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(54) : My&f lymfocytdrny hybriddm BLVgp51UEO-
-4E9/32E5

(57) Riesenie sa tyka mySieho lymfocytér-
neho hybridomu produkujiceho monoklondlnu
protildtku proti obalovému glykoprotelnu
gp51 bovinnej leukémie uloZeného v zbierke
hybriddmov oddelenis molekuldrnej virolo-
gie Ustavu experimentdlnej onkologie SAV
pod ozna&enfm UEO-4E9/32E5. Samotinéd mono-
klondlna protildtka tohoto hybridomu je
vhodnd hlavne na pouZitie pre vyrobu imu-
nodiagnostickych siprav na detekciu hovad-
zieho dobytka infikovaného virusom bovin-
nej leukémie a na detekciu virusového en~-
tigénu. Je taktieZ vhodnd pre ulely pre-
parativnej ako imunoafinitnej purifikécie

virusového glykoproteinu.
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grneho hybridomu, BLVgp5L UEO-4E9/32E5 t.j.
hybridnej bunelnej 1inie, ktord bola zostrojend fdziou buniek mySe] myeldmovej linie
Sp2/0 a my$ich lymfoidnych buniek, produkujicich protilétky nemierené proti obalovému
glykoproteinu agp 51 virusu bovinnej leukémie (ELV). Obalovy glykoprotein je ablefitoun
stdasfou virusu bovinnej leukémie, je zodpovedny za infektivitu virusu., Nélez anti gp-
—protildtok u zvierat mé zésadny vyznam pre diagnostiku leukémie hovadzieho dobytka.

Doteraz sa protildtky proti antigénom ELV vyrdbaji tak, %e purifikovany gp5l je
opakovane injikovany produkénym zvieratém, naj Eastej§ie: krdlikom. Sérum takto imunizo-
vanych zvierat, odobrané po ur&itej dobe pdsobenia antigénu, s16¥i ako zdroj protildtok.
Tento postup mé mnohé nevyhody; pre kasdi imunizdciu je nutné izolovat znova glykopro-
tein gp5l z virusu, jeho purifikdcia je drahd a fasove nérotnd. Okrem toho v sére imuni-
zovanych zvierat sa nachddza heterogénna zmes protilétok, ktorych spektrum je v kaZdom
zvierati rOzne & neopakovatelné., Sérum takto ziskané obsahuje tieZ protildtky vo&i ne~ -
fistotém antigénového prepardtu, ktoré je potom Vnutné odstranovat vysgcovanim. Z tyeh-
to dBvodov vyrobné Zarie sa znaline odliZujd a kvalita ziskenych polyklondlnych proti-

14tok nie je §tandardnd.

Uvedené nedostatky vySe uvedeného postupu konvelnej imunizdcie odpadnd, ked mdme
k dispozicii hybridém’, produkujici monoklonslnu protildtkn proti obalovému glykoprotei~
nu BLV, ktory je uloZeny v zbierke hybridémov oddelenia molekuldrne] virolé'gie; Ustavu
je SAV v Bratislave, ul, Osl. arméddy 21, pod oznatenim UEO-

Vyndlez sa tyka nového my3ieho lymfocyt

experimentélnej onkolég
-4E9/32E5. » ..

Uvedeny hybridém bol ziskany v podstate postupom znémym v odbornej literatdyre ako
yybridémové technoldgia (Kohler; Ge, Milstein, C.: Continuous cultures of fused cells
secreting antibody of prodefined specificity, Nature 256, 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 hybridc':;
ny pripravené bol nami modifikovany (0. Orlik, 8. Altaner: Modifications of hybridoma
technology yield of monoclonal antibody: producing cells, J. Immunol. Methods, 113,

5559, 1988).

Vyhodou hybridézm je, Ze produkuje homogénne monoklondlne protilétkj, ktoré reagu-
ji s obalovym glykoproteinom BLV. Hybriddm BLVgp5lUE0-4E9/32E3, je moZno Xkultivovet '
in vitro v médidch vhodnych pre ¥ivo&{3ne bunky a sidasne je adaptovany pre rast in vi-
vo v peritonedlnej dutine my$iecho kmeha BALB/c. 2 konzerv, ktoré si uchovévané v kva-
palnom dusiku, je moZno zahdjit produkeiu protildtky bez daldieho antigénu. Protildtka

produkovand klénom BLV gp5l-4E9/32E5 reaguje Specificky s'determinantou obalového glyko-

proteinu BLV.

Priklad: Za tfelom pomnoZenia hybridomovych buniek in vivo bolo 2-10x10
jikované do peritonedlnej dutiny my3{ kmena BALB/c. Tymto my3ism bolo 14 dni predtym in-
jikované do peritonedlnej dutiny 0.5 ml Pristanu alebo inkompletného Freudova adjuvans
za Wdelom vytvorenia sterilného ascitu, ktory napoméha rastu inj ikovanyeh hybridémovjch
buniek. Po 14 dnoch rastu h;y‘bridémovjch buniek v peritonedlnej dutine, my3 bola usmrtend
a naprodukovand ascitickd tekutina bola sterilne odobrand. Celkom sa z{skalo 8 ml asci-
tovej tekubtiny, ktord obsehovala 9mg/ml imunoglobulinu. Monoklonélna protildtka reagova-
la 3pecificky s glykoproteinom £p51=-ELV a s desintegrovenym virusom a rédioprecipitaénom
teste a rddioimunologickom teste. Z ascitickej tekutiny byl imunoglcobulfn izolovany po-
mocou. chromatografie na ¥oldne Protein A-Sepharose alebo inou vhodnou metddoun,Takto pu-
rifikovand monoklondlna protilétka je vhodnd pre potahovanie polystyrénovych materidlov
(mikrotitradéné do3ticky, polystyrénové tydinky) za delom pripravy diagnostickych siprav
na detekeiu BLV infikovanjch zvierat. ’
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In vitro rastd bunky hybriddmu ako polosuspenzné kultira. Zékladnym kultivadnym
médiom je Dulbeccova modifikdcia Faglova minimélneho esencidlneho média doplneného 5
percentami konského alebo iného séra vhodného pre tkénové kultdry. Hybriddm Jje kulti-
vovany pri 37 o v CO2 termostate, jeho ¥tandartnd generalnd doba je pribli¥ne 24 ho-
din, Produkované protilétka je monoklondlny imunoglobulin podtriedy IgG2b.

Hybriddm BLVgp51UEO~4E9/32E5 md%e byt priemyslovo vyuifvany ako zdroj protildtky
proti obalovému glykoproteinu gp51 BLV v disgnostickych metédach, v purifikaénych me-
todach a inych aplikdciach.

Konkrétne mé vyuZitie: pri vyrobe imunodiagnostickjych siprav na detekcii infekcie
hovddzieho dobytka virusom bovinnej leukémie, pri purifikdcii virusového glykoprotei-
nu imunoafinitnou chromatografiou, pri vyhodnocovani antigénnej variability virusové-
ho glykoproteinu, ako zdroj protildtky jedinej podtriedy pre pripravu sér, pre detek-
ciu virusového antigénu v infikovanych zvieratdch,

PREDMET VYINALEGZU

My3i lymfocytérny hybridom BLVgp5lUEO-4E9/32E5 . produkujdci monoklondlnu proti-
ldtku podtriedy IgG2b proti obalovému glykoprotefnu gp51 virusu bovinnej leukémie,
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