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Показано возможности испо.ииаиония мм.ч-.упнлнрова иных лимфоцитов 
человека для получения гетерогкбридом. продуцирующих моноклональ­
ные антитела к растительному белку—фикобилину
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Г ибридомы—моноклональные интнп‘ли—иммунизированные щ.мфо^мгы.

Предложенный в 1975 г. метод получения гибридных клеток, продуци­
рующих моноклональные антитела [14]. получил чрезвычайно широкое 
применение во многих областях современной биологии и медицины для 
диагностики инфекционных, онкологических и других болезней, изуче­
нии локализации антигенов, выяснения структурной организация и 
принципов функционирования биологических макромолекул пепти­
дов. белков, нуклеиновых кислот, для получения очищенных препара­
гов биологически активных соединений и г. д. [4, 21, 24]. Следует от­
метить, что все гибридомы. за единичными исключениями, имеют мыши 
ное происхождение, поэтому применение моноклональных антител в 
* иммунотерапии у человеки крайш. ограничено ввиду угрозы раз­
вития аллергических реакций к мышиным 1ммуноглоб\липам )2| В 
связи с этим весьма актуально выяснен!.с возможности получения гиб­
ридом. продуцирующих человеческие моноклоналыиыс антитела. Дан- 

направление исследований является одним из важнейших в совре­
менно- иммунологии । клеточной биологии.

В настоящее время известны ио крайней мерс три типа челове­
ческих гибридом, продуцирующих моноклональные антитела: 1) гиб- 
рмдомы человек -человек: 2) гибридомы человек мышь; 3) гибридо- 
мн. .: ...ученные на основе гетеромиг.юмы юловек мышь |11. 13. 15. 
23]. Для получения гибридом всех перечисленных гииов в качестве 

•одного из партнеров испиль .уи>՛-я лимфоциты, полученные от боль­
ных людей или иммунизированные b:ic организма [б. 8, 17. 19, 25].

Сокрпщеиня: М11КЧ—миионул-нмры периферической лревп ՛,<֊■ "онехл. .Дей (>5\с 
Ntfni.ioMJi'i эфир L-лейнина. И.'1-2—интс|>лейкни-2. у-И: 1Ф—«•■ннтерферан. РНИФ 
pvui.ii) г. пепряйой иммунофлюоресиснцнк МЛ митоген лакояога.
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Целью настоящей работы являлось выяснение возможности нс- I 
пользовании лимфоцитов периферической крови человек;։. нммуннзи-Я 
ри.ынных in vitro по различным схемам, для получения гибридом чсЯ 
ловек— мышь, секретирующих человеческие моноклональные .’интнтслй I

•՛.՛'-՛. t ir .'ХП. С :;.<՝п.пв>и цгятргфугяр'эвдпчд и градиенте ՝.=. ՛'՜.՜ “ги I 
l Р •1_Ч'С I Г ՝;>•!- й 5 Л ’ ,(-1' I ПЬДуппДИ МГ1КЧ. С ппмащью PV-I I •:.'фуг прЙД
121>У -irt.M.n । те сине 1(1 мин клетки трижды стмывл.щ ^абуфс|н hiiwm iinuim.Tiii'irieM 
«кич :՛■ •■<(р’1 7.51 Для обработки МПКЧ Jleii-OWo k.u-hui и kualine .••г.՛.* Ю1Я 
В՜- ՛.• 1 м.; (общий объем к.'стпчяои суспензии—К) мл) среди RPXH-1610. сог.грж.шеаЯ 
2.5 ՝•՝՝. ЛенОМс-. пнкубирозз.чн при комиа-гнои температуре в тетсн’.е -И) чип [51.1 
Клетки ciTMUt'vu։ цсптрнфугпронаппс.м дважды средой RPM! 16-Ь՛, содержащей 2% 1 
in:i'M.i ни; ктщшпоазкш/й грн 57 п чеченке 40 г. ;՛ и.;овс.ч.т IV
чгы (ЛВ) При нрог.еделни экспериментов в качщчне п? т-знгнгена т; потном.՛ бе-. I

. ..■но происхождения—фикобилин Иммунный м» п|
-! ji!՛. и|.1\ платах яо ог.пгяищэн в литературе методике [5] Клетки. гбмйопнШЫцД 

OV.C. в ко iirie.'Tne 3,5. HP рссуспсндлрозалн а 2 мл .-рс-ш KPA'il • 1544. и н։рм1Я 
iiU’i'i Г.О М 2-м<՝]1кяпто^гд1!ола. 10%. чгланеческой сыпороткн IV группы, И* Г.Д.'мл

•лл:-,. И.'|-2. 100 ГД/мл м-НПФ. антиген (фгк: б:: е п) а кончим трэшпч 1^В 
• k.;.v..i । 251 , суперначлнта облученных (21,'1)0 R) -н-лопец- к*՛» Г :--чочп:тоа.՜

••). иронлнны.՝; 54’1 по счплмнпой методике [6]. Цлггкп нпк.убигоцддн п Ttrieinx-6 I 
-.ис.Т и՛։;: 'л7՜' a лгмусфл»'.:, содержащей 5% СО» Клсго пую биомассу г.л 7 iiv.ui. of- I 
Mi-j-ja.ni пс1пркфугирв(ЩП1!С51 ч: щно.иаогча.иг в экещрнментих по получению с.сгрч^ 
ньл гчбрпдад. Соматическую гибрилнздппк! ириседня, по in.՛ ”т: ՛>., метпдз'.кй |
В каче.-тзс одного ՛ >:;.;н։.с| о։- HCffn ՛ ՛՛.. ri . •;. генную п .П|б(чр:чтприп ։енетиче-1 
. кнл м<л..ли1м<|ц |ифференц»1|щвкн и малнгннляцпн клеток Ин-тн ц ш.тогпм ЛК I 
СССР „линю .-wicTun SPEBR-5 [lj 25. IG^ иммунизированных in \ltro ЧПКЧ сч«-I 
initia । 10.10^ »-...еток ...|лп--։ч։7ч '.-'.-анкт.-чмы $PEi)(<-5 Клстчсп были отиштлЯ
иен трефу. .4J4GHJ шем трлж.<„ :. среде RPMI lli-l(). Оса.-.рк рсгусчилднриза.՛.:։ а 1.5 л.» I 
15 4-ного растзорл полнэ-и.чеигликолчч •• ММ 1000 (Ме!?К) со к'рж.тще i 10% днмс- I 
||.тсул1 ф.)к;;:дл. пч1куб:фо?.дл'ч з течение 1 мин, и течение ж., с-едукнией мпиути а | 

и.робирку добавляли 1 мл среды RPMK-1640, доводя объем до 20 мл. Клеточную сус­
пензию центрифугировали, осадок ресуслсндирояалн в RPMI-1640. содержащей 10%

и,.п,hi гёля.щ»ей сывдроткн н комноненгы с.елёктненон средчл: 0,4 цМ амшю'Я 
гтсряна 16 цМ тимидина, 100 цМ гнпокезтчша и 1 мкг/мл ч5»омистоГо этидия, 
(ГАГ 1-БЭ). Клетка высева.л| в лунки 96-луночнч.х плат но 3.10%՛՜•••..՛ нннубнрЬналн 
н термостате с поддувом СО2. В процессе культивирования прсми от временн' со­
бирали супернатанты из лупок с позччгппным ростом клеток для тестирования сиещм 
фическнх антител и определения классов человеческих нммуног.'юбулнноп с нптоль- 
човщчием метода иммукофермектиого «иалнза. С целью определения дсйстиия Лей-. 
ОМе на различные субиопуляцкн лимфоиитои человека, л также дли изучения нали­
чия иммуноглобулинов на поверхности гибридных клеток нснользопалн РНИФ [20].

Результаты и. обсуждение. Изучали влияние Лёй-ОМе на раз- 
1ич.чые субпопуляции иммунокомпетентных клеток с помощью РНИФ 

с использованием моноклональных антител против различных марке- 
ров человеческих лимфоцитов н ГаЬ-фрагментов кроличьих зп։тимы- 
шнных антител, меченных ФИТЦ. Препараты моноклональных анти­
тел любезно предоставлены А. Ю. Барышниковым (ВОНЦ АМН 
СССР) Результаты проведенных экспериментов представлены в- 
табл. 1.

Из приведенных данных видно, что на 6 день культивирования лим­
фоцитов человека после обработки .’1ей-ОМе обнаруживается умень­
шение процентного содержания натуральных киллеров и цитотоксиче-
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Таблица I. Влияние ЛеЛ-ОМс на различные субиопил.чции .шмФокитоп ч< .■ ил.чч

К;, ьтурл лимфа- Натуральные Т-хелперы Сок r-|fi'-™-P1՛1 ՝:՝п*
К! меры .о՝ Col -

мпкч 20+8 13+4 22+7 41+12
МКПЧ-ЬЛей-Оме 10+4 19+5 5—0 34+ Я

Примечание: 
лимфошп’оа.

цифры н таблице обозна «лют процентное содержание популяция

ских/супрсссорных лимфоцитов соответственно до 10±4% и 3-1-8% 
по сравнению с необработанными Лсй-OMe контрольными культура- 
м: МПКЧ (Р<0,05). Однако следует отметить, что при этом не было 
обнаружено уменьшения В-клеток и Г-лпмфоиитов, с фенотипом CD44. 
Мз фоне уменьшения количества натуральны-. киллеров и Т-лимфоци- 
тоа с фенотипом CD 8՜ увинчивалось процентное содержание В-кле- 
ток и Т-хелперов соответственно до I9- 5% и 35±6%. Полученные 
результаты свидетельствуют об ингибировании Лей-ОМе натуральных 
г шлеров, цитотоксических/супрессорных лимфоцитов и согласуются с 
имеющимися в литературе ведениями по этому вопросу [5, 6, 20. 22].

Обработан в ые Лен-ОМе лимфоциты челолекп б ։ли 1՛ »апы 
для иммунизации in vi го фикобилином. 1 иммунизацию МПКЧ о.уще 
ствяяли двумя разными способами. По верному способу к МПКЧ до- 
бав.тмли специфический антиген (фикобилин), рекомбинантные лимфо- 
кины (ИЛ-2 и у-ИНФ/ и кондиционированные среды Т-лимфоцитов че­
ловеки, стимулированных МЛ. По второму способу, к .МПКЧ добавля­
ли тест-антиген. Лимфоциты, иммупизнроваыпые ине организма 
по указанным способам, были применены в экспериментах по иммор- 
гилнзацнн клеток путем гибридизации сомитлчпекпх ьлео-х а культуре. 
Результаты опытов по применению иммунизированных п культуре ли.м- 
фодптов для получения гстеропгбридом представлены л габл. 2 Как 
видно из этих данных, не только ՝5шрс числе. p.-u Tyin.ix юг н и с<лек- 
THDiiofl среде, содержащей ГЛТф-БЭ (эффективность- гибридизации), 
но и количество клонов, синтезирующих антитела к клользоваиному 
антигену (эффективность иммунная пи), полностью зависят от нали­
чия в среде культивирования рскомбинглпиых лнмфохянов (ПЛ-2 и у- 
ИНФ) и кондиционированных сред Т-лимфопитоз человека. Эффектив­
ность гибридизации при получении гс терогкбридом с использованием 
лимфоцитов, иммунизированных з культуре но первому способу, при­
мерно в 30 раз превышала эффективность гибридизации с применением 
МПКЧ, иммунизированных вне организма по второму способу. Гиб­
ридные клоны, полученные с использованием л.чм(|х.։ц|тгн,.1 иммунизиро­
ванных по второму способу, нс синтезировали антитела к тест-антиге­
ну. В противоположность этому, из 36 гибридных клонов, иолучешвых 
с примевенйем МПКЧ, иммунизированных в культуре первым спосо­
бом, 6 клонов являлись антитслопродуцентами. Способность 4 из ука­
занных кланов синтезировать иммуноглобулины класса М свидетель-

117



ловека в культуре.
ствует о первичной аитиген-специфичсской актинидии лимфоцитоз че­

7' a 6 ,՛: и ц а 2 
гибридизации и

Влияние 2 
содержание

СПОСОбОа UM.HlftUi ПЦЩ( 'ИПКЧ tn 
клояоо—анти геЛилрсду цен тс .

■■iifo ни зффектякост

Способ имлуннл.щвн
МПКЧ

Общее чис- 
л ■ ка ноз

•Ц’|||‘ектив 
НО;-Г|, ГИ'ЗрН 

Д 1ИЙШШ
КЛ -П К. 't,

Число КЛО- 
КО 1. прол у- 
дирующнх 

СИ ■ ифиче՛ • 
кве ан и՛ г.-

1.1 к фико-

Ч:։ГЛ.-> клонаа, пр>лу- 
ниртю.цнх ч։.ловёче. к.tt 

нммуя нлзбулзны

!«м igG

Ilep."i.r- скосэб 
В։орой способ

36
4

0.3
0.01

6 15 4
1

Таким образом, результаты экспериментов ио получению гетеро-1 
гибридом с применением в качестве одного из партнеров клеток мы­
шиной плазмацитомы линии SPEBR-5, а в качестве ipyroro партнера-֊ 
иммунизированных разными способами человеческих лимфоцитов л 
культуре, свидетельствуют о том, что МПКЧ. обработанные Лей-ОМе, 
способны отвечать в клеточной культуре на тест-антиген лишь при на- 
линии определи пых условий, включающих присутствие в среде куль? | 
тивировапия рекомбинантных лимфокинон и кондиционированных сред 
Т-л: мфонитог, ч‘ловска. По.тучсиныр данные подтверждают имеющие­
ся ч литературе немногочисленные сведения о необходимости вышеука­
занных услезлй для эффективной иммунизации in vitro и получения, 
гибридных клопов—продуделтоп ангвтел [7 10|. Следует отмстить, 
что наличие указанных \. юний швее не обязательно для эффектив­
ной иммунизации лимфоцитов человека in vitro, если используются та­
кие сильные антигены как эритроциты барана, гемоцианин, опальбу- 
мин, вирус гриппа и ։ л. |9. 10. 16. 18|. Следовательно, успех в экс­
перн, ментах ну волучеппю гибридом, продуцирующих человеческие мо- 
֊чокло.чальлы՛.՛ дптитела, ՛ н и льзованием иммунизированных в куль­
туре лимфоцитов, по нашему мнению, в решающей степени прелопре- I 
дмяется параметрами использованных антигенов.

Известно, что продукция человеческих моноклональных антител ! 
it герогибри:’омам|| весьма нестабильна и только многократное клони­
рование межвидовых гибридов может обеспечить стабильную пролук- | 
цию этих антител длительно культивируемымн кл-тк.-мн [2. 3, 23]. В | 

проведе՜! :ьгх намн экспериментах все 6 полумешп х тибри томных кло» 
нов продолжали продуцировать антитела в течение 3 месяцев культи- 
вировання В последующем было отмочено нс только прекращение 
продукции специфических антител гибридными клетками, но и и роли- J 

ферании этих культивируемых клеток.
С помощью РНИФ спустя 2 недели после прекращения продукции- 

иммуноглобулинов человека гетерогнбридомами исследовали наличад 
иммуноглобулинов на поверхности культивируемых клеток (иммуногло- 
булия позитивных клеток). В табл. 3 представлены результаты изуче­
ния наличия иммуноглобулинов человека на поверхности гибрндомных
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Таблица 3. Процентное содержание клеток, несущих поверхностные иммуногло­
булины человека, в популяциях еибридомт х и родительских клеток

Тестируемые кле hi Процент иммуноглобу- 
ЛНЛ11О31! I П.1КЫХ : Л'. III!-.

Гибридные клоны
ЗАП 0 1 ±0 01
3'12 0.15+0.02
5С6 0.13+0 01
Нормальные лимфоциты челаге а 15+L5
Клетки мышиной плазмацитомы 

РЕв-5 < .001

и родительских клеток. При проведении исследований использовали 
меченные ФИТЦ козьи антитела против иммуноглобулинов человека. Из 
приведенных в таблице данных следует, что в популяциях гибридом- 
ных клонов содержалось примерно в 100 раз меныпе иммуноглобулин- 
ПОЗЙТИВНЫХ клеток по сравнению с термальными лимфоцитами челове­
ка. Согласно имеющимся в литературе пре-.став тениям, проносе утра­
ты специфических функции межвидовыми гибридами культивируемых 
клеток обусловлен сегрегацией хромосом [3. 23] Следует полагать, 
что полученные нами дайны о прекращении синтеза иммуноглобули­
нов человека гетерогибридомами после 3-х месяцев культивирования 
также, по-вндимому. можмо объяснить сегрегацией хромосом, содержа­
щих гены, ответственные за синтез молекул иммуноглобулинов че­
ловека.

Ла основании вышеизложенных результатов можно сделать заклю­
чение о возможности получения гибридом, продуцирующих человече­
ские моноклональные антитела, с использованием в этих целях имму­
низированных в культуре лимфоцитов человека. Конструирование но 
вых типов гетеромиелом и гетерогибридом, характеризующихся генети­
ческой стабильностью и высоким уровнем пролу։: ни ч*.'сиече.-ких мо­
ноклональных антител, является целью ваших 1алн:?йшл\ исследо­
ваний.
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О ВОЗДЕЙСТВИИ БРОМИСТОГО ЭТИДИЯ И ЛДРИЛМИЕ 
НА ПРОДУКЦИЮ АНТИГЕЛ КЛЕТКАМИ МЫШИНОЙ

В КЛЕТОЧНОЙ ГПБРИДОМЫ

и. /> мн.шка-гян*. т к давтян”, լ. а. березкин.у* 
Т. И 11П1ЛТОВА‘9\ 10. Т АЛЕКСАНЯН**

•Институт физиоло։ ин м Д. А. Орбе.111 \Н Армении 
'•»к;гг։пу.- эпидемиологии, вирусологии и мед. пзрззито.-к։гни 

нм А. Б. Алексаняна М3 Лрмеп1’.к
••*Н1|ГТИТУТ ЦИТОЛОГИИ АН СССР. -'1сЧ!:։ —|- 1 -

Показано. :т । бромистый .ւ ;:,;ւ՛ ։ и адриамицпп сւ иму.гирунл продукннк1 
имчупог.юбун:՛ .<.՝!! м|,п!!и:-::՜. В-к.1ето';!1'1г. п.брндомоЛ и>отастстяенно в 
6 и 10.5 раза, причем эффект проявляет; ч только при постником куль 
тпвпровакни <• идами

Հ'օ4Ձ ( սրրվամ, օր Հ)1իէւ1/Ոէէ! ** 71' Ւ1" '4' Ձ Р' Ր խթանում էն իմ ու
նո!յ[Օրօւ յիՆՆ!.ր1, ա(1Օ1էսդբությՈէնր մկևւս/ին ' իրյ՚ի՚ւսմայի
մւսսքատուսխաՆոբԼն Շ և !(.<Հւ անէ/աս, րՆդ որոէմ /.ֆնկւ/>բ դբււհորվւէչմ ( ,7»։; 
ն./ի . սէ ■ աակւսն կո-րւրքէվաւյմսյն մւսմսւնակէ

Сокращения ФСБ фи. фятпо- օ..< ной буфер, и |н՝.;а кондиционированная 
-кам, .(идя; Ч_нАТ—моноклональные антитела
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