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Redeni se tykd my$iho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujiciho protildtku proti
lidskému erytrecytdrnimu skupinovému an-
tigenu B, uloZeného ve shirce hybridomi
Ustavu molekuldrni genetiky CSAV pod o-
znadenim HEB-20. Monoklondlni protildtka
hybridomu HEB-20 je vhodnd jakc soutdst
diagnostického panelu obsahujiciho take
monoklondlni protilatky HE-10, HE-14 a
HEB-27 k upfesnéni patologickc anatomické
diagnozy nadorovych onemocnéni tenkého
a tlustého stfeva a nddorovych onemocnéni
plicni tké&né.
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Vynalez se tykd nového hybridomu, tj.
hybridniho jeduobuné&ného orzanismu, se-
strojeného fizi builky my3i myelomové linie
Sp 2/0 a my3i slezinné lymfoidni buiiky pro-
dukujici protildtku proti lidskému erytrocy-
tdrnimu skupinovéru antigenu B.

Diagnostickd séra proti lidskému erytro-
cytarnimu skupinovému antigenu B (zkri-
cené diagnostickd séra anti-B) jsou zdklad-
ni sloZkou soubori diagnostickych sér slou-
Zicich ) urdeni skupinové pFisludnosti lid-
skych erytrocytd v systému ABO. Vy3etro-
véni skupinové piisluSnosti v systému ABO
je zdkladnim a nejfast8j¥im sérologick{m
vySetfenim v humdnni, hematologické a
transitzni praxi. Provddi se napf. jako za-
kladni soudsdst tplného predtransfizniho
vySetfeni, koniroly krevni skupiny u ldZka
pri zaldtku krevni transfize, sérologickych
vySetfovini rodifek a vy3etfovani novoro-
zencil. N

Vyskyt antigendi krevn& skupinového sy-
stému ABO neni omezen pouze na erytro-
cytdrni membrany. Ve formé& glykoproteint
se nachdzeji napf. v sekretech Zlazovych
bunék gastrointestindlniho, genitalniho a
respiradniho . traktu. Antigenni sacharidové
strukitury jsou rovn&Z souddsti bunstnych
membréan epitelidlni tkdné, p¥idemZ pozor-
nnst se soustfeduje na zmény v expresi téch-
to antigenli v souvisiosti s vyvojovymi, di-
ferencia€nimi a zejména nadorovymi pro-
cesy. Znsfny pofet imunchistochemickych
studii prokdzal, Ze nap¥. u karcinomfi plic,
Zaludku, prostaty a motového méchyie do-
chazi ke ztrdt€ A a B izoantigend, které
jsou normdlné p¥itomny ve zdravé epitelidl-
ni tkani.

Krevné skupinové antigeny A a B jsou pii-
tomny také v epitelidlnich buiikach sliznice
tlustého stfeva lidského plodu. Po narozeni
z{stivaji zachovdny v proximédlni ¢4sti, rych-
le vSak mizi v distdlni ¢asti tratniku. Krev-
né skupinové antigeny se znovu objevuji u
distdlng lokalizovanych karcinom@t — napf¥.
v esovité kliCce a rektu — a stdvaji se vy-
znamnym diagnostickym znakem rozvoie
nadoru.

Diagnostickd séra anti-B se dosud v&tsi-
nou p¥ipravuji z lidské krve vybranych dar-
cll, u nichZ byly pr¥edem prokdzany p¥iroze-
né vysoké hodnoty aglutininil anti-B nebo
Z krve dovrovolnych dércl zdm8rné imu-
mizovanych slinami vylutovateld skupinové
specifické substance B, p¥ip. substanci B
pfipravenou z lidskych slin nebo zvifeciho
materidlu ~- napl¥. Zalude&ni mukdézy prasat
¢i koni.

Substance uZivané k imunizaci lidskych
dohbrovolnikt je nezbytné podrobit statni
kontrole sterility, ne¥kodnosti a d&innosti.
ProtoZe koncentrace Zadanych protildatek v
séru klesd po imunizaci s fasem, je nutné
provadét imunizaci opakovand, Imunizace
dobrovolnikdt izolovanymi substancemi mo-
hou byt provdzeny nepiiznivymi projevy,
jimZ 1ze pFedchdzet desenzibilizaci imunizo-
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vanych jedinci. Dosud uZivany zpfisob pri-
pravy diagnostickych sér anti-B klade tedy
znatné ndroky na materidlni, kddrové, me-
todické i organiza&ni zaji¥t&ni vyrobniho
procesu.

Vedle Zadanych protilatek anti-B se v sé-
ru kaZdého zdmé&rn& imunizovaného i ne-
Imunizovaného dédrce, vyskytujl v heterogen-
nf sloZenim vZdy neopakovatelné a jedi-
netné smdési — mnohé daldi protilatky, z
nichZ n&které p¥imo ovliviiuji reakei séra
a erytrocyty a znehodnocuji diagnostickou
Glinnoest ziskaného séra. Takové protilétky
je nezbytné ze séra odstiranit. Standardizace
jedootlivych Sarii diagnostickych sér je p¥i
stiavajicim zpfisobu p¥ipravy obtiZnd a vidy
neiplng, nebot z vlastni podstaty dosavadni
p¥ipravy sér vyplyvd nemoZnost ziskat dvé
vyrobni SarZe stejnych vlastnosti. Nepfizni-
vym rysem dcsavadniho zplisobu p¥ipravy
diagnostickych sér anti-B je spotFeba wvel-
kych mnoZstvi lidské krve.

Mnohé z uvedenych problémé dosud po-
uZivaného postupu pfipravy diagnostickych
lidskych sér anti-B a Fadu obtiZi vyplyvaiji-
cich z nepfiznivfch vlastnosti diagnostic-
kych sér soufasnych je moZné odstranit za-
vedenim piipravy my$ich monoklondlnich
protilatek anti-B, produkovanych lymfocy-
tarnimi hybridomy.

Podobné hybridomy produkujici protilat-
ky byly p¥ipraveny v fad& zemi a v n&kte-
rych z nich jsou jiZ komerdn& dostupné a
zafinaji se pouZivat v klinické praxi.

Jde nap¥. o vfrobky firem:

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

Nabizené protildtky v zahrani¢i jsou ur-
Ceny pro sérologické vySetPeni krevnich
skupin. Zadnd z uvedenych zahranidnich fi-
rem neuvddi moZnost vyuZiti nabizenych
protilatek v imunohistochemii.

Uvedencu nevyhodu odstraiiuje hybridom,
uloZeny ve sbirce hybridomt& Ustavu mole-
kuldarni genetiky CSAV v Praze 4, Videiiska
ul. 1083 pod oznafenim IMG HEB-20, ktery
je zdrojem monoklonalni protildtky proti
lidskému erytrocytdrnimu skupinovému an-
tigenu B.

Uvedeny hybridom byl ziskdn zpfisobem
zndmym s odborné literatury (Fazekas de
St. Groth, S., Scheidigger, O.: Production of
moncclonal antibedies: Strategy and tactics,
J. Immunol. Meth.: 35: 1, 1980; Galfré, G.,
Howe, S. S., Milstein, C., Butcher, G. W., Ho-
ward, J. C.: Antibodies to major histocompa-
tibility antigens produced by hybrid cell li-
nes, Nature, 266: 550, 1977) klonovdnim
souboru hybridnich buné&k, vzniklych fizi
bun&k mysi myelomové linie Sp 2/0 a bunék,
ziskanych ze sleziny my$i F1 (BALB/c X B
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10.A), imunizovanych erytrocyty skupiny B.

Lymfocytdrni hybridom HEB-20 produkuje-

zcela homogenni protilatku, tzv. prctilétku
monoklondlni, specificky reagujici s lidsky-
mi typovymi erytrocyty B, AiB a A2B a ktera
nereaguje s erytrocyty A1, A2 a 3. Hybridom
HEB-20 je moZné kultivovat v pocdminkdch
in vitre v kultivatnich médiich vhodnych
pro ZivodiSné builky nebo v podminkéch in
vivo v peritonealni dutini my3i F1 (BALB/c
X B 10.A]).

Hybridom HEB-20 je moZné dlouhodobé
uchovdvat v konzervéch uloZenych v kapal-
ném dusiku. Produkci protildtky je moZné
zahdjit po rozmrazeni bun&éné konzervy,
aniZ by bylo tfeba dalSiho antigenu. Mono-
klondlni protildtka produkovand hybrido-
mem HEB-20 je specifickd pro lidsky eryt-
rocytérni skupinovy antigen B a je prosta
jakychkoliv balastnich protilatek.

P¥iklad

Za tuUGelem pomnoZeni bundk hybridomu
HEB-20 v pedminkach in wvitro bylo vprave-
no 1 X 10% hybridomovych bundk do kulti-
vatni ldhve Legroux obsahujici 20 ml kom-
pletniho kultivaéniho média RPMI s fetdlnim
telecim sérem (10%). Pc t¥ech dnech riistu
kultury hybridomovych bund&k byle z ldhve
ziskdno kultivatni médium obohacené o mo-
noklonédlni protildatku HEB-20 uvoliiocvanou
do média hybridomovymi buiikami. Uinnost
monoklonaini protilatky HEB-20 byla testo-

Tabulka
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vina postupnym dvojndschnym Fed8nim
kultivetniho média obsahujiciho moncklo-
nalni pretildtku v prosifedi izoionického
roztoku chleridu sodného v aglutina&nich
zkumavkdch ‘podle oborové normy ON
84 3225, Kultiva¥ni médium aglutinovalo na
(podle ON 84 3225) erytrocyty B v Fad8al
1:32, erytrocyty A1B v Fed&ni 1: 18, erytre-
cyty A2B v Fedéni 1:186. S erytrocyty A1, Az
a 0 kultivaéni médivm obsahuiici mongklo-
nadlni protildtku HEB-20 nereagovalo.

Pro testovani reaktivity protilatky HEB-20
na tkanovych Fezech byly bioptické vzorky
odebirdny z né&kolika mist tlustého sifeva,
fixovdny ve formaldehydu a zality do para-
finu. Po odparafinovani fezfi byla aplikové-
na protilatka HEB-20 (nsafedény superna-
tant] a jeji vazba na terfové struktury byla
sledovdna pomoci prasedi protildtky proti
mysimu imunoglobulinu znatend k¥enovou
peroxiddzou (Ustav sér a otkovacich latek,
Praha).

Protilatka HEB-20 vyrazné barvila na Fe-
zech z normdlni tkédné difdznd mucindzni
butiky krypt s maximem v proximélni 84sti
tlystého st¥eva a vymizenim pozitivity v ob-
lasti esovité klidky a koneniku. Pozitivni
reakce se projevila v oblasti distdlniho trad-
niku pouze ve vzorcich z nadorové tkand
(adenokarcinom sizmoidea]). Silnd pozitivni
reakce. byla t6Z pozorovdna s pFitomnymi

erytrocyty. Vysledky srovndni reaktivity

jednotlivich monoklondlnich protildtek jsou
shranuty v tabulce. :

Reaktivita monoklonélnich protilatek v tkaiovych Fezech! pacientfi s krevni skupinou B

Meonoklondlni protildtka Cilovy Tratnik Distélni Adenokarci-

antigen tranik nom distalniho

tratniku

HEB-20 . B H- — o+
HEB-27 B H- — H-
HE-10 A — — —
HE-14 A — — —
Poznamka:

! fixace formolem, zaliti do parafinu

V podobn& odebranych a zpracovanych
vzorcich plicni tkdné byla pozitivni reakce
na rozdil od protildtky HEB-27 pozorovéna
pouze v bazdlni vrstvé epitelu bronchit a v
sekretu na povrchu bronchii a v luminech
¢4sti bronchidlnich Z?l4zek. Protildtka HEB-

-20 téZ znadila pfitomné erytrocyty a endo-

tel krevnich cév.

Buitky hybridomu HEB-20 maji ultrastruk-

turalni gbraz typickych myelomovych bungk,
kde pfevaZujici organelou jsou volné a na
membrany védzané polyribosomy. V podmin-
kédch in vitro rostou v podobé& polosuspenz-

nich kultur, Zgkladnimi kultivatnimi médii
jsou RPMI nebo Eaglovo minimélni esencial-
ni médium s Hankscvou solnou smési, dopl-
néné o neesencidlni aminokyseliny, L-gluta-

.min (3mM) a pyruvat sodny (1mM] médium

oznatované jako H-MEMd {Ustav molekulér-
ni genetiky CSAV).

Média jsou pro kultivaci hybridomu HEB-
-20 dopln&na penicilinem, streptomycinem,
2-merkaptoetanolem (5 X 1075 M), pufrem
HEPES (2—4 X 1075 M) a inaktivovanym
bovinnim sérem pro TK (Bioveta n. p., Iva-
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novice na Hané, 10%). Pro ziskgvéni kulti-
vatniho média obohaceného o monocklondlni
protilatku HEB-20 (supernatantu kultury
hybridomov§ch buné&k) k diagnostickym a-
gelim je v kultivatnim médiu nahrazeno
inaktivované bovinni sérum fetidlnim tele-
cim sérem.

Hybridom HEB-20 je kultivovdn p#i 37 °C.
Stfedni generatni ¢as je 17,0 hodin, modalni
patet chromosomfl 40 mésicli po sestrojeni
(fazi) je 86 chromosomi. Produkovand- mo-
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noklondlni protilatka je my3i imunoglobu-

lin tFidy IgM, kappa.

Monoklonélni protildtka produkovand my-
8im lymfocytarnim hybridomem HEB-20 mi-
Ze byt wyuZita ve zdravotnické praxi jako
soudast diagnostického panelu obsahujiciho
také monoklonalni protilatky HE-10, HE-14
a HEB-27 k upfesnéni patologicko anatomic-
ké diagn6zy nddorovych onemocn&ni tenké-
ho a tlustého stifeva a madorovych onemoc-
néni plicni tkéné.

PREDMET VYNALEZU

My8i lymfocytédrni hybridom IMG CZAS
HEB-20, produkujici monoklonédlni protilét-

Severografia, n. p. zdvod 7, Most

ku proti lidskému erytrocytdrnimu skupino-
vému antigenu B t¥idy IgM.

Cena 2,40 K&s
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