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Vyndlez se tykéd nové produk&ni hybridomové linie vytvéd¥ejici specifickou monoklo-
ndlni protildtku proti povrchovému antigenu viru hepatitidy B /HBsAg/. Hybridom byl
sestrojen fuzi bufky my8i myelomové linie a my3iho lymfocytu, senzibilizovaného antige~
nem HBs,.

Diagnostické sére proti HBsAg jsou zdkladni sloZkou souboru imunoreagencii nezbyt-
nych pro serologickou diagnostiku onemocnédni &lovika virovou hepatitidou B a pro zjisto-
véni ptitomnosti viru hepatitidy B v krvi a krevnich derivdtech v transfuzni sluibg,
Tato sére jsou souldsti souprav pro detekci HBsAg /SEVATEST ELISA HBsAg-IMACRO I nebo
ELISA HBaAg MICRO 1/, které jsou pou2ivdny ve zdravotnictvi pfi rutinnim vy3etfovéni

krvea

Diagnostickd séra pouZivand pro stanoveni HBsAg pomoci uvedenych testd jsou hy-
perimuni krdlili a kozi antiséra, piipravovand dosud opakovanou imunizaci zvifat puri-
fikovanym HB3Ab, pi*ipravovanym z lidskych plazem nosi0 HBsAg. Piiprava HBsAg je znal-
nd ndroind na materidlni, metodické i organiza&ni zajisdt&ni vyrobniho procesu. Nedostat-
kem tohoto zplsobu p*iprevy hyperimunich antisér je, 2e ndkterd zvifata nedostatelnd
reaguji na imunizaci HBsAg,&im% dochézi 'k vyrobnim ztratdm. Vedle 24danych protilédtek
proti HBsAg se v hyperimunich antisérech mohou vyskytnout i neZédouci protilatky proti
lidskym sérovym bilkovinédm, které je nutno ze séra odstranit vysycenim. Standardizace
jednotlivych Zarii diagnostickych sér je pii -stédvajicim zpOsobu pifipravy obtiZnd a vidy
netplnd, nebof z vlastni podstaty dosavadniho zplsobu pfipravy imunnich sér vyplyvé,

%2e nelze ziskat dvé vyrobni 3arZe stejnych vlastnosti,

Dal3im nedostatkem vySetfovédni HBsAg provdd&ného pomoci dosud uZivanych polyklo-
nélnich sér je, 2e nelze vylou&it chybné vysledky, zpOsobené ni%8{ citlivosti nebo ne-
o&ekdvanymni vlastnostmi diagnostickych aér.

Mnohé z uvedenych problémdé dosud pouZivaného postupu pFipravy diagnostickych sér
-1 #adu nedostatkd vyplyvajicich z nevhodnych vlastnosti dosud pouZivanych polyklondl-
nich diagnostickych sér je moZné odstranit zavedenim pfipravy my3ich monoklondlnich
protildtek proti HBeAg produkovanych B-iymfocytérnimi hybridomy. Hlavnim p*inosem za-
vedeni monoklondlnich protildtek je pifedevdim zjednodu3eni{ a urychleni vyrobniho postu-
pu, Uspora purifikovaného HBs antigenu, standardizace p&ipravy jednotlivych Zarii )
diagnostickych sér, zvydeni citlivosti a specifity vy3etfeni 1 zkrdceni doby nutné pro
provedeni diegnostického testu, o

Zdrojem monoklondlni protildtky proti HBsAg je hybridomovd linie HBS~02, uloZens
ve sbirce hybridomd Ustavu sér a olkovacich létek, Praha 10, W.Piecka 108 pod oznale-
nim HBS - 02 AO 36/86. )

Uvedeny hybridom byl sestrojen zplsobem zndmym z odborné literatury /S.Fazekas
de St. Groth, D. Scheidigger: Production of monoclonal antibodiest Strategy and tactics,
J.Immunol, Meth. 35:1,19804 J, Kalil, D. Crevat, M, Fellous, J. Drouet, A.M. Courouce,
C. Roparss Production d’anticorps monoclonaux anti-HBs, Ann-Immunol,/Inst,Pasteur/
132¢,319,1981/ klonovénim souboru hybridnich bun&k, vzniklych fuzi bundk mysi myelomo=
vé linie P3-X63-Ag8.653 & senzibilizovanych lymfocyt®, ziskanych ze slezin my3i kmene
BALB/c, imunizovanych HBsAg.

B-lymfocytdrni hybridomovd linie HBS~02 produkuje zcela homogeni protildtky tzv.
protildtky monoklondlni, které specificky reaguji s HBsAg & nikoliv s lidskymi plasma-
tickymi bilkovinami, Hybridom HBS - 02 je moZné p&stovat v podminkédch bun&&né kultury
in vitro nebo in vivo v peritonedlni duting my3i kmene BALB/c nebo jej dlouhodobé& ucho-
vévat pii teplotd kaspalného dusiku. Monoklondlni protilatka produkovand hybridomem
HBS ~ 02 je specifickd pro HBsAg a prostd dalsich nezédoucich protilétek.

Budky hybridomu HBS=02 jevi ultrastrukturdlni obraz typickych myelomovych bunék
s volnymi i na membrénu vézanymi polyribozomy. V podminkdch bun&Zné kultury rostou ja-
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ko slabd. adherujici buifky /polosuspenzni kulturs/ v mediu MEM nebo RPMI 1640, doplnéném
2-merkaptoetanolem /5 x 10'5n/, 10 % teleciho séra pro tkéfové kultury a antibiotiky

/ 100 j§, penicilinu, 100 ug streptomycinu a 40 ug gentamycinu v 1 ml/ pFL 37 °C, Stfed-
ni generaini doba produkini linie HBS - 02 &ini 20 hodin. Produkovand monoklondlni pro=-
tildtka je mysi imunoglobulin t#idy IgG 1, jeji izoelektricky bod je 5,6 a% 6,1,

PFiklad 1

Za ulelem pomnoZeni produkni hybridomové linie HBS = 02 a zigkéni monoklondlni
protildtky bylo vyseto do kultiveini néddobky 1 x 10° bundk /1 ml kultiva&niho média.
Po 3 dnech rlOstu bundk bylo z kultiva&ni nddoby ziskdno kultivaini médium, obohacené
o monoklondlni protildtky, vytvorené bufkami produk&ni hybridomové linie. Monoklonsdlni
protilgtky reagovaly s purifikovanym HBsAg v radioimunologickdm stanoveni a% do fed&ni
1107,

P*iklad 2

Monoklonélni protildtka proti HBsAg byla ziskdna in vivo po inokulaci 5 x 108 bunék
hybridomové produkéni linie HBS ~ 02 do peritonedlni dutiny my2i kmene BALB/c, které by~
lo 14 dni pifedem injikovéno stejnym zpl@sobem 0,5 ml parafinového oleje. Monoklondlni
protildtky proti HBsAg byly obsaZeny v ascitické tekutind, ziskané z peritonedlni duti-
ny my3i ze 12 dni po inokulaci bundk. Monoklondlni protildtky reagovaly s purifikovanynm
HBsAg v radioimunologickém stanoveni a% po Fed&ni 1 : 109. Bylo ziskdno 5 ml ascitické
tekutiny s obsahem imunoglobulinu 12 mg/ml. ’

PREDMET VYNALEZU

My$i B-lymfocytédrni hybridomové produkéqi linie HBS - 02 A0 36/86 produkujici
monoklondlni protildtku podt¥idy IgCl proti povrchovému entigenu viru hepatitidy B,
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