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Redeni se tyka mysiho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujiciho protilatku proti
lidskému erytrocytdrnimu skupincvému an-
tigenu B, uloZeného ve sbirce hybridomi
Ustavu molekuldrni genetiky CSAV pod o-
znafenim HEB-27. Monoklonalni protildtka
hybridomu HEB-27 je vhodné jako soufdst
diagnostického panelu c¢bsahujiciho také
monoklondlni protilatky HE-10, HE-14 a
HEB-20 k upfesn&ni patologicko anatcmickeé
diagn6zy nédorovych onemocn&ni tenkého
& tlustého stieva.
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_Vyndlez se tykd nového hybridomu, to je
hybridniho jednobung&ného organismu, se-
strojeného fizi buiiky mySi myelomové linie
Sp 2/0 & my$i slezinné lymfoidni buiiky pro-
dukujici protilatku proti lidskému erytrocy-
tdrnimu skupinovému antigenu B.

Diagnosticka séra proti lidskému erytro-
cytdrnimu sKupinovému antigenu B (zkra-
cend diagnostickd séra anti-B) jsou zdklad-
ni sloZkou souborlt diagnostickych sér slou-
Zicich k urdeni skupinové pFisluinosti lid-
skych erytrocytli v sysiému ABO. VySetfo-
védni skupinové prisluSnosti v systému ABO
je zdkladnim a nejfastéjSim sérologickym
vySetfenim v humdénni, hematologické a
fransfiizni praxi. Provadi se napiiklad jako
zdkladni soudast uplného piredtransfizniho
vySetfen!, kontroly krevni skupiny a liZka
pii zatdatku krevni transfize, sérologickych
vySetiovani rodidek a vySetfovdni novero-
zenct. )

Vyskyt antigent krevné& skupinového sy-

stému ABO neni omezen pouze na eryirecy-.

tarni imembrany. Ve formé glykoproteinid se
nachdzeji napriklad v sekretech Zlazovych
bunék gastrointestindlniho, genitdlniho a
respiratniho traktu. Antigenni sacharidové
struktury jsou rovn®Z soucasti bunéénych
membran epitelidlni- tkang, pfifemZ pozor-
nost se soustfeduje na zmény v expresi téch-
to antigenfi v souvislosti s vyvojovymi, di-
ferenciatnimi a zejména nddorovymi proce-
8y. Znadény pocet imunchistochemickych stu-
di{ prokézal, Ze napfiiklad u karcinomi plic,
Zaludku, prostaty a motového méchyle do-
'thdzi ke ztrdt8 A a B isoantigenf, které
jsou normdlné pritomny ve zdravé epitelidl-
ni tkéni.

Krevné skupinové antigeny A a B jsou
pritomny také v epitelidlnich bufikéch sliz-
nice tlustého stfeva lidského plodu. Po na-
rozeni zustdvaji zachovdny v proximélni
¢ésti, rychle v8ak mizi v distdlni Casti trac-
niku, Krevné skupinové antigeny se znovu
objevuji u distalné lokalizovanych karcino-
mi — napfiklad v esovité kli¢ce a rektu —
— a stdvaji se vyznamnym diagnostickym
znzkem rozvoje nadoru.

Diagnosticka séra anti-B se dosud vétsi-
nou pFipravuji z lidské krve vybranych d&r-
ctl, u nichZ byly pfedem prokdzdny pfiroze-
né vysoké hodnoty aglutinind anti-B nebo z
krve dobrovolnych ddrci zdmérné imunizo-
vanych slinami vylu€ovateldl skupinové spe-
cifické substance B, pPipadn& substanci B
pfipravenou z lidskych slin mebo zvifeciho
materidlu — napi. Zalude&ni mukoézy prasat
¢i koni.

Substance uZivané k imunizaci lidskych
dchrovolnikdt je nezbytné podrobit stéatni
“kontrole sterility, nefkodnosti a @éinnosti.
ProtoZe koncentrace Zadanych protilatek v
séru klesd po imunizaci s &asem, je nutné
providét imunizacl opakované. Imunizace
dobrovolnik{i izolcvanymi substancemi mo-
hou byt provazeny nepriznivymi projevy,
jimZ lze pPedchéazet pouze desenzibilizaci
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imunizovanych jedinct, Dosud uZivany zpi-
sob p¥ipravy diagnostickych sér anti-B klade
tedy znatné ndrcky na materidlni, kddrove,
metodické i organizaéni zajisténi vyrobniho
procesu. :

Vedle Zadanych protildtek anti-B se v sé-

ru kardého zdmérn& imunizovaného 1 ne-
imunizovaného darce, vyskytuji v hetero-
genni — sloZenim vZdy jedinefné a neopa-
kovatelné smési — mnohé daldi protilatky,
z nich? n&které p¥imo ovliviiuji reakci séra
s eryirocyty a znehodnocuji diagnostickou
Ga¢innost ziskaného séra. Takové protilatky
je nezbytné ze séra odstranit. Standardizace
jedunotlivych ZarZi diagnostickych sér je p¥i
stdvajiciin zplisobu p¥ipravy obtiZnd a vidy
nednlng, nebotf z vlastni podstaty dosavadni
p¥ipravy sér vyplyvd nemoZnost ziskat dvé
vyrobni 3arZe stejnych vlastnosti. Nepfizni-
vym rysem dosavadniho zpilisobu piipravy
diagnostickych sér anti-B je spotfeba vel-
kych mnoZstvi 1lidské krve.
- Mnohé z uvedenych problémi dosud po-
uZivaného postupu p¥ipravy diagnostickych
lidskych sér anti-B a fadu obtiZi vyplyvaji-
cich z nepfiznivych vlastnosti soufasnych
diagnostickych sér je moZné odstranit zave-
denim pFipravy my3ich monoklonglnich pro-
tilatek anti-B, produkovanych lymfocytérni-
i hybridomy. )

Podobné hybridomy produkujici protilatky
byly pfipraveny v fadg zemi a v nékterych
z nich jsou jiZ komertnd dostupné a zafi-
naji se pouZivat v klinické sérologické praxi.

Jde napfiklad o vyrobky firem:

Serotec (Anglie],
Immunotech (Francie),
Biotest-Diagnostics (NSR],
Diagnostics Pasteur (Francie},
Celtech (Anglie).

Nabizené protilatky v zahrani¢i jsou ur-

geny pro sérologické vySetfeni krevnich
skupin. Zadné z uvedenych zahraniénich fi-
rem neuvddi moZnost wvyuZiti nabizenych
protilatek v imunchistochemii.
" Uvedené nevyhody odstratiuje novy hyb-
ridom, uloZeny ve sbirce hybridomi Ustavu
molekuldrni genetiky CSAV wv Praze 4, Vi-
deiiskd ul. 1083 pod oznadenim IMG HEB-27,
ktery je zdrojem moncklondlni protilatky
proti lidskému erytrocytdrnimu skupinové-
mu antigenu B. o

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplisobem
znamym z odborné literatury (Fazekas de
St. Groth, S., Scheidigger, 0.: Production of
monoclonal antibodies: Strategy and tactics,
J. Immunol. Meth.: 35: 1, 1980; Galfré, G.,
Howe, S. S., Milstein, C., Butcher, G. W., Ho-
ward, J. C.: Antibodies to major histocom-
patibility antigens produced by hybrid cell
lines, Nature, 266: 550, 1977) klonovadnim
souboru hybridnich buné&k, vzniklych fazi
bun&k mysi myelomové linie Sp 2/0 a bunék,
ziskanych ze sleziny my8i Ft (BALB/c X B
10.A), imunizovanych erytrocyty skupiny B.
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Lymfocytdrni hybridom HEB-27 produku-
je zcela homogenni protilatku, tzv. protilat-
ku monoklonalni, specificky reagujici s lid-
skymi typovymi erytrocyty B, AiB a A2B a
kterd nersaguje s erytrocyty A1, Az a O. Hyb-
ridom HEB-27 je mcZné Kkultivovat v pod-
mink&ch in wvitro v kultivaénich médiich
vhodnych pro ZivofiSné buiiky nebo v pod-
minkédch in vivo v peritonedlni duting mysi
F1 (BALB/c X B 10.A}. Hybridom HEB-27 je
moZné dlouhodob& uchovdvat v konzervach
uloZenych v kapalném dusiku. Produkci
protildtky je moZné zahdjit po rozmrazeni
bunééné konzervy, aniZ by bylo tfeba dalsi-
ho antigenu. Moncklonalni protilatka pro-
dukovana hybridomem HEB-27 je specifickéa
pro lidsky erytrocytdrni skupinovy antigen
B a je prostd jakychkoliv balastnich proti-
14tek.

Priklad

Za tGfelem pomnoZeni bunék hybridomu
HEB-27 v podminkéch in vitro bylo vprave-
no 1 X 10° hybridomovych bungk do kulti-
vani lahve Legroux obsahujici 20 ml kom-
pletnihe kultivaéniho média RPMI s fetdl-
nim telecim sérem (10%). Po tfech dnech
ristu kultury hybridemovych bunék bylo z
ldhve ziskdno kultiva¢ni médium obohacené
0 monoklondlni protilatku HEB-27 uvoliio-
vanou do média hybridomovymi buitkami.
U¢innost monoklondlni protildtky HEB-27

Tabulka

&

byla testovdna postupnym dvojndsobnym fe-
dénim kultivaéntho média obsahujictho mo-
noklcnalni protildtku v prostfedi izotonic-
kého roztoku chloridu sodného v aglutinad-
nich zkumavkéch podle oborové pormy ON
84 3225. Kultivadni médium aglutincvalo na
4 (podle ON 84 3225) erytrocyty B v fedéni
1:16, erytrocyty AiB v fedéni 1: 16, erytro-
cyty A2B v Fedéni 1:8. S erytrocyty A1, A2
a O Xkultivaéni médium obsahujici monoklo-
nalni protilatku HEB-27 nereagovalo.

Pro testovani reaktivity protildtky HEB-27
na tkéanovych rezech byly bioptické vzorky
odebirény z nékolika mist tlustého stieva,
fixovdny ve fonmaldehydu a zality do para-
finu. Po odparafinovani fezi byla aplikcva-
na protildtka- HEB-27 (nafedény superna-
tant) a jeji vazba na tercové struktury byla
sledovédna pomoci prase¢i protilatky proti
my3imu imunoglohulinu znaend kFenovou
peroxiddzou (Ustav sér a olkovacich latek,
Praha]}. Protilatka HEB-27 vyrazné barvila
na Fezech z mormdélni tkdné& diftzné muci-
nézni builkky krypt s maximem v proximéini
¢dsti tlustého stfeva a vymizenim pozitivity
vi oblasti esovité klitky a konelniku. Pozi-
tivni reakce se projevila v oblasti distilni-
ho trafniku pouze ve vzorcich z médorové
tkdné (adenokarcinom sigmoidea}. Siln4
pozitivni reakce byla té%Z pozorovéna s pri-
tomnymi erytrocyty. Vysledky srovndni re-
aktivity jednotlivgych monoklonélnich proti-
latek jsou shrnuty v tabulce.

Reaktivita monoklondlnich protildtek v tkéaifiovych Fezech! pacientdi s krevni skupinou B

Monoklondlni protildtka Cilovy Tratnik Distdlni Adenokarci-
antigen tragnik nom distalniho
traéniku

HEB-27 B - — -
HEB-20 B i+ — —+

HE-10 A — —_ —

HE-14 A — —_ — !
Poznamka:

1 fixace formolem, zaliti do parafinu

V podob& odebranych a zpracovanych
vzorcich plicni tkané byla pozitivni reakce,
na rozdil od protildtky HEB-20, zjisténa ve
v8ech vrstvdch epitelu bronch@, v sekretu
a ve vétSiné bunék brenchidlnich Zlazek.
Protildtka HEB-27 té% znacila pfitomné ey-
trocyty.

Butiky hybridomu HEB-27 maji ultrastruk-
turdlni obraz typickych myelomovych bu-
nék, kde prevaZujici organelou jsou volné
a na membrany vazané polyribosony. V pod-
mink&ch in vitro rostou v pcdobg polosus-
penznich kultur. Zéakladnimi kultivadnimi
médii jsou RPMI mebo Eaglovo esencidlni
médium s Hanksovou solnou smési, doplné-

né& o neesencidlni aminokyseliny. L-gluta-

min (3mM]) a pyruvat sodny (1mM) médium
oznatované jako H-MEMd, (Ustav moleku-
larni genetiky CSAV). Média jsou pro kulti-

. vaci hybridomu HEB-27 doplnéna penicili-
nem, streptomycinem, 2-merkaptcetanolem

(5 X 10~5 M), pufrem HEPES (2 — 4 X 103
M) a inaktivovanym bovinnim sérem pro
TK (Bioveta n. p., Ivanovice ma Hané, 10%}).
Pro ziskdvani kultivadnitho média obohace-
ného o monoklondlni protilatku HEB-27 (su-
pernatantu kultury hybridomovych bunék)
k diagnostickym u¢elim je v kultiva€nim
médiu nahrazeno inaktivované bovinni sé-
rum fetdlnim telecim sérem.
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Hybridom HEB-27 je kultivovan -p¥i-37 °C. 3im lymfocytdrnim hybridomem HIEB-27 mi-
Sifedni generadni ¢as je 16,4 hodin; molarni Ze byt vyuZita ve zdravotnické praxi jako
podet chromosomi 40 mésicll po sestrojeni sguCast «diagnostického panelu obsahujiciho
(fazi) je 81 chromosomi. Produkovand mo- talzé monoklondlni protildtky HE-10, HE:14
noklondlni protildtka je my3i imunoﬂlobuhn a HEB-20 'k up¥esnéni.- patologicko anato-
t¥idy 1gM, kappa. mické - diagndzy - nadorevych onemocnem

Monoklonglnf protilatka: produkované my- tenkehoc a tlustého stfeva

PREDMET VYNALEZU

Mysi lynmfocytéfni hybridom IMG CZAS proti. lidskému erytrocytarmmu skulpmo've-
HEB-27, produkujici monoklondaln{ protilatku muy, antigenu B tmdy IgM. ‘

Severografia, n. p. zdvod 7, Most Cena 2,40 Kés
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