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. “ Ny$i lymfoeytdrni hybridom produkujici protildt proti
54 kgrovégu agiigenu viru hepatitidy B pre ky

. ReSeni se tykd my3iho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujicino protildatky proti .
korovému antigenu viru hepatitidy B, kie-

- ry-je uloZen ve Sbirce hybridomi Ustavu
molekuldrni genetiky CSaV pod oznalenim ..
HBe 18 H5G1. Protildtka ie vhodnd pro de~
tekci korového antigenu, pro afinitni pu-
rifikaci korového.antigenu,a pro. detekci
protildtek proti korovému antigenu v-1lid=
skych sérech,: )
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Vynélez se'tik& mySiho Lymfocytdrniho hybridomu produkuji-
ctho protilatky proti korovému antigenu viru hepatitidy B.

Hybridni bun&%nd Llinie byla sestrojena fazi bun&k my$i
myelomové linie SP2/0 a my3ich slezinnych Lymfoidnich bun&k, -
produkujicich protildtky proti korovému /dFéBovému/ antigenu
viru hepatitidy B. Korovy antigen je strukturdini soulasti
virionu viru hepatitidy B, Pro vyraz "korovy antigen” je odbor~
nou svdtovou véitejnosti béiné-p?ijimano oznaleni "CORE HBcAg".

+ Stanoveni hladiny protildtek proti korovému antigenu
”v-lfdsk?ch-sérech mé zésédni vyznam pro diagnostiku a monito-

. rovéni hepatitidy B. Toto vy3etieni zatim neni moiné& v kli-
inickych podminkdch v ESSR provddét, vzhledem k. tomu, %e neni
.dostupnd detek2ni souprava obsahujici purifikovany korovy anti~
'gen a protilétky proti nému. '

Tento nedostatek odstranuje my$i’ lymfocytérni hybr1dom _
produkujici protilatky proti korovému antigenu viru hepatitidy a,
podle vyndlezu,ulozeny ve Sbirce hybridomd Ostavu molekularni
genetiky tsAv, Praha 6, Ftemingovo nam. 2, pod oznadenim
HBc 18 511 12° Uvedené protilétky mohou byt pouiity vV enzymo-
{munologickém testu pro detekci korového antigenu, dale pro afi=-
nitnl i¥t&ni korového antigenu, coi- umoinuje purifikovat vysoce
bisty korovy antigen z jater nemocnych hepatitidou typu B

Monoklonélni protilatku je rovnéi moiné vyu2it v modifi-
kovaném enzymoimunologickém testu pro detekci protilatek proti
| korovému antigenu v Llidskych sérech. Podstatného pokroku v diagnos-
‘ tice a monitorovéni hepatitidy B se dosdhne, je-Li k dispozici
 | klonovana hybridni linie, produkujici protilétky proti korovému
antigenu viru hepatitidy B.
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Uvedeny hybridom byl ziskan zpOsobem znamym z odborné
literatury (Kohler, G., Milstein, C., Nature 256: 495-497,
1975) klonovénim populace hybridnich bun&k ziskanych hybridi-

~zaci bunék ze sleziny myS$i kmenéABALB/c, které byly imunizo-
vany korovym antigenem viru hepatitidy B a buﬁék myS$i myelomové
linie SP2/0. Vyhodou hybridomu HBc 18 HSG1 je, ze produkuje
protilatky specificky reagujici s korovym antigenem viru
hepatitidy B. Tuto monoklonélni protilatku lze pouzit pro de-b
tekci korového antigenu, pro afinitni purlflkac1 korového
antigenu a pro diagnostiku protllatek ‘proti korovému antigenu

v lidskych sérech. PouZiti této protllétky umoZnuje vyvinuti
diagnostické soupravy pro detekci protilétek proti korovému
antigenu dosahujici optimdlnich parametrd. |

Hybridom HBc 18 H G, je moZno kultivovat in v1tro v médllch
vhodnych pro 2ivo&isné bunky a je adaptovan pro rist in vivo
Vv peritoneélni duting mySi kmehe'BALB/c. Z konzerv, které jsou
uchovavany v kapalném dusiku je mozne zahajit produkc1 proti-
latky.

Priklad:

Za u&elem pomnoZeni hybridomovych bungk in vive bylo
aplikovéno 1,5 a 106 hybridomovych bunék do peritonedlni duti-
ny my$i kmene BALB/c. Tétb myéi bylo 14 dni pfed podénim hybri=-
domovych bunék aplikovéno 0,7 ml parafinového oleje do perito-
neédlni dutiny. Po 12 dnech r&stu'hybridomu \' peritoneélni'du-
ting byla my8 usmrcena a naprodukované’ascitické tekutina byla
odebréana. Celkem bylo ziskéno 5 ml asbitické tekutiny, ve které
‘bylo obsaZeno pfibliZn& 3 mg/ml imunoglobulinu, MOnoklonélni‘
protiléatka reagovalaspecificky s korovym antigenem v enzymo-
imunologickém testu. |

z ascitlcké tekutiny byl pomoci siranové metody vypurifi-
kbvan imunoglobulln. Jamky mikrotitraénich destlcek byly pota=-
.hovény monoklondlni protilétkou produkovanou klonem HBc 18 HgGy
v koncentrac1 SO(Ug/ml pak byly pﬁxdany vzorky obsahuJici
rozné koncentrace korového antigenu viru hepatitidy B a nakonec
byl p#idan konjugat polyklonalni protllatky proti korovému
antigenu s krenovou peroxidézou a ehzymoimunologicky test byl_
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dokonten standardnim zpusobem. Tento test_umoinil detekei 10 ng
-korového ‘antigenu/ml, '
zékladni kultiva&ni médium pro bunky hybridomu HBc 18 H 561
Je Eaglovo minimélni esencidlni medium 8 Hanksovou solnou
smgsi doplnéné o neesencidlni aminokyseliny.-Toto medium (ozna-
_&ované jako H-MEMd- Ustav molekuldrni genetiky" CSAV) je pro kul-
Vtivaci hybridomo doplnéno inaktivovanym telecim sérem (Bioveta.
”Ivanovice na Hané). penicilinem a streptomycinem. Hybridom je
kultivovén pri 37 . Hybridom HBc 18 H561 produkuje protllétku
podtfidy IgG2A izoelektricky bod. Je pH 7,3 - 7,6.
Monoklonélni protilétka produkované klonem HBc 18 H 561
reaguje specificky s korovym antigenem viru hepatltldy B. Tuto
- protildtku lze vyuzit k detekci korového an;igenu, k afinitni
purifikaci korového antigenu a k détekci’lidskych protilétek
»v.proti ‘korovému antigenu v enzymoimunologické testu. Tento hybridom
‘mdZe byt prumyslové ‘vyuzivan jako zdroj protllétky prot1 koro=-.
‘vému antigenu v diagnostlckych soupravéch» .

PREDMET VYNALEZU

Myéi lymfocytéfnifhybridqm produkujici protilatky proti
~korovému antigenu viru hepatitidy B,:ulbieny ve Sbirce hybri-
 domﬁ Ostavu molekulérni genetiky 8sAv,

pod oznaéenim HBc 18 H5 1°
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