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(54) Mysi lymfocytérni hybridom produkujici protilétky proti korovému
antigenu viru hepatitidy B

ReSeni se tykd myS$iho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujfciho protilétky
proti korovému antigenu viru hepatitidy B,
ktery je uloZen ve Sbirce hybridomd Ustavu
molekuldrnf genetiky CSAV pod oznadenim

IMG-CZAS HBc 18 EllBIZ’ Protiléatka je

vhodnd pro detekci korového antigenu,

pro afinitnf purifikaci korového antigenu
a pro detekci protilétek proti korovému
antigenu v lidskych sérech. .
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Vyndlez se tykd mySiho lymfocytdrniho hybridomu produkujicfiho protildtky proti korovému
antigenu viru hepatitidy B.

Hybridn{ bun&&n& linie byla sestrojena fdz{ bundk my3f myelomové linie SP2/0 a my3ich
slezinnych lymfoidnich bundk, produkujicich protildtky proti korovému /dfeﬁovému/ antigenu
viru hepatitidy B. Korovy antigen je strukturdlni souldsti virionu viru hepatitidy B. Pro
vyraz "korovy antigen" je odbornou svétovou ve¥ejnosti b&Zné& p¥ijiméno oznaleni{ "CORE HBcAg".

Stanovenf{ hladiny protildtek proti korovému antigenu v lidskych sérech m& z&sadni v§znam
pro diagnostiku a monitorovanf hepatitidy B. Toto vySet¥enf zatfm nenf moZné v klinickych
podminkdch v {SSR provadddt, vzhledem k tomu, %e neni dostupnd detek®ni souprava obsahujici
purifikovany korovy antigen a protilétky proti né&mu.

Tento nedostatek odsfraiuje my%{ lymfocyt&rnf hybridom produkujic{ protildtky proti
korovému antigenu viru hepatitidy B podle vyndlezu ulofeny ve Sbirce hybridomi Ostavu moleku-
l4rni genetiky {Sav, Praha 6, Flemingovo ndm. 2, pod oznafenim IMG~CZAS HBc 18 E;1By5- Uvedené
protild&tky mohou byt poufity v enzymoimunologickém testu pro detekci korového antigenu,
ddle pro afinitnf &i%t&ni korového antigenu, coZ umoZhuje purifikovat vysoce &isty korovy
antigen z jater nemocnych hapatitidou typu B.

Monoklondlnf protildtku je rovné&Zi moZné vyuZit v modifikovaném enzymoimunolbgickém
testu pro detekci protildtek proti korovému antigenu v lidskych sérech. Podstatného pokroku
v diagnostice a monitorovdni hepatitidy B se doséhne, je-li k dispozici klonovand hybridni
linie, produkujfci protildtky proti korovému antigenu viru hepatitidy B.

Uvedeny hybridom byl ziskén zplisobem zndmym z odborné literatury (K8hler, G., Milstein,
C., Nature 256: 495~497, 1975) klonovanim populace hybridnich bunék ziskanych hybridizaci
bundk ze sleziny my%{ BALB/c, které byly imunizovdny korovym antigenem viru hepatitidy B a
bun&k my$f myelomové linie SP2/0. Vyhodou hybridomu HBc 18 E;1845 je, %e produkuje protildtky
specificky reagujicl s korovym antigenem viru hepatitidy B. Tuto monoklondlni protilédtku
lze pou¥it pro detekci korového antigenu, pro afinitni purifikaci korového antigenu a pro
diagnostiku protildtek proti korovému antigenﬁ v lidskych sérech. PouZiti této protilétky
umoiﬁuﬁe vyvinutl{ diagnostické soupravy pro detekci protildtek proti korovému antigenu
dosahujici optimdlnich parametri.

Hybridom HBc 18 E B, je moZno kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro Zivo&isné
buniky a je adaptovdn pro riist in vivo v peritone&ln{ dutiné& my3{ kmene BALB/c. Z konzerv,
které jsou uchovdvany v kapalném dusiku je moZné zahdjit produkci protilédtky.

P¥iklad

6 hybridomovych

Za dlelem pomnoZeni hybridomovych bunék in vivo bylo aplikovéno 1,5 x 10
bundk do peritonedlni dutiny my%i kmene BALB/c. Této my5i bylo 14 dni p¥ed poddnim hybridomo-
vych bunék aplikovdno 0,7 ml parafinového oleje do peritonedlni dutiny. Po 12 dnech ristu
hybridomu v peritonedlni dutin& byla my$ usmrcena a naprodukovand ascitickd tekutina byla
odebrana. Celkem bylo ziskdno 5 ml ascitické tekutiny, ve které bylo obsafeno pf¥ibliZné
5 mg/ml imunoglobulinu. Monoklondlni protildtka reagovala specificky s korovym antigenem

v enzymoimunologickém testu.

7 ascitické tekutiny byl pomoci siranové metody vypurifikovén imunoglobulin. Jamky
nikrotitrakdnich destidek byly potahovdny monoklondlni protildtkou produkovanou klonem
HBc 18 EllBIZ' v koncentraci 30 mg/ml. Pak byly pfidény vzorky obsahujfci rtzné koncentrace
korového antigenu viru hepatitidy B a nakonec byl p¥idédn konjugdt polyklondlnf protilétky
proti korovému antigenu s k¥enovou peroxiddzou a enzymoimunologicky test byl dokon&en

standardnim zptisobem. Tento tes umoZnil detekci 10 ng korového antigenu/ml.
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Zékladni kultivadni médium pro buiky hybridomu HBc 18 EllBl
esencidlnf médium s Hanksovou solnou sm&si dopln&né o neesenciilnf aminokyseliny. Toto
médium (ozna&ované jako H-MEMd - Ostav molekuldrni genetiky CSAV) je pro kultivaci hybridomi

2 je Eaglovo minim&lni

dopln&no inaktivovanym telecim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané), penicilinem a streptomyci-
nem. Hybridom je kultivovdn p¥i 37 °c. Hybridom HBc 18 E 1By, produkuje protildtku podt¥idy
IgG3, izoelektricky bod je pH 9. p )

Monoklondlni protildtka produkovand klonem HBc 18 E11By, reaguje specificky s korovym
antigenem viru hepatitidy B. Tuto protildtku lze vyuZit k detekci korového antigenu,
k afinitn{ purifikaci korového antigenu a k detekci lidskych protildtek proti korovému
antigenu v enzymoimunologickém testu. Tento hybridom miZe byt primyslové vyuZivén jako

zdroj protildtky proti korovému antigenu v diagnostickych soupravdch.:..
PREDMET VYNALEGZU

My&{ lymfocytdrni hybridom IMG-CZAS HBc 18 E11B1p¢ produkujici protildtky proti korovému

antigenu viru hepatitidy B,




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

