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(54) My31 lymfocytérny hybridém v( 440/2

(57) RieSenie sa tyka mySieho lymfocytér-

neho hybriddmu, grodukujﬁceho monoklon4le
nu protilétku voéi virusu Hergea simplex
typ 2, uloZeného v zbierke hybridomov
virologického Gstavu SAV v Bratislave pod
ozna&enim V0 440/2.,

Monoklondlna protilatka produkované hybri-
domom V0 440/2 je vhodné na diagnostické
G¥ely v imunofluoresceninom teste (IF)

v rédioimunocanalytickom teste (RIA)

a v imunoenzymatickej analyze (ELISA) na
stanovenie pritomnosti a mnoZstva viruso-~
vého antigénu v testovanom materiéble,
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lenélez sa tyka nového hybriddmu, tJj. hybridného jednobunkového organizmu, zostro-
jeného faziou mySej myeldmovej bunky Sp2/0 a my¥ej slezinovej lymfoidnej bunky, produ-
kujGcej protilstku vodi virusu Herpes simplex typ 2,

U virusu Herpes simplex rozoznévame dva antigénne odli¥né typy Herpes simplex typ 1
a typ 2. Doteraz sa protilatky (antiséra) vodi virusu Herpes simplex typ 2 pripravova-
1i imunizéciou pokusnych zvierat, naj¥astej¥ie krélikov, purifikovanym alebo nepurifi-
kovanym virusom resp. niektorym izolovdnym proteinom (Forghani B., Schmidt N., Lenne-~
tte E. H.: Solid phase radioimmunoassay for identification of herpesvirus hominis ty-
pes 1 and 2 from clinical material. Appl. Microbiol. 28, (1974) 661 - 667; Dreesman
G. R., wWatson D. O., Courtney R. J.,, Adam E., Melnick J. J.: Detection of herpesvirus
type-specific antibody by microsolid-phase radioimmunometric assay; Intervirology 12,
(1979) 115 - 119). Sérum takto imunizovanych zvierat, odobrané po viacergch dévkach
antigénu, sla¥ilo ako zdroj protilétok tzv., typovospecifickych, ktoré sa vyuiivali na
dékaz antigénu virus Herpes simplex typ 2 v zékladnom vyskume a v immunodiagnostickej
praxi. vzhladom na to, Z%e virusy Herpes simplex typ 1 a 2 obsahujG nielen typovodpeci-
fické, ale aj typovo spolo¥né antigénne determinanty, takto pripravené antiséra vodi
virusu Herpes simplex obsshujG vysoké hladiny typovospolo&nych protilétok, ktoré staZu-
jG resp, Gplne znemoZnujG sprévne urienie typu infikujGceho virusu pri diagnostickom
testovani., Typovospolo¥né protilétky sa obvykle odstrahujG zo sér vysycovanim s viru=-
som Herpes simplex typ 1, &o je procedira velmi néro¥né na material a naviac len v ma-
lom podte pripadov Gspe¥n&. V¢robné Sarie konveninych typovodpecifick¢ch antisér sa da-
jo tatko ¥tandardizovat a byvaj¢ v ¥irokom rozmedz{ kvality, V poslednom Zase sa s Gspe~-
chom pou%ivajo na typizéciu virusu Herpes simplex typ 2 monoklonélne protiléitky tzv.
typovospecifické, ktoré sG schopné detegovat infekciu virusom Herpes simplex typ 2
v klinickom materiéle.

Uvedené nevyhody doteraz pouZfvanych postupov sa nevyskytnG, ak je k dispozicili
hybriddmova bunkové linia produkujtca typovodpecifickG monoklonélnu protilétku vodi
virusu Herpes simplex typ 2, ktoré je ulo¥end v zbierke hybridomdv Virologického Gstavu
SAV, Mlynska dolina 1, Bratislava pod oznaenim VU 440/2.

Uvedeny hybriddm bol ziskany spdsobom znémym z odbornej literatGry (Kohler, G.,
Milestein, C.: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined spe-
cificity. Nature,256, (1975), 495., Gerhard W.: Fusion of cells in suspension and
outgrowth of hybrids in conditioned medium., Monoclonal antibodies: A new dimension in
Biological analyses., Kennett R, H a spol., eds, New York, Plenum Press (1980), 370.
Hybridné bunky ziskane po fGzii my3ich myeldmovych Sp2/0 buniek a buniek ziskanych zo
sleziny my8i BALB/c imunizovanej extraktom buniek infikovanych virusom Herpes simplex
typ 2, boli klonovane a po otestovani bol vybrany klon VU 440/2.

vyhodou hybridonu je, %e produkuje homogennu protilétku, tzv. wmonoklonélnu proti-
l6tku, ktors je schopné ¥pecificky reagovat s virusom Herpes simplex typ 2. Hybriddm
VU 44072 moino kultivovat in vitro v médiach vhodnych pre %ivoti3ne bunky alebo in
vivo v peritonealnej dutine my5i kmena BALB/c. Z konzerv zmrazenych buniek uchovanych
v kvapalnom dusiku, mo¥no za&at produkciu protilétky bez Jaldej imunizécie zvierata
antigenom.

Priklad:

Za G&elom ziskania va¥Zeho mno¥stva monoklondlnej protilétky VU 440/2 kultivéciou
hybridomdvych buniek in vivo, 5x10® buniek ea aplikovalo do peritoneélnej dutiny my3i.
Pre lepSie uchytenie buniek bola myd 15 dni pred aplikaciou buniek premedikované pa~-
rafinovym olejom (0,5 ml intraperitonealne na 1 my3), Po 10 dhoch rastu hybridému v pe-
ritoneélnej dutine, bola my3 zabité a vyprodukovanéd agcitické tekutina odobranéd. Tymto
postupom woino priemerne ziskat asi 7 ml ascitickej tekutiny obsahujGcej 8 mg/ml pro-
tilatky. Ascitické tekutina obsahujaca produkt hybridému VU 440/2 vykazovala Specificka
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vazbu k virusu Herpes simplex typ 2 v radioimunoanalytickom teste (RIA), v imunoenzy-
matickej analyze (ELISA) a v imunofluorescendnom teste (IF).

Bunky hybridbmu VU 440/2 rastu in vitro ako polosuspenzné kultGra, MajG gulaty
tvar a velkost charakteristickd pre myeldmove bunky. ObsahujG fGzovane bunkové jadré,
8G aneuploidne, Bunky hybriddmu VU 440/2 majé ultradtruktGrny obraz typickych myeld-
movych buniek, kde prevafujGcou organelou sG volné a na membrénu viazané polyribozdmy,
zékladnym kultivainym médiom je Dulbeccova modifikécia Eagleovho minimélneho esenciél-
neho média (Dulbecco, R., Freeman, G., Virology 8 /1959/, 396). Toto médium, oznalova-
né ako DMEM, je pre kultivaciu hybridému doplnené gentamycinom a inaktivovanym preko=
lostralnym telacim sérom (10%, Bioveta, Ivanovice na Hane), Hybridém je kultivovany
pri 37 % v atmosfére 5% CO,. Jeho generalnd doba je pribliZine 24 h, Produkované pro-
tildtka je monoklonélny imunoglobulin podtriedy 1gG 1.

Hybridom v( 440/2 moZe byt vyuffvany ako zdroj protildtky vo&i virusu Herpes sim-
plex typ 2, ktoré sa dé pou%it na kvalitativny d8kaz pritomnosti virusu Herpes simplex
typ 2 vo vySetrovanom materidle, na kvantitativne stanovenie mnofstva infikujGceho vi-

rusu pri vyhodnocovani epidemiologickej situbcie a ako zdroj protilatky jedinej podtrie-

dy (IgG 1) pre pripravu antisér specifickych pre uvedené podtriedu.

PREDMET VYNALEZU

My31 lymfocytérny hybridém vU 440/2, produkujGci monoklonélnu protllétku podtrie-
dy IgG 1 vo&i virusu Herpes simplex typ 2.
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