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ReSeni se tykd my3iho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujiciho protildtku proti
lidskému krevn& skupinovému antigenu:B,
uloZeného ve sbirce hybridomd Ustavu
molekuldrni genetiky CSAV pod oznalenim
IMG (ZAS HEB-29. Monoklonilni protilédtka
hybridomu HEB-29 je vyufitelnd jako rutinni
diagnostikum k sérologickym vySetfovénim
lidského krevniho skupinového antigenu B.
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Vyndlez se tyka nového hybridomu, to je hybridnfho jednobun&&ného organismu, sestrojené-
ho fiz{ buitkky my3{ myelomové linie Sp 2/0 a my3f slezinné lymfoidnf bufiky produkujici
protildtku proti lidskému erytrocytdrnimu skupinovému antigenu B.

Diagnostick4 séra proti lidskému erytrocytérnimu skupinovému antigenu B /zkrdcend
diagnostick4 séra anti-B/ jsou z&kladni sloZkou souboril diagnostickych sér slouZfcich
k ur&eni skupinové pEfsludnosti lidskych erytrocytl v systému ABO. VySet¥ovdni skupinové
pf{isludnosti v systému ABO je zdkladnim a nejfastdj3im sérologickym vyfet¥enfm v huménni,
hematologické a transflizn{ praxi. Provdd{ se nap¥. jako zdkladnf souddst Gplného p¥ed-
transfizniho vySet¥eni, kontroly krevnf skupiny u lGZka p¥i za84tku transfize, sérologickych
vySet¥ovdni rodidek a vy¥et¥ovdnf novorozencu.

Diagnostick4 séra anti-B se dosud vétSinou p¥ipravuji z lidské krve vybranych dérct,
u nich% byly pfedem prokdzdny p¥irozené vysoké hodnoty aglutinind anti~B nebo z krve dobro-
volnych ddrct z4m&rné imunizovanych slinami vylulovateldl skupinov& specifické substance B,
p¥ip. substanci B pfipravenou z lidskych slin nebo zvi¥eciho materidld - nap¥. %aludeéni
mukézy prasat &i koni. Substance u¥ivané k imunizaci lidskych dobrovolngch dércd je nezbytné
podrobit sté&tnf kontrole sterility, ne3kodnosti a d&innosti. ProtoZe koncentrace %&dangch
protildtek v séru klesd po imunizaci s asem, je nutné provddé&t imunizaci opakovan&. Imunizace
dobrovolnikd izolovanymi substancemi mohou byt provAzeny nepfiznivymi projevy, jim¥ lze
pfedchézet pouze desenzibilizaci imunizovanych jedincid. Dosud ufivany zplsob p¥ipravy
diagnostick§ch sér anti-B klade tedy zna¥né ndroky na materidlnf, k&drové, metodické
i organiza&ni zajiSté&ni vyrobnfiho procesu.

Vedle Z4danych protildtek anti-B se v séru kaZdého z&m&rné& imunizovaného i neimunizovaqé—
ho ddrce vyskytuji v heterogennf - sloZenim vidy jedinedné a neopakovatelné sm&si - mnohé
dald{ protildtky, z nichZ n&které p¥imo ovliviiuji reakci séra s erytrocyty a znehodnocuji
diagnostickou G&innost ziskaného séra. Takové protildtky je nezbytné ze séra odstranit.
Standardizace jednotlivych Zar¥{ diagnostickych sér je p¥i stdvajicim zplsobu p¥ipravy
obt{Znd a vidy nelplnd, nebot z vlastni podstaty dosavadni p¥ipravy sér vyplyv4d nemoZnost
ziskat dvé vyrobni ZarZe stejnych vlastnosti. Nep¥i{znivym rysem dosavadniho zpisobu p¥ipravy
diagnostickych sér anti~-B je spot¥eba velkfych mnoZstvi lidské krve.

Mnohé z uvedenych problémi dosud pouZivaného postupu p¥ipravy diagnostickych lidskych
sér anti-B a fadu obtiZ{ vyplyvajicich z nep¥iznivych vlastnosti soudasnych diagnostickych
sér je moZné odstranit zavedenim p¥ipravy mySfch monoklondlnich protil&tek anti-B, produkova-
nych lymfocytdrnimi hybridomy.

Podobné hybridomy produkujici protildtky byly p¥ipraveny v ¥adé€ zemi a v n&ktergch
z nich jsou ji% komer&né dostupné a za&inaji se pouifivat v klinické serologické praxi.
Jde napf. o vyrobky firem Serotec (Anglie), Immunotech (Francie), Biotest-~Diagnostics
(NSR), Diagnostics Pasteur (Francie), Celtech (Anglie). Nabfzené protildtky v zahranidi
jsou uréeny pro serologické vySetfeni krevnich skupin. V Ceskoslovensku byly p¥ipraveny
a jsou chrén&ny hybridomy HEB-20 a HEB-27, produkujfci protilétky proti .krevn& skupinovému
antigenu B, vhodné pouze k poufitf v imunohistochemii a nevhodné pro poufiti v sérologii. -

Uvedeny nedostatek odstraniuje hybridom, ulo%eny ve sbirce hybridomt Ostavu molekuldrnt
genetiky CSAV v Praze 4, Videnskd ul. 1 083 pod oznalenim IMG HEB-29, ktery je zdrojem
monoklonéln{ protildtky proti lidskému erytrocytdrnimu skupinovému antigenu B. Uvedeny
hybridom byl ziskdn zplsobem zndmym z odborné literatury (Fazekas de St. Groth, S., Scheidigger,
O.: Production og monoclonal antibodies: Strategy and tactics, J. Immunol. Meth.: 35: 1,

1980; Galfré, G., Howe, S. 8., Milstein, C., Butcher, G. W., Howard. J. C.: Antibodies

to major histocompatibility antigens produced by hybrid cell linés, Nature, 266: 550, 1977)
klonovédnim souboru hybridnfch bunék, vzniklych fizi bun&k my%{ myelomové linie Sp 2/0 a
buné&k, ziskanych ze sleziny myS{ Fiv /BALB/c x B 10.A/, imunizovangch erytrocyty skupiny B. .
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Lymfocytdrn{ hybridom HEB-29 produkuje zcela homogenni protildtku, tzv. protildtku
monoklondlni, specificky reagujfcf s lidskymi typovymi erytrocyty B, A;B a A,B, kteréd nereagu-
je s erytrocyty A, Ay a 0. Hybridom HEB-29 je moZné kultivovat v podminkdch in vitro '
v kultivadnich médiich vhodnych pro Zivo&isné bunky nebo v podminkdch in vivo v peritonedlni
dutin& my3{ /BALB/c x B 10.A/F1. Hybridom HEB-29 je moZné dlouhodob& uchovivat v konzervédch
uloZenych v kapalném dusfku. Produkci protildtky je moZné zahdjit po rozmrazeni buné&&né
konzervy, ani¥ by bylo tf¥eba dal$fiho antigenu. Monoklondlni protilétka produkovand hybridomem
HEB-29 je specifickd pro lidsky erytrocytdrnf skupinovy antigen B a je prosté jakgchkoliv
balastnich protilétek.

Monoklondlni protildtka HEB-29 tvo¥{ zdklad diagnostika, které pln& odpovidd vem
poZadavkim soufasné oborové normy pro diagnostick& séra anti-B /tj. avidita 15 sekund
s celou krvi v podminkdch kontroly u luZka, minim&lni titr ve zkumavkovém hemaglutinaénim
testu 256 a Udinnost p¥i vySet¥eni aglutinogenu B skli&kovou, destikovou i zkumavkovou
metodou/. Ristové a produkéni vlastnosti hybridomu jsou velmi dobré a p¥i srovnéni se
zahrani&nimi protilétkami jsou zdkladem pro ekonomicky vyhodné vyuZiti protildtky HEB-29
jako z&kladu komerén& p¥ipravovaného a proddvaného testovaciho diagnostika.

P¥{klad

%Za G%elem pomnoZeni bun&k hybridomu HEB-29 v podminkdch in vitro bylo vpraveno 1x106
hybridomovych bun&k do kultivadni lahve Legroux obsahujic{ 20 ml kompletnfho kultiva&niho
média RPMI s fet&lnim telecim sérem /7%/. Po t¥ech dnech ristu kultury hybridomovych bunék
bylo z 14hve zisk&no kultiva®ni médium obohacené o monoklondlni protildtku HEB-29 uvolhovanou

do média hybridomovymi bunkami.

0&innost monoklondlni protildtky HEB-29 byla testovéna postupnym dvojnisobnym fed&nim
S5krat zahu¥t&ného kultivadniho média obsahujicfho monoklondlni protildtku v prost¥edi
izotonického roztoku chloridu sodného v aglutinadnich zkumavkéch podle oborové normy
ON 84 3225. Zahuit&né kultiva&nfi médium aglutinovalo na + /podle ON 84 3225/ erytrocyty
B v fedénf 1:256. S erytrocyty A,, A, a 0 zahu3t&né kultivadni médium obsahujici monoklondlni
protildtku HEB-29 nereagovalo.

Avidita monoklondlni protildtky HEB-29 byla testovdna s 10% suspenzi erytrocytl B nebo
BB jednou promytych a suspendovanych v izotonickém roztoku chloridu sodného na &istém pod-
lotnim skle podle oborové normy ON 86 4511. K polétku aglutinace erytrocytd B od rizngch
darcd dochdzelo za 5 a¥ 14 sekund k poddtku aglutinace erytrocytd AlB od raznych dércu za
8 a%¥ 15 sekund.

Tabulka

Srovnanf u&innosti a avidity monoklondlnfi protildtky HEB-29 s reaktivitou monoklondl-
nich protildtek anti-B produkovanych hybridomy dosud pfihldSenymi v &SSR jako vyndlezy

Protilétka Erytrocyty

B AlB A2 0

titrx/&as

HEB-29 256+/5-14s 256+/8=-15s - -
HEB-20 32+/300s 16+/300s - -
HEB~-27 16+/45-150s 16+/55-200s - -
diagnost.
sérum 256+/7-15s 256+/9-25s - -
anti-B
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Bunky hybridomu HEB-29 majf ultrastrukturdlni obraz typickfych myelomovych bun&k, kde
prevaZujfci organelou jsou volné a na membrény vdzané polyribosomy. V podminkdch in vitro
rostou v podob& polosuspenznich kultur. Zakladnimi kultiva¥nimi médii jsou RPMI nebo Eaglovo
minimédlni esencidlni médium s Hanksovou solnou sm&sf, dopln&nd o neesencidlnf aminokyseliny,
L-glutamin /3mM/ a pyruvdt sodny /lmM/ /médium ozna&ované jako H-MEMd, Ustav molekuldrni
genetiky CSAV/. Média jsou pro kultivaci hybridomu HEB-29 doplné&na penicilinem, streptomycinem,
2-merkaptoetanolem /5x10-5M/, pufrem HEPES /2 aZ 4x10_3M/ a inaktivovanym bovinnim
sérem pro TK /Bioveta n.p., Ivanovice na Hané, 10%/. Pro zf{skdvén{ kultivadniho média

obohaceného o monoklondlni protildtku HEB-29 /supernatantu kultury hybridomovych bun&k/

k diagnostickym dellm je v kultiva&nim médiu nahrazeno inaktivované bovinni sérum fet&lnim
telecim sérem /5 a¥ 10%/. '

Hybridom HEB-29 je kultivovédn pifi 37 ©c. stfedni genera&ni &as je 15,5 hodin, mod&lnf
podet chromosomi 40 m&sfclt po sestrojeni /fdzi/ je 84 chromosomd. Produkovand protildtka
je my${ imunoglobulin t¥idy IgM, kappa.

Monoklondln{ protildtka produkovand my$im lymfocytdrnim hybridomem HEB-29 mliZe byt

vyu¥ita ve zdravotnické praxi k rutinnim serologickym vySet¥ovdnim lidského krevnfho skupino-
vého antigenu B.

PREDMET VYNALEZU

My$f lymfocytdrn{ hybridom IMG CZAS HEB-29, produkujic{ monoklondlni protildtku t¥idy
IgM proti lidskému erytrocytdrnimu skupinovému antigenu B.

Severografia, n, p., MOST Cena 2,40 Kés
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