oeminmoa| POPIS VYN ALEZU 243879

(19) K AUTORSKEMU OSVEDCENI

1) Int. C1.4
C 12 N 15/00

(22) p¥ihlé%eno 27 12 84
(21) pv 10 389-84

(40) Zvefejn&no 17 09 85
URAD PRO VYNALEZY | (45} yyaano 15 06 87
A OBJEVY

(75)
Autor vynalezu NEMEC MILO3 RNDr. CSc.; ANGELISOVA PAVLA RNDr. CSc.,
HOREJ3! VACLAV RNDr. CSc., PRAHA

(64) Mysi lymfocytarni hybridom IMG-CZAS HL-38

My$1i lymfocytdrn{ hybridom IMG CZAS HL-38
produkujfcf monoklondlni protildtku podtiidy
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Vynélez se tyké my3tho lymfocytdrnf{ho hybridomu, produkujfciho protildtku proti membri-
novému antigenu lidskgch HLA-DR pozitivnich bun&k, uloZeného ve sbirce hybridomd Ostavu mo-
lekuldrni genetiky CSAV pod oznadenim HL-38. Samotnd monoklondln{ protildtka hybridomu HL-38
jé vhodné pro pou%itf v enzymoimunologické a imunofluorescen®ni analyze lidskgch HLA-DR pozi~
tivnich buné&k.

Vyndlez se tyka nového hybridomu, tj. hybridniho jednobun&&ného organismu, sestrojeného
fiz{ bufiky my3f myelomové linie P3-X63~Ag8.653 a my3f slezinné lymfoidni bufiky, produkujfci
protildtku proti membrdnovému antigenu HLA-DR pfitomnému na lidskgch B bunikdch, monocytech,
makrofdgdch a aktivovangch T buiikdch. Tyto antigeny maji z4sadnf vyznam pro regulaci ruznych
funkc{ imunitnfho systému. Kvantitativni stanoveni HLA-DR pozitivnich bun&k md vyznam pEi |
diagnostice n&kterych patologickych stavi.

Doposud se protildtky proti membrénovym antigenim vyréb&ji tak, e bunéfné suspenze
nebo membrénové frakce jsou opakovan& injikovény produk&nim zvifatim, nejéast&ji krdlikdm.
Sérum takto imunizovangch zvi¥at, odebfrané po urZité dob& plisobeni antigenu, slou%{ jako
zdroj protildtek. Takto jsou nap¥. pEipravovény protilédtky proti thymocytim, které jsou po-
ufivdny k imunosupresi p¥i transplantaci orgénd v klinické medicin&. Tento postup, nazyvany
konven&ni imunizac{, m& neodstranitelnou nevyhodu v tom, Ze séra obsahuji protildtky proti
mnoha membrdnovym antigenim, z nich¥ n&které jsou p¥f{tomny na vice typech bunék; séra proto
nelze poufit k jemnému rozlifen{ bun&Xngych typt a t¥id.

Nevghody konvensnich sér proti membrédnovym antigenim v principu odstranuje pouZiti
hybridomové technologie. Produkt hybridomu - monoklondlnf protildtka - je zamé&fena vidy proti
jediné antigenni determinant&. Je-1li konstruovdn dostateln& velky soubor hybridomi, je prav-
d8podobné, Ze se v n&m poda¥{ vyhledat hybridom syntetizujic{ protildtku, kterd rozeznavd
antigenni determinantu charakterizujfc{ ur&ity typ nebo t¥idu &i podt¥idu lymfocytt.

Podle publikovaného vysledku (Brodsky, F.M., Parham, P., Bodmer, W.F.: Monoclonal anti-
bodies to HLA-DR determinants, Tissue Antigens 16: 30, 1980) se d& soudit, %e lze piipravit
monoklon&lnf protildtky rozpozndvajfcf takové determinanty, které se nachdzeji na HLA-DR
antigenech v¥ech jedincd v populaci (monomorfni determinanty). Takové monoklonélQi protilétky
jsou vfhodné pro diagnostické pouZiti.

Podétatného pokroku v diagnostice lidskych lymfocytd, projevujiéiho se vy§3i spolehli-
vost! analytického v§sledku, se dosdhne, je-li k dispozici hybridom, produkujici monoklondlni
protildtku proti monomorfni determinant& lidskych HLA-DR antigent, ulofeny ve Shirce hybri-
domd Ustavu molekuldrnf genetiky CSAv v Praze 4, Videfiskd &. 1083, pod oznafenim IMG CZAS
HL-38.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplsobem zndmgym 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 cell lines, Nature, 266:

550, 1977) klonovdnim souboru hybridnich bun&k, ziskangch ze sleziny my${ kmene BALB/c imuni-

zovanych bufikami lidské B lymfoblastoidni linie Raji.

. Vyhodou. hybridomu je, fe produkuje homogenni protildtku monoklondlni, kterd& je schopna
specificky reagovat s buifikami nesoucimi HLA-DR antigeny. Hybridom HL-38 je moZné kultivovat
in vitro v médiich vhodngch pro %ivo&iné buiiky a je adaptovdn pro rist in vivo v peritone-
&1nf dutind my3{ kmene BALB/c. Z konzerv, uchovévanych v kapalném dusiku, je moZné zahdjit
produkgi protildtky bez dal¥fho antigenu. Protildtka, produkovanid hybridomem HL-38, reaguje
specificky s populacemi lidskych bun&k, v jejichZ membr#Zn& jsou p¥itomny HLA-DR antigeny
a neni t¥eba se zbavovat protildtek balastnich.
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P¥{iklad.

Za G&elem pomnoZeni hybridomovych bunék in vivo bylo aplikovéno 6x106

‘buné&k do perito-
nedlni dutiny myZ{. Aby do$lo k lep$imu uchyceni aplikovanych bun&k, byla my% 20 dnd pted
pfenosem bunék hybridomu ovlivnéna parafinovym olejem (0,5 ml intraperitoneiln&). Po 14 dnech-
ristu hybridomu v peritonedln{ dutiné byla my$ usmrcena a naprodukovani ascitick& tekutina
odebrdna. Celkem bylo zisk&no 4 ml ascitické tekutiny, kter4d obsahovala 15 mg/ml imunoglobu-
linu. Monoklondln{ protildtka reagovala specificky v nep¥imém imunofluorescendnim nebo enzy-

moimunologickém testu s &4sti lymfocytl periferni krve.

Obéma metodami bylo zjiSténo 25 aZ 30 % pozitivnfch bundk v enzymoimunologickém téstu

a% do ¥fed&ni ascitické plazmy 1 :105 a v testu nepfimé imunofluorescence a%¥ do ¥ed&ni 1:104.

P¥i poufiti &iZt&nych populaci T a B lymfocytd byla zji¥t&na reaktivita protildtky HL-38

s vice ne? 95 § B lymfocytd a mén& neZ 5 % T lymfocytd. Siln& pozitivnich bylo také vice

neZ 95 % monocytd, negativni byly granulocyty a erytrocyty. Specifita protildtky HL-38 je

shodnd s protildtkou RF-HLA-DR, jak bylo prokdz4no opakovanymi paralelnimi stanovenimi v&etn&

pouZiti sm&si protildtek, a to jak v pfipadé sm&si perifernfich lymfocytd, tak u izolovanych

bun&&nych populaci (viz tabulka).

Tabulka - Reaktivita protildtek produkovanych hybridomem HL-38 a RF—HLA-DR1
ferni krve

s bufikami peri-

% pozitivnich bunék, reagujicich s monoklondlni proti-

Bufiky periferni lidské krve? l4tkou v enzymoimunologickém? nebo nep¥imém imunofluo-
rescenénim testu?
HL-38 » RF-HLA-DR HL-38+RF-HLA-DR
lymfocyty 25 az 30 25 aZ 30 25 a¥ 30
T lymfocyty5 ' 5 aZ 10 5 az 10 5 az 10
B lymfocyty6 X 95 95 95
monocyty 95 95 v . 95
granulocyty 1 ) 1 1
erytrocyty 1 1 1

1Monoklonélni protildtka RF-HLA-DR byla ziskdna od Prof. G. Janossy z The Royal Free Hospital,
Londyn.

2Buﬁky lidské periferni krve byly izolovany popsanou metodou (Bgyum, A.: Isolatin of lympho-
cytes, granulocytes and macropﬁages. Scand. J. Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976), na Verografin-
Ficoll gradientu. ’

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

4Byla poufita nep¥fmd imunofluorescendni technika s vyu¥itim prase&i protildtky proti my3{imu

imunoglobulinu zna&ené fluoresceinisothiokyanatem (0SOL, Praha).

5S¢ lymfocyty byly izolovany prichodem sm&si lymfocytld sloupedkem nylonové vaty popsanou ine-
todou (Julius, M. H., Simpson, E., Herzenberg, L. A.: A rapid method for the isolation of
functional thymus-derived murine lymphocytes. Europ. J. Immunol. 3: 645 a% 649, 1971).

6B lymfocyty byly izolovany adsorpci na plastikové desky pokryté protildtkou proti lidskému

imunoglobulinu popsanou metodou (Mage, M. G., McHugh, L. L., Rothstein, T. L.: Mouse lympho-
cytes with and without surface immunoglobulin: Preparative scale separation in polystyrene
tissue culture dishes coated with specifically purified anti-immunoglobulin. J. Immunol.
Meth. 15: 47 a% 56, 1977).
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Identita antigend rozezndvanych protildtkami HL-38 a RF~HLA-DR byla prokézéna izolaci
p¥isluiného antigenu imunoafinitni chromatografii na imobilizované protildtce HL-38 a proké-
zdnim silné reaktivity tohoto antigenu s protildtkou RF-HLA-DR. Antigen ziskany imunoafinitni
chromatografif{ na Sepharose 4B s kovalentnd navédzanou monoklondlni protildtkou HL-38 posky-
toval po elektroforéze v polyakrylamidovém gelu v pritomnosti dodecylsulfdtu sodného za nere-
dukujicich podminek bud silnou zdénu odpovidajici m. h. 65 000 a slabé zény o m. h. 29 000
a 33 000 (vzorek nebyl zah#fivén), nebo pouze 2 zdny odpovidajici m. h. 29 000 a 33 000 (vzorek
pfedem 2 min zah¥&t na 100 S¢c), cok je vysledek typicky pro HLA-DR antigeny (Shackleford,

D. A., Kaufman, J. F., Korman, A. J., Strominger, J. L.: HLA-DR antigens: Structure, separa-
tion of subpopulation, gene cloning and function. Immunol. Rev. 66: 133 a% 187, 1982).

Po elektroforetickém p¥enosu separovangych proteind na nitrocelulosovou membrdnu a speci-
fické detekci nep¥fmym enzymoimunologick¢m testem s vyu¥fitim p¥isluné protildtky a prasedi
protilétky proti myZfm imunoglobulinim konjugované s peroxiddzou 0SOL, Praha ob& protilétky
(HL-38 i RF-HLA-DR) reagovaly siln& s antigenem v dimern{ form& (m. h. 65 000) i 8 podjednot-
kou o m. h. 29 000 izolovaného antigenu.

Bufiky hybridomu HL-38 majf ultrastrukturni obraz typickych myelomovych bun&k. Cytoplazma

" obsahuje velké mno%stvi polyribosomil,vmitochondrie a slab& vyvinuté andoplazmatické retikulum.
In vitro rostou jako polosuspenzni kultury. Zakladnim kultivadnim médiem je Eaglovo minimdln{
esencidlnf médium s Hanksovou solnou sm&s{ dopln&né o neesencidlni aminokyseliny, L-glutamin
(3 mM), pyruvdt sodny (1 mM). Toto médium (oznafované jake H-MEMA, Ostav molekuldrnf genetiky
%SAV) je pro kultivaci hybridomu HL-38 doplnéno penicilinem, streptomycinem, gentamycinem,
2-merkaptoetanolem (0,05 mM), pufrem HEPES (10 mM) a inaktivovanym bovinnim sérem (Bioveta,
Ivanovice na Hané 10 %). Hybridom je kultivovdn p¥i 37 Oc. stredni genera®n{ Zas je 16.2 hod.
a 9 m8sicl po sestrojeni byl moddlni poéét chromozomi 85. Produkovand protildtka je monoklo-
n4dlni imunoglobulin podt¥fdy IgG2a s lehkymi ¥et&zci typu kapa, jejl izoelektricky bod je

pH 5,9 a% 6,5.

Monoklondlni protilétka, produkovand hybridomem HL-38, reaguje specificky s normdlnimi
lidskymi B bufikami, monocyty, makrofdgy a aktivovanymi T bufikami. Hybridom HL-38 miZe byt
prﬂmyslové vyuZivén jako zdroj monoklondlni protilétky proti HLA-DR pozitivnim bufikdm v ana-
lytickych metoddch. Monoklondinfi protildtka hybridomu HL-38 miZe byt vyuZita pro stanoveni
HLA-DR pozitivnich bun&k v periferni krvi a lymfatickych orgénech p¥i klinické diagnostice
ve zdravotnickgch za¥fzenich, zv148td p¥i rldzngch imunologickych nedostatefnostech a auto-
imunnich onemocn&nich a pro klasifikaci leukémif a malignich lymfomd.

PREDMET VYNALEZU

My3{ lymfocytdrnf hybridom IMG CZAS HL-38 produkujic{ monoklondlnf protildtku podt¥idy
1g G2a proti membrénovému antigenu lidsk§ch HLA-DR pozitivnich bunék.

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