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(57) Riesenie sa tyka mySieho lymfocytarneho
hybridému, produkujiceho monoklonélnu pro-
tilatku proti nadorovému antigénu, zdruZené-
mu s bunkami fudského maligneho melan6mu,
ktory je uloZeny v zbierke hybridémov Ustavu
experimentélne) onkol6gie SAV v Bratislave
pod oznac¢enim RG-12. Monoklonalna protilt-
ka hybridému RG-12 je vhodna na pouZitie pri
diagnostike maligneho melanému a monitoro-
vani priebehu tohto zhubného ochorenia stano-
venim hladin cirkulujicich protinddorovych
protilatok metodou kompetitivného radioimu-
notestu a pri diferencidlnej diagnostike melig-
nych melanémov, benignych koznych nadorov
a nadorov neuroektodermélneho pévodu me-
todou imunohistochemickych vySetreni parafi-
novych rezov tkaniv.
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Vynalez sa tyka nového bunkového hybridé-
mu, zostrojeného bunkovou flziou my3ej mye-
lomovej linie Sp2/0 a my3ej slezinove) lymfoid-
nej bunky, produkujice) protilatku proti mem-
brianovému antigénu bunick linic fudského ma-
ligneho melanomu HIMB-2,

Zavedenim hybridomovej technologic sa ot-
vorila cesta k priprave monoklonalnych proti-
latok, namierenych proti antigénnym determi-
nantom buniek niZsich i vyssich organizmov
v¢itane buniek nadorovych. Protinadorové mo-
noklonédlne protilatky na3li Siroké uplatnenie
v imunohistochemickej, radioimunologickej
a lokalizacnej diagnostike primarnych nadorov
a ich metastaz a v kontrole progresie nadoro-
vej choroby po terdpii. Prevazna vicsina dosial
pripravenych protinddorovych monoklonal-
nych protildtok je namierend proti antigénom
transplanta¢ného typu, antigénom cytoskeletu,
diferenciaénym antigénom a antigénom em-
bryonéalneho povodu. V sucasnosti jestvuje vo
svete iba niekol’ko monoklonélnych protilatok
reagujicich s neoantigénmi zdruZenymi s néa-
dormi rovnakej histogenezy.

V ostatnych rokoch sa podarilo vyvinat mo-
noklonalne protilatky proti antigénom zdruze-
nym s bunkami ludského koZného maligneho
melanému [Ziai, M. R, Imberti, L., Nicotra, M.
R., Badaracco, G., Segatto, O., Natali, P. G., Fe-
rrone, S.: Analysis with monoclonal antibodies
of the molecular and cellular heterogeneity of
human high molecular weight melanoma asso-
ciated antigen. Cancer Research 47, (1987),
2474; Hotta H., Ross, A. H., Huebner, K., Isobe,
M., Wendeborn, S., Chao, M, V,, Risciardi, R. P.,
Tsujimoto, Y. Croce, C. M., Koprowski, H.:
Molecular cloning and characterization of an
antigen associated with early stages of melano-
ma tumor progression. Cancer Research, 48,
(1988), 2955]. Ziadna z nich viak nie je prisne
specifickd pre bunky maligneho melanému.
Dokazala sa ich sicasnd reaktivita s tkanivami
a niddormi neuroektodermélneho povodu ako
i s nadormi inej histogenezy [Steplewski, Z.,
Herlyn, D., Clark, W. H,, Ross, A. H,, Blaszcyk,
M., Pak, K. Y., Koprowski, H.: Production and
characterization of monoclonal antibodies
against human malignant melanoma. Cancer
Investigation, 1, (1983), 215; Hotta a spol,, Can-
cer Research, 48, (1988), 2955). Vacsina dosial
vyvinutych antimelandomovych protilatok rea-
guje s antigénmi, ktoré sa denaturuja formolom
(fixativum, rutinne pouzivané na fixaciu tkaniv
pre histologické vy3etrenie) a preto nie si
vhodné pre imunohistochemické testy. Pre tieto
testy je komeré¢ne pripravovanych niekol'ko an-
timelan6movych monoklondinych protilatok
s roznym stupitom §pecificity firmou Dakopatts
A. S. (Santa Barbara, California, USA;) firm(_)u
Hybritech Company (San Diego, California,
USA) a i. V sucasnosti nie st komeréne dostup-
né antimelanémové monoklondlne protildtky
v stipravich pre radioimunodiagnostické vySet-
renie cirkulujacich antimelanémovych protila-

tok v sérach pacientov s malignym melané-

mom.

Uvedené nedostatky do znacnej miery od-
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strafiuje hybridém, produkujici monoklonlnu
protilatku proti antigénu zdruZzenému s bunka-
mi ludského maligneho melanomu, ktory je
uloZeny v zbierke hybridémov Ustavu experi-
mentélnej onkolégie SAV v Bratislave, ul. Csl.
armidy 21, pod oznacenim RG-12.

Hybridom RG-12 bol ziskany fuziou slezino-
vej bunky my3i kmeiia Balb/c, umunizovanc;
bunkami linie fudského maligneho melanému
HMB-2, s bunkou mysicho plazmocytému
Sp2/Q spdsobom, popisanym v odborne;j litera-
ture [Kohler, G., Milstein, C.: Continuous cultu-
res of fused cells secreting antibody of predefi-
ned specificity. Nature, 256, (1975), 495] a na-
slednym klénovanim saboru hybridnych buniek
Standardnou technikou.

Ziskany hybridom produkuje monoklondinu
protildtku, ktord sa $pecificky viaze na nadoro-
vy antigén, pritomny v bunkéch l'udského ma-
ligneho melanému a v bunkach nadorov epite-
lového povodu (karcinémy) nie viak v bunkach
zdravych tkaniv.

Bunky hybridému RG-12 moZno pomnoZzo-
vat v podmienkach in vitro v §tandardnych mé-
diach pre Zivocisne bunkové kultiry, alebo in
vivo v peritonedlnej dutine mysi kmetia Balb/c.
Viabilné bunky hybridému mézu byt uchova-
vané v ampulkach pri -180 °C v kvapalnom du-
siku. Ich rozmrazenim sa ziskavaji Zivotas-
chopné kultary, ktoré sa pouZivaji ako zdroj
monoklonélnej protilatky.

Priklad

Hybridémové bunky sa pomnozovali in vivo
aplikdciou 1 x 10" buniek intraperitonealne
mySiam kmefia Balb/c bez predchadzajice;j
premedikacie. Na 21. deii rastu hybridému v as-
citovej forme bola my$ utratena a ascitova te-
kutina bola odobrana punkciou brusnej dutiny.
Ziskalo sa 5,6 ml ascitovej tekutiny s obsahom
6,9 mg/ml imunoglobulinu. Tento bol z ascito-
vej tekutiny izolovany vyzrazanim v 2 M sirane
aménnom a purifikovany chromatografiou na
kolone dietylaminoetyl-celulézy. Ascitova te-
kutina obsahujiica monoklonalnu protilatku
i purifikovana protilatka vykazovala v imuno-
histochemickom teste na parafinovych rezoch
tkaniv §pecifickd vdzbu na bunky l'udského ma-
ligneho melanému a bunky karcinémov, nie
v3ak na bunky zdravych tkaniv a nadorov inej
histogenezy. V kompetitivnom radioimunoteste
monoklonalna protilatka odhaluje cirkulujice
protinadorové protilatky v 85 % sér pacientov
s malignym melanémom,

V podmienkach in vitro rastie hybridém RG-
-12 ako suspenzna kultra. Bunky hybridému
maju velkost a tvar charakteristicky pre mye-
l6mové bunky. Obsahuji fizované bunkové ja-
dra s aneuploidnym karyotypom. Ako rastové
médium sa pouZiva minimalne esenciélne médi-
um MEM (Ustav sér a o¢kovacich latek, Praha)
obohatené 10% fetalneho telacieho séra (Biove-
ta, Ivanovice na Hané), gentamycinom a néraz-
nikovym roztokom bikarbonatu sodného. Kul-
tary st udrziavané v termostate pri 37 °C v hu-
midifikovanej atmosfére v pritomnosti 5% CO.,.
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Za tychto podmienok je stredn& genera¢nd do-
ba buniek hybridému 22,5 hod. Hybridém pro-
dukuje monoklonalny imunoglobulin triedy
lgG.

Hybridom RG-12 moze byt priemyslovo vy-
uzivany ako zdro) monoklondlney protilatky
proti malignemu melanomu. v kompetitivnom
radioimunoteste s pouZitim membrinovych bi-
elkovin melanémovych buniek HMB-2 méze
byt monoklonalna protilatka pouZita pre kvan-
titativne i kvalitativne stanovenie cirkulujicich
protinadorovych protilitok u pacientov s ma-

CS 267 400 B1
4

lignym melanémom pri diagnostike, diferenci-
alnej diagnostike a monitorovani priebehu
ochorenia po radikilnej lie¢be. V imunohisto-
chemickom vy3etreni parafinovych rezov tka-
niv sa monoklonalna protilitka uplatni pri de-
ferencidlne) diagnostike malignych melandomoy
a ich metastdz od benignych pigmentovanych
niddorov koZe a inych nadorov neuroektoder-
méilneho povodu. Potencidlne mozné vyuZitie
moZno oCakavat pri imunoscintigrafickej loka-
lizaénej diagnostike metastaz maligneho mela-
nému in vivo.

PREDMET VYNALEZU

Mysi lymfocytarny hybridém RG-12, produ-
kujuci monoklondlnu protilatku triedy 1gG

proti nddorovému antigénu, zdruZzenému s bun-
kami Tudského maligneho melanému.
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