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(54) Mysi lymfocytdmi hybridom produkuijici protildtky proti ,core” antigenu
viru hepatitidy B

(57) ReSeni se -tyk4 my$fho lymfocytdrniho
hybridomu, produkujicfho protildtky proti
"core" antigenu viru hepatitidy B (HBcAg),
ktery je uloZen ve Sbirce hybridomd Ustavu
molekuldrnf{ genetiky CSAV pod ozna&enim

IMG CZAS HBc 13y FgC7. Protildtku lze znalit
k¥enovou peroxidédzou a vyuZit pro detekci
protildtek proti HBcAg t¥{dy IgM v lidskych
sérech a ddle pro detekci a afinitni purifi-
kaci HBCAg.
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Vyndlez se tyk4d my3iho lymfocytérniho hybridomu produkujfcfho protildtky proti "core"
antigenu viru hepatitidy B (HBcAg) .

Hybridn{ bun&&nd linie byla sestrojena fuiz{ bun&k myZi myelomové linie (SP2/0) a my3ich
slezinngch lymfoidnich buné&k, produkujicich protildtky proti HBcAg. HBcAg je strukturdlni

souddstf virionu viru hepatitidy B.

Stanovenf hladiny protildtek proti HBcAg a jejich rozli%eni na protildtky t¥idy IgM a
1gG m& zésadn{ vyznam pro diagnostiku a monitorovdni hepatitidy B. Stanoveni hladiny celkovych
protildtek lze provadét pomoci kompeti&niho enzymoimunologického testu, kdy jamky jsou
potahovény HBcAg a je p¥idéno testované sérum, spolené& s monoklondlni protildtkou znaenou
k¥enovou peroxiddzou. Stanoveni protildtek t¥idy IgM lze proﬁést pomoci enzymoimunologického
testu, nésleduje p¥idéni testovaciho séra, HBcAg a monoklondlni protildtky znalené k¥enovou
peroxidédzou.

Ob& tato stanovenf lze provad&t pomoci znalené monoklondlni protildtky, produkované
hybridomem podle vyndlezu, ktery je ulo¥en ve Sbirce hybridomu Ustavu molekuldrni genetiky
&sAv, Praha 6, Flemingovo ndm. 2 pod ozna¥enim IMG CZAS HBc 13y FgC,. Uvedené protildtky
mohou byt rovnd% poufity pro detekci HBCAg a pro afinitn{ purifikaci HBcAg. Uvedeny hybridom
byl ziskdn zplsobem zndmym z odborné literatury (K8hler, G., Milstein, C., Nature 256:

495 a% 497) klonovénim populace hybridnfch bun&k z{skanych hybridizac{ bun&k ze sleziny
imunizovanych my%i kmene BALB/c a bun&k my#{ myelomové linie SP2/0. My¥i byly imunizovény
HBcAg purifikovanym z bakterif, obsahujfcifch rekombinantni expresni plasmid. Dosud p¥ipravené
protildtky proti core antigenu viru hepatitidy B produkované hybridomy AO &, 255 642,

A0 &. 258 886, majil nevghodu v tom, Ze po oznafeni té&chto protildtek k¥enovou peroxiddzou
dochézfi vidy k urditym ztrdtém imunologické aktivity. Tuto nevyhodu odstrafnuje pouZiti
protildtky produkované hybridomem HBc 13y F9C7 podle vynédlezu, kterou lze zna&it k¥enovou
peroxiddzou ani% doché&zf ke ztratdm imunologické aktivity. Tuto protildtku lze pouzit k detekci
celkové hladiny protildtek a protildtek t¥{dy IgM v lidskgch sérech, pro detekci a afinitni
purifikaci HBcAg. PouZiti této protildtky umoZiuje vyvinuti diagnostické soupravy pro detekci
protildtek t¥idy IgM.

Hybridom HBc 13y F9C7 je mo¥no kultivovat in vitro v médifch vhodnych pro %ivo&i¥né buiky
a je adaptovén pro rist in vivo v peritonedlni dutin& myS{ kmene BALB/c. Z konzerv, které
jsou uchovavédny v kapalném dus{ku, je mo¥né zahdjit produkci protildtky. )

p¥iklad

. za Gdelem pomnoZeni hybridomovych bun&k in vivo bylo aplikbvéno 1x10° hybridomovych
bundk do peritonedlni dutiny my3i kmene BALB/c. Této myEi bylo 14 dn{ pfed podénim hybridomo-
vych bun&k aplikovéno 0,7 ml parafinového oleje do peritonedlni dutiny. Po 15 dnech ristu
v peritonedlni dutind byla my3 usmrcena a naprodukovand ascitickd tekutina odebréna. Celkem
bylo ziskéno 5 ml ascitické tekutiny, ve které bylo obsaZeno prim&rn& 5,5 mg/ml protilédtky.
Monoklondlni protilétka specificky reagovala s HBcAg v enzymoimunologickém testu.

7&kladn{ kultiva&ni médium pro buiiky hybridomu HBc 13y FyCy je Eaglovo minimdln{
esencidlni médium s Hanksovou solnou sm&si dopln&né o neesencidlni aminokyseliny. Toto
médium (ozna&ované jako H-MEMd- Ostav molekuldrnf genetiky CSAV) je pro kultivaci hybridomd
dopln&no inaktivovanym telecim sérem (Bioveta, Ivanovice na Hané), penicilinem a streptomycinem.
Hybridom je kultivovén p¥i 37 ©c. Hybridom HBc 13y FyCqy produkuje protilétgu podt¥{dy IgG2A,
izoelektricky bod je pH 6,5 a% §,8.

Monoklondlnf protilétka produkovand klonem HBc 13y FgCq reaguja specificky s HBcAg a
tuto protilétku lze znalit k¥enovou peroxidézou, ani? dochdz{ ke ztrdtdm imunologické aktivity.
Tuto protildtku lze pouZit k detekci protildtek tifdy IgM v lidskych sérech k detekci a
afinitn{ purifikaci HBcAg. Tento hybridom mife byt primyslové vyuZivan jako zdroj protildtky
proti HBcAg v diagnostickych soupravéch.
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PREDMET VYNALEGZU

My${ lymfocytdrn{ hybridom IMG CZAS HBc 13y FoCy produkujici protildtky proti "core"
antigenu viru hepatitidy B.
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