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ReSeni se tykd mysiho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujiciho protildtiu proti
membrdnovému antigenu lidskych T bundk,
uloZeného ve sbirce hybridomd Gstavu
‘molekuldrmi genetiky CSAV pod oznalenim
MEM - 32, Samotnd monoklondlni protildt-
ka hybridomu MEM-32 je vhodnd pro pouZiti
v enzymoimunologické analyze lidskych
T bunék.

244 396




-1 -
244 398

Vynédlez se tyké nového hybridomu, tj. hybridnino Jjedno-
bunddného organismu, sestrojeného Niz{ bunky my3i myelomové
linie Sp2/O=-Agl4 & mySi slezinné lymfoidn{ bunky, produkujf-
¢ protildtku proti membrénovému entigenu pri{tomnému na lid-
skych T buhikdch (tj. T lymfocytech). T bunky majf zékladnf
dileZitost v imunitnim systému. Poet T bundk a jejich pom&r
k B lymfocytin se p¥i imunodeficiencich a jinych patologic-
kych stavech 1i3{ od fyziologické normy.

Doposud se protildtky proti membrdnovym antigenim vyré-
bEji tak, %e bun¥né suspenze nebo membrédnové frakce Jjsou
opakovan& injikovény produkénim zvifatim, nejlast&ji kréli-
kim. Sérum tekto imunizovanych zvi¥at, odebirané po ur¥ité
dob& plisobeni antigenu, slouZ{ jeko zdroj protilétek. Takto
Jjsou nap¥{fklad p*ipravovény protilétky proti thymocytim, kte-
ré jsou pouZivény k imunosupresi pfi transplantaci orgdnd v .
klinické medicin¥. Tento postup, nazyveny konvendnf imunisa-
c{, md neodstranitelnou nevyhodu v tom, Ze séra obsahuji pro-
tildtky proti mnoha membranovym antigendm, z nich%Z n&které
jsou pPitomny na vice typech bunékji&éra proto nelze pouZit
k jemnému rozlifeni bun&Enych typd a tfid.

Nevyhody konven®nich sér prcti membrdnovym antigentm v
principu odstranuje pouZiti hybridomové technologie. Produkt
hybridomu -monoklondlni protildtka - je zam&rena vZdy proti
jediné antigenn{ determinant&. Je-1li konstruovén dostatedné
velky soubor hybridomd, je pravd&podobné, %e se z n&ho poda-
¥{ vyhledat hybridom syntetizujfc{ protildtku, kterd rozezndvd
~antigenni determinantu charakterizujfef urlity typ nebo t¥{du

i podt¥idu lymfocyti. '

Dosud se obvykle po¥et T bundk zjiZ¥oval tzv. rosetovym
testem s ov&imi erythrocyty. Podle publikovanych vysledkd
(Kung, P.C., Talle, M.A., DeMaria, M.E., Butler, M.S., Lifter,
J., Goldstein, G.: Straiegies for generating monoclonal anti-
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bodies defining human T-lymphocyte differentiation antigens.
Transplant. Proc. 12, Suppl..1:141=146, 1980) se d4 soudit,
%Ye lze pripravit monoklonédlni protildtky specificky detegu-

Jict T lymfocyty, které by mohly nahradit dosud pouZivany
rosetovy test.

Podstatného pokroku v diagnostice lidskych lymfocytd,
projevujfcfho se vy881 spolehlivosti analytického vysledku,
se dosdhne, Je-li k dispozici hybridom, produkujfc{ monoklo-
nédlni protildtku proti antigenu pf{itomnému ne lidskych T
bunkdch, uloZeny ve Sbirce hybridomd Ustavu molekuldrnf ge-
netiky 8SAV v Praze 4, Videnskd &. 1083, pod oznadenim IMG
CZAS MEM=-32, ‘

Uvedeny hybridom byl ziskén zplsobem znédmym z odborné
literatury (Fazekas de St. Groth, S., Scheidegger, D.: Pro-
duction of monoclonal antibodies: Strategy and tacties, J.
~ Immunol. Meth., 35:1-21, 1980; Galfré, G., Howe, S.C., Mil-
. stein, C., Butcher, G.W., Howard, J.C.: Antibodies to major
histocompatibility antigens produced by kybrid cell lines,
Nature, 266:550, 1977) klonovénim souboru hybridnfch bundk,

z{skanych ze sleziny my5f kmene BALR/c¢ imunizovanych membré-
novou frakcf bun&k lidskych thymi.

Vyhodou hybridomu je, Ze ﬁrodukuje homogenni protildtku
monoklondlni, kterd Je schopnea specificky reagovat s lidskymi
T bunkemi. Hybridom MEM-32 je mo¥né kultivovat in vitro v
médifch vhodnych pro %#ivo¥i3né bunky a je adaptovén pro rist
in vivo v peritoneélnf dutin® myZ{ kmene BALB/c. Z konserv,
uchovévanych v kapalném dusiku, je mo#né zahdjit produkci
protildtky bez dgl3iho antigenu. Protildtka, produkovand hybri-

domem MEM-~-32, reaguje specificky s populacemi lidskych T bun&k
a neni{ treba se zbavovat protildtek balastnich.
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Za UZelem pomnoZenf hybridomovych bundk in vivo bylo
aplikovéno 4 x 10% bungk do peritonedlni dutiny my3{. Aby
doZlo k lep3imu uchyceni aplikovanych bun&k, byla my3 14
dnf p¥ed pFenosem bun&k hybridomu ovlivné&ne parafinovym
olejem (0,5 ml intreperitonedln&). Po 10 dnech ristu hybri-
domu v peritonedlni dutin& byla my3 uhubena a naprodukovand
ascitickd tekutina odebréna. Celkem bylo ziskéno 3 ml as-
citické tekutiny, kterd obsahovala.4 mg/m] imunoglobulinu.
Monoklondlni protildtka reagovala specificky s T bunkami
periferni krve v nep¥imém enzymoimunologickém testu. Mono-
cyty, grenulocyty a erythrocyty s protildtkou nereagovaly.
Pri pouZit{ Zist&nych populac{ T a B lymfocytd byla 2ji¥té&-
na reaktivita protildtky MEM=-32 s vice neZ 95% T bunék a s
mén& neZ 5% B bunék, Sﬁecificita protildtky Je identickd s
komerdni monoklondlni protildtkou OKT-1, Jak bylo prokdzdno
opakovanymi paralelnimi stanovenimi véetn& pouZitf{ sm&si
obou protildtek, a to jak v p¥fi{pad® sm&si perifernfich lym-
focytd, tak u izolovanych T a B popylaci (viz tebulka).

Tab. Reaktiv%ta protilétek produkovanych hybridomem MEM-32

a OKT-1' s bunkemi perifern{ krve
Bufiky periferni{ % pozitivafch bun& reagujfcich s mono-
11dské krve? Klonéln{ protildtkou v enzymoimunologickém
testu sm&s
MEM-32 CKT1 MEM=-32 + OKT!
lymfocyty 70-80 70-80 70-80
T lymfocyty4 =95 >95 >95
B lymfocyty5 <5 <5 <5
monocyty <1 <t <1
granulocyty <1 <i <1
erythrocyty < <1 <1

1Komerén:[ monoklonélni protilédtka od firmy Ortho Pharmaceu-

tical Corporation, Raritan, New Jersey, USA.

2Buﬁky lidské periferni krve byly izolovény popsenou metodou
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(Bbyum, A.: Isolation of lymphocytes, granulocytes and
macrophages. Scand.J.Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976) na
Verografin-Ficoll gradientu.

3Byl pouZit mirn& modifikovany postup podle préce Lens=-
dorp, P.M., Asteldi, G.C.B., Oosterhof, F., Janssen, M.C.,
Zeijlemaker, W.P.: Immunoperoxidase procedures to detect
monoclonal antibodies against cell surface antigen. Quan-
titation of binding and staining of individual cells. J.
Immunol.Meth. 39:393-405, 1980.

4p lymfocyty byly izolovény prichodem sm&si lymfocytd slou-
pedkem nylonové vaty popsenou metodou (Julius, M.H., Simp-
son, E., Herzenberg, L.A.: A rapid method for the isolation
of functional thymus-derived murine lymphocytes. Europ.dJ.
Immunol. 3:645-649, 1971).

58 lymfocyty byly izolovény specifickou adsorbef na plasti-
kové desky pokryté protildtkou proti lidskému imunoglobuli-
nu popsanou metodou (Mage, M.G., McHugh, L.L., Rothstein,
T.L.: Mouse lymphocytes with and without surface immunoglo-
bulin: Preparative scale separation in polystyrene tissue
culture dishes coated with specifically purified anti-immu-
noglobulin. J.Imaunol.Meth. 15:47-56, 1977).

Identita antigend rozezndyanych protilétkami MEM32 a OKT=-1
byla prokdzéna izolaci pFisludného antigenu imunoafinitng
chromatografii ne imobilizované protildtce MEM-32 a demon-
straci silné reaktivity tohoto entigenu s protildtkou OKT-1.
Tento prikaz byl proveden nédsledovn¥: Jdstein& vylisténéd
protildtka MEM=-32 byla navézéna na CNBr-Sepharosu 4B (Phar-
mecia, Uppsala, Svédsko) (5 mg/ml). Hrubé membrénovéd frakce
2z lidskych thymocytd byla solubilizovéna v roztoku obsahuji-
cim 1% detergent NP-40 & ziskany extrakt byl nanesen na ko=
lonku Sepharosy 4B s kovalentn® navédzenou protildtkou ME-32.
Po ddkladném promytf byl specificky adsorbovany antigen vy-
myt roztokem 2% dodecylsulfgtu sodného 8 ziskany vzorek
analyzovén elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v pfitom-
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nosti SDS. Po skon¥eni elektroforézy byly separovené proteiny
elektroforeticky pfevedeny na nitrocelulosovou membrénu (Tow-
bin, H., Stachelin, T., Gordon, J.: Electrophoretic transfer
of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets:
procedure and some applications. Proc.Natl.Acad.Sci. U.S. 76:
4350-4354, 1979) a detegovény nepfimym enzymoimunologickym
testem s vyuZitfm p¥fslu¥né monoklondlnfi protildtky a prase¥f
antimy8f protildtky konjugovené s peroxiddzou (0SOL, Praha).
Jak protildtka MEM-32, tak OKT-1 reagovaly siln& s izolovanym
antigenem (m.h. 67 000).

Bunky hybridomu MEM-32 maj{ ultrastrukturn{ obraz typic-
kych myelomovych bun&k. Cytoplazma obsahuje velké mnoZstvi
polyribosomd, mitochondrie a slab& vyvinuté endoplasmatické
" retikulum. In vitro rostou jeko polosuspenzni kultury. Zdéklad=-
nim kultivainim médiem je Eaglovo minimdlnf{ esencidlnf médium

s Hanksovou solnou sm&si doplnéné o neesencidlni aminokyseliny,
L-glutamin (3mM), pyruvdt sodny (1mM). Toto médium (ozna¥ované
jako H-MEMA, Ustav molekulérni genetiky 8SAV) je pro kultivaci
“hybridomu MEM-32 doplné&no penicilinem, streptomycinem, gentaé
mycinem, 2-merkaptoetanolem (0,05 mM), pufrem HEPES (10 mM) a
inaktivovanym bovinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané, 10%).
" HyUridom je kultivovén p¥i 37°C. St¥edni generadni &as je 21
hod. a 5 m&sicl po sestrojeni byl moddlni podet chromozomi 92.
Produkovand protilétke Je monoklondlnf imunoglobulin podt¥idy
IgGl s lehkymi Feté&zci typu kapa, Jejf izoelektricky bod je

pH 6.0 - 6.4.

Monoklonélni protilédtka produkovand hybridomem MEM=-32
reaguje specificky s lidskymi T bunkami. Hybridom MEM-32 miZe
byt prﬁmyslové—vyuZIvén Jjako zdroj monoklondlni protilétky
proti T bunkém v analytickych metoddch. Monoklondlnf protilétka
hybridomu MEM-32 miZe byt vyuZita pro stanovenf{ T bun&k v peri-
fern{ krvi a lymfatickych orgdnech pii klinické diagnostice v
-zdravotnickych za¥fzenich, zv145t& pfi riiznyeh imunologickych
nedostatenostech a autoimunnich onemocn¥nich a pro klasifikaci
leukémif{ T bun&iného plivodu.
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My%f lymfocytérni hybridom IMG CZAS MEM-32 produ-

kujfc{ monoklondlni protildtku podt¥idy IgG! proti mem-
brénovému antigenu lidskych T buné&k.

Vytiskly Moravské tiskafské zavody, ,
stfed. 11 100, tf.Lidovych milicf 3, Olomouc Cena: 2,40 Ki&s
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