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С использованием гибридомиой технологии получены и охарактеризованы мо
ноклональные антитела к глиальному фибриллярному кислому белку. Монокло
нальные антитела клонов 1CI и 2А4 специфически взаимодействуют только с гли
альным фибриллярным кислым белком и могут быть использованы в качестве 
диагностических реагентов в изучении опухолей нейроэпителиального генеза. Мо
ноклональные антитела клона 2В1 были использованы для изучения экспрессии 
полипептидов глиального фибриллярного кислого белка в развивающемся мозгу 
человека метолом иммуиоблотнпга. Наблюдаемые и.1:..са.‘ния полипептидного соста
ва глиального фибриллярного кислого белка в онтогенезе мозга человека носят вре
менный характер и свидетельствуют об изменении генной экспресси при дифферен
цировке глии.

Глиальный фибриллярный кислый белок (ГФКБ) является спе
цифическим компонентом цитоскелета астроглиальных клеток [1, 2]. 
ГФБК представляет собой белок с М. 50 кД [3]. В последние годы 
разрабатывается направление по фснотипированию клеточных эле
ментов опухолей периферической и центральной НС и мягких тка
ней нейроэктодермальной природы с использованием моноклональ
ных антител к ГФКБ и нейрофиламентам [4, 5].

Настоящее исследование посвящено получению моноклональных 
антител к ГФКБ, характеристике их специфичности и использованию 
для изучения полипептидного состава ГФКБ в онтогенезе мозга че
ловека.

Материалы и методы

Выделение и очистку ГФКБ из белого вещества мозга человека 
(аутопсийный материал) осуществляли по методу Dahl, Bignami [6] 

с модификацией. После первой экстракции белка 0,005 М фосфатным 
буфером pH 8,0 проводили осаждение 0,2 М ацетатным буфером pH 
4,0, повторная экстракция 0,005 М фосфатным буфером pH 8,0, хро
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Матография белка ка гпдроксилапатнте и высаливание сульфатом 
аммония при 30%-ном насыщении. На всех этапах выделения ГФКБ 
проводили контроль с помощью ракетного иммуноэлектрофореза с 
использованием кроличьей антисыворотки к ГФКБ, полученной ра
нее [7].

Получение гибридом, продуцирующих моноклональные антите
ла к ГФКБ проводили по методу Kohler, М stela [8] в модифи
кации De l-<iz.eca., Schei,;eggar [9]. Иммунизацию мышей линии 
BALB/c осуществляли либо путем многократных инъекций антиге
на (50 мкг ГФКБ на инъекцию; 3—5 инъекций с двухнедельными 
интервалами) внутрибрюшинно с полным адъювантом Фрейнда, ли
бо путем однократной инъекции антигена непосредственно в селе
зенку. Иммунный ответ оценивали измерением титра антител в сы
воротке с помощью нммуноферментного анализа [10]. У мышей с 
высоким уровнем антител к ГФКБ на 4-й день после последней инъ
екции антигена удаляли селезенку и спленоцнты сливали с миелом
ными клетками линии X63Ag8653 с помощью полиэтиленгликоля с 
М 4 кД. Скрининг гибридом осуществляли иммуноферментным ме
тодом с использованием ГФКБ. Положительные клоны исследовали 
методом непрямой иммунофлуоресценции на ткани мозга. Клетки из 
лунок, давших положительный ответ в обоих тестах, были трижды 
клонированы и затем использованы для наработки моноклональных 
антител в культуре или в виде асцита.

Твердофазный имму коферментный анализ моноклональных анти
тел к ГФКБ проводили следующим образом, i-асгвор 1 Ф1\Ь (0,45 
мг/мл в 0,1 М карбонатном oyepepe pri 9,о; вносили ч лунки план
шета для иммуноанализа («Flow», Англия) ло 50 мкл и инкубиро
вали (12 ч, 4"). Затем раствор удаляли, лунки промывали забуфе- 
ренным физиологическим раствором (ЗФР), инкубировали с 1%-ным 
раствором БСА в ЗФР в течение 1 ч при 20° и вновь промывали, пос
ле чего вносили раствор исследуемых антител. После инкубации в 
течение 2-х ч при 37° антитела удаляли, лунки тщательно промыва
ли и в них вносили раствор кроличьих антител к иммуноглобулинам 
мыши, конъюгированных с пероксидазой («Sigma», США). Затем 
следовала инкубация (1 ч, 37°), промывка лунок ЗФР и внесение хро
могенного субстрата о-феннлендиамина («Sigma», США) в 0,05 М 
цитратном буфере pH 5,0. Реакцию останавливали добавлением 50%- 
ного раствора H2SO4. Оптическую плотность измеряли с помощью 
спектрофотометра Multiscan МСС 340 («Flow», Англия).

Моноклональные антитела исследовали с помощью иммунобло- 
ТИН1.1 по методу lowhi.i 11 соавт. tllj. перенос белков из 11АДГ на 
нитроцеллюлозные фильтры (« Sch etcher nd Schut », ФР1) осу
ществляли в течение 12 ч при силе тока 100 мА и напряжении 30 в. 
Затем фильтры инкубировали последовательно в 5%-ном растворе 
БСА в ЗФР (2 ч, 37°), растворе моноклональных антител (2 ч, 37°), 
растворе кроличьих антител против иммуноглобулинов мыши, конъю
гированных с пероксидазой (1 ч, 37°) и в растворе субстрата диами- 
нобензидипа (5 мг в 20 мл 0,1 М 1рис-г1С1 буфере, pH 7,4 с добавле
нием H2O2). Экстракты тканей готовили в растворе 1%-ного DDS-Na.

Иммуноморфологическое исследование проводили методом не
прямой иммунофлуоресценции и ПАП (пероксидаза-антипероксида- 
за)— реакции на криостатных срезах толщиной 5—6 микрон с лоб
ных долей, мозжечка и ствола мозга (аутопснйный материал не позд
нее 5 ч после смерти от острого кровотечения). Первичное тсстиро-
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вание выполнено на нефиксированных, подсушенных на воздухе крн- 
остатных срезах; для более детального исследования использовали 
срезы, фиксированные в 4%-ном растворе формалина при pH 7,4. 
Инкубация с моноклональными антителами длилась 1,5 ч при 20° или 
20 . •: : .куоа. н ( с q.... р.. ii;i|.. юитми аитик'лами против им
муноглобулинов б* дон мыш:. НИИ мккрсбиол огни и ■ . м՛ осин 
им. И. Ф. Гамалеи и ■ Sigma». США)—в течение 1 ч при 20°. ПАП- 
реакцию проводили с использованием реагентов НИИ микробиоло
гии и эпидемиологии М3 РСФСР (Горький); в качестве субстрата 
применяли диаминобензидин («Sigma», США). Для положительных 
контролен в работе использовали моноклональные антитела к ГФКБ, 
иейрофиламентам, вн.меитнну и кератинам (РК.К-1) производства 
•,։• рм. «Labsistcms» (Финляндия), а также ламинину и эптактипу, 

. лу -сш(ыс Любимовым и соавт. [121.

Результаты и обсуждение

ГФКБ относится к семейству белков промежуточных филаментов 
и имеет ряд антигенных детерминант, общих с другими членами се
мейства (вимеитином, триплетом нейрофиламентов, десмином, цито- 
ламентов характерен для тканей определенного генеза [13], характе- 
кератинами). Поскольку в основном каждый тип промежуточных фи- 
ристика спецпфичн •:•։>* .. . ■ ՛ ны; молоклопа ьпых антител может 
быть проведена путем исследования различных тканей как иммуно
гистохимически, так и методом иммуноблотннга.

В результате трех независимы.՝; гибридизаций спленоцитов мышей 
линии BALB/c, иммунизированных препаратом ГФКБ, с миеломны- 
нов гибридных клеток (эффективность клонирования—80%). Отбор 
ми клетками л.шип \63g86 8 • ыло ш.-луч ■:.> ыше 600 растущих кло- 
клонов, продуцирующих моноклональные антитела, проведен иммуно- 
ферментным методом с использованием в качестве антигена препа
рата ГФКБ. Отобрано 57 клонов, исследованных затем на срезах го
ловного мозга человека (кора и бел >с в- щсство больших полушарий 
головного мозга, мозжечок и ствол) методом непрямой иммунофлуо
ресценции. Показано, что продукт!.՛ il m p՝n’-:Mx клонов гибридных 
клеток реагировали с астроглией, I I с нейронами, остальные—как Q 
нейронами, так и с глиальными элементами, но обнаруживали силь
ное взаимодействие с эндотелием сосудов и с межклеточным вещест
вом. Продукты первичных клонов, давших реакцию на ткани мозга 
только с астроглией и с нейронами (соответственно 11 и 14 образ
цов), исследованы на ткани кожи, молочной железы и желудка с 
целью исключения реакций с другими тканевыми антигенами. Из 25 
исследованных образцов культуральной среды только 2 образца не 
дали реакций с другими тканевыми антигенами; 1 реагировал с мемб
ранами клеток альвеол молочной железы, а антитела первичных кло
нов ЗСЗ и СЗ окрашивали щеточную каемку покровно-ямочного эпи
телия желудка. Гибридомы, отобранные при помощи иммунофер- 
ментного и иммуноморфологичсского исследования были 3-кратно 
клонированы и использованы для наработки моноклональных анти
тел. В результате получено б стабильных клонов, продуцирующих мо
ноклональные антитела к ГФКБ и иейрофиламентам, пригодные для 
;։;-п • -.1(114 1 ՛ в нм му но.՝; и м нческом анализе.

Гибридома 2В1 была получена путем однократной иммунизации 
в селезенку мыши препаратом ГФКБ, гибридомы 1С1, 2А4, 1С2, ЗСЗ, 
СЗ—путем՜ гипериммунизации препаратом ГФКБ. Моноклональные 
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антитела клонов 2В1, 1С1. 2А4, 1С2 на срезах мозга человека дава
ли четкую реакцию с астроглией (рис. 1, а); антитела клона СЗ ок
рашивали нейроны (рис. 1, <5), а клона ЗСЗ взаимодействовали и с 
астроглией, и с нейронами. При исследовании культуральной жидко
сти клеток кл :на >СЗ ионаружнзалось неярко֊ свечение с отрост
ками клеток в белом веществе мозга и вокруг капилляров. Как было 
выяснено в дальнейшем, при низких .итрп . антител и культуральной 
среде реакция прежде всего появляется в отростках астроглиальных 
клеток и аксонах нейронов, а не в телах клеток; причем морфологи
ческая картина идентична как ня реакции с анти голами к ГФКБ,

Рис. I. Иммуноморфологическая характеристика моноклональных антител, а. в. г, 
д—иммунофл уоресцентнып метод, XI60; 6—ПАП-метод Х63. а—яркое свечение 
цитоплазмы отростков астроглии (реакции с антителами клона 2BI); б—антитела 
клопа СЗ окрашивают аксеги и-. ' о» ֊'■'■՛ - ка ........... лат • г?м;..о сплином
Майера; в—свечение ядерных мембран клеток волосяного фолликула с антитела
ми клона 2BI; г—реакция антител клона IC2 с гладкими мышцами кожи; д—ре
акция антител клопа IC:՛ с шпсшлаз ՝ и • ••֊ ■ ; ֊ ՛■ ■ i ;к . • — а. о

флуоресценция предсушсствуюших эластических волокон

так н к нейрофиламентам. Идентичность морфологии при низких тит
рах антител к ГФКБ и нейрофиламентам послужила причиной отбо
ра клона, реагирующего с детерминантой, общей для ГФКБ и нейро- 
филаментов.

С целью более по пой арактерпетнкн лецифичности монокло- 
га.|'-:’ы и ՛, был р ,л . но п в 1՛ ■ ।. ствпе со регамп К) 
(сгонных оргаш.и ;; ткап-.й чел- века, а также с некоторыми опухо-
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ля.ми человека не нейроэпителиальной природы (рак яичника, рак 
молочной железы, меланома, круглоклеточная саркома). Результаты 
нм.муноморфологпческой характеристики монокл: шальных антител, 
продуцируемых различными клонами, представлены в таблице. Мо
ноклональные антитела гибридомы 1С1 не обнаружили перекрестных 
реакций с другими тканевыми антигенами как нормальных тканей, 
так и при л ;с:։::ьаппи образцов опухолей человека нс ненр эпите
лиальной природы. Лн;ит ла клона 2А4 нестабильно реагировали 
с клетками волосяных фолликул кожи и клетками желчных капил
ляров печени, но при уменьшении концентрации антител (контролем 
являлась положите.՛՛ иная рса: с ..стрсглией) >:п реакции исчеза
ли.

Таблица 
Морфологическая характеристика моноклональных антител

Моноклональные 
~~~՜------------ антитела

исследуемый образец
1С.1 2А4 £В1 1С2 сз

Большие полушария 
гол явного .мозга

а тро՜ л ня + •Г* 1 + —
нейроны _ — > -

Мозжечок
астроглия — + -j- *—
нейроны _ —. —

Щитовидная железа — ■ — мембршы ядер цитоплазмати

Мол чная железа _
чсскпе мембраны

+
Кожа

гладкие мышцы — — — -4- +
волосяные фолликулы — единичные мембраны ядер

эпидермис _ клетки
_  _ -U

Желудск
слизне зя оболо (КЗ — мембр ны ядер +
гладкие .мышцы — — — — л ——

Печень
желчные капилляры +- +- мембраны ядер • + 4-
гепаточнты — —— —— —-

Легкое — — — ՝“ <• —
Надпочечник — — мембршы ядер +
Яичник 

тека-клеткн _ _ мембраны ядер +-
протоковый иифильтрз-

тш/ныи рак молочной 
железы _ — мембраны ядер

эпнтельиальные и
стропильные клетки —

Эндометриоидный 
рак яичника _ — мембраны ядер

эпителиальные и 
стромильные клетки +-

.Меланома — —- мембраны ядер — —
Синовиальная

саркома — — мембраны ядер +

Антитела клона 2В1 реагировали с оболочками ядер клеток эпи
телия и соединительной ткани (рис. 1, в), а также с оболочками ядер 
опухолевых клеток. Заметим, что на ткани мозга реакции с ядсрны- 
ми оболочками астроглии и нейронов не обнаружено.

Антитела гибридомы 1С2 интенсивно связывались с клетками при
датка кожи, с гладкими мышцами кожи (рис. 1, г), тека-клетками 
яичника, с эпик лпем проксимальных и дистальных канальцев почек, 
с мембранами клеток щитовидной железы, а также с эпптслиальяы- 
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мн и стромальными клеточными элементами рака молочной железы 
рис. I, <?) и эн.томстрнолного рака пчникч. Антитела клопа СЗ. кро
ме того, реагировали с клетками си ювнальной саркомы.

В нммуноблотинге с препаратом ГФКБ (рис. 2, а) моноклональ
ные антитела клонов 1С1, 1С2, 2В1, ВА4, ЗСЗ, а также использован
ные в качестве контроля моноклональные антитела к ГФКБ («ЬаЬ- 
5!8(сп15», Финляндия) интенсивно окрашивали белковую зону с ве
личиной Мг 40—50 кД, что соответствует ГФКБ и продуктам его де
градации. Антитела 1С2 интенсивно реагировали также с белком с 
величиной Мг 57 кД ՛. пмептип) и слабо—с белками с Мг 68 кД

6S
51
■ю

■гоэ '՛

so

со

SO—г

Рис. 2. Иммуноблотннг препарата глиального фибриллярного кислого белка (а) 
и экстрактов мозга (б) человека с моноклональными антителами к глиальному фиб
риллярному кислому белку. Клопы: /—2В1, 2— 1С1, 3—2А4, 4— 1С2, 5—ЗСЗ. б—СЗ

(нейрофнламенты) и 30 кД. Антитела ЗСЗ показали интенсивную ре
акцию с белками с М 57 и 68 кД и несколько слабее—с белком с 
Мг 30 кД. Продукт клона СЗ реагировал с белком с Мг S8 кД (ней
рофиламенты) .

При взаимодействии с экстрактом мозга человека антитела кло
нов 2В1, 1С1, 2А4 (рис. 2, б) окрашивали только зону, соответствую
щую ГФКБ и продуктам его деградации—М 40—50 кД; антитела 
1С2 и ЗСЗ дополнительно взаимодействовали с белками с Мг 
150 и 200 кД и слабо—с полипептидами с величиной Мг 20, 30 и 37 
кД. Антитела клона СЗ при реакции с экстрактом мозга (продолго
ватый мозг) обнаруживали полипептиды с М 68, 150 и 200 кД (ней- 
лофиламенты), выявляли белки с М 40—50 кД, соответствующие 
ГФКБ, и более слабо окрашивали зоны с Мг 20, 30, 36, 57, 92. 110 и 
160 кД. Аналогичная картина, только значительно слабее, наблюда
лась и в случае экстракта надпочечника.

При изучении методом иммуноблотинга экстрактов других тка
ней не обнаружено взаимодействия моноклональных антител с экс
трактами почек; монэклона.т•in»՛'՝ лгтг’т- ;1 2В’ 1С1. РА4 не взаимо
действовали с экстрактами желудка, печени, матки, моноклональные 
антитела 1С2, СЗ и ЗСЗ выявляли две близкорасположенные поли- 
пептидные зоны с Мг 150 кД в экстракте печени и 130 и 150 кД в 
экстракте матки. Кроме того, антитела ЗСЗ и СЗ реагировали с бел
ком с Мг 130 кД в эктракте желудка.

Таким образом, на основании проведенного иммуноморфологиче- 
ского анализа и анализа полипептидного состава полученные моно- 
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клональные антит.та могут быть сгруппированы слсдмюшнм обра
зом:

1. Моноклональные антитела 1С1 и 2А4, скрашивающие на сре
зах мозга только .-строг.-ню и и пр -являющие перекрестных реак
ций с антигенами других нормальных и опухолевых тканей челове
ка. Эти антитела специфически взаимодействуют только с ГФКБ и 
являются кандидатами на роль диагностических реагентов в изуче
нии опухолей нейроэктодермальной природы.

2. Моноклональные антитела 2В1. взаимодействующие в иммуно- 
блотпнге только с ГФКБ и окрашивающие астроглию. Однако эти 
антитела взаимодействуют также с мембранами ядер клеток других 
гистологических типов тканей человека и, по-видимому, не могут 
быть использованы для диагностических целей, однако представляют 
интерес в качестве реагентов для и.ммунохимического анализа и ней- 
робиологпческих исследований.

3. Моноклональные антитела 1С2, взаимодействующие с ГФКБ, 
ЗСЗ—с эпитопом, общим для ГФКБ и нейрофиламентов, и антитела 
клона СЗ, взаимодействующие с нейрофиламентами. Антитела этих 
клонов, кроме того, взаимодействуют и с эпитопами некоторых дру
гих белков, что делает их непригодными для иммуноморфологичсской 
диагностики опухолей. Эти реагенты могут представлять определен
ный интерес для нейробиологических исследований.

Полученные клоны заморожены и хранятся в НИИ биотехноло
гии Минмедбиопрома СССР.

Моноклональные антитела клона 2В1 были использованы для 
изучения экспрессии полипептидов ГФКБ в развивающемся головном 
мозгу человека методом иммуноблотинга (рис. 3). На 12-й неделе

Рис. 3. Иммуиоблотинг экстрактов 
мозга плода человека с монокло
нальными антителами клона 2В1: 
а—25—26-я неделя развития; б— 
30—32-я неделя развития. /—ко
ра больших полушарий, 2—моз

жечок, 3—продолговатый мозг

после оплодотворения ГФКБ в мозгу представлен основной зоной 
51 кД и рядом минорных низкомолекулярных полипептидов в диа
пазоне 35—40 кД (данные не представлены). На 25—26 неделе раз
вития помимо полипептидной зоны 51 кД появлялась зона 100 кД
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ч слабая зона 68 кД. Значительное количество низкомолекулярных 
полипептидов с М в диапазоне 31—45 кД обнаруживали в продол
говатом мозгу, тогда как в коре больших полушарий и мозжечке эти 
полипептиды проявлялись слабее. Такой характер экспрессии ГФКБ 
может свидетельствовать, с одной стоуты, •• большой и.՛ . н.՝.: пост ՛ 
процессов деградации основного полипептида 1'1 V ъо (низкомоле
кулярные полипептиды, особенно в продолговатом мозгу), а с дру
гой—либо об измененной экспрессии самого ГФКБ, либо изменениях 
других белков семейства промежуточных филаментов (скорее всего 
б в-педрсфиламснтог). При этом. :>-:н1ДП.мому вы ваяются анч՛ 
генные детерминанты, родственные ГФКБ, но отсутствующие у этих 
белков в мозгу взрослого человека и на других этапах онтогенеза 
(рис. 2, б). Интересно, что наблюдаемые изменения полнпептидного 
состава ГФКБ в онтогенезе мозга человека носят временный харак
тер. На 30—32-й неделе развития плода человека в мозжечке и про
долговатом мозгу экспрессируется только основной полипептид с М 
51 кД, а в коре больших полушарий и эта зона выражена очень сла
бо. Обнаруженные изменения экспрессии полипептидов ГФКБ, не
видимому, отражают нс только разницу в числе глиальных клеток, 
синтезирующих ГФКБ, но и изменения генной экспрессии при раз
витии и дифференцировке глии в онтогенезе мозга человека.

RAISING OF MONOCLONAL ANTIBODIES AGAINST GLIAL 
FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN AND THEIR USE FOR

CHARACTERIZATION OF POLYPEPTIDE COMPOSITION OF
GLIA-SPECIFIC PROTEINS DURING HUMAN BRAIN ONTOGENESIS

GAIDAR I. 1.. ‘LITVINOVA L. V., ’’VTYURINA I. YU.. ‘SOLOVYEV YU N..
BEREZIN V. A., ’’VASILOV R. G.

Dnepopclrovsk State University
’Institute of Cllntcal Oncology, Nallonal Oncological Research Centre, USSR Acade
my of Medical Sciences, Moscow
•’Institute of Biotechnology, Mlnmedbtoprom USSR Moscow

Monoclonal anaibodies against glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
have been obtained using hybridoma technology. Monoclonal antibodies 
produced by clones 1C1 and 2A4 specifically interact only with GFAP and 
can be used as diagnostic reagents in studies of neuroepithelial tumours. 
Monoclonal antibodies of the clone 2BI were used to study the expres
sion of GFAP polypeptides in the developing brain by immunoblotting. 
The observed changes in the polypeptide composition of GFAP during 
human brain ontogenesis are temporary and provide evidence f r chang
ed gene expression during glia differentiation
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