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Vyndlez riesi spdsob pripravy monoklo-
nalnych protildtok ku klieStovej encefaliti-
de.

Prvé monoklondlne protildtky boli pripra-
vené v roku 1875 [O. Kohler, C. Milstein:
Nature 256, 495, (1975)]. Pri priprave hyd-
ridémov ku klieStovej emcefalitide (fazia
myelomovych buniek so slezinovymi bunka-
mi imunizovaného zvierata pomocou poly-
etylénglykolu) sa ziskavaji klény, ktoré
produkuja protilatky. Po reklémovani bu-
niek sa findlna propagdcia robi v peritonedl-
nej dutine histokompatibilnych zvierat, kto-
rym sa aplikuje Freundovo adjuvans, resp.
Pristane (2, 6, 10, 14 — tetramethylpentade-
cane, Koch Light Lab. Ltd. Anglia) za ude-
lom vytvorenia ascitickej tekutiny [M. No-
vak, M. GreSikovd, M. Sekeyovd, G. Russ, J.
Zikan, M. Pospi8il, F. Ciampor: Acta virol.,
(1983)].

Podstata vynalezu spo&iva v spdsobe pri-
pravy monoklondlnych protilatok, ktord sa
vyznaCuje tym, Ze do peritonedlnej dutiny
imbrednej linii my$i sa poda inaktivovany
Staphylococcus aureus, ktory sa inokuluje
do ustojného bujonu, inkubuje sa po dobu
18 hodin pri teplote 37°C a potom sa inak-
tivuje pri teplote 60°C po dobu 30 minit,
udrfuje sa po dobu 18 hodin pri teplote 4 °C;
materidl sa opét teplom inaktivuje, scentri-
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fuguje sa a v pokusoch sa pouZiva sedi-
ment. .

Vyhoda navrhovaného spdsobu pripravy
monoklondlnych protildtok proti kliestove]
encefalitide je, Ze protilatky Ipecificky re-
aguji v hemaglutinaéno-inhibinom teste.
Ziskané monoklondlpe protiltky umoZiinid
oddiferencovat virus klieStovej encefaliti
dy. od virusov ¢elade Togaviridae. Vyndlez
umoZiiuje Kkultivdciu hybridémovych buniek
v peritonealnej dutine histokompatibilnych
my$i. Vyhoda tejto metédy spoéiva aj vo vy-
sokej koncentrdcii monoklondlnych protila-
tok.

Priklad

Inokuluje sa 1000 ml dstojného bujonu so
Staphylococcus aureus; inkubuje sa infiko-
vany bujon po dobu 18 hodin pri teplote
37°C. Po inaktivacii Staphylococcus aureus
pri teplote 60 °C po dobu 30 mintt se nechd
stdt po dobu 18 hodin pri 4°C. Opétovne
sa inaktivuje pri 60°C po dobu 30 mindt,
Po centrifugécii sa ziska 2 g sedimentu. Se-
diment sa resuspenduje v 30 ml bujonu. 1
mililiter preparéatu obsahuje 60 000 000 bu-
niek. Imbrednd linia my3i BALB/C sa poui-
va v pokusoch. MySiam sa podd 1,5 ml in-
aktivovaného Staphylococcus aureus 54 dn{
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pred imunizdciou. My3i sa imunizuji viru-
som klietovej encefalitidy, kmefiom Skali-
ca, ktory je uloZeny v Cs. zbierke arboviru-
sov Virologického tstavu SAV v Bratislave
pod oznadenim Clgl a &islom 53 Skalica, po-
mnoZenom na kuracich embryondlnych bun-
kéach a purifikovanom diferencidlnou centri-
fugéciou. Prvd davka virusu, podand intra-
peritonealne obsahuje 5120 hemaglutinac-
nych jednotiek; druhg ddvka podand po 35
drioch obsahuje 320 hemaglutinaénych jed-
notiek. Hybridémové linie (myelémova li-
nia P3NSl/1 Ag 4-1} a slezinové lymfoidné
bunky, ktoré produkuji monoklonaine pro-
tilatky in vitro sa zistuji pomocou hemaglu-
tina¢no-inhibi¢ného testu s antigénom klies-
tovej encefalitidy, kmeii Skalica. Po klono-
vani a reklénovani sa ziskaji hybridémové
linie s trvalou schopnostou produkovat mo-
noklondlne protilatky. Dalej sa udrZuji len
tie, ktoré st schopné produkovat monoklo-
nélne protildatky. V snahe ziskat velké kvan-
tum monoklonalnych protildtok, myelémové
hybridné bunky sa aplikuji BALB/C my3iam,
ktorym sa 54 dni vopred podé inaktivova-
ny Staphylococcus pyogenes aureus. Asci-

Klén ¢&islo
s antigénom

Skalica

Titer hemaglutinagno-inhibiénych protilatok
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tickd tekutina, obsahujica monoklondlne
protildatky ma hemaglutinatno-inhibi¢ny ti-
ter 1:162.240 u klonu & 9 a 1:80 u klo-
nu &. 16 (Tabulka 1). Pripravené monoklo-
nalne protildtky sa vyznaduji tym, Ze ob-
sahuji identické imunoglobuliny triedy M
(véasné protilatky), ktorych izotyp taZkeé-
ho retazca je u a typ lahkého retazca
je x» Neutralizatny index po pridani anti
IgM protildtok bol 24 u klénu & 9 a 2,1 u
klénu €. 16.

Monoklonglne protilatky majd velky vy-
znam v zdravotnickej diagnostike i v zdklad-
nom vyskume. UmoZiluje sa Standardizécia
produktu a diferencidlna diagnostika.

Tabulka 1

Vysledky hemaglutina¢no-inhibiéného a
neutralizatného testu s monoklondlnymi pro-
tildtkami ku KlieStovej encefalitide, pripra-
venymi v ascitickej tekutine BALB/C mys3i
za pouZitia

inaktivovanych Staphylococcus aureus
Neutraliza¢ny index

monoklondlnych proti-
latok

Protilatky opracované Protildtky opracované Do neutralizatného tes-

acetonom aceténom a 2-merkap- tu boli pridané anti-
toethanolom -IgM protilatky
9 162 . 240 0 2,4
16 80 10 2,1

PREDMET VYNALEZU

Spdsob pripravy monoklondlnych protila-
tok vyznaGujici sa tym, Ze do peritoneal-
nej dutiny imbrednej linii my3i sa poda in-
aktivovany Staphylococcus aureus, ktorysa
inokuluje do tstojného bujonu, inkubuje sa
‘po dobu 18 hodin pri teplote 37°C, potom

sa inaktivuje pri teplote 60°C po dobu 30
mintt, udrZuje sa po dobu 18 hodin pri tep-
lote 4°C, material sa opdt inaktivuje teplom,
scentrifuguje sa a v pokusoch sa pouZiva
sediment.
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