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{54) My lymfocytérni hybridom produkujici monoklonalini imunoglobulin
proti lidskému choriogonadotropnimu hormonu :

Jednd se o prost¥edek pouZitelny
k dasnému prlkazu tdhotenstvi a ke sledové-
ni dspésnosti 1é&by n&kterych nddorovych
onemocn&ni. Podstatou je monoklondlni
protildtka proti lidskému choriogonadotrop-
nimu hormonu /HCG/. My${ lymfocytdrni
hybridom IMG CZAS H-3G4 je uloZen ve Sbirce
hybridomi Ustavu molekuldrni genetiky CSAV
v Praze.
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vVyndlez se tyk& my¥fho mynfocytdrniho hybridomu produkujicfho monoklondlni imunoglobulin
proti lidskému choriogonadotropnimu hormonu. Jednd se o hybridnf bun&&nou linii, kterd byla
sestrojena fuzi bun&k myelomové linie SP2/0 a my8ich slezinngch bun&k produkujifcich proti-
14tky proti lidskému choriogonadotropnfmu hormonu /HCG/. Tento hormon je prokazatelny v krvi
a v mo&i t&hotnych %en a zcela chybi u neté&hotnych.

Jeho v¢skyt v organismu zadind po implantaci oplozeného vaji&ka /okolo 8. dne po ovulaci/
a koncentrace HCG pak prudce stoupd. Na prikazu p¥itomnosti HCG v organismu jsou zaloZeny
diagnostické testy na t&hotenstvi.

Pot¥eba Zasné a spolehlivé diagnostiky t&hotenstvi vyvstévd nyn{ zvl14¥t& v souvislosti
se zavdddnim miniinterupci, jejich% provedenf je vé&zé&no na prvni tydny po poletf. S tim také
vzristaji poZadavky na zvyZeni citlivosti a spolehlivosti diagnostického testu.

Dosavadni .diagnostické testy vyu¥ivaji imunologické reakce konveninich antisér pfiprave~
ngch imunizaci krdlikd purifikovanym HCG. Sérum imunizovangch zvi¥at je zdrojem protilédtek
pro imunologické testy. Nevghodou pfipravy t&chto konven¥nich antisér Je poZadavek na vysoce
purifikovany hormon pro jejich p¥ipravu a jednotlivé BarZe antisér se li¥{ svou aktivitou
a obsahuji znadn& heterogenni sm&s protildtek. Je znémo, ¥e HCG a dal¥{ podobné hormony /LH,
FSH/ maji vysokou podobnost svého alfa fet&zce a &4sti beta Yetézce, a proto polyvalentn{
konvendni protildkty proti HCG reaguji i s t&mito hormony. Z dlvodl ur&ité basélni koncentrace
LH i u nét&hotnych Zen aglutinatni testy vyuiivajici konven&ni{ protildtky nejsou schopné
specificky prokizat ménd ne¥ 50 IU HCG/1l a tudf{Z t&hotenstv{ tak nemiZe byt t&mito protildtkami
prokdzané d¥fve neZ za 7 a%¥ 10 dni po vynechdn{ menzes.

Pomoci rozs&hlého vyhledédvaciho testovdni je mo¥né vyselektovat takové produkty hybridomd
- monoklondlni protilétky - které reagujf jen s jedinou antigennf{ determinantou na beta pod-'
jednotce HCG, kterd je specifickd promolekulu HCG a kterd chybf na molekuldch ostatnich hormoni.,
‘TakovA monoklondlni protildtka je vyu¥itelnd pro specifickou detekci HCG. To umoZiuje zcitlivé-
ni{ doposud pouffvanych aglutina®nich testld a zavedeni novych forem diagnostickych testd,
jako jsou testy enzymoimunologické a radioimunologické.

Vyu?it{ monoklondlnich protilétek proti HCG.umo¥fiuje zcitliv&ni detekce HCG. Usp&&nd
ptiprava monoklon&lnich protildtek proti HCG byla ji% v zahrani&f popséna a monoklondlni{
protildtky jsou vyuZivdny pro citlivou diagnostiku gravidity.

Podstatou vyndlezu je my%{ lymfocytdrn{ hybridom produkujfci monoklondlni imunoglobulin
proti lidskému choriogonadotropnimu hormonu ulofeny ve Sbirce hybridomﬁ OMG 8SAV v Praze 6,
Flemingovo nédm. 2, pod oznadenim IMG CZAS H-3G4.

Uvedeny hybridom byl zisk&n fuz{ slezinnych bun&k z BALB/c my¥{ opakované imunizovangch
HCG s bufikami myelomové linie SP2/0 zpisobem zndmym z odborné literatury /Fazekas de St.
Groth, S., Scheidigger, D. : J. Immunol. Methods 35: 1, 1980/ a klonovdnim ziskané populace
hybridnfch bun&k. Hybridom H-3G4 je mo¥né kultivovat in vitro v médifich vhodnych pro Zivo&i¥né
bufiky a je adaptovén pro rist.in vivo v peritonedln{ dutin& mys{ kmene BALB/c. Bufiky hybridomu
H-3G4 jsou uchovévény v kapalném dusiku a po jejich rozmraZen{ je mo%né zahdjit produkci
monoklondlnich protildtek bez dal%fho poZadavku na antigen.

zdkladnim kultivadnfm médiem pro bufiky hybridomu H-3G4 je Eaglovo minimdlni esencidlni
médium s Hanksovou solnou sm&s{ ohohacené o neesencidlnf aminokyseliny. Toto médium /oznadované
H~-MEMd - Ustav molekuldrni genetiky CSAV/ je pro kultivace hybridomi dopln&no antibiotiky
/penicilin, streptomycin/ a 10 % inaktivovaného telecfho séra. Hybridom je kultivovén p¥i
37 °% a produkovand protildtka je monoklondlni imunoglobulin podt¥idy IgGl: Tato protilgtka
reaguje v enzymoimunologickém testu /ELISA/ s &4stefn& purifikovanou beta podjednotkou HCG,
s celou molekulou HCG, ale nereaguje s prepar&ty molovych proteint netZhotnych %¥en /obsahujici
hormony LH, FSH a dalS{ bilkoviny/.
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P¥iprava monoklondlni protilétky

2 x 10° hybridomovgch bun&€k je aplikovéno do peritonedlni dutiny my%im kmene BALB/c,
kterym byl 7 aZ 10 dni p¥ed podénim hybridomovgch bun&k injikovén do peritonedlnfi dutiny
1,0 ml pristanu /2,6,10,14-tetrametylpentadekan/ nebo parafinové oleje. Po 7 a¥ 12 dnech
riistu hybridomd se u my%{ vytvd¥{ v peritonedlni dutin& ascitick4 tekutina /4-6 ml/my%/,
kterd obsahuje 1 a% 3 mg protildtky, naml. Imunoglobulin miZfe byt Sdstedn& purifikovéan

-2z ascitické tekutiny precipitaci siranem amonnym.

Protildtka p¥{itomnd v ascitické tekutin& reaguje v enzymoimunologickém testu /ELISA/
s HCG p¥i Yed&ni do titru vice neZ 1:100 000. V radioimunologickych testech /RIA/ vykazuje
tato protildtka specifitkou reaktivitu s HCG p¥i jejim pracovnim ¥edé&nf do titru 1:340 000
a miZe prokdzat mén& neZ 50 mIU HCG/ml. Vykazuje rychlej#{ ustaveni chemické rovnovihy
reakce s antigenem ne¥ doposud pou?fvané polyvalentn{ protil&tky. Monoklon&lni protilétka
produkovand hybridomem H~3G4 byla jiZ ov&¥ena na souborech pacientek s poddtednimi stédii
gravidity a s nddorovymi onemocné&nimi urogenitélniho traktu a byla prokdzéna jeji vhodnost
pro vyrobu souprav RIA a FELISA testd ke klinickému prdkazu HCG.

PREDMET VYNALEGZU

My3{ lymfocytédrn{ hybridom IMG CZAS H~3G4, produkujic{ monoklondlni imunoglobulin proti

lidskému choriogonadotropnimu hormonu.
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