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Uteloin riefenia je priprava izotypovo a
idiotypovo homcgénnej protildtky o vysokej
gistote. Uvedeného udelu sa dosiahne pou-
Zitim mysieho lymfocytérneho hybriddmu
MSB—NTP—1, produkujiceho monoklondl-
nu protilatku rozpozndvajicu Specificky na-
dorovy antigén lymfoblastoidnej bunkovej
linie, oznatenej skratkou MSB1. My3i lym-
focytdrny hybridom mé pouZitie vo veteri-
nérnej medicine.
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Vyndlez sa tyka mySieho 1yqupyta‘rnfégq }‘/'1 :
{ L

hybridému  produkujidehe’ sbaokidnil
protilatku, rozpoznévajicu Specificky néado-
rovy antigén lymfoblastoidnej bunkowej:li-
nie oznafenej skratkou MSB1.

Doposial sa protildtky proti lymfoblasto-
idnej bunkovej 1linii MSB1, ktcrd nesie na
svojom povrchu diagnosticky antigén ,,MAT-
SA" pripravovali tak, Ze sa pokusnym zvie-
ratdm (krdlik, ovca) aplikovalli Zivé MSBL
bunky. Vzhladom na to, Ze nestafi jedna
ddavka buniek pre vyvolanie dostatotne vy-
sokej protildtkovej odpovede, je potrebné
ich injikovat viackrdt opakovane v roznych
ddvkach a ¢asovych intervaloch. Sérum tak-
to imunizovanych zvierat sliiZi ako zdroj
protilatck, najmi pri diagnostickom vySet-
rovani chovov hydiny. Zmieneny postup i-
munizdcie md niekolko nevyhod. Ziskava
sa heterogénna zmes protilatok, ktorych
rozloZenie sa v organizme producenta me-
ni, je velmi réznorodé, kvalitativhe a kvan-
titativne koliSe od jedného odberu po dru-
hy a je neopakovatelné. Okrem toho sérum
obsahuje hlavne.neZiaduce protildtky proti
povrchovym antigénom, ktoré sa vyskytuji
aj na normélnych bunkéch.

V dosledku toho je potrebné séra upra-
vovat zloZitymi postupmi vysytenia pomo-
cou normélnych slezinovych buniek tak, aby
sérum ohsahovalo protildtky len proti 3pe-
cifickému nddorovému antigénu. Touto 4-
pravou dochddza k velkym stratdm na sé-
re a vyraznému zniZeniu titra Specifickych
protildtok. Pochopitelne proces vysytenia
nie je moZné Standardizovat, v dosledku
¢oho sa i tak vysokd heterogenita konven-
tnych sér eSte prehibi. Okrem toho vyuZi-
telnost takto pripravenych diagnostickych
sér je zniZend aj tym, Ze ich Specifické po-
lyklondlne protildtky st z hladiska inter-
akcie s povrchovymi bunkovymi antigén-
mi velmi rdéznorodé. Naviac priprava do-
statoéného mnoZstva lymfoblastoidnych bu-
niek MSB1 pre imuniza¢né tdfely je ndrod&-
ni na technické vybavenie pracoviska, kva-
lifikovany persondl a finanéné prostriedky.

Hybridém MSB-NTP-1 bol pripraveny zné-
mym spésobom, klénovanim skupiny hybri-
démov v mikkom agare, vzniklych fiziou
buniek mySej 2-amino-hydroxy-8-azapurin
(8-azaguanin) rezistentnej myelémovej li-
nie oznatenej NSO a slezinovych buniek in-
brednej linie my$i BALB/c, imunizovanych
lymfoblastoidnou bunkovou ]iniou MSB1 [G.
Kohler, C. Milstein, G. W. Butecher, J. C.
Howard: Nature 286, 550 (1977]}.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere od-
strafiuje vynélez, ktorého podstata spodiva
v mySom lymfocytdrnom hybridéme MSB-
-NTP-1, produkujicom monoklondlnu proti-
latku podtriedy 1gG1, kappa., rozpoznéva-
jicu Specificky néddorovy antigén lymifob-
lastoidnej bunkovej linie oznaéenej skrat-
kou MSB1. Tento hybridom je uloZeny vo
Virologickom tstave SAV, Mlynskéd dolina
1, 817 03 Bratislava.
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Vyhodou hybridému je, Ze produkuje izo-
typovo homogénnubrotilatku, tzv. mcno-
klondlnu protildtku, ktord rozpoznédva 3pe-
cificky. iRédorovy "antigén lymfoblastoidne]
bunkovej linie oznalernej skratkou MS3H1 a
tym je ju moZné pouZit na identifikécin Spe-
cifického nddorového antigénu pri diferen-
cidlnej diagnostike nadorovych ochoreni
hydiny. Jednobunkovy lymfocytdrny hybri-
dom MSB-NTP-1 rastie in vivo v peritonedl-
nej dutine BALB/c myS$i za siiCasnej tvorby
ascites. Rastie aj in vitrov kultivadnych mé-
didch vhodnych pre Zivoéisne bunky. Tak-
tieZ po zmrazeni a uloZeni v tekutom dusi-
ku a po opédtcvnom rozmrazenl si zachové-
va svoju schopnost procdukevat moncklo-
ndlnu protildtku rozpozndvajicu Specificky
nadorovy antigén lymfoblastoidnej bunko-
vej linie oznaCenej skratkou MSB1l. Neob-
sahuje na rozdiel od konvenénych antisér
nevhodné, nelpecifické, balastné protilatky.

Priklad 1

Pre pripravu hybridnej bunkovej linie sa
pouZije 2.107 buniek mySej 2-amino-hyd-
roxy-8-azapurin (8-azaguanin) rezistentnej
bunkovej linie, ktord sa pomocou 1 ml 50
perc. hmot. polyetylénglykolu spoja s 1.10%
slezinovych lymfoidnych buniek my3i imu-
nizovanej 3.10% MSB1 lymfoblastoidnych
buniek. V priebehu 14 duni vyrasti pod se-
lektivnym tlakom kyseliny 4-amino-pteroyl-
glutdmovej (aminopterinu) hybridné bun-
kové linie, ktoré produkuji monoklonaine
protilatky rozpoznéavajice 3pecificky néado-
rovy antigén lymfoblastoidnej bunkovej li-
nie oznacenej skratkou MSB1. Tieto bunky
sa potom klénuju tak, Ze sa zmiesa 0,5 %
hmot. agaru s 5.108 aZ 10. 10 my3ich sle-
zinovych buniek v médiu RPMI 1640, ktoré
obsahuje

100 mg.ml~! tetrahydratu dusinatu vépe-
natého,

2 000 mg . ml~! D-glukdzy,

100 mg . ml~! heptahydratu siranu horeéna-
tého,

400 myg . ml~! chloridu draselného,

1512 mg.ml~! hydrogenfosforeénanu sod-
ného,

6 000 mg . m1~! monohydréatu dihydrogenfos-
[ore€nanu sadného,

100 mg . ml~! kyseliny 2-amino-5-guanidino-
valérovej (argininu),

50 mg.ml~! kyseliny 2-aminosukcinamovej
(asparaginu),

20 mg . ml~! kyseliny 2-aininojantarovej (ky-
seliny asparédgovej},
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50 mg.mwl ! kyseliny 3,3'-ditiohis({2-amnino-
propénovej) (cystinu),

20 mg.ml™? kyseliny 2-aminoglutdrovej
(kyseliny glutamovejj,

300 mg . ml-! kyseliny 2-aminoglutardmovej
(¢lutaminu],

1 mg.ml~! kyseliny Z-aminogluteraminyl-2-
-merkaptopropionyl-aminooctovej (gluta-
tionu t. j. glutaminyl-cysteinyl-glyciun],

10 mg.ml~! kyseliny aminooctovej (glyci-
nuj,

15 mg.ml~} kyseliny -amino-1-imidaz-1-4-
-propidnovej (histidinu},

50 mg.ml™! kyseliny 2-amino-3-metylvalé-
rovej (izoleucinu},

50 mg.ml™! kyseliny 2Z-amino-4-metylvalé-
rovej {leucinu},

40 mg.ml™! kyseliny 2,6-diaminohexdnovej
(lyzinu),

15 mg . ml~! kyseliny 2-amino-4-(metyltio)-
maslovej [metioninu),

15 mg . ml~! kyseliny 2-amino-3-fenylpropis-
novej (fenylalaninu),

20 mg.ml~! kyseliny 2-pyrolidinkarhoxylo-
vej (prolinu],

30 mg . m1~! kyseliny 2-amino-3-hydroxypro-
piénovej (serinu},

20 mg.ml-! kyseliny 2-amino-3-hydroxy-
maslovej (treoninu],

5 mg.ml~! kyseliny 2-amino-3-hydroxypro-
piénovej (serinu),

20 mg.ml™! kyseliny 2-amino-3-hydroxy-
maslovej (treoninu},

5 mg.ml™! Kkyseliny 2-amino-3-{3-indolyl)-
propidnovej (tryptofénu]},

20 mg.ml~?! kyseliny 2-amino-3-(4-hydroxy-
fenyl}-propiénovej {tyrozinu),

20 mg . ml~! kyseliny 2-amino-3-metylmaslo-
vej {valinu},

0,2 mg.ml"! kyseliny 5-{2-oxoimidazolidi-
no/4,5-c¢/tiol-2-yljpentdnovej (biotinu],

0,005 mg . ml~! kobalt[-(5,6-dimetylbenzimi-
dazolyl) ]-kobalt-kyanokobamid vitaminu
Bl?n

0,250 mg . ml~! D-N-(2,4-dihydroxy-3,3-dime-
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tylbutyryl}-2-aminopropionét vaponaiy
{pantotendt vapenaty],

3 my . ml~! 2-hydroxyetyltrimatylamonizon-
chlorid (cholinchlorid),

1 mo.ml~t kyseliny N-(Z-amino-4-hvdvaxy-

N IR ¥ b/ i S X
pleridin-G-/lmeatyl j-p aminokenzoovej

(kyseliny listevejl,

33 mT.mi~d (1,2.3,5./4,6/cvkloherdandex. 1)
{myenoziteiu),

1omaz.omlTd opyridin-2-karboxyawida [wilo-

tinamidu},

1 mg.ml~! kyseliny 4-aminobenzcovej [liv-

seliny p-aminchenzoovej],

1 mg.ml~! 3-hydroxy-4,5-bis(hydroxymetyl}-
-Z-metylpyridinchloridu (pyridoxinchiori-
du},

0,2 mg.ml" ! 7,8-dimetyl-10-(1-D-ribityl/izo-
aloxazinu) (riboflavinu],

1 mg.ml™! 3-(4-amino-2-metyl-pyrimidyl-5-
-metyl)-5-(2-hydroxyetyl)-4-metyltiazoin
(tiaminchloridu],

2000 mg.ml~! hydrogenuhliitanu sodného
doplnenom s 2 mmoélmi kyseliny 2-amino-
glutardmovej (glutaminu),

5.107% mélov 2-merkaptoetanoly,

100 pg . ml~! O-L-2-deoxy-2-(metylamino -
-zlukopyranozyl-(1-2)-0-L-deoxy-3-C-
-formyllyxofuranozyl-(1-4-1-1,3-decxy-1,3-
-diguanidoscyloinozytsulfdtu (streptomy-
cinsulfatu),

100 jednotiek na milimeter kyseliny x-{N-
-fenylacetaamido)-penicildnovej (penici-
linu G),

1 mmél kyseliny N-2-hydroxyetylpiperazin-
-N‘-2-etan sulfénovej (Hepesu)

sa rozpust v trikrat redestiloveiniej vode a
doplni trikrdt redestilovanou vodou na ob-
jem 900 ml roztoku, kiory sa doplni 100 ml
normélnéhs inaktivovanlho konského sé-
ra. ‘
Vysledné pH takto pripraveného Kultivad-
ného média je 7,2. Po zatuhnuti agaru sa na
vrstvu 0,5 % hmot. agaru nanesie 100 hyb-
ridnych buniek v 0,25 % hmot., agare. Po
10 diioch vyrastt kolénie, ktoré sa pomno-
Zia v médie RPMI 1 640 doplnenom s 2 mmol-
mi kyseliny 2-aminoglutardmovej (glutami-
nuj, 5.10°% moélov 2-merkaptoetanolu, 100
ug . ml™! O0- -L-2-deoxy-2- (metylamino)-glu-
kopyranozyl-(1-2)-0- -L-deoxy-3-C-formyl-
lyxofuranozyl-({1-4-1,3-deoxy-1,4-diguanido-
scyloinozitsulfdtu (streptomycinsulfdtu), 100
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jednotiek na milimeter kyseliny 6-(n-fenyl-
acetamido)-penicildnovej (penicilinu G), 1
mmol kyseliny N-2-hydroxyetylpiperazin-N'-
-2-etansulfonovej (Hepesu) sa rozpusti v
trikrat redestilovanej vode a dopini trikrat
redestilovanou vodou na objem 900 ml
roztoku, ktory sa doplni 100 ml normélného
inaktivovaného konského séra. Vysledné pH
takto pripraveného kultivatného média je
7,2. V 1 ml kultivaéného média sa nachdadza
300 az 700 tisic hybridémov MSB-NTP-1 pro-
dukujdcich 10 aZ 100 ug monoklondlnej IgGl,
kappa, protilatky rozpozndvajticej Specific-
ky néddorovy antigén lymfoblastoidnej bun-
kovej linie oznacenej skratkou MSBI.

Priklad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym roz-
dielom, Ze sa v kultivatnom médiu pouZije
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nepredtestované beZné telacie fetdlne sé-
rum. Do takto pripraveného kultivaéného
prostredia prenesené bunky po fazii nie si
schopné rédst a produkovat monoklondlne
protilatky.

Mysi lymfocytédrny hybriddom MSB-NTP-1
sa kullivuje pri teplote 37 °C. Stredny ge-
neracny &as jc 22 hodin, moddlny pocet
chromozémov je 24 mesiacov po fazii 70
chromozdmov. Produkovand protildtka je
mySl imunoglobulin rezpoznivajici Speci-
ficky nadorovy antigén lymfoblastoidnej bun-
kovej linie cznaCouej skratkou MSBI1, trie-
dy IgClL kappa.

Monoklondlna protildtka produkovand my-
8im lymfocytdrnym hybridémom MSB-NTP-1
mdZe byt pouZitd vo veterindrnej praxi pri
vySetrovani a diferencidlnej diagnostike néa-
dorovych ochoreni hydiny.

PREDMET VYNALEZU

MyS8i lymfocytarny hybridém MSB-NTP-1,
produkujici moncklonglnu protilatku proti

Severografia, n. p. zdvod 7, Most

Specifickému néddorovému antigénu bunko-
vej linie MSBI1, podtriedy IgGl, kappa.

Cena 2,40 K&s
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