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(54) liy8i lymfocytarni hybridom

Vyndlez se tyka my3ino lymfocytarniho
hybridomu, produkujiciho protilatku proti
lidskému erztrocytarnimu skupinovému anti-

enu A, uloZeného ve sbirce hydridomi
gstavu molekuldrni geneti 8SAV pod ozna-
genim HE-18. Samotna monoklondlni proti-
latka hybridomu HE-18 je vhodnéd pro odli=-
Seni lidského erytrocytarniho antigenu
podskupiny AlB od antigenu podskupiny

A2B ve zdravotnické praxi.
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Vyndlez se tvkd nového hybridomu, tj. hybridnfiho jednobun&dé~ .
ného organismu, sestrojeného fizi bufky my3{f myelomové linie
P3-X63-AgB.653 a my#i slezinné lymfoidn{ buiiky, produkujfci -
protildtku proti lidskému erytrocytdrnimu skupinovému antigenu A.

Diagnostickd séra proti lidskému erytrocytdrnimu skupinovému
antigenu A /zkrdcend diagnostické séra anti-A/ jsou z&kladn{
sloZkou soubor( diagnostickych sér slouZicich k urteni{ skupinové
prislusnosti lidskych erytrocytd v systému ABO., VySetfovéni |
skupinové prisludnosti v systému ABO je zadkladnim a nejEastéj3im -
sérologickym vySetfenim v humé&nni hematologické a transfizni
praxi., Provddi se napt. jako zdkladni soulsst Uplného pifedtrans-
fidzniho vySetfeni, kontroly krevn{i skupiny u ld02ka pfi za&stku
krevni transfize, sérologickych vysetfovdani pifi potransfiznich
pifihodédch, predporodniho vySetiovédni rodiéek a vyZetfovdni novo-
rozencd.

Diagnostickd séra anti~A se dosud ptipravuif z lidské krve
vybranych dércd, u nichZ byly predem prokézény ptirozené vysocké
hodnoty aglutinind anti-A nebo z krve dobrovolnych dédrcd zdmdrnd
imunizovanych slinami vylu&ovateld skupinové@ specifické substance
A, ptip. substanci A pfipravenou z lidskych slin nebo zvifeciho
materidlu - napf. ZaludeZn{ mukdzy prasat &i konf. Substance uZis
vané k imunizace lidskych dobrovolniké je nezbytné podrobit
stédtni kontrole sterility, neskodnosti a Gd&innosti. ProtoZe kon=-
centrace Z4danych protildtek v séru klesd po imunizace s &asem,
je nutné provi&ddt imunizaci opakovan&. Imunizace dobrovolnikd
izolovanymi substancemi mohou byt provézeny neptiznivymi pro-
Jevy,jimZ lze piredchdzet pouze desenzibilizac{ imunizovanych
jedincl., Dosud uZivany zplsob pripravy diagnostickych sér anti=-A
klade tedy znadné n&roky na materidlnf, k&drové, metodické i
organiza&n{ zajisté&n{ vyrobniho procesu.
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Vedle 24danych protildtek anti~A se v séru kaZdého zdmé&rné
imunizovaného i neimunizovaného dérce, jehoZ organismus je ne-
pfetr2ité vystaven nejrdzné&j&im antigennim podnétdm, vyskytuji
v heterogenn{ = sloZenim vZdy jedinefné a neopakovatelné = smési
mnohé dalsf{ protildtky, z nichZ né&které ptimo ovliviujf reakci
séra s erytrocyty a znehodnocuji diagnostickou uG&innost zf{skané-
ho séra. Takové protildtky je nezbytné ze séra odstranit. Stan=-
dardizace jednotlivych 3Zari{ diagnostickych sér je ptfi stévajicim
zpUsobu pripravy obti{Znd a vidy neidplné, nebof z vlastni podsta-
tydosavadni pti{pravy sér vyplyvéd nemoZnost ziskat dvé& vyrobni
Sarie stejnych vlastnosti. Neptiznivym rysem dosavadniho zp&sobu
ptipravy diagnostickych sér anti-A je Spotfsba velkych mnoZstv{
lidské krve. ' v

P*i sérologickych vy%etifovdnich s diagnostickymi séry
anti~A ptipravenymi dosavadnim zplsobem miZe byt dosaZeno chyb-
nych vysledkd zplsobenych neotekd&vanymi vlastnostmi diagnostic-
kych sér i vyetiovanych erytrocytt. Cetné obtiZe a chyby se
mohou projevit pri odli%ovéni podskupin A1 a A2, ptip. A1B a AZB
a piti urgovéni slabych aglutinogen® A,

Mnohé z uvedenych probléml dosud pouZzivaného postupu pti-
pravy diagnostickych lidskych sér anti-A i tfadu obti{Z{ vyplyva-
jicich z neptiznivych vlastnosti souctasnych diagnostickych sér
je moZné odstranit iéQedenim pfipravy my$ich monoklondlnich proti=-
l4tek anti-A, produkovanych lymfocytdrnimi hybridomy. '

Zdrojem monoklondln{ protildtky proti lidskému erytrocytér=-
nimu skupinovému antigenu A je hybridom, uloZeny ve sbirce hy=
bridomt Ostavu molekuldrni genetiky ESAV v Praze 4, Videnské
ul. 1083 pod ozna&enim IMG CZAS HE-18,

Uvedeny hybridom byl ziskén zplsobem zhémym z odborné litera-
tury /Fazekas de St. Groth, S.,Scheidigger,D.: Production of
monoclonal antibodies: Strategy and tactics, J. Immunol.Meth.:

35: 1,1980; Galfré, G., Howse, S.S.,Milstein,C., Butcher,G.W.,
Howard,J.C.: Antibodies to major histocompatibility antigens
produced by hybrid cell lines, Nature, 266: 550, 1977/ klonovénim
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souboru hybridnich bun&ék, vzniklych fdz{ bun&k my${ myelomové
linie P3-X63-AgB8.653 a bun&k, ziskanych ze sleziny my3{ kmene
BALB/c, imunizovanych slinami vylutovatele skupinové specific-
ké substance A.

Lymfocytdrni hybridom HE-18 produkuje zcela homogenn{
protildtku, tzv. protildtku monoklondlni, kterd specificky reagu-
je s lidskymi typovymi erytrocyty A,, A1B a A2 a nereaguje s
erytrocyty AZB' B a 0, Hybridom HE=18 je moZné kultivovat v pod~
mink&ch in vitro v kultiva&nich médiich vhodnych pro Zivo&is-
né bunky nebo v podminkdch in vivo v peritonedln{ dutind mys{
kmene BALB/c. Hybridom HE=18 je moZné dlouhodobd uchovévat
v konservdch uloZenych v kapalném dusiku. Produkci protilétky
je moZné zahdjit po rozmrazeni buné&né konservy, aniZ by bylo
tteba dalsfho antigenu. Monoklon&lni protilatka produkovand
hybridomem HE=18 je specifické& pro lidsky erytrocytdrn{ skupi-
novy antigen A a je prostd jakychkoliv balastnich protilétek.

Priklad:

Za d&elesm phmnoieni bundk hybridomu HE=18 v podminkdch
in vitro bylo vpraveno 1 x 108 hybridomovych bun&k do kultiva&-
ni lahve Legroux obsahujic{ 20 ml kultivaéniho média H~MEMd.
Po tfech dnech rtstu kultury hybridomovych bunék bylo 2z lahve
ziskédno kultiva&ni médium obohacené o monoklondln{ protilétku
HE=18 uvolhovanou do média hybridomovymi bunkami. O&innost
monoklondlni protildtky HE-18 byla testovédna postupnym dvojné-
sobnym Fedénim kultiva&niho média obsahujiciho monoklonélni
protilétku v prostifedi izotonického roztoku chloridu sodného
v aglutina&nich zkumavkdch podle oborové normy ON 84 3225,
Kultiva&ni médium aglutinovalo na /podle UGN 84 3225/ srytro-
cyty A1 v fedéni 1:512, erytrocyty A1B v fed&ni 1:256, erytro-
cyty A2 v rfedé&ni 1:64., S erytrocyty AZB’ B a 0 kultivaédni médium
obsahujici monoklondlni protilédtku HE-18 nersagovalo.
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BuRky hybridomu HE-18 majf ultrastrukturdlni obraz typic-
kych myelomovych bun&k, kde prevaZujici organelou jsou volné a
na membrdny vézané polyribosomy. V podminkdch in vitro rostou
v podob& polosuspensnich kultur. Z&kladnim kultiva&nim médiem je
Eaglovo minimdlni esenciidln{ médium s Hanksovou solnou smé&s{,
doplné&né o neesencidlni aminokyseliny, L-glutamin /3mM/ a pyru-
vét sodny /1mM/. Toto médium /oznadované jako H-MEMd, Ustav mole-
kuldrni genetiky CSAV/ je pro kultivaci hybridomu HE=-18 doplnéno
penicilinem, streptomycinem, gentamycinem, 2-merkaptoetanolem
/5 x 10-5M/. pufrem HEPES /2-4x10-3M/ a inaktivovanym bovinnim
sérem pro TK /Bioveta n.p., Ivanovice na Hané, 10%/. Pro zisk&-
véni kultiva&niho média obohaceného o monoklondlni protilé&tku
HE-18 /supernatantu kultury hybridomovych bun&k/ k diagnostic-
kym d&elim js v kultiva&nim médiu nahrazeno inaktivované bovin-
n{ sérum inaktivovanym fet&lnim telecim sérem.

Hybridom HE=-18 je kultivovén pti 379C. Stiednt ganeracni
tas je 17 hodin, mod&lnf poet chromosomi 20 m&sicl po sestro-
jeni /fuzi/ je 87 chromosoml. Produkovand monoklon&ln{ proti-
ldtka je my&{ imunoglobulin tridy IgM.

Monoklondlni protildtka produkovand my3im lymfocytdrnim
hybridomem HE-18 mi2e byt vyuZita ve zdravotnické praxi k bez-
pe&nému odliZen{ lidského erytrocytérniho antigenu podskupiny

A1B od antigenu podskupiny AZB'
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My&f lymfocytdrni hybridom IMG CZAS HE=18, produkujict
monoklondlni protilatku tiidy IgM proti lidskému erytrocytar-

nimu skupinovému antigenu A.
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