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(54) " My&1 lymfocytdrni hybridom IMG CZAS MEM-5T

Redeni se tykd mySiho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujiciho protildtku proti
membrinovému antigenu lidskych,T bunék,
uloZeného ve sbirge hybridomd Ustavu mole-
kuldrni genetiky CSAV pod oznadenim MEM-57.
Samotnd monoklondlni protildtka hybridomu
MEM-57 je vhodnd pro pouziti v enzymoimu-
nologické analyze nebo nep¥imé imunofluo~
rescendni analyze T3 antigenu T lymfocytd.
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Vynélez se tyké nového hybridomu, to je hrybridniho jedno~-
buns&ného organismu, sestrojeného fiz{ bunky my3{ myelomové
linie Sp2/0-Agl4 a my3{ slezinné lymfoidnf bunky, produkujic{
protilétku proti membrénovému antigenu pritomnému na lidskych
T bunkéch /tj. T lymfocytech/. T bunky maj{ zékladni ddleZi-
tost v imunitnim systému. Polet T bundk a jejich pom&r k B
lymfocyttm se pifi imunodeficiencich a jinych patologickych
stavech 1i31 od fyziologické normy.

Protilédtky proti antigendm pr{tomrym na urdité subpopula-
ci bun2k se nedajf{ ptipravit pfimou imunisac{ zviFat bundénou
suspens{ lymfocytl nebo membrdnovou frakci, to je konvendni
imunisaci{. Konvendni imunisace mé neodstranitelnou nevyhodu
v tom, %e séra obsahujf protilétky proti mnoha membrénovym
antigentm, 2z nich? n&které jsou pritomny na vice typech bun&k;
séra proto nelze pouZit k jemnému rozliZeni buné&énych typl a
t¥{d. P¥iprava Cistého antigenu bez kontaminace jinymi mem-
brénovymi komponentami k imunisaci je pracnd a vat3inou ne-
isp&8né.

Nevyhody konvendnich sér proti membrénovym antigentm

v principu odstranuje pou%itf hybridomové technologie. Produkt
hybridomu - monoklondlni protilédtka - je zamé&¥ena vZdy proti
jediné antigenni determinant&. Je-li konstruovén dostateéné
velky soubor hybridomd, je pravdépodobné, Ze se z n&ho podarif
vyhledat hybridom syntetizujfci protilétku, které rozeznévé
antigenni determinantu charakterizujfc{f uréity typ nebo tridu
i podtr{idu lymfocytd.

Je Pada antigent na T lymfocytech, které se 1i87Y moleku-
lérnf hmotnostif, chemickou strukturou a fyziologickou funkc{.
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K detailnf analyze antigend na T lymfocytech je nezbytnd nutné
mit protildtky proti co nejvét$imu poltu membrénovych antigent.
Podle publikovanych vyslekd /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. 1l:
141-146, 1980/ se dé soudit, Ze lze p¥ipravit monoklonélni pro-
tildtky specificky detegujf{c{ rtzné antigeny T lymfocyti.

Podstatného pokroku v diagnostice lidskych lymfocytd, pro-
Jevujictho se vy3381 spolehlivost{ analytického vysledku, se do~
séhne, Jje-1li k dispozici hybridom, produkujici monoklonélni
protilétku proti T3 antigenu p*ftomnému na lidskych T bunkéch,
ulo¥eny ve Sbfrce hybridomd Ustavu molekulérni genetiky CSAV
v Praze 4, Videnskd &. 1083, pod oznadenim IMG CZAS MEM-57.

Uvedeny hybridom byl ziskén zpisobem zndmych z odborné li~
teratury /Fazekas de St. Groth, S., Scheidegger, D.: Produc-
tion 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, 1977/ klonovédnim souboru hybridnich bunék, ziskanych ze
sleziny my3{ kmene BALB/¢c imunizovanych membrénovou frakcf bu-
n¥k lidskych thymd. -

Vyhodou hybridoma je, %e produkuje homogenni protilétku
monoklondlni, kterd je schopna specificky reagovat s lidskymi
T bunkami. Hybridom MEM-57 je moZné kultivovat in vitro v mé-
difch vhodnych pro Zivodi%né bunky a je adaptovén pro rust in
vivo v peritoneéln{ dutiné my8{ kmene BAIB/c. Z konserv, ucho-
vévanych v kapalném dusfku, je mo¥né zahdjit produkci pretildt-
ky bez dal¥fho antigenu. Protildtka, produkovand hybridomem
MEM-57, reaguje specificky s populacemi lidskych T bunék a ne-
ni t¥eba se zbavovat protildtek balastnich.

P¥{klad ,
7Za ti¥elem pomno¥eni hybridomovych bungk in vivo bylo apli-
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kovéno 3 x 10% bunsk do peritonedlnf dutiny my3{. Aby do8lo
k lep3fmu uchyceni aplikovanych bunsk, byla my¥ 14 dni pred plre-
nosem bun&k hybridomu ovlivn&na parafinovych olejem /0,5 ml
intraperitonedlnd/. Po 10 dnech rtstu hybridomu v peritonedlni
dutin& byla my$ uhubena a naprodukovand ascitické tekutina
odebrdna. Celkem bylo zf{skdno 3 ml ascitické tekutiny, kteréd
obsahovala 5 mg/ml imunoglobulinu. Monoklondlnf protilétka re-
agovala specificky s T bunkami perifernf krve v nepfimém enzy-
moimunologickém testu. Monocyty, granulocyty a erytrocyty
s protildtkou nereagovaly. Pri pouZitd{ &i8ténych populacf{ T a |
B lymfocytd byla zjisSt%na reaktivita protilétky MEM-57 s vice
ne¥ 95 % T bundk a s mén& neZ 5 % B bundk. Specifita protilatky
Jje identickd s komeré&ni monoklondlni protildtkou OKT-3, jak by-
lo prokézéno opakovanymi paralelnimi stanovenimi véetnd pouZi-
t{ sm&s{ obou protilétek, a to jak v pfipad® smé&si perifernich
lymfocytl, tak u izolovanych T a B populac{ /viz tabulka/.

Tab. Reaktivita protilétek produkovanych hybridomem MEM-~57
a OKT-3' s bufikami perifernf krve
Bunky periferni{ % pozitivnich bundk reagujicich s monoklo-

1idské krve? nélni protilétkou v enzymoimunologickém
testu3 %

. smés

MEM-57 OKT?% MEM~57 + OKT?
lymfocyty 70-80 70-80 70-80
T lymfocyty?t 95 95 95
B 1ymfocyty5 5 5 5
monocyty 1l 1 1
granulocyty 1 1 1
erytrocyty 1 1 1

lkomer&n{ monoklondlnt protildtka od firmy Ortho Pharmaceuti-
cal Corporation, Raritan, New Jersey, USA.

2Bunky lidské pefiferni krve byly izolovéany popsanou metodou
/Boyum, A.: Isolation of lymphocytes, granulocytes and macro-
phages. Scand. J. Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976/ na Verografin-
~-Ficoll gradientu.

3Byl pou?it postup podle préce Lansdorp, P.M., Astaldi, G.C.B.,
Oosterhof, F., Janssen, M.C., Zeijlemaker, W.P.: Immunoperxo-
dase procedures to detect monoclonal antibodies against cell
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surface antigen. Quantitation of binding and staining of indi-
vidual cells. J. Immunol. Meth. 39: 393-405, 1980.

4o lymfocyty byly izolovédny prichodem sm&si lvmfocytld slouped-
kem nylonové vaty popsanou metodou /Julius, M.H., Simpson, E.,
Herzenberg, L.A.: A rapid method for the isolation of functio-
nal thymus-derived murine lymphocytes. Eur. J. Immunol. 3:
645-640, 1971/.

°B lymfocyty byly izolovény adsorbei na plastikové desky pokry-
té protilétkou proti lidskému imunoglobulinu popsanou metodou
Mage, M.G., McHugh, L.L., Rothstein, T.L.: Mouse lymphocytes
with and without surface immunoglobulin: preparatiﬁe scale se-
paration in polystyrene tissue culture dishes coated with spe-
cifically purified anti-immunoglobulin. J. Immunol. Meth. 15:
A7~5€6, 1977/.

K prdkazu, Ze protilétka LMEM-57 rozpoznévé antigen T3 na
povrchu T lymfocytd, bylo pouéiﬁo t¥{ pfistupi;

a/ Monoklonélnf protilétka MEM-57 precipitovala z povrchové
Jjodovanych 1251Na bunik /Morrison, M.: Lactoperixidase-ca-
talyzed iodination as a tool for investigation of proteins.
Methods Enzymol. 70:214-220, 1980/ /T linie HPB-AL/ antigen-
ni frakci o mol. hmotnosti 2% kDa, prokézanou pomoci elektro-
foretické analyzy v polyakrylamidovém gelu v pF¥itomnosti do-
decyl sulfédtu sodného; mol. hmotnost této antigenni frakce
odpovidé mol. hmotnosti T3 antigenu.

b/ Protildtka MEM-57 v koncentraci 10-20 ng/md m&la mitogenni

" vlastnosti prokézané indukc{f DNA syntézy /pomoci inkorporace
>u thymidinu/ v lidskych lvmfocytech perifernf krve. U pro-
tildtky OKT3 byly popsédny shodné mitogenni ulinky /Van
Wauwe, J.P., DeMey, J.R., Goossens, J.G.: OKT%3: A monoclo-
nal anti-~human T lvmphocyte antibody with potent mitogenic
properties. J. Immunol. 124:2708-271%, 1980/.

¢/ Identita antigenl rozpoznévanych protildtkami MEM-57 a OKT?
byla prokézéna tak, ¥e antigen reagujic{ s protilétkou
MEM-57 byl nejprve premistsn k jednomu pdlu T bundk, tzv.
vytvofeni Zdepidek /"capping"/ s nésledn&m pohlcenim antige-
nu do nitra v3t3iny bundk a pak byla testovéna reaktivita
takto pozm3n&nych bundk s protilétkou OKT3. Bylo zji3téno,
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Ze po odstranéni antigenu T3 /protildtkou MEM-57/ vymizi také
schopnost T lymfocytd vézat protildtku OKT3, zatimco reaktivi-
ta s protilétkou neprfbuzné specifidnosti B2M-01 ,/Hilgert, I.,
HoTej81, V., Kriltofové, H.: The use of murine monoclonal anti-
body B2M-01 for detection and purification of human p-uwicro-
globulin. Fol. biol. /Praha/ 30:369-376, 1984/ se nezméni. Ten-
to test byl provédén tak, Ze T lymfocyty byly inkubovény
30 min pfi 20 °C v roztoku protilétky MEM-57 a poté 30 min p¥i
37 OC s prase&f{ protildtkou proti myS3imu imunoglobulinu. S tak-
to pripravenymi bunkami byl proveden b&Zny nepfimy imunofluo-
rescenéni test, tj. inkubace s protilétkami MEM-57, OKT},
B2M-01 a ve druhém kroku s prasedim antimy3{fm imunoglobulinem
znalenym fluoresceinisothiokyanatem. T lymfocyty byly pred
inkubaci s nésledujici protildtkou promyty v#dy fyziologickym
roztokem.

Bunky hybridomu MEM-57 maj{ ultrastrukturni obraz typic-
kych myelomovych bundk. In vitro rostou jako polosuspensni kul-
tury. Zékladnim kultivadnim médiem je Eaglovo minimélni{ esen-
ciélnf médium s Hanksovou solnou sm&s{ dopln&né o neesencidlni
aminokyseliny, L-glutamin /3mM/, pyruvét sodny /1mM/. Toto mé-
dium /oznaované jako RPMI, Ustav molekulérnif genetiky CSAV/ je
pro kultivaci hybridomu MEM-57 doplnéno penicilinem, strepto=-
mycinem, gentamycinem, 2-merkaptoetanolem /0,05 mM/, pufrem
HEPES /10 mM/ a inaktivovanym bovinnim sérem /Bioveta, Ivano-
vice na Hané, 10 %/. Hybridom je kultivovén p¥i 37 ©C. St¥edni
generadni &as je 18 hod. a 5 m&sich po sestrojeni byl modélni
podet chromosom® 88. Produkovand protilédtka je monoklon&lni
imunoglobulin podt#{idy IgG2a s lehkymi Yetdzci typu kapa, jeji
isoelektricky bod je pH 7.4 - 8.0.

Monoklondln{ protilédtka produkovand hybridomem MEM-57
reaguje specificky s lidskymi T bunkami. Hybridom MEM-57 miZe
byt primyslové vyuZivédn jako zdroj monoklondlni protilatky
proti T bunkdm v analvtickych metoddch. Monoklondln{ proti-
l14tka hybridomu MENM-57 miZe byt vyuZita pro stanoveni T bunsdk
v perifern{ krvi a lymfatickych orgénech p¥i klinické diagnos-
tice v zdravotnickyfch zaffzenfch, zv148t& pri riznych imuno-
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logickych nedostate®nostech a autoimunnich onemocnénich a pvo
klasifikaci leukémif T bund¥ného plvodu. lonoklonélnf proti-
létka mi¥e byt vyuZita také v terapii jako imunosupresivum p¥i
odhojovacich krizfch v klinické transplantaci nebo ke specific-
kému odstranovdnf T lymfocytd p¥i transplantaci kostni d¥ens.

PREDMET VYNALEZU

My81 lymfocytérni hybridom IMG CZAS MEM~-57 produkujfci
monoklonélni protilétku podt¥ifdy IgG2a proti membrénovému
antigenu T3 lidskych T bundk.

Vytiskly Moravské tiskafské zévody,
stfed. 11 100, tf.Lidovych milic{ 3, Olomouc Cena: 2,40 K&s
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