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Refeni se tyka my8iho lymfocytaraiho
hybridomu, produkujiciho protilatku proti
lidskému erytrocytdrnimu skupinovému an-
tigenu A, uloZeného ve sbirce hybridoml
Ustavu molekuldrni genetiky CSAV pod o-
znatenim HE-10. Monoklondlni protilatka
hybridomu HE-10 je vhodnéd jako soudast
diagnostického panelu obsahujiciho take
monoklondlni protildtky HE-14, HEB-20 a
HEB-27 k upfesné&ni patologicko anatomicke
diagndézy nadorovych onemocnéni tenkéeho
a tlustého stfeva.

260746




260748

3

Vyndlez se tyka nového hybridomu, tj.
hybridniho jednsbunééného  organismu, se-
strajeného fdzi bullky my3i myelomové li-
nie P3-X63-Ag8.653 a mySi slezinné lymfo-
idni buiiky produkujici protilatku proti lid-
skému eryirocytarnimu skupinovému anti-
genu A.

Diagnaestickad séra proti lidskémn erytro-
cytérnimu skupinovému antigenu A (zkra-
cené diagnostickd séra anti-A) jsou zdklad-
ni sloZkou soubord diagnostickych sér slou-
Zicich %k urfeni skupinové piisluSnosti lid-
skych eryirocytd v systému ABO. Vydelfo-
vini skupinové p¥isludnosti v systému ABO
je zdkladnim a nejfast8j$im sérologickym
vySetfenim v humdnni hematologické a
transitizni praxi. Provddi se napf. jako z&-
kladni sou€dst aplného pFedtransfizaniho
vyietieni, kontroly krevafl skupiny u liiZka
P zafdiku krevni transfiize, sérologickych
vySetfovani rodifek a vySetfovani novoro-
zench,

Vyskyt antigenit krevn& skupinového sy-
stému ABO neni omezen pcuze na erytrocy-
tarni membrdny. Ve formé slykoproteind se

—

nachazeji nap¥. v sekretech #lazovych bu- -

n&k gastrointestindlniho, genitdlniho a res-
pira¢nihc traktu. Antigenni sacharidové
struktury jsou rovnéZ soutdst! buné&&nych
membran epifelidlni tkdné&, pfifemZ pozor-
nost se soustfeduje na zm&ny v expresi téch-
to antigenfl v souvislosti s v§vojovymi, di-
ferencianimi a zejména nadorovymi pro-
cesy. Znatny pofet imunohistochemickych
studii prokézal, Ze napf. u karcinomt plic,
Zaludku, prostaty a mofového méchy¥e do-
chézi ke ztrdtd A a B isoantigendl, které jsou
normalné piitomny wve zdravé epitelidlni
tkéani.

Krevn& skupinové antigeny A a B jsou pii-
tomny teké v epitelidlnich buiikdch sliznice
tlustého stfeva lidského plodu. Po narozeni
zistavajl zachovany v proximélni &4sti,
rychle v3ak mizi v distdlni &&sti tratniku.
Krevn& skupinové antigeny se znovu obje-
vuji u distdlné lokalizovanych karcinomi
— napk. v esovité klitce a rektu — a stdva-
il se vyznamnym diagnostickym znakem roz-
voje nadoru.

Diagnostickd séra anti-A- se dosud p¥ipra-
- vujl z lidské krve vybranych dércfi, u nich#
byly predem prokdzény prirozené vysoké
hodnoty aglutinind anti-A nebo z krve do-
brovolnych darcdi zdm&rn& imunizovanych
slinami vyluCovateld skupinovd specifické
substance A, pfip. substanci A pripravenou
z lidskych slin nebo zvifecihc materidlu —
— napf. Zaludedni mukozy prasat ¢i koni,
Substance uZivané k imunizaci lidskych do-
brovolnik{t je nezbytné podrobit stétni kon-
trole sterility, neSkodunosti a G&innosti. Pro-
toZe koncentrace Zadanych protilatek v sé-
ru klesd po imunizaci s fasem, je nutné
provadét imunizaci opakovand. Imunizace
dobrovolnik@ izolovanymi substancemi mo-
hou byt provazeny nep¥Fizniv§mi projevy,
jimZ lze predchdzet pouze desenzibilizaci
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imunizovanych jedinc@. Dosud uZivany zpii-
sob pfipravy diagnostickych sér anti-A kla-
de tedy znatné narcky na materidlni, kadro-
vé, metodické i organizaéni zajist&ni vyrob-
niho procesu.

Vedle Zaddanych protildtek anti-A se v sé-
ru kaZdého zdmérné imunizovaného i ne-
imunizovaného déarce, jeho¥ organismus je
nepfetrzité vystaven nejrizn&j$im antigen-
nim podné&idm, vyskytuji v heterogenni —
— sloZenim vZdy jedine¢né a neopakovatel-
né smési — mnohé daldi protilatky, z nichZ
ngkteré primo ovliviiuji reakci séra s erytro-
cyty a znehodnocuji diagnostickou udéinnost
ziskaného séra. Takové protilatky je nezbyt-
né ze séra odstranit. Standardizace jednotli-
vych SarZi diagnostick§ch sér je p¥i stdva-
jicim zplGsobu pripravy obtiZna a vZdy ne-
tplnd, nebot z vlastni podstaty dosavadni
piipravy sér vyplyva nemoZnost ziskat dvé
vyrobni SarZe stejnych vlastnosti. Nepfizni-
vym rysem <dosavadniho zplisobu pFipravy
diagnostickych sér anti-A je spotfeba vel-
kych mnoZstvi lidské krve.

Mnohé z uvedenych problémii dosud po-
uZivaného postupu piipravy diagnostickych
lidskych sér anti-A i fadu obtiZi vyplyvaii-
cich z nep¥{znivych vlastnosti soutasnych
diagnostickych sér je moZné odstranit za-
vedenim pfipravy my$ich monoklondlnich
protilatek anti-A, produkovanych lymfocy-
tarnimi hybridomy.

Takovéto hybridomy produkujici protilat-
ky byly pfipraveny v Fad& zemi i v CSSR a
v nékterych zemich jsou jiZ komer&né& do-
stupné a zacinaji se pouZivat v klinické sé-
rologické praxi.

Jde nap¥. c vyrobky firem:

Serotec [Anglie),

Immunotech (Francie),
Biotest-Diagnostics [NSR),
Diagnostics Pasteur (Francie), .
Celtech (Anglie).

V CSSR dosud chrangné hybridomy (HE-
-24 AO 229996, HE-02 AO 228 859, HE-18
AQ 229996), produkuji protilatky nevhodné
pro pouZiti v imunchistochemii. Nabizené
protilédtky v zahranidi jsou urfeny pro se-
rologické wvySetieni krevnich skupin. Zadn4
z uvedenych zahrani¢nich firem neuvadi
moZnost vyuZiti nabizenych protilatek v i-
munohistochemii.

Uvedené mnevyhody odstrafiuje hybridom,
uloZeny ve sbirce hybridomiti Ustavu mole-
kuldrni genetiky CSAV v Praze 4, Videiisk4
ul, 1083 pod oznadenim IMG CZAS HE-10,
ktery je zdrojem monoklondlni protilatky
proti lidskému erytrocytdrnimu skupinové-
mu antigenu A.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zpfisobem
znamym z odborné literatury (Fazekas de
St. Groth, S., Scheidigger, O.: Production
of monoclonal antibodies: Strategy and tac-
tics, J. Immunol. Meth.: 35: 1, 1980; Galfré,
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G., Howe, S. S., Milstein, C., Butcher, G. W.,
Howard, J. C.: Antibodies to major histo-
compatibility antigens produced by hybrid
cell lines, Nature, 266: 550, 1977) klonova-
nim souboru hybridnich bun&k, vzniklych
flizi bundk myS$i myelomové linie P3-X63-
-Ag8.853 a bundk, ziskanych ze sleziny my3I
kmene BALB'c, imunizovanych slinami vy-
ludovatele skupinové specifické substance
A,

Lymfccytdrni hybridom HE-10 produkuje
zcela homogenni protilatku, tzv. protilatku
monoklendlni, specificky reagujici s lidsky-
mi typovymi erytrocyty A1, A1B a A2 a kterd
nereaguje s erytrocyty A2B, B a O. Hybridom
HE-10 je moZné kultivovat v podmiunkéch
in vitro v kultivaénich médiich vhodnych
pro Zivo€isdné builky nebo v podminkédch in
vivo v peritonedlni duting my31 kmene
BALB/c. Hybridom HE-10 je moZné.dlouho-
dob& uchovédvat v konzervdch uloZenych
v kapalném dusiku. Produkci protilatky je
moZné zahajit po rozmrazeni bundfné kon-
zervy, aniZ by bylo tieba dal3iho antigenu.
Monoklenéglni protilédtika produkovand hyb-
ridomem HE-10 je specifickd pro lidsky e-
rytrocytdrni skupinovy antigen A a je prosté
jakychkoliv balastnich protilatek.

Pf¥iklad

Za ufelem pomnoZeni bun&k hybridomu
HE-10 v podminkédch in vitro bylo vpraveno
1 X 10% hybridomovych bun&k do kultivat-
ni lahve Legroux obsahujici 20 m! komplet-
niho kultivadniho média RPMI s fetalnim te-
lecim sérem (10%) (UMG CSAV). Po tiech
dnech réistu kultury hybridomovych bunék
bylo z lahve ziskdno kultivatni médium o-
bohacené o monoklondlni protilatku HE-10
uvoliiovanou do média hybridomovymi busi-
kami. U¢innost monoklonalni protilatky
HE-10 byla testovdna postupnym dvojndsob-

Tabulka
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nym Fed&nim kultivabniho média ohsahuji-
cihce monoklondlni pretildtkn v prostredi
izotenického roztoku chloridu sodného v
aglutinaénich zkumavkach podle oborové
normy ON 84 3225, Kultivatni médivm aglu-
tinovalo na -+ {podle ON 84 3225) erytrocy-
ty A1 v Feddni 1: 16, erytrocyty AtB v Fed&ni
1:16, erytrocyty A2 v Fedéni 1:8. S erytro-
cyty AzB, B a O kultivatni médium obsahu-
jici monoklondlni protildtku HE-10 nereago-
valo. Aglutinace eryirocytii Ai a AiB proti-
latkou HE-10 nebyla inhibovdna N-acetyl-
-D-galaktosaminem.

Pro testovani reaktivity protildtky HE-10
na tkénovych Fezech byly bloptické vzorky
odebirdny z ndkoiika mist tlustého stfeva,
fixovany ve formaldehydu a zality do para-
finu. Po odparafinovani ¥ezdl byla aplikova-
na protildtka HE-10 (nafedény supernatant)
a jeji vazba na terfové struktury byla sle-
dovana pomoci prasedi protilatky proti my-
$imu imunoglobulinu znadené kifenovou pe-
roxiddzou (Ustav sér a ofkovacich latek,
Praha].

Protildtka HE-10 vyrazné barvila na Te-
zech z norméln{ tkdnd ohlast okolo jadra v
buiikdch epitelu krypt s maximem v proxi-
mé&lin{ g4asti tlustého stieva a vymizenim po-
zitivity v oblasti esovité kli¢ky a konecCniku.
Pozitivni reakce se projevila v oblasti dis-
tdlniho traéniku pouze ve vzorcich z nddo-
rové tkané (adenokarcinom sigmoidea).

Vyznamné je, ¥e protildtka HE-10 dava
té% pozitivni reakci w supranukledrnf oblas-
ti n&kterych bun&k epitelu leZicich v bliz-
kosti nddorovych loZisek a klasifikovanych
b&Znymi histologickymi p¥Fistupy jako zcela
normalni buiiky. Obraz ziskany pfi pouZiti
protilatky HE-14 je zdsadn# odlidny; buiiky

. jsou bharveny diftizné a pozitivni reakce je

pouze v nadorovych buiikdch. Vysledky
srovndni reaktivity jednotlivich MP jsou
shrnuty v tabulce. ’

Reaktivita moncklondlnich protildtek v tkatiovych Fezech! pacientd s krevni skupinou A

Monoklonédlni protilatka Cilovy Tradnik Distalni Adenokarci-

! antigen traénik nom distélniho
tradniku

HE-10 iA 42 _ L2

HE-14 A = — H-

HE-02 A — — —

HE-18 A — — —

HE-24 A — — —

HEB-20 B — — —_

Poznémka:

1 fixace formolem, zaliti do parafinu

? lokalizace w buiikdch v oblasti Golgiho aparéatu
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Bufiky hybridomu HE-10 maji ultrastruk-
turdlni obraz typickych myelomovych bu-
n&k, kde p¥evaZujici organelou jsou 'volné
a4 na membrdny vazané polyribosomy. V
podminkach in vitro rostou v podebé& polo-
suspenznich kultur. Zdkladnimi kultivaénimi
‘médii jsou RPMI nebo Eaglovo esencidlni
médium s Hankscovou solnou smési, doplng-
né o neesencidlni aminokyseliny, L-gluta-
min (3mM) a pytuvat sodny (1mM]) (mé-
dium oznatované jako H-MEMd, Ustav mo-
lekuldrni genetiky CSAV).

Média jsou pro kultivaci hybridomu HE-10
doplnéna (penicilinem, streptomycinem, 2-
-merkaptoetanolem (5 X 107%), pufrem
HEPES (2 a¥ 4 X 1073 M) a inaktivovanym
bovinnim sérem pro TK (Bioveta n.p., Iva-
novice na Hané, 10%). Pro ziskdvéani kulti-
vatniho média obohaceného o monocklondl-

ni protildtku HE-10 (supernatantu kultury
hybridomovych bun&k) k diagnostickym G-
¢elim je v kultivatnim médiu nahrazeno
inaktivai bovinni sérum fetdlnim telecim
sérem,

Hybridom HE-10 je kultivovdn p¥i 37 °C.
Stfedni generalni ¢as je 18 hodin, modéalni
pocet chromosomtt 20 mésici po sestrojeni
\(fazi) je 82 chromosomf. Predukovand mo-
noklondlni protildtka je mySi imunoglobu-
lin t¥idy IzM, kappa.

Monocklonélni protildtka produkovana my-
8im lymfocytdrnim hybridomem HE-10 mfiiZe
byt vyuZita ve zdravotnické praxi jako sou-
¢ast diagnostického panelu obsahujiciho
také monoklondlni protilatky HE-14, HEB-20
a HEB-27 k upfesn&ni patologicko anato-
mické diagnézy nddorovych onemocn&ni ten-
kého a tlustého stfeva.

PREDMET VYNALEZU

Mysi lymfocytdrni hybridom IMG CZAS
HE-10, produkujici monoklonédlni protildtku

Severografia, n. p. zavod 7, Most

proti lidskému erytrocytarnimu skupinové-
mu antigenu A t¥idy I1gM.

Cena 2,40 Kés
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