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Re¥enf se tykd my%fho lymfocytarnfho
hybridomu, produkujfciho protildtku proti
spolefnému antigenu lidsk§ch akutnich
lymfoblastickych leukémif (CALL), uloZené-
ho ve sbirce hybridomd Ostavu molekul&rni
genetiky CSAV pod oznadenim IMG CZAS NEM-78.
Monoklonédln{ protildtka hybridomu MEM-78
je vhodné pro pouZitf v enzymoimunologické
analyze nebo nep¥imé imunofluorescené&nif
analyze bundk s exprimovanym spolednym anti~-
genem lidskych akutnfch lymfoblastickych
leukémii.
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vynélezu se tyké nového hybridomu, tj. hybridniho jednobun&&ného organismu, sestrojeného
f4z{ buiky my5{ myelomové linie Sp2/0-Agl4 a my3{ slezinﬁé lyhfoidni buniky, produkujfciho
protildtku proti spolednému antigenu lidskych akutnich lymfoblastickych leukémif - (CALLA =~
- common acute lymphoblastic leukemia antigen). Spoleény antigen lidské akutﬂi lymfobia;tic-
ké leukémie byl poprvé popsdn Greaves M. S., Brown G., Rapson N. T., Glister, T. A. (Antisera
to acute lymphoblastic leukemia cells. Clin. Immuno-path. 4:67, 1976) a je dnes povaZovén

za standardni imunologicky znak platny pro diagndzu tohoto onemocn&ni.

Protildtky proti antigenim p¥{tomnym na ur&ité populaci bundk se nedajf p¥ipravit
imunizaci zvifat bund&nou suspenzi lymfocytl nebo membranovou frakci, tj. konven&ni
imunizacf. Konven¥ni imunizace m4& neodstranitelnou nevghodu v tom, %¥e séra obsahujf protildt-
ky proti mnoha membranovym antigenim, z nich¥ n&které jsou pfitomny na vice typech bun&k;
séra proto nelze pou?it k jemnému rozlifeni pun&dngch typt a t¥fd. P¥iprava ¥istého anti-
genu bez kontaminace jingmi membrinovymi komponentami k imunizaci je pracnéd a vétdinou
netsp&3né. e

Nevyhody konven&nich sér proti membrénovym antigentim v principu-odstrafiuje poufiti
hybridové technologie. Produkt hybridomu - monoklondlnf protildtka ~ je zamdfena vidy
proti jediné antigenni determinatn&. Je-li konstruovén dostate&n& velky soubor hybridomd,
je pravddpodobné, %e se z n&ho poda¥{ vyhledat hybridom syntetizujfcf protildtku, kterd
rozezndvé antigenn{ determinantu charakterizujici urdity typ lymfocytd nebo leukemickych
buné&k.

Je Fada antigend (diferenciaZnich antigend) na leukemick§ch buiikéch, které jsou
asociovdny s urditym stadiem diferenciace, p¥i kterém je QYVoj leukemické bufiky zastaven.
Tyto antigeny se 1isf molekuld&rni hmotnostf, chemickou strukturou a fyziolbgickau funkci.
K detailnf analyze antigend na leukemickych buikdch je nezbytn& nutné mit protilétky
proti co nejv&tSimu poltu diferenciadnich antigenl. Podle publikovangch 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 differentiation antigens.
Transplant. Proc. 12, Suppl. 1:141-14s6, 1980) se d4 soudit, %e lze pfipravit monoklondlni
protildtky specificky detegujici rizné antigeny na povrchu leukocytld nebo leukemickych
bunék.

Podstatného pokroku v diagnostice lidskgch leukemif, projevujiciho se vy#s{ spolehlivost{
analytického vgsledku, se doséhne, je-1i k dispozici hybridom, produkujiéi monoklondlni
protildtku proti spoleXnému antigenu pEitomnému na lidskych buiikdch akutnfch lymfoblastickgch
leukemif, ulo%eny ve Sbirce hybridomd Ustavu molekuldrni genetiky %sav v Praze 4, Videfiskd
&. 1083, pod oznalenim IMG CZAS MEM-78. - o

Uvedeny hybridom byl ziské&n zpisobem zndmym z odborné literatury (Fazekas de St.
Groth, S., Scheifiegger, D.: Production of manoclonal 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) klonovénim souboru hybridnfch bundk, ziskanych ze sleziny
my5{ kmene BALB/c imunizovanych bufikami leukemické linie NALM-6. Na membréné t&chto buné&k
je siln& exprimovén antigen spole&ny pro bufiky akutnf lymfoblastické leukémie.

vV¢hodou hybridomu je, %e produkuje homogenn{ protildtku monoklonélni, kterd4 je schopna
specificky reagovat s lidskymi buiikami akutnf{ lymfoblastické leukémie. Hybridom MEM-78
je mo¥né kultivovat in vitro v médiich vhodngch pro ¥ivo&iiné bufiky a je adaptovédn pro
rist in vivo v peritone&lnf dutiné myS{ kmene BALB/c. 2 konzerv, uchovdvangch v kapalném
dusfku, je moZné zahdjit produkci protildtky bez daldfho antigenu. Protildtka, produkovéna
hybridomem MEM-78, reaguje se spolednym antigenem bun&k akutni lymfoblastické leukémie
a nen{ t¥eba se zbavovat protildtek blastnich.
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P¥{Liklad

Za U&elem pomnofeni hybridovych bun&k in vivo bylo aplikovéno 3 x 10° bunék do peri-
tonedlnf dutiny my5{. Aby do%lo k lep3imu uchycenf{ aplikovacych bundk, byla my& 10 dni
pifed pfenosem bun&k hybfidbmu ovlivnéna parafinovym olejem (0,5 ml intraperitone&lnd).
Po 22 dnech ridstu hybridomu v peritonedlni dutind byla my% uhubena a naprodukovand ascitic-
k4 tekutina odebrédna. Celkem bylo zisk&no 3 ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala 10 mg/ml
imunoglobulinu.

Monoklondlni protildtka reagovala s kontinudlnfmi lidskgmi leukemickymi liniemi
s exprimovanym spolednym antigenem lymfoblastické leukédmie v nepf¥imém enzymoimunologickém
a imunofluorescenénim testu. Lymfocyty, monocyty a erytrocyty. s protildtkou nereagovaly,
granulocyty reagovaly s protildtkou velmi slab&. Specificita protildtky je identick&
s monoklondlni protildtkou ALB2 (Boucheix C., Perrot J. Y., Mirshahi M. , Giannoni F. ,
Billard M., Bernadou M., Rosenfeld C.: A new ser of monoclonal antibodies against acute
lymfoblastic leukemia. Leukemia Research 9:597-604, 1985), jak bylo prok4zéno opakovanymi
éatalelnimi stanovenimi na ndsledujicfch kontinudlnich lidskfch leukemickych linifch:

Positivni: Reh, KM-3, NALM, Raji, Daudi

Negativni: MOLR~-4, CEM, HL-60, U937

Protildtka MEM-78 a ALB2 reaguje také s nékterymi bufikami kostni d¥ené a nehemopoetic;

buiikami (fetdlnfmi bufikami stfeva a podocyty. proximélnich tubuld ledvin).

K prikazu, ¥e protildtka MEM-78 rozpoznivéd spoledny antigen na povrchu bundk lidské
lymfoblastické leukémie bylo pou¥ito t¥{ pFistupi:

a) Monoklondln{ protildtka MEM-78 precipitovala z metabolicky znadenych (methioninem
5) bun&k (Brown J. L., Kato K., Silver J., Nathenson S. G.: Notable diversity in peptide
composition of murine H-2K and H-2D alloantigens. Biochemistry 13:3174- ~3178, 1974) leukemické
linie NALM-~6 antigen o mol. hmotnosti 100 kDa (za redukujfcfch i neredukujicfch podminek),
prokdzanou pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu v p¥itomnosti dodecylsulfitu
-sodného, mol. hmotnost této antigenni frakce odpovid4 mol hmotnosti spole&ného antigenu
lidsk?ch lymfoblastickych leukemli - CALLA.

b) Identita antigenl rozezndvanych protildtkami MEM-78 a ALB2 byla také prokdzana
izolaci{ p¥fslu¥ného antigenu imunoafinitn{ chromatografif na imobilizované protildtce
MEM-78 a demonstraci silné reaktivity tohoto antigenu s protildtkou ALB2. Tento prikaz
byl proveden nésledovn&: Cdste¥n& vyli¥t&n4 protildtka MEM~78 byla navAzdna na CNBr-Sepha-
rosu 4B (Pharmacia, Uppsala, Svédsko) (5 mg/ml). Bufiky leukemické linie NALM-6 byly solu-
bilizovény v roztoku obsahujicim detergent NP-40 (1 %) a ziskany extrakt byl nanesen
na kolonku Sepharosy 4B s kovalentn& navdzanou protildtkou MEM-78. Po dikladném promyti
byl specificky adsorbovany antigenem vymyt roztokem 2% dodecylsulfétu sodného (SDS) a
z{skany vzorek analyzovdn elektroforézou v polyakrylamidovém gelu v p¥ftomnosti SDS.

Po skon&eni elektroforézy byly separované proteiny elekroforeticky p¥evedeny na
nitroceluldézovou membrénu (Towbin, H., Stachelin, T., Gordon, J.: Electrophoretic transfer
of proteins from polyacrylamide gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applica-
tions. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 76:4350-4354, 1979) a detéynvény nepfimym enzymoimuno~
logickym testem s vyuZitfm p¥islufné monoklondlni protildtky a prasel{ antimy3{ protildtky
konjugované s peroxiddzou (USOL, Praha). Jak protil4tka MEM-78, tak ALB2 reagovaly silné
8 izolovanym antigenem.

c) Identitafantigenﬁ rozpozndvanych protildtkami MEM-78 a ALB2 byla proké&zéna tak,
fe antigen reagujfci s protildtkou MEM-78 byl nejprve p¥emistZn k jednomu pdlu leukemickgch
bun&ék NALM-6, tzv. vytvofeni Zepidek ("capping") s ndslednym pohlcenim antigenu do nitra
v&t&iny bundk a pak byla testovdna reaktivita takto pozm&n&nych bunék s protildtkou ALB2.
Bylo zjiBté&no, ¥%e po odstran&ni spoleiného antigenu akutnich lymfoblastickych leukemif
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(érotilétkou MEM-78) vymizi také schopnost NALM-6 bun&k vézat protildtku ALB2, zatimco
reaktivita s protildtkou nep¥ibuzné specifidnosti B2M-01 (Hilgert, I., Hofej3f, V.,
Kri¥tofov4d, H.: The use of murine monoclonal antibeody B2M-01 for detection and éurification
of human ﬁz—mlcroqlobulln. Fol. biol. (Praha) 30:369- 376, 1984) se nezm&ni. Tento test

byl provédén tak, fe NALM-6 bunky byly indukovény 30 min p¥i 20 °¢c v roztoku protilétky
NEM-78 a poté 30 min pEi 37 % s prasedf protildtkou proti my$imu imunoglobinu. S takto
piipravenfmi bufikami byl proveden b&%ny nep¥{my imunofluorescendni test, tj. inkubace

8 protxlétkamz NEM-78, ALB2, B2M-01 a ve druhém kroku s prasedim antimyZim imunoglobinem
znadenym fluorescelnlsothiokyanétem NALM-6 bunky byly p¥ed inkubaci s ndsledujic{ proti-
latkou promyty vidy fyziologickym roztokem.

Bufiky hybrid'mu NEM-78 maj{ ultrastrukturni obraz typickych myelomovych buné&k. .
In vitro rostou jeko polosuspenzni kultury. Zdkladnim kultivaénim médiem je Eaglovo mini-
mélnf esenci&lnf médium s Hanksovou solnou sm&sf dopln&né o neesencidlni aminokyseliny,
L-glutamin (3mM), pyruvdt sodny (1 mM). Toto médium (ozna¥ované jako RPMI, Ustav molekuldrnt
genetiky CSAV) je pro kultivaci hybridomu MEM-78 doplnéno penicilinem, streptomycinem,
gentamycinem, 2-merka; toetanolem (0,05 mM), pufrem HEPES (10 mM) a inaktivovanym bovinnim
sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané, 10%). Hybridom je kultivovén p¥i 37 Oc. stfednt genera&ni
%as je 20 hod. a 5 m&sicd po sestrojenf byl mod4lni polet chromosomi 92. Produkovand
protildtka je monoklondlnf imunoglobulin podt¥fdy IgGl s lehkymi Fet&zci typu kapa, jeji
isoelektricky bod je pH 6,7 a% 6,9.

Monoklondlni protildtka produkovand hybridomem MEM-78 reaguje se spolednym antigenem
lymfoblastické leukémie. Hybridom MEM-78 mi%e byt primyslovd vyufivadn jako zdroj monoklo-
ndlni protildtky proti bufikdm lidské 1ymfoblastické leukémie v analytickych metodéch.
Monoklondlni protildtka hybridomu MEM-78 miZe byt vyu¥ita pro klasifikaci akutnich lymfo-
blastickych leukémif p¥i klinické diagnostice ve zdravotnickych za¥{zenich. Monoklondlni
protildtka MEM-78 miZe byt vyulita také v transplantadni terapii k odstrané&ni leukemickych bun&k
persistujicich v autolognich bunkdch kostnf d¥end u pacientld s akutni lymfoblastickou
leukémif.

PREDMET VYNALEZU

My&{ lymfocytdrn{ hybridom IMG MEM-78 produkujfci monoklondlni protildtku podtifdy
I1gGl°proti spole&nému antigenu lidskych bunék akutnich lymfoblastickych leukémif.
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