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Reen{ se t¥ké mysSiho hybridomu,
produkujfefho protildtku proti membréno-
vému antigenu lidskych HLA-Bw4 pozitivnich
bundk, uloZeného.ve sbirce hybridomt
Bstavu molekuldrni genetiky GSAV pod
oznadenim HLA-01, Monoklondlni protildt-
ka hybridomu HLA-O1 je vhodnd pro pouZiti
v mikrocytotoxickém testu v piitomosti
komplementu & v pii{mém redioimunosnaly-
tickém vazebném testu pro detekei lidskych
HLA-Bw4 pozitivnich bunék,
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Vyndlez se tykd nového hybridomu, tj. hybridnfho jedno-
bun&&ného organismu, sestrojeného fiiz{ bunky my3{ myelomové
linie P3-X63-Ag8.653 a my#{ slezinné bunky produkujfci proti-
1létku proti membrénovému antigenu HLA-Bw4 pF{tomnému na lid-
skych lymfocytech. HLA antigeny maj{ zdsadni vyznam pro regu-
laci riznfch funkef imunitnfho systému. Identifikace té&chto
antigend mé vyznam p#i transplantaci Zivotn& dldleZitych tkéni
a orgénd a pii diagnostice né&kterych patologickych stavi.

Doposud se protildtky proti antigentm hlavniho histokom~
patibilitntiho systému‘élovéka, HLA, ziskévajl ze sér %en po
opakovanych t&hotenstvich nebo od pacientd po opakovanych
transfuzich krve. Afkoliv tato séra maji zdsadnf vyznem p¥i
definici HLA antigeni, jejich omezeni spodivd v tom, Ze anti-
séra obsahujf protildtky v nizkém titru, Jsou multispecifické
a k¥{Zov& reaguji. Velice t&Zko se vyhleddvajf{ antiséra, které
by obsahovala protilédtky, které by identifikovaly nékteré vzéc-
nd se vyskytujfcf{ HLA specifilnosti. Z tohoto divodu se hledaly
pri{stupy, které by umoZnily snadn&ji identifikovat HLA antigeny.
Jeden z pPf{stupl je imunizace dobrovolnikd nebo pokusnych zvi-
Fat. Sérum tekto imunizovanych 1id{f nebo zvi¥at odebirané po
uréité dob& pisobeni antigeru slouZif jako zdroj protildtek uZ{f-
vanych pro identifikaci HLA antigend. Tento postup nazyvany
konventni imunizac{ mé Fadu nevyhod. Ziskdvéni protildtek ze
sér imunizovanych dobrovolnikl z etického hlediska nemd prak-
tického pouZiti. V séru imunizovanych zvifat se nachdz{ hetero-
genni smés protildtek, jejichZ spektrum je v ka%dém organismu
rizné a neopakovatelné. Organismus vytvé#f{ protilétky proti
celé rad® membrdnovych antigend a specificita sér zdvis{ na
zpisobu jejich absorbce a testovéni. Antiséra pfipravend kon-
venénim zpisobem je proto velmi t&%ké standardizovat.

Nevyhody konvendnich sér proti antigentim hlavniho histo-
kompatibilitnfho systému &lov&ka HLA v principu odstraduje pou-
Zit{ hybridomové technologie. Produkt hybridomu - monoklondlnif
protilétka - je zam&Pena vidy proti jediné antigenni determinan~-
t&. Je-1li konstruovén dostatedn& velky soubor hybridomi, je
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pravd&podobné, %e se z n&ho poda’{ vyhledat hybridom synte-
tizujici protildtku, které rozeznédvéd antigenni determinantu
hlavniho histokompatibilitnfho systému &lov&ka HLA.

| Podle publikovaného vysledku (Brodsky, F.M., Parham, P.,
Barnstable, C.J., Crumpton, M.J., Bodmer, W.F.: Monoclonal
antibodies for analysis of HLA system. Immunol. Rev., 47:
3464, 1979; Radka, S.F., Kostyu, D.D., Amos, D.B.: A monoclo-
. nal antibody directed against the HLA-Bw6 epitope. J.Immunol.,
128:2804, 1982) se 44 soudit, %e lze piipravit monoklondélni
protildtky specificky detegujici polymorfni determinanty HLA
komplexu vyhodné pro diagnostické ii&ely.

Podstatného pokroku pFi vybdru vhodného ddrce p¥i klinic-
kych transplantacich orgdnd, p#i posuzovédni paternitnich spordi,

- p¥i diagnostice ndkterych onemocnénf, u kterych bylo prokdzéno,

. %e jejich vyskyt je asociovén s vyskytem ndkterjch HLA antigeni,
se doséhne, je-li k dispozici hybridom, produkujici monoklondlni
protildtku proti pOlymorfni determinant HLA komplexu. Bw4 hybri-
~dom je uloZeny ve sbfrce hybridomi Ustavu molekuldrnf genetiky
8SAV v Praze 4, Videnskd 1083, pod oznaSenfm HLA-O1.

Uvedeny hybridom byl ziskén zpisobem znémym z odborné li=-
teratury (Richiardi, P., Amoroso, A., Crepaldi, T., Ceppellini,
R., Trucco, M.: A xenogeneic monoclonal asntibody recognizing.
specificities controlled by HLA-A and B alleles. Immunogenetics,
12:615-626, 1981; Russo, C., Ah-Kau Ng, Pellegrino, M.A., Ferrone,
S.: The monoclonal antibody CR11-351 discriminates HLA~A2 variants
identified by T cells. Immunogenetics, 18:23-35, 1983) klonovénim
‘souboru hybridnich bunék, ziskenych ze slezin my3f kmene BALB/c¢
imunizovanych lymfocyty izolovanymi z perifern{ krve ddrce PS
HLA genotypu (HLA-A3,28, HLA-B14, 16/39, Bw4, Bw6, Dw2, DR2, DR6).
' Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenn{ protildtku
monoklondln{, kterd je schopnéd specificky reagovat s bunkami
nesoucimi antigen HLA-Bw4 kodovany HLA-B lokusem. Hybridom HLA=-O1
Je moZno kultivovat in vitro v médiich vhodnych pro ZivoZisné
bunky a je adaptovén pro rist in vivo v peritonedlni dutin¥ my3{
kmene BALE/c. Z kona2erv uchovédvanych v kapalném dusfku Jje moZno
zahdjit produkei protildtky bez dalsfho antigenu. Protildtka pro-
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dukovand hybridomem HLA-O!1 reaguje specificky s populacemi
lidskych lymfocytd exprimujicich antigen Bw4 a neni t¥eba
se zbavovat balastnich protildtek.

Pr{klad

Za delem pomno¥eni hybridomovych bun&k in vivo bylo apliko-
véno 4 x 106 bund&k do peritonedln{ dutiny my3{i. Aby doslo k
lep3imu uchyceni aplikovanych bun&k, byla my3 14 dni pied.
prenosem bun&k hybridomu ovlivn&na parafinovym olsjem (0,5 ml
intraperitonedln&). Po 13ti dnech ristu hybridomu v peritone-
4lni dutiné byla my3 uhubena a naprodukovand ascitickd teku-
tina odebréna. Celkem bylo ziskdno 2,5 ml ascitické tekutiny,
kterd obsahovala 6 mg/ml imunoglobulinu. Monoklondélni proti-
létka reagovala specificky v mikrocytotoxickém testu v pi{ftom=-
nosti komplementu a v p¥fmém radioimunoanalytickém vazebném
testu s lymfocyty periferni krve exprimujicimi na svém povrchu
Bw4 antigen. V mikrocytotoxickém testu byla ascitickd tekutina
aktivn{ s bunkami imunizujfcfho jedince PS je3t® v Feddni 1:108,
Vysledky mikrocytotoxického i p¥imého radioimunoanalytického
testu ukdzaly, Ze monoklondlni protilédtka HLA-O1 deteguje Bw4
antigen kodovany HLA-~B lokusem..Tento vysledek byl z{skén jednak
na zékladé& vySet¥eni lymfocytl periferni krve od 60 jedinel
otypizovanych na HLA antigeny konven®nimi séry a jednak na zi-
klad® vySet¥eni 4 mnoholetnych rodin (8 rodi¥d a 32 d¥tf). P¥i
testovdni lymfocytd 60 nep¥ibuznych jedined ndhodn& vybranych '
reagovala protildtka s lymfocyty pouze t&ch lidf, jejich lymfo-
cyty exprimovaly antigen Bw4. V rodinnych studifch provedenygch
na 8 rodiffich a 32 d&tech bylo prokézéno, Ze gen pro antigen,
‘ktery tato protildtka deteguje, segreguje s hlavnim histokom-
‘patibilitnim systémem &lov&ka HLA adeteguje antigen Bw4. Naproti
tomu negativni vysledky s monoklondlni protildtkou HLA-O1 v obou
. pou¥itych testech byly ziskény s bunkami Daudi, co¥ Je permanent-
nf lymfoidn{ linie, kterd neexprimuje HLA-A, -B, -C antigeny a
téZ s lymfocyty 14 inbrednfch kmend my31. '

Bunky hybridomu HLA-O1 maj{ ultrastrukturnf obraz typickych
myelomovych bunék. Cytoplasma obsahuje velké mnoZstvi polyribosomd,
mitochondrie a slab& vyvinuté endoplasmatické retikulum. In vitro
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rostou jako polosuspenzmni kultury. Zdkladnim kultivednim
médiem je Eaglovo miniméln{ esencidlni médium s Hanksovou
solnou sm&sf dopln¥né o neesencidlnf aminokyseliny, L-glu-
tamin (3mM) a pyruvédt sodny (imM). Toto médium (oznadovené
jako H-MEMd, Ustav molekulérni genetiky 8SAV) je pro kulti-
vaci hybridomu MEM-12 dopln&no penicilinem, streptomycinem,
gentamycinem, 2-merkaptoetanolem (0,05mM), pufrem HEPES (10mM)
a inaktivovanym bovinnim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané,
10%). Hybridom je kultivovén p¥i 37°C. St¥ednf generadni Zas
Je 15,6 hod. a 5 m&sicl po sestrojenf byl modéln{ po&et chro-
mozomd 96. Produkovend protilétka je monoklondlnf imunoglo-
bulin podt¥idy IgG2b s lehkymi Fet¥zci typu kappa, jejf izo-
elektricky bod je pH 6,9s7,0.

Monoklondln{ protildtka produkovand hybridomem HLA-O! rea-
guje specificky s lidskymi lymfocyty izolovanymi z perifernt
krve. Hybridom HLA-01 miZe byt primyslov& vyu¥ivén jako zdroj
monoklondln{ protildtky, kterd deteguje bunky nesouci Bwé
antigen v diagnostickych metodéch. Monoklondlni protildtka
_ hybridomu HLA-O1 mi%e byt vyuZita v klinickych imunologickych
laboratofich k v&béru vhodného dérce p¥i klinickyeh transplan-
tacfch Zivotn& dileZitych orgéni a tkénf, p¥i diagnostice one-
mocn&ni, u nichZ byla prokdzdna signifikantn{ asociace & vy-

skytem HLA-Bw4 antigenu a v soudnim léka¥stvi pii paternitnfch
sporech.

PEXEDMET VYNALEZU

My&l Iymfocytémi hybridom IMG-CZAY HLA-Ol, produkujfcf
monokIenélnf protilétku podtifdy IgG2b proti membré.novémx antigenu

lidskyctt HLA-Bw4 pozitivanfch bunék.
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