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vyndlez se tykd nového hybridomu, tj. hybridniho jednobun&iného organismu, sestro-
jeného fazi buhky my3i myelomové linie Sp2/0~Ag 14 a my3i slezinné lymfoidni bunky, pro-

dukujic{ protildtku proti lidskému antigenu krevni skupiny A.

Diagnostick4 séra proti lidskému antigenu krevni skupiny A (zkrdcen& Qdiagnostickd
séra anti-A) jsou zékladni sloZkou diagnostickych soubord slouzicich k ur&eni skupinové
pFisludnosti lidskych erytrocytd v systému ABO. VySetfovani skupinové pifsluSnosti
v systému ABO je zdkladnim a nejlastéjSim sérologickym vySet¥enim v humdnni hematolo-
gické a transfizni praxi. Provddi se nap¥fklad jako zdkladni souddst tGplného pfedtrans-
fazniho vySet¥eni, kontroly krevni skupiny u liZka pfi zaldtku krevni transfize, séro-
logickych vySetfovani p¥i potransfiznich pfihodéch, predporodniho vySetfovéni rodicek

a vySetFovani novorozenct.

Diagnostickd séra anti-A se dosud pfipravujf z 1idské krve vybranych ddrci, u nichz
byly pfedem prokdzdny pfirozené vysoké hodnoty aglutininl anti-A nebo z krve dobrovol-
nych darcli z&mérnd imunizovanych slinami vylu&ovateld skupinové specifické substance A,
popfipadé substanci A p¥ipravenou z lidskych slin nebo zvifeciho materidlu - napiiklad
3aludedni mukdzy prasat nebo konf. Substance uZivané k imunizaci lidskych dobrovolniki
je nezbytné podrobit stétni kontrole sterility, antigenni G&innosti a ne$kodnosti.
ProtoZe koncentrace radanjych protildtek v séru kles4 po imunizaci s Casem, je nutné
provadét imunizace opakovand. Imunizace dobrovolnikld izolovanymi substancemi mohou byt
provazeny nepiiznivymi projevy, jimZ lze pIedchdzet pouze desenzibilizaci imunizovanych
jedinct. ZAvainym problémem imunizace dobrovolniki jsou opat¥eni sm&fujici k prevenci
rozgifovéni choroby AIDS. Je zfejmé, e dosud uiivany zpisob pfipravy diagnostik
anti-A klade zna&né niroky na materidlni, k&drové, metodické i organizani zajiSté&ni

vyrobniho procesu. ,

Vedle ?4danych protilétek proti skupinovému antigenu A se v séru kaidého z4m&rné
imunizovaného i neimunizovaného dérce, jehoZ organismus je ﬁepietriité vystaven nej-
riznéj3im anigennim podndtim, vyskytuji v heterogenni - sloZenim vidy jedinetné a ne-
opakovatelné - smési mnohé dal3i protilédtky, z nichZ n&které pfimo ovliviuji reakci
séra s erytrccyty a znchodnocuji diagnostickou dZinnost ziskaného séra. Takové protildt-
ky je nezbytnd ze séra odstranit. Standardizace jednotlivych Zar?i diagnostickych sér
je p¥i stdvajicim zplsobu pripravy obtiZni a vZdy neidplnd, protoZe z vlastni podstaty
dosavadni pYipravy sér vyplyv4 nemoinost ziskat dvé vyrobni SarZe stejnych vlastnosti.
Nepfiznivym rysem doszvadniho zpasobu p¥ipravy diagnostickych sér anti-A je spotfeba

velkych mnofstvi lidské krve.

Mnohé z uvedenych problémi dosud pouZiivaného postupu pFipravy diagnostickych lid-
skych sér anti-A je moZné odstranit zavedenim p¥ipravy monoklondlnich protilatek

anti-A, produkovanych lymfocytdrnimi hybridomy.

Hybridomy produkujici monoklon&lni protilétky proti lidskému skupinovém antigenu
A ji% byly pfipraveny v fadé zemi. Monoklondlni protilatky anti-A komeré&né dostupné
nap¥iklad od firem Celtech (Velkd Britdnie), Serotec (Velkd Briténie), Biotest-Diagnos-
tics (NSR) a Diagnostics Pasteur (Francie), jsou postupné zavédény do klinické praxe
jako serologickd typiza&ni diagnostika skupinového antigenu A.

Také v Ceskoslovenské socialistické republice byla pfipravena Fada lymfocytdrnich
hybridomi produkujicich monoklon&lni protildtky proti lidskému skupinovému antigenu A.
Nékteré z nich se jiZ staly p¥edmétem pfihlaSky vyndlezu a autorské ochrany. Jde o hyb-
ridomy HE-02 {(&s. autorské osv&dfeni &. 228 859), HE-18 (&s. autorské osvédéeni &islo
229 996) a HE-24 (&s. autorské osvéddeni &. 229 995), produkujici monoklondlni, proti-
l4tky vyuZitelné ve zdravotnické praxi k bezpe&nému odliSeni erytrocytﬁ'AIB od erytro-
cytld A,B a hybridomy HE-10 (¢s. autorské osvédleni &. 260 746) a HE-14 (&s. autorské
osvéd&eni &. 260 748), produkujfci monoklondlni protildtky vyuZitelné k detekci skupino-
vého antigenu A na tkdhovych Fezech p¥i imunohistochemické diagnostice nédorovgch one-
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mocnéni epitelidlnich tkdni - napfiklad sliznic tlustého stfeva. 7 hlediska Sirokého
vyuZit{ ve zdravotnické praxi jsou mezi monoklondlnimi prctildtkami proti lidskému
skupinovému antigenu A nejvyznamné&j$i ty protildtkyv, které v hemaglutinaénich testech,
urivanych k typizaci skupinové p¥isluSnosti v ABO systému, reaguji s erytrocyty A,B

a splnuji specifi&nosti, G&innosti a aviditou podminky oborové normy ON 86 4511 mini-
sterstva zdravotnictvi CSR pro diagnostikum anti-z. V CSSR se pfedmétem prihldsky vy-
ndlezu dosud stal jediny lymfocytdrni hybridom, produkujici monoklondlni protildtku
vy$e uvedenych vlastnosti - hybridom HE-195. Vzhledem k zdsadnimu vyznamu monoklondl-
nich diagnostik anti-A, vyhovujicich oborové normé& ON 86 4511, ve zdravotnické praxi
a ke skuteCnosti, Ze potfebdm velkokapacitni kultivace hybridomi, jeZ se po pievedeni
hybridomové technologie do vyrobnich podminek stans rozhodujicim zpldsobem piipravy mo-
noklondlnich diagnostik ABO systému, ncodpovidaji rizné hybridomy stejnou mérou, je
3&4douci zajistit Gsp&Snou vyrobu diagnostik anti-A nékolika hybridomy, produkujicimi

monoklondlni protildtky pot¥ebnych vlastnosti.

Dal3im hybridomem produkujfcim monoklondlni protildtky proti lidskému skupinovému
antigenu A, ktery odpovidd poZadavkim oborové normy ON 86 4511 pro diagnostikum anti-A,
je lymfocytérni hybridom, uloZeny ve sbirce hybridomd Ustavu molekuldrni genetiky CSAV
v Praze 4, Videnskd 1083 pod oznadenim IMG CZAS HE-193.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zpisobem zndmym z odborné literatury (KShler G.,
Milstein C.: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined spe-
cifity, Nature 256: 495, 1975; Galfré G., Howe S. C., Milstein C., Butcher G. W.,
Howard J. C.: Antibodies to major histocompatibility antigen produced by hybrid cell
lines, Nature 266: 550, 1977; Fazekas de St. Groth S., Scheidigger D.: Production of
monoclonal antibodies: Strategy and tactics, J. Immunol. Meth. 35: 1, 1980) klonovénim
souboru hybridnich bunék, vzniklych fuzi{ bunék mysi myelomové linie Sp2/0-Ag 14 a bunék
ziskanych ze sleziny my$i kmene BALB/c imunizované glykolipidy pEipravenymi z lidskych

erytrocytu krevni skupiny a,.

Lymfocytdrn{ hybridom HE-1§3 produkuje moncklondlni protildtku proti skupinovému
antigenu A, kterd reaquje s lidskymi typovymi erytrocyty 210 AB, Ay, A,B a nereaguije
s erytrocyty B a O. Hybridom HE-193 je moZné kultivovat v podminkdch in vitro v kulti-
vaénich médiich vhodnych pro Zivo&i%né (savdi) buhky nebo v podminkdch in vivo v peri-
tonedlni dutiné my3i kmene BALB/c. Hybridom HE-193 je moZné dlouhodobé uchovévat v kon-
zervéch uloZenych v kapalném dusiku. Produkci protildtky Je moZné zahdjit po rozmrazc-
ni bund&né konzervy, anif by bylo t¥eba dal%fiho antigenu k imunizaci. Monoklondlni pro-
tildtka produkovand hybridomem HE-193 je specifické pro antigeny krevni skupiny Clové-

ka A a je prostd jakfchkoliv balastnich protilétek.

Priklad:

Za Glelem pomnoZeni bundk hybridomu HE-193 v podminkdch in vitro bylo vpraveno
1,5 x 106 hybridomovych bundk do kultiva&ni ldhve Legroux obsahujici 20 ml kultivaéni-
ho média RPMI obsahujiciho 10 ¢ fetdlniho teleciho séra. Po t¥fech dnech ristu kultury
hybridomovych bunék bylo z ldhve ziské&no kultivadni médium obohacené o monoklondlni
protildtku HE-193 uvolhovanou do média hybridomovymi bunkami. (&innost monoklondlni
protildtky HE-193 byla testovdna maktrotitraci v aglutinadnich zkumavkdch postupnym
dvojndsobnym Fedénim kultivaéniho média obsahujiciho monoklondlni protildtku izotonic-
kym roztokem chloridu sodného podle spole&né oborevé normy ON 86 4500. Vysledky vySet-
feni uéinnosti protildtky HE-193 se souborem typovych erytrocyti a srovnani s minimdl-
né p¥ijatelnymi titry podle oborové normy ON 86 4511 jsou uvedeny v tabulce &. 1.
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TABULKA &. 1

Vysledky serologického vySet¥eni kultiva&niho média obsahujiciho monoklondlni
protildtku HE-193 podle ON 86 4500

Krvinky skupiny Polet vySetfeni Primérny titr Minimdlni p¥ijatelny titr
podle ON 86 4511

Ay 23 256 + 256 +
A2 5 256 + 128 +
AB 5 256 + 256 +
A,B , 5 32 ++ 32 +
- . +/
Aq . - netestovéno norma nevyzaduje
+/

diagnostické sérum anti-A SEVAC dosahuje s krvinkami A, titru 4 +.

3

Ze souboru vySetfenf, jejichZ vysledky jsou uvedeny v tabulce &. 1 vyplyv4, Ze kul~
tivaéni médium obsahujici monoklondlni protildtku HE-193 spliiuje podminky oborové normy
MZ CSR ON 86 4511 pro skupinové diagnostické sérum anti-A.

Avidita monoklondlni protildtky HE-193 byla testovdna na podloZnim skle smichdnim
10% suspenze typovych krvinek v izotonickém roztoku chloridu sodného se stejnym mnoZst-
vim kultivaéniho média obsahujfciho monoklondlni protildtku a stanovenim reak&niho &asu
podle &l. 9 spoledné oborové normy ON 86 4500. P¥fklad vysledkl vySetfeni avidity pro-
tildtky HE-193 s typovymi erytrocyty a srovndni s maximdlnimi pfijatelnymi reak&énimi &a-
sy podle oborové normy ON 86 4511 jsou uvedeny v tabulce &. 2.

TABULKA &. 2

Vysledky vySetfeni avidity kultivadniho média obsahujiciho monoklon&lni
protildtku HE-193 podle ON 86 4500

Krvinky skupiny Reakéni Cas x/ Maximdlni p¥ijatelny &as xx/
Al 15 s 15 s
Az 17 s 30 s
AlB ) 15 s 30 s
A,B - 15 s . 45 s
x/

primérnd hodnota ze 3 mé&teni

xx/ podle oborové normy ON 86 4511

2 vysledkt uvedenych v tabulce &. 2 vyplyva, Ze kultivadn{ médium obsahujfc{ mono-
klondini protildtku HE-193 spliiuje poZadavky oborové normy MZ TSR ON 86 4511 na aviditu
skupinového diagnostického séra anti-A.

S typovymi erytrocyty B (7 vySetfeni) a O (13 vySetfen{) kultiva&n{ médium obsahujf-
ci monoklondlni protildtku HE-193 nereagovalo.
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Bunky hybridomu HE-193 maj{f morfologicky obraz typickych mySich myelomovych bunék.
V podminkdch in vitro rostou v podob& polosuspenznich kultur. ZAkladnim kultiva&énim mé-
diem je RPMI 1640 doplndné podle b&iné receptury penicilinem, streptomycinem, gentamy-
cinem, pufrem HEPES, 2-merkaptoetanolem, L-glutaminem, pyruvdtem sodnym a fetdlnim te-
lecim sérem. Hybridom je kultivovén p¥i 37 “C. St¥edni genera®ni &as je 16,2 hodiny a
moddlni pofet chromosomi byl 14 m&sict po sestrojeni hybridomu 83 chromosomii. Produko-
vand monoklondlni protildtka je my3i imunoglobulin t¥idy IgM.

Monoklondlni protildtka produkovand mySim lymfocytédrnim hybridomem HE-193 miZe
byt ve zdravotnické praxi vyuZita jako diagnostikum antigenu krevni skupiny A.

PATENTOVE NAROKY

MySi lymfocytérni hybridom IMG CZAS HE-193, produkujici monoklondlni protildtku t¥idy
IgM proti antigenu lidské krevni skupiny A.
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