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Vynélez se tykd nové produkini hybridomové linie vytvdtejici specifickou monoklo=-
nélni protildtku proti povrchovému antigenu viru hepatitidy B8 /HBsAg/. Hybridom byl
sestrojen fuzi bufky my3i myelomové linie & mysiho lymfocytu, senzibilizovaného anti-

genem HBs,

Diagnostickd séra proti HBsAg jsou zdkladni sloZkou souboru imunoreagencii, ne-
zbytnych pro serologickou diagnostiku onemocn&ni Zlovdka virovou hepatitidou B a pro
zj15¥ovéni p¥itomnosti viru hepatitidy B v krvi a krevinich derivdtech v transfuzni
sluzbd. Tato séra jsou souldsti souprav pro detekci HBsAg /SEVATEST ELISA HBsAg - MAC~
RO I nebo ELISA HBsAg MICRO I/, které jsou pouiivény ve zdravotnictvi p#i rutinnim vy=
Setifovdni krve.

Diagnoasticka séra pouiivand pro stanoveni HBsAg pomoci uvedenych testd jsou hy-
perimuni krdlifi a kozi antiséra, p*ipravovand dosud opakovanou imunizaci zvifat puri-
fikovanym HBsAg, pfipravovanym z lidskych plazem nosi&0 HBsAg. Priprava HBsAg je znal-
n& nadro&né na materidlni, metodické 1 organiza&ni zaji3tdni vyrobniho procesu. Nedostat-
kem tohoto zpfisobu pripravy hyperimunich antisér je, Ze ndkterd zvifata nedostatelnd
reaguji ne imunizaci HBsAg, &im% dochézi k vyrobnim ztrétédm. Vedle Zédanych protilétek
proti HBsAg se v hyperimunich antisérech mohou vyskytnout i neZédouci protilétky proti
lidskym sérovym bilkoviném, které je nutno ze séra odstranit vysycenim. Standardizace
jednotlivych 8arii diagnostickych sér je pii stévajicim zpOsobu pFfipravy obtiind a vidy
nedplnd, nebof z vlastni podstaty dosavadniho zpOsobu p#ipravy imunnich sér vyplyva,

30 nelze ziskat dv& vyrobni ZarZe stejnych vlastnosti.

Daldim nedostatkem vy3etifovdni HBsAg provédé&ného pomoci dosud uiivanych polyklonile
nich eér je, %e nelze vylou&it chybné vysledky, zp6sobenéd ni23{ citlivosti nebo neoleké-

vanymi vlastnostmi diagnostickych sér.

Mnohé z uvedenych problémd dosud pouZivaného postupu pipravy diagnostickych sér
i Padu nedostatkd vyplyvajicich z nevhodnych vlsstnosti dosud poutivanych polyklondl-
nich diagnostickych sér je moiné odstranit zavedenim pfipravy mysich monoklondlnich
protilatek proti HBsAg produkovanych B-lymfocytérnimi hybridomy. Hlavnim pFinosem zave-
deni monoklonadlnich protildtek je ptfedevidim zjednodudeni a urychleni vyrobniho postupu,
Gspora purifikovaného HBs antigenu, standardizace pitipravy jednotlivych Ser2i diasgnostic-
kych 8ér, zvydeni citlivosti a specifity vySetifeni i zkrdceni doby nutné pro provedeni
diagnostického testu.

Zdrojem monoklondlni protildtky proti HBsAg je hybridomovd linie HBS~0l, uloZend
ve sbirce hybridomd Ustavu sér a otkovacich létek, Praha 10, W.Piecka 108 pod oznale-
nim HBS - Ol,

Uvedeny hybridom byl sestrojen zplsobem zndmym z odborné literatury /S.Fazekas
de St. Groth, D. Scheidigger: Production of monoklonal antibodies: Strategy and tactics,
J, Immunol. Meth, 35:1, 1980; J. Kalil, D, Crevat, M. Fellous, J. Drouet, A.M. Courouce,
C. Roparss Production d anticorps monoclonaus anti~HBs. Ann,Immunol. /Inst.Pasteur/
132¢,319,1961/ klonovénim souboru hybridnich bun&k, vzniklych fuzi bun&k my3i myelomové
inie P3-X63-Ag8,653 e senzibilizovanych lymfocytd, ziskanych ze slezin my3i kmene BALB/c,
imunizovanych HBsAg. :

8-lymfocytédrni hybridomovd linie HBs-Ol produkuje zcela homogeni protildtky tzv.
protildtky monoklondlni, které specificky reaguji s HBsAg e nikoliv s lidskymi plasma-
tickymi bilkovinami. Hybridom HBS - Ol je moiné péstovat v podminkdch bunétné kultury
in vitro nebo in vivo v peritonedlni dutind my3i kmene BALB/c nebo jej dlouhodob& ucho-
védvat pii teplotd kapalného dusiku. Monoklondlni protilédtka produkovand hybridomem
HBs - Ol je specifickd pro HBsAg a prostd dalSich neZddoucich protiléteke.

Bufiky hybridomu HBS - Ol jevi ultrastrukturélni obraz typickych myelomovych bunék
s volnymi i na membrdnu vézanymi polyribozomy. V podminkdch bun&&né kultury rostou jako
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slabd adherujici buiky /polosuspenzni kultura/ v médiu MEM nebo RPMI 1640, dopln&ném
2-merkaptoetanolem /5 x 10'5M/;' 10 % teleciho séra pro tkadové kultury a antibiotiky
/ 100 3§ penicilinu, 10 ug etreptomycinu & 40 ug gentamycinu v 1 ml/p#i 37 %c, Stfedni
generalni doba produk&ni linie HBS -01 &ini 20 hodin, Produkované monoklondlni proti-
ldtke je my3i imunoglobulin tFidy IgG 1, jeji izoelektricky bod je 65,6 a% 6,8,

Ptikled 1

Zs utelem pomnoZeni produk&€ni hybridomové linie HBs - Ol a ziskdni monoklondlni
protilédtky bylo vyseto do kultiva&ni nddobky 1 x 10% bundk /1 ml kultivadniho média. Po
3 dnech r8stu bundk bylo z kultivedni nddoby ziskédno kultiva&n{ médium, obohacené o mo-
noklondlni protilédtky, vytvoienéd bufkami produkini hybridomové linie., Monoklondlni pro=

tildtky reagovaly s purifikovanym HBsAg v redioimunologickém stanoveni s% dq fed&ni
&
1110-

P*iklad 2

Monoklondlni protildtka proti HBsAg byla ziské&na in vivo po inokulaci 5 x 108 bu=-
n&k hybridomové produkini linie HBS - Ol do peritonedlni dutiny my$i kmene BALB/c, kte=-
ré bylo 14 dni predem injikovéno stejnym zpOsobem 0,5 ml parafinového oleje. Monoklondl-
ni protildtky proti HBsAg byly obsafeny v ascitické tekutind, ziskané z peritonedlni du-~
tiny my31i za 12 dni po inokulaci bunik, Monoklonadlni protildtky reagovaly s purifikovanym
HBsAg v radioimunologickém stanoveni a% do fedsni 1 109. Bylo ziskéno 5 ml asciticks
tekutiny s obsahem imunoglobulinu 12 mg/ml,

PREDMET VYNALEZU

- My3i B-lymfocytédrni hybridomové produk&ni linie HBS - Ol A0 35/86 produkujici mo-
noklonélni protilétku podt#*idy IgGl proti povfchovému antigenu viru hepatitidy B,
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