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ABSTRACT

Monoclonal antibodies (MoAb) are usually produced as the secretion
products of cloned B lymphoblastoid cell lines. Advantages of MoAbs
are that they could be selected to have desired specificity and pro-
duced in relatively large quantities of consistent quality and characteris-
tics. Interest in the production of reagents specific for human kappa (k)
chain can be explained by the fact that many pathological conditions
are accompanied by frequency of immunoglobulins with « light chain.
The aim of this study was production of stable MoAb-secreting hybri-
doma with ability to secrete imunoglobulin specific for human x chain,
immunochemical characterization of this MoAb and its possible appli-
cation. Murine monoclonal antibody, assigned as MoAt 44, produced
by hybridoma technology is specific for human kappa chain and fully
immunochemically characterized. In this paper, we reported that
MoADb 44 demonstrated excellent properties in most immunochemical
techniques (immunoblot, dot-blot, immunofluorescence, double and ra-
dial immunodiffusion, immunoelectrophoresis...), which highly recom-
mend this MoAb for the application as a tool for research and
immunodiagnostics.

Key words: Monoclonal antibody, kappa light chain, hybridoma tech-
nology, immunodiagnostics

UvoD

Proteklo je ve¢ vise od 20 godina od kada su Cesar
Milstein i Georges Kohler iznenadili svet biologije otkri-
¢em monoklonskih antitela (MoAt) (1,2). Danas se ve¢
slobodno moze re¢i da su MoAt unapredila biohemijska
istrazivanja, a njihova upotreba postala je nezamenljiva u
modernoj imunologiji, kao i brojnim drugim naucnim
disciplinama koje se bave istrazivanjima na molekulskom
nivou. Definisana specificnost monoklonskih antitela
omogucava njihovu primenu u strukturnim i funkcio-
nalnim ispitivanjima brojnih ¢elija (3,4,5), proteina (6) 1
nukleinskih kiselina (7). Osim u istrazivanjima, MoAt se
danas koriste i u dijagnostici i terapiji, kao i u pracenju
toka bolesti 1 efekata terapije autoimunskih, hematolos-
kih i malignih bolesti (8,9). I na kraju, moguc¢nost prime-
ne MoAt kao specifi¢nih bioregulatora imunskog sistema
svrstava ih u kategoriju mocnih sredstava za manipulaciju
u okviru imunskog sistema.

Hibridomska tehnologija je bila prva metoda koja je
stvorila moguénost dobijanja neograni¢ene koli¢ine anti-
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SAZETAK

Monoklonska antitela (MoAt) su sekretorni proizvodi kloniranih B ¢elij-
skih limfoblastoidnih linija. Od poliklonskih antitela ih razlikuje: de-
finisana specifi¢nost vezivanja, homogenost i mogué¢nost proizvodnje u
velikoj koli¢ini. Budu¢i da su brojna patoloSka stanja povezana sa
sekrecijom imunoglobulina u ¢ijem sastavu se nalazi kapa (k) tip lakog
lanca, proizvodnja specifi¢nih monoklonskih antitela nasla bi svoje
mesto u njihovoj dijagnostici. Stoga je cilj naseg rada bio dobijanje
stabilnog misjeg hibridomskog klona koji bi sekretovao MoAt spe-
cifi¢no za humani k lanac, imunohemijska karakterizacija tog MoAt i
ispitivanje moguénosti njegove primene. Misje monoklonsko antitelo,
oznaceno kao MoAt 44, proizvedeno hibridomskom tehnologijom, spe-
cifiéno je za k lanac humanih imunoglobulina i u potpunosti imunohe-
mijski okarakterisano. MoAt 44 moZe da se Kkoristi u ve¢ini imunohe-
mijskih tehnika (imunoblot-u, dot-blot-u, imunofluorescenci, dvostrukoj
i radijalnoj imunodifuziji, imunoelektroforezi...), $to omogucava nje-
govu primenu u nau¢no-istrazivackom radu i imunodijagnostici.

Kljuéne rec¢i: Monoklonsko antitelo, kapa lanac, hibridomska tehno-
logija, imunodijagnostika

tela identi¢ne specificnosti 1 zeljenih karakteristika. Proiz-
vodnja, karakterizacija i primena MoAt postala je vel
rutinski posao u mnogim laboratorijama i intenzivno se
primenjuje, uprkos razvoju novih tehnologija, baziranih,
pre svega, na metodima genetskog inzenjeringa (10).

Osnovni razlozi za proizvodnju MoAt specificnih za
imunoglobuline (Ig) je mogucnost njihovog koriscenja u
detekeiji 1 kvantifikaciji, kako normalnih tako i patoloskih
1munoglobulma ijemca da je u brojnim patoloskim
stanjima zastupljen x tip lakog imunoglobulinskog lanca,
objaénjava interes za produkciju anti- k specificnih MoAt,
stoga je 1 cilj naseg rada bio dobijanje MoAt specificnog
za humani ¥ lanac. Tako se smatra da je neoplastmna
transformacija klona B limfocita slucajan proces i da
zastupljenost tipa lakih lanaca paraproteina (kapa i lamb-
da) odrazava njihovu fiziolosku zastupljenost u okviru
serumskih imunoglobulina (11), kod paraproteina su
zapazena izvesna, ponekad vrlo upadljiva odstupanja
kapa/lambda odnosa u poredenju sa njihovom zastuplje-
noséu u okviru normalnih imunoglobulinskih izotipova.
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Pored toga, pokazano je da su paraproteini k tipa ¢es¢iu  Nakon centrifugiranja odliven je supernatant, a talog
malignim, nego u benignim monoklonskim gamapati-  ispranu 1 ml RPMI/10% FSC, tokom 5 minuta na 1100
jama (12), a otkrivanje slobodnih lakih lanaca u serumu  rpmijos jednom u 1 ml PBS-a, tokom 5 minuta, na 1100
ima veliki znacaj u pracenju monoklonskih gamapatija,  rpm. Talog je resuspendovan u 200 €1 PBS-a, a potom je u
jer odrazava aktivnost bolesti i ukazuje na njenu prog-  epruvete lagano dodato po 2 ml ledenog 70% etanola i
nozu (13). inkubirano 30 minuta pri 4°C. Celije su istaloZene centrifu-

U ovom radu, prikazana je proizvodnja i karakterizacija glfar.l.]em 5 minuta na 1500 rpm, odliven je supernatant,
monoklonskog antitela, nazvanog MoAt 44, koje je spe- 2 celije resuspendovane u 800 ¢l PBS—a..Na kraju je dodatq
cifiéno za ¥ lanac humanih imunoglobulina. Dobijeni ~ PO 100 €l rastvora RNAze (Img/ml) i PJ (400 €l/ml) i
rezultati preporucuju ovo MoAt kao reagens za istra-  inkubirano tokom 30 minuta na temperaturi od 37°C.

zivanje 1 dijagnostiku. Dvosmerna imunodifuzija (DID)

Na gelu, debljine 1-2 mm za analiticke, a 3mm za pre-
MATERIJAL I METODE parativne svrhe, pripremljeni su bazeni (2-3mm $iroki, na
Imunoblot rastojanju od 1cm). U bazene je uneto 10-15 ul rastvora

At, a u cilju izolovanja imunoprecipitata u kanalice je
uneto po 400-500 pl rastvora At. Nakon 72-casovne
difuzije u vlaznoj komori, na sobnoj temperaturi, gelove
su 5 puta suseni filter papirom i rehidrirani PBS-om, a
potom jo$ dva puta vodom. Analiticki gelovi su u dehi-
driranom obliku potapani 5 minuta u rastvor boje (0,5%

Nakon zavrsene elektroforeze uzorci su preneti na nitro-
celulozu (NC) po postupku koji je preporucio proiz-
voda¢ (Manual-Pharmacia). Po zavrsetku transfera blot je
razvijen na sledeéi nacin: slobodna mesta na NC-i
blokirana su sa 3% BSA u PBS-u, preko nodi, pri tem-
eraturi od 4°C 1 u vlaznoj atmosferi. NC je isprana sa ., i
mstvorom 0.05% TWEEN 20 1 PBS-u 2 puta i 1 put CBB 11 45% metanolu, sa 10% sirceme kislinc), 2 porom
PBS-om. Nakon inkubacije sa MoAt 44 obelezenim bioti- © o.].avam.s1rcetr10fn (lfe nom.
nom, na sobnoj temperaturi tokom 2 ¢asa, NC je isprana Radijalna imunodifuzija (RID)
2 puta 0,05% TWEEN 20 u PBS-ui 1 put PBS-om,a U bazene pripremljene u agaroznom gelu uneto je po 10
zatim inkubirana sa streptavidin alkalnom fosfatazom, 1~ ul rastvora IgM RD-a. Nakon 72-Casovne difuzije u
¢as na sobnoj temperaturi. Zatim je NC isprana 2 puta  vlaznoj komori, na sobnoj temperaturi, gelovi su isprani,
rastvorom 0,05% TWEEN 20 u PBS-u, i jo§ 2 puta  bojeni i odbojeni analogno sa DID.
PBS-om, nakon cega je dodat supstrat za alkalnu fos-  [munoelektroforeza
fatazu (44ul NBT, 33 pl BCIP u 10 ml pufera (Tris
0,1M, MgCl, 0,05M, NaCl 0,1M, pH 9,5), a inkubacija
na sobnoj temperaturi i u mraku, trajala je sve dok se ne
razvije boja. Reakcija je prekinuta dodavanjem pufera za
prekidanje reakcje (TrisHCI 0,02M, EDTA 0,005M,
pH 7.5), a membrana nakon ispiranja vodom osusena

U 1% agaroznom gelu (u tris-barbituratnom puferu pH
8,6) debljine 1 mm razlivenom na mikroskopsku plocicu
pripremljeni su bazeni u blizini katodne strane. Izmedu
bazena (paralelno pravcu u kome ¢e se vrsiti elektro-
foretska separacija) prosecen je kanal, iz koga se gel ne
14 uklanja pre zavr$etka elektroforeze. U bazene je uneto po
(14). 2 ul antigena, a elektroforeza, pri naponu od 15V/cm i
Dot-blot na 10°C trajala je 1h. Nakon elektroforeze i uklanjanja
Nitrocelulozne konfete potopljene su tokom 5 minutau  gela iz kanala u isti je uneto 100 pl antiseruma, a ploéica je
destilovanu vodu, osusene tokom 10 minuta i potom  ostavljena u vlaznoj komori na sobno] temperaturl tokom
pazljivo, bez dodirivanja stavljene u bazencie mikro-  15h. Na kraju su gelovi isprani, obojeni i uklonjen visak
titarske ploce, a na nJ1h je nanet 1 ml rastvora Ag/TBS,  boje analogno sa DID.

Img/ml. Saturacqa je izvr$ena sa 3% BSA/PBS, 1h na

37°C. Nakon ispiranja, 2 puta sa 0,05% Tween 20/PBS1  REZULTATI I DISKUSIJA

1 put PBS-om 1 inkubacijeurastvoru MoAt 44 (5mg/ml) .. .
u I1)% BSA/PBS, tokom 1h na sobnoj temperaturi, p%)nov- D?bl.]an]e ! karak.t.erlz.acqa MOAt 4v4 B e
ljeno je ispiranje istim rastvorom. Zatim je dodat rastvor Hlbrlld.?m 44 dobijen je fuzqom musje m1]e'lomske Celij-
streptavidin-alkalna fostataza u 1% BSA/PBS, inkubiran sk.ev hpue X63.Ag8.653 i slezinskih limfocita BALB/c
1 &s na sobnoj temperaturi i ponovljeno je ispiranje.  MiSA IMunizovanog smesom dva humapa .monoklonska
Nakon inkubacije u rastvoru 4-hlornaftola konfete su IgM-a. Nal'<on 'dobqgn]a.l sekrstornog hlbrldomsl<qg Klo-
isprane vodom i osusene. na napravljen je ascit i koris¢en za izolovanje i kara-
kterizaciju antitela. MoAt 44 izolovano je afinitethom

hromatografijom na Protein A-Sefaroza CL-4B koloni,

Uzorak krvi (2-3 puta razblazen u PBS-u) centrifugir Al kao i gel filtracijom antitela prethodno istalozenih amo-
je na fikolu u odnosu 1:2,5, 20 minuta, na 1600 rpm, pri nijum sulfatom.

18°C. Izdvojene Celije su Cetiri puta oprane PBS-om,
centrifugiranjem tokom 5 minuta, na 1100 rpm. Talog je
resuspendovan u 1 ml hladnog medijuma RPMI/10%
FCS (na 4°C). U precipitinske epruvete razliveno je po
100 &l (1-2x10°) Celija kojima je potom dodata odgova-
rajuca zapremina antitela obelezenih FITC-om (5-10 ¢l
At-FITC) i sve je inkubirano tokom 30 minuta na ledu.

Imunofluorescenca

Dobijeno MoAt imunohemijski je okarakterisano ELI-
SA testom, elektroforezom i Western blotom, kao i izoele-
ktrofokusiranjem 1 dvostrukom imunodifuzijom. Na
SDS-PAGE elektroforezi, pod neredukcionim uslovima,
MoAt 44 pokazalo je jednu traku, a njegova pl vrednost,
odredena izoelektrofokusiranjem, iznosila je 7,3. Dvo-
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strukom imunodifuzijom, koris¢enjem monospecificnih
anti-misijih Ig anti-seruma pokazano je da MoAt 44
pripada IgGl potklasi. Izolovano MoAt, preciséeno i
obelezeno biotinom, u ELISA testu i Western blotu,
specificno prepoznaje humani k lanac u okviru IgG, IgM
i IgA molekula, kao i slobodan k lanac. MoAt 44 reaguje
sa X lancem na Western blotu nakon SDS- PAGE, s$to
zna¢i da najverovatnije prepoznaje sekvencioni tip epi-
topa. MoAt 44 nije krosreaktivno sa ¥ lancima drugih
vrsta.

Primena MoAt 44
Primena MoAt 44 u imunoblotu

Imunoblot je metoda u kojoj su na najbolji nacin udru-
zene rezolucija elektroforeze 1 specificnost imunohemij-
ske detekcije. Koristi se za karakterizaciju proteinskih
antigena: utvrdivanje njihovog prisustva, odredivanje re-
lativne molekulske mase, kao i za njithovo izolovanje.
Medutim, efikasnost imunoblota u najvecoj meri zavisi
od prirode epitopa koji je prepoznat od strane antitela,
zato $to u elektroforezi, a posebno u elektroforezi sa
najveom rezolucijom, moze doéi do promene (dena-
turacije) proteinskih antigena. U tom slucaju se za Ag
vezuju samo At koja prepoznaju denaturisne epitope Ag,
tako da je uspesnost detekcije ovako izmenjenih antigena
manja pri primeni MoAt koja ne reaguju sa denaturi-
sanim antigenom, nego pri primeni poliklonskih antitela.
U nasem radu smo MoAt 44 koristili kao primarno At
(nakon neredukcione i redukcione SDS-PAGE) 1 ispi-
tivali smo njegovo vezivanje za izolovane IgG i IgM
molekule, kao i za komercijalne (x) + (A) lance.

U imunoblotu je pokazano (slika 1) da MoAt 44 spe-
cifi¢no reaguje sa k lakim lancima imunoglobulina. Pored
toga, MoAt 44 na neredukcionoj SDS-PAGE reaguje i sa
IgG molekulima koji imaju x tip lakih lanaca. Nakon sto
smo utvrdili da MoAt 44 reaguje sa x lakim lancima, u
redukcionoj SDS-PAGE na 10% gelu poredili smo ga sa
komercijalnim anti- K antitelima. Kao uzorci su koriséeni
IgG KBx i komercijalni k lanac. Naslici 2 prikazan je blot
paralelno razvijen sa komercijalnim anti-k antitelima i sa
MoAt 44. U poredenju sa komercijalnim At dobijen je
jaci specifican signal, pra¢en manjim nespecifi¢cnim boje-
njem.

L

» - e b

Slika 1. Imunoblot, reaktivnost MoAt 44 sa k lancima nakon redukcione ele-
ktroforeze. Blot je razvijen sa BMoAt 44 (1 mg/ml) i STR-peroksidaza /NBT+
BCIP. Uzorci: 1) IgM BJ - redukcioni uslovi, 2) k laki lanac 3) k + 1, 4) Poliklonski
IgG, B) Poliklonski IgG - redukcioni uslovi, 6) IgG KB, 7) IgG KB - redukcioni
uslovi

a) b)

Slika 2. Poredenje osobina MoAt 44 i komercijalnog anti- k antitela u imunoblotu.
Blot je razvijen sa BMoAt 44 (I mg/ml) i STR-peroksidaza/NBT+BCIP. a)
razvijanje sa komercijalnim anti-k antitelima. Uzorci: 1) IgG KB 2) k lanac b)
razvijanje sa MoAt 44, Uzorci: 1) IgG KB 2) k lanac

Primena MoAt 44 u dot-blotu

Dot-blot je kvalitativna metoda koja u novije vreme u
potpunosti zamenjuje imunodifuziju, a sluzi za doka-
zivanje prisustva antigena ili antitela, u zavisnosti od
reagensa koji je imobilisan na nitroceluloznu ili PVDF
membranu. Osnovna prednost u odnosu na druge kvalita-
tivne metode je izuzetna brzina kojom se dobija rezultat,
a s obzirom da u najjednostavnijoj modifikaciji metode
nije potrebna specijalizovana oprema, dot-blot test je
pogodan za izvodenje u svim laboratorijama. MoAt 44
koristili smo kao primarno At za brzo odredivanje tipa
lakih lanaca u izolovanim IgG i IgM molekulima. Na slici
3 se vidi da je reakcija bila izrazito pozitivna kod Ig
molekula sa x lakim lancima, a potpuno negativna kod
imunoglobulina sa A lakim lancima. Kao kontrole su
koriS¢eni komercijalni k 1 A lanci, kao 1 IgM 1 IgG
molekuli sa ranije definisanim tipom lakih lanaca. Ova
metoda mogla bi da se koristi u klinickoj laboratorijskoj
praksi u slucajevima kad je potrebno brzo odredivanje
tipa lakog lanca imunoglobulina.

1 2 3 4
o9 (¢
5 6 1 8

Slika 3. Dot-blot sa BMoAt 44 na nitroceluloznu membranu, indikatorski sistem:
STR-peroksidaza/OPD: Uzorci: 1) IgG KB 2) IgG MA 3) IgM RD 4) IgM DJ 5) IgG
komercijalni 6) IgM komercijalni 7) IgM BR 8) kontrola-bez antigena

Primena MoAt 44 w imunofluorescenci

U testu imunofluorescence radena je fenotipska karakte-
rizacija limfocita slezine i periferne krvi pacijenta T. N.
obolelog od viloznog limfoma. Pored uobicajenih anti-
tela za B Celijske markere CD19, CD22, CD5, CD10,
sIg, A 1k koris¢eno je 1 nase MoAt 44 direktno obelezeno
FITC-om. Rezultat dobijen sa MoAt 44 pokazivao je
nesto nizu vrednost (71,9%) u odnosu na komercijalno
anti- k antitelo (87,2%) sto se moze objasniti, bududi da
je komercijalno anti- ¥ At poliklonsko 1 da moze pre-
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poznati i druge determinante eksprimirane na ¥ lancu.
MoAt 44 koriséeno je za detekeiju ¥ membranskog mar-
kera 1 kod drugih pacijenata i pri tom je pokazano da daje
veoma dobre rezultate, te se moze preporuciti za primenu
i u ovoj metodi. Verovatno se MoAt 44 uspesno moze
primeniti 1 u imunofluorescenci na tkivnim presecima,
kao 1 u imunohistohemijskom bojenju tkivnih preseka (sa
vizuelizacijom koja je zasnovana na enzimskoj aktivnosti,
a ne na fluorescenciji).

Primena MoAt 44 u dvosmernoj imunodifuziji (DID)

DID u gelu koristi se, kako za kvalitativou, tako 1 za
semikvantitativnu analizu. Iako najstarija imunoprecipi-
taciona metoda, DID je jos uvek nezamenljiva za jednos-
tavno dokazivanje prisustva antigena u serumu 1 za ana-
lizu odnosa izmedu dva antigena. DID-om smo testirali
komercijalni IgG 1 IgM RD kao antigene. MoAt 44
precipitira komercijalni IgG (humani IgG sadrzi 2/3 x
lakog lanca) kao 1 IgM RD i to u uzorcima u kojima je
koncentracija IgM-a bila najveca (1 i 0,5 mg/ml). Sa
manjim koncentracijama (0,25, 0,125, 0,0625 mg/ml)
nije pokazana vidljiva precipitacija.

Primena MoAt 44 w radijalnoj imunodifuziji (RID)

RID je jedna od standardnih metoda za merenje koncen-
tracije razlicitth Ag u serumu. Zasniva se na imuno-
precipitaciji u agaroznom gelu, u kome su inkorporirana

PoAt ili MoAt. Da bismo proverili da li je primenljivo u

RID, MoAt 44 je inkorporirano u agarozni gel u koncen-
traciji 20 ug/ml. U pripremljene bazene uneta je serija

dvostrukih razblazenja IgM RD u koncentracijama: 385,
193, 96, 48 ug/ml. Nakon 72-¢asovne difuzije u vlaznoj

komori gelovi su isprani, osuseni i precipitacioni prste-
novi vizualizovani bojenjem sa CBB. Rezultat je prikazan

na slici 4. Na osnovu precnika precipitacionih prstenova i

poznate koncentracije IgM RD unete u bazene konstru-
isali smo standardnu krivu radijalne imunodifuzije. Dobi-
jena pravolinijska zavisnost ukazuje da je MoAt primen-
ljivo u RID. Pokazano je da MoAt 44 u RID precipitira i

IgM, IgA i1 IgG molekule sa x lakim lancem.

Slika 4. Radijalna imunodifuzija u sistemu MoAt 44-IgM RD

Primena MoAt 44 u imunoelektroforezi

Da bismo proverili da li je MoAt 44 primenljivo u
imunoelektroforezi, najpre je uradena elektroforetska se-
paracija antigena (pri 15V/cm, na 10°C, tokom 60 mi-
nuta). Normalni humani serum (NHS) se ovom meto-
dom razdvaja na 5 glavnih -elektroforetskih zona:
albumin, «,-globulin, «,-globulin, 8-globulin i y-globu-
lin. Nakon elektroforeze, u kanal paralelan pravcu pret-
hodne separacije, unet je antiserum (MoAt 44). Vreme
difuzije je bilo 15h, u vlaznoj komori. Nakon ispiranja i
susenja, precipitacione linije su vizuelizovane bojenjem sa

CBB. Rezultati imunoelektroforeze prikazani su na slici
5. Naslici 5a se vidi da MoAt 44 u imunoelektroforezi iz
NHS-a precipitira IgM i IgG dok precipitacija IgA nije
vidljiva, najverovatnije zbog toga $to koncentracija MoAt
44 nije bila dovoljna da napravi vidljive precipitate sa k
tipom lakog lanca u okviru IgA, jer je 1 ukupna kocen-
tracija IgA u ispitivanom NMS bila niska. Na slici 5b vidi
se da MoAt 44 u imunoclektroforezi precipitira IgG
(koriscen je IgG pacijenta KB koji ima multipli mijelom).
Na slici 5¢ vidi se da MoAt 44 u imunoelektroforezi
precipitira IgM TN (koriséen je IgM pacijenta sa Walden-
strém-ovom makroglobulinemijom, pri ¢emu je dobijen
rezultat karakteristican za ovu bolest). Zapaza se sma-
njenje u duzini 1 intenzitetu YG luka, odsustvo normalnog
YM luka, kao 1 prisustvo vrlo gustog precipitata blizu
bazena sa antigenom na katodnoj strani.
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Slika 5. Imunoelektroforeza a) u sistemu NHS-MoAt 44, b) u sistemu IgG
KB-MoAt 44, ¢) u sistemu IgM TN-MoAt44

ZAKLJUCAK

MoAt 44 dobijeno hibridomskom tehnologijom speci-
ficno prepoznaje humani x lanac, kako slobodan, tako i u
okviru IgG, IgA 1 IgM molekula. MoAt 44 najverovatnije
je specificno za sekvencioni tip epitopa. Definitivu pot-
vrdu o prirodi epitopa 44 dobili bismo peptidnim ma-
piranjem.

Na osnovu nasih rezultata, MoAt 44 precipitira IgM 1
IgG iz rastvora, a takode pokazuje odli¢ne precipitacione
osobine u gelu. Detaljno je ispitana primenljivost MoAt
44 u vedem broju najvaznijih imunohemijskih tehnika.
MoAt 44 pokazuje odlicne osobine u imunoblotu, dot-
blotu, imunofluorescenci, imunoprecipitacionim tehnika-
ma, imunoelektroforezi. Na osnovu dobijenih rezultata,
ovo MoAt mozemo preporuciti kao reagens za istra-
zivanje 1 imunodijagnostiku.
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