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(54) ‘ Mysf lymfocytdrny hybridém VU 303/4

(57% Risgenie sa tyka mySieho lymfocytérne-
ho hybridomu, produkujdceho monoklondlnu
protildtku proti glykoprotefnu g6 virusu
Herpes simplex typ 2, uloZeného v zbierka hy-
bridomov Virologického dstavu SAV v Bratisla-
ve pod oznatenim VU 303/4, Monoklondlna pro-
tildtka produkovand hybridomom VU 303/4 je
vhodnd na diagnostické dsely v imunofluores-
centnom teste (IF) v rddioimunoanalytickom
teste (RIA), v imunoenzymaticke) analyze
(ELISA) a v rddioimunoprecipitaénom teste,

na stanovenie pritomnosti a mno¥stva viru-
sového anti-génu v testovanom materidle. Je
vhodnd a3 na imunoafinitnd purifikaciu gly-
koprotefnu g6 z extraktov infikovanych buniek.
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Vyndlez sa tyka nového hybridomu, td hybridného jednobunkového organizmu, zostroje-
ného fdziou my%ej myelomove3 bunky Sp2/0 a mySej slezinove) lymfoidnej bunky, produkuji-
cej protildtku vo&i glykoprotefnu g6 virusu Herpes simplex typ 2.

U virusu ﬁerpes”simpiex rozozndvame dva antigénne odlisne typy Herpes simplex typ 1
a typ 2. Doterez sa protildtky (antiséra) vo&i virusu Herpes simplex typ 2 pripravovali
imunizéciou pokusnych zvierat, nejéastej!ie krdlikov, purifikovanym alebo nepurifikovanym
virusom resp. niektorym izolovanym proteinom (Forghani B., Schmidt N., Lennette E.H,:
Solid phase radioimmunoassay for identification of herpesvirus hominis types 1 and 2 from
clinical material. Appl. Microbiol. 28, (1974) 661-667; Dreesman G.R., Courtney R.J.
Adam E., Melnick J.L.: Detectlon of herpesvirus type-specific antibody by microsolid-
phase radioimmunometric assay; Intervirology 12, (1979) 115- 119) Sérum takto imunizova-
nych zvierat, odobrané po viacerych dévkach antipgénu, sld¥ilo ako zdroj protilétok tzv.
typovospecifickych, ktoré sa vyuifvalli na dbkaz antigénu virusu Herpes simplex typ 2 v
2ékladnom vyskume a v-imunodiagnostickej praxi. Vzhladom na to, ze virusy Herpes simplex
typ 1 a 2 obsahujd nielen typovodpecifické,'ale aj typovo spoloéne antigénne determinanty
takto pripravené antiséra vo&i virusu Herpse simplex obsahujd vysoké hladiny typovospo-
loZnych protildtok, ktoré sfafujd resp.:ﬁplnq znemofiujd sprévne urdenie typu infikujice-
ho virusu pri diagnostickom testovanf, Typovospolo&né protilﬁtky sa obvykle odstrafuju
20 sér vyéycovanim s virusom Herpes simplex typ 1, %o je proceddra velmi ndrofnd na mate-
riél a naviac len v malom po&te pripadov Gspesnd. Vyrobné éarfe konven&nych typovospeci-
fickych antisér sa dsjd. tazko Standardizovat a byvaju v 5irokom rozmedz? kvality. V posled
nom Eese sa s (spechom pouZivajd na typizdciu virusu Herpes simplex typ 2 monoklondlne
protilétky tzv. typovospecifické, ktord su schopnd detegovaf 1nrakciu virusom Herpes sim-
plex typ 2 v klinickom materidle.

Uvedené nevyhody doteraz pouZfvanych postupov sa nevyskytnd, ak je k dispozicii hy-
briddmova bunkovéd l{nis produkujdica typovodpecifickd monoklondlnu protildtku vo&i pglyko-
proteinu g6 virusu Herpes simplex typ 2, ktord je uloena v zbierke hybriddmov Virologic-
kého ldstavu SAV, Mlynské dolina 1, Bratislava pod oznadenim VU 303/4.

Uvedeny hybridém bol ziakany spsobom znémym z odborne} literatiry (Kohler,G.
Milstein, C.: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined speci-
ficity. Neture, 256, (1975), 495., Gerhard, W.: Fusion of cells in suspension and out-
growth of hybrids in conditioned medium. Monoclonal antibodies: A new dimension in Biolo-
gical analyses. Kennett R.H. a spol., eds. New York, Plenum Press (1980), 370.) Hybridné
bunky ztskané po fizii mySich myelomévych Sp2/0 buniek a buniek z{skanych zo sleziny mysi
BALB/c imunizovane)j extraktom buniek infikovanych virusom Herpes simplg} typ 2, boli klo-
nované a po otestovanf bol vybrany klon VU 303/4. '

Vyhodou hybridomu Je, %8 produkuje homogénnu protildtku, tzv. monoklondlnu protilét-
ku, ktord je schopnd épeciticky reagovat 8 glykoprotefnom g6 virusu Herpes simplex typ 2.
Hybriddm VU 303/4 moZno kultivovat in vitro v mediach vhodnych pr& Zivqﬁiéne bunky, alebo
in vivo v peritonedlnej dutine my3i kmefia BALB/c. Z konzerv zmreszenych buniek uchovanych
v kvapalnom dusiku, moZno za¥at produkciu protilétky bez deldej imunizécie zvierats anti-
génom.

Priklad:

Za Uelom ziskania v#&sieho mnozstva monoklondlne) protildtky VU 303/4 kultivéciou
hybriddmovych bunisk in vivo, sx106 buniek se asplikovalo do peritoneédlnej dutiny my$i.
Pre lep#ie uchytenie buniek bola my$ 15 dnf pred aplikéciou buniek premedikované parafi-
novym olsjom (0,5 ml intraperitoneslne na 1 my¥)., Po 10 dnoch rastu hybridému v perito-
nedlnej dutine, bola my# zabité a vyprodukovend ascitickd tekutina odobrand. Tymto postu-
pom moZno priemerne ziskaﬁ.asi 7 ml asciticke) tekutiny obsahujicej 8 mg/ml protilédtky.
Ascitickd tekutina obsahujdca produkt hybridému VU 303/4 vykazovala Specifickd vezbu k
virusu Herpes simplex typ 2 v rddioimunocanalytickom teste (RIA) a v imunoenzymaticke}
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analyze (ELISA). Metddou rédicimunoprecipitécie a elektroforézy v polyakrylamidovom géli
sa zistila vazba monoklondlne) protildtky na glykoprotein g6 virusu Herpes simplex typ 2.

Bunky hybridému VU 303/4 rastd in vitro ako polosuspenznd kultura. Majud gulaty tvar
a velkost charakteristicku pro myelomove bunky. Obsahujd fuzovane bunkove jadré, su ane-
uploidne. Bunky hybriddmu VU 303/4 majd ultradtruktirny obraz typlckych myelomovych bu-
niek, kde prevaZujdcou organelou su vo¥ne & na membrénu viazand polyribozémy. Z4kladnym
kultiva&nym médiom je Dulbeccova modifikdcia. Eagleovho minimélneho esencidlneho média
(Dulbecco, R., Freeman, G., Virology 8(1959, 396). Toto médium, oznafované ako DMEM, je
pre kultivéciu hybridomu doplnené gentamycinom a inaktivoéanym prekolostrdlnym telacim
sérom (10%, Bioveta, Ivanovice na Hané). Hybriddm je kultivovany pri 37°C v .atmosfére 5%
COZ' Jeho genera&nd doba je pribliine 24 h. Produkovand protilétka Je monoklonélny imuno-
globulin podtriedy IgG 2a.

Hybridom VU 303/4 méze byt vyuiivany ako zdroj protildtky vo&i glykoproteinu gG
virusu Herpes simplex typ 2, ktord sa dd pou2it na kvalitativny dbkaz pritomnosti virusu
Herpes simplex typ 2 vo vyZetrovanom materiéle, na kvantitatfvne stanovenie mnozstvas in-

}fikujﬁceho virusu resp. glykoproteinu gG, pri vyhodnocovant epidemiologickej situécie,
na purifikéciu glykoproteinu g6 z extraktov infikovanych buniek pomocou imunoafin1tneq
chromatografie a ako zdro) protilédtky jedinej podtriedy (IgG 2a) pre pripravu antisér
Specifickych pre uvedend podtriedu.

*

PREDMET VYNALEZU

My&{ lymfocytdrny hybriddm VU 303/4, produkujici monoklondélnu protildtku podtriody
Ig6 2a vo#i glykoprotefnu g6 virusu Herpes simplex typ 2. o




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

