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My3i lymfocytérny hybridom VU 159/1-9

(57) Rie¥enie sa tyka my3ieho lymfocytdr-
neho hybridomu, produkujdcehc monoklo=-
nélnu protildtku proti glykoproteinu gB
virusu Herpes wimplex typ 1 a typ 2, ulo-
2eného v zbierke hybridomov Viroloficke-
hg ustavu SAV v Bratislave pod oznalenim
vl 159/1-9. Mongklondlna protilétka pro-
dukovand hybridomom VU 159/1-8 je vhod-
nd na diagnostické tgely v imunofluo-
rescendnom teste /IF/, v rédioimunocana-
lytickom teste /RIA/, imunoenzymatickej
analyze /ELISA/ a v réadioimunoprecipi-
ta&nom teste, na stancovenie pritomnosti
a mno2stva virusoveho antigénu v testo-
vanom materidle. Je vhodnéd aj na imuno-
afimitnd purifikéciu glykeproteinu gB
z extraktov infikovanych buniek.
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Vyndlez sa tyks hybriddmu, t.3j. hybridného jedncbunkového organizmu, zostrojené-
ho fuziou mydej myslimovej bunky Sp2/0 a mySej slezinovej lymfoidnej bunky, produkuju-
cej protilétku voé&:i glykoproteinu gB virusu Herpes simplex typ 1 a typ 2.

Doposial sa protilétky vedi virusu Herpes simplex pripravovali tak, 2e virus puri-
fikovany alebo nepurifikovany, resp. jehoc izolované proteiny boli opakovand injikované
pokusnym zvieratdm, najlastejsie krélikom, mySiam alebo mordatédm. Sérum takto imunizo-
vanych zvierat, odobrané po viacerych ddvkach antigénu, sliZ2ilo eko zdroj protilétok,
pouZivanych najma pre kvalitativny dﬁkaz antigénu -~ virusu Herpes simplex -~ v zakladnom
vyskume a v imunodiagnostickej praxi‘(Kalimo K.0.K., Marttila R.J., Granfors K., Vilja-
nen M.K.: Solid-phase radioimmuncassay of human immunoglobulin M and immunoglobulin G
antibodies against Herpes simplex virus type 1 capsid, envelope and excreted antigens.
Infect. Immun. 15/1972/, 883-889; Lesso J., Hana L., Matis J.: Reactions of immune sera
against the nucleocapsid, envelope and whole Herpes simplex virus type 1. Acta virol.
20/1976/, 48-52). Tento postup nazyvany konvendnou imunizédciou ma niekolko nevyhod. V
sére imunizovanych zvierat se naché&dza heterogénne zmes protilétck, ktorych spektrum
Je v kaZdom organizme iné a necpakovatelné. Organizmus vytvori okrem protildtok vodi
%iadanému antigénu aj protilétky vodi nedistotém bunkového pSvadu nachddzajucim sa v an-
tigéne. Tieto protildtky je potrebné zo sér odstranovat vysycovanim. Vyrobnéd Sarie kon-
vendnych antisér sa preto dajui taike 3tandardizova® a byvajd v $irokom rozmedzi kvality.
Pre vyrobu kvalitnej Sarie séra trebs pripravit Sisty imunizadny antigén v dostatodnom
mnoZstve, &o je najma u virusu Herpes simplex postup néroZny na materidl a technické vy-
bavenie laborétoria. V poslednom Sase sa Soraz Sastojdie pouZivaji na diagnostikovanie
herpetickych infekcii moncklondlne protilstky, tzv. typovospolo¥né, ktoré si schopné re-
agovat s oboma typmi virusu Herpes simplex.

Uvedené nevyhody doteraz pouZivanych postupov sa nevyskytnu, ak je k dispozicii hy-
briddmova bunkovd linia produkujica typovospolodni monoklondlnu protildtku vo&i glyko-
proteinu gB virusu Herpes simplex typ l1a typ 2, ktord je ‘uloZensd v zbierke hybridémov
Virologického ustavu SAV, Mlynské dolina 1, Bratislava pod oznadenim VU 159/1-9.

Uvedeny hybridom bol ziskany sp8scbom zndmym z odbornej literatiry (Kohler G., Mil-
stein, G.: Continuous cultures of fused cells secreting entibody of pﬁedefined specifi-
city. Nature 256, /1975/, 495., Gerhard, W.: Fusion of cells in suspension and outgrowth
of hybrids in conditioned sedium. Monoclonal antibodies: A new dimension in Biological
analyses, Kennett R. H. a spol., eds. New York, Plenum Press (1980u, 370.).

Hybridné bunky ziskane po fuzii mySich myelomovych Sp2/0 buniek a buniek ziskanych zo
sleziny mysi BALB/c imunizovanej zmesou purifikovsnych virusov Herpes simplex typ 1 a
typ 2, boli klonované a po otestovani bol vybrany klon VU 159/ 1-9,

Vyhodou hybridosu je, Ze produkuje homogénnu protildtku, tzv. monoklondlnu proti~-
létku, ktord je schopné 3pecificky reagovat s glykoproteinom gB virusu Herpes simplex
typ 1 a typ 2. Hybridom VU 159/1-9 moZno kultivovat in vitro v médiach vhodnych pre 2i-
vo&idne bunky alebo in vivo v peritonedlnej dutine my3i kmena B.LB/c. Z konzerv zmra-
zenych buniek uchovanych v kvapalnom dusiku, mofno zaZat produkciu protildtky bez dal-
$ej. imunizécie zvierafa antigénom.

Priklad

) Za G¥elom zisksnia vB&3ieho mnoZstva monoklonalnej protildtky VU 159/1-9 kultivé-
ciou hybridomovych buniek in vive, 5x10° buniek sa aplikovals do peritonedlnej dutiny
my8i. Pre lepsie uchytenie buniek bola my¥ 15 dni pred aplikdcicu buniek premedikovand
parafinovym olejom (0,5 ml intraperitonedlne na 1 my3). Po 10 dioch rastu hybriddmu v
peritonedlnej dutine, bola myS zabité a vyprodukovans ascitické tekutina odobranéd. Tym-
to postupom moZno priemerne ziskat asi 7 ml ascitickej tekutiny obsahujucej 8 mg/ml
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protilétky. Asciliticks tekutina obsahujica produkt hybridomu v 159/1-9 vykazovala 3pe-
cifickd vazbu k virusu Herpes simplex typ 1 a typ 2 v rédioimuncanalytickom teste /RIA/
a v imunoenzymatickej analyze /ELISA/. Metodou rédioimunoprecipiticie a elektroforézy

v polyakrylamidovem géli sa zistila vazba monoklondlnej protilétky na glykoprotein gB vi-
rusu Herpes simplex typ 1 a typ 2.

Bunky hybridému VU 159/1-8 rastu in vitro ako polosuspenznd kultiéra. Maju gulaty
tvar a velkost charakteristickd pre myelémove bunky. Obsahuji fuzované bunkové jadra,
s aneuploidne. Bunky hybriddmu V0 159/1-9 maji ultradtruktdrny obraz typickych myelomo-
vych buniek, kde prevaZujicou organelou st volne a na membranu viazané polyribozomy.
Zékladnym kultiva&nym médiom je Dulbeccova modifikécia Eagleovho minimalneho esencidl-
neho média (Dulbecco, R., Freema, G., Virology 8/1959/.396). Totc médium, oznalované ako
DMEM, je pre kultivéciu hybridému doplnené gentemycinom a inaktivovanym prekclostraélnym
teacim sérom (10%, Bioveta, Ivanovice na Hané). Hybriddm je kultivovany pri 37 °C v at-
mosfére 5% cqz; Jeho genéraéné doba je pribliZne 24 h. Produkované protildtka je monoklo-
alny imunoglobulin podtriedy IgGl. \ )

Hybriddm VU 159/1-9 m8%e by® vyuZivany ako zdroj protilétky vo&i glykoproteinu gB
virusu Herpes simplex typ 1 a typ 2, ktord sa dé pouzit na kvalitativny dokaz pritomnos-
ti virusu Herpes simplex typ 1 a typ 2 vo vySetrovanom materidle, na kvantitativne sta-
novenie mnoZstva infikujuceho virusu resp. glykoproteinu gB, pri vyhodnocovani epidemio-
logickej situdcie, na purifikaciu glykoproteinu gB z extraktov infikovanych buniek pomo-
cou imunoafinitnej chromatografie a ako zdroj protildtky jedinej podtriedy (IgGl) pre
pripravu antisér 3pecifickych pre uvedent podtriedu.

PREDMET VYNALEZU

Mysi lymfocytdrny hybriddm VU 159/1-9, produkujtici monoklondlnu protildtku podtrie-
dy 1gGl voéi glykoproteinu gB virusu Herpes simplex typ 1 a typ 2.
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