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(57) ReSeni se tyk4 mysiho lymfocytérnilio
hybridomu, produkujiciho protildtku proti
lidskému 210 kDa proteinu neurofilament,
uloZeného ve sbirce hybridomi Ustavu mole-
kuldrni genetiky CSAV v Praze pod oznale-
nim IMG CZAS NF-0l. Samotnd monoklonélni
protildtka hybridomu NF-01 je vhodnd pro
pouZiti v enzymoimunologické a radioimuno-
logické analyze, testovéni tkdni, bunék a
t&lnich tekutin, jakoZ i pro vizualizaci
210 kDa proteinu neurofilament v bunkach
na Grovni optického a elektronového mikro-
skopu a i imunchistochemického prikazu
210 kD a proteinu neurofilament na tkdno-
vych Ffezech.
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Vyndlez se tykd my3f{ho lymfocytdrniho hybridomu NF-01 produkujicf{ho monoklondlni
protildtku proti 210 kDa proteinu neurofilament. ‘

Doposud se protildtky obecn& vyrdb&jf{ imunizacf zvi¥at tak, Ze je antigen opakované&
aplikovadn zpravidla spolu s adjuvans pokusnym zvifatim, nej&ast&ji krdlikdm, mor&attm,
prasatim &i koz&m. Sérum takto imunizovanych zvi¥at se odebird po ur&ité dobd plsobeni
antigenu a slouZ{ jako zdroj protildtek, které se pouZfvajl pro diagnostiku a 1é&bu Yady
onemocnéni, ale i pro studium vyskytu a funkce té&chto antigend v bun&&né patofyziologii.
Tento postup, nazyvany konven&n{ imunizaci, m& n&kolik nevyhod. V séru imunizovanych zvifat
se nachdz{ heterogenni smé&s protilédtek, jejichZ spektrum je v kaZdém jednotlivém organismu
rizné a neopakovatelné. Organismus zpravidla vytvo¥{i krom& protildtek vi&i Z&4danému antigenu
i protil&tky proti ne&istotdm antigenniho prepardtu, které je nutné ze sér odstranovat
sloZitym .zplsobem zvanym vysycovani. V p¥ipad& antisér proti proteinfim neurofilament je
situace komplikovéna jejich zna&nou vzdjemnou podobnostf, takZe p¥ipravit konven&ni anti-
sérum proti jedinému proteinu neurofilament vysycovdnim je pracné. Vyrobni SarZfe konven&-
nich antisér se proto daji jen velmi nesnadno standardizovat a vychédzeji z vyroby v Eiro-
kém rozmez{ kvality. Pro vyrobu kaZdé Sarfe je t¥eba p¥ipravit znadn& &isty imunizaéni
antigen a dal%{ antigeny pro vys&ceni balastnich protildtek proti nelistotdm &! proti podob-
nym molekuldm, jako je nap¥. vimentin, desmin nebo keratiny.

Tyto nedostatky jsou odstran&ny poufitim hybridomu produkujicfiho homogenni monoklondl-
ni protildtku proti 210 kDa proteinu neurofilament podle vynédlezu.

Tento my3{ lymfocytdrni hybridom NF-01 byl ziskdn zplsobem zndmym z odborné literatury
(KOhler G., Milstein C.: Continuous cultures of fused cells sergeting antibody of predefined‘
specifity, Nature 256:495, 1975; Galfré G., Howe S. C., Milstein C., Butcher G. W., Howard
J. C.: Antibodies to major histocompatibility antigen produced by hybrid cell lines, Nature
266:550, 1977; Fazekas de St. Groth S., Scheidigger D.: Production of monoclonal antibodies:
Strategy and tactics, J. Immunol. Meth. 35:1 aZ 21, 1980) klonovdnim souboru hybridnich
bunék vzniklych fizi bun&k my${ myelomové linie Sp 2/0 a bundk ziskanych ze sleziny mySi
kmene BALB/c, imunizovanych izolovanych cytoskeletdlnim prepardtem ziskanym z praseliho

mozku.

Vyhodou my$fho lymfocytérnfiho hybridomu NF-01 je, %e se vd%e na cilovou strukturu
neurofilament, kterd je stabilnf{ i p¥i relativni drastické fixaci lidského materidlu formal-
dehydem a nésledném zaliti do parafinu, coZ je rutinn& pouZivand fixace histologického
materidlu ve v8ech histopatologickych laborato¥ich. Jiné v zahranid®{ zndmé protildtky napf.
protildtka proti proteinim neurofilament fy Labsystems, Helsinki, Finsko, reaguji na obdob-
né pripravenych ¥ezech a? po enzymovém natrdveni nebo vyZaduji Betrn&j8{ specidlni fixaci.
%4dné z protildtek proti lidskému 210 kDa proteinu neurofilament produkovanych dosud popsa-
nymi hybridomy nemaji schopnost reagovat na parafinovych, nenatrédvenych Yezech. Protilédtka
NF-01 d4dvd velmi dobré vysledky i na mraZenych tkdnovych ¥ezech. Tabulka &. 1 ukazuje silu
reakce protildtky NF-01 p¥i pouZiti rliznych zplisobl zpracovadni tkdné:

Tabulka 1

Intenzita reakce protildtky NF-01 na tkdnovych fezech fixovanych t¥femi rdznymi zpusoby

(++ siln& reakce, - nereaktivita).

PouZzité fixace metanol/aceton metakarn formaldehyd
P¥iprava tk&né zmraZené parafinované parafinované
V¢¥slednéd reakce ++ ++ +4

Vysledky ukazujf, Ze tato protildtka miZe byt vyuZita na vSech patologickych odd&le-
nich pro rutinni diferencidlni diagnostiku k odlifeni n&dort pochdzejicich z neuront.
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Hybridom NF-01 je moZné kultivovat in vitro v médiich vhodnych pro pé&stovdni Zivo&ig-
nych bunék nebo v podminkdch in vivo v peritonedlni dutin& my3{ kmene BALB/c. Hybridom
NF-01 je vhodny k dlouhodobému uchovévéni v konzervdch uloZenych v kapalném dusiku. Produkci
monoklondlni protildtky je moZno zahdjit po rozmrazeni buné&né konzervy, aniZ by bylo tfeba
dalsfiho antigenu. Monoklondlni protildtka, produkovand hybridomem NF-01, reaguje s lidskym
210 kDa proteinem neurofilament a nereaguje s Z4dnym dalS$im proteinem st¥ednfch filament
ani s dal$fmi lidskymi bun&&nymi biflkovinami, jak bylo zjiSténo imunoblotingem, enzymo-
imunologickym testem, nepfimou imunoperoxiddzou a nep¥imou imunofluorescenéni metodou.
Prikaz této specifilnosti byl zfskdn po elektroforetickém p¥enosu rozsdhlého spektra bund&-
nych a tkdhovych lysdtd a prepardtl izolovaného cytoskeletu rliznych lidskych tk4ni a bun&d-
nych lini{, a to po separaci bilkovinnych komponent v polyakrylamidovém gelu v prost¥edi
dodecylsulfdtu sodného za redukujicfch podminek. Po p¥enosu rozd&lenych bilkovin na nitro-
celulGzovou membrdnu byl 210 kDa protein neurofilament specificky vizualizovén (detekovén)
s poufitim NF-01 a ndsledné& praselfho antiséra proti my$im imunoglobulinim konjugovaného
s kfenovou peroxiddzou (0USOL, Praha). Jako pozitivni kontrola slouZila monoklondlni proti-
l4tka proti proteinim neurofilament od firmy Labsystems, Helsinki, Finsko, kterd dévala
obdobné vysledky.

Pomoci imunoperoxiddzové reakce na tk&novych ¥ezech lidskych tkani, kterou potvrzovaly
i vysledky dosaZené pt¥i nep¥imé imunofluorescentni metod&, byla u protildtky NF-01 zjiSténa

reaktivita na vyb&Zcich gangliovych bunék misSnich a kiry mozedku.

V neprimé imunofluorescenci vyuZivajici protilédtky NF-01 a n&sledné inkubace s prase&im
antisérem proti my$im imunoglobulinim oznalenym fluorescein-izo-thio-kyandtem nedochdzelo
u testovanych bun&nych typd n&kolika druhl k zobrazeni intermedidlnich filament vimentinové-
ho, gliového i keratinového typu. Mikrotubuly ani mikrofilamenta odliSitelné svoji{ charakte-
ristickou lokalizaci a citlivosti ke kolcemidu a cytochalasinu B s protilétkou NF-01 nerea-

govaly.

My%i lymfocytdrnf hybridom NF-01 je uloZen ve sbirce hybridomi Ostavu molekuldrni
genetiky CSAV v Praze pod oznalenim IMG CZAS NF-01.

p¥iklad

Za Géelem pomnoZeni bun&k hybridomu NF-01 v podminkdch in vivo bylo aplikovéno 1x106
bundk do peritonedlni dutiny my3i. Aby doSlo k lepSimu uchyceni aplikovanycn bunék, byla
my§ 14 dna pred pYenosem bun&k hybridomu ovlivnéna parafinovym olejem (0,5 ml peritonedlné).
Po 14 dnech riistu hybridomu v peritoned&lni dutiné byla my$ usmrcena a naprodukovand ascitické
tekutina odebréna. Celkem bylo ziskdno 2,0 ml ascitické tekutiny, kterd obsahovala 3,0 mg/ml
imunoglobulinu. Specificita z{skané protilétky byla testovdna na zmraZenych fezech lidského
mozku, a to jak v nepfimé imunofluorescenci s vyuZitim praseli protildtky proti mySimu
imunoglobulinu zna&né fluorescein-izo-thiokyanédtem a imunoperoxiddzovou reakci s prase&i
protildtkou proti myS$fmu Ig oznalenou kfenovou peroxiddzou (0GSOL, Praha), tak i po elektro-
foretickém pFenosu tk&fhového lyzdtu p¥ipraveného z lidského mozku na nitrocelulézovou membri-
nu s naslednou detekci nepfimym imunoperoxididzovym testem (viz vySe). Vysledky jsou shrnuty

v tabulce &. 2 a 3.
Tabulka 2

Reaktivita protildtky NF-01 s normdlnim lidskymi tkdnémi (+ pozitivita, - negativita,

V-vimentin, D-desmin, G-GFAP, N-proteiny neurofilament, K-keratiny).

Tk&n Typ st¥. filament Reakce

Mozelek, neurcny N +

Mozelek, astrocyty G -
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Tabulka 2 pokracovéni

Tkan Typ st¥. filament Reakce

Micha, neurony N

Micha, astrocyty G

Ependymdlni bunky v -
Vazivo a cévy m&kké pleny vV +

Jazyk - epitel, Zlazky X

Jazyk =~ svalovina, cévy D,
Jazyk - vazivo v

Jazyk - periferni nervy N +
Rectum - epitel X

Rectum - svalovina, cévy v,D -
Rectum - vazivo

Rectum - periferni nervy
Pankreas =- endokrimni parenchyn
Pankreas - exokrinni perenchyn
Pankreas - cévy, vazivo
Pankreas - periforni nervy

Trachea - epitel, Zlazky
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Trachea - cévy, vazivo

Trachea -~ chrupavka

pozn. 1 - zmraZené fezy int-r.ivn&j8i reakce

Tabulka 3

Reaktivita protildtky NF-01 s nAdory lidského centrdlniho nervového systému (+ pozitivi

ta, - negativita, K-keratin, V-vimentin, G-GFAP, N-proteiny neurofilament)
Nddor Typ st¥. filament Reakce
Papildrni ependymom K,V -
Meduloblastom v,N -
Astrocytom G,V -
Gangliogliom G,N +1
Meingeom \ -

- v gangliové Césti
7 vysledkl uvedenych v tabulce ¢. 2 a 3 je z¥ejmé, Ze protildtka NF-01 reaguje
vyhradné s lidskymi proteiny neurofilament. Uzkd specificita protildtky byla potvrzena
v imunoblotingu, kde byla nalezena silnd reakce s 210 kDa proteinem p¥idemZ ostatni testo-
vané cytoskeletdlni proteiny byly negativni (viz. tab. &. 4).

Tabulka 4

Reaktivita protildtky NF-01 s cytoskeletdlnimi proteiny z lidského mozku (+ reaktivita,

- negativita)

Cytoskeletdlni protein . Reakce v imunoblotingu

alfa-tubulin -
beta-tubulin : -

vimentin -
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Tabulka 4 pokrafovani

Cytoskeletdln{ protein Reakce v imunoblotingu
proteiny neurofilament - 68 kDa -

- 160 kDa -

- 210 kDa +
GFAP -

Specificita ziskané protildtky byla d4le testovdna na panelu bundk z tkdhnovych kultur,
a to jak v nep¥imé imunofluorescenci s vyuZitim prasedi protildtky proti my$imu imuno-
globulinu znadené fluorescein-izo-thiokyandtem, tak i po elektroforetickém p¥enosu bun&&-
nych lyz&tl na nitroceluldzovou membrdnu s ndslednou detekci nep¥{imym imunoperoxiddzovym

testem. Vysledky jsou shrnuty v tabulce &. 5.
Tabulka 5

Reaktivita protildtky NF-01l s bunkami riznych linif{ (V-vimentin, K-keratiny, N-proteiny

neurofilament, IF-imunofluorescence, IB~imunobloting)

Druh Tké&fiovy puvod Nézev Typ interm. Reakce
filament IF IB
¢lovek plicni fibroblast LED v - -
kaulatobuné&ény
karcinom ul280 K + N + +
epidermoidni
karcinom A 431 R - -
my$ fibroblast 3T3 Swiss v - -
neuroektoderm C 1300 N - -
krysa gliom Cé G+ V - -

Bunky hybridomu NF-01 maji morfologicky obraz typickych myelomovych bun&k. V podminkéch
in vitro rostou v podobé polosuspenznich kultur. Zdékladnim kultivadnim médiem je RPMI doplné-
né L-glutaminem (3mM), penicilinem, streptomycinem, gentamycinem a inaktivovanym konskym
sérem. Hybridom je kultivovan pr¥i 37 °C, stfedni generadni &as je 18,5 hodiny a mod&lnf
polet chromosomd 7 mé&sicl po sestrojeni hybridomu byl 79. Produkovand protildtka je my3{

monoklondlni imunoglobulin t¥idy IgM.

Monoklondlni protildtka produkovand hybridomem NF-01 reaguje specificky s lidskym
210 ¥Da proteinem neurofilament na formaldehydem fixovanych histologickych Fezech éalitych
parafinem a je tedy vyuZitelnd ve vSech histopatologickych laborato¥ich za pouZiti rGznych
test imunohistochemickych, enzymoimunologickych, imunofluorescendnich, imunoblotingu.
Kromé lékafské praxe je vyuZitelnd v oblastl teoretického vyzkumu lidskych intermedidlnich

filament.

PREDMET VYNALEZU

My81 lymfocytdrni hybridom IMG CZAD NF-01 produkujici monoklondlni protildtku t¥fdy

IgM proti lidskému 210 kDa proteinu neurofilament.
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