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(54) My$i lymfocytérny hybriddm BLVgp5LUED-

-25E11/2

(57) Riesenie s tyka myieho lymfocytdrneho
hybridomu produkujdceho neutralizaény mono-
klondlnu protildtku proti obalovému glyko-
proteinu gp51 virusu bovinnej leukémie ulo-
Zeného v zbierke hybridomov cddelenia mole-
kuldrnej virologie Ustavu experimentédlnej
onkologie SAV pod vyznagenim UED-25E11/2.
Samotnd monoklondlna protildtka tohoto hy-
bridomu je vhodnd hlavne na pouzitie pre
vyrobu imunodiagnostickych stprav na detek-
ciu hovadzieho dobytka infikovaného viru-
som bovinnej leukémie a na detekciu viru-
sového antigénu. Je taktie? vhodng pre uce-
ly preparativnej ako imunofinitnej purifi-
kécie virusového glykoprotefnu, na pripra-
vu antiidiotypovej protildtky pre vakcinag-
né Gely a na neutralizdciu virusu.
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Vyndlez sa tyka noveho mySieha lymfocytdrneho hybrcidomu BLVgpS1UEQD-25E11/2, t.5. hy-
tord bola zostrojend fuziou buniek mySej myelomovej. linie Sp2/0
rené proti obalovému glykopro-
otein je délezitou sdgasfou

N4lez anti-gp protildtok

bridnej bunegnej linie, k
a my3fch lymfoidnych buniek, produkujdcich protildtky namie
tefnu gpSl virusu bovinnej leukémie (BLV). Obalovy glykopr
virusu bovinnej leukémie, Je zodpavedny za infektivitu virusu.

u zvierat md zdsadny vyznam pre diagnostiku leukémie hovadzieho dabytka.

Doteraz sa protildtky proti antigénom BLV vyrdbajd tak, Ze purifikovany gp51 je opa-
kovane injikovany produk&nym zvieratdm, najdastéjsie krdlikom. sérum takto imunizovanych
zvierat, odobrané po uritej dobe pésobenia antigénu, sliZi ako zdroj protildtok. Tento
postup md mnohé nevyhody, pre kazdd imunizdciu je nuiné izolovat znova glykoprotein gp5l
z virusu, jeho purifikdcia je drahd a Sasove nérotns. Okrem toho v sére imunizovanych
zvierat sa nachddza heterogénna zmes protildtok, ktorych sepktrum je v kaZdom zvierati
rézne a neopakovatelné. Sérum takto ziskané obsahuje tieZ protildtky vodi netistotdm anti-
génového prepardtu, ktoré je potom nutné odstranova¥t vysycovanim. Z tychto dovedov vyrob-

né Sarze sa znatne odliZujui a kvalita ziskanych polyklondlnych protildtok nie je %tandard-

na.

Uvedené nedostatky vyZe vvedeného postupu konven&nej imunizécie odpadnd, ked mdme
k dispozicii hybridem, produkujdci monoklondlnu protildtku proti obalovému glykoproteinu
BLV, ktory je uleZeny v zbierke hybridémov oddelenia molekuldrnej viroldgie, Ustavu expe-
rimentdlnej onkologie SAV v Bratislave, ul. fisl. armddy 21, pod oznadenim UE0-25E11/2.

Uvedeny hybridém bol ziskany v podstate postupom zndmym v odbornej literatdre ako
hybridomovd technoldgia (Kohler, G., Milstein, C.: Continous cultures of fused cells
secreting antibody of prodefined specificity, Nature 236, 495, 1975), R. H. Burdon, P. H.
VanKnippenberg: Laboratory techniques in biochemistry and molecular biology, Vol. 13
Monoclonal antibody Technology, Elsevier, Amsterdam 1984, Postup, ktorym boli hybridﬁmy

kaovany (0. Orlik, t. Altaner: Modifications of hybridom techno-

pripravené bol nami modifi
1988).

logy yield of.monoclonal antibody producing cells, J. Immunol. Methods, 115, 55-59,
Vyhodou hybridému je, %e produkuje homogénne monoklondlne protildtky, ktoré reagujd

s obalovym glykeprotefnom BLV. Hybridom BLVgp51-25E11/2, je moZno kultivovat in vitro

v médidch vhodnych pre Zivo&isne bunky a sdfasne je adaptovany pre rast in vivo v perito-

nedlnej dutine mySeiho kmena BALB/c. Z konzerv, ktoré sd uchovdvané v kvapalnom dusiku,

je moZno zahdjit produkciu protilédtky bez dalsieho antigénu. Protildtka produkovand klo-

nom BLVgp51-25E11/2 reaguje Specificky s determinantou obalového glykoproteinu BLV a md

neutraliza&ny charakter.

Priklad

Za Géelom pomnoZenia hybridamovych buniek in vivo bolo 2-10 x 10
do peritonedlnej dutiny mySi kmena BALB/c. Tymtc mySiam bolo 14 dni predtym injikované
da peritonedlnej dutiny 0,5 ml Pristanu alebo inkompletného Freudova adjuvans za lictelom
vytvorenia sterilného ascitu, ktory napomdha rastu injikovanych hybriddmovych buniek.
Po 14 dioch rastu hybriddmovych bunisk v peritonedlne] dutine, my$ bole usmrtend & napro-
dukovans ascitickd tekutina bela sterilne odobranéd. Celkom sa ziskalo 8 ml ascitovej te-
kutiny, ktord obsahovala 9 mg/ml imunoglobulfnu. Moncklondlna protildtka reagovala 3peci-
ficky s glykoprotefnom gp51-BLV a s desintegrovanym vi{rusom v rddioprecipitagnom teste
a radioimunologickom teste. Z ascitickej tekutiny bol imunoglobulin izolovany pomocou
chromatografie na klone Protein A-Sepharose alebo inou vhodnou metodou. Takto purifikova-
néd monoklondlna protildtka je vhodnd pre potahavanie polystyrérovych materidlov (mikroti-
traéné dosticky, polystyrénové tydinky) za GZelom pripravy diagnostickych siprav na detek-

6 buniek injikované

ciu BLV infikovanych zvierat.

In vitro rastid bunky hybridomu akec polosuspenznd kultdra. Zékladnym kultivadnym médi-
om je Dulbeccova modifikdcia Eaglova minimadlneho esencidlneho média doplneného 5 procenta-
mi konského alebo iného séra vhodného pre tkdnové kultdry. Hybridém je kultivovany pri

U
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37 %c v 002 termostate, jeho étandar@né generagnd doba je pribliZne 24 hodin. Produkovand
protildtka je monoklondlny imunoglobuiin podtriedy IgG2b.

Hybridom BLVgp5LUE0-25E11/2 mbZe byt priemysloveo vyuzivany ako zdro) protildtky pro-
ti obalovému glykoprotefnu gp51 BLV v diagnestickych metodach, v purifikaé&nych metddach
a inych aplikdcidch,

Konkrétne md vyuXitie: pri vyrobe imunodiagnostickych stprav na detekciu infekcie ho-
vadzieho dobytka virusom bovinnej leukémie, pri purifikdcii virusového glykoproteinu imu-
noafinitnou chromatografiou, pri vynoonocovani antigénnej variability virusového glykopro-
tefnu, pre pripravu antiidiotypovej protildtky pre vakcinagné G&ely, ako zdro)j protildtky
jedinej podtriedy pre pripravu sér, pre detekciu virusového antigénu v infikovanych zviera-

tdch, pre neutralizéciu BLV,

PREDMET VYNALEZU

Mys{ lymfocytdrny hybridom BLVgp51UED-25E11/2 produkujdci neutralizaény monoklondl-
nu protildtku podtriedy IgG2b proti obalovému glykoproteinu gp51 virusu bovinnej leukémie.
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