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(57) Rie3enie sa tyka mySieho lymfocy-
tarneho hybridému produkujiceho Sirokospek-
tralnu protilatku voci f'udskému a mySiemu fi-
broblastovému interferénu beta a proti fudské-
mu rekombinantnému interferénu alfa 2, uloZe-
ného v zbierke hybridémov Virologického
gstavu SAV v Bratislave pod oznadenim
VU IFN BBAG. Monoklonélna protildtka hy-
bridomu VU IFN BBA6 je vhodn4 na stanove-
nie pritomnosti uvedenych typov interferénov
na ziklade inhibicie ich biologickej aktivity
v interferén-neutralizaénych testoch alebo na
zdklade $pecifickej vizobnej reakcie v imuno-
enzymatickych testoch. Je vhodna aj na dcely
preparativne pre Cistenie ludského a mySieho
interfer6nu beta a ludského interferénu alfa
2 metédou imunoafinitnej chromatografie. Mo-
noklonalnu protilaitku moZno vyuZit aj na pri-
pravu sér $pecifickych k mySiemu imunoglobu-
linu podtriedy IgG2a.
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Vynalez sa tyka nového hybridému, t. j. hy-
bridného jednobunkového organizmu, zostro-
jeného bunkovou fliziou my3ej myelébmove; li-
nie NSO a my3ej slezinovej lymfoidnej bunky,

rodukujiicej Sirokospektralnu protilatku proti
‘udskému interferonu beta, mygiemu interfero-
nu beta a f'udskému interfer6nu alfa 2.

Doposial sa protilatky voci interfer6nom vy-
rabaja tak, Ze st jednotlivé typy interferénov
opakovane injikované ako antigén pokusnym
zvieratam, najcastejsie kralikom alebo ovciam.
Sérum takto imunizovanych zvierat, odobrané
po uréitej dobe pdsobenia antigénu, slazi ako
zdroj protilatok, pouZivanych predovietkym
pre kvantitativhu alebo kvalitativhu analyzu
antigénu — jednotlivych interferénov — vo
vyskume a v imunodiagnostickej praxi. Tento
postup, nazyvany konvenénou imunizéciou, mé
niekolko nevyhod. V sére imunizovanych zvie-
rat sa nachadza heterogénna zmes protilatok,
ktorych spektrum je v kazdom jednotlivom or-
ganizme rozne a neopakovatelné. Organizmus
spravidla vytvori okrem protilatok voci Ziada-
nému antigénu i protilatky vo¢i necistotdm an-
tigénového preparatu, ktoré je potrebné zo sér
odstrafiovat vysycovanim. Vyrobné SarZe kon-
venénych sér sa preto daji tazko $tandardizo-
vat a byvaja v sirokom rozmedzi kvality. Pre
vyrobu kazdej $arZe treba pripravit Cisty imu-
niza¢ny antigén a d'al§ie antigény na vysytenie
balastnych protilatok proti necistotam.

Uvedené nedostatky vysSie zmieneného
a doposial' pouzivaného postupu odpadnd, ak
je k dispozicii hybridom, produkujici monoklo-
nalunu Sirokospektralnu protilatku voci ludskym
interferonom beta, alfa 2 a vo¢i mySiemu inter-
feronu beta uloZeny v zbierke hybridémov Vi-
rologického tstavu SAV v Bratislave, Mlynska
dolina 1, pod ozna¢enim VU IFN BBAG®.

Uvedeny hybridom bol ziskany spésobom
znamym z odbornej literatary (Kéhier, G., Mil-
stein, C.: Continuous cultures of fuse cells se-
creting antibody of predefined specificity. Na-
ture, 256, /1975/, 495; Gerhard, W.: Fusion of
cells in suspension and outgrowth of hybrids in
conditioned medium. In: Monoclonal antibodi-
es. Hybrids: A New Dimension in Biological
Analyses. R. H. Kennet, T. J. McKearn, K. B.

Bechtol, eds., New York, Plenum Press, /1980/,

370) klonovanim stiiboru hybridngch buniek po
fazii mySej myelomovej linie NSO a buniek,
ziskanych zo sleziny mysi kmeia BALB/c, imu-
nizovanych preparatom ludského interferénu
beta.

Vyhodou hybridomu je, Ze produkuje homo-
génnu protilatku, tzv. monoklonalnu protilatku,
ktora je schopna $pecificky reagovat s ludsky-
mi interfer6nmi beta, alfa 2 alebo s my§im in-
terferéonom beta. Hybridom VU IFN BBA®6
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mozno kultivovat in vitro v médiach vhodnych
pre Zivo¢iSne bunky, alebo in vivo v peritoneél-
nej dutine mysi kmeita BALB/c. Z konzery,
uchovanych v kvapalnom dusiku, mozno zaha-
jif produkciu protilatky bez dalSej imunizécie
antigénont.

Priklad

Pre Gc¢el pomnozenia hybridomovych buniek
in vivo sa aplikovalo 5 x 10° buniek do perito-
nealnej dutiny mysi. Pre lepSie uchytenie apli-
kovanych buniek bola my$ 15 dni pred preno-
som buniek hybridému premedikovana parafi-
novym olejom (0,5 ml intraperitonedlne). Po 20
dioch rastu hybridému v peritoneéinej dutine
bola my§ zabit4 a vyprodukovana asciticka te-
kutina odobratd. Celkom sa ziskalo 7 ml asci-
tickej tekutiny, ktord obsahovala 8 mg/ml imu-
noglobulinu. Asciticka tekutina, obsahujtica
produkt hybridému VU IFN BBA6 3pecificky
inhibovala antivirusovu a antiproliferativnu ak-
tivitu [udského fibroblastového interferénu be-
ta, mySieho fibroblastového interfer6nu beta
a ludského rekombinantného interferénu alfa
2. Monoklonalna protilatka vykazovala aj $pe-
cificki vdzbu s jednotlivymi interferénmi
v imunoenzymatickych testoch.

In vitro rastG hybridémy ako polosuspenzna
kultdra. Maju tvar (gul'aty) a velkost charakte-
ristické pre myelémové bunky, obsahuji fizo-
vané bunkové jadri, si aneuploidné. Bunky hy-
briddbmu VU IFN BBA6 maja ultrastruktGrny
obraz typickych myelémovych buniek, kde pre-
vaZujicou organelou st volné a na membrany
viazané polyribozémy. Zakladnym kultivaénym
médiom je Dulbeccova modifikacia Eaglovho
minimalneho esencialneho média (Dulbecco, R.
a Freeman, G., Virology 8 /1959/, 396). Toto
médium, oznatované ako DMEM, je pre kulti-
vaciu hybridému dopinené gentamycinom
a inaktivovanym konskym sérom (10 %, Elan
clone, Bratislava). Hybridém je kultivovany pri
37 °C — jeho stredna genera¢na doba je pri-
blizne 24 hod. Produkovana protilatka je mo-
noklonéalny imunoglobulin podtriedy IgG2a.

Hybridém VU [FN BBA6 mézZe byt priemy-
slovo vyuzZivany ako zdroj Sirokosppektrélnej
protilatky vo¢i ludskému a mySiemu fibrobla-
stovému interferénu beta a proti 'udskému re-
kombinantnému interferénu alfa 2 pri kvantita-
tivnom alebo kvalitativnom vyhodnocovani
pritomnosti jednotlivych typov interferénov vo
vysetrovanom matenali,. Monoklonilnu proti-
latku je moZné vyuzit aj pri purifikacii jednotli-
vych typov interferénov v imunoafinitnej chro-
matografii alebo ako zdroj protilatky jedinej
podtriedy (IgG2a) pre pripravu sér $pecifickych
pre uvedent podtriedu.

PREDMET VYNALEZU

My3i lymfocytarny hybridém VU IFN BBA6 a mySiemu fibroblastovému interferénu beta
produkujici sirokospektralnu  monoklonélnu a vo¢i fudskému rekombinantnému interferénu

protildtku podtriedy IgG2a proti [udskému alfa 2.
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