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Vynélez sa tjka sposoba pripravy mono-
klondlnych protildtok. Podstatou vyndlezu
je, %e pozostéva z imunochemicky a biolo-
gicky identickych imunoglobulinovjch mole-
k4l triedy M zloZenych z dvoch lahkjch re-
tazcov typu k /kappa/ a dvoch ¥afkych re-
tazcov izotipu u /mi/, ktoré maji hemaglu-
tinaéno~-inhibidnu akbivitu proti virusu
xliedtovej encefalitidy a ich priprava sa
vyznaduje tym, Ze slezinové bunky mysi
imuni zovanej km&hom virusu klieStovej en-
cefalitidy IV SAS Cl.gl. 53 skalica sa
spoja s S-azaguanin rezistentnymi mydimi
myeldmovymi bunkemi a kultivuji sa v kom-
pzetnom Zivnom roztoku obohacenom I-gluta-
minom, 2-merkaptoetanolem, normalnym konsg-
kym sérem a antibiotikami, pridom vznikne
za selektivneho tlaku aminopterinu nova
hybridbmova bunkovid linia, ktori sa k1&-
nuje v agare tak, Ze sa mieSa 1 % agar s
5 a% 10 x 10° slezinovymi bunkami a 2 x
koncentrovanym médiem, na ktory sa po za=-
tuhnuti nanesie 100 hybridnych buniek v
0,25 % agare, v ktorom po 10 aZ 14 dhoch
vyrastu koldénie, ktoré po pomnoZeni v kul-
tivadnom médiu naddorovo rastu v 2,6,10,
l4-tetrametylpendadekanom s enzibilizova-
nej peritonedalnej dutine my3$i za sudlasne]
produkcie monokolonadlnych protilatok o je-
dnej 8Spegificite proti hemaglutininu viru-
su kliestovej encefalitidy o hemaglutinad-
no-inhibidnom titre 10256.

Vyndlez mé vyufitie v medicine.
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vyndilez sa tyka monoklondlnej’protildtky proti virusu
kliestovej encefalitidy a spésobu jej pripravy,

zékladnym predpokladom presnosti a uspednosti imuno logic-
kych postupov vo virolbgii je priprava protildtky o Ziadanej
specificite, pre pripravu Specifickych protildtok sa vyuZival
len jeden princip - imunizdcia zvierat antigémmi /v r6znych mo=
difikdciach a kombindciach/., mnoZstvo, ako i kvalita na takomto
principe ziskanych protildtok velmi zdvisi od ddavky, formy anti-
géuu a spbsobu jeho podania, Tieto ukazovatele sa menia nielen
od jedngho experimentalneho zvierata k druhému, ale i od jedného
odberu k druhému u toho istého jedinca, uvedené problémy boli
preklemuté zavedenim novej biotechnolégie pripravy monok lond Inych
protilatok, ktoré na rozdiel od konvenéne pripravenych protild=-
tok maju vyhradenmi Zpecifidnost a to z toho dévodu, Ze siu imuno=

chemicky a biologicky homogénnymi produktami cielene dosiahnutej

bunkovej linie /&G, réhler, c. milstein: Nature 256, 4b5. /to75/ 7.

pomocou tejto metodiky boli pripravené mowoklondlne protildtky
proti niektorym obalenym virusom /R. ¢, Nowinski, M., R, Stomne,

M. R, Tam, M, E, Lostrom, W, N, Burnette, v, P, 0°Donnel; Mono-
clonal antibodies. Eds. R. H., Kennet, T, ]. Kearn, K, B, Bechtol,
plenum Press, N, Y. 205, /1080/: H., Roprowski, T, wiktor: Mo~
noclonal antibodies, Eds, R, H, Kennet, T. ]J. Kearn, K. B, Bech-
tol, plenmum pPress N, Y. 317 /1080/3 W, Gerhard, ], Yewdel, M. S.
Frankel, A, D, Lopes, L, Staudt: Monoclonal Antibodies; Eds. R.

H., Kennett, T, ], Kearn, K, B, Bechtol, plemum Press N, Y. 335
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v pripade pripravy Specifickych protilatok proti virusu
kliestovej encefalitidy vy3die spomenuté nedostatky odstraiiuje
vyndlez, ktorého podstata spo&iva v tom, %e sa pripravila mono=~
klondlna protilatka s hemaglutinaéno-inhibiénou aktivitou proti
virusu kliedtovej encefalitidy vyznalujiica sa tym, Ze pozostava

z imunochemicky a biologicky identickych imunoglobulinovych mo-

leknl triedy M zloZemych z dvoch Tahkych retazcov typu k [kappa/

a dvoch tazkych retazcov izotypu pm /mi/, ktaych priprava sa

v nasom spésobe realizuje tak, *e slezinové bumky my3i imunizo-
vanej kmeiiom virusu kliedtovej encefalitidy skdica sa spoja

s 8~azaguanin rezistentnymi myZimi myelbmovymi bunkami a kulti-
vujn sa v kompletnom Zivnom roztoku obohatenom L-~glutaminom,
2-merkaptoetanolom, normdlnym konskym sérom a antibiotikami,
pridom vznikne za selektivneho tlaku aminopterinmu novda hybridb-
movd bunkovd linia, ktord sa klénuje v agare tak, Ze sa zmie3a

1 % agar s 5.!06 slezinovymi bunkami a 2 x koucentrovanym médiom,
na ktory sa po zatuhmuti nanesie 100 hybridnych buniek v 0,25 %

agare, v ktorom po 10 aZ 14 diioch vyrastu kolbnie, ktoré po
pomnoZeni v kultivadvom médiu ndadorovo rastu v 2,6,10,14~tetra-
mety lpentadekanom senzibilizovanej peritonedlnej dutine my3i
za sudasnej produkcie monoklomdlnych protilatok o jednej Speci=
ficite proti hemaglutinimu virusu kliedtovej encefalitidy
o hemaglutinadno-inhibiénom titre 10256, Produkény hybridém sa
kultivuje pri 37° c. jeho stredny gemneraciny as je 20,3 hod, a
moddlny podet chromozbmov bol 85.

vyznam vyndlezu spoéiva v tom,\ie sa ?ripravila hybridna
bunkovd linia produkujiica monoklondlne 1gm protildtky proti kme-

iu skalica /virus kliedtovej encefalitidy/, ktoré reaguju
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necificky v hemaglutinadno=-inhibicnom teste a oastraﬁujﬁ
nevyhody konvené&nych antisér,

vyhoda predmetu vyndlezu spoéiva v tom,.ie produkénd hyb-
ridna bunkovd linia je "nesmrtelnd” a produkt tejto hybridnej
bunkovej linie = monoklondlna protilatka je fyzikdlne-chemicky
a biologicky homogénny,:Monoklonélﬁa'ptotildtka umoFiuje Stan-
dardizovat diagnostické testy kliedtovej encefalitidy vo viet=-
kych laboratériach, Mowoklondlma protilatka sa méZe vyuZit pri
dmunoadsorbénej purifikacii virusu kliestovej encefalitidy a ako
u&innd pomécka pri analyze Strukturdluych proteinov virusu
kliestovej emcefalitidy a je vhodnd na pripravu mono3pecifickych
antisér, Hemaglutinaéno-inhibidnd aktivita monoklondlnej proti-
latky ju preduréuje pre odkryvanie ohmisk kliedtovej encefali-
tidy.

priklad 1

vEetky bumky sa kultivuju v médiu RPMI 1640, ktoré je zlo-
Zené /mg/ml/ z; dusicnan vépenaty.4ﬂzo - 100,0, Glukbza - 2000,0,
siran horeénati.7nzo - 100,0, chlorid draselny - 400,0, stredny
fosforeéuan sodny.7Hzo ~ 1512,0, kysly fosfore&nan sodny ;Hzo -0,
chlorid sodny - 6000,0, L-arginin = 200,0, L-asparagin - 50,0 ,
kyselina L-aspardgové - 20,0, L—cystih}- 50,0, kyselina L-giu—
tdmova -~ 20;0, L-glutamin - 300,b,'gluiation - i,o, giycin,-}lo,o,
L-histidin - 15,0, L~izoleucin - 50,0, L~leucin - 50,0, L-lyzin =
40,0, L-metionin = !5;O,VL~fenylaIanih -'15,0,'L-prolin.~ 20,0,
L~serin = 30,0,.L~trebnin - 20,0; Lotryptofdn ;'5}05'thyro;in -
-~ 0,005,

20,0, L-valin - 20,0, D=biotin = 0,2, vitamin Blz
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D-pantotendt vapenaty - 0,250, cholinchlorid - 3,0, kyselina
listov& - 1,0, i=inozitol = 35,0, nikotinamid - 1,0, kxselina
p-aminobenzoovda - 1,0, pyridox{n-ﬁcl - 1,0, rggoflav{n ~ 0,2,
tiamin ncl - 1,0, fenolova &erveii - 5,0, kyslf uhli&it%ﬁ sodny «
2000,0 a dopluené s 2 mmol L-glutamin 5xi0'5 mol z-:érkaptoetano-
Iﬁ, 100 ug/ml streptomycivu, 100 jednotiek/ml penicilinu, 10 %
normdlneho komského séra, 1 mmol Hepes /N-z-ﬁydroxyetylpiperazin»
NZ2=~etan sulfbnova kyselina, Pre priprévu hybridnej bunkovej
linie sa pouZije ako nositel nekoneénej proliferadnej schopnosti
my3ia 8-azaguanin rezistentnd myelémovai linia, ktord sa pomocou
polyetylenglykolu spoji s donorom Zpecifickej informicie - slezi~-
novou lymfoidnou bumkou imunizovanej my3i, Mysi sa imunizujn vis
rusom kliedtovej encefalitidy /kmeii skalica, ktory je uloZeny

v &s, zbierke arbovirusov virologického ustavu sav v Bratislave
pod &fislom 1V SAs Cl gl.s3 skallca/ pomnozenom na kuracich
embryonélnych bunkdch, virus sa purtfzku]e d1feren01dlnou centri=
fugdciou, primdrma ddvka virusu sa aplikuje mySiam intraperitomnedl-
ne v mmoistve 0,2 ml /5120 HA jednotiek/, Sekunddrna davka sa
aplikuje po 35 diioch intravenbzne v objeme 0,2 ml /320 hemaglu-
tinadnych jednotiek/, v priebehu 14 dni vyrastu pod selekt iviym

t lakom aminopterinu hybridné bunkové linie, ktoré produkujii
monoklondlne protildtky proti hemaglutininmu virusu kl{e§fovei
encefalitidy, Tieto bunky sa potom klémuju tak, Ze sa zmie§é
5-on106 mySich slezinovych buniek s médiom a agarvom /0,5 %/.
Povzatuhnut{ sa na vrstvu 0,5 % agaru nanesie 100 hybriduych
buniek v 0,25 % agare, Po 10 az 14 diioch vyrastu kolbnie, ktoré
sa pomnoZia v médiu RPMI 1640, Takto pomnoZewé kolénie predstavu-

in hybrid8movii bumkovit liniu s upevnenou produkénou schopnostou
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onoklondlnych protilatok, Balej sa nechaju rast len tie hybrid-

né bunkové klény, ktoré ﬂsliferujﬁ ako in vitro tak aj in vivo
v peritonedlnej dutine histokompatibilnych my3f /inbredna linia
BALB/c/, za sulaswej produkcie monoklondlnych protildtok v asci-

tickych tekutindch a2 do vysky hemaglﬁtinaéno-inhibiéného titru
10256, ‘ ’
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1. Monoklondlna protilatka(s hemaglutinadno-inhibisnou aktivitou/

proti virusu kliedtovej encefalitié;)é&znaéujﬁca sa tym,
¥* pozostdva z imunochemicléy a biologicky identickfrch imuno-
globulinovych moleknl triedy m zloZenych z dvoch Tahkych
retazcov typu k fkappa/ a dvoch taZkych retazcov izotypu u

/mi/.

2, Spbésob pripravy monoklowndlmnej protildtky s hemaglutinadmo-
inhibiénou aktivitou proti virusu kliedtovej encefalitidy
ﬁyzna&uie sa tym, Ze slezinové bumky my3i imuniéovanej kme=
fiom virusu kliestovej encefalitidy 1v sas cl.gl, 53 skalica.
sa spoja s 8-azaguanin rezistentnymi mysimi myelémovfmi
bunkami a kultivuju sa v kompletnom Zivmom roztoku obohate~
nom L~glutaminom, 2—métkaptoetanolom, normd lnym konskym sé-
rom a antibiotikami, priom vznikne za selektivmneho tlaku
aminopterinu novd hybridbémova bunkova linia, ktord sa kl6=-
nuje v agare tak, Ze sa zmieSa 1 % agar s 5 az i0x106 sle~
zinovfmi bunkami a 2 x. koncentrovanym médiom,na ktory sa po
zatuhvmuti nanesie 100 hybridnych buniek v 0,25 % agare, v kto-
rom po 10 aZ 14 dijoch vyrastiu kolbnie, ktoré po pommoZent

v kultiva&nom médiu wnddorovo rastu v 2,6,10,14~tetrametyl-
pentadekanom senzibilizovanej peritomedlnej dutine mysi za
suiéasnej produkcie monoklondlnych protildtok o jednej Zpeci-
ficite proti hemaglutinimu virusu kliestovej encefalitidy

a hemaglut inaéno~inhibidnom titre 10256,
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