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(34) ,  My3{ lymfocytérn{ hybridom IMG SZAS HL-40

ReSeni se tyk4 my3fho lymfocytdrni-
ho hybridomu, produkujfcfho protildtku
proti membrdnovym HLA antigenim II. t¥#{dy -
/HLA-DR, HLA-~DP/ lidskygh bun&k, uloZené-
ho ve sbirce hybridomi Ustavu molekuldr-
n{ genetiky C3AV pod oznadenim IMG CZAS
HL=40, Monoklondln{i protildtka hybridomu
HL=40 je wvhodnd pro poufitf{ v enzymoimuno=~
logické a imunofluorescendni analyze 1lid-
skych bundk . membrdnovymi HLA antigeny
II, t¥{dy; jej{ prednosti je velmi vyraz-
né znadepl terdovych bundk ¥ suspenzich
i na tkénovyoh Fezech.
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Vynélez se tykd nového hybridomu, tj. hybridniho jedno-
bun&&ného organismu, sestrojensho fazf buhky mys{ myelomové
linie P3=X63~AgB8.653 a mys1 slezinné lymfoidni bunky produku-
Jici protilédtku proti monomorfni determinanté& membrénovych
HLA antigend II. tiidy, /HLA-DR, HLA=DP/ pritomnych na lid=
skych B bunkdch, monocytech, makrofézich a aktivovanych T°
bunkéch. Tyto antigeny maji zdsadni vyznam pro regulaci rdznych
funkci imunitniho systému. Kvantitativni stanoveni’ bun&k s mem=
brénbvymi HLA antigeny II. t¥fidy m& vyznam p#i diagnostice ni=
kterych patologickych stavl a klasifikaci lidskych hematologic=
kych néddorovych onemocnéni.,

Doposud sse protiiétky-proti membrdnovym antigentm lidskych
bungk vyrédb&ji tak, Ze bun&&né suspsnze nebo membrédnové frakce
Jsou opakované injikovany produkénim zvifatim, nejdast&ji kré=~
likdm, Sérum takto imunizovanych zvifat, odebirané po uréité
dobg plsobeni antigenu, slouZi jako zdroj protilédtek. Takto
jsou napi,., pripravovédny protildtky proti lidskym thymocytdm,
kteréd jsou pouZivdny k dtlumu alotransplanta&nich reakci pfi
transplantaci orgénd v klinické medicind. Tento postup, nazyva-
ny konvenéni imunizaci, m4 neodstranitelnou nevyhodu v tom,

Ze séra obsahujf heteroganni smés protildtek proti mnoha rdznym
membrdnovym antigendm, z nichZ nékteré jsou pfitomny na vice’
typech bunék; séra proto nelze pouZit k jemnému rozligeni bundd= :
nych.typﬂ a trid.

Nevyhody konvénénich Sér proti membfénovym antigendm v prin-
cipu odstranuje pouziti hybridomové technologie. Produkt hybri-
doms - monoklonélni protilétka - je zaméren vidy proti jediné
antigenn{ determinantd. Je-~li konstruovén dostatednd velky sou~ :
bor hybridom&, js pravdépodobné, %8 se v ném podati vyhledat
hybridom syntetizujic{ protildtku, kterd rozeznivd antigenni
determinantu charakterizujici urdéity typ,neba tridu &1 podtii-
du lymfocytd. ' ' '

Podle publikovaného vysledku /Brodsky, F.M., Parham, P.,
Bodmer, W.F.: Monoclonal antibodies to HLA-DR determinants,
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Tissue Antigens 16:30, 1980/ se d& soudit, ¥e lze pripravit
monoklondlni protildtky rozpozndvajfici takové determimanty,
které se nachdzeji na HLA antigenech II. tfidy~véech jedincd

v populaci /monomorfmni determinanty/. Takové monoklon&lni pro-
tildtky Jjsou vyhodné pro diagnostické pouZiti. -

Podéﬁatného pokroku v diagnostice lidskych leukocytd a
z nich odvozenych chorob, projsvujiciho se vys§s{i spoiéhli\/osti
analytického vysledku, se dos&hne, je-1i k dispozici beridbm;
produkujici monoklon&lni protil&tku proti monomorfni determi;
nant& lidskych HLA antigend II. t#idy, uloZeny ve Shirce hy=
bridomd Ostavu molekul&rni genetiky 8SAV v Praze 4, Videnska
-G 1083, pod oznadenim IMG CZAS HL-40;

Uvedeny hybridom byl ziskaéan zplGsobem zndmym z odborng lie
teratury /Fazekas de St. Groth, S. Stheidsgger, 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 histocompati= :
bility antigens produced by hybrid cell lines, Nature, 266: 550,
1877/ klonovéanim soubofu hybridnich bungk, ziskanych ze sleziny

- my&1{ kmene BALB/c imunizovanych bunkami lidské B lymfoblastoide ]
ni linie Raji.

Vvhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenni protilatku
monoklonélni,'které je schopna specificky reagovat“s‘buﬁkami .
nesoucimi HLA antigeny II. tfidy. Hybridom HL-40 je moZné kulbti= .
vovat in vitro v médifch vhodnych pro Zivo&isné bunky a je
édaptoVén prb rtst in vivo v peritonedlni duting mysi kmene _
BALB/é. Z konzerv uchovavanych Q kapalném dusiku je moZné za=

- hé&jit produkci protilétky bez dalsiho anﬁigenu. Protil4tka, -
produkovand hybridomem HL=-40, reaguje specificky s populacemi
lidskych bunék, v jejichZ membrdné jsou piftomny HLA antigaﬂy
II. tfidy /HLA=DR, HLA=DP/ a nenf t¥eba se zbavovat protilé&tek

- balastnich., . | '
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Priklad _ :

Za déelem pomnofeni hybridomovych bunék in vivo bylo apli=-
kovéno 3 x 106 bunék do peritonedlni dutiny mysi, Aby do3lo k
lap§imu uchyceni aplikovanych bungk, byla mys 14 dnd prfed pre=
nosem bundk hybridomu ovlivnéna parafinovym olsjem /0,5 ml in-
traperitonedlng/. Po 11 dnech'r&stu hybridomu v peritonedlni
duting byla my§ usmrcena a naprodukovand ascitickd tekutina ode-
bréna. Celkem bylo ziskéno 5,5 ml ascitické tekutiny, které ob~-
sahovala 16 mg/ml imunoglobulinu. Monoklondln{ protildtka reago~
vala specificky v nepfimém imunoFluoréscanénim nebo enzymoimu-
nologickém testu s éésti‘lymfocyt& periferni krvé. Ob&ma metaoda~
mi bylo zjisténo 25-30% pozitivnich bungék v enzymoimunologickém |
testu éifdo #edéni ascitické plasmy 1{105 a v testu neprimég imu-
nofluorescence aZ do rfedént 13104. P#i pouziti &isténych bopulacf
T a B lymfocytd byla zjiSténa reaktivita protildtky HL-40 s vice
neZ 95% B lymfocytd a méné neZ 5% T lymfocytd. Silné& pozitivnich
bylo také vice nez 95% monocytd, negativni byly granulocyty a
eryf?ocyty. Specifidnosti protildtka HL~40 odpovidé standardni
"zahraniéni monoklondlni protilétce RF-HLA-DR, jak bylo proké&zéno
opakovanymi paralelnimi stanovenimi v&etn& pouZiti smés{ proti-
latek, a to jak v prfpads smdsi perifernich lymfocyt@, tak u
“izolovanych bun&énych populaci /viz tabulka/ a stabilizovanych
lidskych lymfoidnich a nelymfoidnich lini{. '

Tabh. Reaktivita protilatek produkovanych hybridomem HL-40 a
RE-HLA-DR' s bufikami periferni krve |

Bunky periferni % pozitivnich bun&k reagujicich s monoklo-
1idské krve? nélbi'pfotilétkou v anzymoimunologickém3
nebo neprfimém ‘imunofluorescencnim testu4
HL=-40 RF=HLA~DR HL-40+RF~HLA~DOR
lymfocyty ‘ 25430 25430 ; 25830
T lymfocyty’ 50610 5810 - 5a10
B lymfocyty6 95 95 95
monocyty ’ g5 95 ' 95
granulocyty 1 1 1
srytiocyty 1 1 1
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1Monoklonélni protildtka RF-HLA=DR byla ziskéna od Prof. G.
Janossyho z The Royal Free Hospital, Londyn. -

2Buﬁk.y lidské periferni krve byly izolovény popsanou metodou

£Bdyum, A,: Isolation of lymphocytes, granulocytes and macro-
phages. Scand. J. Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976/ na Verografin=
Ficedll gradientu.

3Byl pouZit postup podle prédce Lansdorp, P.M., Astaldi, G.C.B.,
Oosterhof, F., Janssaen, M.C., Zeijlemaker, W.P.: Immunoperq&ii>
dase procedures to detect monoclonal antibodies againsf cell
surface antigen. Quantitation of binding and staining of indi=-
vidual cells. J. Immunol. Meth. 39: 393-405, 1980,

4Byla pouzita neptfimd imunofluorescenéni technika s vyuiitim
praseti protilétky proti my&imu imunoglobulinu znadend fluores=
ceinisothiokyanatem /0S0OL, Praha/.’

5lemfocyty byly izolovdny prichodem smési lymfocyt® sloupetkem

nylonové vaty popsanou metodou /Julius, M.H., Simpson, E., Her=-
zenberg, L.A.: A rapid method for the isolation of-.functional
thymus~derived murine lymphocytes. Europ. J. Immunol. 3:645-649,
1873/.

6B lymfocyty byly izolovadny adsorbci na plastikové desky pokryté

protildtkou proti lidskému imunoglobulinu popsancu metodou
/Mage, M.G., McHugh} L.L., Rothstein, T.L.: Mouse lymphocytes
with and without surface‘immunoglobulin: Preparative scéle se=
paration in polystyrene tissue culture dishes coated with spe=<
cifically purified anti-immunoglobulin. 3. immunol.(Meth. 15:°
47-56, 1977/.

Identita antigen® rozezndvanych protilatkami HL-40 a
RF-HLA~DR byla prokédzéna izolaci prislusného antigenu imunoafé-
nitni chromatografii na imobilizované protildtce HL-40 a prokdzé=
nim silné reaktivity tohoto antigenu s protilétkou RF-HLA-DR.,
Antigen ziskany imunafinitni chromatografii na Sepharose 4B s ko~
valentn& navdzanou monoklonédlni protilétkou HL-40 poskytoval po
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elektroforéze v polyakrylamidnvém gelu v pritomnosti dodecyle .
sulfdtu sodného za neredukujicich podminek bud silnou zdnu
odpovidajfci m.h. 65 000 a slabé zdny o m.h. 29 000 a 33 000
/vzorek nebyl zaﬂfivén4 nebo pouze 2 zOny odpovidajicf m.h.

29 000 a 33 000 /vzorek pfedem 2 min. zahf&t na 100°C/, co:f je
‘vyslaedek typicky bro HLA antigeny II. tifidy /ShéckleFord, D;A.,
Kaufman, J.P.~ Korman, A.J., Strominger, J.L.: HLA~DR antigens:
Structure, separation of subpopulation, gene cloning and function.
Immunol. Rev. B6: 133-187, 1982/. Po elsktroforetickém prenosi
~separovanych proteind na nitrocelulozovou membrénu a specifické
detskci nepfimym enzym01munologlckym testem /s vyuZitim pfislu3-
né protilatky a prasaéi protildtky proti mys$im imunoglobulinim
konjugoQané s peroxiddzou//0S0L, Praha/ ob8 protildtky /HL-40

i RF-HLA=DR/ reagovaly siln& s antigenem v dimerni form& /m.h,
65 000/ i s podjednotkou o m.h.'ZS 000 izolovaného'antigenu.

Buhky hybridomu HL-40 majf ultrastrukturni obraz typickych
myaldmovgch bungk, Cytoplasma obsahujs velké mnqistvi'polyribo-
somd, mitochondrie a slab& vyvinuté endoplasmatické retikulum;

In vitro rostou jako podosuspenzni kultury. Z&kladnim kultivade-
nim médiem'je‘Eaglovo ﬁinimélni esencidlni médium s Hanksovou
solnou smési dopln&né o neesencidlni aminokyseliny, L=glutamin
- /3 mM/. pyruvédt sodny /1 mM/. Toto médium /oznadované jako H=MEMd,
" Ostav molekulérni genstiky CSAV/ je pro kultivaci hybridomu
HL-40 doplndno penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2=mer=
kaptostanolem /0, 05 mM/, pufrem HEPES /10 mM/ a inaktivovanym
bovinnim sérem /Blovata, Ivanovice na Hané: 10 %/« Hybridom je
kultivovan pii 37%c. Stredni generatni tas je 17,1 hod. a 18 mé= .
sich po sestrojeni byl moddlni potst chromosomd 78. Produkovand
protilsdtka je monoklon&ln{ imunoglobulin podti{dy IgG2a s lehky~ .
mi rfetdzci typu kappa, jeji-isoglektrdcky bod je pH 7,8-&;8,4;.

Monoklonélni protilédtka produkované hybridomem HL=40

reaguje specificky s normélnimi lidskymi B bunkaml, monocyty.
makrofégy a aktivovanymi T bunkami. Hybridom HL=40 m&Ze byt
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pramyslové vyuZivén jako zdroj monoklondlni protildtky proti
bunkédm s membrédnovymi HLA antigeny II. tfidy v analytickych
metodéch. Monokloné&lni protilétka hybridomu HL=-40 mtZe byt
vyuZita pro stanoveni té&chto bungk v periferni krvi a lymfa=
tickych orgénech pri klinické diagnostice ve zdravotnickych
zak{zenich, zvlgsté pri rbdznych imunologickych nadostateénos~!
tech a autoimunnich onemocn&nich a pro klasifikaci leukémif

a malignich lymfomd. Pﬁxhosti monoklondlni protilétky HL=-40

je velmi vyrazné znadeni tep¥pvych bun&k nesoucfch HLA anti~ «
geny II. tiidy /HLA-DR, HLA-DP/ v imunofluorescendnich i enzy=
moimunologickych testech bun#&&nych suspenzi i tkanovych fezd.

PREDMET VYNALEZU

My3{ lymfocytdrni hybridom IMG CZAS HL=~40 prodﬁkujici
monoklondlnf protilatku podt¥fdy IgG2a proti membrénovym
HLA antigentm II. t¥fdy lidskych bungk. '
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