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Myéi lymfoeytdrni hybridom HBs 72[34A7

Reéeni se tykd my&iho lymfocytar-
niho hybridomu, produkujicihe protilatku
proti povrchovému antigenu hepatitidy B,
ktery je ulozen ve Sbirce hybridomt Usta-
vu molekuldrni genetiky CSAV pod oznade-
nim HBs 72C4A74 Samotnéd moncklondlni pro-
tildtka tohotec hybridomu je vhodna pro
detekci povrchového antigenu v enzymoimu-

nologickém testu.
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Vyndlez se tykd nového hybridomu, teJje hybridni
bunécné linie, kterd byla sestrojena fizi bundk myelo-
mové linie Sp2/0 a mycich slezinnych lymfoidnich bunék,
srodukujicich nrotildtky proti povrchovému antigenu viru
hepatitidy Be Povrchovy antigen je dhleZitou souddsti
viru hepatitidy B a jeho stanoveni mé zdsadni vyznam pri

diagnostice onemocnéni.

Dosud se protildtky proti povrchovému antigenu vyrabéji
tak, Ze purifikovany povrchovy antigen je opakované inji-
kovédn produkénim zvitatim, nejdastéji krédlikdm (kozém).
sérum takto imunizovanych zvitat, odebirané po urcéité dobé&
pusobeni antigenu, slouZzi jako zdroj protildtek. Tento
postup, ktery Jje nazyvén konvenénl lmunizace ma 2 zésadni
neodstranitelné nevyhody. ?ro kaZdou imunizaci Jje nezbytny
povrchovy antigen, jehoZ purifikace predstavuje velmi
ndkladny a zdravotné rizikovy postup. 2rotildtky proti
povrchovému antigenu, ale i protildatky proti lidskym sé-
rovym bilkovindm, predevi8im proti lidskému sérovému albu-
winu, pridem# tyto balastni protildtky je nutno odstranovats

Nevyhody konvenénich sér proti povrchovému antigenu od-
stranuje pouziti hybridomové technologie. Produkt hybri-
domu - monoklondlni protildtka je namirena proti jediné
antigenni determinant® povrchového antigenu a produkce
monoklondlnich protildtek nevyaduje imunizaci zvirat anti-
genems Pouziti monoklondlni protildtky ddle umoZnuje
zvydeni citlivosti detekéni metody BLISA, ktery je pou-
Zzivén pro diagnostiku choroby.

Z publikovenych vysledk( je znamo, Ze povrchovy antigen
viru hepatitidy B neni Jjedinou antigenni sloZkou, ale
pPedstavuje komplex nékolika antigenlis Ve vSech izoldtech
se nachdzi skupinové specifickd determinanta a. Dalsi 2
péry subtypové specifickych determinant 4/y a r/w se obvykle
nevyskytuji spoledné a jsou povaZovdny za alely (Le Hovier,
GeLs: The heterogeneity of Australia antigen, Je. Infecte.
Dise 123: 671, 1971),
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Monoklondlni protildtky proti skupinovd specifické
determinanté a jsou vyhodné pro diagnostické pouziti

Podstatného pokroku v diagnostice henatitidy B, ktery
se projevi ve vydi cillivosti a zdroven vyss{ spolehlivosti
testu, se dosdhne Jsou=~li k dispozici klonované hybridni
bun&éné linie produkujici monoklondlni protildtku osroti
skupinové specifické a determinanté novrchoviho antigenua
Takovy hybridom je uloZen ve sbirce hybridomi Ustavu
rolexuldrni genctiky CSAV v Praze o, Klemingovo ndm. 2,

pod oznacenim H3s 7204A7.

Uvedeny hybridom byl ziskén zplUsobem zndmym z odborné
literatury (Kunitomo, K., Yahara, S«, saji, Hs, Hosoi, T.:
lionoclonal antibodies to hepatitis B surface antigen (HBsAg)
as & tool for the automated H3sAg screeninge. Vox Sanguinis
45: 104, 1983)4 klonovanim populace hybridnich bunék ziskanych
hybridizaci bun&k ze sleziny myEi kmene RBALB/c, které byly
imunizovdny povrchovym antigenem viru heoatitidy 3 a bunék

my$i myelomové linie Sp2/0Q.

Vyhodou hybridomti je, Ze produkuji homogenni monokiondlni
protildtky, které reagujfi s povrchovym antigenem. Hybridom
HBs 72C4A7 Je mo%no kultivovat in vitro v médiich vhodnych
pro Zivodi&né bunky a Je adaptovédn pro rust in vivo v perito-
nedlni dutind my$i kmene BALB/c. Z konzerv, které jsou ucho-
vavany v kapalném dusiku, Je moZné zahAdjit produkei protildtky
bez daleiho antigenu. Protildtka produkovand klonem H3s (T
reaguje specificky s a determinantou povrchového antigenu viru

hepatitidy Be

Priklad

Za Gselem pounozeni hybridomovych bunék in vivo bylo
aplikovano 2x10° hybridomovych bunék do peritcnedlni dutiny
my$i kmene BALB/c. Této my31i byl 14 dni pred poddnim hybride-
movych bun&k aplikovéno 0,7 ml parafinového oleje do peri-
tonedlni dutiny. 20 12 dnech rdstu hybridomu v peritonedlni
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dutiné byla wmy$ usmrcena a naprodukovana ascitickd
tekutina byla odebriéna. Celkem bylo ziskdno 5 ml ascitické
tekutiny, ve které bylc obsaZeno 10 mg/ml imunoglobulinu.
ltonoklonalni nrotildtka reagovala specificky s povrchovym
sntigenem viru heoatitidy B v enzymoimunologickém a radio-

imunologickém testu.

7 ascitické tekutiny byl purifikovén imunoglobulin oomoci

siranové metody a timto imunoglobulinem byly notahoviany
mikrotitradéni destidlky v koncentraci 50 ug/ml. Pak byly

pPiddny vzorky vyBetrované na pritomnost povrchového antigenu

viru henatitidy B a konjugat polyklondlni oprotildtky proti
povrchovému antigenu § kifenovou peroxiddzou a enzymoimuno-
logicky test byl dokonéen zplisobem pouZivanym pro detekei
novrchového antigenu pomoci diagnostické souoravy <LLISA
HBsig Micro 1 (USOL) viz letdk. Pouziti monoklondlni pro-
tildtky umoZnilo detekeci 1,% ng povrchového antigenu/ml,
coZ pnredstavuje dvojndsobné zvyfeni citlivosti testu ve
-grovnanl se systémem pouzivajicim konvencni nolyklondlni

protildtky.

z4kladnim kultivaénim medium oro bunky hybridomu
H3s 7204A7 Je waglovo minimalni esencidlni medium s Hankso~
vou solnou smési doplnéné o neesencidalni aminokyselinys.
roto médium (oznadované jako H-MsMd - Ustav molekuldrni
genetiky USAV) je pro kultivaci hybridomd doplnéno venici-
linem, streptomycinem & inaktivovanym telecim sérem (Bio-
veta, Ivinovice na Hané). Hybridom je kultivovdn p#i 37°%¢.
Hybridom HR¥s 7204A7 produkuje orotildtku nodtridy IgGi,
izoelektricky bod je pH 5,2-5,4.
MonoklonAlni protildtka produkovand klonem H3s 7204A7
reaguje specificky s povrchovym antigenem viru henatitidy Be
Tento hybridom miZe byt prumysloveé vyuZivdn jako zdro]j
protildtky proti oovrchovému antigenu v diagnostickych
soupravachs
PREDMEYL VYINAL:2ZU

My81i lymfocytdarni hybridom HBs 7204A7
monoklondlni protildtku podtridy igGl nroti povrchovdému
antigenu viru henatitidy o

orodukugjici
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