c.

%z konzerv uchovdvanych v kapalném dusiku je moZné zahdjit produkci protildtky bez dal¥fho
antigenu. Protildtka produkovand hybridomem MEM-09 reaguje specificky jak s lidskym imuno-
globulinem, tak s populacemi lidskych B bun&k nesoucich jako sloZku bunZ&né membrény kappa
Yetézce imunoglobulinové molekuly a nenf{ t¥eba se zbavovat protildtek balastnich.

P¥{klad 1

Za Ydelem pamno¥eni hybridomovych bun&k in vivo bylo aplikovéno 5 x 108 bunék do peri-
tonedlni dutiny myS$f{. Aby do¥lo k lepSimu uchyceni aplikovanych bun&k byla my3 10 dni p¥ed,
p¥enosem bundk hybridomu ovlivnéna parafinovym olejem /0,5 ml intraperitonedln&/. Po 14 dnech
rdstu hybridamu v peritonedlni dtuiné byla my3 zabita a naprodukovand ascitickd tekutina
odebrédna.

Celkem bylo zf{skdno 1,5 ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala 10 mg/ml }munoglobulinu.
Protildtka reagovala se specifickym antigenem /lidskym imunoglobulinem/ v enzymoimunologickém
testu /p¥i pouZiti prase&f antimys{ protildtky znafené k¥enovou peroxiddzou/ aZ do tedént
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Monoklondlnf protildtka reagovala specificky v nepffmém imunofluorescen¥nim nebo enzy-
moimunologickém testu s &4stf lymfocytd perifernf krve. Ob¥ma metodami bylo zji¥t&no 15 a¥
20 % pozitivnich bundk v enzymoimunologickém testu a¥ do FeSen{ ascitické plazmy 1:104 a
v testu nep¥fmo fluorescence a% do ¥ed&ni{ 1:102. PLL pouZiti &i¥ténych populacf T a B lym~
focytld byla zji¥t¥na reaktivita protildtky MEM-09 s 50 a%¥ 60 % B lymfocytd a 1 & T lymfocytd.
Negativn{ byly monocyty, granulocyty a erytrhocyty.

P¥fklad 2

Ze 2 ml ascitické tekutiny obsahujic{ protildtku MEM-09 byla p¥ipravena globulinovd
frakce precipitac{ sfranem amonnym a navdzdna na 2 ml CNBr-aktivované Sepharosy 4B. Na 1 ml
kolonku p¥fipravenou z tohoto imunosorbentu bylo naneseno 0,5 ml lidského séra a po promytf
10 ml fyziologického roztoku byl specificky adsorbovany antigen vymyt celkem 2,5 ml O,1 M
glycin-HC1l pufru pH 2,2 a eludt byl ihned neutralizovdn 1 M fosfdtovym pufrem pH 7,2.

Celkovy vytdZfek byl 4 mg imunoglobulinu, jehoZ identita a ¥istota byla prokdzdna elektro-
foretickymi metodami. Prepardt obsahoval p¥evdZn& IgG a poskytoval v dvojité imunodifuzi
v agarosovém gelu precipita®ni linii s krdli&fm antisérem proti lidskym kappa Fet&zcdm,
ale nikoli s antisérem proti lambda Eet&zctm /Sevac, Praha/.

Po 3x opakovaném nanesenfi plvodnfho vzorku séra na regenerovanou kolonku imunosorbentu
/regenerace provedena prostym pfevedenfm do neutrdlnfho fyziologického roztoku aZ se z imu-
nosorbentu ji%¥ %4dny antigen nevymyval/ jsme ziskali nenavdzanou &dst séra, kterd ji% ne-
poskytovala precipitadni linii s antisérem proti kappa Fetézclm, ale precipitovala s anti-
sérem proti lambda Fet&zcim.

Po SDS PAGE lidského séra nebo antigenu izolovaného afinitnf{ chromatografif na imobilizo~
vané protildtce MEM-09 a pfevedeni separovanych komponent na nitroceluldzu se enzymoimuno-
logicky barvila vyrazn& komponenta o relativnf molekulové hmotnosti 26 000. VS8echny tyto
visledky souhlas{ se z4vérem, Ze protildtka MEM~O9 reaguje s determinantou na lehkych
fetézcich imunoglobulind typu kappa.

Bufiky hybridomu MEM-09 maji ultrastrukturni obraz typickych myelomovych bundk. Cytoplazma
obsahuje velké mnoZstv{ polyribosomd, mitochondrie a slab& vyvinuté endoplasmatické retikulum,
In vitro rostou jako polosuspenzni kultury. Zdkladnim kultiva&énfm médiem je. Eaglovo minimdlni
esencidlnf médium s Hanksovou solnou sm&sfi doplnéné o neesencidlni aminokyseliny, L-glutamin
/3 mM/, pyruvdt sodny /1 mM/.

Toto médium /oznadované jako H-MEMd, Ustav molekuldrni{ genetiky CSAv/ je pro kultivaci
hybridoemu MEM-09 doplnéno penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2-merkaptoetanolem
/0,05 mM/, pufrem HEPES /10 mM/ a inaktivovanym bovinnim sérem /Bioveta, Ivanovice na Hané,
10 %/,

Hybridam je kultivovdn pEi 37 ©c. stfedn{ generadnf &as je 17,2 hod. a 10 mdsicd po
sestrojen{ byl moddlni po&et chromosomi 94. Produkovand protildtka je monoklondlni imunog-
lobulin podt¥i{dy IgGl s lehkymi Yet&zci typu kappa, jej{ isoelektricky bod je pH 5,8 a%¥ 6,3.

Monoklondln{ protildtka produkovand hybridomem MEM-09 reaguje specificky s kappa lehkymi
Yet&zci lidskych imunoglobulind.

Hybridom MEM-09 miZe byt primyslové& vyuZivédn jako zdroj monoklondlni protildtky proti
lehkym Fetdzclm typu kappa lidskfch imunoglobulind v metoddch analytickych anebo prepara-
tivnfch.

Monoklondlnf protildtka hybridomu MEM-09 mife byt vyuZita pro analytické stanovenf{ 1lid-
skfch imunoglobulin® s lehkym Fet¥zcem typu kappa /v séru nebo jinych té&lnfch tekutindch/
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nebo ke kvantitativnfmu stanoven{ subpopulace B lymfocytd nebo typu leukemickych bunék ne-
soucfch lehké Fetdzce kappa typu imunoglobulind p¥i klinické diagnostice ve zdravotnickych
zaf{zenfch, zv148t& pfi poruchdch imunologického systému a niddorovych onemocné&nich.

Imobilizovand monoklondln{ protildtky miZe byt pouZito k &ift&nf kappa Fetézce lidskych
imunoglobulind pomoc{ afinitni chromatografie.
PREDMET VYNALEGZU

My§f lymfocytdrn{ hybridom IMG CZAS MEM~-09 produkujfcf monoklondlnf protildtku pod-
t¥{dy IgGl proti kappa Yetézcim lidskych imunoglobulind.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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