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Redeni se tykd mydiho lymfocytdrni-
ho hybridomu, produkujiciho protildtku
proti membrdnovému antigenu lidskjch HLA=-
«UR pozitivnich bundk, uloZendho ve sbir-
ce hybridomi Ustavu molekuldrni genetiky
CSAV pod oznadenim MEM-12, Samotnd mono-
klondlni protildtka hybridomu MEM-12 je
vhodnd pro pouZiti v enzymoimunologické
a imunofluorescendni analyze lidskych
HLA~DR pozitivnich bundk.
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Vyndlez se tykéd nového hybridomu, tJj. hybridniho Jedno-
bun¥&ného organismu, sestrojeného fizf bunky my5{ myelomové
linie Sp2/0-Agl4 a my5f slezinné lymfoidni bunky, produkujf-
¢! protilétku proti membrénovému entigenu HLA~DR p¥f{tomnému
na lidskfch B bunkéch, monocytech, makrofégéch a ektivovanych
T bunkdch. Tyto antigeny mejf zédsadn{ vyznam pro regulaci riz-
nych funkc{ imﬁnitniho systému. Kvantitativn{ stanoven{ HLA-DR
positivnich bun&k mé vyznam pfi‘diagnostice né€kterych pato-
logickych stavi.

- Doposud se protildtky proti membrédnovym antigenim vyrd-
b&jf tak, Ze bun&iné suspenze nebo membrénové frakce jsou
opakqvéné injikovdny produkinim zvifatim, nej¥ast&ji krdlf-
kim. Sérum tekto imunizZovanyeh zvi¥at, odebirané po ur&ité
dob& plsobeni antigenu, slouff jako zdroj protildtek. Takto
- jsou nap¥{klad pfipravovdny protildtky proti thymocytim, kte-
ré jsou poufivény k imunosupresi pi#i transplantaci orgénd v
¥linické medic{n¥. Tento postup, nazjvany konvendni imuniza-
c{, mé neodstranitelnou nevyhodu v tom, Ze séra obsahujf pro-
tildtky proti mnoha membrénovym antigenim, z nichZ n&které
jsou pFitomny na vice typech bun&k; séra proto nelze pouZit
k jemnému rozli¥en{ bund&nych typd a t¥id.

Nevyhody konveninich sér proti membrdnovim antigenim v
principu 6dstraﬁuje pouZiti hybridomové technologie. Produkt
hybridonu - monoklondélni protilétka - je zamZfena vZdy proti
_ jediné antigennf determinent®. Je-1i konstrucvén dostatedn&
velky soubor hybridomd, je pravd&podobné, Ze se z n&ho poda~-
¥{ vyhledat hybridom syntetizujfci protildtku, kterd rozezni-
véd antigenni determinantu charakterizujfc{ urZity typ nebo
t¥fdu &i podt¥fdu lymfocytdl.

Podle publikovaného vysledku (Brodsky, F.lM., Parham, P.,
Bodmer, W.F.: ionoclonal entibodies to HLA-DRw determinants,
Tissue Antigens 16:30, 1980) se d4 soudit, Ze lze p¥ipravit




-l -
244 200

monoklondlni protildtky specificky detegujic{f monomorfni
determinanty na HLA-DR entigenech, vyhodné pro diasgnostic-
ké pouZit{. Monomorfnfmi rozumime takové determinanty, které
jsou pfftomny ve viech forméch HLA-DR antigenu v 1lidské populaci.

Podstatného pokroku v diagnostice lidskych lymfocytd,
projevujfciho se vy33{ spolehlivostf anelytického vysledku,
se dosdhne, Je~1li k disposici hybridom, produkujicf mono=-
klondlnf protildtku proti monomorfn{ determinant¥ lidskych
HLA-DR entigend, uloZeny ve Sbirce hybridomd Gstavu moleku-
1érnf genetiky 8SAV v Praze 4, Videnské &. 1083, pod ozna-
genfm IMG CZAS MEN-12,

Uvedeny hybridom byl z{skén zpisobem zndmym z odborné
literatury (Fazekas de St. Groth, S. Scheidegger, D.: Pro-
duction of monoclonal entibodies: Strategy and tactics, J.
Immunol. Meth., 35:1-21, 1980; Galfré, G., Howe, S.C., Mil-
stein, C., Butcher, G.W., Howard, J.C.: Antibodies to major
histocompatibility antigens producéed by hybrid cell lines,
Nature, 266:550, 1977) klonovén{m souboru hybridnfch bunik,
z{skanych ze sleziny my3{ kmene BALR/c¢ imunizovanych membri-
novou frake{ bun&k lidskfch thymd.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homogenni protilédtiu
monoklondlnf, které je schopna specificky reagovat s bunkemi
nesoucfmi DR antigeny. Hybridom MEf-12 je mo¥né kultivovat in
vitro v médifich vhodnych pro Zivodi¥né bunky a je adaptovén
pro rist in vivo v peritonedln{ dutin¥ my3{ kmene BALB/c. 2
konserv, uchovédvanych v kapalném dusfku, je moZné zahdJjit pro-
dukci protildtky bez delSfho antigenu. Protildtke, produkova-
nd hybridomem MEM-12, reaguje specificky s populacemi lidskych
bun¥k exprimujicich DR antigeny a neni t¥eba se zbavovat pro-
tildtek balastnich. ‘

Pr{kled .
Za U&elem pomnoZenf hybridomovych bun¥k in vivo bylo apli=-
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kovéno 4 x 106 bunék do peritonedlni dutiny my3{i. Aby
doZlo k lep3imu uchyceni ablikovanych'bunék, byla myZ
14 dnf p¥ed p¥enosem bun&k hybridomu ovlivn&na parafino-
vym olejem (0,5 ml intraperitonedln&). Po 11 dnech ristu
hybridomu v peritonedlni dutin& byla my3 uhubena a napro-
dukovand ascitickd tekutina odebréna. Celkem bylo zfskéno
2,5ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala 5 mg/ml imuno-
globulinu. Monoklondlni protilétke reagovala specificky
v nep¥fmém imunofluoresceninim nebo enzymoimunologickém
testu s &ésti lymfocytd periferni krve. ObZma metodami bylo
zjisténo 25q% 308 pozitivnich bundk v enzymoimunologickém
testu a¥ do Yedéni ascitické plasmy 1:105 a v testu nep¥{mé
imumnofluorescence a¥ do Fedénf 1:10%, PFi pou¥itf &iZténgch
popuiaci T a B lymfocytd byla zji3t&na reaktivita protilétky
MEM-12 s vice ne%¥ 95% B lymfocytl a 5-10% T lymfocytd. Silng&
pozitivnich bylo teké vice ne¥ 95% monocytd, negativnf byly
granulocyty a erytrocyty. Specifita protilétky MEM=-12 Je
shodnd s protildtkou RF-HLA-DR, Jak bylo prokézéno opakovany-
mi paralelnimi stenovenini vEetn® pouZit{ sm&s{ protildtek,
a to jak v pF{pad¥ sm&si perifernich lymfocytd, tak u izolo-
vanych bun&inych populaci{ (viz tabulka).

Tab, Reaktivita protildtck produkovanych hybridomem MEL~12 a
RF-HLA-DR' s bufikami perifernf krve

Bunky perifernt % positivnich bun&k reagujicicl s mono-
11dské kove® klondln{ protildtkou v enzymoimunologic-
kém> nebo nep¥{mém imunofluoresceninim
testu4
NEM=12 RF-HLA-DR  MEM-12+RF-HLA-DR
lynfocyty 25-30 25-30 25-30
T lymfocyty” 5=10 5-10 5-10
B lymfocyty >95 >95 >95
monocyty >95 =95 ><5
granulocyty <1 <1 <

erytrocyty <1 <t <1
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‘Monoklonélni protildétka RF-HLA-DR byla ziskéna od Prof. G.
Janossy z The Royal Free Hospital, Londyn.

2Buﬁky 1idské perifernfi krve byly izolovény popsanou metodou
(Bbyum, A.: Isolation of lymphocytes, granulocytes and macro-
phages. Scand.J.Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976) na Verografin-
Ficoll gradientu.

3By1'pouzit postup podle préce Lensdorp, P.M., Astaldi, G.C.B.,
Oosterhof, F., Janssen, M.C., Zeljlemeker, W.P.: Immunoperoxi-
dase procedures to detect monoclonal antibodies against cell
surface antigen. Quantitation of binding and staining of in-
dividual cells. J.Immunol.Meth. 39:393-405, 1980,

4Byla pousita neprf{mé imunofluoresceninf{ technike s vyu¥itim
praseéiho antimyZ{fho imunoglobulinu znaéeného fluoresceiniso-
thiokyanatem (USOL,.Praha).

o7 lymfoeyty byly izolovédny prichodem sm&si lymfocytl slouped-

kem nylonové vaty popsanou metodou (Julius, M.H., Simpson, E.,

Herzenberg, L.A.: A rapid method for the isolation of functional

thymus-derived murine lymphocytes. Eur.J.Immunol. 3:645-649,
1971).

B lymfocyty byly izolovény adsorbci na plastikové desky
pokryté protildtkou proti lidskému imunoglobulinu popsa=-

nou metodou (Mage, M.G., McHugh, L.L., Rothstein, T.L.:

Mouse iymphocytes with and without surface immunoglobulin:

Preparative scale separation in polystyrene tissue culture

dishes coated with specifically purified anti-immunoglobulin.

J.Immunol.Meth. 15:47=56, 1977).

(*))

Identita antigenl rozezndvanych protildtkami MEM-12 @
RF-HLA-DR byla prokdzéna izolaci p¥islusdného antigenu imuno-
afinitn{ chromatografif na imobilizované protilétce MEM-12 a
demonstraci reaktivity tohoto antigenu & protildtkou RF-HLA-DR.
Antigen ziskany imunoafinitnf{ chromatografif na Sepharose 4B
s kovalentn® navédzanou protildtkou MEM-12 poskytoval po
elektroforéze v polyakrylamidovém gelu v ﬁ¥itomnosti dode~
cylsulfétu sodného bud 1.zénu odpovidajfcf m.h. 8 a¥65 000

’
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(vzorek nezah¥fvén), nebo 2 zdény odpovidajfcf m.h. 29 000

a 33 000 (vzorek pfedem 2 min. zah¥dt na 100°C), co¥ je
vysledek typicky pro DR antigeny (Shackleford, D.A., Kaufmen,
J.F., Kormen, A.J., Strominger, J.L.: HLA-DR entigens:
Structure, separation of subpopulation, gene cloning and
function. Immunol.Rev. 66:133~187, 1982). Po elektrofore-
tickém p¥enosu separovanych proteind na nitroceluldzovou
membrénu a specifické detekei nepifimym enzymoimunologickym
testem (s vyuZfitim pfifslu3né monoklondln{ protildtky a prase&iho
antimy3f{ho imunoglobulinu konjugoveného s peroxidézou (dsoL,
Praha)). Ob¥ protildtky (MEM-12 a RF-HLA-DR) reagovaly siln&
s antigenem v dimernf formé& (m.h.60a%65 000), protilétka
RF-HLA-DR reagovela s podjednotkou o m.h. 29 000 izolovaného
antigenu.

Bunky hybridomu MEM-12 maj{ ultrastrukturni obraz typic-
kych myelomovy¥ch bundk. Cytoplazma obsahuje velké mnoZstvi
polyribosomt, mitochondrie a slab® vyvinuté endoplazmatické
retikulum. In vitro rostou jako polosuspenzmi kultury. Zdklad-
" nim kultivadnin médiem je Eaglovo miniméln{ esenciflnf médium
& Hanksovou solnou sm&si dopln&né o neesencidlnf aminokyseliny,
L-glutamin (3mM), pyruvét sodny (imM). Tpto médium (oznaZované
jako H-MEMd, Ustav molekuldrni genetiky 8SAV) je pro kultivaci
hybridomu MEM-12 dopln&no penicilinem, streptomycinem, genta-
mycinem, 2-merkaptoetanolem (0,05 mM), pufrem HEPES (10 mM) a
inektivovanym bovinni{m sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané, 10%).
Hybridom je kultivovén p¥i 37°c. Stfednf generalni &as je 16.8
hod. a 5 m&sfed po sestrojent byl modédlni polet chromomomi 96.
Produkovand protildtka je monoklondlni imunoglobulin podt¥idy
IgGl s lehkymi Bet&zci typu kepa, jejf izoelektricky bod je
pH 6.8 - 7.0,

Monoklondln{ protildtka produkovené Liybridomem ME.~-12
reaguje specificky s 1lidskymi B bunkami, monocyty, makrofdgy
a aktivovanymi T bunkami. Hybridom MEi-12 mi%e byt primyslov
vyw?ivén jako zdroj monoklondlni protilétky proti DR powzitiv-
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n{n bunkém v analytickych metoddch. Monocklondlnf protilétks
hybridomu MEN-12 md%e byt vyuZita pro stanoveni DR pozitiv-
nich bun&k v periferni krvi a lymfatickych orgénech p¥i kli-
nické diegnostice v zdravotnickych zarfzenfch,zvlg3t¥ pifi
riziaych imunologickych nedostatednostech a autoimunnich one-
mocn&nich a pro klasifikaci leukémif a malignfch lymfomd.

PREDMET VINLLEZU

Mys{ lymfocytdrni hybridom IMG CZAS MEN-12 produkujfct
monoklondlni protildtku podtiidy IgGt proti membrdnovému an-
tigenu lidskych HLA-DR pozitivafich bunik,

Vytiskly Moravské tiskatrské zdvody,
stfed. 11 100, tf.Lidovych milic{ 3, Olomouc Cena: 2,40 Ké&s
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