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(54) Mys3i lymfocytarni hybridom IMG CZAS MEM-18

#e¥en{ se tyk4 mydfho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujfcfho protildtku proti
membrénovému antigenu lidskych monocytd,
ulofeného ve sbfrce hybridomid Ustavu mo-~
lekuldrnf genetiky USAV pod oznafenfm
MEM-18. Monoklondln{ protildtka hybridomu
MEM-18 je vhodnd pro pou¥itf v nepf{mé imu-
nofluorescen¥ni a enzymoimunologické analy~-
ze lidskgch monocytid.
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Vyndlez se tykd nového hybridomu, tj. hybridnfho jednobun®&ného organismu, sestrojeného
fuz{ bufiky my%{ myelomové linie Sp2/0-Agld4 a my3{ slezinné lymfoidni buliky, produkuifcf proti-
14tku proti membrdnovému antigenu p¥{tomnému na lidskych monocytech.

Monocyty maj{ zdkladni ddle¥itost v imunitnim systému. Polet monocytd se pEi imuno-
deficiencich a jinych patologickych stavech 1i31 od fyziologické normy.

Doposud se protildtky proti membrdnovym antigenim vyrdb&jf tak, #e bun&fné suspenze
nebo membrénové frakce jsou opakovan® injikovdny produkénim zvifatlm, nej¥ast®ji krdlfkim.
Sérum takto imunisovanych zvi¥at, odebirané po urdité dobé pfisoben{i antigenu, slouZi jako
zdroj protildtek.

Takto jsou nap¥fklad pripravovédny protildtky proti thymocytim, které jsou pou¥fviny
k imunosupresi p¥i transplantaci orgdnd v klinické medicin&. Tento postup, nazyvany kon-
vendni imunisacf, m& neodstranitelnou nevyhodu v tom, Ze séra obsahujf protildtky proti
mnoha membrgnovym antigendm, z nichZ n8které jsou p¥ftomny na vice typech bunék; séra proto
nelze poufit k jemnému rozlifeni bun&dnych typl a t¥fd.

Nevyhody konvenénich sér proti membrdnovym antigenim v principu odstranuje pouZiti
hybridomové technologie. Produkt hybridomu - monoklondlni protildtka ~ je zam&¥ena vidy proti
jediné antigenni determinanté.

Je-13 konstruovdn dostate®n& velky soubor hybridomii, je pravd&podobné, e se z n&ho
podaff vyhledat hybridom syntetizujfcf protildtku, kterd rozezndvd antigennf determinantu
charakterizujfcf ur&ity typ leukocytld.

Dosud se obvykle polet monocytf zji¥foval histologicky a histochemicky. V&t3ina mono~
cytd je morfologicky odli¥itelnd od ostatnfch jadernych bun&k v krvi, pfesto je pfednostng
pouZivdno histochemickych testd.

Podle publikovanych vysledkd /Kung, P. C., Talle, M. A., DeMaria, M. E., Butler, M. S.,
Lifter, J., Goldstein, G.: Strategies for generating monoclonal antibodies defining human
T-lymphocyte differentlation antigens. Transplant. Proc. 12, Suppl. 1:141-146, 1980/ se d4
soudit, Ze lze pF¥ipravit monoklondlni protildtka specificky detegujfcf monocyty, kterd by
mohla nahradit dosud pouZifvané histochemické techniky.

Podstatného pokroku v diagnostice lidskych monocytd projevujfcfho se vy38{i spolehlivostfl
analytického vysledku, se dos&hne, je-li k dispozici hybridom, produkujfci monoklondlnf proti-
14tku proti antigenu p¥ftomnému na lidskych monocytech, uloZeny ve Sbfrce hybridomd Ustavu
molekuldrnf{ genetiky USAV v Praze 4, VideRskd &. 1083, pod oznadenfm IMG CZAS MEM-18,

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplsobem zn&mym 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.:
Antibodies to major histocompatibility antigens produced by hybrid cellblines, Nature, 266:550,
1977/ klonovdnfm souboru hybridnfch bunék, zfskanych ze sleziny my${ kmene BALB/c¢ imunizovanych
smés{ proteind z mode pacientd s poSkozenou ledvinou. Proteinovd frakce obsahovala komponentu,
kterd je p¥ftomnd na lidskych monocytech.

Vvhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenni protildtku monoklondlnf, kterd je schopna
specificky reagovat s lidskymi monocyty. Hybridom MEM~18 je mo#né kultivovat in vitro v médiich
vhodnych pro ¥ivodi¥né bulky a je adaptovdn pro rist in vivo v peritonedlnf dutin& my3{ kmene

BALB/c. Z konzerv, uchovdvanych v kapalném dusiku, je moZné zahdjit produkci protildtky bez
dal¥{ potieby antigenu. Protildtka, produkovand hybridomem MEM-18 reaguje specificky s lldskyml
monocyty a neni t¥eba se zbavovat protildtek balastnich.
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Za ddelem pomno¥en{ hybridomovych bun&k in vivo bylo aplikovdno 4 x 108 bun&k do peri-
tonedlni dutiny myS{. Aby doZlo k lep3imu uchycenf aplikovanych bun&k, byla my% 14 dn{ p¥ed
p¥enosem bun&k hybridomu ovlivn&na parafinovym olejem /0,5 ml intraperitonedln&/. Po 10 dnech
ristu hybridomu v peritonedlnif dutin& byla my¥ uhubena a naprodukovand ascitickd tekutina
odebrédna.

Celkem bylo ziskdno 2,5 ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala 3 mg/ml imunoglobulinu.
Monoklondlnf protildtka reagovala specificky s monocyty perifernf krve v nep¥fmém imuno=-
fluorescenénim a enzymoimunologickém testu. Lymfocyty, granulocyty a erythrocyty s proti-
14tkou nereagovaly.

Specifita protildtky je identickd s komer&nf monoklondln{ protildtkou MY-4, jak bylo
prokdzidno opakovanymi paralelnfmi stanovenimi v&etn& pouZiti sm&si obou protildtek, a to jak

v p¥ipad¥® sm&si perifernfch lymfocytd, tak u izolovanych monocytl z periferni krve /viz tab./.
Reaguje s proteinovou frakc{ mole né&kterych pacientd s pofkozenou ledvinou.

Tabulka

Reaktivita protildtek produkovanych hybridomem MEM~18 a My-41 s puiikami perifern{ krve

Buiiky perifernf % pozitivnich buné&k reagujicich s monoklondlni protildtkou v nep¥i-
1idské krvel mém enzymoimunologickém3 a imunofluorescendnim testu
Sm&s

MEM~18 MY-4 MEM~18 + MY-4
lymfocyty 1 1 1
monocyty 95 95 95
granulocyty 1 1
erythrocyty 1 1 1

1/ Komer&ni monoklondlni protildtka od firmy Coulter Immunology, Hialeah, Floria, USA.

2/ Bufiky lidské perifernf{ krve byly izolovdny popsanou metodou /Boyum, A.: Isolation
of lymphocytes, granulocytes and macrophages. Scand. J. Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976/ na
Verografin-Ficoll gradientu.

3/ Byl pouZit postup podle prdce Lansdorp, P. M., Astaldi, G. C. B., Oosterhof, F.,
Janssen, M. C., Zeijlemaker, W. P.: Immunopefoxidase procedures to detect monoclonal anti-
bodies against cell surface antigen. Quantitation of binding and staining of individual
cells. J. Immunol. Meth. 39:393-405, 1980.

4/ Byla pouZita nepfifm& imunofluorescenéni technika s vyuZitfm-prasedfho antimysfho
imunoglobulinu znadeného fluoresceuinisothiakyandtem /0SOL, Praha/.

5/ Monocyty lidské perfernf krve byly izolovdny popsanou metodou Recale, H. R.: A
simple method of obtaining monocytes in suspension. J. Immunol. Meth., 69:71 aZ 77, 1984.

6/ Granulocyty lidské periferni krve byly izolovdny na diskontinudlnfm hustotnim Percol-
lovém gradientu /Pharmacia Fine Chemicals AB, Uppsala, Svédsko/. Granulocyty byly ziskdny na
vrstvé Percollu o hustot& 1.09. ’
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Identita antigenll rozezndvanych protildtkami MEM-18 a MY~4 byla prokdzdna izolact
pf{slu¥ného antigenu imunocafinitni chromatografif na imobilizované protildtce MEM-18 a demon-
straci{ silné reaktivity tohoto antigenu s protildtkou MY=-4.

Tento prikaz byl proveden ndsledovnd: (4stednd vy&i¥t&nd protildtka MEM-18 byla navi-
zdna na CNBr-Sepharosu 4B /Pharmacia, Uppsala, Svédsko/ /5 mg/ml/. Smds proteind z mole
pacientl trpicfch proteinurif byla zfskdna sré¥enim sfranem amonnym do 75% nasycenf, odso-
lenfm dialysou proti vod& a lyofilizaci.

Byly vybrdny vzorky modi, které obsahovaly co nejvyZ¥{ koncentraci rozpustné formy
antigenu reagujfcfho s protildtkou MEM~-18 /testovaného i inhibi&nfm enzymoimunologickém
testu/. Takto zfskand sm&s proteind byla rozpu¥téna v PBS /0,14 M roztok NaCl pufrovany
10 mM fosf{tem pH 7,2/ a nanesena na kolonku Sepharosy 4B s kovalentn& navizanou protil&tkou
MEM~18.

Po dlkladném promytf byl specificky adsorbovany antigen vymyt roztokem 2% dodecylsulfdtu
sodného /SDS/ a ziskany vzorek anaiyzovdn elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v pi¥ftom-
nosti SDS.

Po skon&eni elektroforézy byly separované proteiny elektroforeticky p¥evedeny na nitro-
celuldzovou membrdnu /Towbin, H., Stachelin, T., Gordon, J.: Electrophoretic transfer of
proteins fram polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: Procedure and some applications.

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 76:4350-4354, 1979/ a detegovdny nep¥fmym enzymoimunolo-
gickym testem s vyuZitfm pZ¥{slu¥né monoklondlnf protildtky a prase®f antimy¥{ protildtky
konjugované s peroxiddzou /GSOL, Praha/.

Jak protildtka MEM-18, tak MY-4 reagovaly siln& s izolovanym antigenem /m. h. 55 000/.
Stejny vysledek byl zfskdn i v p¥fpad¥, %e jako vychozl materifl pro izolaci antigenu byl
pouZit lyzdt monocytd roztokem obsahujfcim 1 % detergent NP~40 /107 bunék lyzovdno 1 ml rozto-
ku a nerozpustné zbytky odstran&ny centrifugacif/.

Identita antigend rozezndvanych protildtkami MEM-18 a MY~4 byla prok&zdna také tak, Ze
antigen reagujfcf s protildtkou MEM~-18 byl nejprve odstran&én s povrchu monocytd /“capping"
ndsledovany internalizacf/ a pak byla testovdna reaktivita takto pozm&n&nych bun&k s proti-
1l4tkou MY~4. .

Bylo zji¥t&no, Ze po odstranéni antigenu MEM-18 vymizi{ také schopnost monocytd vizat
protildtku MY-4, zatfmco reaktivita s protildtkou B2M-Ol /Hilgert, I., Hotej%{, V., Kridto-
fovd, H.: The use of murine monoclonal antibody B2M-0O1 for detection and purification of human
2—microglobulin. Folia biol. /Praha/ 30:369-376, 1984/ se nezmé&ni.

Tento test byl provddén tak, Ze roztok protildtky MEM~18 byl inkubovdn 30 min. p¥i 20 ¢
s monocyty a poté 30 min. p¥i 37,°C s protildtkou proti my3fmu imunoglobulinu. S takto p¥ipra-
venymi bufikami byl proveden b&¥ny nepfimy imunofluorescen®nf test, tj. inkubace s protildtkami
MEM-18, MY-4, B2M-0l1 a ve druhém kroku s praseim antimy¥fm imunoglobulinem znalenym fluores-
ceinisothiokyanatem.

Bulky hybridomu MEM-18 majf ultrastrukturni obraz typickych myelomovych bundk. Cytoplasma
obsahuje velké mno¥stvi polyribosomd, mitochondrie a slab& vyvinuté endoplasmatické retikulum.
In vitro rostou jako polosuspensnf kultury. 2&kladnfm kultiva®nfm médiem je Eaglovo minimglni

~- esencidlnf{ médium s Hanksovou solnou smésf{ dopln&né o neesencidlnf aminokyseliny, L-glutamin

/3 mM/, pyruvdt sodny /1 mM/.

Toto médium /oznadované jako H-MEMd, Ustav molekuldrnf genetiky CSAV/ je pro kultivaci
hybridomu MEM-18 doplnéno penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2-merkaptoetanolem
/0,05 mM/, pufrem HEPES /10 mM/ a inaktivovanym bovinnfm sérem /Bioveta, Ivanovice na Hané,
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10%/. Hybridom je kultivovdn p¥i 37 %c. strednt generatnf &as je 14,6 hod. a 6 m&sich po
sestrojeni byl moddlni polet chromosomd 95. Produkovand protildtka je monoklonidlni imunoglobu-—
lin podt¥{dy IgG s lehkymi Feté&zci typu kappa, jejf isoelektricky bod je pH 5,9 a¥ 6,1.

Monoklondln{ protildtka produkovand hybridomem MEM-18 reaguje specificky s lidskymi
monocyty. Hybridom MEM-18 md%e byt primyslové vyuZivdn jako zdroj monoklondlnf protildtky
proti monocytim v analytickych metoddch.

Monoklondini protildtka hybridomu MEM~18 mb¥fe byt vyufita pro stanoveni monocytd v pe-
rifernf krvi p¥i klinické diagnostice v zdravotnickych zaffzenich, zvl48té p¥i rdzngch imuno-
logickych nedostatednostech a autoimunnich onemocnénich a p¥i detekci n&kterych typd myeloid-
nich leukemiif.

PREDMET VYNALEGZU

My3{ lymfocytdrnf hybridom IMG CZAS MEM-18 produkujfci monoklondlni protildtku pod-
t¥{dy IgGl proti membrdnovému antigenu lidskych monocytd.
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