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Vyndlez sa tyka mySieho lymfocytédrneho hybridomu, tj. hybridného jednobunkového
organizmu, zostrojeného bunkovou fuziou my3ej myeldmovej linie Sp2/0 a my3ej slezinovej
bunky, produkujticeho protilétku proti virusu chripky A.

Protilétky vodi proteinom virusu chripky sa doteraz pripravuju tak, Ze virus resp.
jeho izolované proteiny sa opakovane injikuju akc antigén pokusnym zvieratam, naj&astej-
8ie krédlikom, mysiam, alebo fretkém. Sérum takto imunizovanych zvierat, odobraté po ur-
&itej dobe pesobonia antigénu, sluZl ako zdroj protildtok, pouzivanych predovietkym pre
kvantitativnu alebo kvalitativnu analyzu antigénu - virusu chripky - vo vyskume a v imu-
nodiagnostickej praxi.

Tento postup, nazyvany konvendnou imunizdciou, mé niekolko nevyhod. V sére imuni-
zovanych zvierat sa nachddza heterogénna zmes protilétck, ktorych spektrum je v kaZdom
jednotlivom organizme rdzne a neopakovatelné. Organizmus spravidla vytvori okrem protilé-
tok vo&i Ziadanému antigénu i protildtky vo&i nelistotém antigénového prapardtu, ktoré je
potrebné zo sér odstrafovat vysycovanim., Vyrobné Sar2e konven&nych sér sa preto daju faz-
ko Standardizovat a byvaju v Sirokom rozmedzi kvality. Pre vyrobu kaXdej Sarie treba pri-
pravif disty imunizaény antigén a daldie antigény na vysytenie balastnych protilédtok pro-
ti ned&istotém. »

Uvedend nedostatky vys#ie zmieneného a dosial pouzivanédhc postupu odpadni, ak je
k dispozicii hybriddnm, produkqjdéi monoklondlu protilétku proti nukleoproteinu virusu
chripky A, uloZeny v zbierke hybriddmov Virologického dstavu SAV v Bratislave, Mlynsks do-
lina 1, pod oznafenim VU IIH3.

Uvedeny hybridom bol ziskany zpsoobom znémym z odbornej literatiry (Kohler, G.,
Milstein, C.: Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined speci-
ficity, Nature 256 (1975), 496: Gerhard. W.: Fusion of cells in suspension and outgrowth
‘of hybrids in conditioned medium. In: Monoclonal antibodies. Hybrids: A New Dimension
in Biological Analyses. R. H. Kennet, T. J. McKearn, K. B. Bechtol, eds., New York. Ple-
num Press (1980), 370.) klonovanim siboru hybridnych buniek po fuzii my3ej nyelénovej
linie Sp2/0 a buniek, ziskanych zo sleziny my#i kmena BALB/c, imunizovanych virusom chrip-
ky A/Dunedin/4/73 (H3N2). g

Vyhodou hybriddwu pod¥a vyhédlezu je, Ze produkuje homogénnu protildtku, tzv. mono-
klondlnu protilétku, ktorsé je schopnd Specificky reagovaf e nukleoproteinom chripkového
virusu typu A. Hybridom VU IIH3 moZno kultivovat in vitro v médiach vhodnych pre Zivo&is-
ne bunky, alebo in vivo v peritoneslnej dutine my#i kmeha BALB/c. Z konzerv, uchovanych
v kvapalnom dusiku, moZno zahaji¥ produkciu protilétky bez dalSej imunizécie antigénom.

Priklad

Pre U&el pomnoZenia hybriddmovych buniek in vivo sa aplikovalo 5x106 buniek do pe-
ritonedlnej dutiny mysi. Pre lepdie uchytenie aplikovenych buniek bola my3 16 dni pred
prencsom buniek hybridomu premedikovand parafinovym olejom (0,5 ml intraperitonedlne).

Po 20 dnoch rastu hybridému v peritonedlnej dutine bola my$ zabité a vyprodukovand asci-
tickd tekutina odobraté. Celkom sa ziskalo 9 ml ascitickej tekutiny obsahujicej 6 mg/ml
imunoglobulinu. Asciticka tekutina, ocbsahujlica produkt hybridomuy VU IIH3, vykazovala v
radicimunoanalytickom teste Specificku vazbu k virusom chripky typu A (napr. subtyp Hl,
H2, H3), ale nie vo&i typu B, a v radioimunoprecipita&nom teste sa viazala na nukleopro-
tein virusu chripky A.

In vitro rastt bunky hybridomu akeo poloausﬁenzné kultira. Maji tvar (gulaty) a vel-
kost charakteristické pre myelomové bunky, obsahuji fézovane bunkové jadré, su aneuploid-
né. Bunky hybriddmu VU IIH3 maju ultradtruktirny obraz typickych myelomovych buniek, kde
prevatujicou organelou su volné a na membrény viazané polyribozdmy. Zékladnym kultiva&-
nym médiom je Dulbeccova modifikécia Eaglovho minimélneho esencidlneho média (Dulbecco. R,
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a Freeman, G., Virology 8 (1959), 396). Toto médium oznadované ako DMEM, je pre kultiva-
ciu hybridému doplnené gentamycinem a inaktivovany prekolostrdlnym sérom (10%, Bioveta,
Ivanovice na Hané). Hybridom je kultivovany pri 37 °%c - jeho strednéd genera&nd doba je
pribliZne 24 h. Produkované protilatka je moncklondlny imunoglobulin podtriedy IgG 1.

Hybridém VU IIH3 sa moZe priemyselne vyuZivat akﬁ zdroj protildtky proti nukleo-
proteinu (nukleokapsidovému proteinu) virusu chripky A v metodach analytickych, prepa-
rativnych alebe diagnostickych a to:

1) pri kvantitativnom a kvalitativnom vyhoednocovani pritomnosti nukleoproteinu virusu
chripky A vo vySetrovanom materidli (napr. klinické vzorky),

2) pri vyhodnocovani epidemiologickej situécie,

3) pri purifikécii nukleoproteinu virusu chripky A,

4) ako zdroj protilétky jedinej podtriedy (IgG 1) pre pripravu sér Specifickych pre uve-
dené podtriedu. :

PREDMET VYNALEZU

My$i lymfocytédrny hybridém VU IIH3, produkujuci monoklondlnu protildtku podtriedy
IgG 1 proti nukleoproteinu virusu chripky A. :
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