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Vynélez se tyk& nového hybridomu, tj. hybridniho jednobun&&ného organismu, sestrojené-
ho fazi bufiky my$f myelomové linie Sp2/0-Agld a my3{ slezinné lymfoidnf bufky, produkujici
protilétku proti membrdnovému antigenu pff{tomnému na lidskych supresorovych a cytotoxickych
T bufikdch. Funk®ni studie ukdzaly, Ze supresorové a cytotoxické T bufiky maj{ spole&ny membri-
novy antigen a tvo¥{ podt¥fdu lymfocytd s dilzfitymi regulainimi funkcemi, jejich%Z zastoupeni
v periferni krvi a lymfoidnich tkénich se p¥fi imqnodeficiencich;li§1 od fysiologické normy.

Doposud se protilatky proti membrénovym antigenim vyrdb&ji tak, Ze bun&&né suspenze
nebo membrénové frakce jsou opakovand injikovdny produk&nim zvifatim, nejast&ji krdlfkim.
Sérum takto imunisovangch zvifat, odebirané po ur&ité dob& plisobeni antigenu, slouZi jako
zdroj protildtek. Takto jsou nap¥fklad p¥ipravovédny protilatky proti thymocytlim, které jsou
pou?fvény k imunosupresi p¥i transplantaci orgdni v klinické medicind. Tento postup, nazyvany
konvenénf{ imunisac{, m& neodstranitelnou nevghodu v tom, %e séra obsahuji protildtky proti
mnoha membrdnovym antigentm, z nich¥ n&které jsou p¥itomny na vice typech bun&k; séra proto
nelze pouzit k jemnému rozliBeni bun&&nych typt a tifd.

Nev§hody konvendnich sér proti membrénovym antigenim v principu odstrafuje pou¥iti
hybridomové technologie. Produkt hybridomu -~ monoklondlni protilétka - je zamd¥ena vidy
proti jediné antigennf determinant&. Je-1i konstruovédn dostate&n& velky soubor hybridomi,
je pravddpodobné, ¥e se z n&ho poda¥i vyhledat hybridom syntetizujfci protildtku, kterd
rozezn&vA antigenni determinantu charakterizujici ur&ity typ nebo t¥fdu &i podtiidu lymfocytl.

Podle publikovaného vysledku (Thomas, Y., Sosman, J., Irigoyen, O., Friedman, S. M.,
Kung, P. C., Goldstein, G., Chess, L.: Functional analysis of human T cell subsets defined
by monoclonal antibodies. I. Collaborative T-T interactions in the immunoregulation of B cell
differentiation. J. Immunol., 125:2 401 a% 2 408, 1980) se 44 soudit, Ze lzé p¥ipravit mono-
klon&lni protildtku specificky detegujici podtiidu supresorovfch/cytotoxickgch lidskych
T bundk vhodnou pro diganostické pouZitf.

Podstatného pokroku v diagnostice lidskych lymfocytl, projevujfciho se vy$3{ spolehlivosti
analytického v¢sledku, se dosdhne, je-li k disposici hybridom, produkujic{ monoklonélni
protildtku proti antigenu piftomnému na lidskych supresorov§ch/cytotoxickych T buiikéch,
ulofeny ve Shirce hybridomi Ostavu molekulérni genetiky GSAV v Praze 4, Videnskd &. 1 083,
pod oznadenim IMG CZAS MEM-31. '

Uvedeny hybridom byl ziskén zplsobem zndmym z odborné literatury (Fazekas de St. Groth,
S., Scheidegger, D.: Production of monoclonal antibodies: Strategy and tactics, J. Immunol.
Meth., 35:1 a% 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) klonovanim souboru hybridnich bun&k, ziskangch ze sleziny my%{ kmene BALB/c
imunizovanych membrdnovou frakecf bun&k lidskych thymid.

vyhodou hybridomi je, %e produkuje homogenni protiiétku‘monoklonélni, kterd je schopna
specificky reagovat s lidskymi supresorovymi/cytotoxickymi T bufikami. Hybridom MEM-31 je
mo¥nd kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro %ivo&i¥né bufiky a je adaptovan pro rist
in vivo v peritonedln{ dutin& my3{ kmene BALB/c. Z konserv, uchovidvanych v kapalném dusfiku,
je mo¥né zah&jit produkci protildtky bez dal¥fho antigenu. Protildtka, produkovand hybridomem
MEM-31, reaguje specificky s populacemi lidskych supresorovych/cytotoxickgch T bun&k a neni
t¥eba se zbavovat protildtek balastnich.

Pp¥iLklad

5 pundk do peritonedlni
dutiny my3{. Aby do¥lo k lep3fmu uchyceni aplikovanych bun&k, byla my3 14 dnf p¥ed pienosem
bun&k hybridomu ovlivn&na parafinovym olejem (0,5 ml intraperitonedlng). Po 9 dnech ristu

hybridomu v peritonedlni dutin& byla my¥ zahubena a naprodukovand ascitick4 tekutina odebréna.

Za G%elem pomnofeni hybridomovgch bun&k in vivo bylo aplikovéno 4x10
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Celkem bylo ziskdno 3,5 ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala § mg/ml imunoglobulinu.
Monoklondlni protilédtka-reagovala specificky v nep¥imém imunofluorescenénim nebo enzymoimuno-
logickém testu se supresorovymi/cytotoxickymi T bubkami perifern{ krve. Ob&ma metodami bylo
zjiBté&no 25 a% 35 % positivnich bun&k v enzymoimunologickém testu a¥ do ¥eddnf ascitické

4

plasmy 1:10" a v testu nepfimé imunofluorescence a% do Fed&n{ 1:10°. Specificita MEM-31 je

identickd s komer&ni monoklondlni protildtkou OKT-8, jak bylo prokdzéno opakovanymi paralelni-
mi stanovenimi v&etn& pouZit{ sm&si dvou protil&tek (viz tabulka).

Tabulka

Reaktivita protildtek produkovanych hybridomem MEM-31 a OKTB1 s bufkami periferni krve

Bunky perifern{ % positivnich bun&k reagujicfch s moncklondlni
1idské krve? protildtkou v imunofluorescenénim testu3

’ MEM-31 OKTS MEM-31 + OKTS8
lymfocyty 23 a¥ 33 25 a% 34 25 a% 35
monocyty & 1 41 <1
granulocyty £ 1 g1 L1
erytrocyty <1 &1 Z1

1Komeréni monoklondlni protildtka od firmy Ortho Pharmaceutical Corporation-Raritan,
New Jersey USA.

2Buﬁky lidské periferni krve byly isolovdny popsanou metodou (Boyum, A.: Isolation
of lymphocytes, granulocytes nad macrophages. Scand. J. Immunol. 5, Suppl. 5:9, 1976) na
‘Verografin-Ficoll gradientu. '

3Byla poufita nep¥fmé imunofluorescen&ni technika s vyuZitfm prase&{ antimyS{ protilétky
znatené fluoresceinisothiokyanatem.

Bufky hybridomu MEM-31 majf ultrastrukturni obraz typickych myelomovych bun&k. Cyto-
plasma obsahuje velké mno¥stvi polyribosomfi, mitochondrie a slab& vyvinuté endoplasmafické
retikulum. In vitro rostou jako polosuspensni kultury. 2z&kladnfm kultiva&nim médiem je Faglovo
minimdln{ esencidlnf médium s Hanksovou solnou smési doplnéné o neesencidlni aminokyseliny,
L-glutamin (3 mM), pyruvdt sodny (1 mM). Toto médium (oznadované jako H-MEMd) je pro kultivaeci
hybridomu MEM-31 dopln&no penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2-merkaptoetanolem
(0,05 mM), pufrem HEPES (10 mM) a inaktivovanym bovinufm sérem (10%). Hybridom je kultivovén
pti 37 °¢. st¥ednt generaZni Cas je 18,4 h a 5 m&sich po sestrojen{ byl moddlni po&et chromo-
soml 89. Produkovanid protildtka je monoklon&lnif imunoglobulin podt¥{idy IgG2a s lehkymi
Tetézci typu kapa, jeji isoelektricky bod je pI 7,4 a¥ 7,6.

Monoklondlnf protildtka produkovand hybridomem MEM-31 reaguje specificky s lidskymi
supresorovymi/cytotoxickymi T bufikami. Hybridom MEM-31 miZe byt primyslové vyuZ{vdn jako
zdroj monoklondlnf protildtky proti supresorovym/cytotoxickym T bufikdm v analytickych metodéach.
Monoklondln{ protildtka hybridomu MEM-31 mi%e byt vyufita pro stanoveni supresorovych/cyto~
toxickych T bun&k v periferni krvi a lymfatickych.orgédnech p¥i klinické diagnostice v zdravot-
nickych za¥fzenfch, zv14¥t& p¥i sledovéni odhojovacfch krizi po transplantaci orgénl, p#i
rdznych imunologickych nedostatednostech a autoimunnich onemocn&nich a pro klasifikaci leukémii
T bun&&ného puvodu.,

PREDMET VYMNMALEZU

My$1i lymfocyt&rn{ hybridom IMG CZAS MEM-31 produkujic{ monoklondlnf protil&tku imuno-
globulin podt¥f{dy IgG2a proti membranovému antigenu lidskfch supresorovych a cytotoxickych
T bun&k.
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