POPIS VYNALEZU

K AUTORSKEMU OSVEDCENIU

CESKA A SLOVENSKA
FEDERATIVNA
REPUBLIKA
(19)
(21)
(22)
2
S
FEDERALNY URAD (40)
PRE VYNALEZY (45)

PV 8157~88.L
Prihlasené 09 12 88

Zverejnené 14 11 89
Vydané 25 07 91

271 293

(11)

B1

Int. C].5

C 12 N 15/00

CS 271293 81

(75) Autor vynalezu

BYSTRICKA MAGDALENA ing. CSc.,
VANG IKOVA MIRIAM RNDF.,

KASALOVA MARTA RNDF.,

RUSS GUSTAV RNDr. CSc., BRATISLAVA
RAGAE PAVOL MVDr. CSc., PREBOV

MIKLOBOVA MARTA RNDr., SARISSKE MICHATUANY

(54)

My$1 lymfocytérny hybridém v 151/3

(57 Rie§én}e sa tyka wmySieho lymfocytér-
neho hybridowu, grodukujﬁceho monoklonél~

nu protilétku vo

typ 1, uloZeného v zbierke hy

i virusu Herges gimplex

ridomov Vi~

rologického Gstavu SAV v Bratislave pod
oznadenim V0 T51/3.

Monoklondlna protilétka produkovang hy-
bridémom V0 T51/3 je vhodné na diagnos-
tické GCely v imunofluorescennom teste

(IF) v rédioimunocanalytickom teste (RIA)

a v imunoenzywatickej analyze (ELISA)

na stanovenie pritomnosti a mnoistva viru-

sového antigénu v testovanom materiéle,
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vynélez sa tyka nového hybriddmu, tj. hybridného jednobunkového organizmu, zostro-
jeného fGziou my¥ej myeldmovej bunky Sp2/0 a myS3ej slezinovej lymfoidnej bunky, produ-
kujaGcej protildtku vodi virusu Herpes simplex typ 1.

U virusu Herpes simplex rozozndvame dva antigénne odli¥né typy Herpes simplex typ 1
a typ 2. Doteraz sa protilatky (antiséra) vo&i virusu Herpes simplex typ 1 pripravova-
1i imunizéciou pokusn¢ch zvierat, najastej¥ie krélikov, purifikovanym alebo nepurifiko-
vanym virusom resp., niektorym izolovanym proteinom /Forghani B., Schmidt N., Lennette
E. H.: Solid phase radioimmunoassay ftor identification of herpesvirus hominis types 1
and 2 from clinical wmaterial, Appl. Microbiol. 28, /1974/ 661 - 667 Oreesman G. R.,
watson D. O., Courtney R. J.,, Adam E., Melnick J. L.: Detection of herpesvirus type-
~-gpecific antibody by microsolid~phase radioimmunometric assayj Intervirology 12,
/19797 115 - 119). Sérum takto imunizovanych zvierat, odobrané po viacerych dévkéch
antigénu, slGfilo ako zdroj protildtok tzv. typovo¥pecifickych, ktoré sa vyuZivali na
dokaz antigénu virusu Herpes simplex typ 1 v zékladnom vyskume a v imunodiagnostickej
praxi, vzhladom na to, e virusy Herpes simplex typ 1 a 2 obsahujG nielen typovo3peci-
fické, ale aj typovo spolo¥né antigénne determinanty, takto pripravené antiséra voli vi-
rusu Herpes simplex obsahujG vysoké hladiny typovospolo¥nych protilétok, ktoré staZuja
resp, Gplne znemofnuja sprévne urdenie typu infikujGceho virusu pri diagnostickom tes-
tovani. Typovospolo¥né protilatky sa obvykle odstranujG zo sér vysycovénim s virusom
Herpes simplex typ 2, & je procedara velmi ndronéd na materiél a naviac len v malom
po&te pripadov Gspe&né. vyrobné Jarie konven®nych typovospecifickych antisér sa dajd
tatko 3tandardizoval a byvaja v 3irokom rozmedzi kvality. vV poslednom &ase sa s Gspe-
chow pouiivajd na typizéciu virusu Herpes simplex typ 1 monoklondlne protilétky tzv,
typovospecifické, ktoré st schopné detegovat infekciu virusom Herpes simplex typ 1
v klinickom wateriéle,.

uvedené nevyhody doteraz pouiivanych postupov sa nevyskytnG, ak je k dispozicii
hybridomova bankové linia produkujGca typovodpecifickG monoklonélnu protilatku vo&i
virusu Herpes simplex typ 1, ktoré je ulofend v zbierke hybridémov virologického Gsta~
vu SAV, Mlynské dolina 1, Bratislava pod oznafenim V0 T51/3.

Uvedeny hybridém bol ziskany spdsobom znémym z odbornej literatdry (Kohler, G.,
Milstein, C.: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined spe~
cifity, Natur, 256 /1975/, 495., Gerhard, W.: Fusion of cells in suspension and out-
growth of hybride in conditioned medium. Monoclonal antibodies: A new dimension in
Biological analyses. Kennett R. H. a spol., eds New York, Plenum Press /1980/, 37C).
Hybridné bunky ziskane po fazii mySich myeldmov¢ch Sp2/0 buniek a buniek zfiskan¢ch zo
sleziny my¥i BALB/Cc imunizovanej extraktom buniek infikovan¢ch virusom Herpes simplex
typ 1, boli klonované, a po otestovani bol vybrany klon V(i T51/3. V¢hodou hybridému je,
Ze produkuje homogénnu protilétku, tzv. monoklonélnu protildtku, ktoréd je schopné ¥pe-
cificky reagovat s virusom Herpes simplex typ 1. Hybridém V0 T51/3 moZno kultivovat
in vitro v médiach vhodnych pre Zivo&isne bunky alebo in vivo v perritonedlnej dutine
wy3i kmeha BALB/c. Z konzerv zmrazenych buniek uchovanych v kvapalnom dusiku, mo¥no
zagat produkciu protilétky bez dalSej imunizacie zvierata antigénom.

priklad:

Za G&elom ziskania va&iieho mnofstva monoklonadlnej protilétky v{ ¥51/3 kultivaciou
hybridémov buniek in vivo, 5x106 buniek sa aplikovalo do peritonedlnej dutiny my#i.
Pre lepSie uchytenie buniek bola my¥ 15 dni pred aplikéciou buniek premedikované para-
finovym olejom /0,5 ml antraperitoneélne na 1 my$/, Po 10 dioch rastu hybridému v pe-
ritoneélnej dutine, bola wy¥ zabité a vyprodukované ascitické tekutina odobrand. Tymto
postupom moino priemerne ziskat asi 7 ml ascitickej tekutiny obsahujGcej 8 mg/ml proti-
latky. Ascitické tekutina obsahujGca produkt hybridému v{ T51/3 vykazovala 3pecifickG
vazbu k virusu Herpes simplex typ 1 v rédioimunoanalytickom teste /RIA/, v imunoenzyma-
tickej analyze /ELISA/ a v imunofluorescen&nom teste /IF/.
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Bunky hybridému v{ T51/3 rastG in vitro ako polosuspenzné kultara. Maja gulaty
tvar a velkost charakteristicka pre myeldémove bunky. Obsahuja fGzovane bunkové jadrs,
8G aneuploidne, Bunky hybriddwu V0 T51/3 wajG ultradtruktGray obraz typickych nyeld~
movych buniek, kde prevafujGcou organelou su volné a na membrénu viazané polyribozd-
my. Zékladnym kultiva&nym médiom je Dulbeccova modifikacia Eagleovho minimélneho
esenciélneho média (Dulbecco, R., Freeman, G., Virology 8 /1959/, 396). Toto médium,
ozna%ované ako DMEM, je pre kultivaciu hybridomu doplnené gentamycinom a inaktivova-
nym prekolostrélnym telacim sérom (10%, Bioveta, Ivanovice na Hané). Hybriddém je kul-
tivovany pri 37 % v atmosfére 5% CO,. Jeho generalné doba je priblifne 24 h, pProduko-~
vané protilédtka je monoklonély imunoglobin podtriedy 1gG 2b.

Hybridém v 751/3 mdie byt vyuZivany ako zdroj protilétky vo&i virusu Herpes
simplex typ 1, ktoré sa da pou2if na kvalitativny ddkaz pritomnosti virusu Herpes sim-
plex typ 1 vo vy3etrovanom materiédle, na kvantitativne stanovenie mnoZstva infikujGce-
ho virusu, pri vyhodnocovani epidemiologickej situbcie a ako zdroj protildtky jedinej
podtriedy (IgG 2b) pre pripravu antisér 3pecifickych pre uvedent podtriedu.

PREDMET VYNALEZU

My31i lymfocytérny hybridom v( T51/3, produkujaci monoklon&lnu protilétku podtrie-
dy 1g6 2b vo&i virusu Herpes simplex typ 1.
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