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Mysi lymfocytarni hybridom BLV-01

Oblast techniky

Predmétem vynalezu Jje mysi lymfocytdrni hybridom BLV-01,
pouZitelny ve veterinarnim lékarstvi k vysoce citlivé a specific-
ké diagnostice bovinni leukdzy.

Dosavadni stav techniky

Virus bovinni leukézy (BLV) Jje retrovirus, vyvolavajici
enzootickou bovinni leukézu - lymfosarkomatédzu, kteréZito onemoc-
néni Jje rozsifené po celém svété. Infikovana zvirata je mozZno
diagnostikovat a izolovat jesté pred objevenim kllnlckych prizna-
ku, jako zdureni miznich wuzlin, lymfocytdzy, sniZeni uzitkovosti
a dalSlCh prukazem specifickych antivirovych protilatek v krev-
nim séru. Tyto protilatky, které jsou u infikovanych zvirat zjis-
titelné v zavislosti na citlivosti diagnostické metody jiZ béhem
nékolika tydna po infekci, jsou vytvareny zejména proti dvéma
hlavnim virovym antigentm: glykoproteinu gp 51 kD a proteinu
p 24 kD.

K dlagnostlce onemocnéni a ozdravovani chovu skotu od BLV je
Siroce pouzivan imunodifuzni test. Tato metoda je pomérné citliva
a specificka, avsak neni dostatecné citliva ke stanoveni nizkych
koncentraci antivirovych protilatek v krvi cerstvé infikovanych
zvirat a stejné tak neni schopna stanovit tyto protilatky ve
smésnych vzorcich krve, odebranych na jatkach, nebo ve vzorcich
mléka, individualnich nebo smésnych, odebranych na farmach. Tyto
pozadavky na vyssi citlivost, vcetné vysoké specifity, splnuji
diagnostické metody ELISA. Podle doporuceni Mezinarodni epizooto-
logické organizace (OIE) Vv Parizi by komerc¢né vyrabéné ELISA
dlagnostlcke soupravy mély splnovat pozadavky na citlivost stano-
veni anti-BLV protilatek tak, Ze jako pozitivni musi byt hodnocen
koneény vzorek krevnich sér - smés jednoho objemového dilu refe-
rencniho p021t1vn1ho séra a 49 objemovych dill negativniho séra.
Stejné prisné jsou pozadavky na hodnoceni smésnych vzorkl hovézi-
ho mléka.

P¥i pripravé ELISA souprav Kk dlagnostlce BLV protllatek jsou
na stény jamek mikrotitrac¢nich ploten navazany virove antlgeny
(BLV). VysSetrovana hovézi séra s témito antigeny béhem prvni
inkubace reaguji a vazba hovézich protildtek na BLV antigeny je
prokazovana béhem dalsi inkubace s konjugatem peroxidaza - protl-
latka proti hovézimu imunoglobulinu a vizualizovana po naneseni
roztoku substratu. BLV antigen, pouzity pro uc¢ely ELISA vySetre-
ni, musi byt vysoce purifikovany, coZz Jje casové a financne
nakladné a vyrazné snizuje vytéZnost antigenu.

Presto ani pouzZiti vysoce purifikovaného antigenu nezarucuje
dosazeni dostateéné citlivosti ELISA vysSetreni.

Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky je mozZno odstranit pouZitim hybridomu,
produkujiciho imunochemicky homogenni protilatky proti specific-
kému proteinu viru bovinni leukézy podle vyndlezu. Mysi lymfocy-
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tarni hybridom BLV-01, produkujici monoklonalni protilatku proti
proteinu p 24 viru enzootické bovinni leukézy skotu, ulozZeny ve
Sbirce zoopateogennich mikroorganismi pod oznac¢enim CAPM-TK
3/92, byl' ziskan zpusobem, znamym 2z odborné literatury (Kohler
G., MILSTEIN C.: Continous cultures of fused cells secreting
antibody of predefined specifity, Nature, 256, 1975, s. 495-497;
Monoclonal Antibodies; Principles and Practice, J.W. Goding ed.,
Acad. Press, 1986, s. 315) selekci a klonovanim produkujicich
hybridomovych bunék, vzniklych fuzi mys$i myelomové linie Sp 2/0
a lymfocytarnich bunék, =ziskanych ze sleziny my$i kmene BLAB/c,
imunizovanych purifikovanym virem BLV.

Vyhodou mysiho lymfocytdrniho hybridomu BLV-01 podle vynale-
zu je, <Ze produkuje monoklonalni protilatku, ktera je imunoche-
micky a biologicky homogenni a reaguje specificky pouze s anti-
genni determinantou daného virového proteinu. Produkéni hybrido-
moveé bunky jsou "nesmrtelné", umoznuji produkci monoklonalni pro-
tilatky v libovolném mnozZstvi a tim provadéni standartni, vysoce
specifické a citlivé diagnostiky onemocnéni. V porovnani s dosa-
vadnim stavem, ktery reprezentuje imunodifuzni test, predstavuje
vyuziti monoklondlnich protildtek v diagnostice onemocnéni kvali-
tativneé vyssi stupen.

Priklad provedeni vyndlezu

K ziskdni vétsiho mnoZstvi monoklondlnich protilatek se pro-
dukujici hybridom intraperitonedlné aplikuje BALB/c my$im, které
byly 7 az 30 dna predem senzibilizovany intraperitonealni aplika-
ci Pristanu nebo parafinového oleje.

Asciticka tekutina, ziskand 2z brisni dutiny téchto mysi,
obsahuje vysoké koncentrace monoklonalnich protilatek. Jejich
kvalita, koncentrace, trida imunoglobulinu, specifita atd. se
ovéri ELISA stanovenim titrG protilatek v ascitické tekutiné
Western blot analyzou, imunodifuzi v agarovém gelu s pouZitim
tridove specifickych antisér proti my$im imunoglobulinGm. Purifi-
kaci se z ascitické tekutiny izoluji monoklonalni protilatky,
které se pouziji k vazbé na stény jamek mikrotitraéni plotny pro
ELISA vySetreni. Po promyti jamek se jamky naplni roztokem BLV
antigenu. Béhem inkubace dochazi k reakci monoklonalni protilatky
BLV antigen p 24 a k vazbé tohoto specifického virového antigenu
na stény jamek mikrotitraéni plotny. Takto pripravené plotny pro
ELISA vysSetreni, vyuzZivajici monoklonalni protilatku k vazbé spe-
cifického antigenu (monoclonal antibody-antigen capture ELISA),
se vyznacuji podstatné vyssi citlivosti i specifitou ve srovnani
s primou vazbou antigenu na stény jamek. Vysledky dosazZené pri
ELISA vySetreni pozitivnich, limitnich a negativnich vzorku hoveé-
zich krevnich sér dokumentuje podstatné zvyseni citlivosti metody
s pouzitim monoklondlnich protilatek (viz tabulka &. 1).

Prumyslova vyuzitelnost

Monoklonalni protilatky jsou vyuZitelné pri purifikaci viro-
vych antigenu pomoci afinitni chromatografie, analyze struktural-
nich proteind vird atd. Nejvétsi moZnosti vyuziti existuji pri
vyrobé komerc¢nich diagnostickych souprav, uplatnitelnych na doma-
cim i zahrani¢nim trhu.
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PATENTOVE NAROKY

MySi lymfocytdarni hybridom BLV-01, produkujici monoklonalni
protildtku proti proteinu p 24 viru enzootické bovinni leukézy
skotu, uloZeny ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismid pod ozna-
¢enim CAPM-TK 3/92.
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