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Vynélez se tykd nového hybridomu, tj.
hybridniho jednobunéfného organismu, se-
strojeného fazi builky mySi myelomové li-
nie P3-X63-Ag8.653 a mySi slezinné lymfo-
idni buiiky, produkujici protilatku proti lid-
skému erytrocytdrnimu skupinovému anti-
genu A.

Diagnostickd séra proti lidskému erytro-
cytdrnimu skupinovému antigenu A (zkré-
cené diagnostickad séra anti-A) jsou zdkladni
sloZkou souborli diagnostickych sér slouZi-
cich k uréeni skupinové pFislusnosti lidskych
erytrocytll v systému ABO. VySetfovani sku-
pinové pfisludnosti v systému ABO je z4-
kladnim a nej¢ast&jSim sérologickym vy-
Setfenim v humdnni hematologické a trans-
fazni praxi. Provadi se napriklad jako za-
kladni souCAist tplného predtransftzniho
vysetfeni, kontroly krevni skupiny u Ifizka
pfi zaCatku krevni transftize, sérologickych
vySetfovdni pFi potransfiznich p¥ihodéch,
piedporodniho vySetfovani rodifek a vy3e-
tovani novorozenci.

Diagnostické séra anti-A se dosud pfipra-
vuji z lidské krve vybranych darcdi, u nichZ
byly predem prokdzdny prirozené vysokeé
hodnoty aglutininfi anti-A nebo z krve do-
brovolnych darcli zdmérné imunizovanych
slinami vyluCovatelt skupinové specifické
substance A, pripadnZ substanci A pfipra-
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venou z lidskych slin nebo zvifeciho mate-
rialu — napfiklad Zaludetni mukozy prasat
¢1 koni. Substance uZivané k imunizaci lid-
sk¥ch dobrovolniklt je nezbytné podrobit
statni kontrole sterility, neSkodnosti a G&in-
nosti. ProtoZe koncentrace Zadanych proti-
latek v séru klesd po imunizaci s ¢asem, je
nutuné provadét imunizaci opakované. Imu-
nizace dobrovolnikii izolovanymi substance-
mi mohou byt provdzeny nepriznivymi pro-
jevy, jimiZ lze p¥edchdzet pouze desenzibi-
lizaci imunizovanych jedincii. Dosud uZiva-
ny zplsob pfipravy diagnostickych sér anti-
-A klade tedy zna¢né naroky na materidlni,
kadrové, metodické i organizaléni zajiSténi
vyrobniho procesu.

Vedle Zadanych protildtek anti-A se v sé-
ru kaZdého zamsrnd imunizovaného i ne-
imunizovaného déarce, jehoZ organismus je
nepretrZité vystaven nejriizndj¥im antigen-
nim podné&tim, vyskytuji v heterogenni —
sloZeni vZdy jedinefné a neopakovatelné —
sin8si mnohé daldi protilatky, z nichZ né-
které pfimo ovliviiuji reakci séra s eryiro-
cyty a znehodnocuji diagnostickou déinnost
ziskaného séra. Takové protilatky je nutné
Ze séra odstranit. Standardizace jednotlivych
SarZi diagnostickych sér je pii stdvajicim
zplisobu pripravy obtiZznd a vidy netplné,
nebot z vlastni podstaty dosavadni p¥ipravy
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sér vyplyvd nemoZnost ziskat dv& vyrobni
SarZe stejnych vlastnosti. Nepfiznivym ry-
sem dosavadniho zplisobu pfipravy diagno-
stickych sér anti-A je spotfeba -velkych
mnoZstvi lidské Kkrve.

P¥i sérologickych vySetfovdnich s dia-
gnostickymi séry anti-A pfFipravenymi do-
savadnim zptsobem mf@Ze byt dosaZeno
chybnych vysledkd zpiisobenfych neodekava-
nymi vlastnostmi diagnostickych sér i vy-
SetFovanych erytrocytii. Cetné obtiZe a chy-
by se mohou projevit pfi odliSovani podsku-
pin A1 a Ag, pfipadné AiB a A2B a pfi urfo-
vani slabych aglutinogenti A.

Mnohé z uvedenych problémii dosud po-
uZivaného postupu pFipravy diagnostickych
lidskych sér anti-A i Fadu obtiZi vyplyvaji-
cich z nepfFiznivych vlastnosti soudasnych
diagnostickych sér je moZné odstranit zave-
denim pfipravy mys$ich monoklondlnich pro-
tildtek anti-A, produkovanych lymfocytar-
nimi hybridomy.

Zdrojem monoklonélni protilatky proti lid-
skému erytrocytdrnimu skupinovému anti-
genu A je hybridom, uloZeny ve sbirce hyb-
ridom@ Ustavu molekuldrni genetiky CSAV
v Praze 4, Videtisk4 ul. & 1083, pod ozna-
&enim IMG CZAS HE-02.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zplisobem
zndmym 2z odborné literatury (Fazekas de
St. Groth, S., Scheidigger, D.: Production of
monoclonal antibodies: Strategy and tactics,
J. Immunol. Meth., 35:1, 1980; Galfré, G.,
Howe, S. C., Milstein, C., Butcher, G. W.,
Howard, ]. C.: Antibodies to major histo-
compatibility antigens produced by hybrid
cell lines, Nature 266 : 550, 1977) klonova-
nim souboru hybridnich bungk, vzniklych
fizi bun&k my3i myelomové linie P3-X63-
-Ag8 .653 a bunék, ziskanych ze sleziny my-
81 kmene Bald/c, imunizovanych slinami vy-
luovatele skupinové specifické substance
A.

Lymfocytdrni hybridom HE-02 produkuje
zcela homogenni protilatku, tzv. protilatku
monoklondlni, kterd specificky reaguje s
lidskymi typovymi erytrocyty Ai, AiB a Az
a nereaguje s erytrocyty AzB, B a O. Hybri-
dom HE-02 je moZné kultivovat v podmin-
kéch in vitro v kultivaénich médiich vhod-
nych pro Zivodiiné buitky nebo v podmin-
kdch in vivo v peritonedlni duting my$i kme-
ne Balb/c. Hybridom HE-02 je moZné dlou-
hodobg& uchovévat v konzervach, uloZenych
v kapalném dusiku. Produkci protilatky je
moZné zah4jit po rozmraZeni bun&tné kon-
zervy, aniZ by bylo tfeba daldiho antigenu.
Monoklonélni protildtka produkované hybri-
domem HE-02 je specifickd pro lidsky eryt-
rocytarni skupinovy antigen A a je prostd
jakychkoliv balastnich protilatek.

Priklad

Za tufelem pomnoZeni bunék hybridomu
HE-02 v podminkdach in vivo bylo aplikova-
no 3 X 108 hybridomovych bun&k do peri-
tonedlni dutiny my%i Balb/c. Pro zlep3eni
uchyceni aplikovanych bunék a podporu
rozvoje hybridomu v peritonedlni duting
mySi byla zvifata 14 dnd p¥ed podanim hyb-
ridomovych bunék ovlivnéna 0,5 ml parafi-
nového oleje injikovaného intraperitonealné.
Po 17 dnech rastu hybridomu v peritoneal-
ni dutiné byla vybrand my$ usmrcena a vy-
tvofend asciticka tekutina odebréana. Celkem
bylo ziskdna 4,7 ml ascitické tekutiny obsa-
hujici 14 mg/ml imunoglobulinu. U¢innost
monoklondlni protilatky HE-02 byla testo-
véna postupnymi dvojndsobnym Fedénim as-
citické tekutiny v prostfedi izotonického
roztoku chloridu sodného v aglutinatnich
zkumavkéach podle oborové normy ON ¢islo
84 3225. Ascitickd tekutina aglutinovala na
+ (podle ON 84 3225} arytrocyty A1 v fedé-
ni 1:10% erytrocyty AiB v Fedéni 1:5 X
X 104, erytrocyty Az v Fedéni 1:1024. S
erytrocyty AzB, B a O ascitick4d tekutina ne-
reagovala.

Buiiky hybridomu HE-02 maji ultrastruk-
turdlni obraz typickych myelomovych bu-
nék, kde pfevaZujici organelou jsou volné
a na membrany vdzané polyribosomy. V pod-
minkdch in vitro rostou v podob& polosus-
penznich kultur. Zakladni kultivaénim mé-
diem je Eaglovo minimélni esencidlni mé-
dium s Hanksovou solnou smési, doplnéné
0 neesencidlni aminokyseliny, L-glutamin
(3 mM]) a pyruvat sodny (1 mM). Toto mé-
dium (oznacované jako H-MEMd, Ustav mo-
lekularni genetiky CSAV] je pro kultivaci
hybridomu HE-02 doplnéno penicilinem,
streptomycinem, gentamycinem, 2-merkap-
toethanolem (5 X 1075M), pufrem HEPES
(2 — 4 X 10-3M) a inaktivovanym bovin-
nim sérem pro TK (Bioveta, n. p., Ivanovice
na Hané, 10%).

Hybridom HE-02 je kultivovdn pfi 37 °C.
St¥edni generaéni &as je 16,6 hod., modéalni
poCet chromosom@i 13 mésich po sestrojeni
(fazi) je 84 chromosomfi. Produkovand mo-
noklonalni protildtka je imunoglobulin t¥i-
dy IgM.

Monoklondlni protildtka produkovand lym-
focytarnim myS$im hybridomem HE-02 miiZe
byt vyuZita ve zdravotnické praxi k bezpeé-
nému odliSeni lidského erytrocytédrniho an-
tigenu podskupiny AiB od antigenu podsku-
piny AzB.

PREDMET VYNALEZU

My3i lymfocyhdrni hybridom IMG CZAS
HE-02, produkujici monoklonalni protildtku

t¥idy IgM proti lidskému erytrocytdrnimu
skupinovému antigenu A.
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