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{54) Mysi lymfocytarmy hybridém produkujaci monoklonéinu protilitku proti

MSBI lymfoblastoidnej bunkovej linii

(Géelom rie¥enia je priprava izotypovo
a idiotypovo homogénnej protildtky o vysokej
&istote. Uvedeného G&elu sa dosiahne pouZi-
tim my$ieho lymfocytdrneho hybriddmu
MSB~NTP-1, produkujiceho monoklondlnu proti-
l4tku rozpozndvajdcu povrchové antigény lym-
foblastoidnej bunkovej linie oznalenej
skratkou MSBl. My%{ lymfocytdrny hybriddm
m& pouZitie vo veterindrnej medicine.
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Vyndlez sa tyka myZieho lymfocyt&rneho hybriddému produkujiceho monoklondlnu protilétku
rozpoznédvajlcu povrchové antigény lymfoblastoidnej bunkovej linie oznadenej skratkou MSBIL.

Doposial sa protildtky proti lymfoblastoidnej bunkovej linii MSB1l, ktord nesie na svojom
povrchu diagnosticky antigén "MATSA" pripravovali tak, Ze sa pokusnym zvieratdm /krédlik,
ovca/ aplikovali Zivé MSBl bunky. Vzhladom na to, Ze nestadi jedna dévka buniek pre vyvolanie
dostato&ne vysokej protildtkovej odpovede, je potrebné ich injikovat viackrat opakovane
v rdéznych divkach a &asovych intervaloch. Sérum takto imunizovanych zvierat slidZi ako zdroj

'protilétok najmi pri diagnostickom vySetrovani chovov hydiny. Zmieneny postup imunizdcie

mé niekolko nevyhod. %fskava sa heterogénna zmes protildtok, -ktorych rozloZenie sa v orga-
nizme producenta meni{, je velmi rdznorodé, kvalitativne a kvantitativne kolife od jedného
odberu po druhy a je neopakovatelné. Okrem toho sérum obsahuje neZiaddce protildtky proti
povrchovym antigénom, ktoré sa vyskytujd aj na, normdlnych bunkdch. V désledku toho je
potrebné séra upravovat zloZitymi postupmi vysytenia pomocou normdlnych slezinovych buniek
tak, aby sérum obsahovalo protildtky len proti povrchovym antigénom lymfoblastoidnej bunko-
vej linie oznalenej skratkou MSBI1.

Touto dpravou dochddza k velkym stratdm na sére a vyraznému zniZeniu titra Specifickych
protildtok. Pochopitelne proces vysytenia nie je moZné Standardizovat, v désledku &oho sa
i tak vysok4 heterogenita konvenZnych sér e¥te prehlbi, Okrem toho vyufitelnost takto prip-
raveného diagnostického séra je zniZend aj tym, Ze jeho Specifické polyklondlne protilétky
sd z hladiska interakcie s povrchovymi bunkovymi antigénmi velmi r8znorodé. Naviac priprava
dostato&ného mnoZstva lymfoblastoidnych buniek MSBl pre imunizad&né Gely je ndro&né na tech-
nické vybavenie pracoviska, kvalifikovany persondl a finan&né prostriedky.

Hybridém MSB-NTP-2 bol pripraveny zndmym sp8sobom, kldnovanim skupiny hybriddmov
v mikkom agare, vzniklych fiziou buniek mySej 2~amino-hydroxy-8~azapurin /8-azaguanin/
rezistentnej myeldmovej linie oznadenej NSO a slezinovych buniek inbrédnej linie mys${
BALB/c, imunizovangch lymfoblastoidnou bunkovou liniou MSBl /G. K8hler, C. Milstein,
G. W. Butcher, J. C. Howard: Nature 286, 550 /1977//.

Uvedené nevyhody v podstatnej miere odstrafiuje vyndlez, ktorého podstata spo&iva
v my3om lymfocytidrnom hybriddme MSB-NTP-2 produkujicom monoklondlnu protildtku podtriedy
IgGl, kappa, rozpozﬁévajﬁéu povrchové antigény lymfoblastoidne] bunkovej linie oznadenej
skratkou MSBl. Tento hybridom je uloZeny vo Virologickom Ustave SAV, Mlynskd dolina 1,
817 03 Bratislava.

Vyhodou hybriddému je %e produkuje izotypovo homogénnu protildtku, tzv. monoklondlnu
protildtku, ktori rozpozndva povrchové antigény lymfoblastoidnej bunkovej linie oznadenej
skratkou MSBl a tym je ju moZné pouZit v diagnostick§ch testoch vyhladdvajdcich protilétky
proti nddorovym antigénom asociovanym s Marekovou chorobou. Jednobunkovy lymfocytdrny hybriddm
MSB~NTP-2 rastie in vivo v peritonedlnej dutine BALB/c my3{ za si¥asnej tvorby ascites.

Rastie aj in vitro v kultiva&nych médidch vhodnych pre Zivo&i¥ne bunky. Taktie¥ po zmrazenf
a ulofenf v tekutom dusiku a opHtovnom rozmrazeni si zachovdva svoju schopnost produkovat
monoklondlnu protildtku rozpoznivajicu povrchové antigény lymfoblastoidnej bunkovej lfnie
oznadenej skratkou MSB1l. Neobsahuje na rozdiel od konven&nych antisér nevhodné, nespecifické,
balastné protildtky.

Priklad 1

Pre pripravu hybridnej bunkovej lfnie sa poufije 2.107 buniek my$ej 2-amino-6-hydroxy-
~8~azapurin /8-azagquanin/ rezistentnej myelémovej bunkovej linie, ktoré sa pomocou 1 ml
50 % hmot. polyetylénglykolu spoja s 1.108 slezinovych lymfoidngch buniek my$i imunizovanej
3.108 MSBl lymfoblastoidnych buniek. V priebehu 14 dni vyrastd pod selektivnym tlakom kyseliny
4~-amino-pteroylglutdmovej /aminopterinu/ hybridné bunkové linie, ktoré produkujd monocklondl-
ne protildtky rozpoznévajlice povrchové antigény lymfoblastoidnej bunkovej linie oznaenej
skratkou MSBl.
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Tieto bunky sa potom klonujd tak, Ze sa zmie¥a 0,5 % hmot. agaru s 5.106 a% 10.106
mySich slezinovych buniek v médiu RPMI 1 640, ktoré obsahuje 100 mg.ml—l tetrahydrétu
dusi&nanu vdpenatého, 2 000 mg.ml ! D-glukézy, 100 mg.ml™t heptahydratu siranu horednatého,
400 mg.ml-l chloridu draselného, 1 512 mg.ml_1 hydrogenfosforednanu sodného, 6 000 mg.ml_1
monohydrétu dihydrogenfosforednanu sodného, 100 mg.rnl_1 kyseliny 2-amino-5-guanidinovalé-

1 kyseliny

rovej /argininu/, 50 mg.ml-1 kyseliny 2-aminosukcinamovej /asparaginu/, 20 mg.ml”
2-aminojantérovej /kyseliny asparédgovej/, 50 mg.ml'1 kyseliny 37,3 ~ditiobis/2-aminopropénovej/,
/cystinu/, 20 mg.ml_1 kyseliny 2-~aminoglutdrovej /kyseliny glutamoveij/, 300 mg.ml-1 kyseliny
2-aminoglutardmovej /glutaminu/, 1 mg.ml-1 kyseliny 2-aminoglutaraminyl-2-merkaptopropionyl-
-aminooctovej /glutationu tj. glutaminyl~cysteinyl-glycinu/, 10 mg.ml-1 kyseliny amino-
octovej /glycinu/, 15 mg.ml"1 kyseliny e-amino-l-imidazol-propiénovej /histidfinu/, 50 mg.ml™
1 kyseliny 2-amino-4-metylvalérovej

1

kyseliny 2-amino-3-metylvalérovej /izoleucinu/, 50 mg.ml”

/leucinu/, 40 mg.ml_1 kyseliny 2,6~diaminohexé&novej /lyzinu/, 15 mg.ml.'—1 kyseliny 2-amino-~

-4-/metyltio/maslovej /metionfinu/, 15 mg.ml—1 kyseliny 2-amino-3-~fenylpropidnovej /fenylalani-
1 .

nu/, 20 mg.ml_1 kyseliny 2-pyrolidinkarboxylovej /prolinu/, 30 mg.ml” ~ kyseliny 2-amino-
-3-hydroxypropidnovej /serinu/, 20 mg.ml_1 kyseliny 2-amino-3-hydroxymaslovej /treoninu/,

5 mg.ml—1 kyseliny 2-amino-3-/3-indolyl/propiénovej /tryptofanu/, 20 mg.ml™ > kyseliny 2~amino-
-3/4-hydroxyfenyl/-propidnovej /tyrozinu/, 20 mg.ml—1 kyseliny 2-amino-3-metylmaslovej /va-
1linu/, 0,2 mg.ml-l kyseliny 5-/2-oxoimidazolidino/4,5-c/tiol~2-yl/pentédnovej /biotinu/,

0,005 mg.ml_1 kobalt&®/-/5,6~dimetylbenzimidazolyl//-kobalt f~kyanokobamid vitaminu BlZ/’

0,250 mg.ml"1 D-N~/2,4~dihydroxy=-3,3-dimetylbutyryl/-f~2-aminopropiondt vdpenaty /pantotenit
vépenaty/, 3 mg.ml_1 2-hydroxyetyltrimetylaméniumchlorid /cholinchlorid/, 1 mg.ml‘l kyseliny
N-/2-amino~4-hydroxypteridin-6-ylmetyl/-p-aminobenzoovej /kyseliny listovej/, 35 mg.ml™
/1,2,3,5/4,6/cyklohexdndexol/ /myoinozitolu/, 1 mg.ml"'1 pyridin-3-karboxyamidu /nikotinamidu/,
1 mq.ml'1 kyseliny 4-aminobenzoovej /kyseliny p-aminobenzoovej/, 1 mg.ml"l 3-hydroxy-
-4,5-bis/hydroxymetyl/~2-metylpyridfnchloridu /pyridoxinchloridu/, 0,2 mg.ml_1 7,8~-dimetyl-
-10~/1"-D-ribytil/izoaloxazinu /riboflavinu/, 1 mg.ml_1 3-/4-anino-2-metyl-pyrimidyl-5-metyl/-
-5-/2-hydroxyetyl/-4-metyltiazolu /tiamfnchloridu/, 2 000 mg.ml_l hydrogenuhli&itanu sodného
doplnenom s 2 mmol kyseliny 2-aminoglutardmovej /glutaminu/, 5.10-5 mol 2-merkaptoetanolu,

100 Pg.ml_1 O-X-L-2-deoxy~-2~/metylamino/-glukopyranozyl~/1-2/-0-KX~L~deoxy-3~C~formyllyxo-
furanozyl-/1-4/-1,3-deoxy~1,3~diguanidoscyloinozitsulfdtu /streptomycinsulfdtu/, 100 jednotiek
na mililiter kyseliny 6-/N~fenylacetoamido/-penicilénovej /penicilinu G/, 1 mmol kyseliny
N~2~hydroxyetylpiperazin-N"-2~-etdn sulfonovej /Hepesu/ sa rozpust{ v trikrit redestilovanej
vode a doplni trikrdt redestilovanou vodou na objem 900 ml roztoku, ktory sa dopln{ 100 ml

normélneho inaktivovaného konského séra.

V¢sledné pH takto pripraveného kultiva&ného média je 7,2. Po zatuhnut{ agaru sa na
vrstvu 0,5 % hmot. agaru nanesie 100 hybridnych buniek v 0,25 % hmot. agare. Po 10 dfioch
vyrastd koldnie, ktoré sa pomnoZfia v médiu RPMI 1 640 doplnenom s 2 mmol kyseliny 2-~amimo-
glutarémovej /glutamfnu/, 5.1073 mol 2-merkaptoetanolu, 100 Pg.ml_l O-R~L-2-deoxy-2-/metylami-
no/~glukopyranozyl-/1-2/-0%-L~deoxy-3~formyllyxofuranozyl~/1-4/-1,3-deoxy~1, 4~diguanidoscy-
loinozitsulfdtu /streptomycinsulfdtu/, 100 jednotiek na mililiter kyseliny 6-/N~fenylaceta-
mido/-penicildnovej/ /penicilinu G/, 1 mmol kyseliny N-2~hydroxyetylpiperazin~N"=-2-etén
sulfonovej /Hepesu/ sa rozpusti v trikrdt redestilovanej vode a doplni trikr4&t redestilovanou
vodou na objem 900 ml roztoku, ktory sa doplni 100 ml normélneho inaktivovaného konského
séra, )

V¢sledné pH takto pripraveného kultiva&ného média je 7,2. V 1 ml kultiva®ného média
sa nachddza 350 a¥ 700 tisf{c hybriddémov MSB-NTP-2 produkujidcich 10 a% 100 pg monoklondlnej
IgGl, kappa, protildtky rozpozndvajucej povrchové antigény lymfoblastoidnej bunkovej linie
oznafenej skratkou MSBIL.

Priklad 2
Postupuje sa tak ako v priklade 1 s tym rozdielom, Ze sa v kultivalnom médiu pouZije -

nepredtestované beZné telacie fetdlne sérum. Do takto pripraveného kultivadného prostredia
prenesené bunky po fizii nie s schopné rést a produkovat monoklon&lne protildtky.
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My3{ lymfocytdrny hybriddém MSB~NTP-2 sa kultivuje pri teplote 37 °c. Stredny generaény
%as je 20 hodf{n mod&lny polet chromozdmov je 24 mesiacov po fdzii 75 chromozdémov. Produ~
kované monoklondlna protilétka je my3{ imunoglobulin rozpozndvajici povrchové antigény
lymfoblastoidnej bunkovej linie oznalenej skratkou MSBl, .triedy IgGl, kappa.

!

Monoklon&lna protildtka produkovand mySim lymfocytdrnym hybridémom MSB-NTP-2-mbZe byt
pouZitd vo veterindrskej praxi pri vy3etrovanf{ a diferenciilnej diagnostike nAdorovgch ocho-
ren{ hydiny.

PREDMET VYNALEZU

My${ lymfocytArny hybriddm MSB-NTP-2, produkujici monoklondlnu protildtku proti MSBI,
lynfoblastoidnej bunkovej linii, podtriedy IgGl, kappa.

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