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(54) Mysi lymfocytérmy hybridém produkujici monokionéinu protildtiku
inhibujicu hemaglutinaénu aktivitu virusu Newcastieskej choroby

UZelom riedernia je priprava izotypovo
a idiotypovo homogénnej protildtky o vysokej
&istote. Uvedeného Uelu sa dosiahne pouZitim
my3ieho lymfocytérneho hybriddmu NDV-NTP-3,
produkujiceho monoklondlnu protildtku
inhibijlicu hemaglutimadni aktivitu virusu
Newcastleskej choroby. My3{ lymfocytérny
hybriddm md poufitie vo veterindrnej
medicine.
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Vyndlez sa tgka mySieho lymfocytdrneho hybridému produkujiceho monoklonidlne protildtky
proti virusu Newcastleskej choroby s hemaglutina&noinhibi¥nou aktivitou.

Doposial sa protilétky proti virusu Newcastleskej choroby pripravujd tak, Ze sa virus
injikuje pokusnym zvieratdm, najm¥ krdlikom a ovciam. Vzhladom na to, Ze nesta®i jedna davka
virusu pre vyvolanie dostatolne vysckej protildtkovej odpovede, je potrebné ho injikovat
viackrdt opakovane v rdznych ddvkach a asov§ch intervaloch. Sérum takte imunozovangch zvierat
gliZi ako zdroj protildtok najm¥ pri diagnostickom vySetreni chovov hydiny. Zmienen§ postup
imunizécie m& niekolko nevghod. '

Ziskava sa heterogénna zmes protildtok, ktorej rozloZfenie sa v organizme producenta
meni, je vélmi réznorodé, kvalitatfvne a kvantitatfvne kolf¥e od jedného odberu po druhy
a je neopakovatelné. Okrem toho sérum obsahuje vela protildtok proti nefiaddcim primesiam,
ktoré sa nachédzajd vo virusovom materi&li pouZitom pre imunizdciu. V désledku toho je potrebné
séra upravovat zloZitymi postupmi, &im zf{skavame heterogénne a nestandardné preparédty.

VyuZiteInost takto pripraveného diagnostického séra je zni%end aj tym, ¥e jeho Zpecifické
polyklondlne protildtky sd z hladiska interakcie s virusom velmi rbznorodé. Naviac priprava
virusu pre imunizaé&né d%ely je ndkladné.

Hybridom NDV~NTP-3 bol pripraveny zndmym spdsobom, kldnovanim skupiny hybriddémov v mikkom
agare, vzniklgch fiziou buniek myZej 2~amino-6-hydroxy-8-azapurin /8-azagdanin/ rezistentnej
myeldmovej linie oznadenej NSO a slezinovych buniek inbrédnej linie my#f BALB/c, imunizovanych
purifikovanym v{rusom NDV, kmeii I Kansas /G. K8hler, C. Milstein, G. W. Butcher, J. C. Howard:
Nature 286, 550 /1977//.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstraiiuje vyndlezu, ktorého podstata spo¥iva v myZom
lymfocytérnom hybridéme NDV-NTP-3, produkujdcom monoklondlnu protildtku podtriedy IgGl,

kappa, inhibujtcu hemaglutina&nd aktivitu virusu Newcastleskej choroby.

V¢hodou hybriddému je, Ze produkuje izotypovo a idiotypovo homogénnu ¥pecifickd protildtku,
tzv. monoklondlnu protildtku, ktord Bpecificky inhibuje hemaglutina®nd aktivitu virusu
Newcastleskej choroby a tym je ho moZné pouZit na jeho identifikéciu vo vy$etrovanych vzorkéch
z r8znych chovov hydiny..Jednobunkovy lymfocytdrny hybriddém NDV~NTP~3 rastie in vivo v perito-
nedlnej dutine BALB/c my3{ za sulasne] tvorby ascites. Rastie aj in vitro v kultiva&nych
médiach vhodnych pre fivo&iZne bunky.

TaktieZ pozmrazen{ a ulofeni v tekutom dusiku a po opitovnom rozmrazeni si zachovéva
svoju schopnost produkovat monoklondlnu protildtku viaZucu virus Newcastleskej choroby.
Neobsahuje na rozdiel od konvenénych antisér nevhodné, balastné protildtky.

Pri{iklad 1

Pre pripravu hybridnej bunkovej linie sa pouZije 2.107 buniek mySej 2-amino-6~hydroxy-
-8~azapurin (8-azaguanin/ rezistentnej myelémovej bunkovej lfinie, ktoré sa pomocou 1 ml
50 § hmot. polyetylénglykolu spoja s 1.108 slezinovfch lymfoidngch buniek my3i imunizovanej
10 pg virusu. V priebehu 14 dni vyrastd pod selektf{vnym tlakom kyseliny 4-amino-pteroyl-
glutémovej /aminopterinu/ hybridné. bunkové linie, ktoré produkujd monoklondlne protilAtky

_proti virusu Newcastleskej choroby, ktoré sa s nim via¥u a ovplyviiuji jeho biologickd

aktivitu. Tieto bunky botomlklénujﬂ tak, %e sa zmieSa 0,5 % hmot. agaru s 5.106 a% 10.106

. my8ich slezinovfch buniek v médiu RPMI 1 640, ktoré obsahuje 100 mg.ml-l tetrahydrédtu dusiZnanu
- vépenatého, 2 000 xng.ml'1 D-glukdzy, 100 mg.ml_1 heptahydrdtu siranu hore&natého, 400 mg.ml'1

chloridu draselného, 1 512 mg.ml"1 hydrogenfosforeénanu sodného, 6 000 mg.ml"1 monohydrétu
dihydrogenfosfore&nanu sodného, 100 mg.ml-l kyseliny 2-amino~5-guanidinovalérovej /arginfinu/,
50 mg.ml-1 kyéeliny 2-aminosukcinamovej /asparaginu/, 20 mg.ml-1 kyseliny 2-aminojantérovej
/kyseliny aspardgovej/, 50 mg.m.'l._1 kyseliny 37,3 ~ditiobis/2~aminopropdnovej / /cystinu/,
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20 mg.ml"1 kyseliny 2-aminoglutirovej /kyseliny glutamovej/, 300 mg.ml™' kyseliny 2-amino-
glutarédmovej /glutaminu/, 1 mg.ml“1 kyseliny 2-aminoglutaraminyl-2-merkaptopropionyl-amino-
octovej /glutationu tj. glutaminyl-cysteinyl-glycinu/, 10 mg.ml“1 kyseliny aminooctovej
/glycinu/, 15 mg.ml—l kyseliny alfa-amino-l-imidazol-4-propidnovej /histidinu/, 50 mg.ml_1
kyseliny 2-amino-3-metylvalérovej /izoluecinu/, 50 mg.ml'1 kyseliny 2-amino-4-metylvalérovej
/leuctnu/, 40 mg.ml’1 kyseliny 2,6-diaminohexdnovej /lyzinu/, 15 mg.ml_1 kyseliny 2-amino-4-
-/metyltio/~maslovej /metioninu/, 15 mg.ml"1 kyseliny 2-amino-3~fenylpropidnovej /fenyl-
alaninu/, 20 mg.ml_l kyseliny 2-pyrolidinkarboxylovej /prolinu/, 30 mg.m:L'"1 kyseliny 2-amino-
~3~hydroxypropidnovej /serinu/, 20 mg.ml™~ kyseliny 2~-amino-3-hydroxymaslovej /treoninu/,

5 mg.mf1 kyseliny 2-amino~3-/3~indolyl/propiénove;j /tryptofdnu/, 20 mq.ml"1 kyseliny 2=
-amino-3~/4~hydroxyfenyl/-propidnovej /tyrozinu/, 20 mg_.ml-1 kyseliny 2-amino-3-metylmaslovej
/valinu/, 0,2 rng.ml—l kyseliny 5-/2-oxoimidazolidino/4,5-c/tiol-2-yl/pent&novej /biotinu/,
0,005 mg.ml'l kobalt alfa/alfa-/5,6-dimetylbenzimidazolyl//~kobalt~beta-kyanokobamid vitaminu
812/, 0,250 mg.ml-1 D-N-/2,4-dihydroxy-3,3-dimetylbutyryl/~beta~-2~aminopropiondt vépenaty
/pantotendt vépenaty/, 3 mg.ml-l 2-hydroxyetyltrimetylaméniumchlorid /cholinchlorid/,

1 mg.ml_l kyseliny N-/2-amino-4-hydroxypterid{n-6-ylmetyl/~p-aminobenzoovej /kyseliny listoveij/,
35 mg.m.‘l.-1 /1,2,3,5/4,6/cyklohexdndexol/ /myoinozitolu/, 1 mg.ml™! pyridin-3-karboxyamidu
/nikotinamidu/, 1 mg.ml'1 kyseliny 4-aminobenzoovej /kyseliny p-aminobenzoovej/, 1 mc_:[.ml"1
3-hydroxy-4,5-bis/hydroxymetyl/-2-metylpyridinchloridu /pyridoxinchloridu/, 0,2 mg.ml_1
7,8~dimetyl~10~/1"D-ribityl/izoaloxazinu /riboflavinu/, 1 mg.m].-1 3~/4~amino-2-metyl-pyrimidyl- "
-5~metyl/-5~/2-hydroxyetyl/~4-metyltiazolu /tiaminchloridu/, 2 000 mg.ml_1 hydrogenuhli&itanu

5 mol 2-merkapto-

sodného doplnenom s 2 mmol kyseliny 2-aminoglutarémovej /glutamfnu/, 5.10"
etanolu, 100 Pg.ml—l O-alfa-L-2-deoxy-2~/metylamino/~glukopyranozyl-/1-2/~0-alfa-L~deoxy-
-3-~C~-formyllyxofuranozyl-/1-4/-1,3-deoxy~1,3~-diguanidoscyloinozitsulfdtu /streptomycin-
sulfdtu/, 100 jednotiek na mililiter kyseliny 6-/N-fenylacetoamido/-penicilénovej /penici-"-
linu G/, 1 mmol kyseliny N-2-hydroxyetylpiperazin-N"-2-et&n sulfdnovej /Hepesu/ sa rozpusti
v trikrdt redestilovanej vode a doplni trikrédt redestilovanou vodou na objem 900 ml roztoku,

ktory sa dopln{ 100 ml normdlneho inaktivovaného konského séra.

V¢sledné pH takto pripravovaného kultivainého média je 7,2. Po zatuhnuti agaru sa na vrstvu
0,5 % hmot. agaru nanesie 100 hybridngch buniek v 0,25 % hmot. agaru. Po 10 dioch vyrastd
koldénie, ktoré sa pomnoZia v médiu RPMI 1 640 doplnenom s 2 mmol kyseliny 2-aminoglutarimovej
/glutaminu/, 5.107°
pyranozyl-/1-2/-0-alfa-L-deoxy~3~C~formyllyxofuranozyl-/1-4/-1,3~deoxy-1,3-diguanidoscyloinozit-
sulfdtu /streptomycinsulfdtu/, 100 jednotiek néamiLiliter kyseliny 6-/N-fenylacetamido/~-
-penicilénovej /penicilinu G/, 1 mmol kyseliny N-2-hydroxyetylpiperazin-N"~-2-etédnsulfdnovej
/Hepesu/ sa rozpustf v trikrdt redestilovanej vode a doplnf{ trikrit redestilovanou vodou

mol 2-merkaptoetanolu, 100 [ug.ml“1 O-alfa-L~2~deoxy-2~/metylamino/~gluko~

na objem 900 ml roztoku, ktory sa doplnf{ 100 ml normélneho inaktivovaného konského séra.

V¢sledné pH takto pripraveného kultiva®ného média je 7,2. V 1 ml kultiva&ného média
sa nach&dza 350 aZ 700 tisfc hybriddmov NDV-NTP-3 produkujicich 10 a% 100 pg monoklondlnej
IgGl, kappa, protilétky.

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, %e sa v kultivadnom médiu pouZije ne-
predtestované beZné telacie fetdlne sérum. Do takto pripraveného kultivaného prostredia
prenesené bunky po fuzii nie sdi schopné rdst a produkovat monoklondlne protilétky.

My8{ lymfocytdrny hybridém NDV-NTP-3 sa kultivuje pri teplote 37 °c. Stredny generadny
Zas je 22,4 h, moddlny podet chromozdmov je 24 mesiacov po fizii 70 chromozdmov. Produkovand
monoklondlna protildtka je my${ imunoglobulfin triedy IgGl, kappa.

Monoklondlna protildtka produkované mﬁEim lymfocytdérnym hybriddmom NDV-NTP-~3 md%e byt
poufitd vo veterindrnej praxi pre zistovanie virusu Newcastleskej choroby v chovoch hydiny.
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PREDMET VYNALEZU

My8{ lymfocytérny hybridém NDV-NTP-3; produkujici monoklon&lnu protildtku inhibujicu
hemaglutina®ni aktivitu virusu Newcastleskej choroby, podtriedy IgGl kappa.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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