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(57) Zphsob zahrnuje kontakt daného vzorku s protilitkou nebo
jejim imunoreaktivoim fragmentem, kieré se specificky

- —— ———— — vdiou.-na..DesAABB_ polymety-rozpustného-sifovaného —
fibrinu a DesAABB polymery rozpustného ncsifovaného
fibrinu za vzniku imunokomplexu, pfifemz se tato protildt-
ka nebo jeji imunoreaktivni fragment nevéie specificky na:
(a) fibrinogen, (b) produkty degradace fibrinogenu, (c) mo-
nomery DesAA fibrinu, (d) polymery DesAA fibrinu, (e)
monomery DesAABB fibrinu, (f) kevalentni fibrinogen, (g)
komplex monomer DesAA fibrin-fibrinogen a (h) produkty
degradace fibrinu, & kterd dile zjiStujc ptitomnost nebo
muooZstvi takového imunokoplexu s pouZitim sekundérni
protilitky znafené zpravodajskou molckulou indukujici de- Lo
tektovatelny signil za ifelem vyhodnoceni predispozic pro
trombotickou pfihodu diagnostiku trombotické pfihody a
jeiitho monitorovin{ u skupin pacientd s podezfenim na
infarkt myokardu, trombozu hlubokjch Zil, pulmonilni
embolii, diseminovanou intravaskulérni koagulaci, mrtvici
a intrakardidlni trombus vznikly v ddsledku sifiové fibrila-
ce. Souprava zahmuje standardy, obsahujici polymery roz-
pustného sifovaného a nesitovaného fibeinu, prostfedky pro

- vytvofeni imunokoplexu s té€mito polymery a prostiedky -
pro detekei mnoZstvi imunokomplexu.
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Nizev vvnalezu:

Metoda a souprava pro in vitro detekci,cpf’itomnosti nebo

mnoZstvi polymert rozpustného sitovaného fibrinu DesAABB a

polymeri rozpustného nesitovaného fibrinu DesAABB v

T _ savéich wvzorcich, zahrnujici kontakt daného vzorku s

4 protilitkou nebo jejim imunoreaktivnim fragmentem, ktere se

specificky vazou na DesAABB polymery rozpustného

sitovaného fibrinu a DesAABB polymery rozpustneho

nesitovaného fibrinu za vzniku imunokomplexu, pfi¢emZ se tato

protilitka nebo jeji imunoreaktivni fragment nevaZe specificky

na: (a) fibrinogen, (b) produkty degradace fibrinogenu, (c)

monomery DesAA fibrinu, (d) polymery ‘DesAA fibrinu, (e)

monomery DesAABB fibrinu, (f) kovalentni fibrinogen, (g)

~ komplex monomer DesAA fibrin-fibrinogen a (h) produkty

degradace fibrinu, a kterd dale zjidfuje pfitomnost nebo

, mnozstvi takového imunokomplexu s pouzitim sekundarni

T T protilatky T zmadené T zpravodajskoumolekulo u——indukujici

detekovatelny signal za udelem vyhodnoceni predispozic pro

trombotickou pfihodu, diagnostiku trombotické pfihody a jejiho

monitorovani u skupin. pacientd s podezfenim na infarkt

myokardu, trombézu hlubokych zZil, pulmonaini embolii,

diseminovanou .intravaskularni  koagulaci, mrtvici a
intrakardialni trombus vznikly v daisledku sifiové fibrilace.




Oblast techniky . :
" Piedmét tohoto vyndlezu se vztahuje k metodé vyroby
monoklonélnich protilatek. Tato metoda pouZivd imunizovana

bezmikrobni Zivo&ichy. Tento vynalez rovnéZ popisuje metodu

vyuZiti téchto monoklondlnich i polyklonalnich’ protildtek
ziskanych z imunizovanych bezmikrobnich zvifat pro klinickou
diagnostiku a terapii pfi pouZiti in vitro a in vivo. - Tentc

vynalez rovné% popisuje monoklonilni protilatky specifické .
S 1 O e
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Dosavadni stav technikv
Kohler -a Milstein byli prvni: ktefi vypracovali- takové
techniky, které vedly k vytvofeni-~hybridomi produkujicich
prvni monoklonalni protilatky (G. Kohler a C. Milstein, 1975,
Nature 256, 495-497; 1976, Eur. J. Immunol. 6, 511-519). Fuzi
bunék produkujicich protilatky (slezinné B-lymfocyty) s
myelomovymi buiikami - (maligni bufky primarnich. nadord
kostni dfené) vytvofili hybridomové bun&éné linie odvozené od
jediné hybridni fizované buiiky (nazyvané hybridom nebo
. klon).  Takovyto hybridom zdédil urCité vlastnosti jak

lymfocytové bunéné linie, tak i myelomové. - Podobné jako

lymfocyty i °~ hybrydom produkdval jednoduchy typ
imunoglobulinu a navic, stejné jako myelomoyé buiiky mél
takovyto hybridom rovn&Z potencial- neomezené¢ho déleni.
Kombinace téchto dvou vlastnosti poskytovala vyrazne
vylepseni v porovnani s konvenénimi antiséry. | |
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Antiséra ziskana z imunizovanych zvifat jsou riznorodou
smési polyklondlnich protilatek, kterou nelze nikdy ,op&tovné
vytvofit tak, aby byla zcela identicka s pfedchozi SarZi.
Monoklonalni protilatky jsou vysoce specifické imunoglobuliny
jednoduchého typu.  Jednoduchy typ imunoglobulind
produkovanych hybridomem je specificky pro jednu jedinou
antigenni determinantu nebo epitop na daném antigeﬁu, tj. na
slozité molekule majici Zetné antigenni determinanty. Na
pfiklad je-li antigenem protein, miZze byt antigenni
determinantou v celé molekule proteinu jen jedna z jeho mnoha
peptldovych sekvenci” (obecné v délce 6-7mi aminokyselin;
M.Z. Atassi, 1980, Molec. Cell. Biochem. 32: 21-43)., Tudiz se , .
mohou monoklonalni protilatky vytvofené proti Jedmemu ’ 5
antigenu vyrazné li§it jedna od druhé v zavislosti na
déterminanté kterd indukovala jejich tvorbu;.aviak u jakéhokoli ” .
hybridomu jsou protilatky, které produkuje, naprosto identické. | o
Navic se hybridomova bunééna linie snadno mnozi in vitro nebo . . g
T T T TinTVivo a posKytuje vytezek monoklondlnich protilatek OfvySQkC"I‘ﬁ,
. koncentraci. : . ’ ’
Monoklonalni protllatka mizZe byt pouZita Jako sonda pro
detekci jejiho antigenu. Proto jsou monoklonalni protilatky .
pouzivany rovnéz pro in vitro diagnostiku, na ptiklad v
imunologickych - testech  vyuZivajicich. izotopy. nebo v
enzymovych imunosorpénich testech (ELISA), a v in vivo
diagnostice,'napf. in vivo zobrazovani s pouZitim radioaktivné
-zna&enych monoklondlnich protilatek. Monoklonalni protilatky

)




mohou byt rovnéZ pouzity jako prostfedek pro transport Icku k
antigenu dané protilatky. )
Nicméné, dfive nez maze byt monoklondlni protilatka
pouzita pro takovéto ulely, musi byt tato monoklonalni
protilatka schopnd vazby na sviij antigen, tj. na cilovy antigen.
Proto se provadi vySetfenim vytvofenych hybridomd za utelem
zjiiténi, které hybridomy, pokud takové jsou, produkuji -
monoklonalni protilatku, kterd je schopna vazat se na cilovy
antigen. Takovéto vySetfovaci metoda miZe byt velice pracna

- »——pti obvykle velkém _po&tu_monoklonalnich “protildtek, “Aebot™ = ™

T R -

nékdy je tfeba vysettit i n&kolik tisic monoklondlnich protilatek
nez se najde hybridom, ktery produkuje protilatku schopnou se
vazat na urity antigen. Je tedy velice zapotiebi takove metody
vyroby - monoklondlnich  protilatek,  ktera zvyduje
pravdépodobnost, Ze hybridom bude produkovat protilatku pro
uréity cilovy antigen. ' ‘ '

~ Podstata vynalezu .
Piedmétem tohoto vynalezu je poskytnout metodu pro
vyrobu monoklonalnich protilatek proti antigenu. Tato metoda
zahrnuje: - I o -
(2) imunizaci bezmikrobnich zyii‘at'.daAny‘m aritigehe'm, |
ktera. . umozni buitkam produkujicim protilatky ~vytvaret
protilatky proti pouZitému antigenu, : ' //_
" (b) odebrani alespoii &asti téchto bunék produkujicich
- protilatky z uvedenych zvifat, ‘

mari? .
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(c)" wvytvofeni hybridomu pomoci fize danych bun&k
produkujicich protildtky s nesmrtelnymi bufikami, pfiCemz
vznikly hybridom musi mit schopnost tvorby protilatky na dany

antigen,
; (d) mnozeni tohoto hybridomu a
f (e) sklizei monoklonalnich protilatek vyprodukovanych

/danfrm hybridomem. ‘ |
Tento vyndlez rovnéZz popisuje metodu vyuZiti
monoklondlni nebo polyklonalni® protilatky ziskané z

-
%4

bezmikrobnich  zvifat. Dale tento vynalez popisuje
monoklonalni protildtku specifickou proti fibrinu a metody
vyuziti téchto monoklondinich protilatek. | " s

Piehled obrazkil na vvkresech : : T d

Obr. 1(A)
Uréeni imunoreaktivity MHI1 s monomerem fibrinu

DesAABB pomom afinitni chromatografie.

e b
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Obr. 1(B)

Kontrolni pokus pro potvrzeni vazebné  kapacity
Sepharosového matrixu DesAABB monomeru ﬁbrmu 5 pouzmm
protilatky 45J specifické proti fibrinu.

Obr. 2
Imunoreaktivita nesitovanych DesAABB polymeru fibrinu

a sitovanych DesAABB polymerf fibrinu v in vitro testu pro
rozpustné DesAABB polymery fibrinu s pouZitim MH1.
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Obr.3 _
" Tvorba fibrinu DesAA reakci plazmového fibrinogenu s’

batroxobinem.

Obr. 4
Imunoreaktivita rozpustnych DesAABB polymeru fibrinu
v -testovacim systému in vitro pro rozpustné DesAABB

P

polymery fibrinu s pouZitim MH1.

o OBE S i -
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Imunoreakt1v1ta protllatky MHI s ﬂbrlnocenem
aktivovanym faktorem XIII (faktor X1IIIa).

Obr 6
" Méfeni tvorby rozpustného polymeru fibrinu DesAABB in
vitro s pouZitim testu .na rozpustny fibrinu pomoci MHI

protilatky:

Obr. 7
' Purifikace rozpustného fibrinu z plazmy pomoci kolony s
Sepharosou - MHI. . : |

Qbr. 8
| Mérem rozpustnych polymerd fibrinu DesAABB v krvi f,
pacientd s bolestmi na prsou a potvrzenym infarktem myokardu. h

N




4. PRIKLADY PROVEDENI VYNALEZU
4.1. Bezmikrobni zvifata '_ _
Pfedmét tohoto vyndlezu se vztahuje na pouiiti
bezmikrobnich zvifat pro vyrobu monoklonalnich protilatek.
Bezmikrobni zvifata byla poprvné vyvinuta v druhé poloviné

B 19.stol. a od té doby jsou v hojné mife vyuZivana dodnes.

- Bezmikrobni Zivodich je gnotobiot, ktery v sob& nema

zadné zjistitelné spoluzijici formy Zivota, vietné bakterii, vird,

| plisni;, prvoki a dal§ich saprofytickych €i parazitickych forem.
Gnotobiot je zvife nebo kmen ziskané aseptickym cisafskym
fezem nebo sterilnim lihnutim vajec, a které je chovdno pomoci
sterilnich technik a neustdle udrZzovano ve sterini izolaci a u
kterého je jeho pfipadna fauna nebo flora presné uréena pomoci h
soutasnych a pfijatelnych metodik. (Je tfeba uvést, Ze viechny
my$i pfendsi latentni leukemicky virus a tudiZ my$, kterd by
byla bez mikrobl a méla tento virus, je stale povazovana za
bezmikrobni pro ugely tohoto vyndlezu).

e _Zakladem bezmikrobniho_systému_je vytvofeni bariér proti
vstupu nechténych mikrobidlnich vetfeled. Kromé fyzikélnich
piekazek z plastiku, kovu, gumy a’ skla, které dané zvife
uzaviraji, vyZaduje tento systém i filtraci vzduchu, sterilizaci
vody a potraVy a manipulaci v rukavicich, coZz je nedilnou

| soudasti takovéhoto bariérového systému. RovnéZ pfisun potfeb

K do izolatoru by mé&l probihat ve sterilnich podminkach.

|  Vétime, 7e pro Glely tohoto vyndlezu mohou byt pouZita
jakakoli bezmikrobni zvifata. Nejbézn&j§imi bezmikrobnimi
zvifaty jsou mysi, prasata, potkani, kralici, mor{ata, kozy, ovce,

L 5




primati a dribéz, pfitemz nejpouzivanéj§imi jsou mysi,
.pfedeviim typu Balb/c. L

4.2 Produkce, ofetfovani a chov bezmikrobnich
zvifat. ‘

Bylo wvydano mnoho publikaci na téma produkce
ofetfovani a chovani bezmikrobnich zvifat.  Na _priklad
Wostmann, B.S., vyd. Gnotobiotes: Standards and Guidelines
for the Breeding, Care and Management of Laboratory Animals,

___d__mljg_t;onal Research Councd "Nauonal Academy -of ~Sciences;- <= -
Washington, D.C. 1970; Coates, M.E., se sp., “The Gérmfree "
Animal in Research, Academic Press London, 1968, a Pleasants,
J.R., Gnotobiotics, v Handbook of Laboratory Animal Science,
vol. 1, Melby, E.C. se sp., vyd. CRC Press, Boca Raton, Fla.,
117, (1974). Na tyto objevy je dale odkazovano v textu.

Nasleduje souhrn odvozeny z Clanku Wostmanna, B.S..
vyd. Gnotobiotes Standards. and Guidelines for the Breeding,
Care and Management of Laboratory Animals (1970), National
Research Council, Natonal Academy of Sciences, Washington,
D.C., ve kterém je popsana produkce, odetfovani a chovani

 bezmikrobnich potkand a my$i. Je treba podotknout, Ze.
takovato produkce, o§etfo#éni a chovani jsou podobné pro
viechna dalsi zvifata. ' N |

'LABORATORNI PROSTRED | 1
_ Prostory, vybaveni a chovné postupy by mély byt E
navrzeny a provozovany tak, aby poskytovaly maximalni
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kontrolu prostfedi a optimalni pohodli a zabezpeceni pro dand
zvifata. Klece, krmitka a pititka by méla byt navriena a
sestrojena tak, aby poskytovala zvifatim maximaini pohodli,
aby byla potrava i piti snadno dostupné a zarover aby mohly byt
Ci8téni a sterilizace provadény praktickym a uinnym zpuasobem.

" Vhodné rozvrzeni pracovniho prostoru pro rozsdhlou praci

8 bezmikrobnimi zvitaty by m&lo sestavat z:

1. pracovni oblasti pro. sestavovani a sterilizaci
izolatord,

2. pracovni oblast pro provoz izolatord se zvifaty

3. laboratorni Cast pro rutinni sledovani
gnotobiotického prostiedi. |

Takovyto plan muZe zahrnovat rovnéz kanceldf a oblast
pro pfipravu krmeni.

Laboratorni prostfedi pro provoz gnotobiotickych
izolator by mélo vyhovovat normam stanovenym pro ustdjeni
konvenénich laboratornich hlodavci. Stavba by méla byt
zabezpelena proti hmyzu a stény i podlahy by mély byt

“chrénény pred vlhkem. Osvétleni by mélo byt jednotné se
stejnym cyklem svétlo-tma v pribéhu roku. Ventilace by méia
rychle odstrafiovat jakékoli vypary zplsobené sterilizaci a klima
by mélo byt kontrolovano nasledujicim zplsobem. |

TEPLOTA. Teploty mistnosti 21°-27°C (70°-80°F) obecné
pouZivané pro prostory se zvifaty bude mozna potfeba sniZit,
aby se udrzela teplota-izoldtorl mezi 22°C a 26°C (72° a 78°F).

VLHKOST. Relativni vlhkost (RH) by se méla udrzovat
na pro ¢lovéka pEijatelné hlading 40-60%. Av3ak tam, kde se




vzduch pouZiva pro vétrani izolatord, se doporuluje rclativni

M,Equlpment design . arid -management ‘General technique of -

“operation of apparatus for rearing -germ-free animals. _Ann.
.remote-control ‘germfree rearing-unit. Ann. N.Y. Acad. Sci.

 pro podatedni sterilizaci (viz Gustafsson,  B.E. 1959.

A} .

vikhost 40-50%.

VENTILACE. Pohyb vzduchu by mél byt dostatecny, aby
rychle odstranil jakékoli vypary vniklé behem chemické
sterilizace.  Doporuluje se vyména vzduchu desetkrat az .
patnactkrat - za hodinu. Pro pracovniky vystavované ¥
nebezpeénym hladinim chemickych vyparu by mély byt k
dispozici obli¢ejové masky.
__BE_ZMI__I_(I_{OBNI ZARIZENI (vzz Sacquiet, E. 1968,

S o [P LSy LR A

maintaining .germ-free animals, ‘str. 1 .22 v M.E. Coates [vyd.].

- The germfree animal in research. Academic Press, London).

Kompletni vylouteni mikrobd z prostfed vyzaduje.
absolutni barieru. Uspé$ny provoz izolatorl je zavisly na
zaji§tovani této bariery po cely fas. V soutasné dob& se
pouzivaji dva typy izolator - kovové a z plasti. Ne&které
kovové &asti jsou konstruované tak, aby vydrzely vnitini tlak.
pary 20 psi (1, 406g/cm®). (viz Reymers J.A. 1959. Design and

N.Y. Acad. Sci. 78:47, Miyakawa, M. 1959. The Miyakawa

78:37). Ostatni jsou sterilizovany ve velkém autoklavu uréeném

S

Lightweight = stainless steel systems for rearing germfree -~

animals. Ann. N.Y. Acad. Sci. 78: 17). o i
~ Izolator z pruzné folie (viz Trexler, P. C.,alLlL Reynolds

1957. Flexible film apparatus for the rearing and use of




-11-

germfree animals. Appl. Microbiol. 5:406) je v soudasné dobé
nejvice pouzivanou jednotkou. Je vé€tSinou vyroben z pruZného
laminovaného vinylu, musi byt chemicky sterilizovan a je

- snadno pfizplsobitelny specifickym pozadavkim. Dalsi typ,

contamination——Lab—Anim- Care—I3:572)—Nebo-miZe—bjt-

ktery je vyroben z velkého nylonového valce uzavieného na
obou koncich, muze 'b)'rt sterilizovan v autoklavu. (viz Lev, M.
1962. An autoclave plastic unit for rearing animals under
germfree conditions. _J. Appl Bacteriol 25:30). Byly rovnéz
sestrojeny izolatory z plexiskla s odnimatelnymi &astmi z
pruzné folie. Casto jsou dostatetné lehké, aby se mohly dva
nebo tii umistit na jeden stojan, coZz je vyhodné pro u3etieni
podlahové plochy. | _

Pro izolatory citlivé na vy3si teploty se vétSinou pouzivaji ¢
specidlni valce pro sterilizaci potravy. a pomucek. Pro :
vysokovakuové autokldvy je zapotfebi zabezpelit rozsahlou
filtraéni ¢ast, aby mohlo probihat od¢erpéni vzduchu (viz
Trexler, P.C. 1963. An isolator system for control of -

tento valec napojen na odpadovou rouru vyvedenou do
atmosféry za ucelem odvedeni vzduchu a kondenzaénich par
béhem sterilizace bez vakua. (viz Jaworski, N.E., a C.. Miller.
1963. Refinement of the cylinder technique for supplying
germfree isolators. Lab. Animal. Care. 13:591). |

STERILIZACE \
VeSkeré vybaveni, potrava, podestylka, voda a vzduch
pouzivané v takovém izolatoru musi byt absolutné sterilni.
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Pouzivané metody a podminky jsou dany ,vlastnosfmi
jednotlivych soulasti. |

Nejlepi znamou metodou sterilizace je sterilizace parou
pod tlakem. Tento typ sterilizace je obzvlasté vhodny pro
porézni predméty, které jsou stabilni ve vysokych teplotach.
Vedkeré plochy, které by se mohly stat ukrytem mikrobd, musi

byt vystaveny pfimému pusobem pary. Doba pusobenl zavisi

na pouZité teploté. Doporuluje se, aby se na nejhife piistupné

¢asti sterilizovaného materidlu (stfed baliku) nechala para
‘plisobit-po- ‘maximalni -dobu;~tj-~15 - minut -pi -teploté - 121°C-— . ..
(250°F). PovyzKouseni zajidt¥ni" sterility 'mohoubyt-pouzity -
~ vy3di teploty a krat$i Casy. Standardni velikost'baleni a hustota

potravy, podestylky a dal3ich materiald je velice dilezitym
faktorem pfi zabezpedovani konstantniho a predvidatelného Casu
potfebného  pro dostatedny prinik ‘pary  sterilizovanym
materialem.

Pro sterilizact vzduchovacxch soucasti izolatord se pouZiva

suchy horky vzduch (viz Mlyakawa M. 1959. Thy Miyakawa

remote-control germfree rearing unit.  Ann. N.Y. Acad. Sci.

'78:37; Gustafsson, B.E. 1959. Lightweight stainless steel
_systems for rearing germfree ammals Ann. N.Y._ Acgd. Sci._r

78:17).

Na neporezm materidly citlivé na vysoké teploty,
predevsxm na &asti z pruzné folie, se pouZiva kyselina peroctové
(CH,COOOH). Tato kyselina se ‘pouzivd v’ dvouprocentnim

roztoku se smadeci slozkou (detergentem). (viz Trexler, P.C., a

L.I. Reynolds. 1957. Flexible film apparatus for the rearing and

N
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use of germfree animals. Appl. Microbiol. 5:406). Ve
zvlaStnich pripadech lze pouzivat i dal$i chemikalie jako
chlornany, sloudeniny uvoliiujici jéd nebo kvarterni amoniové
slouteniny pro tekuté lazné pfi zavadéni mladat ziskanych
hysterektomii, & HgCl, pro o3etfeni vajec ve sterilnich
podminkach pted lihnutim. . |

Soudasti, -které jsou citlivé na vysoké teploty a
nesmacditelné, se pouziva ethylenoxid (ETO). Doba stex:ilizace

zavisi na teplotd, vihkosti, tlaku a koncentraci ETO. ETO muze-

chemicky reagovat s podestylkou nebo potravinovymi slozkami
za vzniku neZadoucich sloufenin. Vzhledem k hoflavosti a
nebezpedi .vzniku toxickych produktd by mélo byt rutinni

pouzivini ETO pro sterilizaci omezeno na pouZiti komeréné %
dodavanych plynovych smési, které neobsahuji vice nez 20%

ETO. -
Fxberglass filtry se bézné pouZivaji, pro ster1hzac1

vzduchovych soudasti izolatord. ~Mély by fungovat jako -

absolutni filtry.

wid

Membranovou flltram tekutm lze pou21t chceme i se -«

yyhnout vysokym teplotdm, oviem za pfedpokladu, Ze jsou tyto
membrany dokonalymi filtry, napt. filtrem, ktery nepropousti
gastice vétdi nez 0,22 mikrometrit v priméru. ‘

Ozatovani gama. paprsky nebo svazkem elektrond lze

pouzit pro sterilizaci potravy nebo jinych spemalmch polozek

Pouzité ddvky se pohybuji v rozmezi od 2,5 do 6 x 10° rad.

!
a "
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: neJlepe nad 40% relativni vlhkosti.

_' h'_"vzduchu dvanactkrat az dvacetkrat za hodlnu a pozmvm tlak-—— -~
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VNITRN{ PROSTREDI .
TEPLOTA. Vnitini . teplota izoldtoru je funke
laboratorniho prostfedi a méla by se udrzovat na hodnotach

" mezi 22°C a 26°C (72°F-78°F).

_VLHKOST. Izolator je vystaven kondenzaci vikosti v '
piipadech pfeplnéni, nevhodného vétrani, i obojiho. Vzduch §
prichazejici do izoltoru by mél mit relativni vlhkost pod 50% a

- PRIVOD VZDUCHU. Izolator by mél mit vymenu
vody 3-5 in (8-13 cm). Vzduch maze "byt privadén z “centralniho 7
zdroje vzduchovaciho systému nebo z vytlalnych ventilator
pro jednotlivé jednotky. DoporuCuje se vzduchovy kompresor
turbinového typu, protoZe systémy s olejovymi pisty maji
tendenci rozpraéovat olej do trubek vzduchovaciho systému.

U vzduchového difuzniho izolatoru (viz Trexler, P.C.
1968. Equipment design and management:  Transport of
germ-free- animal and current developments in equipment
design, str. 23-35, v M.E. Coates [vyd.]. The germfree animals
in research. Academic Press, London) nedochdzi ke ztraté

o e

‘ventilace v pifipadé vypadku elektrického proudu. Tento .typ

1zolatoru méa v3ak nevyhodu niziiho poétu vymén vzduchu za

| hodmu a nedostatek ochranného kladného tlaku, ktery zabrafiuje

kontaminaci v pnpade malych porusem nebo vypadku bariery. =
BEZPECNOSTNI HLASICE Vv ptipadé¢ vypadku’

elektrického proudu nebo v pfipadé mechanické poruchy by

mélo vhodné zafizeni zabezpedit, aby takovyto vypadek netrval




e

w1

déle neZ pouze nékolik minut. Selhdni nezabezpelenych.

foliovych izoldtord mize v takovych pfipadech vést k uduSeni
zvitat, ale dastdj$im nebezpedim je moZnost, Ze by se zvifata
mohla dostat do blizkosti folie a poskodit ji. Tomu lze zabranit
doasnym uzavfenim vzduchového pfivodu gumovymi zatkami.
Provoz jednotlivych vzduchovacich zafizeni izolatoru vyZaduje
pouze zdroj pro pfipad vypadku. Centrdlni vzduchovaci systém
by mél mit druhy turbinovy kompresor jako rezervni zdsoboval
vzduchem. | .
Doporutuje se graficky zaznam teploty a tlaku. Do
vzduchovaciho systému by mé&l byt rovnéZz zallenén
audiovizudlni bezpelnostni systém, ktery by se spoustél pii

poklesu tlaku v dusledku vypadku elektrického proudu nebo v
piipadé mechanické zavady. Podobné alarmové systémy by

mély hlasit nezadouci vykyvy -teploty ptivodu vzduchu.
Doporucuje se graficky zdznam laboratorniho prostfedi pro
vzduchovaci systémy jednotlivych izolatord.

L]

KLECE A VNITRNI VYBAVENT |
VYBAVENI. Zikladni seznam vybaveni izoldtoru mize

zahrnovat klece s bezpeCnostnimi uzavéry, lahve na vodu a

nasypky na krmeni, ochranné pliténé rukavice pod gumove

rukavice, specialni té€snéni nebo uzévér dvefi, dlouhé klesté s

gumou chranénymi konci, hemostaty, nlzky, ruénik, gazové
polstatky, <&tvrtlitrové nadoby na instrumenty, Ctvrtlitrove
nadoby na krmeni, 1Zicé, kultivaéni zkumavky, papirové satky a
vlhkuvzorné sac¢ky na zneci§ténou podestylku.

2iq e .
LG S




.

{Cislo Hmotnost (g) Prostor. na Méximélni‘

kategorie | zvife pocet v kleci
(in*/cm?) .

Mysi | o

I dolo 6/40 - 40

2 "~ 10-15 8/50 g 30

B 1525 12/75 20

4 nad2s 1595 16

Klece by mé&ly byt vyrobeny z hladkého nerezové'ho‘- '

materialu. Mé&ly by byt odolné proti tekutindm a snadno
sterilizovatelné. Mezi vhodné materidly patfi umélé hmoty,
nerezavéjici ocel a sklo. Galvanizované léovy koroduji a tudiz
se nedoporuduji, protoZe i nepatrnd kontaminace kovy .muze

-ovlivnit experimentalni vysledky.

Rozméry klece jsou vétsinou orhezeny rozméry vstupu do

izoldtoru. Minimélni plocha pro my3i samici a litr je 50 in® -

(970cm?®). V mnoha pfipadech mize byt zapotreb1 pro.
~jednotlivé zvifata vice st T

" Tabulka 1 uvadi seznam doporudované podlazm ‘plochy na
-jednu my§ a potkana podle vahy skupin.

cd — s

TABULKA 1
Velikost podlaim plochy doporucené na Jednu my$ a potkana v
zajeti.

AN
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Potkani
1 " do 50 15/95 50
2 ~ 50-100 17/110 50
3 100-150 19/125 40
4 150-200 23/150 40
Bk 200-300 29/185 30
6 nad 300 40/260 25
RUZNA DOPORUCENI

K zaji$téni integrity barierového systému se doporuluji -
freonové testy pro zjiSténi malych trhlin.

Kazdi jednotka by méla byt vybavena samostatnym
provoznim  denikem, do  kterého se  chronologicky
zaznamenavaji veSkeré procedury tykajici se dané jednotky od
chvile, kdy byla sestavena a sterilizovdna. Tyto zdznamy lze
snadno ptipevnit do nemocniénich kovovych drzdkd oznadenych

T T podle Esel jednotlivych izolatort,  Tyto zAznamy by roviieZ
mély obsahovat poznamky ohledné béZné udriby, napf. o
vyméné rukavic. Chovatelské zdznamy mohou byt umistény ve
stejném drzaku. ' o

Vzhledem k nedostatku mista uvnitf izoldtoru
doporudujeme pouzivat pro krmeni a podestylku a pro transport
zvifat mezi jednotlivymi izoldtory spojenymi sterilnim
prachodem papir a sklddaci zdsobniky.
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Uvnitt izoldtoru by se nikdy nemél pouzivat ether, protoze
by mohl v pfipad€ jiskry staticke elektfiny explodovat. Jako
tékavé nehoflavé - anestetikum se doporuCuje fluothan
(bromochlorotrifluorethan).

KRMIVO, PODESTYLKA A VODA.
OBECNA DOPORUCENI
Mél by byt k dispozici kompletm predpls komeréné
vyrabéneho krmiva, ve kterém jsou sepsany veskere 1ncvred1ence
a jejich koncentrace, ochranné latKy, ~antioXidanty™a “daldi -
ptisady. Mélo by byt jasné vyznanéeﬁ_c_) datum - vyroby Vyrobce
by mél zarudit, Ze krmivo je:

1. v rozmezi normalné pruatelnych limits pnrozcnc se

vyskytujwl hormonalni aktivity,

2. bez pfisad obsahujicich 1é¢iva, hormony, antibiotika
nebo jiné latky, které by zplusobovaly abnormalni fyziologické
stavy nebo by naruSovaly experimentdlni postupy,

3.  bez salmonely na zaklade statistiky vybranych
vzorkd,

4. bez kontaminace hlodavci nebo hmyzem,

5. bez vedkerych nevyjadfenych masovych zbytkd nebo
rybiho masa, které by mohly obsahovat patogeny. R

_ OBOHACOVANI KRMIVA | -z
Krmlvo bezmikrobnich zv1rat musi obsahovat vice

urditych Zivin, aby se kompenzovala ztrata vitamind v prabéhu

teplotni sterilizace (zvlasté urdité B vitaminy a vitaminy A a D)

A




-19-

a nutriéni hodnota proteind (redukce dostupného = lysinu,
methioninu, argininu a tryptofanu). Musi rovnéz poskytovat
poZadované Ziviny, které by pro béind zvifata byly dostupné-
pfes mikrobidlni syntézu v gastrointestinilnim traktu (viz’
Reddy, B.S., B.S. Wostmann, a JR. Pleasants. 19638

® Nutritionally adequate diets for germ-free animals, str. 87-111v
~M.E. Coates [vyd.]. The germ-frée animal in research.
- Academic Press, London). Piikladem takové vyZivy je-L-485,

levna dieta, ktera byla podrobena rozsahlym testim . (viz
Kellogg, T.F., a B.S. Wostmann. 1969:" Rat and mouse stock
diet L-485. Lab. Anim. Care.) a miZe byt komertné vyrdbéna
(viz Tabulka 2). | -
Kompenzace sniZeni kvality proteindt by méla byt fefena ..
spide piidavkem specifickych aminokyselin - ne% zvy3enim |
celkovych proteind. Zvy$ovani obsahu proteint v krmivu by
vedlo ke =zvydené spotiebé a vyluCovani vody, coZz by
zpusobovalo vy3si vihkost a tudiZz i omezen&jsi polet-zvifat,”
ktera by mohla byt v izolatoru dan€ velikosti ustdjena. |

#
T
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TABULKA 2
Slozeni diety L-485 pro potkany a mysi

--------------------------l---------‘d ----..----..--.--—--_----.--_-_---..--_..--_

Chlorid cholinu | , 2 000

Ingredlence Mnozstvi v 1 kg

DIETA

mleta Zlutd kukufice ‘ 590 g

* sojové boby (syrovy protem 50%) 300

alfalfa moudka (dehydratovana, 7% protein) 35
o —-kukurlény olej. (_)ednou rafinovany) ___30

CaHPO,.2H,0 | 0 |

CaCO -5

‘Lysin (pro krmné agely) 5

Methionin (pro krmné ulely) | 5

B.H.T. (butylovany hydroxytoluen) 0,125

smés stopovych mineralt | 0,25

SMES VITAMINU |

A | - 26000IU

D, , 1 000 IU

E (acetat tokoferolu) | . 225mg.

K, (menadion) ; | . 90

Riboflavin 30

Kyselina panthotenovéd - - 285

Niacin | : 65

N




B, (0,1 % rozmélnény v mannitolu) 2

‘Thiamin HCl 63
Pyridoxin HCI | 20
Kyselina listova ' 10
Kyselina para-aminobenzoova 50

SMES STOPOVYCH MINERALU (komergnich)

Mn jako oxid manganaty - - 65 mg
Fe jako uhliditan Zeleznaty . 20

Cu jako médnaté oxidy . 2.

Zn jako oxid zineénaty" - 15

I jako jodid vapenaty ' 1,5

Co jako uhli¢itan kobaltnaty 0,6

~ STERILIZACE PAROU (viz Reddy, B.S., B.S. Wostmann,
a J.R. Pleasants. 1968 Nutritionally adequate diets for
germ-free animals, str. 87-111 v M.E. Coates [vyd.]. The
germ-free animal in research., Academic Press, London).

PouZité postupy budou zaviset na‘dostupném zatizeni. Obecné&
jsou dalezité tfi faktory: | S

. Piedsterilizadni vakuum, je-li to mozné, o nejméné
50 cm.Hg, které tak pomaha praniku pary krmivem v autoklavu
nebo ve valci vyvedeném do atmosféry. Vakuum 70 c¢m.Hg
nebo vice se doporuuje tam, kde neni pomocriy" valec vyvedén
do atmosféry. : ' . _ ,

2. Vyuziti nejkratdi sterilizadni faze, kterd zarudi
absolutni sterilitu', s dal§imi bezpeénostnimi omezenimi danymi
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: . r ‘ v ’ - - b
. zatizenim a zku¥enostmi. Teploty m&fené uprostfed krmiva by

mély dosahnout nejméné 121°C (250°F). Pfi této teploté by

méla faze skuteéné sterilizace trvat nejméné 15 minut. S
vy$$imi teplotami sterilizace se bude doba sterilizace zkracovat.

3 Posterilizatni vakuum urychli sniZovani 'teploty
krmiva. Tim se zamezi zbyteénemu tepelnému podkozeni zivin.

Nicméng konstrukce a vykon piistroje musi byt takoveho druhu,

aby nedochazelo k Gnikim b&hem této faze provozu.
Pfi parové sterilizaci krmiva je cilem vyhnout se neuplne

sterilizaci a zbyte¢nym poS‘kozemm Zvin zplsobenym nadmérné- - - -

prodlouZzenym zahtivanim. [ kdy? jsou T nékteré nutri¢ni’ ztraty”

nevyhnutelné, pomérné. pruatelnych ‘vysledkll muZe byt
. dosazeno pfi spravném vyuZiti: _

(a) technickych postupl jako je teplota, doba
ptedsterilizatniho a posterilizacniho vakua a velikost pelet.

(b) obsahu vody v krmivu. Zvyseni obsahu vody vede k
lep51 obnov¢ vitamini B po sterilizaci (viz Zimmerman, D.R., a
B S Wostmann. 1963. Vitamin stability in diets sterilized for
germfree animals. _J. Nutr. 79:318). U pevného krmiva se
doporuduje obsah vody do 25% nebo az do vyde, kterd s

ukazala jako VyhOVHJlCI pro skladovaci podminky a. kvahtuv

krmiva. Po zménach obsahu vody v krmivu by mély nasledovat

testy na rychlost, za jakou dosahne krmivo sterilizaéni teploty.

| STERILIZACE RADIACI (viz Reddy, B.S. B.S.
Wostman, a J.R. Pleasants. 1968. Nutrltlonally adequate diets
for germ-free animals, str. 87-111 v M.E. Coates [vyd.]. The
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germfree animals in research. Academic Press,, London; Ley,
F.J.. J. Bleby, M.E. Coates, a J.S.Paterson. 1969. Sterilization
of laboratory animal diets using gamma radiation. _Lab. Anim.
3:221). |

Techniky a dozimetrie budou zdviset na zafizeni a typu
zafeni. [ kdyZ se obecn& predpoklddd, Ze sterilizace radiaci
vede k mendimu podkozeni Zivin, pfesto se v souasné dob¢

* -~ doporuduje sterilizovat krmivo parou.

TESTY NA STERILITU. .

Pro sledovani sterility dosazené kteroukoli speciﬁckou
sterilizaéni technikou se doporuduje pouziti testovacich prouzku
obsahujicich spory' Bacillus stearothermophilus. Tyto prouzky
by mély byt umistény uvnitf krmiva. RovnéZ izolator a jeho
zvifata by méla byt pravidelné€ podrobovana mikrobiologickym
testam.  Takovéto monitorovani je nezbytné pro zjisténi
nahodnych -kontaminaci zplsobenych prolomenim bariery
izolatoru nebo nedostatetnou sterilizaci izolatoru a jeho obsahu.

"7 Tato vySetfeni se mohou provad&t podle popisu ve Wostmann,
B.S., vyd., Gnotobiotes: Standards and Guidelines for the
Breeding Care and Mapa'gement of Laboratory .Animals,
National Research Council, National Academy of Sciences,
Washington, D.C., 1970, str. 28-39. |
ODHAD NUTRICNICH ZTRAT BEHEM STERILIZACE
Jako uzitené kontrola ztrat Zivotné dulezitych Zivin se

doporu€uje uréeni thiaminu extrahovatelného kyselinou jako

-

S

N
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ukazatele obnovy thiaminu pfidané¢ho do krmiva (viz Wostmann
'B.S. a P.L. Knight. 1960. The effect of methyl alcohol on the
conversion of thiamine to thiochrome. _Experimentia 16:50).
Obnova méné nez 25% ukazuje na vyrazné sniZeni nutriéni
kvality krmiva. Pfi spravném zachdzeni 2 vhodném zafizeni by
se mélo dosahnout obnovy 50% a vice. ' ' '

USKLADNENI PEVNEHO KRMIVA
ProtoZe experimenty § bezmikrobnimi zvifaty JSOU obecné

- velice-nakladné, nemélo by se nikdy pouzivat krmivo, u kterého

- rsevyrazné-snizila jeho-nutriéni-hodnota. ~Doporuluje-se, aby-se.. ...

(a) nesterilizované krmivo. ptechovavalo vidy v chladnicich a
nikdy ne déle nez jeden mésic, a aby (b) byla doba skladovani
krmiva uvnitf izolatoru jeden tyden nebo méng, nikdy viak aby
nepfekrotila deset dn. - |

PODESTYLKA ,

Podestylka by se méla vyménovat nejméné jednou tydné.
Jako podestylka se ‘doporuuje material, ktery lze snadno
sterilizovat a ktery neni zviraty ochotné konzumovan.
Sterilizaci takov€ho materidlu by nemély vznikat toxicke
slouéemny Doporuéuji se hobliny: a piliny - borovice
vejmutovky. RovnéZ jsou pfijatelné lipové a topolové piliny
nebo drcené kukufi¢né klasy. Rozsivkové vyrobky, cedrové
'pryskyncne dievo’ a tvrdé dievo se nedoporuluji.. Sterilizace
ethylen-oxidem by se nemela pouzivat, dokud nejsou vyfeseny
otazky ohledné moznosti vzniku §kodlivych slouCenin.




VODA

Pina voda musi byt sterilizovana. Mize byt
autoklavovana ve {tvrtlitrovych lahvich, Masonovych lahvich
nebo nddrikach pfipevnénych k izolaéni jednotce. V kazdé
nadob¢ musi byt ponechdno trochu vzduchu.

PRINCIPY ZISKAVANI GNOTOBIOTU CISARSKYM

"REZEM- . . '

Uspéch kaZzdého cisafského fezu Castetné zavisi na
dodrZeni plné doby bfezosti. Toto plati &dstedné pro zvifata s
kratkym obdobim bfezosti, kdy muZe plod nabyt 20% své
hmotnosti v pribghu poslednich 24 hodin pfed porodem. Dobré

vysledky dava nafasovani pafeni, ale u zvifat, ktera mivajis.
pocetné vrhy (potkani a mys$i), byva uzite¢né pockat na-

narozeni prvmho mlddéte a teprve pak zadit s cisafskym f rezem.

U morcat je nejuspésnéjsi metodou vybér samic vhodnych pro .

operaci a méfeni rozestupu jejich stydkych kosti (viz Philips,

o

B.P., P.A. Wolfe, a H A. Gordon. 1959. Studies on rearing' the .

gliinea pig germfree. Ann. N.Y. Acad. Sci. 78:133). |
Mlad'ata ziskand cisafskym fezem musi byt umisténa do

‘bezmikrobniho prostfedi je$té pied tim, nez se poprvé

nadechnou. Mohou byt pfevzaty pfimo z matky hysterotomii
pfes sterilni ohranifenou barierovou membranu do sterilniho

e
R

izolatoru nebo hysterektomii pfes germicidni lazedl do sterilniho

: r ’ o v - . ' w - ) 7
izolatoru. Obvykld pfedoperaéni pfiprava samice pfedchazejici

cisafskému fezu zahrnuje odstranéni abdominalniho osrsténi a
desinfekci-operaéniho mista.  Anestezie se u potkand a mysi




provadi nejastéji dislokaci krénich obratld, i kdyZ lze pou21t 1
lokalni anestetikum do abdominalni linie nebo celkova anestezie
bez vzniku nebezpedi vaznéjiiho ohroZeni plodu a amrti. U
moréat se chirurgicky zdkrok provédi po podam uklidiiujicich
prostfedkd a pii lokdlni anestezii. ‘

~ Porod mladat hysterotomii pfes bar1erovou ‘membranu
_vyZaduje spec1a1n1 vybavem izolatoru. Reynierova Chll‘Ul’Ulea
jednotka z nerezavéjicl oceli (viz Reyniers, I A. 1965.
Germfree life methodology (gnotobiotics) and expenmental
'"nutntlon P 458-466 'v"Proc-3rd Internat:~Congr:- -Biochem. ;-

PR )

" Bruxelles) ma vestavény horlzontalm “Kovovou Tprepaz; ktera ™
oddéluje horni a dolm ast jednotky.. Pfepdzka obsahuje 1

kruhovy otvor pokryty mylarovou plastikovou folii, ktera
| udrzu]e integritu horniho kompartmentu. Samice pfipravend k
operaci se umisti do dolni &asti tak, Ze jeji abdomindlni &ast je
natladena na folu Veskeré chlrurglcke nastroje jsou v hornim
kompartmentu a’ operace se provadi ve sterilnim prostfedi.
Incize se provede skrz plast1k a kozi skalpelem nebo
elektrokauterem.  Pro fez kazi je lepdi samosterilizujici
elektrokauter. Okraje kiize a mylaru jsou sesvorkovany a
odhrnutv Abdomen je pak pfekryt sterilni rouskou, aby -se
zakryly okraje fezu, a na odkryte svalstvo se aplikuje teply
dezinfekeni prostredek (benzalkonium chlorid v fedéni 1:1 000)
pfed viastnim otevremm btidni dutiny. Operatér musi dat velky

pozor predev§1rn na to, aby neprofizl stfeva. Mize byt uZite¢né -

vlozit svorky nebo hemostaty mezi peritonedlni sténu a
vnitinosti. Po té je oteviena déloha a mladata vyjmuta.




Plodové obaly se odstrani, pupedni $filira za¥krti a pfestfihne.
Mladata jsou jemné osuSena a masirovana, aby se stimulovalo
dychani. Pak jsou mlddata pfenesena do chovné jednotky, kde
jsou krmena nahradni matkou nebo ruéné. Operacni otvor miiZe
byt opét prekryt novym plitkem mylaru a postup se muze
: opakovat. Timto zplsobem miZe byt odoperovano 5 az 6 samic
bez vaznéjsiho nebezpedi kontaminace. Cisafsky fez maze byt
rovnéz proveden s pouZitim plastikového izoldtoru nebo
rukavicového salku jako chirurgické jednotky. Vné&j§i povrch
podlahy izolatoru je pfedsterilizovan a abdomen zvifete je na
néj pfitlaen, takZe slouZi ke stejnému uéelu jako arch mylaru v
piedchozim pripadé. Po operaci miZe byt nafiznutd plasticka
bariera uzavfena sterilni lepici paskou a operace opakovana na

dal3ich bfezich samicich. |
Pft pouZivani plastickych izolatort je béznéjsi ziskavani
mladat hysterektomii (viz Foster, H. 1959. A procedure for
obtaining nucleus stock for a pathogen-free animal colony. Lab,
oo Anim.__Care 9:135).___Dé&loha...je_.asepticky...vytazena—a
zasvorkovédna pfesné pfed déloznim hrdlem. Vyfiznutd déloha
- je pfenesena do bezzirodkové jednotky pfes tekutou germicidni
lazed. Jakmile je jiz v izolatoru, jsou mldd’ata vyjmuta co
nejrychleji, aby se zabradnilo vdechnuti plodovych tekutin. Za
normalnich okolnosti jsou osu$ena a dychaji je$té pfed
zadkrcenim a odstfizenim pupedni $firy.  Pak jsou mlddata

pfeddna nahradni matce nebo krmena ruéné.

Hysterektomii lze Gspé3né provadét u my$i, potkanl a
prasnic. U mordat se viak davd pfednost hysterotomii, protoZe




8-

dochdzi k &astému thynu mladat, pokud uplynou dv€ a viee
minut mezi odd&lenim mlddat od krevniho feCisté matky a
porodem v izolatoru.

CHOVNE SYSTEMY PRO GNOTOBIOTICKE KOLONIE
_ INBREDNI KMENY
- Obvyklé pafeni bratr x sestra, které se pouZivd pro
konvendni chovné kolonie, mize byt pou21to TOVNEZ pro kolome
gnotoblotlcke '

.--»FA n-»—-'-v\.-us- R [reo L g 3
<, e ; N W e e, Tt e T R St B A S L e e e

NEINBREDNI PLEMENA
Pravé nahodilé mnozeni zahrnuje i pafeni sourozencid a

prvnich bratranci a sestfenic. Alkoli se takovémuto pafeni
snazime za normalnich okolnosti vyhnout u neimbrednich
chovnych kolonii, nesniZuje vysledny systém péfeni miru
inbridingu na maximum. MuZe byt pouZit jakykoli systém
miniméalniho inbridingu. (viz Falconer, D.C. 1967. Genetic
~aspects of breeding methods. str. 72-96 v The UFAQ handbook
on the care and management of laboratory animals, 3. vyd., E. a
S. Livingstone, Ltd.,, London, National Research Council,
Institute for Laboratory Animal Resources. ~1969. A guide to -
genetic standards for laboratory animals. Natlonal Academy of
Sciences, Washington, D. C.).

| SROVNATELNE KONVENCNI A GNOTOBIOTICKE

- KOLONIE.
Je vhodné udrzovat jak konvenZni, tak gnotobiotické kolonie, a
to za Glelem srovnani. .Tejiéh podobna’ genetickd konstituce
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mzZe byt.udrzovdna zavadénim vrha ziskanych cisafskym fezem
v efektivni chovné populaci konvenéni kolonie do kolonie
gnotobiotické. To je zjevné vhodnd metoda pro ty vyrobce,
ktefi dévaji pfednost produkci negnotobiotickych potkani a
my3i, ale maji tu nevyhodu, Ze musi zabrdnit vytvofeni
mikrobidlnitho  rodokmene, - ktery by zjednodugoval
mikrobiologické monitorovdni. V idedlnim pfipadé by se mohly
jako chovnad zdsoba pro konvenéni kolonii pouzivat vrhy ze
specifickych pafeni a kazdy dal$i vrh z kazdého takového péatfeni
by slouZil jako chovna zdsoba pro gnotobiotickou kolonii.
Jestlize se tento postup dodr:ﬁzuje kaZzdou druhou nebo tfeti
generaci, n_eméla' by se geneticka konstituce obou kolonif ptili§
lisit, pochopitelné za predpokladu, Ze se v obou koloniich =
pouziva stejny systém pareni. | ’
 Vrhy z efektivni chovné zasoby gnotobiotické kolonie
mohou byt popfipadé¢ pouzity k zaloZeni nebo doplnéni
konvenéni kolonie. Genetické disledky budou ‘totozné za
pfedpokladu, Ze budou dodrzovany stejné postupy. -

VEDENI ZAZNAMU (viz Wolff, G.L. 1967. Practical
mating systems and r'ecord-keeping in a breeding colony, str.
97-113 v UFAW handbook on the care and management of
laboratory animals, 3.vyd. E. a S. Livingstone, Ltd., London)'.'

O chovu zvifat a .provozu izoldtoru by mély byt vedeny
radné zdznamy. Zézn'amy o zvifatech by mély uvadst efektivitu”
provozu a biologicky vykon zvifat. Zaznamy o izolatoru by
mély obsahovat chronologické pofadi udalosti tykajicich se
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izolatoru, &imz se usnadni vyhledavani pfitin porudeni bariery

v pripad® kontaminace.

4.3. Bezantigenni zvifata
V hlavnim provedeni tohoto vynalezu se vyzadu;e "aby byla

bezmikrobni zvitata Zivena chemicky definovanou (CD),
nizkofnolekulérni ve vodé rozpustnou a ultrafiltrovanou
potravou. Pfedpoklada se, ze takovéto krmeni umoznuje ziskat
_ absolutni kontrolu pfijmu Zivin a antigend zvifaty. Takové

"f“""_‘""““"krmlvo “je-vétdimou -vyrobeno-tak; Ze veSkeré- jeho-ingredience -
o Ize cﬁéhiéléi'"'ﬁ?éi't“"ﬁ”a”ﬁf"“aﬁiiﬁdky's'"eliny;”‘j'edn‘bduch‘é‘""'cﬁkry;“';"""; v

L

lipidy, vitaminy a mineraly. Pro lely tohoto vynalezu obsahuje
takovéto chemlcky definované  krmivo aminokyseliny,
Jednoduche cukry, lipidy, vitaminy a mineraly a neobsahuje

yadné dal$i slozky o molekulové hmotnost; vy3$$i nez 10 000 .

daltont.  Takze vedkeré slozky CD krmiva maji nizkou
molekulovou hmotnost a jsou Zivinami pfirozené obihajicimi ve
zvitatech a tudiz se ma za to, Ze takovéto sloZky nebudou
stimulovat imunitni odpovéd. Literatura z posledni doby uvadi
" bezmikrobni zvifata krmenia CD krmivem jako "bezantigenni
zvitata".

podestylku, coZ vede k vyvolam imunitni odpovédi.’
| Uréité CD krmivo pro dany druh vyuzivd tyto slozky v
takovych pomérech a mnozstvich, aby vyhovovaly nutriénim

| Rovnéz se doporucu)e pouzwat filtraéni' papir jako.
podestylku, protoze by bezmikrobni zvifata mohla jist .
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pozadavkim znamym pro dany druh. SloZeni a pfiprdva
vhodného CD krmeni pro bezmikrobni my3i je nasledujici:

Slozeni a pfiprava chemicky definovaného krmeni L489E148Se

o ) D D o A T - D A

-

’ Slozka Mnozstvi (gramy/100 g slozky)

e - P D D o -

- - - -

K 192 ml Milli-Q vody o teploté 70°C se pfida nasledujici:

Leucin : 1,9
Fenylalanin 0,74
Izolewcin | 1,08

- Methionin ' 1,06
Tryptofan . 0,37 .
Valin 1,23
Asparagin ' 0,91
Arginin HCl 0,81

| Threon_in _ 0,74

e Lyzin HCI . RN B ir AU

Histidin HCI 0,74

~ Roztok se ochladi na 45°C a p¥ida se nasledujici:

Glycin ] 0,59
Prolin 1,48
Serin - 1,33
Alanin 0,59
Glutamat sodny 3,40

L-tyrozin ethylester HCl 0,62
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Glukonat Zeleznaty 0,05
Soli 35D! 0,105

Selenit sodny* 0,074

Roztok se déle ochladi na 5°C a pfida se nasledujici:

Glycerofosfat vapenaty 5,22
Glycerofosfat hofelnaty | 1,43
Chlorid vapenaty 2H,0 0,185
(KI) smé&s (obsahujici 680 mg KI) 0,086
___Vitamin B smés 11 IES* " 77T 0,097 ‘
Vitamin B12° 77 120mg” 7
Cholinchlorid . - 0,31
Octan sodny 1,85

Ke 108 ml Milli-Q Vody' o teplotd 70°C byla pfidéna bezvodd
D-Dextrosa o 71,28

 Roztok byl ochlazen na 5°C a oba byly smichiny a
ultrafiltrovany. ‘ ' .
'Slozeni soli smési 35D je uvedeno v tabulce 3
*ptidano jako ptidavek k selenanu sodnému v solich 35D -
‘3SloZeni smési 111E5 vitamind B je uvedeno v tabulce 4
‘Ptidano jako ptidavek k vitaminu B-12 ve smési 111ES
.v_itamfnﬁ B i

Touto smé&si jsou my$i nebo potkani krmeni ad libitum.
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SloZeni lipidového pfidavku LADEK 69Eé6

- - " D 2o 2y b

Slozka , ‘ Denni divka pro
~ dospélého jedince* (0,385ml)

b Purifikované sojové triglyceridy 0,33g
Retinylpalmitat - . 6,45 (11.7 1.U.)
Cholekalciferol 10,0288mg(1.15 L.U.)
2ambo-alfa-tokoferol -3,3mg o
- 2ambo-alfa-tokoferol acetat 6,6mg -
Fyllochinon 2mg -

*Kojici samice obdrii c_lvojhésobek normalni dosp&lé davky.
'Skladajici se z: 12% palmitatu

1,5% stearatu

24% oleatu

55% linoelatu

8% linoledtu

b et ke e A

e e i s e g e ko 3 e i

Podrobny popis krmiva CD viz Pleasant, J.R., se sp., J. Nutr.,
116: 1949-1964 (1986), Pleasant, J., se sp., Germfree
Research: Microflora Control and Its Application to the
Biomedical Sciences, B.S. Wostmann, vyd., str. 87, Liss, New
York (1985); Wostmann, B.S., se sp., J. Nutr. 112: 552 (1982);
b ~a Pleasant, J.R., se sp., L Nutr. 100: 498 (1970), .jejich .,
poznatky jsou zde uvedeny v odkazech. |
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4.4. Produkce monoklonalni protilatky

~ Takovyto bezmikrobni tivo&ich je potom pouzit pro vyroBu
-monoklondlni protilatky. Bezmikrobni systém mlZe byt pouZit

k vyrobé monoklonédlni protilatky proti jak_émukoli antigenu,

~ ktery by takovy ZivoCich v bezmikrobnim stavu mohl

produkovat. Seznam ptikladii antigentt se objevuje v U.S.
patentu & 3,935,074. Nicmén¢ Ize pfedpokladat, Ze u takového
bezmikrobniho zvifete vyvoldvd antigen mnohem silngj3i

.imunitni odpoved. Proto lze zvy$it pravddpodobnost vypatrani |
""A"“““"“*“—‘B lymfocytu ‘ktery "produkuje- protllatku schopnou-vazby - na- - -
.specxﬁcky epitop daného antigenu. “To je hlavni vyhodou tohoto™

vynilezu. Navic se véfi, Ze takovyto bezmikrobni systém je
zvlasté uzitedny pfi tvorbé vysoce specifickych protilatek proti
tém antigeniim, které maji Cetné epitopy.

 Bezmikrobni Zivodich miZe byt imunizovan standardnimi
technikami. Nicméné je lepsi, aby bylo bezmikrobni'zvife
imunizovano tfikrét. s nejméné tfitydennimi -pfestavkami mezi

'jendotlivjrmi injekcemi, po kterych nasleduje pieolkovani

posilovaci davkou. V& se, Ze tato zvySend hladina imunizace
je ztejmé nezbytnd, protoZze bylo pozorovano, ze po dvou

imunizacich, které jsou. b&zné,. lze nalézt stile vétSinou
“B-lymfocyty sekretujici IgM sp1§e nez pozadovane B- lymfocyty

se sekrem IgG..

4.5 Somatické buiiky
Somatické buiiky bezmikrobnich zvifat, které maji potencial pro
produkci protilitek a které, zvlait&¢ pak B lymfocyty, jsou

Fommn
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vhodnymi butkami pro fizi s myelomovou linii B bunék.

Nejlépe fuzuji ty bunky produkujici protilatky, které jsou ve

stadiu déleni.  Somatické buiky mohou byt ziskiny z

lymfatickych uzlin, sleziny a periferni krve vybranych
‘bezmikrobnich zvifat. Vybér lymfatickych bunék zavisi ve

velké mife na jejich -empirické uZitednosti v uréitém fuznim

systému. - Vé&tdinou jsou vSak pouZivany somatické burky

ziskané ze sleziny: Jakmile je bezmikrobni zvife imunizovino

nebo hyperimunizovdno, maze byt zdrojem lymfocyti
produkujicich protildtky. My lymfocyty poskytuji vyssi

procento stabilnich fuzi s my3imi myelomovymi buikami. Je

viak moZno pouzit protilitky produkujici butiky z jinych - g
ivodichti. Vybdr typu bezmikrobniho zvifete zalexi na volbé
antigenu, profez je dilezité, aby dané bezmikrobni zvife mélo
ve svem repertodru B lymfocyty, které by byly schopny
produkovat protilatky proti danému antigenu.

4.6, Nesmrtelné buiky — -
Z lymfatickych narodd byla vypéstovana specialni linie bungk, -
které se pouZivaji pfi pfipravé hybridomd pomoci fuze bungk
(G. Kohler a C. Milstein, 1976, Eur. J. Immunol. 6:511-519);

M. Schulman se sp., 1978, Nature 276:269-270). Tato bunééna
linie byla vypéstovana nejméné ze tfi divodd. Prvnim divodem

* je provddéni selekce fizovanych myeolomovych bunék. Ta se .

obvykle provadi pomoci myeloma deficientnich na enzym, takZe

nejsou schopny piezivat na urditych selektivnich mediich, ktera

podporuji rist hybridomd. Druhy divod vyplyva z dédi¢né
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vlastnosti buné€k tymfatickych nadort produkovat své viastni
protilatky. Ugelem pouziti monoklondlnich technik je ziskdni
nesmrtelné fazované hybridni bunéiné linie, kterd produkuje
pozadovanou . samostatnou specifickou protilatku geneticky
tizenou tou slozkou hybridomu, ktera p'6chézi ze somatické
buitky. Aby se vyloudila produkce protilatek nadorovych-
- bunék hybridoniy, pouZivaji se myelomové bun&né linie bez
. schopnosti produkce' lehkych nebo tézkych imunoglobulinovych
fetézcl nebo budky, které jsou deficientni na sekre&ni

” mechamsmy ‘Tietim divodem vybéru téchto- bunéénych lmu JEmmrem o

e s et D or A 1 e e, R g o ma

jejich vhodndst a adinniost pfi fazich.

'~ Pro ptipravu fuzovanych bunéénych hybridi mize byt
pouzito né&kolik linii myelomovych bunék vietn& NS-1,
X63-Ag8, NIS-Agd/l, MPC11-45.6TG1.7, X63-Ag8.653,
Sp2/0-Agfl4, FO a S194/5XX0.Bu.l. VSechny tyto bunéiné
linie byly ziskany z my3i a buiky 210 -RCY3.Agl.2.3 byly
ziskany z potkant (G.J. Hammerling, U. Hammerlilng a J.F.
Kearnly, 6.vyd., 1981, Monoclonal antibodies and hybridomas v
J.L. Turk, vyd. Research Monographs in Immunology, vol. 3.,
Elsevier/Norht Holland Biomedical Press, New York).

4.7. FUZE
Metoda pfipravy hybridomi ze slezinnych bunék produkuycmh
protilatky nebo bun&k lymfatickych #laz a nesmrtelnych bunék
obvykle zahrnuje smichani somatickych bunék s nesmrtelnymi
bufikami v pomé&ru, ktery se miZe ménit od 20:1 az k okolo 1:1
v pfitomnosti &inidla nebo &inidel (chemickych, virovych nebo




-37-

elektrickych), kterd podporuji fuzi bun&inych membrin.  Je
lep3i, aby jako zdroj somatickych a nesmrtelnych bunék
pouZitych pro fitzi byl stejny ivo&idny druh. Metody fiize byly
popsany Kohlerem a Milsteinem (1975, Nature 256: 495-497;
N 1976, Eur. J. Immunol. 6: 511-519), déle Gefterem se sp. (1977,
- Somatic Cell Genet. 3: 231-236) a Kozborem se sp., (1983,
Immunology Today 4. 72). Jako ¢&inidla podporujici fuzi
pouzivali tito v&dci Sendai virus'a polyethylenglykol (PEG).

.. Lze rovnéZ pouzit nedévno vyvinutou EBV-transformaéni
techniku (Cole se sp., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R: Liss, Inc., str. 77-96).

~
=

4.8. IZOLACE KLONU A DETEKCE PROTILATKY
Fuze vétSinou poskytuji Zivotaschopné hybridy ve velice nizkém
podtu kolem 1 x 10° az 1 x 10®. Vzhledem k této nizké.
cetnosti ziskanych pfezivajicich hybridd je uzite¢né mit metodu,
jak  fuzované hybridomy vyselektovat ze zbyvajicich

_nefuzovanych myelomovych_bungk. _Je rovngZ nezbytné mit:
zplisob, jak mezi ostatnimi fuzovanymi bunéénymi hybridy uréit « .,
. hybridomy, které produkuji pozadovanou protilatku.

Fuzované burky jsou obvykle péstovany na selek&nim
mediu, jakym je na ptiklad HAT medium, které obsahuje
hypoxantin, aminopterin a thymidin. HAT medium umoZziuje
proliferaci hybridnich bunék a zabrafuje rdstu nefiizovanych
myelomovych bunék, které by se jinak dile neomezeng& délily.
Aminopterin blokuje syntézu purinu a 'pyrimidinu de novo
inhibici produkce tetrahydrofolatu. - Pfidavek thymidinu

s o b e e e -t e
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- zplisobuje pieklenuti zablokované syntézy pyrimidiﬁ_u" a
- hypoxantin je do media pfidavan, aby mohly inhibované builky
syntetizovat purin pfi pouZiti alternativni drahy syntézy

nukleotidd. . PouZivané 'myelomové buiky jsou mutanti
postradajici hypoxantin-fosforibosyl transferazu (HPRT) a tudiZ
nemohou vyuZivat tuto alternativni drdhu. V pfeZivajicich
hybridech poskytuje B lymfocyt genetickou informaci potfebnou
pro produkci tohoto enzymu. ProtoZe samotné B lymfocyty
maji omezenou Zivotnost v kultufe (pfibliZzné dva tydny), jsou

“jedinymi busikami, kieré se” mohou v HAT mediu” mnoZit,

Mmm.- R T M._n.r.ﬂ:.'n Ly

" hybridni bunky vytvoreneAz mj?elomovych a slezmnych bunék.

Smés fuzovanych myelomovych bun¢k a B lymfocytl je
nafedéna v HAT mediu a péstovdna na vicejamkovych
mikrotitraénich desti¢kach, aby bylo moZno testovat protilatky
produkované hybridnimi butikami a aby ‘se zabranilo pferstani

-nékterych hybridnich bunék pfes druhé. Za dva aZ tfi tydny
- jsou hybridni klony pozorovatelné v mikroskopu a muze byt z

jednotlivych jamek odebran tekuty supernatant, aby se
otestovaly specifické protllatky vyprodukovane jednotlivymi
hybridomy. .

. Test: musi byt citlivy, Jednoduchy a rychly. Testovaci -
t'echmky zahrnuji imunologické testy vyuzivajici izotopy,

" enzymy, testy cytotoxicity, a plakové testy.

4.9. Déleni bunék a grbdukce protilatky
Jakmile jsou poZadované hybridni buidky vybrany 2
vyklonovany do jednotlivych buné&énych linii produkujicich

-

ek oa b
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protilatky, miZe se kazdd bun&&na linie mnoZit jednim ze dvou
standardnich zpisobl. Vzorek hybridomu miZe byt injikovan
do histokompatibilniho zvifete stejného druhu, jaky byl pouZit
pro ziskani somatickych a myeolomovych bunék pro poéateéni
fozi. U naoékovanj’kch zvifat se vyvinou nddory produkujici
dan¢ specifické monoklonalni protilatky produkované
fizovanym bun&énym hybridem. Od takového zvitete mohou
byt odebirany t&lesné tekutiny jako sérum a ascitovd tekutina,
ze kterych lze ziskat dané protilitky ve vysokych
koncentracich. =~ Alternativnim zpasobem. je mnoZeni t&chto
jednotlivych * bunéénych linii in vitro v laboratornich

kultivaénich miskdch. Z kultivaéniho media obsahujiciho

vvsoke koncentrace samotné specifické monoklondlni protilatky
se mizZe tato protilatka sklizet bud dekantaci, filtraci nebo
centrifugaci.

4.10. Vyuziti monoklondlnich protilatek

Tyto_monoklondini_protilatky vyrobené postupem, ktery, je .

pfedmétem tohoto vynalezu, mohou byt vyuZity jakoukoli dosud
znamou nebo v budoucnosti vyvinutou technikou, kterd vyuziva
monoklonalm protilatky.

Hlavni vyuZiti monoklonalnich  protilatek  je ',v‘

imunotestech, které méfi reakci antigenu s protilatkou. Takové |

testy jsou obvykle heterogenni nebo homogenni. \'%
homogennim testu zahrnuje imunologickd reakce obvykle

specifickou protildtku, znaleny antigen a zkoumany vzorek.

Signél vznikly na znaleném antigenu je pfimo & nepfimo

7




-40-

upraven podle vazby protilaitky na -znaleny antigen. j;Tal_f;f

imunologicka reakce, tak i jeji detekce v uvedeném rozsahu,

' jsou' provadény v homogennim roztoku. Imunologické znadeni

- pouzivané pro takovéto testy zahrnuje volné radikaly,

fluoreskujici barvy, enzymy, bakteriofigy, koenzymy, a

- podobné. Hlavni vyhodou imunoanalyzy je, Ze neni tfeba
~ separovat specifické protilatky od znagenych antigend. .

V heterogennich imunotestech jsou reagujicimi latkami

obvykle testovany vzorek, speciﬁcké protilétka a protfedek pro

~tvorbu” uréovatelného signdlu.  Vzorek se obvykle umisti na

o et i, Mg, S e . b

neJaky povrch Jako tfeba laboratorni misku nebo sklitko a bud
tato pevna podplrna faze, nebo tekutd faze jsou poté testovany.
na pritomnost signalu pomoci prostfedkd, které takovy. signal
méfi. Tento signdl vznikd v zdvislosti na pfitomnosti znafené
latky ve.vzorku. Mezi prostfedky produkujici detekovatelny
signal patfi vyuzitelné radioaktivniho znaleni, fluoreskujici
¢inidla, enzymy, ‘a podobné.  Ptikladem heterogennich
imunoanalyz jsou  radioimunoanalyzy,  imunofluorescendni
metody, imunosorp&ni testy vyuZivajici enzymy, a dalii.

Podrobnéj3i informace o imunoanalytick)?éh technikach
Ize vyhledat v "Enzyme-Immunoassay", Edward T. Maggio,
CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla., 1980. Ddle rovnéz v U.S.
Pat. Nos. 3, 690, 834; 3, 891, 932; 3, 817, 837: 3, 850, 578; 3,
853, 987; 3, 867, 517, 3, 901, 654, 3, 935, 074; 3, 984, 533, 3,
996,345, a 4, 098, 876, piidemz tento seznam nevyerpava
viechny moZnosti. "

ol
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Dalsim hlavnim vyuzitim monoklonalnich protilatek je in
vivo zobrazovani a terapie. Monoklonalni protilatky mohou byt

znaceny radioaktivni slozkou, na pfiklad radioaktivnim jodem, a

pacientovi aplikovany nitroZilné. Takové protilatky mohou byt -

rovnéZ znadeny magnetickou sondou. Pak mage byt pro detekei
antigenu pouZzito zafizeni NMR. Po navazani protilatek na

antigen mbZe byt antigen detekovan emisnimi tomografickymi

nebo radionukledrnimi vySetfovacimi technikami, které
vyhledaj{ umisténi antigenu. ' |

. Pro znazornéni je purif kovanid monoklonalni protilatky
navdzana na vhodny nosi¢, napt. fyzilogicky roztok obsahujici

lidsky albumin nebo bez n¢j ve vhodnych davkach a pacientovi-

- se aplikuje nitroZilng na pfiklad nepfetrzitou nitroZilni infazi po -
nekolik hodin, jek bylo popsano Millerem se sp. v Hybridomas :.

- g

in Cancer Diagnosis and Therapy (1982), které zde uvddime v .

odkazech. “
Monoklondlni protilatky, které jsou predmétem tohoto

vynalezu, mohou byt pouZivany pro lé¢ebné udely. Protilatky.s

e et i b A e

vhodnymi biologickymi vlastnostmi jsou pouzitelné piimo jako
terapeutlcka agens. Tyto protilitky mohou byt rovné? navazany

na toxin za vzniku 1munoto~(1nu nebo na radioaktivni material
nebo 1ék, a tak vytvofit radiofarmaka nebo farmaka. Metody

pfipravy imunotoxini a radiofarmak s vyuzitim protilatek jsou
dostate¢né zndmy (viz na priklad, Cancer Treatment Reports
(1934) 68:317-328). |

Ma se rovnéz za to, ¥e polyklonalni protilatky ziskané z
bezmikrobnich zvifat mohou byt rovnéz vyuzity v imunotestech
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a poskytovat lep$i vysledky v porovnani s polyklonalnimi
protilatkami ziskanymi od konvenénich laboratornich Zivo&icht.
Polyklonalni protilatky ziskané z bezmikrobnich zvitat mohou
byt vytvofeny, jak zde jiZ bylo popsano, s pouzitim
bezmikrobnich laboratornich Zivo&icht a imunizaénich technik,
po kterych nasleduje separace polyklondlnich protilitek z
~danych Zivodichdi konven&nimi technlkaml tj. ziskanim séra z
téchto zvirat.

F IBRIN-SPECIF ICKA MONOKLONALNI PROTILATKA
BERY Prednokladv \
Hemostaticky mechanizmus je sloZity fyzwlocrlcky proces, ktery
se spousti jako odpov€d na poSkozeni krevniho fedisté.
Rovnovahy je dosazeno pomoci spfaien)'/ch reakci mezi sténou
po§kozene cévy, krevnich destiek a koagulainiho systému.
Ulohou koagulagniho systému -je vytvofit rozsahlou fibrinovou
sit, kterd ma stabilizovat a ukotvit zatku sloZenou z krevnich
destitek. Tato zatka se vytvai na subendotelialni struktufe
- poskozené cévy, Tvorba nerozpustného fibrinového matrixu z
kolujiciho fibrinogenu je vysledkem sloZitého komplexu reakci,
ktery vrcholi vyraznou produkci trombinu'v po¥kozeném mistd.
Koagulace je daldi proces a zahrnuje fetézové enzymatické
reakce, ve kterych jsou proenzymy. (koagulaéni faktory)
postupné aktivovdny az na aktivni enzymy. Existuje mnoho -
fyziologickych mechanizmi, které ovladaji proces polymerizace
fibrinu zapojemy do tvorby trombu. Sem patki inhibitor
trombinu antitrombin III (ATIII), C protein, prostacyklin a
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ruzné sloZky fibrinolytického systému, jako jsou aktivatory
tkailového plasminogenu (t-PA) a jeho rychle pusobici inhibitor
(PAI).

Hypotéza homeostizy navrzens Astrupem v roce 1956
(Astrup, T., Blood 11: 781-806, 1956) uvadi, Ze nmiezi tvorbou
fibrinu (koagulaci) a jeho rozpousténim (fibrinolyzou) existuje
rovnovéha. U normalniho zdravého jedince jsou tyto funkce v
rovnovaze. Jakmile je viak tento rovnovazny stav porusen,
koagulace a fibrinolyza se projevi patologicky jako trombéza
nebo hemoragie. Klinické projevy patologické trombézy nebo
trombotického onemocnéni Jsou velmi riznorodé a zahrnuji
diseminovanou intravaskularni koagulaci (DIC), trombézu
hlubokych  zil (DVT), arteridlni a vendzni trombdzu.
Tromboembolie a trombotické komplikace jinych vaskuldrnich
onemocnéni (napi. atheriosklerézy) mohou vést k okluzi
hlavnich arterii, ktera vede k ischemi organu a k Zivotu
nebezpetnym stavim, jako je cerebrovaskulirni ptihoda

Fibrinolyticky proces zahrnuje konverzi inaktivniho
zymogenu, plasminogenu, na proteolyticky enzym - plasmin
pomoci U¢inku litek znamych jako aktivatory plasminogenu,
Molekularni mechanizmus fyziologické fibrinolyzy jesté neni
zcela objasnén, ale vi se, Zze b&hem tvorby fibrinu se na fibrin
vaze p'»Iasminogen, ktery pak maze byt aktivovan aktivatory
plasminogenu, tj. t-PA. Timto zpasobem postupuje tvorba
plasminu v trombu, kde je od inaktivace chranén hlavnim
fyziologickym inhibitorem plasminu, a,-antiplaminem.
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Pfi setkdni s plasminem jsou fibrinogen a fibrin §t&peny na
své degradadni produkty. Fibrinogen se d&li na své fragmenty
X a Y a po dalSim pisobeni plasminu dale na fragmenty D a E.
Fibrin se rozdéluje na fragmenty X, Y, D a E u nesifovaného
fibrinu, a fibrin propojeny v siti se ldme na fragmenty D- dlmer
komplex D-D/E, dimer Y, Y-D-dimer a X oligomer.

Az do nedavné doby byly testy na znamky trombotickych
onemocnéni provadény s pouZitim radioimunotesti a testl s
latexovou aglutinaci. Uk4azalo se, ze tyto testy jsou zcela

"_'nespolehhve (Gaffney, P.J., Ann. N.Y. Acad. Sci., 408, 407-423_

| (1983)). Citlivéjsi a specifiétsjsi xmunoanalyzy (jako ELISA
testy) vyuzivajici monoklonalni protilatky se stdvaji b&Znou
metodou v klinickych laboratofich. Limitujicim faktorem t&chto
diagnostickych testd je specifita a afinita urdité pouzité
monoklonalni protilatky. Tvorba vysoce specifickych protilatek
proti jakémukoli potencidlnimu ukazateli na porugeni hemostazy
je znesnadnéna jak nizkymi hladinami takovychto ukazateld, tak
antigenni pfibuznosti toho ur&itého znaku s jeho prekurzorem,
ktery je za normalnich okolnosti v plazmé ptitomen v mnohem
vysSich hladinach. -Pfikladem je tvorba komplexi enzymu a
. Jejich inhibitord,- . napf.  trombin-antitrombin II.I_,_
plazmin-alfa2-antiplazmin, T-PA-PAI-1. Poet novych
antigennich mist vytvofenych vznikem takového komplexu je
extrémnd nizky a je tedy pfi¢inou extrémné& obtizné vyroby -
imunologickych sond (jako jsou monoklonalni protilatky).
Podobn& je i hlavnim problémem spojenym se ziskanim
monoklonélni protilatky proti fibrinu strukturni a konforma&ni
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podobnost mezi fibrinem 2 jeho fyziologickym prekurzorem
fibrinogenem. Bylo odhadovéno, e konzervace kovalentni
struktury po pfeméns fibrinogenu ve fibrin je v&tsi nez 98%
(Plow, E.F,, se sp., Semin. Thromb. Heamostas 8:36 (1982)), a
tudiZ pouze maly potet epitopll na molekule fibriny jsou ve
skute¢nosti neoantigeny (a unikatn{ pro’ fibrin).  Mnoho
postupt, které byly vyvinuty pro ziskani protildtek proti fibrinu,
S¢ zaméfilo na imunizaci zvifat rozpustnymi fragmenty fibrinu a
syntetickymi  peptidy,  které ‘napodobovaly  obna¥ens
neoantigenni mista na fibrinu. Viz Hui, K.Y, se sp.. Science
22: 1129-32 (1983), Scheerers-Borchel, V., se sp., Proc. Natl
Acad. Sci. USA 82 7091-95 (1985), Elms, M.J., se sp.,

~Thromb. Haemostas 50: 591-94 (1983) a Kundryk, B, se sp.,

Mol. Immunol. 21: 89-94°(1984). Nicméné se Vefi, Ze vazebné
misto takovych protilatek je v pribéhu degrada¢niho procesu
fibrinu konzervovano, a tudiz se tyto protilatky mohou vézat j
na produkty vzniklé degradaci fibrinu.

____hmBEedm.étwtohoto~~vy—n—él-ezuwumoiﬂ‘uj”e"““p"o‘ié'i't‘""Zb"élh“"f)"d_l"i?ﬁ}
pristup a wvyuZit intaktni fibrinovy antigen ve spojeni se
zvysSenou ifnunologickou citlivosti bezmikrobnich ZivoCicht
(AF) pro pFipravu monoklonélnich protildtek proti fibrinu. Pro
uely tohoto vynalezu se fibrin-specifické protilatky vidzou na
fibrin a ne na fibrinogen nebo produkty vzniklé degradaci
fibrinu ¢&i fibrinogenu.
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5.2. MATERIAL A METODY

5.2.1.Zvitata |
- Bezmikrobni my3i BALB/cAnN byly ziskany z bezmikrobni
kolonie (GF) chované na univerzité ve Wisconsinu. Zvitata
byla do nadich laboratofi transportovana v bezmikrobnich
‘podminkach. Bezantigenni kolonie (AF) byla zalozena
pfenesenim brezmh GF samic krmenych pfirodni dietou L-485
(viz Pleasants, J.P., se sp., J. J. Nutr. 116: 1949-1964 (1986)) do

AF izolatoru, kde byly tyto my51 okamilté prevedeny na

chemlcky 'definované krmeni (CD) AF. Jejlch-n_xléd’ata kterd .

odstavena od matefského -mléka na CD krmeni a byla oznadena
jako prvni AF generace. Tyto AF myS$i byly pafeny po pérech
dokud samice pozitivné nezabfezla;, pak byli samci odstranéni,
aby se samicim zajistila plnd davka lipidovych pfidavkd.
-Mlad'ata byla odstavena ve véku 74 dnq. |

5.2.2.Ustajeni . :
AF chovni jedinci byly ustdjeni v parech v jedné polovme

‘standardnich polykarbondtovych my3ich kleci o rozmérech
28x17 8(12,7 cm. Dno bylo odfiznuto- a nahraZeno falesnym
dnern z ocelového nerezavéjiciho sita. Podélné rozdéleni bylo
provedeno plitem nerezavéjici - oceli, ktery byl na koncich

. —— e e = m
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plastikové klece zahnut tak, aby pfetnival nad i pod klec a .k

~ upeviioval viko z nerezavéjiciho dratu. Toto zapuiténé viko,

které se normalng vejde dovnitt klece, bylo pfevraceno tak, aby
poskytovalo v1ce mista nad faleSnym dnem. Sloupky vhodné
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velikosti a z nerezavéjici ocelj byly pfivateny k hornimu viku,
aby drzely 60ml lahve na krmeni. Ke stranam podéiné prepazky
v poloving jeji vy$ky mezi dnem a vikem byly na jejich koncich
piivafeny nadobky z nerezavejici oceli. (Obrazek téchto kleci je
uveden v Pleasants, JR., The germfree system for aging and
immunity V: CRC Handbook of Immunology in Aging, (Kay,
MM. BS. Makinodan, T., vyd), str. 257-297, CRC Press,
Boca Raton, F1. (1981)). Krmné ldhve byly z hnédého skia.
Lahve na krmeni i vody mély plastikova vigka s vyvrtanymi
otvory ve stfedu. Lahve byly napinény o obriceny dnem vzhiry
ve svych drzécich. Lipidovy pridavek byl denn& odmétovan do

nerezovych nadobek. Pod kazdou kleci byl umistén plastikovy *

tac na zachycovani odpadu,

Jako stelivo a stravitelns vlaknina byl pouzit bezpopelnaty

filtraéni papir Whatman ¢.41, proddvany jako Ustfizky (Sargent
Welch). Pro podestylku byl papir nastfthan na prouzky.
Nerozstfihané ¢tverce papiru byly pouzity pro Cidténi vnitiniho

121°C nebo byl v plastikovych séccich ozatovan (4.5 Mrad),
Viechny mysi dostaly dostatek papiru, ktery by pokryl jeden
konec klece. - Papir byl vyménén, jakmile byl vihky, zluty nebo
Spinavy. C - |

Klece byly udrZovény uvnitf  pruzného izoldtory -atypu
Trexler o rozmérech I,37x0,6x6,6m (Trexler, P.C., Lab, Anim,
Care 13: 572-581 (1963)), pri pouZziti standardni gnotobiotické
technologie (viz Wostmann, B S., vyd., Gnotobiotes Standards
and Guide Lines for the Breeding, Care and Management of

pir.byl autoklavovan “po-dobu 25 minat ¥

o B e e 1 o
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Laboratory Animals, Natonal Research Council, National

Académy of Sciences, ‘Washington, D.C.). Izolatory Byly;

provozovany v laboratofi pr1 teploté 21°C a 12ti hodinovém
svételném rezimu.

Vilec Tygon. o priméru 2,5 cm a délce 7,55 c¢cm byl
pfipevnén ke stropu izoldtoru a na obou koncich uzavien
vinylovymi zatkami. Tento vélec byI vstupem pro sterilni
filtraci krmeni, vody a oleje.

5.2.3. Krmeni

’-_--_-Ta_l.ahulka -1 .ukazuje. sIozem .rkrmlva a- p@stup pn rozpou§tcn1~

jednotlivych sloZzek v ultrafiltrované vodé Milli-Q (Millipore,
MA). Aminokyseliny a dextrosa byly od firmy Sigma v kvalité
pro tkafové kultury. Vitaminy byly rovné? od Sigmy kromé
Cistého retinylpalmitatu, které nam laskavé dodaly Hoffman-La
Roche, Inc. (Nutley, NJ). Ostatni latky byly od firmy Fisher
nebo jejich ekvivalenty. Kompletni ve vodé rozpusténé krmeni
bylo filtrovano za chladu pfes ultrafiltr Amicon Diaflo TC3 pti
pouziti membrdan Pm10 s prﬂmérem 150 mm (Amicon).
Ultrafiltratni membrany mély propustnost do 10 000

e m——

daltond.  Sefizeny ultrafiltradni pfistroj byl pfed pouZitim

sterilizovan .0,15% roztokem chlornanu sodného a dikladnym
promytim. Ultrafiltrované krmeni byl_o skladovino ve sterilnich
nadobéch pfi teploté 4°C az do jeho pouziti. Krmeni bylo do AF
izolatord zavedeno s pouzitim-0,2um nylonovych filtrd (MSI) v
autokldvovaném drzdku tlakového filtru, ktery mél svou vypust

vloZenou do neoprenového (No 6) uzdvéru. Pro tyto Géely byl -
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horni uzdvér Tygonového sloupce neprodying upevnéného ve
stropu izoldtoru odstranén a vnijtfnj povrch vidlce byl vystiikan
sterilizaénim roztokem 2% kyseliny peroctové obsahujici 0,1%
alkyl-aryl sulfondt. Uziver drzaku filtru byl vloZen misto
horniho uzavéru. Po dvaceti minutich byl odstranén dolni

e uzavér (uvnitf izolatoru) a krmeni nebo voda byly filtrovany do
izolatoru p¥i 20 psi dusiku. .
SloZeni lipidového ptidavku Je uvedeno v tabulce 2.

Sojevé triglyceridy byly ve formé ptipravku vyrobeného

vakuovou destilaci methylesterit v teplotnim rozmezi

odpovidajicim esterim kyseliny palmitové az linoleové. Tyto

estery pak byly transesterifikovany glycerolem za vznikus L

smiSenych triglyceridg. (Nu-Chek Prep, Elysian, MN). Ke:

smesi triglyceridi byly pred jeji filtraci do izolatoru pridany »

vitaminy rozpustné v tucich a v té dobé byla smés zahfdta na

50°C a filtrovéna do izolatory stejnym zplsobem pouzivanym

Pro ve vodé rozpustnou &ast krmeni. :

| Piidél lipida byl.odm&fen_na--0,375- ml/den. o ZvySeni T

~lipidového pridavky znalné snizilo Gmrtnost novorozenych
my$i. Primérnd Eetnost vrhu se rovnss zvydila na urovern
konven¥né péstovanych zvirat. Kojici samice dostavaly

.dvojnasobnou davku lipidového ptidavku.
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Tabulka 1 - o
SloZeni a pfiprava chemicky definovaného krmeni L489E1Se
SloZka MnoZstvi (gramy/100 g slozky)
K 192 ml Milli-Q vody o teploté 70°C se pfida nasledujici: '
Leucin - - - 1,9 |
Fenylalanin | . 0,74
~ Izoleucin - 1,08
C Tryptofan . - . oo o e 03Tl e
. Valin _ 1,23

Asparagin - 0,91

Arginin HCI - 0,81

Threonin o - 0,74

Lyzin HC! o 1,77 .

Histidin HCI | 0,74

Roztok se ochlad{ na 45°C a pfida se nasledujici:

Glycin 0,59
Prolin - | 1,48
“Serin < - 1,33 -
- Alanin . | 0,59 | |
Glutamét sodny 3,40 ]
- L-tyrozin ethylester HCI - 0,62 ol
Glukonat Zeleznaty - 0,05
Soli35D' | 10,105
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Selenit sodny? . 0,074

Roztok se dile ochladi na 5°C a ptida se nasledujici:

Glycerolfosfat vapenaty 5,22
Glycerolfosfat hofegnaty . 1,43

Chlorid vépenaty 2H,0 0,185

(KI) smés (obsahujici 680 mg KI) 0,086
Vitamin B smés 111E5° ' 0,09
Vitamin B12* 1,20 mg -
Cholinchlorid ' _ , 0,31

Octan sodny 1,85

Ke 108 ml Milli-Q vody o teploté 70°C byla pfiddna bezvoda

D-Dextrosa _ 71,2'8
Oba roztoky byly ochlazeny na 50C, smichany a ultraﬁltrovény._

SloZeni lipidového p¥idavku LADEK 69E6

-_--_....--_..---__..--_..-...__-.----_..-..---..-..------..-__-..-.._-........_-_..-.._-_..._--_..-_ JREPVERN R S

Slozka .~ Denni davka pro
dospélého jedince* (0, 383m1)

- -------—--------_--—-----..—..---------.----—-q---—-q-----q-q----a-—- -----

Purifikované sojové triglyceridy 0,33g

Retinylpalmitat 6,45 (11.7L.U.) |
Cholekalciferol 0,0288mg(1.15L.U)  _
2ambo-alfa-tokoferol 3,3mg |
2ambo-alfa-tokoferol acetat 6,6mg

Fyllochinon 72mg
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*Kojici samice obdrzi dvojn4sobek normalni dosp&lé davky. -
'Skladajici se z: 12% palmitatu | |
| 1,5% stearatu
24% oleétu \
55% linoelatu
~ 8% linoleétu
TABULKA 3
| SloZeni smési soli 35D
T 77 7T sal 77 Mnofstvi (na 300 ml krmeni) | mg .
Mn (octan), 4H,0O o 55,4
ZuSO, H,0 - 40,6
Cu (octan), H,0 37
Cr (octan), H,0 ' 2,5
NaF R 2,1
SnSO, 2H,0 R 0,37
- (NH4), Mo,0,, 4H,0 0,37
NiCl, 3H,0 0,37 -
Co (octan), 4H,0 . 011 L
Na,vo, . - . 0,22 | -

Na,S¢0, 0,096
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TABULKA 4
SloZeni smési vitaminG B 111E5

Slozka Mnozstvi (mg) / 300 ml krmeni
Thiamin HCI - 1,23

Pyridoxin HCI 1,54

Biotin 0,25

Kyselina listova 0,37

Vitamin B12 0,37

Riboflavin 1,85

Niacinamid 9.2

i-inositol 61,9

Pantothenat vapenaty 12,3,

Pouzita voda Milli-Q byla ultrafiltrovana a do 1zolatoru byla
filtrovana stejnym zplsobem jako krmeni.

5.2.4. Mikrobiologické monitorovani .
'm—_mwa"ézﬁa-n—tloenm systém byl testovan na kontaminaci mlkroby podle
navodu uvedeného v Wostmann, B.S. vyd. (1970) Gnotobiotics
Standards and guidelines for the breeding care and management
of laboratory animals, National Research Council, National
Academy of Sciences, Washington, D.C.  Stru¢ng, tampony

namocené do krmeni a vody uvnitf izolatoru byly pouzity na
provedeni roztérd fekalii ziskanych Cerstvé od my$i a z
nahromadénych vykald pod kazdou kleci. Stéry byly rovnéz

odebrany ze stén izolatoru, ptedeviim v okoli vstupniho otvoru

D g g S P S
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A

izolatoru. Byly rovnéz odebrany duplikované stéry. Jedna sada
stérll byla zkoumdana pfimo pod mikroskopem na prltomnoat
bakterii a plisni pfi pouZiti gram barveni. Druhd sada roztér

byla pouZita pro detekci mikroorganizmi. Kazda kultura byla

prohld¥ena za negativni aZ po uplynuti tr1tydenm kultivace.

‘Testovani na pfitomnost mikroorganizmi bylo provddéno
ptiblizné kazdé dva tydny nebo nékolik dnd po novém vstupu do
| izol4toru. X

" 5.3 -Produkce monoklonaln1ch—prot11atek—s DOUZItlm

"7 bezantigennich mv3i
Rezantigenni my3i podle zde uvadéného popisu byly pfi vyrobé
monoklonédlnich protildtek pouZity jako darci lymfocytd.
Roztoky veskerych antigeni byly pfipraveny ve sterilnich
podminkéch v lamindrnim boxu. |

Nasledujici protokol byl upraven pro imunizaci AF mysi.
Dany antigen (25-30pg) byl rozpu$tén ve sterilnim
fyziologickém roztoku.(100 pl) a emulgovén stejnym mnoZstvim
Freundova kompletniho adjuvans (FCA). K roztoku antigenu
byl pfidan interferon (1000 jednotek) pfed vlastni pfipravou
emulze. Pro vedkera otkovani byly pouzity sterilni stfikaky a

" Jehly Sttikatky byly preneseny do AF 1zolatoru pres vstupni

otvor, a tam sterilizovany prestrlkamm 2% roztokem kyseliny
" peroctové. Pfeolkovavaci injekce byly aplikovany se stejnym
mnoZstvim -a'ntigénu,‘ FCA v3ak bylo nahraZeno Freundovym
nekompletnim adjuvans. Celkové byly provedeny tfi podpirné
imunizace kazda v intervalu tfi tydnd. Posledni ze tfi imunizaci

O P RN
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(bez adjuvans) byla provedena 4-7 dnf pted fizi. Viechny
injekce byly aplikovany nitrobtisng. Mysi byly odebrany z
1zoldtoru v den flze a byly okamzité usmrceny udusenim CO,.
Byly jim odebriny sleziny a slezinné busiky byly fazovany s
myS$imi myolomovymi butikami (NS1) pfi pouZiti standardnich
hybridomovych technik.

5.4, Vvuziti svstému bezantigennich laboratornich zvifat

pro vyrobu fibrin-specifické monoklonalni
Tento  bezantigenni systém byl pouzit pfi  vyrobé

fibrin-specifické monoklonalni protilatky.  Tato protilatka je .

vysoce specifickd a nerozeznava fibrinogen, ani produkty :

degradace fibrinu ¢&i fibrinogenu. Linie hybridomovych buné&k
byly vytvofeny fizi slezinnych bund&k ziskanych z
bezantigennich my3i BALB/c imunizovanych l1dskym fibrinem a
myelomovych my3ich bunék NSI.

e Y s o TR Rttt

“5.4.1 Rozvrh in imunizace

Tti tydny staré samice bezantigennich niy§i‘byly. imunizovany
33 mikrogramy ptipravku lidského fibrinu. - Ptipravek byl
zmrazenou frakci wvzorku fibrinu, ktery byl pfipraven
nasledujicicm zptsobem: '

T T T S O

b

A

Lidsky fibrinogen byl pfeveden na fibrin pusobenim

trombinu a faktoru XIlla. Flbrmova srazenina pak byla
zmrazena v tekutém dusiku a mechamcky rozdrcena na velmi
jemny praSek. Disperze tohoto mrazem frakturovaného fibrinu
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byla provedena ve fyziologickém roztoku, &im? vznikl &isty
roztok sifovaného fibrinu XL-Fn o kone¥né koncentraci
Img/ml. Pro imunizaci zminénych zvitat byly pouZity 33 ul .
tohoto fibrinového antigenu. Toto mnoZstvi roztoku antigenu
bylo upraveno na 100 -ul sterilnim fyziolégick}’/m roztokem a
~roztok byl pak emulgovin FCA vy3e uvedenym postupem. V
intervalu tfi tydnd byly aplikovany dvé podpirné imunizace pfi
pouziti stejnych hladin antigenu ve Freundové nekompletnim
adjuvans. Posledni oCkovani bylo provedeno 4 dny pied fuzi.

- fyzmloomkym roztokem;  ~mimsomns

- 5.4.2.Detekce a urleni protilatky
Kvalitativni a kvantitativni uréeni monoklonélni protilatky bylo
provedeno  pouzitim enzymatického Imunosorpéniho testu
ELISA. ELISA testy byly provedeny s pouzitim lidského
fibrinu imobilizovaného v 96ti jamkovych mikrotitradnich
desti¢kach z PVC (znaéka,Costar). Testovaci mikrotitraéni
desticky potaZené fibrinem byly pfipraveny inkubaci 100 pl
roztoku fibrinu (Kabi, stupeft L) v pufru s boritanem (50 pg
boritanu/ml fy;io_logického'roztoku) pfes noc pii teploté 4°C,
Nenavézany fibrinogen byl odstranén = oplachnutim PBS’
obsahujicim 0,05% Tween 80 (PBS-Tween). Fibrinogen,
kterym byla potaZena dna komurek, byl pteménén na fibrin
inkubaci s 100 pl roztoku ‘trombinu” (10" NIH jednotek/ml)
obsahujicim 2 mM CaCl, po dobu jedné hodiny pti 37°C. Byla
‘sestrojena standardni kalibradni k¥ivka pro danou protilatku pti

-..—._.Byla.pouzita_stejna hladina.antigenu a- adjuvans bon-nahrazene—-- R

- o S Ny gt Ly e e
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pouZiti p¥ipravku protilatky, ktery byl zhomogenizovan pomoci
SDS-PAGE.

Aby se zabranilo nespecifickym vazbam, byly fibrinem
potaZzené mikrotitradni desti¢ky inkubovany s 1% roztokem
BSA v PBS o pH7,4. Poté byly ptidany roztoky obsahujici
protilatky (100 pl) a misky byly inkubovédny pti 37°C po dobu
90 minut. Po kazdém kroku tohoto postupu byly jamky
dikladné oblachnuty PBS-Tween. Navdzané protilatky byly
‘detekovany pridanim tisicingsobky krali¢i anti-my3i protilatky
konjugované s alkalickou fosfatizoy (Sigma) rozpusténou v
PBS, 1% BSA pH3,0.

5.4.3 Ptiprava hybridomii-fize.
MySi byly utraceny udugenim CO2 4 okamzité jim byly,
odebrany sleziny. Slezinné butiky z téchto imunizovanych my§i
buly fazovany s polyethylen glykolem 4000 (3000-7000). Tyto
buttky byly inkubovény v HAT selekénim mediy v T lahvich po

Jamek destidek 5 X 96 v 93 jamkach byl zaznamengn rust
bunék, z téchto 93 jamek bylo 19 pozitivnich na antigen fibrinu.
Jeden z t&chto klond, F492D§ (pozdé&ji prejmenovin na MHI),
" produkoval protilatku, ktera rozpoznavala fibrinovy antigen, ale
v kfiZové reakei nereagovala s ﬁbrinogenem. ~Tento urgity klon
MH1 byl t¥ikrat opétovné klonovin meznim fedénim az do
dosazen{ jedné buiky na jamku pii tieti klonovaci fazi. Jakmile
byla bunéina linie stabilizovéna, byla pfevedena na - bezséroveé

dobu jednoho tydne. wli’_gh_t_e',t_o__d.c:vb.éMb.y.Lywb.u-r‘iI<~yw~rc>-zm1”stény"'d'O":;__ T




. -58-

- medium.  Tato bun&¢n4 linie produkuje protilatku v mnozsivi
pfiblizné 7,5 mg/litr. -

5.4.4 Purifikace monoklondlni protilatky . ,

Pfed purifikaci (4litrové davky) byly Supernatanty. tkarfovych

kultur cetrifugovany, - aby se odstranily zby'tky bungk, a

filtrovany pres 0,8 um nylonové m'embrény,. které zadrZely

veskeré zbytkové &istice. Supernatant z hybridomd by

koncentrovdn pti 4°C na objem SOQﬁ_g;‘I__prp_qugi_t_i__s_pi[zﬂovéh;om.... e i e

e e —-u-l-traﬁltraén.'iho""s')f'é_fé'q_l__l}f__Vj{u}_i;éﬁciho_amlem-b-r-éﬁy-—%ypu*“'Y‘M‘"‘”"‘-' R

T T T(Amicon) S propustnosti &astic do molekularni hmotnosti 30000
Vyména pufru za 20mM (N-morfolin) kyselina ethansulfonovs
(MES), pH6,0 (pufr A)  byla provedena podle navody
dodavatele. Po dalsim zahu$tovani na konetn¥ objem 100 m!
byl roztok s protilatkoy filtrovén ptes 0,451 um nylonovou
membranu pted dalsi purifikaci. Koncentrovany roztok
protilatky byl purifikovan tekutou chromatografii na
chromatografy Waters HPLC pfi pouziti kolony 7,75mm x 10cm
AB x sloupec (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ). Kolona byla
ekvilibrovina pufrem A, protilatka byla z kolony eluovina
gra&ien_tc'n; od pufru A do 100% pufru B. (1M octan ‘sodny
PH7,4) pti pritoky I ml/min. Byly odebirany frakee (2 ml) aty,
které obsahovaly monoklonalni protilatky (ur¢enou ELISA
testem) Byly'sbi-}'ény a dialyzovany proti fyziologickémy. roztoku
tumenému fosfitem (PBS) (20 mM fosfat  sodny, 150mM
chlorid sodny, pH7,4) 4 skladovdny v -20°C v koncentraci
>Img/ml. ABx kolona byla regenerovina promyvinim 100% B .

A




pufrem 'po dobu 35 minut, po kterém ndsledovala nova
ekvilibrace 15ti ndsobkem objemu sloupce pufrem A.

5. 3 Urdeni specifity na fibrin. |
Prvniho urdeni specifity na fibrin bylo dosazeno vySetfenim
supernatantd  z hybridomd zvla3t na fibrinen potaZenych
mikrotitradnich desti¢kdch a zvla¥f na destickach potaZenych
fibrinogenem. Jako piijatelné byly vybrany ty bunécné linie
produkujici protilatky, které v kifiZzové reakci nereaoovaly S
fibrinogenem.

~ Dal3im urlenim specifity na fibrin byl kompeti&ni test s
fibrinogenem v roztoku, ve kterém se potvrdilo, Ze protilatka
nerozpoznava fibrinogen v roztoku.

Pouzity kompeti¢ni test k potvrzeni specifity protllatky na

fibrin byl proveden podle navodu pro ELISA test, pfiCemzZ tato

protilatka byla pfedem inkubovana s fibrinogenem v roztoku,
Stru¢né feCeno, supernatant z hybridomd byl inkubovan pfi

37°C po dobu 30 minut s roztokem fibrinogenu ve fyziologické -

PSRRI, T A Py

koncentraci ,(4mg/ml) za pfitomnosti BSA (IOmcr/mI), ktery ma
zabranit nespecifické vazby protilatky na fibrinogen. Roztok
fibrinogen/protilatka byl .poté  pfenesen do jamék
mikrotitralnich destiek, které byly pfedem potaZeny fibrinem.
K inhibitoru fibrinogenu byl pfidan GlyProArgPro (GPRP), aby
se zabranilo moZné polymerizaci fibrinogenu prostfednictvim
zbytkového trombinu ve fibrinovych komiirkdch. Pak byl jiz
test provadén jako konvencni ELISA test pro protilatku vazanou
na imobilizovany antigen. Jako kontrola byla u v3ech testl na
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specifitu protilatky MH1 na fibrinu pouzita druha protilitka 457,
Protilitka 45 reaguje v kfizové reakci -s fibrinem i
fibrinogenem. | |

5.5.1. URCENT KRIZOVE REAKTIVITY NA
FIBRINOGEN.
'5.5.1.1. Imobilizovany fibrin a fibrinogen.
Buné¢na linie-MH1 produkuje my3i protilatky, které reacujl \
krlzove reakci s fibrinem, je-li tento imobilizovan na povrchu

PVC mlkrotltraémch testovacmh “destidek (tabulka 5)." V tom™ T

A e S v ot e e W_.--p...

samém  testu  tato pronlatka nerozpoznava “fibrinogen

imobilizovany na danych destitkach. Jak ukazuji udaje v
tabulce 3, dochazi k vyraznému zvy3eni imunoreaktivity,
jakrmle je ﬁbrmogen trombinem pfeménén na fibrin, CimZ se
zjevné vytvofi novy epitop na molekule fibrinu. * Kontrolni
- protilatka 45] viak jasné rozpoznavad neoepitop, ktery je
" konzervovan, kdyZ se fibrinogen pfeméni na fibrin. '
'5.5.1.2. Kompeti¢ni test s fibrinem a fibrinogenem.
Specifita protilatky MH1 proti- fibrinu byla dale prokéazana
kompeti¢nim -testem, ve kterém byl supernatant z hybndomu
pfed vlastnim testem inkubovan s roztokem flbrmocenu (o
kone¥né koncentraci 4mg/ml). ProtoZe v tomto kompeti¢nim
_testu byly pouZity vysoke koncentrace fibrinogenu (300\( vy$si x
koncentrace fibrinogenu nez protllatky) byl ke smési ptiddn
BSA (kone¢na koncentrace 10 mg/ml). Peptid GPRP byl
ptidan, aby se zabranilo polymerizaci fibrinu zbytkovym




trombinem v jamkach pokrytych fibrinem. Vysledky tohoto
testu ukazuji, Ze protildtka MHI nerozpozniva fibrinogen v
roztoku (tabulka 6).
Za predpokladu, Ze se na kazdou komirku mikrotitraéni
destiCky navaze 400 ng fibriny, pak hladina fibrinogenu pouZita
' v tomto kompetiénim testu pfedstavuje tisicindsobny nadbytek
vzhledem k vdzanému fibrinovému antigenu. Navic to
pfedstavuje 400ti ndsobny nadbytek antigenu v tkdfovém
supernatantu. '

Tabulka 5
Schopnost kfizové reakce protilatky MH1 s fibrinogenem a
antigenem fibrinu.

A 0 W . D o A -

Fibrin - Fibrinogen
e . £ B B . B | XL .5 SEN R
457 1,65 1,30
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TABULKA 6
Schopnost kfizové reakce protilatky MH1 s fibrinem v
piitomnosti fibrinogenu

‘MAb - - A, /30 min
. +fibrinogen -fibrinogen
MHI 1,24 1,27

455 0,438 | 1,74

~ degradace fibrinu (fibrinogenu).
Produkty - degradace fibrinogenh (FDPs) byly pfipraveny
inkubaci fibrinogenu s plasminem pfi teploté 37°C po dobu v
rozmezi od 10 minut do 3 hodin. Fibrinogenolyza- byla po

‘pozadované dob& zastavena pfidanim trasylolu (100 jednotek
inhibitoru kalikreinu/ml) a 20mM ‘kyseliny'a-aminokapronové

(EACA). ‘

Produkty degradace fibrinu (XLFDPs) byly pfipraveny
pfidanim trombinu (4 NIH jednotky/ml) k roztoku fibrinogenu
(5 -mg/ml) ve fyziologickém roztoku tlumeném Trisem (TBS,

' pH7,4, 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl) obsahujicim 10 mM

CaCl,, plasminogen (0,25 mg/ml) a urokinazu (50 [U/ml). Smés
byla inkubovana pti 37°C a 3t&peni plasminem bylo ukonéeno

" po riznych €asovych intervalech pomoci FDPs vyie uvedenym -

zpasobem.

" 5579 Urkeni schopnosti kiizove reakce s produkty T
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_ Pro urleni kfiZove reakce s produkty degradace fibrinu a s
produkty degradace fibrinogenu byly pfisluinymi degradadnimi
produkty potaZzeny jamky mikrotitratnich .destitek a byly
provedeny enzymové imunosorplni testy béZnym postupem.
Vysledky uvedené v Tabulce 7 ukazuji, Ze protilatka MHI
nereaguje kfizovou reakci s Zddnym produktem vzniklym
degradaci fibrinu plasminem. Tabulka 8 ukazuje;, Ze tato
protilatka nereaguje s produkty degradace XL-fibrinu. Tohoto
zavéru bylo dosazeno pouZitim technik analyzy Western
blottingu. , _

MuaZeme tudiz vyslovit zdvér, Ze tato protilatka

rozpoznavé takovy epitop intaktni molekuly fibrinu, ktery nen _
pfitomen nebo obnazen na povrchu molekuly prekurzoru fibrinu, °

tj. fibrinogenu. Tento epitop je zjevné znien degradaci fibrinu
plasminem, coZ potvrzuji idaje uvedené v tabulce 8.
Na zakladé téchto poznatkli je MHI fibrin-specifickd

monoklonalni protilatka takovou protilatkou, kterd mlZe byt-

L]

definoVaANa a0 oo e e e e e

Pro udely tohoto wvyndlezu je fibrin-specificka ~

monoklonaln{ protilatka takovd monoklondlni protilatka, ktera:

1. mavkompetinim testu na méfeni kiiZové reakce s
fibrinem a fibrinogenem podle vy3e uvedeného postupu
meéné nez 75%ni, v lep$im ptipad€ méné nez 10%ni,
schopnost kiizové reakce s fibrinogenem, ve které je
fibrinogen pouzit v mnoZstvi 1 000 nasobné vy3iim v
porovnani s fibrinem,
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2.. ma v testu méteni kiizové reakce se sitovanym fibrinem'a’
s produkty degradace fibrinu podle vy$e uvedeného
postupu schopnost kiiZové reakce s fibrinem, ktery byl
$tépen plasminem po dobu ptiblizné 3 hodin, méné nez

50%ni av lepﬁim,pﬁpadé' méné nez 40%ni v reakci této
protilatky s fibrinem v Case nula, a

3 nema v testu na méfeni k¥iZové reakce s fibrinogenem a

produkty degradace fibrinogenu (podle vy3e uvedeného .
___‘_____';___,pp_s_t_ql_)_q)__tg_lfp_ygi_gq_glqnolglonélni.protilétka vreakeis

B fibrinogenem, ktery. byl §t&pen plasminem po dobu " T _
piiblizn& 4 hodin, o nic vy3$3i reaktivitu nez jakou mé tato T
monoklonélni pfotilétka v reakci s fibrinogenem v fase
nula. ‘

MH1 monoklonélni protilétka byla dale charakterizovana
uréenim jeji afinity k fibrinu.  Tato afinita byla urcena
Scatchardovym  vynosem  (Frankel se sp., Molecular
Immunology 16: 101-106 (1979)) pti pouziti MHI protilatky
snatené "B1. Hodnoty ziskané pro disociaéni konstantu K byly

. 6,7 x 10" Takovato afinita je pfiblizn&é 5000 nasobek afinity

t-PA k fibrinu. \

~ Pomoci analyzy Western .imunoblottingu  bylo rovnéz
uréeno, ze tato MH1 protilatka nereaguje v kiizové reakci s Aa,
Bp nebo y fetézci fibrinogenu. Stejnou metodou bylo zji3téno,
se tato protilatka MH! nereaguje v kfiZové reakci s Ao nebo
B fetézci fibrinogenu po reakci s trombinem. - (Reakce I
fibrinogenu s trombinem vede k uvolnéni fibrinopeptidu A 2 . i




fibrinopeptidu B z fetézce Aa a BB, ¢imz vznikaji « a B Fetdzce
fibrinu.

_ TABULKA 7 :

Kfizové reakce protilitky MH! s produkty degradace

) fibrinogenu
Doba §tépeni plasminem v min. A5 /30 min

- MH]1 45]
0 0,15 1,037
10 ' - 0,10 | nm - .
20 - 0,11 © 1,02
40 ' 0,11 0,410
60 | 0,10 0,330
240~ | 0,09 0,300
; ' TABULKA 8

Kfizova réakce MHI! protilatky s produkty degradace fibrinu

e e 0 o = 0 N T a8 o O 78 " e e e e e

Doba 3té€peni plasminem v hod. Ags 1m/30 min

MHI1 43] -
0 0,890 1,40
3 0,354 1,0
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Vysledky Tabulky 7 navic ukazujl 3¢ kontrolni protxlatka
45] se vaze na fibrinogen, ale v kiizové reakei nereaguje s
" produkty degradace fibrinogenu. Na zékladé toho je takova
monoklonalni protilatka spéciﬁcké proti fibrinogenu a
predstavuje jeden z dalgich aspektd tohoto vynalezu, = Tato
fibrinogen-specifickd monoklonalni protilitka muZe byt vyuZita
pro jakékoli imunoanalyzy k urdeni hladin fibrinogenu in vitro.
Dana protilatka 457 byla dale uriena v tom smyslu Ze epitop
45] je na o fetézci fibrinogenu ptiblizné v oblasti mezi .
_’::_"‘_"ammokyselmamt 206242425 -nejvetsi- pravdépodobnosn N
"7 " oblasti mezi aminokyselinami” 207 "a" 231, Pro ~udely~tohoto - i
vyndlezu je fibrinogen- -specifickd monoklonalni protﬂatka
jakéakoli monoklonalni protilatka, ktera v testu na schopnost .
kiizové reakce s produkty degradace fibrinu a degradace
fibrinogenu podle vy$e uvedeného postupu vykazuje reaktivitu s
fibrinogenem, ktery byl $té€pen plasminem po dobu pfiblizne 40
minut, niz§i neZ 50% reakt1v1ty této protilatky s fibrinogenem v
gase nula. . '
Hybridom 45J byl piipraven konvencnim zpusobern
vyuZivajicim bézné pouzivané mysi Balb/c, které¢ byly v tomto
ptipadé imunizovany fibrinem.. . Jako antigen v§ak muze byt
pouzit i fibrinogen. . e

5. 5 3. Uréem kfizové reakce s nesitovanym fibrinema N
nesitovanymi fibrinovymi srazeninami. :
Pomoci enzymovych munosorpcmch testt ELISA se dokazalo
ze protllatka MH]1 reaguje v kfizové reakei nejen se sifovanyin




fibrinem (XLFn), ale rovnéz s nesitovanym fibrinem
(NONXLFn). ELISA test byl proveden nasledujicim zpisobem:
1. 96ti jamkové mikrotitra¢ni destiCky byly potaZeny
100 pl roztoku firbinogenu (50 ug/ml ve
fyziologickém roztoku tlumeném boritanem, pHS,5)
a ponechany pfi teploté 4°C pfes noc. |
2. Sifovany fibrin se vytvofil v komarkach -
potazenych fibrinogenem inkubaci s roztokem
- trombinu po dobu jedné hodiny pfi teploté 37°C
. (10NIH jednotek/m!) ve fyziologickém roztoku
tlumeném Trisem (TBS, PH7,4, 50mM Tris HCI,
150mM NaCl) obsahujicim 2mM CaCl, a 10mM
cystein. ; o ﬂ
3. Nesitovany fibrin se vytvofil v komurkach
potaZenych fibrinogenem ikubaci s roztokem
trombinu po dobu jedné hodiny pfi teploté 37°C
(10NIH jednotek/ml) ve fosfdtovém pufru (pH6,1)
obsahujicim EDTA v kone&né koncentraci 0,0125M.
4. Navazana protiltka byla urCena inkubaci s N
konjugatem antimy3i alkalické fosfatdzy. Navédzany
konjugat byl urden ptidanim substratu alkalické
fosfatazy a vysledna kolorimetrickd reakce byla
odeditdna v automatické &tedce mikrotitraénich
destidek pii 405 nm. o
Vysledky tohoto testu jsou uvedeny v Tabulce 9 a je 2~
nich ziejmé, ze kfizova reaktivita této protildtky se sifovanym
fibrinem je vét3i neZ s nesitovanym fibrinem. Nejjednodusiim
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A

vysvctlenlm je, Ze kovalentni sifovani pfitomné v su’ovane
polymerni strukture slouzi k uzamleni nebo zamrznuti té
konformace, kterou dand protilatka roZpoznava. v
nesifovanych druzich neni konformace, i kdyz je vytvorena,
stabilizovana kovalentnimi vazbami daného polymeru |

Rovnéz bylo dokazano, 7e tato protilatka reaguje Vv
kfizové reakci jak .se  sifovanymi tak s nesifovanymi
sraZeninami vytvofenymi in vitro. Sitovany fibrin byl pfipraven-
inkubaci roztoku fibrinogenu (ve fyz1olog1ckem roztoku

37°C. Nesitovany fibrin se vytvotil inkubaci roztoku
fibrinogenu (3 mg/ml) ve fosfatovém pufru (pH6,1) obsahujicim
"EDTA v koneé&né koncentraci 0,0125M s roztokem trombinu (10
NIH Jednotek/ml) po dobu tfi hodin pfi teploté 37°C. Po
vytvofeni srazenin byly tyto shluky omyty a inkubovany s 400ul
1% roztoku BSA obsahujicim MH1 protildtku znalenou 121 pfi
teploté 37°C. Malé alikvotni gasti roztoku byly odebirany v
ruznych Easech a mnoZstvi protildtky bylo. uréeno odeltem
plazmy v pFistroji méficim v zateni.
Tabulka 10 ukazuje mnoZstvi navazané protilatky Jak na. -
sifované tak na nesifované sraZeniny.

ftlumenem Trisem 50mM;" pH7, 4'-obsahujlclm CaCl2-@2mM)-2-- - -
cystein (IOmM)) s trombinem po ~dobu™t#i hodin pfi*teploté—= —= -
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TABULKA 9
Kfizova reakce protilatky MH1 se sitovanym a nesitovanym |
| fibrinem
Koncentrace Sitovany ~ Nesitovany
protilatky - fibrin fibrin
(ng/ml) ‘(absorbance pti 405 nm)
100 000 0,764 0,409
50 000 0,460 0,319
25 000 0,305 0,154
12 500 0,174 0,074
6 250 0,069 0,000
TABULKA 10

KtiZova reakce protilatky MH1 se sifovanymi a nesn’ovanyml
fibrinovymi sraZeninami

Fibrinova % vazby znaéené protilatky po 8 hodinach
srazenina ' '
sifovany 79%

nesitovany 76%

5.6. Ulozeni hybridoma
Protilatky MH1 a 45J byly ulozeny v ATCC (American Type
. Culture Collection) dne 9. ervna 1988 a byla jim pfidélena
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registraini élsla HB 9739 a HB 9740. American Type Culture

Collection je na adrese 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD,
. 20852. Protilatka MH1 je IgG1 protilatkou s lehkym fetézcem

kappa a bylo zjiSténo, Ze tato MH! protilatka reaguje v
k¥izové reakci nejen s lidskym, ale i s krali¢im fibrinem.

- Ptedm&t tohoto vyndlezu se neomezuje pouze na tyto
ulozené hybridomy. Uvedené hybridomy byly pouZity jako

~ ilustraéni ptiklady ‘hybridomd, které produkuji fibrin-specifické

monoklonalni protildtky zde uvddénym Zzpisobem. Terminem

_ "funk&ni ekvivalent" se mini, Ze prot1latka j€ schopna kornpetlce.-'

TR T u-_ FAmra i

s protilatkou MH1 nebo 45] ve vazb® na epitop fibrinu, na ktery

se vaze protilatka MH1, nebo na epitop fibrinogenu, na ktery se
vaze protilatka 43]. Takovyto termin navic zahrnuje

fibrin-specifické monokionalni protilatky, podle vy3e popsaného

postupu, které se vaZi na epitop odli$ny od- epitopu, na ktery se
vaze protilatka MH1 nebo 45J.

5.7. Diagnostika in vivo a terapeutické vyuZziti
fibrin-specifickvch monoklondlnich protilatek.
Fibrin-specifické monoklonalni protilatky, které jsou pfedmétem
tohoto vyndlezu, maji schopnost zam&fit chomace. fibrinu nebo

jeho shluky in vivo. Tyto monoklonélni protilatky mohou byt

tudiz pouZity pro lokalizaci moZnych tkafiovych nebo

- vaskuldrnich  poSkozeni u tlovéka nebo pro sledovani
vaskularnich onemocnéni. Pro tyto ulely je obzvalst vhodnd

fibrin-specifickdé monoklondlni protilatka, protoze takovato
monoklonalni protllatka se nebude vazat ani na fibrinogen, ani
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na produkty degradace fibrinogenu nebo fibrinu, &imZ sniZuje
pozadi takového vy3etieni, které pak umoZiuje daleko presn&jsi
lokalizaci fibrinovych sraZzenin nebo shluku fibrinu. ,

Pro takové pouZiti je lépe pouZivat purifikované
monoklonalni protilatky. Purifikace monoklondlnich protilatek
pro pouZiti u lidi miZe byt rovnéz provedena siranem amonnym
nebo siranem sodnym a dialyzou proti fyziologickému roztoku,
po které ndsleduje sterilizace filtraci. K  purifikaci
monoklonalnich protilditek mohou byt rovné€z pouzZity
chromatografické techniky.

Takto purifikované monoklondini protilaitky mohou byt
oznadéeny radioaktivnimi slou¢eninami, jako na.piiklad 21, **°I,
B ®mTe, "'In, a pacientovi pak aplikovany nitroZilng& Tyto
protilatky mohou byt rovnéZ znaeny magnetickou sondou. Pak
je k vyhledani sraZeniny pouZita technika NMR. Po usidleni
t&chto protilatek na sraZeniné nebo shluku fibrinu mohou byt
tyto  lokalizovany pomoci emisni tomografie nebo
radionuklearnimi vy3etfovacimi metodami a tak ukazat na
polohu napftiklad trombu nebo zapouzdfeného nadoru.

Pro lepdi viditelnost je takova purifikovand protilatka
rozpuiténa ve vhodném nosiéi, napf. fyziologickém roztoku s
lidskym albuminem nebo bez néj, a pacientovi je podana ve
vhodné davce. Monoklondlni protilatky se obvykle aplikuji
nitrozilng, napf. kontinualni nitroZilni infuzi po dobu nékolika
hodin.
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5.7.2. Légba vaskularnich onemocnéni konjugity
monoklonalnich protilatek.
Monoklonalni protilatky popsané v tomto vynalezu mohou byt
pouzity ve spojeni s Sirokou Skalou farmaceutickych latek jakou
jsou cytotoxické reagencie a trombolyticke reagencie, napf.
t-PA, urokindza streptokiniza, a s daldimi protedzami, ktere
maji schopnost lyzovat fibrin. VyuZiti monoklondlnich
protilatek timto zplisobem je obzvlast vyhodné, protoze
fibrin-specifické monoklonalni protilitky tohoto vynalezu .

-—umoziiuji-velice -u¢inné —vyuZiti- takovych - reagencii,-—protoZze—. ... .. ...
"nedojde ke ztratam z4dného 'z~ téchto "Cinidel ~vazbou—na' === -

fibrinogen nebo produkty degradace fibrinogenu &1 produkce
degradace fibrinu.

Dalii informace k tomuto tématu lze nalézt v Bale se sp.,
1980, Cancer Research, 40: 2965-297; Ghose a Blair, 1978,_J.
Natl. Cancer Inst., 61(3): 657-676; Gregoriadis, 1977, Nature,
265:407-411; Gregoriadis, 1980 Pharmac. Ther,, 10:103-108; a
Trouet se sp., 1980, Recent Results Cancer Res,, 75:229-235,

Metody pouZité k navazani téchto agens na molekuly
monoklonalni protilatky mohou zahrnovat bud kovalentni nebo
- nekovalentni vazby. Protoze je pravdépodobnéjsi, Ze
nekovalentni vazby budou snaze pferuSeny je$té pfed tim, neZ-
takovy komplex protilatek dosahne svého cilového mista, d4va
se pfeclhos.t kovalentnim vazbam. MuZe byt naptiklad vytvorena
karbodiimidova vazba meézi karboxylovymi® skupinami
farmaceutického ¢inidla a aminoskupinami_molekuly protilatky.
Bifunk&ni &inidla jako jsou dialdehydy nebo imidoestery mohou
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byt pouZity k navdzani aminoskupiny takového ¢inidla na
aminoskupiny molekuly protilatky. K vazbé Iéki na molekuly
protilatek maZe byt vyuZito reakce Shiffovych bazi. ° Tato
metoda sestava z oxidace léku nebo cytotoxického €inidla, ktery
obsahuje glykol nebo hydroxyskupinu, jodistanem, ¢imZ vznika
aldehyd, ktery pak reaguje s molekulou protildtky. Pfipojeni
probih4 pies vytvofeni Shiffovy baze s aminoskupinou molekuly
protilitky. RovnéZ byly s molekulami protilatek sparovany leky
s reaktivnimi sulfhydrylovymi skupinami. |

6. DETEKCE IN VITRO A MERENI ROZBUSTNEHO
FIBRINU.

6.1. Zakladni informace

‘Jak jsem uvedli jiZ v oddile 5.1., zahrnuje hemostaticky
mechanizmus slozity komplex reakci, ve kterych je nakonec.
fibrinogen pusobenim trombinu pfeveden na ﬁbrin.VYsledkem
téchto teakci je vznik trombu (krevni sraZeniny). Sekvence
reakci miZe byt jednodule pfedstaVovéna nasledujicim
téistupdovym procesem:

trombin
krok 1 - Proteolyza: fibrinogen
monomery fibrinu + fibrinopeptidy A a B

krok 2 - Polymerizace: monomery fibrinu
rozpustné polymery fibrinu
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1

krok 3 - Srazeni: rozpustné polymery fibrinu °
fibrinova srazenina

Fibrinogen se skldda ze tfi pard riiznych polypeptidovych
fetdzch: Aa, BB 2 y. Viz L. Stryer, Biochemistry, 3.vyd. str.
249, W.H. Freeman a Company New York (1988).- V prvnim
kroce, kde je fibrinogen pfeméfiovdn na fibrin (Viz vy3e jako
krok 1), je fibrinogen 3té€pen trombinem, pfiemzZ se ze dvou Aa
fetézct fibrinu od3tépuje fibrinopeptid A z aminokoncl této
molekuly _nytcdny monomenr“ _]he* ﬁbrmovy monomer DesAA. .

Jak je rovnéz uvedeno v kroku 1, trombin rovné? odstepu;e z
aminokonc® obou BB fetézcd fibrinu fibrinopeptid = B.

fibrinu k expozici novych aminokoncl. V prvnim kroku tedy
dochdzi ke wvzniku fibrinopeptidu A, fibrinopeptidu B a
fibrinovych monomeri DesAA a DesBB, které jsou vy3e
uvedeny pouze jako fibrinové monomery. Viz W.
Nieuwenhuizen, Blood Coagulation and Fibrinolysis, 4:93-96
(1993). Podle kroku 2 pak fibrinové monomery vytvafi
nekovalentni (nesitované) a kovalentni (sitované) polymery,
¢imZ vznikaji rozpustné polymery fibrinu. Jak vidime v kroku
3, rozpustné polymery fibrinu pak vytvafi fibrinovou sraZeninu. .
~ Rozpustny fibrin je definovan jako jakykoli druh molekuly
pochézejici z fibrinogenu nebo fibrinu, ktery mize vést k tvorbé
polymeru fibrinu nebo }akykoh druh rno[ekuly odvozeny od
fibrinogenu nebo fibrinu, ktery ma molekulovou hmotnost vy3si
nez je molekulova hmotnost nativniho fibrinogenu a udrZuje s v




-75-

krvi v roztoku. Nesitované a sitované DesAABB polymery
fibrinu, vytvofené podle kroku 2  wvySe, pfedstavuji dva z
nékolika druhd rozpustného fibrinu a jsou rovnéZz dvéma druhy
rozpustnych polymerd fibrinu. Termin rozpustny fibrin navic -
zahrnuje dalsi rdzné druhy; napf. polymery fibrinu DesAA, tj.
komple:{y vytvofené interakcemi mezi monomery fibrinu (bud’
monomery fibrinu DesAA nebo DesAABB) a X, Y, D a E
produkty degradace fibrinogenu (viz oddil 5.1. vy$e, kde jsou
popsany produkty téchto degradaci) a rovnéZ na piiklad DesAA
a DesAABB monomery v komplexu s fibrinogenem, viz
~ Nieuwenhuizen, str. 93-94. |

Polymery rozpustného fibrinu jsou bezprosf:f'edni
prekurzory nerozpustného fibrinu, to znamend, Ze sraZenina a
nasledné ’hladiny rozpustnych fibrinovych polymera v plazmé se
u jednotlivee zfejmé zvy3uji pfi ohroZeni trombdzou nebo pii
jeji existenci (tvorba intravaskuldrnich krevnich sraZenin).
Zjistovani a méteni mnoZstvi téchto polymerl v krvi, zvldsté
pak polymeri DesAABB rozpustného fibrinu, by tak
poskytovalo uZitedny ukazatel po&inajici tvorby krevnich
~srazenin. Viz Bang a Chang, str. 119-121, a Nieuwenhuizen,
str. 94, Marder se sp., patent Spojenych statd 'americk)’lch ¢
5,206,140, - | -

UrCité druhy rozpustného fibrinu byly dfive zji§fovany a
méieny. pomoci riznych metod véetné méfeni fibrinopeptidu A
pfi pouZiti protilatek proti epitopim Ac a y exponovanym pfi
pfeméné fibrinogenu na fibrin, Nieuwenhuizen, 94-96, a méfeni
D-dimert, ‘Marder se sp., patent Spojenych statd americkych
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¢.5,206,140. Dalsi metody pouZivané ke zjistovani a méteni
rozpustného fibrinu zahrnuji napfiklad méfeni aglutinace
erytrocytd potarenych fibrinem v pfitomnosti rozpustného
fibrinu, gelovou chromatografii, miru zvyseni’ aktivace
plasminogenu  t-PA  aktivatorem plasminogenu,  viz
Nieuwenhuizen, str. 94, ethanolové nebo protaminové siranove
gelovani, analyzu N-koncl frakei fibrinogenu purifikovanych z
plazmy, inkorporaci glycin-ethylesteru znalencho “C a
‘agarozovou gelovou chromatografii, viz Bang a Chang, str.

“11-118, Zadny z téchto testd specificky neéurtujea nemeti Jak -

' rozpustne kovalentni tak nekovalentni polj/mery fibrinu.

6.2. In vitro analvza rozpustnych sitovanvch polymerd. -
 fibrinu a rozpustnych nesifovanych polymerd
fibrinu.

Tento vynalez je zaloZen na objevu, Ze je moZné provadet
takovou in vitro analyzu vedouci ke zjisténi a méfeni mnoZstvi
rozpustnych sitovanych polymerd DesAABB fibrinu a
rozpustnych nesitovanych DesAABB polymert fibrinu, ‘kde
jsou tyto polymery slozeny z monomeri fibrinu DesAABB, a
ktera neobsahuje zadnou detekci (a) fibrinogenu, (b) produktu
degradace fibrinogenu, (c) monomerd fibrinu DesAA, (d)
DesAA fibrinovych polymerd, (e) DesAABB fibrinovych
monomert, (f) 31t’ovaneho fibrinogenu (fibrinogen po reakci s
faktorem XllIa) () komplexu fibrinogen-DesAA monomer
fibrinu a (h) produktd. degradace fibrinu ("druhy (a) - (h)").
Produkty degradace fibrinogenu a produkty degradace fibrinu
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jsou -ty produkty, které vznikaji §t€penim fibrinogenu nebo
fibrinu plasminem tak, jak bylo popsano v oddile 5.5.2. vyse.
Ve&time, 7e vy$e popsana analyza je zvla§té uZitedna pro
klinickou diagnostiku stavii charakterizovanych trombdzou.
Tato analyza muzZe byt provadéna p'fi pouziti jakéhokoli
vhodného vzorku télesné tekutiny, ale je obvykle provédéna s
pouZitim sav¢i krve jako vzorku. Vhodnymi savci jsou pro tyto
ucely napfiklad kralici, opice a lidé, ktefi jsou pro diagnostiku
lidskych nemoci nejvhodnéjsi. |
V takovémto ‘testu mohou byt pouzity jakékoli dosud
Azname ¢i v budoucnosti vyvinuté prostfedky pro zji$fovani
polymerd DesAABB sifovaného rozpustného fibrinu a polymera
DesAABB nesifovaného rozpustného fibrinu, a které nedetekuji
druhy (a) - (h). |
Jakmile je zjiSténa jejich prltomnost mohou byt
DesAABB polymery rozpustného sifovaného fibrinu a

DesAABB polymery rozpustného nesitovaného fibrinu ve
vzorku méfeny bud srovnanim s kontrolnim vzorkem, nebo .

pouzitim standardd majicich zndmé mnozstvi DesAABB
polymeru rozpustného sitovaného fibrinu a DesAABB polymerd
rozpustného nesitovaného fibrinu ve vzorku, ptiCemZ tyto
standardy neobsahuji Zadny z druht (a) - (h). |
Podotykame, Ze prostfedek pro zji§téni pfitomnosti uréité

latky je jakykoli prostfedek, jeho? pomoci maZe byt urfena

pfitomnost poZadovaného materidlu v testovaném vzorku.
Vhodnéj$im takovymto prostfedkem je protilatka proti
DesAABB polymerim sifovaného rozpustného fibrinu a
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DesAABB  polymerlim nesitovaného rozpustného fibrinu,
pficem# tato protilitka nereaguje v kiiZové reakci s ()
fibrinogenem, (b) produkty degradace fibrinogenu, (c) DesAA
monomery fibrinu, (d) DesAA polymery fibrinu, (¢) DesAABB
monomery fibrinu, (f) sifovanym fibrinem, (g) komplexy
fibrinogen-DesAA monomer fibrinu a (h) produkty degradace

fibrinu. Zminéna protilatka miZe byt pouZita ke _zjidténi

ptitomnosti a méfeni mnozstvi DesAABB polymerd rozpustného
sifovaného fibrinu a ke zji§téni ptitomnosti a mé&feni mnoZstvi

DesAABB polymeru “rozpustného ne51t’ovaneh0 “fibrinu— v

testovaném vzorku. Mezi takové protllatky ‘patfi polyklonaln{
nebo monoklonalni protilatky, &ast&ji v3ak monoklonalni.

‘Takova protilatka miZe-byt odvozena od jakéhokoli Zivo¢isného

druhu.  Je viak lépe, je-li pavodu lidského, mysiho nebo.

krali¢iho. Tyto protilatky navic zahrnuji 1 chimerické
protilétky‘ jednoduché fetézce protilatek a Fab fragmenty,. tento
vylet viak neni konecny. -

Ptikladem. takové protilatky je monoklonalm protilatka
MH! popsana v oddile 5.5.1. - 5.53:. a v oddile 5.6 vyse.
Vétime, ze MH1 protilitka nema kromé vyse uvedenych

vazebnych charakteristik schopnost vazat se na komplexy

produktd degradace fibrin-fibrinogen. Tato vazebna vlastnost
této MHI1 protilitky muze zvydovat jeji ucinnost jako
prost__fé_dku pro zjidfovini a mé&feni rozpustnych sifovanych a
nesifovanych DesAABB fibrinovych polymert. -

Jako prostfedek k detekci mohou byt pouZity dvé nebo
vice protilatek. Tak mohou byt pouZity kombinace protilatek s
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odlinou specifitou pro zji§fovani a méfeni rozpustnych
sifovanych DesAABB fibrinovych polymertt a rozpustnych
nesitovanych DesAABB fibrinovych polymert ve vzorku, kde
napfiklad ani jedna z protilatek neni schopna sama o sobé tvofit
komplex ani s DesAABB polymery sitovaného rozpustného
fibrinu, ani s DesAABB polymery nesitovaného rozpustného
fibrinu, a kde takové komplexy mohou vytvofit dvé nebo vice
téchto protilatek. Samoziejmé nesmi Zddnd z té€chto protildtek
reagovat v kfizové reakci s druhy (a) - (h).

RovnéZz podotykdme, Ze pifi pouziti protilitek muiZe byt
nezbytné ppuiit'protilétky specifické pro dany zivo&i$ny druh.

Pro vyrobu protilatek mohou byt pouZita rizna zvifata
imunizaci injekci s DesAABB polymery rozpustného sitovaného
fibrinu a DesAABB polymery rozpustného nesitovaného fibrinu
jako antigenu, pfi¢emZ mezi tato zvifata patfi kralici, mysi,
potkani, a dalgi. Takové polymery mohou byt selektivné
izolovany pfi pouZiti napf. MHI1 protilatky spolu s afinitni
chromatografii na koloné se Sephardzou a navdzanou
protilatkou MHI. Tyto polymery mohou byt piipraveny
- nasledujicim zplisobem: rozpustny fibrin maZe byt nejdiive
ptipraven in vitro pfidanim nizkych hladin trombinu do plazmy
s citratem. Po potlaleni aktivity trombinu né€kterym z inhibitoru
trombinu jako napf. hirudinem se mohou vzorky plazmy nanést

na kolonu Sepharosa-MHI1 protildtka. Takovato MH1 kolona

muzZe byt pfipravena zndmou metodou navazani pr‘oti'létky MH1
na Sepharosu 4B (Pharmacia) aktivovanou = bromidem
kyanovodiku (viz pfiloha vyrobkt Pharmacia pro metody
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ptipravy kolony protilatka-Sepharosa 4B vyuzivajici pfedém
aktivovanou Sephar-osu 4B).  Rozpustny fibrin je nejdfivé
aplikovin na  kolonu Sepharosa-MH1  za ptitomnostl
 fyziologického roztoku tlumeného fosfatem (PBS). Po navazani
na sloupec Sepharosy-MH1 mize byt fibrin eluovén roztokem
thiokyanatu sodného. Po dialyze proti PBS mtZe byt izolovany
polymer fibrinu skladovan pfi -7 0°C. )
Za Glelem zvySeni imunitni odpovédi -mohou byt spolu s
_ izolovanymi polymery pouzita rizni adjuvans v zavislost na
e ivodi¥ném- -druhu. -—--Mezi _tato__adjuvans. _patfi:_mimo _jiné

C A s

 ~ Freundovo kompletni i n'ekom'p'lfetnif'adjuvans;'eanorgan.ické. gelyo. .. .
jako hydroxid hliniku, povrch aktivujici latky jako lysolecitin, |
pluronové - polyoly, polyaniony, peptidy, olejové emulze,. .
hemocyanin,. dinitrofenol, a potencialné. vhodna lidska adjuvans
jako BCG (bacil C.almette-Guerin) a'Corynebacterium parvum.

Monoklonalni  protilatky  specifické na DesAABB
- polymery rozpustného sifovaného a rozpustného nesifovaného
fibrinu, pfiemz tyto protilatky nereaguji v kfizové reakel s
druhy (a) - (g), mohou byt pfipraveny jakymikoli technikami
- pouzivanymi pro  pfipravu moleku! protilatek pomoci
kontinualniho péstovani bundéné linie v kultufe. Mezi tyto
techniky mimo jiné patfi hybridomové techniky pﬁvodné
popsané Kohlerem a Milsteinem, (Nature, 1975, 256:495-497),
v posledni dob& rovn&z techniky pro hybridomy lidskych B
‘bunék (Kosbor se sp., 1983, Immunology Today, 4:72) a
technikyy EBV-hybridom& (Cole se sp., 1985, 'Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss., Inc., str. 77-96).
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V dal3im provedeni tohoto vyndlezu mohou byt monoklonalni
protilatky vyrdbény pomoci gnotobiotickych laboratornich zvifat
pfi pouziti souCasné technologie, viz oddil 5.2.-5.4. Pfikladem
vyroby takové protildtky je protilatka MHI1 popsand v oddile
5.3-5.6. :
Podle tohoto- vyndlezu mohou - byt -lidské protilatky
vyrdbény a ziskdvany s pouzitim lidskych hybridom{ (Cote se
sp., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. 80:2026-2030) nebo
transformaci lidskych B bunék virem EBV in vitro (Cole se sp.,
1985, v Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R.

Liss, str. 77-96). Ve skute¢nosti mohou byt podle tohoto

vynalezu pouzity techniky vyvinuté pro vyrobu "chimerickych

protilatek” (Morrison se sp., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci, 81I:°

6851-6855; Neuberger se sp., 1984, Nature 312:604-608;
Takeda se sp. 1985, Nature 314:452-454) sestfihem genl pro
specifitu molekuly myS3i protilatky proti pfislu$nému antigenu
spolu s geny molekuly lidské protilatky o pfislu§né biologické
aktivitd. Takové protildtky spadaji do rozsahu tohoto vynalezu.

Podle tohoto vyndlezu mohou byt zde popsané metody
piipravy protilatek s jednoduchym fetézcem (patent Spojenych
stat americkych, ¢&. 4,946,778) upraveny pro ptipravu
protilatek se specifickym fetézcem.

V dal3im provedeni tohoto vynélezu jsou pouZity techniky
popsané pro konstrukci expresivnich knihoven Fab (Huse se sp.,
Science, 246:1275-1281), které umoziuji snadnou identifikaci
monoklonalnich Fab fragmentd s poZadovanou specifitou na
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rozpustné sitované a rozpustné nesitované polymery DesAABEB
fibrinu. :
Fragmenty protilatky, které obsahuji specifickd vazebna

mista pro rozpustné sitované a rozpustné nesifované DesAABB

fibrinové polymery, mohou byt pkipravovény znémymi

metodami. Mezi takové fragmenty patfi na pfiklad fragmenty
F(ab"), které mohou byt pfipravoviny S$tépenim molekuly |
protilatky pepsinem, a fragmenty Fab, které mohou byt v
pflpravovany redukei disulfidovych mustkd fragmentd F(ab' ) |

B A A

Prot1latkf které jsou predmétem‘"tohoto vynalezu—mohou—-- e

e i = ad

byt pouZivdny v systemu imunoanalyz, ‘které jsou” pracovnikum
v oboru dostate&n& znamy. Mezi tyto imunologické testy mimo

PRI T Lt SR

jiné- patfi radioimunoanalyza, enzymovy  imunosorp&ni:test,

"sendvi¢ovy" test, analyza imunodifuze na.gelu, aglutinacni.test,
fluorescenéni imunoanalyza, imunoanalyza proteinem A,
imunoelektroforéza, a jiné. Patent Spojenych statt-americkych
8. 4,629,783 a. 2de citové patenty rovnéZz uvadgji.pouZiteine.
zplsoby testovéni. ;

Dana protilatka muzZe byt pouzna jako zakladni reagencie
v tad& riuznych imunoanalyz k ur&ovani pfitomnosti rozpustnych '
sitovanych a rozpustnych nesitovanych DesAABB -fibrinoyych
polymerta ve vzorku krve nebo jiné télesné tekutiny. . Obecné
Feteno miZe byt tato protildtka vyuZita v jakémkoli typu
1munoanalyzy a jiz kvantitativni, nebo kvalitativni.  Tyto
imunoanalyzy - zahrnuji jak oboustranny sendviZovy test, tak
jednostrannou imunoanalyzu nekompetlémho typu a tradilni
kompetiéni test.
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NejCastéji pouzivanym testem je pro snadnou detekci a
jeho kvantitativni povahu sandvi€ovy test nebo test s dvoji
protilatkou majici mnoho variant, které jsou viechny pouzitelné
pro tento vynalez. a

Na piiklad v typickém sandviCovém testu je protilatka
imobilizovina na pevném substratu, napf. na mikrotitralni
destiCce, a testovany vzorek je aplikovdan na navéazanou
protilatku. Po ur€ité dobé potfebné pro inkubaci, to jest po
dobé dostatetné pro  vytvofeni binarniho komplexu
antigen-protilatka, je pfiddna druha protilatka znacena skupinou
schopnou indukovat detekovatelny signal a inkubace pokraduje

po dalsi dostateCny Cas potfebny pro vytvofeni vazby na antigen-

v ruznych mistech a pro tvorbu terndrniho komplexu
protilatka-antigen-znaCena protilatka. VesSkery nezreagovany
materidl je odmyt a pfitomnost antigenu je uréena pozorovanim
signalu, ktery mize byt vyhodnocen srovnanim s- kontrolnim
vzorkem (standardem) obsahujicim znamé mnoZstvi antigenu.
Riuzné obmé&ny sendvidového testu zahrnuji simultdnni analyzu,
ve které jsou jak vzorek tak protilatka soulasné pfidany k
navazané protilatce, nebo obraceny sendviovy test, ve kterém
jsou znaCena protilatka a testovany vzorek nejdfive smichany,
inkubovény, a pak pfiddny k neznadené protilatce navdzané na
povrchu. Tyto techniky jsou pracovnikim v oboru dostateéné
znamy a moznosti drobnych obmén téchto metod jsou ziejmé.
"SendiviCovy test" zde zahrnuje vSechny obmény zakladnich
dvoustrannych technik. -

B
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Jako specifi¢t&jsi pfiklad uvidime typicky sendviéo'ff}'f
test, ve kterém je primdrni protilitka bud kovalentné nebo
pasivné, navazana na pevny podklad. Pevnym podkladem je
obvykle sklo nebo néjaky polymer, pfifemz nejpouZivanéj$imi
polymery jsou celuldza, polyakrylamid, nylon, polystyren,
polyvinylchlorid nebo polypropylen. Pevny podklad miaze byt
_ve form& zkumavky, lazng, desek nebo mikrodestitek, nebo v
jakékoli dal$i form& vhodneé k provadéni 1munoanalyzy
Pracovnikm v oboru jsou vazebné procesy dostatecne znamy.

T =~—Py navdzani protilatky je-pevna- faze-komplexu protllatky-omyta,----__m.- e
" © ' "3 ptipravena pro testovany vzorek. Alikvot testované télesné -
tekutiny je pak ptiddn k pevné fazi komplexu a inkubovan po
dostateénou dobu, aby doslo k navazani vedkerych pfitomnych.
rozpustnych nesitovanych. DesAABB- polymerd: fibrinu 2
rozpustnych sifovanych DesAABB polymerft fibrinu na

protilatku specifickou na tyto proteiny. Pak je k pevné fazi

komplexu: pfidana druhd protilatka a je inkubovadna po dalsi

dobu nezbytnou pro navizani. druhé protilatky na pevnou fazi

komplexu primarni protilatka-antigen. Druha protxlatka je

navazana na- zpravodajskou molekulu poskytujici viditelny

signal, ktery je pouzu jako .ukazatel vazby druhé protilatky na

kterykoli antigen testovaného vzorku. "Zpravodajskou

molekulou" je pro tuto specifikaci minéna molekula, kterd svou

chemickou povahou poskytuje analyticky zjistitelny signal,

ktery umoZiiuje detekci protilatky navdzané na antigen.

Detekce musi byt alespofi pomérné kvantifikovatelnd, aby bylo

mozno urdit mnoZstvi antigenu ve vzorku, které méZe byt
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vypolteno v absolutnich hodnotdach nebo jako porovnéni se
standardem (nebo nékolika standardy) obsahujicim zndmou
normadlni hladinu antigenu.

Nejbéinéji pouZivanou zpravodajskou molekulou v tomto
typu testi jsou bud enzymy nebo fluorofory. V ptipadé
imunoanalyzy je enzym konjugovén s druhou protilatkou Casto
pomoci glutaraldehydu nebo jodistanu. Je oviem jasné, Ze
existuje celd fada raznych konjugalnich technik a pracovnici v
oboru je jisté dobfe znaji. Bé&Zné pouZivanym énzymem je
mimo jiné kienova peroxiddza, glukosaoxidaza, -galaktosiddza

a alkalicka fosfatiza. Substraty pouZivané s témito
specifickymi enzymy se obvykle voli podle jejich schopnosti

ménit barvu pfi hydrolyze pfislunym enzymem. Tak na ptiklad
p-nitrofenylfosfat je vhodny pro pouZiti s konjugaty alkalické
fosfatdzy, pro konjugity peroxidazy se obvykle pouZivaji
1,2-fenylendiamin nebo toluidin. Je rovnéz mozné pouzit
fluorogenni substraty, které davaji vznik fluoreskujicim
produktim. V kazdém pfipadé je enzymem znalend protilatka
pfiddna ke komplexu prvni protilatky a ponechédna, aby se
navazala na tento komplex, a pak je pfebyvajici znalend
protilatka odmyta. Poté je - k terndrnimu komplexu
protilatka-antigen-znatena protilatka pfidan roztok obsahujici
. vhodny substrat. Tento substrit reaguje s enzymem navazanym
na druhou’ protilatku, ¢imZ dava kvalitativni viditelny signal,
ktery mize byt dale kvantifikovan,  obvykle
spektrofotometricky, a tim poskytnout vyhodnoceni mnoZstvi
antigenu pfitomného v séru vzorku.

[t
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Nebo mohou byt pouzity fluoreskujici sloueniny jz{ko
fluorescein nebo rhodamin, které jsou chemicky navazany na
protilatky, aniz by néjak zménily vazebnou kapacitu téchto
protilatek. Po aktivaci osvicenim nebo ur&itou vinovou délkou
absorbuje protilatka znalend fluoreskujici latkou svételnou
energii, &imZ v molekule dochazi k excitovanému stavu, ktery
ma za nasledek emisi svétla o urlité charakteristické vlnové
délce. Emise se objevi jako charakteristicka barva
pozorovatelna ve svételném mikroskopu.  Stejn€ jako v

wo—.._.__enzymové__imunoanalyze _(EIA) _je__ protilitka znalena |

. - fluoreskujici latkou ponechéna, aby.-se navdzala:na.komplex... .. . _...
prvniho protiléitky a antigenu. Po odmyti nenavdzané slozky je -
zbyvajici terndrni komplex vystaven svétlu, o piisluiné vinové |
délce a pozorovani fluorescence. vypovida o pFitomnosti
antigenu. Techniky imunofluorescence i EIA jsou. ob& dobre .
odzkougené a znamé, a pro tdely této metody obzvlast vhodné.

‘Nicméné mohou.byt pouzity i dal3i zpravodajské molekuly jako
jsou radioizotopy, chemiluminiscentni nebo. bioluminiscentn
molekuly. Pracovnici v oboru budou jiz sami védét, jakou
variantu této metody pro své potfeby zvolit. |
Dal3i moznosti u testovaného vzorku, at uZ jim je savli
- krev nebo jind télesna tekutina obsahujici rozpustné DesAABB
polymery nesitovaného fibrinu a rozpustné DesAABB polymery
sitovarého fibrinu, je pouZiti jednostranné imunoanalyzy, ve | n
které je tento vzorek kovalentn& nebo nekovalentné pfipoutdn k .
pevnému substratu.  Neznafena protildtka je uvedena do
kontaktu s vzorkem vadzanym na pevny substrat. Po vhodné




dob€ inkubace, ktera poskytuje dostatek &asu pro tvorbu

bindrnich komplexi protilatka-antigen, je pfidéna  druha

protilatka  znalend zpravodajskou molekulou schopnou
indukovat zjistitelny signal a inkubace pokraduje dile po dobu
potiebnou pro vytvofeni ternarniho komplexu
antigen-protilatka-znacena protilatka. Pro jednostrannou
imunoanalyzu miZze byt druhou protilatkou obecnd protilatka(t].
zenogeneicka protildtka proti imunoglobulinu, zvlaité anti-IgM

a anti-IgG navdzand na zpravodajskou molekulu), ktera je -

schopnd vézat protilatku specifickou na rozpustny polymer
kovalentniho fibrinu a na rozpustny polymer nekovalentniho
fibrinu. _ _ _

Zjistovani a méfeni rozpustnych DesAABB polymeru
sitovaného  fibrinu a rozpustnych DesAABB polymerd
nesitovaného fibrinu je obzvla§té uzite¢né v.ptipadech, kdy je
tento test provadén na plazmé pacientt, aby se zjistila zadinajici
nebo jiz existujici tromboticka ptihoda, ktera je dasiedkem
zacinajici nebo jiz existujici trombozy. Viz. napi. W.
" Nieuwenhuizen, str. 94, Bang a Chang, str. 109-122, a Marder
se sp., patent Spojenych statd americkych ¢.5,206,140. Takové
ptihody zahrnuji naptiklad trombézu hlubokych #il (DVT), stav,
ktery vznikd, jestlize se trombus (krevni srazenina) uvolni z
hlubokych zil a embolizuje pulmonarni vaskulaturu;
diseminovanou intravaskularni koagulaci, ktera vznikd jako
vysledek systémové aktivace kaskddy sraZeni krve (napt. pfi
bakterialni infekci); infarkt myokardu (MI), ktery vznika pfi
ucpdni k‘oronérni' arterie, kterd zasobuje srdedni sval krvi,
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trombem; mrtvice; a intrakardidlniho trombu vzniklého v

~ dasledku sifiové fibrilace. Typ trombotické pfihody muiZe byt

diagnostikovdn s pouZitim testu pro zjistovani a méfeni
rozpustnych DesAABB polymerl sifovaného fibrinu 2
rozpustnych DesAABB polymeri nesitovaného fibrinu v
kombinaci s pozorovani dal§ich symptomi pacienta. Jedna se o
ty symptomy, které by byly b&iné& vyuiity pro klinickou
diagnézu podinajici nebo jiZ existujici trombotickeé pithody.
Uvedené zji§t’ovéni a mé&feni rozpustnych DesAABB polymérﬁ.
diagnostiku pro odlifeni pacientd s Bale_s;ﬂ?mf_ﬁ'a”ﬁgc;u v
disledku po&inajiciho infarktu myokardu od pamentu s bolestmi

“na prsou z jinych divoda.

6.3. PRIKLADY MATERIALU A METOD -

6.3.1.Proteiny
Hovézi serumalbumin a trombin byly zakoupeny od ICN (Costa

Mesa, CA). Hirudin, kfenové peroxiddza a tablety substratu

o-fenylendiamindichloridu byly nakoupeny od Sigma Chemical

Co. (St. Luis, MO). Lidsky fibrinogen (stupeii L) byl nakoupen
od Helena Laboratories (Béau_mont, TX). Fibrinogen byl dale
purifikovan precipitaci siranem amonnym p‘odlc Holma se sp;
Thromb. Res. 37: 165-176 (1985). Monoklondlni protilatka
proti fibrinu, MHI, pouZivana v systému test byla provedena
vy$e popsanym zpusobem viz oddil 5. Monoklonalni protilatka
proti fibrinogenu, 45J, byla rovnéz pnpravena postupem podle
oddilu 5

fibrinu_je zvIa¥t¥ uZitetné” jako prostredek pro_diferenciatni T T

L e ey S
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DesAABB monomer fibrinu byl pfipraven rozpusténim
polymeru nesitovaného fibrinu v pufrovacim roztoku. 50 mM
octanu sodného (pHS5,3) obsahujicim bromid sodny.

Polymery DesAABB sitovaného rozpustného fibrinit byly
vyrobeny inkubaci fibrinogenu nebo plazmy s citritem s
nizkymt hladinami trombinu (0,025 jednotek/ml) po dobu 7-8
minut. Reakéni smés rovné? obsahovala faktor XIlla. Reakce
byla zastavena pfidanim hirudinu k reakéni smési (do kone&né
koncentrace 10 ATU/ml). | _

Polymery DesAABB nesitovaného rozpustného fibrinu
byly pfipraveny inkubaci plazmy s piidavkem citratu nebo
fibrinogenu s roztokem trombinu obsahujicim EDTA (koneénd
koncentrace 12 mM) po dobu 7-8 minut pii teplotd 37°C.
Reakce byla zastavena pfidavkem nadbytku hirudinu k reakéni
smési (kone¢na koncentrace 10 ATU/ml).

6.3.2. Konjugity MH1 a 45] kfenové peroxiddzy
(upraveno podle Wilsona a Nakane,
Imunofluorescence and Related Staining Techniques, .
Knapp se sp. (vyd.), str. 215.224, Elsevier/North

. Holland Biomedical Press, Amsterdam (1978))
Kfenova peroxiddza (HRP) (RZ > 3) (10 mg) byla rozpusténa v
-1 ml destilované vody. Byl pfiddn &erstvé ptipraveny 0,1M

“roztok jodistanu sodného (0,4 ml) a za mirného michani
ponechdno po dobu 20 minut. Poté byl roztok pienesen do
pufru octanu sodného (1% mM, pH4,4) pfi teplot& 4°C a s
pouzitim mikrokoncentratoru Centricon 10.
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Bylo zvy§eno pH roztoku na 9,5 pfidinim 40 ml 0,2M
ubli¢itanového pufru s hydrogenuhliitanem sodnym (pH9,3).
Pak byla okamzZit® pfidana protilatka MHI (20 mg) v objemu
2,0 ml 0,01M uhligitanového pufru (pH9,5). Tento roztok byl
mirné promichdvan pfi laboratorni teploté po dobu 2 hodin, po
kterych byl pfidany 0,2 mi Cerstvé pfipraveného roztoku
boritanu sodného ( 4 mg/ml). Smés byla ponechz’ma 4 klidu 2
hodiny pfi teploté 4°C. _ *
\ Nakonec byl konjugat protllatka HRP dlalyzovan pr0t1
S ~§x4 Titram PBS pii-teplotd 2-8°C.- S S
. " Konjugéat byl uskladnén v hnéd’ém'kOn'te'jhe"ru-‘pfi“‘tepl’oté'—“'-* SRR
2-8°C.

6.3.4. Vzorky krve

‘Vzorky krve byly ziskény jak od zdravych dobrovolniki, tak
od pacientd na pohotovosti s klinickymi pfiznaky MI jako napf.

ostrymi bolestmi na prsou, na zakladé jejich souhlasu. Krevni
vzorky byly shromazdovany do vacutainerd, tj. jednorazovych
odbérek, (Becton Dickinson) s pouZitim citratu sodneho.
Plazma byla oddélena centrifugaci pfi 2400 rpm po dobu 15
minut. Pak byla plazma okamZit& pouZita nebo uskladnéna pfi
-70°C. ' | L

6.3.4. ELISA test pro méfeni rozpustného fibrinu
Rozpustny fibrin byl zjidtovan v gerstvych nebo  zmrzlych
vzorcich plazmy s pouzitim enzymového imunosorpéniho testu
sendviCového typu. Imobilizovanou protildtkou byla protilatka
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MH! proti fibrinu, ktera je p¥edmétem tohoto vynalezu.
Zjidtovaci (nebo oznafovaci) protilatkou byl HRP konjugét té
samé protilatky. Jako oznalovaci protilatka muze byt rovnéz
pouzit HRP konjugat antifibrinové protilatky 457. .
Polyvinylchloridové (PVC) 96ti jamkové mikrotitraéni
desti¢ky (Costar Cambridge, MA) byly potaZeny monoklonélni
protilatkou MH1 inkubaci 100 pl roztoku Mab (v 50 mg/ml) v
inkuba¢nim pufru (borat sodny, pH8,5) po dobu 12-16 hodin pfi
teploté 4°C.  Nenavadzand protildtka byla z mikrotitradnich
destiCek odstranéna trojim omyﬁni jamek roztokem PBS-Tween.
Jamky potazené MH1 byly dale potazeny BSA inkubaci 200 ul
roztoku BSA (1%) v PBS (PBS-BSA) po dobu 1 hodiny pfi
teploté 37°C. Nenavazany BSA odstranén pieklopenim desticek
dnem vzhdru a jejich ponechani na papirovém ruéniku, aby .
odkapaly. | Vzorky s citritem (50 pl) obsahujici rozlpustny fibrin ™
byly inkubovdny v jamkéch s blokovanymi MHI1-BSA po dobu

30 minut pfi teplot& 37°C. Nenavazany material byl odstranén = .

pieklopenim destiCek a jejich jemnym odkapanim. Jamky pak
byly tiikrat omyty PBS-Tween. Navazany rozpustny fibrin byl =
v jamkach zjisfovédn nejdfive inkubaci se 100 ul roztoku
PBS-BSA konjugdtu MHI1-HRP (nebo HRP konjugatu protilatky
proti fibrinu [fibrinogenu] 45J) po dobu 30 minut pfi 37°C.
Nenavédzany konjugat byl odstranén pteklopenim mikrotitraéni
desticky a trojim omytim jamek PBS-Tween. Navéazany
konjugat byl zjistovan pfidanim 100 pl roztoku O-fenylendiamin
dichloridu, ktery byl v jamkach ponechan po dobu 10 minut pfi
laboratorni teploté. Roztok substratu byl pfipraven rozpusténim
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tabulky O-fenylendiamin dichloridu v roztoku citratu sodného
obsahujicim H,0,. ' '

" Kolorimetrickd reakce byla zastavena po 10 minutdch
pfidanim 25 pl roztoku H,SO, (IM). Absorbance roztoku v
kazdé jamce byla urlovéna pfi 490 nm ve &tecim zafizeni pro
mikrotitraéni desti¢ky Thermomax (Molecular Devices, Menlo
Park, CA). '

_6.3.5. Piiprava kolon pro afinitn{ chromatooraﬁi
e Kolony Sepha_rgs_y_ "MH1 _byly pnpraveny naslegpj}clgg_:_“ o
zplisobem: | S
Zmrzla vysufend Sepharosa 4B (Pharmacia) aktivovana
bromkyanem byla odvaZena v mnoZstvi 1 g a rozmichdna v
" 1mM HCL. Nabobtnaly gel byl 15 minut promyvan 1 mM HCl
' na sintrovaném sklenéném filtru.
Protilatka MH1 (20 mg) byla rozpu$téna ve spojovacim
pufru (0,1 M NaHCO3, pH3,3 obsahujicim 0,5M NaCl) a jemn¢ -
vmichana do nabobtnalého gelu v uzaviené nadob€ a ponechana
pti laboratorni teploté 2 hodiny nebo pfi 4°C ptes noc.
Po promychéni byl gel promyt spojovacim pufrem, aby se
odstranila nadbyteéna protilatka. - Nezablokovand aktivni mista
‘byla zablokovina reakci s 0,IM . Tris HCI, pH8,0 (nebo
ethanolaminem, pH?, 0) trvajici 2 hodiny pfi laboratorni teplote.
Gel s navdzanou protilatkou pak byl t¥ikrat promyt 0,1IM
octanovym pufrem (pH4,0 obsahujicim 0,5M \IaC[), po kterém | . |
nasledoval Trisovy pufr (0,1M, pH8,0 obsahujici NaCl 0,5M).
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Spérovana protilatka byla uskladnéna p¥i 4°C v 0,05% roztoku s
azidem sodnym.

Kolony Sepharosy s DesAABB monomerem fibrinu byly
pripraveny takto:
DesAABB monomery fibrinu byly navdziny na Sepharosu 4B
aktivovanou bromkyanem za pfitomnosti 1M NaBr v 0,1M
boratovém pufru (pHS,2) pfi pouziti stejného postupu jako pfi
piipravé Sepharosy 4B s MH1 protilatkou.

6.3.6 Charakterizace jednotky rozpustného fibrinu
rozpoznavané in vitro testem pro polvmefv
rozpustného fibrinu pouZivajiciho pro detekci
rozpustného fibrinu protilatku MH]1.

Jak jiz bylo dfive uvedeno v oddile 5.5, protilétka' MHI.

nerozpoznava fibrinogen, plazmovy prekurzor polymeru fibrinu.
V oddile 5.5 jsme rovnéz ukazali, Ze tato protilatka rozpoznava
polymery jak sitovaného tak nesitovaného fibrinu. Navic jsme
v tom samém oddile 5.5 poukdzali na to, Ze degradace fibrinu
plasminem (nebo kterykoli proces, ktery vede k destrukci
struktury fibrinovych polymer(l) zplUsobuje ztratu imunitniho
rozpozndvani fibrinu takovouto protildtkou. Nasledn& tato MH1
protildtka nerozeznava Zadny ze zndmych produktd degradace
kovalentniho fibrinu plasminem.
| Dikazy, ze tato MH! protilitka rozpoznavd pouze
polymerni: strukturu fibrinu DesAABB a nerozpoznava
monomerni jednotky DesAABB fibrinu, poskytla afinitni
chromatografie. Stru¢né fedeno, 0,5 mg MH! protildtky bylo

.
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pasazovano pfes 5 ml kolonu Sepharosy-desAABB fibrinového
monomeru. Xolona byla promyta ekvilibradnim pufrem (0,1M
Trisem pufrovany fyziologicky roztok [TBS], pHS,5). Nebylo
pozorovano zidné vyrazné vazani protildtky na kolonu. Jak
ukazuje obrazek 1A, byla tato protilitka z kolony vyeluovéna.

Eluci 6M guanidinhydrochloridem bylo z kolony ziskdno malé

mnoZstvi navizaného proteinu. Protein byl zjistén vySetfenim
~ viech frakci pti 280 nm. Protilatka pak byla uréena testovanim
imunoreaktivity daného proteinu pomoci ELISA testu na pevné

- ——-——fazi-s--pouZitim- mikrotitra¢nich- destiek—potaZenych- fibrinem.- -
""" Pouzity ELISA test je popsan v oddile~5:4:2 vySe: -Protein =~ -~

navazany na kolonu je vysledkem pfitomnosti mal¢ho mnoZstvi
kontaminujiciho rozpustného. * polymeru DesAABB fibrinu
sparovaného s monomerem DesAABB fibrinu v kolong. - Tato
kontaminujici slozka je pfitomna v. potdtetnim materidlu
'pouiitém pro pfipravu kolony monomeru fibrinu DesAABB.
Pro demonstraci, e Sepharosovéd kolona desAABB monomeru

fibrinu ma schopnost vdzat protilatku, byla kolonou v.

" kontrolnim experimentu pasdZzovana monoklondlni protilatka

(Mab) specificka proti fibrinu. Jak je vidét na obrazku 1B,

kolona vézala kontrolni Mab, tj. protilatku proti fibrinogenu
45], a tato protilatka byla op&t ziskdna z kolony eluci
~ guanidinhydrochloridem (6M).

Dikazy, ?e vy$e popsana MHI protilatka rozpoznava.
polyiiery ~ jak ~sitovaného, tak nesitovaného rozpustného
DesAABB fibrinu, byly ziskany v experimentu, ve kterém byly
DesAABB polymery rozpustného fibrinu vytvoteny ptidavkem
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trombinu do plazmy s citrdtem za pfitomnosti EDTA a bez
EDTA (EDTA zabrafiuje faktoru XIIla vytvofit kovalentni vazby
s polymery DesAABB fibrinu). DesAABB polymery sifovaného
a nesitovaného rozpustného fibrinu byly pfipraveny .podle
postupu popsaného v oddile 6.3.1 a jejich pfislu§né
imunoreaktivita byla méfena pomoci ELISA testu podle popisu
uvedeného v oddile 6.3.4. Jak ukazuje obrazek 2, neexistuje v
tomto testovacim systému Zadny vyrazny rozdil mezi
imunoreaktivitou polymerd sifovaného (B) 2 nesitovaného (A)
fibrinu. '

Dikaz, ze MH1 protildtka nerozeznavda DesAA polymer
rozpustneého fibrinu, byl ziskan v experimentu, ve kterém byl - S
polymer DesAA fibrinu pfipraven reakci fibrinogenu nebo
plazmy s enzymem batroxobinem odvozenym od hadiho jedu z .

Bathrops atrox, ktery selektivngé od$tépuje z molekuly *
fibrinogenu fibrinopeptid A (FPA). Batroxobin neS§tépi
fibrinopeptid B (FPB) na rozdil od trombinu, ktery 3tdpi jak -
FPA, tak FPB. Odstranéni FPA vede k polymerizaci -
monomerovych jednotek desAA fibrinu a k vytvofeni fibrinové -«
srazeniny DesAA. Obrdzek 3 ukazuje tvorbu srazeniny, jak
byla méfena absorbanci reak&ni smési p¥i 340 nm pti inkubaci
vzorku fibrinogenu s roztokem batroxobinu po dobu 15 minut
pfi laboratorni teploté. Absorbance se s Zasem zvy3ovala tak,
jak se zvy3ovala " délka a koncentrace polymerd DesAA
rozpustného fibrinu, dokud se nevytvofila koneéna srazenina. V
experimentu na  otestovani schopnosti MHI protiltky
rozpoznavat desAA fibrin byl polymer desAA fibrinu vytvoten

e 3.2
FES Y
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in vitro inkubaci vzorku fibrinogenu s batroxobinem (konedna -

koncentrace 0,5 jednotek/ml) pfi 37°C. Ze vzorku byla po
reakci s batroxobinem odebirana alikvotni &4st kazdych 7 minut
a testovana ELISA testem podie oddilu 6.3.4. U tohoto vzorku,
tj. vzorku C podle obrdzku 4, nebyla zjisténa 74dna reaktivita.
Z tohoto experimentu miZeme rovnéz vydedukovat, Ze tento
testovaci systém nerozpdznévé komplex fibrinogen-desAA

fibrin, ktery je ‘daiSim zdrojem rozpustného fibrinu. Je zfejmé,

3¢ reakdni smés vytvofend v tomto experimentu obsahovala

takove Jednotky ~"rozpustného - fibrinu” —protoZe— batroxobm -

vytvarl monomery déSAA fibrinu, které jsod volné pro interakce™
s daldimi desAA monomery nebo s neitépenymi molekulami
fibrinogenu. Protoze v tomto testu nebyla po pfidéni

batroxobinu pozorovana 24dna reaktivita, muZeme vyslovit |

zavér, ze tento test nedetekuje tyto fibrinogen-desAA fibrinové
jednotky. Vzorek B, ktery byl pozitivni kontrolou, se sklddal z
polymert DesAABB fibrinu vytvofenych reakci vzorku plazmy
s trombinem a hirudinem. Jako negativni kontrola byl pfidén
nezreagovany fibrinogen, tj. vzorek A.

Rozpustny fibrinovy komplex miZe rovnéZ vzmknout
pisobenim faktoru XIIIa, ktery spojuje molekuly natwmho
fibrinogenu za vzniku dimerd fibrinogenu (Kanaide se sp., 8L
Lab. Clin. Med. 86: 574-579 (1975)). Tento test nedetekuje
fibrinogen po reakci s faktorem XIlla (FXIIla). V tomto
experimentu byl do jamek mikrotitratni desticky nejdfive pfidan
trombin aktivovany faktorem XIIla a inkubace probihala po
dobu 30 minut pfi 37°C. Po zastaveni aktivity zbytkového
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trombinu byla protilitka MH1 inkubovéana v jamkach po reakci
s FXIIIa a navazana protilitka MH1 byla zjisfovana pouZitim
konjugdtu my3i alkalické fosfatazy. Navdzand antimys$i
protildtka byla zjiStovana pfidavkem substratu alkalické

fosfatdizy.  Hladina MHI protilatky navazané v jamkach
mikrotitratni destiCky byla méfena odeditanim optické density
pfi 490 nm. Obrdzek 5 ukazuje, Ze u znadeného vzorku Fg +
FXIiIa nebyla zjidténa Zadna protilatka MH1 navézana na jamky
mikrotitradni destiCky, coZ ukazuje, %e tato protilatka
nerozpoznava kovalentni struktury fibrinogenu. Jako pozitivni
kontrola byly jamky potaZené fibrinogenem uvedeny v kontakt

s trombinem, &imz se vytvofily polymery fibrinu desAABB. -

Tyto pak byly na vzorku znadeného Fg + trombin testovany na %
imunoreaktivitu s protilatkou MH]1, viz obrazek 5. g

6.3.7 Méfeni tvorby rozpustného DesAABB polvmeru

| fibrinu in vitro. |

Rozpustné polymery fibrinu DesAABB byly in vitro vytvofeny
ptiddnim nizkych hladin trombinu (0.025 NIH jednotek/ml) ke
vzorku plazmy s citratem. Vzorek byl inkubovan pti teploté
37°C. V jednominutovych intervalech byly ze vzorku odebirany
- alikvoty a aktivita trombinu byla zastavena pfidavkem silného |
inhibitoru  trombinu  hirudinu (do kone&né koncentrace
2-ATU/ml). MnozZstvi polymeru rozpustného fibrinu DesAABB
bylo méfeno v kazdém alikvotnim vzorku ELISA testem
popsanym v oddile 6.3.4.
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Obrazek 6 ukazuje, jak mnoZstvi rozpustgého polym"e;u
fibrinu urené absorbanci pfi 490 nm prudce vzristd po prvni
lag fazi trvajici 4-5 minut po pfidani trombinu do plazmy.
Hladina polymert rozpustného. fibrinu dosahuje svého vrcholu
po pfiblizné 7,5 minutich po pfidani trombina do plazmy.
Strmost kfivky hladiny rozpustného fibrinu pozorované po 9-10
minutdch se shoduje s gelovaténim a tvorbou nerozpustnych
fibrinovych polymert (tvorba srazeniny).

__6.3.8 Purifikace polymerd rozpustného fibrinuz plazmy T
afinitni chromatografii vyuiivaiiéi Sepharosu-MH]1.
Vzorek plazmy byl inkubovan s trombinem (0,025 jednotek/ml).
po dobu 7 minut pfi teploté 37°C. Aktivita trombinu byla
zastavena pfidanim nédbytku hirudinu. Reakdni sm&s byla -
pasazovéna pfes kolonu Sepharosa-MH1. Pocatedni material,
vytok z kolony (nenavézany .ma'ter'iél), navazany protein
(purifikovany protein), ktery byl eluovan s pouZitim NaSCN (3)
a dialyzovdn proti PBS, byly testovany na imunoreaktivitu s
MH1 protilaitkou pomoci ELISA testu podle sekce 6.3.4.
Imunoreaktivita plazmy po pfidani trombinu a po zastaveni
. . reakce hirudinem: (poééteéni materidl), navazaného proteinu po ... .
 odebrani z kolony a dialyze (eluce), a nevazaného materialu
‘(nevazany) je uvedena na obrazku 7. Pocateéni materidl a
_vézany protein po_dialyze byly imunoreaktivni s MHI, zatimco
nevazany material nebyl. - |
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6.3.9 In vitro zji§tovani a méfeni polvmeri rozpoustného
kbyalentniho a rozpustného nekovalentniho fibrinu
pro diagnostiku MT

TticetSest riznych. vzorkd plazmy bylo testovino na hladiny
polymert rozpustného nesifovaného a rozpustného sitovaného
DesAABB fibrinu pomoci ELISA testi popsanych vyse v oddile
6.3.4 s MHI1 jako imobilizovanou protilatkou. Po sebrani byl do
vzorkt plazmy p¥idan antikoagulant a vzorky byly zamraZeny.
RozmraZené vzorky byly testovany na polymery rozpustného
sitovaného a nesitovaného DesAABB fibrinu. Deset z tichto
36 vzorkl bylo odebrino od zdravych lidskych jedincd pro
kontrolu. Zdravé kontroly byly ziskdny od dobrovolniki z fad
zdravotnického personalu, ktefi se t&sili plnému zdravi a ktefi
nikdy po namaze necitili bolesti na prsou. V3echny -ostatni
vzorky' byly odebrany pacienttim na oddé€leni intenzivni péde v
mistni nemocnici. Vsichni tito pacienti z oddéleni intenzivni
pece méli klinické ptiznaky (bolest pod prsni kosti) ukazujici na
infarkt myokardu (MI); u 15 pacientl byl potvrzen infarkt .
myokardu; u ostatnich 11 pacientd bylo prokdzano, Ze infarktem
myokardu netrpi. U druhé skupiny pacienti byly vysloveny
ruzné diagnozy véetnsd anginy pectoris, uzkosti, pulmonalni
edemy. Vzorky krve byly od pacientl odebirany okamzité po
Jejich ptijeti na oddéleni intenzivni péte. U vétdiny pacientl
~ byly vedeny zaznamy o pribéhu symptomi. V této studii
vSichni pacienti zaznamenali bolest pod hrudni kosti 1-3 hodiny
pfed pfijetim na oddéleni intenzivni péte. Obrazek 8 ukazuje,
ze viichni pacienti s potvrzenym infarktem myokardu mélj
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vyrazné vy$$i hladiny polymerd rozpustného DesAABB fibrinu
neZ zdravé kontroly (rozdily byly 3-30tinasobné). U pacientd,
ktefi méli bolesti -na prsou, ale nebyl u nich potvrzen infarkt
myokardu, nebyly rozdily mezi hladinami polymerd rozpustného
fibrinu DesAABB. (Hladiny polymeri sitovaného rozpustného a

rozpustného nesitovaného DesAABB fibrinu jsou uvedeny jako

"Hladina rozpustnych fibrinovych Elisa jednotek [x 100Q]).
Citlivost tohoto testu byla tudiz-100% (pro n=36) a
speciﬁta tohoto testu byla rovnéz 100%, tj. test neposkytoval

~ z4dné falesné Kladné nebo zdporné hodnoty,” Mi.fze‘ﬂi'e“tﬁdl'z“‘ -

| vysrlov1t“ zavér Ze tento system testu ma vysokou hladinu

piesnosti diagnézy pEipadi infarktu myokardu.

6.4 SOUPRAVY PRO /N VITRO DETEKCI POLYMERU

ROZPUSTNEHO S{TOVANEHO FIBRINU A
POLYMERU ROZPUSTNEHO NES{TOVANEHO
FIBRINU.

Je potfeba si u védomit, Ze tento vyndlez se neomezuje pouze.na

vyuziti monoklonalnich protilatek v testech. Av3ak tam, kde
jsou tyto protildtky pouzity v testovacich soupravach zde

uvddénych, obsahuji tyto soupravy sadu standard, prvni

protilatku (tj.- imobilizovanou protilatku, na pfiklad MH1), ktera
miZe byt imobilizovdna na  néjakém povrchu, a druhou
protllatku znacenou tvlircem swnalu jak bylo popsano vyse
Tyto soupravy obsahuji standardy s¢ znidmym mnoZstvim
pelymeru rozpustného sitovaného DesAABB fibrinu a
rozpustného nesitovaného DesAABB fibrinu. Takové standardy

71
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mohou byt pfipraveny izolaci rozpustnych sitovanych a
nesitovanych DeSAABB fibrinovych polymert pomoci MH]I
Sepharosové afinitni kolony podle vySe popsaného postupu.
Tyto soupravy mohou rovné% obsahovat soubor pomiicek nebo
chemikalii potfebnych pro reakce s testovanymi vzorky.

Veskeré citované publikace a patenty Jsou uvedeny v
piehledu literatury.

3 -Jw\j v :
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PATENTOVE NAROKY

1. Metoda pro in vitro detekci piitomnosti nebo
mnoZstvi polymerd rozpustného sitovaného fibrinu DesAARB a
polymeri rozpustného nesifovaného fibrinu DesAABB v
savCich vzorcich, vyznadujici se tim Ze zahrnuje
kontakt  daného " vzorku s  protilatkou nebo  jejim
imunoreaktivnim fragmentem, kterd se specificky vadZe na
polymery rozpustného sitovaného fibrinu DesAABB a polymery

- .rozpustného . nesifovaného. . fibrinu- -DesAABB -—za---vzniky-——-— -
imunokomplexu, pfi€emZ se tato -protilitka nebo TjeiiT T

imunoreaktivni fragment nevéZe specificky na: (a) fibrinogen,
(b) produkty degradace fibrinogenu, (c) monomery DesAA
fibrinu, (d) polymery DesAA fibrinu, (e) monomery DesAABB
fibrinu, (f) kovalentni fibrinogen, (g) komplex monomer DesAA
fibrin-fibrinogen a (h) produkty degradace fibrinu, a ktera dale
zjidtuje ptitomnost nebo mnozstvi takového imunokomplexu.

2. Metoda podle naroku 1 vyznalujici se tim,
Z ¢ v ni pouZivana protilitka se specificky vdZe na epltop
‘rozpozndvany monoklonalni  protilatkou oznaenou M}gl
produkovanou hybridomem ATCC HB 9739. .

3. Metodapodlenéroku7vyznac‘:ujic1’ se tim,

Zz ¢ Vv ni pouzivana protilitka je- ‘monoklonalni " protildtka

oznatend MHI a produkovana hybrtdomem ATCC HB 9739,

9. 4 93
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4. Metoda podle naroku 1 vyznadujici se tim,
Ze sav¢im vzorkem je lidsky vzorek. |

5. Metodapodlenaroku4vyznaéuj101 se tim,
Ze hdsky vzorek je télesnd tekutina. ,

. 6. Metodapodle naroku 5 vyznaéujlm se txmi
Ze télesnou tekutinou j Je krev. '

7. Metoda podle naroku 1 vyzna&ujici se tim,
Ze je v ni imunokomplex detekovan nebo kvantifi kovén pomoci -
sekundarni protildtky nebo jejim imunoreaktivnim fravmentem
ktera se specificky vadZe na tento imunokomplex, a ve které je A,
zminéna sekundirni protilitka (nebo jeji imunoreaktivni
fragment) znafena zpravodajskou molekulou, ktera vydava . -
detekovatelny signal, ktery je méten a koreluje s pritomnosti
nebo mnozstvim daného imunokgmplexu. '

8. Metodapodlehéroku?vyznaéuj icise tim,
Z ¢ v ni pouzivanou sekundérni protildtkou je protilatka, ktera
se vaze' na epitop rozpoznivany monoklonalni _protilatkou
oznacenou 4357 a produkovanou hybridomem ATCC HB 9740.

9. Metoda podle ndroku 8 vyznadujici se tim,
Z ¢ v ni pouZivanou sekundarni protilatkou je monoklonalni
protilatka oznacena 45] a produkovana hybridomem ATCC HB
9740.
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10. MetordavyznacCujici se tim,Ze
vyhodnocuje predispozice pro trombotickou pfinodu, napoméha
diagnostice vyskytu trombotické pfihody u savci, zahrnuje
detekci mnoZstvi polymert rozpustného sifovaného fibrinu
DesAABB a  polymerlt rozpustného nesitovaného fibrinu
DesAABB ve vzorku ze zminéného savce, zahrnuje, reakci
zminéného vzorku s protilatkou nebo jejim imunoreaktivnim
fragmentem za vzniku imunokomplexu, pfiCemZz se tato

e ‘protllatka nebo jeji 1munoreakt1_yni _fraomegag specificky nevaze .
na: (a) fibrinogen, (b) produkty degradace ﬁbrmocen—ﬁm(uc)“”
monomery DesAA fibrinu, (d) polymery DesAA fibrinu, (€)
monomery DesAABB' fibrinu,. (f) kovalentni- fibrinogen, ‘(g')
komplex monomer DesAA fibrin-fibrinogen, a (h) produkty
degradace fibrinu za vzniku jejich ilﬁunokomplexu, a kterd
detekuje mnozstvi zminéného imunokomplexu a porovnava dané
mnozstvi- s kontrolnim. vzorkem: za ulelem vyhodnoceni
predispozic pro trombotickou pfihodu nebo za ugelem
monitorovani trombotické ptihody u daného savce.

e e =+ i e e

.11. Metoda podle ndroku 10 vyznadlujici se tim, .
3 e v ni poutivand protilatka se specificky viZe na epitop
rozpoznavany monoklondlni protilitkou oznacenou MHl a
produkovanou hybridomem ATCC HB 9739. . .

12. 'Metoda podle ndroku 11 vyznadujici se tim,




g
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Z e v ni pouZivand protilatka je oznatena MH1 a produkovina
hybridomem ATCC HB 9739. '

13. Metoda podle naroku I0vyzna&ujici se tim,
Z e je jeji pomoci trombotickd ptihoda vybrina ze skupiny
obsahujici infarkt myokardu, trombézu hlubokych  Zil,
pulmonalni embolii, diseminovanou intravaskuldrni koagulaci,
mrtvici a intrakardidlni trombus vznikly v dusledku- sifioveé
fibrilace. |

14, Metodapodienéroku I00vyznadujicise tim,
Z ¢ v ni pouzivanym savéim vzorkem je vzorek lidsky.

15. Metoda podie naroku 14 vyznadujici se tim,
Z ¢ v ni pouZivanym lidskym vzorkem je té€lesnd tekutina.

16. Metoda podle ndroku 15vyznadujici'se tim,
Z ¢ v ni pouZivanou télesnou tekutinou je krev.

I7. Metoda podle ndroku 10 vyznadujici se tim,
Zz ¢ je v ni mnoZstvi imunokomplexu detekovano pomoci
sekunddrni protilatky nebo jejtho imunoreaktivniho fragmentu,
kterd se specificky vaZe na tento imunokomplex, a ve které je
tato sekundarni protildtka nebo jeji ‘imunoreaktivni fragment
znatena  zpravodajskou  molekulou,  ktera produkuje
detekovatelny signal, ktery. je méren a koreluje s mnoZstvim
dané¢ho imunokomplexu.
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A

18. Metoda podle ndroku 17vyznadujici se tim,
% e v ni pouZivanou sekundarni protilatkou je protilatka, ktera
se vaje na epitop rozpozndvany monoklondlni protildtkou
ozna&enou 457I a produkovanou hybridomem ATCC HB 9740.

 19. Metoda podle naroku 18 vyznafujici se tim,
"% e v ni pouZivanou sekundarni protildtkou je monoklonalni 3
, protilatka oznadené 45J a produkované hybridlomem ATCC HB
e __9740___.__ o et e e e o e e o daem mm 4 memn m mon ammv—m e e e n ke e e e b mee e e e e o]
T 20. Souprava‘ pro in~vitro detekci ~pfitomnosti “nebotmrme =
mnoZstvi poly'merﬁ rozpustného sitovaného fibrinu DesAABB a
" polymerd rozpustného nesitovaného fibrinu DesAABB ve
vzorku ze savce,vyznadujici se tim, Ze zahrnuje:

(a) méfend mnoZstvi standardd obsahujicich zminéné
polymery rozpustného sitovaného DesAABB fibrinu a polymery
zminéného rozpustného nesitovaného DesAABB fibrinu;

(b) prostfedky pro vytvofeni’ imunokomplexu s
uvedenymi polymery rozpustného sitovaného DesAABB fibrinu
a polymery uvedeného rozpustného nesitovaného DesAABB
fibrinu, prlc‘.emz tyto prostfedky zahrnuji protllatku nebo jeji
lmunoreaktlvm fragment, kterd se nevdze specifi cky na: (i)
fibrinogen, (ii) produkty degradace fibrinogenu, (iii) monomery
DesAA fibrinu, (iv) polymery DesAA fibrinu, (v) monomery ca
DesAABB™ fibrinu, (vi) “kovalentni fibrin, (vii) komplex
monomer DesAA fibrinu-fibrinogen a (viii) produkty degradace

fibrinu; a
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(¢} prosttedky pro detekci mnoZstvi uvedeného
imunokomplexu.

21. Souprava podle naroku 20 vyznadujici sé
tim Z e v ni pouzivanym prostfedkem pro tvorbu
imunokomplexu- se  zmin&nymi polymery  rozpustného
sitovaného DesAABB fibrinu a zmin&ného rozpustného
nesitovaného DesAABB fibrinu je protilitka nebo jeji .
imunoreaktivni fragment, kterd se specificky viZe na epitop
rozpoznavany monoklondlni protildtkou oznadenou MHI! a
produkovanou hybridomem ATCC HB 9739 "

22. Souprava podle ndroku 21 vyznaé ujici se
tim, Ze v ni pouZivani protilatka Je monoklondlni protilatka -
oznacend MH1 a produkovana hybridomem ATCC HB 9739

23, Souprava podle ndroku 20 vyzna & ujici se
tim, Ze v nipouZivanym prostfedkem pro detekci mnoZstvi
uveden¢ho imunokomplexu je sekundarni protilatka nebo jeji
imunoreaktivni fragment znadena zpravodajskou molekulou,
kterd produkuje detekovatelny signal, ktery je méfen a ktery
koreluje s mnozstvim uvedeného imunokomplexu.

24. - Souprava podle'naroku 23 vyznadujici se
tim, Ze v nipouZivand sekundarni protilatka se specificky
vdze na epitop rozpoznivany monoklonakni protilatkou
oznalenou 45J a produkovanou hybridomem ATCC HB 9740.
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25. Souprava podle naroku 24 v yznafujicise’
t { m, Z e v ni pouZivanou sekundarni protildtkou je
monoklondlni protilitka oznadena 45] a produkovani
hybridomem ATCC HB 9740.

26. Souprava podle naroku 20 v yznalujici se
't { m, Ze dale obsahuje kontrolni vzorek uzitedny .pfi ﬁréoye’mi
predispozice pro trombotickou piihodu, vyskyt trombotii:k‘é
Bt pr1hody nebo prl—sIedovanrtrombotlcke ptihody u-savci: T e

B T e S e B G B T S
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