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My8{ lywfocytérny hybr;ldsm vé T96/4

(57) Riesenie sa tyka mySieho lymfooytérneho hy=
briddmu, produkujticeho monoklondlnu protildtku
vodi glykoproteinu gC virusu Herpes simplex
typ 1, uloZeného v zbierke hybridémov Virologio=
kého tstavu SAV v Bratislave pod oznadenim
T96/4, Monoklonédlna protildtka produkovand hye
briddmom V6 T96/4 je vhodnd na diagnostiocké ulee
1y v imunofluorescendnom teste /IF/ v rédioimue
noanalytickom teste /RIA/ a v imunoenzymatiockey
analyze /ELISA/ na stanovenie pritommosti a
mno¥stva virusoveho antigénu v testovanom ma-
teridle, Je vhodnd aj na imunoafinitmi purifie
kédoiu glykoproteinu gC z extraktoy infikovanych

buniek,
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VynAlez sa tfka nového hybrid&mu,tado hybridného jednobunkového organizmi, zostroje-
ného fdiziou my!oJ myol&movoj bunky Sp2/0 & my¥ej slezinove] lymfoidnej bunky,produkujiocej
protilédtku vodi glykoproteinu gC virusu Herpes simplex typ 1.

U virusu Herpes simpipx rogozndvame dva antigénne odlid¥né typy Herpes simplex typ 1
a typ 2, Doteraz sa protildtky /antiséra/ vodi virusu Herpes simplex typ 1.pripravovaldi
imunizdolou pokusnfch zvierat, najlastejiie krdlikov, purifikovanym, alebo nepurifikova=
nym virusom resp, niektorym izolovenjym proteinom /Forghani B,, Sohmidt N., Lennette E.H,:
Solid phase radioimmuncassay for identifioation of herpesvirus hominis types 1 and 2 from
clinical material,Appl., Miorobiol._ 28, /1974/ 661 = 667: Dreesman G, R., Watsoa D.0,, Cour=
tney R.J., Adam E,, Melnick J,L.: Deteotion of herpe-v:lruo typew«speocifio antibody by micro=-
solidephase radioimmunomotrio assay: Intervirology 12, _/1979/ 115 « 119 ), Sérum takto
imunizovanych zvierat, odobrané po viaceryoh ddvkach antigénu, sli¥ilo ako zdroj protilétok
tzv, typovolpeoifickyoch, ktoré sa vyuiivali ne ddkaz nnticénu virusu Herpes simplex typ 1
v zédkladnom vyskume a Vv imunodiagnostiokej praxi, Vzhladom na to, %e virusy Herpes simplex
typ 1 a 2 obsahujd nielen typovoSpecifiocké, ale aj typovospolodne antigénne determinanty,
takto pripravené antiséra vodi virusu Herpes simplex typ 1 obsahujit vysoké hladiny typovo=-
spolo¥nfoh protilétok, které sfafuju resp. dplne znemofiiuji sprévne urenie typu infikuji-
oeho virusu pri diagnostiokom testovani, Typovospolodnd protilédtky sa obvykle odstranuju
zo sér vysycovanim s virusom Herpes simplex typ 2, %0 Je proocedira velmi néro¥na na mate=-
ridl navisc len v malom poSte pripadov dspedné, Virobné Zarie konvendnyoch typovospeocifio=
kyoh antisér sa daji ¥aZko Ntandardizoval a bjvajé v ¥irokom rozmedzi kvality., V poslednom
Sase sa s dspechom pouZivaji na typizéciu virusu Herpes simplex typ 1 monoklonédlne protie
latky tzv, typovolpeoifioké, ktoré st sohopné detegovat infekeiu virusom Horpes simplex
typ 1 v kliniokom materible.

Uvedend nevyhody doternz pouZivanfoh postupov sa nevyskytnd, ak je k dispozicii hybri-
ddmové bunkové linia produkujdoa typovo¥pecifiokd monoklonélnu protildtku vodi glykopro=
einu gC virusu Herpes simplex typ 1, ktoréd je uloXend v zbierke. hybridémov Virologiockého
tstavu SAV, Mlynské dolina 1, Bratislava pod oznadenim VO 96/4,

Uvedeny hybridém bol ziskany spSsobom zndmym z odbornej literatiry (Kohler, G., Mil-
stein, C.: Continuous ocultures of fused cells seoreting antibody of predefined specifioie
ty. Nature, 25868, /1975/, 495., Gerhard, W.: Fusion of cells in suspension and outgrowth
of hybrids in conditioned modm'u. Monooclonal antibodies: A new dimension in Biological ana=-
lyses, Kennett R, H. & spol,, eds, New York, Plenum Press /1980/, 370,) Hybridné bunky
ziskane po fYizii my3{ch myelémovfoh Sp2/0 buniek s buniek ziskanyoh zo sleziny my#i BALB/o
:menizova.nod extraktom buniek infikovanfoh virusom Herpes simplex typ 1, boll klonovanéd
a po otestovan{ bol vybran$ klon VO T96/'&. Véhodou hybridému je, %e produkuje homogénnu
protilétku, tzv, monoklomélnu protilétku, ktord je schopnd ¥pecifiocky reagovaf s virusom
Herpes simplex typ 1., Hybriddm V¥ T96/% mo¥no kultivova¥ in vitro v médiach vhodnyoh pre
2ivoSisne bunky alebo in vivo v peritonedlnej dutine my3{ kmena BALB/o. Z konzerv zmraze=
nych buniek uchovanfoh v kvapalnom dusilku, mo¥no zaSaf produkoiu protildtky bez dal¥ej
imunizéole zvierata antigénom,

Priklads

Za dSelom ziskania vadsieho mmoXstva monoklondlnej protildtky VO T96/4 kultivdoiou
hybridémovyoh buniek in vivo, 5:106 buniek sa aplikovalo do peritonedlne] dutiny my#i,
Pre lep3ie uohytenie buniek bola my¥ 15 dni pred aplikéoiou buniek premedikovand parafi=
novym olejom /0,5 ml intraperitonedlne na 1 mys3/, Po 10 dhioch rastu hybridému v peritonodl-
nej dutine, bola mys zabitd a vyprodukovand asoitioké tekutina odobrank. T¥mto pos tupom
mo%no priemerne ziskal asi 7 m} asoitiokej tekutiny obsahujucej 8 mg/ml protildtky, Ascl-
tickd tekutina obsahujioa produkt hybridému V¢ 96/4 vykezovala Bpeoifioki vazbu k virusu
Herpes simplex typ 1 v rddioimunoanalytiokom teste /RIA/, v imunoenzyma ticke 3 analyze _
/ELISA/ a v imunofluorescendnom teste /IF/, Metodou réddioimunoprecipitédocie a elektroforédzy
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v polyakrylamidovom géli sa zistila vazba monoklondlnej protildtky na glykoprotein gC
virusu Herpes simplex typ 1.

Bunky hybridému V& T96/4 rastd in vitro ako polosuspenzné kultdra, Maju gulaty tvar
a velkos¥ ocharakteristiocky pro myeldmové bunky, Obsahujd fézovand bunkové Jadra, sd aneu-
ploidné, Bunky hybriddmu V8 T96/4 maju ultradtruktirny obraz typickych myeldmovfch buniek,
kde prevafujicou organelou su volne a na membrinu viazanéd polyribozdémy, Zdkladnym kultie
vadnfm médiom je Dulbeccova modifikéoia Eagleovho minim&lneho esonqlélneixo. média {pulbecco,
R.y Freeman, G.,, Virology 8 /1959/, 396 ). Toto médium, oznadované ako DMEM, Jje pre kulti-
véciu hybriddmu doplnené gentamyoinom a inaktivovanym prekolostréilnym telacim sérom (10%,
Bioveta, Ivanovice na Hané). Hybridom Je kultivovany pri 37 °C v atmosféce 5% €0,. Jeho
generadnéd doba je pribliine 24 h, Produkované protildtka Je monoklondlny imunoglobulin
podtriedy IgG 2b, ' .

Hybriddm V& T96/4 mdZe byt vyuZivan} ako zdroj protildtky vodi glykoproteinu gC virusu
Herpes simplex typ 1, ktord sa da poulil na kvalitativay d6kaz pritomnosti virusu Herpas.
simplex typ 1 vo vy¥etrovanom materidle, na kvantitativne stenovenie mmoZstve infikujliceho
virusu resp, glykoprotefnu €C, pri vyhodnocovani epidemiologiokej situdole, na purifikéociu
glykoproteinu g z extraktov infikovanfoh buniek pomooou imunoafinitney ohromatografie a
ako zdroj protilétky jedinej podiriedy (IgC 2b) pre pripravu uiti;ér Bpeoifiokfoh pre uve=
dent podtriedu, : K

PREDMET VYNAXLEZU

My3{ lymfooytérny hybriddm V8 T96/4, produkujici monoklondlnu protildtku podtriedy
IgG 2b vodi glykoproteinu gC virusu Herpes simplex typ 1.
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