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Immunvizsgalat oldhato fibrinpolimerek meghatarozasara
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A talalmany targya eljaras monoklonalis ellenanyagok eldallitasara. Az eljaras
soran immunizalt, mikroorganizmus-mentes allatot hasznalnak. A talalmany targya
tovabba eljaras ezeknek a monoklonalis ellenanyagoknak az alkalmazasara,
valamint egy immunizalt mikroorganizmus-mentes &llatb6l szarmazé poliklonalis el-
lenanyagok alkalmazésa'ra in vitro és in vivo Klinikai diagnosztikumokban és
gyogyszerekben. A talalmany targya tovabba egy fibrinspecifikus monoklonalis el-

lenanyag.
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Immunvizsgalat oldhaté fibrinpolimerek meghatarozasara

A jelen talalmany targya eljaras monoklonalis ellenanyagok elGallitasara. Az
eljaras soran immunizalt, mikroorganizmus-mentes allatot hasznalunk. A talalmany
targya tovabba eljaras ezeknek a monoklonalis ellenanyagoknak az alkalmazasara,
valamint egy immunizalt mikroorganizmus-mentes allatbdl szarmazé poliklonalis el-
lenanyagok alkalmazasara in vitro és in vivo Kklinikai diagnosztikumokban és
gyogyszerekben. A talalmany targya tovabba egy fibrinspecifikus monoklonalis el-
lenanyag.

Altalaban Kohlernek és Milsteinnek tulajdonitjak azt, hogy &k tervezték meg
azokat a technikakat, amelyek sikeresen eredményezték az els6 monoklonalis el-
lenanyagot termel hibriddmak létrejéttét [G. Kohler és C. Milstein: Nature 256, 495-
497 (1975); Eur. J. Immunol. 8, 511-519 (1976)]. Ellenanyagot termel6 sejteket (lep
B-limfocitak) mieloma sejtekkel fuzionaltatva (a csontvel6 primer tumorok
rosszindulati sejtjei) hibrid sejtvonalat hoztak létre, amely egyetlen fuzionalt
sejthibridbél szarmazik (ezt nevezik hibriddmanak vagy kiénnak). A hibridéma mind a
limfocitaktol mind a mieloma sejtvonaltdl 6rokélt bizonyos jellemzdket. A
limfocitakhoz hasonldéan a hibriddma egyetlen tipusi immunglobulint szekretalt;
emellett, a mielébma sejtekhez hasonléan, a hibridédmanak rendelkezik a végtelen
szamu sejtosztddasra valo képességgel. Ennek a két tulajdonsagnak a kombinacidja
jelentSs el6nydket biztosit a szokvanyos antiszérumokkal szemben.

A vakcinalt allatokbol szarmazo antiszérumok poliklonalis ellenanyagok
valtozé keverékei, amelyeket soha nem lehet pontosan reprodukalni. A monoklonalis

ellenanyagok nagyon specifikus, egyetlen tipust immunglobulinok. Az egyetlen
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tipusba tartozo immunglobulinokat az antigénen levé egyik, és kizarolag egyetlen
antigén determinansra vagy epitopra specifikus hibriddma szekretalja. Az antigén egy
komplex molekula, amely tobb antigén determinanssal rendelkezik. Példaul, ha az
antigén egy fehérje, akkor egy antigén determinans lehet a szamos peptidszekvencia
egyike [altalaban 6-7 aminosav hosszisagu; M.Z. Atassi: Mol. Cell. Biochem. 32, 21-
43 (1980)], a teljes fehérjemolekulan beltl. Ennélfogva az egyetlen antigén ellen
készilt monoklondlis ellenanyagok eltérhetnek egymastdl, attdl fliggden, hogy melyik
determinans indukalja a képzGdésiiket; de barmely adott hibridoma esetén az dsszes
termelt ellenanyag azonos. Emellett, a hibriddma sejtvonalat kénnyen lehet in vivo
vagy in vitro szaporitani, és a monoklonalis ellenanyagokat magas koncentracioban
eredményezi.

Egy monoklondlis ellenanyag prébaként haszndlhatdé az antigénje
azonositasara. Tehat a monoklonalis ellenanyagokat hasznaljagk az in vitro
diagnosztikumban, azaz példaul a radioimmunesszében és az enzimhez koOtott
immunesszékben (ELISA), valamint az in vivo diagnosztikumoknal, azaz példaul az
egy radioaktiv izotéppal jelzett monoklonalis ellenanyaggal végzett in vivo
képalkotasnal. Emellett egy monoklondlis ellenanyag hasznalhaté egy gyogyszer
bejuttatasanal vivéanyagként, az ellenanyag antigénjét megcélozva.

Azonban, miel6tt egy monoklonalis ellenanyagot hasznalhatnank erre a célra,
az lényeges, hogy az ellenanyag képes legyen a szamunkra érdekes, azaz
megcélzott antigénhez kétédni. Ezt az eljarast ugy hajtjuk végre, hogy atvizsgaljuk a
keletkezett hibriddmakat, hogy meghatarozzuk, melyik hibridéma, ha van egyaltalan
ilyen, termeli azt a monoklonalis ellenanyagot, amely képes a megcélzott antigénhez
kotédni. Ez a szlrdvizsgalat nagyon munkaigényes lehet, mivel példaul akar
tdbbezer monoklonalis ellenanyagot is at kell vizsgalni, miel6tt sikerll azt a

hibriddmat azonositani, amely képes a megcélzott antigénhez kétédni. Ennek
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megfeleléen sziikség van egy olyan eljardsra monoklondlis ellenanyagok eléalli-
tasara, amely ndveli annak a valdszinliségét, hogy a hibridoma ellenanyagot termel a
megcélzott antigénnel szemben.

A jelen talalmany targya eljaras monoklonalis ellenanyagok elGallitasara egy
antigénnel szemben, azzal jellemezve, hogy:

(@) egy mikroorganizmus-mentes allatot immunizalunk az emlitett
antigénnel, hogy lehetévé tegylik, hogy az ellenanyagot termel6 sejtek az emlitett
antigén elleni ellenanyagot termeljék,

(b) az emlitett ellenanyag-termel6 sejteknek legalabb egy részet
eltavolitjuk az emlitett mikroorganizmus-mentes allatbal,

(c) hibriddmat hozunk létre, oly médon, hogy az egyik emlitett ellenanyag-
termeld sejtet egy immortalizalo sejttel fuzionaltatjuk, mikoris az emlitett hibridoma
képes monokionalis ellenanyagot termelni az emlitett antigénnel szemben,

(d)  az emlitett hibridémat szaporitjuk, és

(e) az emlitett hibriddma altal termelt monoklonalis ellenanyagokat
kinyerjlk.

A jelen taldimany targya tovabba eljaras egy monoklonalis ellenanyag vagy
egy mikroorganizmus-mentes  allatbél szarmazé  poliklonalis  ellenanyag
felhasznalasara. A jelen talalmany targya tovabba egy fibrin-specifikus monoklonalis
ellenanyag, valamint eljaras az ilyen monoklonalis ellenanyag alkalmazasara.

Az alabbiakban roviden ismertetjik a mellékelt abrakat.

1(A). abra
Az MH1 és a DesAABB fibrin monomer immunreaktivitdisanak meghatarozasa

affinitaskromatografiaval.



1(B). abra

Kontroll kisérlet, a Sepharose DesAABB fibrin monomer matrix kotési kapacitasanak
meghatarozasara, a fibrinogén-specifikus 45J ellenanyagot hasznalva.

2. abra

A keresztkdtést nem tartalmazd DesAABB fibrin polimerek és keresztkoteses
DesAABB fibrin polimerek immunreaktivitdsa az oldhaté DesAABB fibrin polimerek in
vitro vizsgalataban, MH1 felhasznalasaval.

3. abra

A DesAA fibrin elGallitasa plazma fibrinogén batroxobin-es kezelésevel.

4. abra

Oldhaté DesAABB fibrin polimerek immunreaktivitdsa az oldhaté DesAABB fibrin
polimerek in vitro vizsgalataban, MH1 felhasznalasaval.

5. abra

Az MH1 ellenanyag immunreaktivitasa aktivalt Xlll-as faktorral (Xllla faktor) kezeit
fibrinogénnel.

6. abra

Az oldhatdé DesAABB fibrin polimer in vitro képz6désének mérése, az oldhato fibrin
MH1 vizsgalat alkalmazasaval.

7. 4bra

Az oldhato fibrin plazmabdl valo tisztitasanak demonstralasa, Sepharose-MH1 oszlop
felhasznalasaval.

8. abra

Az oldhaté DesAABB fibrin polimerek mérése mellkasi fajdalomra panaszkodé és

bizonyitottan szivinfarktusban szenvedd betegek verében.
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A jelen taldlmany targya mikroorganizmus-mentes allatok alkalmazasa
monoklonalis ellenanyagok elédllitasaban. A mikroorganizmus-mentes allatokat
el6szor a XIX. szazad vége felé fejlesztették ki, és kiterjedten alkalmazzak azota.

Egy mikroorganizmus-mentes allat egy olyan gnotobidta, amely mentes az
élet minden kimutathato, asszocialt formajatol, beleértve a baktériumokat, virusokat,
gombakat, protozodkat és mas szaprofita vagy parazita forméakat. A gnotobidta egy
olyan allat vagy torzs, amely aszeptikus csaszarmetszésbdl vagy tojasok aszeptikus
keltetésébdl szarmazik, steril technikakkal nevelik fel és folyamatosan steril
korilmények kozott, izolatorban tartjak, és amelyben barmely asszociélt florat és
faunat, ha egyaltalan jelen van, a jelenleg elfogadott mdodszerekkel teljesen meg
lehet hatarozni. (Meg kell jegyezni, hogy minden egér hordoz egy latens leukemogeén
virust, és emiatt egy egeret, amely mikroorganizmus-mentes, de benne van az
emlitett leukemogén virus, a jelen talalmany szempontjabdl mikroorganizmus-mentes
allatnak kell tekinteni.)

Egy mikroorganiémus-mentes rendszer lényege a nemkivant mikroorganiz-
musok bejutdsanak megakadalyozasa. A mianyagbdl, fémbdl, gumibdl és Gvegbdl
levé fizikai korlatok mellett, amelyek kozOtt tartjuk az allatokat, a rendszernek
m(ikddési, operacios korlatokra is sziiksége van, azaz a levegd szlirésére, az étel es
a viz sterilezésére, kesztylikkel valé manipuldlasra, ami a korlatrendszer integrans
részér képezi. Emellett az egyéb anyagoknak az izolatorba vald bejuttatasat is steril
kortilmények kdzott kell végezni.

Az a vélemény alakult ki, hogy barmely mikroorganizmus-mentes allat
hasznalhaté a jelen taldlmanyban. A legaltalanosabb mikroorganizmus-mentes
allatok kdzé tartozik az egér, a sertés, a patkany, a nyul, a tengerimalac, a kecske, a
birka, a f6emlGsok és a szarnyasok, de az egeret részesitjiik elényben, féleg a Balb/c

egeret.
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Szamos publikaci6  foglalkozik a  mikroorganizmus-mentes  allatok
létrehozasaval, gondozasaval és fenntartasaval [Wostmann, B.S. szerk.:
Gnotobiotes: Standards and Guidelines for the Breeding, Care and Management of
Laboratory Animals, National Research Council, National Academy of Sciences,
Washington, D.C. (1970); Coates, M.E. és mtsai.. The Germfree Animal in Research,
Academic Press, London (1968); Pleasants, J.R. Gnotobiotics, Handbook of
Laboratory Animal Science 1, szerk.: Melby, E.C. és mtsai., CRC Press, Boca Raton,
Fla., 117, (1974)]. A fenti publikacidkat a tovabbiakban referencianak tekintjuk.

Az alabbiakban Wostman, B.S. (szerk.) cikkébdl szarmazd Osszefoglalot
kozoljuk [Wostmann, B.S. szerk.. Gnotobiotes: Standards and Guidelines for the
Breeding, Care and Management of Laboratory Animals, National Research Council,
National Academy of Sciences, Washington, D.C. (1970)], amelyben leirjuk a mikro-
organizmus-mentes patkanyok és egerek készitését, gondozasat és fenntartasat.
Megjegyezzik, hogy ez a készités, gondozas és fenntartas hasonlit egyéb allatok
készitéséhez, gondozasahoz és fenntartasahoz.

A létesitményeket, berendezést és az allattartasi eljardsokat ugy kell
megtervezni és mikddtetni, hogy maximalis kérnyezeti kontrollt, optimalis komfortot
és jolétet biztositsunk az allatoknak. A ketreceket, etetSket és itatokat ugy kell
megtervezni és kivitelezni, hogy maximalis komfortot biztositsanak az allatoknak, az
ételt és a vizet tegyék kdnnyen elérhetéve, és a tisztitast valamint sterilezést tegyek
egyszer(ivé és hatékonnya.

A mikroorganizmus-mentes allatokkal kiterjedten folytatott munkahoz elényGs
terliletnek a kdvetkezSkbdl kell allnia:

1. munkaterilet az izolatorok 0sszeallitdsahoz és sterilezéséhez,

2. terllet az izolatorok allatokkal valé tartasahoz, és
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3. laboratoriumi  terilet a  gnotobiotikus  kdérnyezet  rutinszer(
ellenérzéséhez.

Iroda és tapkészito tertlet is lehet a terlleten.

A gnotobiotikus izolatorok tartasara hasznalt szobai kdrnyezetnek meg kell
felelnie a szokvanyos laboratoriumi ragcsalok tartasara megallapitott standardoknak.
A strukturanak rovarmentesnek (rovarbiztosnak) kell lennie, a falaknak és a padlonak
nedvessegmentesnek kell lennie. A vilagitasnak egyenletesnek kell lennie, egész év
soran ugyanazt vilagos-sotét ciklust kell alkalmazni. A szell6ztetésnek gyorsan el kell
tavolitania minden, a kémiai sterilezés altal okozott gézt, és a klimat az alabbiak
szerint kell szabalyozni.

Hémeérséklet Az altalanosan elfogadott allatszoba hémérsékletet (21-27 °C)
lejjebb lehet allitani, hogy az izolator hémérsékletét 22 °C és 26 °C kdzbtt tartsuk.

Nedvesség A relativ nedvességtartalmat (RH) az emberi komfortszintnek
megfelelS értéken kell tartani, azaz 40-60 szazalékon. Ha azonban a szoba leveggjét
hasznaljuk az izolator levegbztetésére, akkor 40-50 %-o0s RH érték az ajanlott.

Levegbztetés A szoba légcseréjének elégnek kell lennie ahhoz, hogy gyorsan
eltavolitson minden, a kémiai sterilezés soran keletkez6 g6zt. Oranként 10-15-sz6ros
légcsere a javasolt. Frissleveg8s szell6ztetével ellatott maszkoknak kell kéznél lenni,
hogy megvedjlik a személyzetet a kémiai gézok veszélyes szintjetdl.

Mikroorganizmus-mentes berendezés  Lasd a szakirodalmat [Sacquiet, E.:

Equipment design and management: General technique of maintaining germ-free
animals, 1-22, In: M.E. Coates (szerk.) The germfree animal in research, Academic
Press, London (1968); Trexler, P.C.: Equipment design and management: Transport
of germ-free animals and current developments in equipment design, 23-35, In: M.E.

Coates (szerk.) The germfree animal in research, Academic Press, London (1968)].
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A kornyezeti mikroorganizmusok kizarasa abszolut szigetelést tesz
szuksegessé. Az izolator sikeres mikodtetése attdl fugg, hogy fenn tudjuk-e tartani
minden idépontban ezt a szigetelést. Két altalanos tipusu izolatort lehet beszerezni,
fembdl és mianyagbdl. Nehany fembdl készilt egységet ugy allitanak eld, hogy a
138 kPa bels6 gbéznyomast is kibirja [Reyniers, J.A.: Design and operation of
apparatus for rearing germ-free animals, Ann. N.Y. Acad. Sci. 78, 47 (1959);
Miyakawa, M.: The Miyakawa remote-control germ-free rearing unit, Ann. N.Y. Acad.
Sci. 78, 37 (1959)]. A tobbi berendezést altalaban egy nagy autoklavba teszik a
kezdeti sterilezéshez [Gustafsson, B.E.: Lightweight stainless steel systems for
rearing germ-free animals, Ann. N.Y. Acad. Sci. 78, 17 (1959)].

Manapsag leggyakrabban a flexibilis-film izolatort hasznaljak [Trexler, P.C. és
L.l. Reynolds: Fiexible film apparatus for the rearing and use of germ-free animals,
Appl. Microbiol. 5, 406 (1957)]. Altalaban flexibilis rétegzett vinilbél késziil, kémiailag
kell sterilezni, és kdonnyen adaptalhatdé a specifikus igenyekhez. Egy masik tipus,
amely egymashoz kapcsolt nagy nyloncsdvekbdl all, autoklavban sterilezhetd [Lev,
M.: An autoclavable plastic unit for rearing animals under germfree conditions, J.
Appl. Bacteriol. 25, 30 (1962)]. Plexi izolatorokat és egyszer hasznalatos flexibilis
film-egységeket is kifejlesztettek. Ezek kdzll szamos elég kdnnyl ahhoz, hogy kettét
vagy harmat egymas tetejére tegylink, ezzel alaptertletet lehet megtakaritani.

Altalaban egy specidlis hengert hasznalnak a tap és a segédanyagok
sterilezésére a hdérzékeny izolatoroknal. Ugy kell megtervezni, hogy nagy
szliréfeltlettel rendelkezzen, ami megkdnnyiti a levegd tavozasat a nagyvakuummal
miikédé autoklavoknal [Trexler, P.C.: An isolator system for control of contamination,
Lab. Anim. Care 13, 572 (1963)]. Egy masik mddszer szerint hengerhez egy dréncsé

csatlakoztathatd, amely a levegbbe szellbzik a leveg6 és a kondenzatum



-9 - RS I
eltavolitasara a sterilezés soran [Jaworski, N.E. és C.E. Miller: Refinement of the
cylinder technique for supplying germfree izolators, Lab. Anim. Care 13, 591 (1963)].

Sterilezés Az izolatorban hasznalt minden berendezésnek, tapnak,
alomnak, viznek és levegdnek teljesen sterilnek kell lennie. A hasznalt modszereket
és korulmenyeket az egyes dolgok természete hatarozza meg.

A nyomas alatti g6z a legjobban ismert sterilezési modszer. Kiléndsen
alkalmas olyan pordzus anyagok sterilezésére, amelyek hére stabilak. Minden olyan
felliletet, amely mikroorganizmusokat hordozhat, kézvetlen érintkezésbe kell hozni a
g6zzel. Az érintkezés id6tartama fugg a hasznalt hémérséklettél. Az ajanlas szerint a
sterilezendd anyagnak a hé szamara legkevésbé hozzaférhetd részét (a csomagok
kdézéppontjat) legalabb 15 percig 121 °C-on kell tartani. A sterilitds biztositasara
végzett alapos ellenérzés utan magasabb hémérséklet és rovidebb expozicios id6 is
hasznalhaté. A tap, az alom és egyéb anyagok standard csomagmérete nagyon
fontos abbdl a szempontbdl, hogy biztositsuk a g6z konstans, elére lathatd
penetracios idejét.

Szaraz h6t hasznalnak az izolator levegSutanpdtlasanak biztositasara
[Miyakawa, M.: The Miyakawa remote-control germ-free rearing unit, Ann. N.Y. Acad.
Sci. 78, 37 (1959); Gustafsson, B.E.: Lightweight stainless steel systems for rearing
germ-free animals, Ann. N.Y. Sci. 78, 17 (1959)].

A hére érzékeny, nem-porozus anyagok, f6leg a flexibilis film-egységek
sterilezésére gyakran hasznaljgk a perecetsavat (CH3COOOH). Ezt a savat 2
szazalékos oldatban alkalmazzak egy nedvesit§ anyaggal (detergens) egyiitt
[Trexter, P.C. és L.Il. Reynolds: Flexible film apparatus for the rearing and use of
germ-free animals, Appl. Microbiol. 5, 406 (1957)]. Mas vegyszerek hasznéalhatok
specialis helyzetekben, azaz példaul a hipokloritok, jodoférok, vagy kvaterner

ammodniumvegyuletek a folyadékcsapdaban, hogy a hiszterektomiaval sziletett
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Ujszulotteket bevigyék, vagy HgClo-t hasznalnak arra, hogy a tojasokat kikoltés el6tt
steril kéruimények k6zott vigyék be.

Etilénoxid (ETO) hasznalhaté a nem-nedveseds, hére érzékeny darabok
sterilezésére. A sterilezés ideje fligg a h6mérséklettdl, a paratartalomtdl, a nyomastol
eés az ETO koncentracidjatdl. Az ETO kémiailag reagalhat az alom és a tap
komponenseivel, és igy toxikus vagy nem kivant vegylletek keletkeznek. A
gyulékonysaga és mérgezd tulajdonsaga miatt az ETO sterilezésre vald rutinszer(
felnasznalasat a kereskedelmi forgalomban levé gazkeverékekre kell korlatozni,
amelyek maximum 20% ETO-t tartalmaznak.

Az Uvegszal szlrbket altalanosan hasznaljak a levegd sterilezésére.

A folyadékok membranszirése arra hasznalhatd, hogy elkerlljik a hével vald
erintkezést, feltéve, hogy ezek a membranok abszolut szlirék, azaz példaul olyan
szlr6k, amelyek kisz(rik a 0,22 mikrométernél nagyobb atmérgji részecskéket.

A gamma-sugarakkal vagy elektronsugéar-forrasokkal valdo besugarzas
hasznalhat6 tdpok vagy mas specialis anyagok sterilezésére. A hasznalt dozis 2,5 -

-6 x 100 rad.

Belsé kornyezete

HEmérséklet: A belsd izolator hémérséklete a szobai kbrnyezet fliggvénye és
22-26 °C kozott kell tartani.

Paratartalom: Az izolatorban lecsapddhat a nedvesség, ha tulterhelik,
ha nem elegendd a szell6zés, vagy ha a ketté egyszerre fordul el§. Az izolatorba
belepb levegd relativ paratartalmanak 50% alatt kell lenni, elénydsen 40 % folott.

Levegdbellatas: Az izolatorban dranként 12-20-szoros légcserét kell
biztositani, és 8-13 cm vizoszlopnak megfeleld pozitiv talnyomast. A levegét

bejuttathatjuk kdzponti forrdsbdl, vagy az egyes egységek egyedi légbefuvéi
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segitségevel. Egy turbina-tipusu légkompresszor a javasolt berendezés a kdzponti
levegdellatasi rendszerhez, mivel az olajdugattyd tipus hajlamos arra, hogy olajat
porlasszon a levegGellatasi rendszerbe.

Egy legdiffuzio izolatornal [Trexler, P.C.: Equipment design and management:
Transport of germ-free animals and current developments in equipment design, 23-
35, In: M.E. Coates (szerk.) The germfree animal in research, Academic Press,
London (1968)] nem fordul elS a levegézés ledllasa, ha megsziinik az energiaellatas.
Ennek a tipusnak azonban az a hatranya, hogy kisebb a légcsere éranként, és nincs
meg benne az a pozitiv védényomas, amely meg tudja akadalyozni a fert6z6dést, ha
a szigetelésen kisebb rések keletkeznek.

Intézkedesek vészhelyzetben:  Ha a levegbellatasban csak néhany perces
zavar all be az energia kieseése vagy mechanikai hiba miatt, akkor megfeleld elzetes
intézkedéseket kell tenni, hogy fenntartsuk a levegé nyomasat az izolatorban. A nem
alatamasztott film izolatorok dsszeomiasa az allatok megfulladdsahoz vezethet, de a
sokkal kozvetlenebb veszély az, hogy az allatok elérhetik és megrongalhatjak a filmet
vagy a kesztylket. Az egyedi izolator levegGellatashoz csak egy
szUksegaramforrasra van szlkség. Egy kozponti légellatasi rendszerben kell lenni
egy masodik turbinakompresszornak, a folyamatos levegdellatashoz.

A hémerséklet és a nyomas grafikus rogzitése ajanlott. Egy audiovizudlis
riasztérendszert kell beépiteni egy kdzponti levegGellatasi rendszerbe, amelynek
akkor kell mikodésbe lépnie, ha akar az energiakimaradas akar mechanikai hiba
miatt csékken a vonalnyomas. Hasonld riasztorendszereknek kell jelezniiik a bevitt
levegé hdmérsékietében bedllt nemkivanatos fluktuacidkat. Az egyedi izolator
levegbrendszerek esetében a szobai kOrnyezet folyamatos grafikus rogzitése is

szukséges.
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Ketrecek és beisd berendezések

Berendezés: Egy izolator berendezései alaplistajanak tartalmaznia kell a
biztonsagi tetével ellatott ketreceket, vizespalackokat és ételgaratokat, védés
miianyag kesztylket a mdanyag kesztylkhoz, egy extra ajtotomitést vagy sapkazard
gylrit, hosszu gumihegyl fogdkat, hemosztatokat, ollokat, egy torilkdzét,
polyaszivacsokat, egy kétliteres kannat a mlszerek tartdsara, egy lefedett
négyliteres eélelmiszerkannat, kanalat, tenyészt§ csoveket, papirzsakokat és
nedvességnek ellenallé zsakokat a piszkos alomnak.

A ketreceket sima, korrozidnak ellenallé anyagbal kell késziteni. Ellenalloknak
kell lennitk a folyadékoknak és kdnnyen sterilezhetéknek kell lennitk. Az
elfogadhato anyagok kozé tartoznak a miianyagok, a rozsdamentes acél és az Giveg.
A galvanizalt fém korrodalédik és nem ajanlott azért sem, mert a nyomelem
szennyez&dés befolyasolhatja a kisérleti eredményeket.

A ketrecek meretét altalaban a belép6 kapu mérete korlatozza. Egy ndstény
egérnek sziikséges minimalis teriilet a szeméttel egyiitt 970 cm?2. Egy allatnak
szamos esetben tobb terlletre van sziiksége.

Az 1. tablazatban listdzzuk az allatonkénti ajanlott alapteriletet egerekre és

patkanyokra, a sulycsoportok szerint.
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1. Tablazat

Ajanlott allatonkénti alapterulet ketrecben tartott egerek és patkanyok esetében

Kategoria Allatonkénti Ketrecenkenti
szama Suly(q) teriilet (cm2) maximalis populacid
EGEREK

1 10-ig 40 40

2 10-15 50 30

3 15-25 75 20

4 25 folott 95 16
PATKANYOK

1 50-ig 95 50

2 50-100 110 50

3 100-150 125 40

4 150-200 150 40

5 200-300 185 30

6 300 folott 260 25

Vegyes ajanlasok

A kisebb szivargasok ellenérzésére freonteszteket javasolnak, hogy a
szigetelGrendszer integritasat biztositsuk.

Mindegyik egységet fel kell szerelni egy sajat berendezéssel, amely idGben
nyilvantart minden folyamatot, beleértve az egység Osszedllitdsat és sterilezését.
Ezeket a nyilvantartasokat legcélszeriibb fémbdl készilt kérhazi nyilvantartas-
boritékban tartani, amelyeket az izolator szamaval azonositunk. Ezeknek tartal-
mazniuk kell feljegyzéseket a rutinszerl karbantartasi munkakrél, azaz példaul a
keszty(ik kicserélésérdl. A szaporodas-teljesitményrél szélo feljegyzéseket is

ugyanabban a boritéban kell tartani.
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Mivel az izolatorok belsejében kevés a tér, korlatozott a hely, ezért papirbdl
készllt, dsszecsukhatd tartokat ajanlanak a taphoz és az alomhoz, valamint az
allatoknak a steril atjaroval sszekotott izolatorok kozotti szallitasara.

Az izolatorban nem hasznalhatd éter, mert az elektrosztatikus szikra
felrobbanthatja. Fluothane-t (brémkiértrifluoretan) ajanlanak helyette illékony, nem

éghetd érzéstelenitbszerként.

Tapok, alom és viz

Altalanos ajanlasok

A kereskedelmi forgalomban beszerzett tapok teljes Osszetételét meg kell
adni, listazva az 0Osszes alkotdéelemet és koncentracidjukat, beleértve a
konzervaldszereket, antioxidansokat és egyéb adalékokat. Az eldallitas idépontjat jol
lathatoan fel kell tintetni. A gyartéonak garantalnia kell, hogy a tap megfelel az alabbi
feltételeknek:

1. A természetes hormonaktivitas elfogadhaté hataron beill van.

2. Nincsenek benne olyan adalékanyagok, amelyek gydgyszereket,
hormonokat, antibiotikumokat vagy barmely olyan anyagot tartalmaznak, amelyek
abnormalis fiziolégiai koérilményeket teremtenek, vagy interferalnak az éppen folyo
vizsgalattal.

3. Nincs bennik szalmonella, a statisztikailag kivalasztott mintak
elemzése alapjan.

4. Nincs bennlk ragcsalé és féregszennyezddés.

5. Nincs bennlk nyers husdarab vagy haldarab,amely patogéneket tartal-

mazhat.
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A tapok dusitasa

A mikroorganizmus-mentes dllatok taplalékanak tébbet kell tartalmaznia
bizonyos tapkomponensekbél mint amennyi a normal szint, hogy kompenzaljuk a
vitaminok (kulondsen bizonyos B vitaminok valamint az A és D vitaminok)
elvesztését, valamint a fehérje tapértékének csokkenését a hdsterilezés miatt (a
hozzaférhets lizin, metionin, arginin és triptofan mennyisége csdkken le). Emellett
tartalmaznia kell megkivant tapanyagokat is, amelyek a szokvanyos allati tapokban
megtalalhatok, mert a tapcsatornaban él6 mikroorganizmusok megszintetizaljak
[Reddy, B.S., B.S. Wostmann és J.R. Pleasants: Nutritionally adequate diets for
germ-free animals, 87-111; in. M.E. Coates (szerk.): The germ-free animal in
research, Academic Press, London (1968)]. llyen tap példaul az L-485, egy olcso tap,
amelyet alaposan megvizsgaltak [Kellogg, T.F. és B.S. Wostmann: Rat and mouse
stock diet L-485, Lab. Anim. Care (1969)], és nagyobb mennyiségben elSallithatd
(lasd 2. tablazat). A specifikus aminosavakkal valo kiegészités az Osszfehérje-
tartalom novelése helyett a fehérjemindség csokkenésének kompenzalasanak
tekinthetd. A tap fehérjetartalmanak ndvelése nagyobb fogyasztast és vizkivalasztast
eredményez, ami nedves korilményeket okoz, és ezaltal korlatozza az egy adott

méret(i izolatorban tarthato allatok szamat.
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2. Tablazat

Az |_-485, patkanyok és eqgerek szamara készitett tap 6sszetétele

Adalékanyag

Tap

Orolt sarga kukorica

Szgjaliszt (nyersfehérje 50%)
Lucernaliszt (dehidralt; 7% fehérje)
Kukoricaolaj (egyszer tisztitott)
NaCl

CaHPO4 x H20

CaCOgj3

Lizin (tapmindség)

Metionin (tapmindség)

B.H.T. (butilezett hidroxitoluol)

Nyomelemkevereék

Vitaminkeverek

A

D3

E (tokoferol-acetat)

K3 (menadion)

Riboflavin

Pantotéensav

Niacin

Kolin-klorid

B12 (0,1%-o0s trituraciéo mannitban)
Tiamin-HCI

Piridoxin-HClI

Félsav

Para-amino-benzoesav

Mennyiség/kg

590 g
300
35
30
10
10

5

5

5
0,125
0,25

26000 NE
1000 NE
225 mg
90

30

285

65

2000

65
20
10
50
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2. tablazat folytatasa

Nyomelemkeverék (kereskedelmi)

Mn (manganoxid formaban) 65 mg
Fe (vaskarbonat formaban) 20

Cu (rézoxid formaban) 2

Zn (cinkoxid formaban) 15

| (kalcium-jodat formaban) 1,5
Co (kobaltkarbonat formaban) 0,6

Gozsterilezés

[Reddy, B.S., B.S. Wostmann és J.R. Pleasants: Nutritionally adequate diets for
germ-free animals, 87-111; in: M.E. Coates (szerk.): The germ-free animal in
research, Academic Presls, London (1968)].

Az aktudlis eljaras fliigg a hozzaférhetd berendezéstdl. Harom lényeges faktor
van:

1. Az elGsterilezési vakuum, ha lehetséges, akkor legaléabb 50 Hgmm
legyen, mert ez elGsegiti, hogy a g6z behatoljdn a tapba, ami az atmoszféraba
szell6z6 hengerben van. 70 Hgmm vagy magasabb nyomas akkor ajanlott, ha a
henger nem szell6zik az atmoszféraba.

2. A teljes sterilitast biztosito legrovidebb sterilezési fazist kell hasznalni, a
berendezés és a gyakorlat altal diktalt plusz biztonsagi tartalékkal. A tap belsé
magjaban mért h6mérsékletnek legalabb 121 °C-t kell elérnie. Az aktualis sterilezési
fazisnak ezen a homérsékleten legalabb 15 percig kell tartania. A magasabb
sterilezési hémérsékletek esetében a sterilezési id6 viszonylag rovidebb.

3. A sterilezés utani vakuum gyorsita a tap hdémérsékletének

csOkkenését. Ezzel elkerlljik a tapanyagok sziikségtelen hébomlasat. A
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berendezést azonban ugy kell tervezni, és olyan teljesitménylinek kell lenie, hogy
elkerlljlk a szivargast a miveletnek ebben a szakaszaban.

A tapok hdsterilezése soran az a cél, hogy elkeriiljlik egyrészt a nem tokéletes
sterilezést, masrészt a folosleges, hosszi ideig tartd szuksegtelen
tapértékcsokkenést. Jollehet bizonyos mértékl tapértékcsdkkenés elkerilhetetlen,
egész elfogadhatd eredményeket kaphatunk, a kovetkez6 paraméterek
valtoztatasaval:

(@)  Technikai eljarasok, ugymint a hémérséklet, idS, sterilezés el6tti és
utani vakuum, részecskeméret.

(b)  Atap viztartalma. Ha fokozzuk a viztartalmat, ez el6segiti a B-vitaminok
jobb visszanyerését a sterilezés utan [Zimmermann, D.R. és B.S. Wostmann: Vitamin
stability in diets sterilized for germfree animals; J. Nutr. 79, 318 (1963)]. A szilard
tapoknal 25%-os viztartalom, vagy olyan magas viztartalom javasolt, ami még nem
rontja a tap tarolasi mindségét. A tap viztartalmanak valtozasat kdvetSen djra meg

kell vizsgalni, hogy a tap milyen gyorsan éri el a sterilezési h6mérseékletet.

Sugarzasos sterilezés

[Reddy, B.S., B.S. Wostmann és J.R. Pleasants: Nutritionally adequate diets for
germ-free animals, 87-111; in: M.E. Coates (szerk.): The germ-free animal in
research, Academic Press, London (1968); Ley, F.J., J. Bleby, M.E. Coates és J.S.
Paterson: Sterilization of laboratory animal diets using gamma radiation; Lab. Anim. 3
221 (1969)].

A technikdk és a dozimetria figg a berendezéstSl a s sugarzas tipusatdl.
Jollehet dltaldban a sugarzasos sterilezést ugy értékelik, hogy a tapérték kisebb

romlasat okozza, mégis jelenleg azt javasoljak, hogy a tapokat gbzzel sterilezzék.
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Sterilitasvizsgalat

A barmilyen sterilezési eljarassal elért sterilitas ellenérzéséhez a Bacillus
stearothermophilus spérait tartalmazé csikok hasznalata ajanlott. A csikokat a tap
kozéppontjaban kell elhelyezni. Emellett az izolatort €és a benne levé allatokat
periodikusan ellendrizni kell mikrobiologiai tisztasag szempontjabdl. Ez az ellenérzés
ahhoz sziikséges, hogy ellenérizzliik a véletlen szennyez6déseket, amik az izolator
repedéseibdl vagy az izolator illetve tartalmanak nem kielégité sterilezésébdl
szarmazik. Ennek elérési mddja megtalalhaté a szakirodalomban [Wostmann, B.S.
szerk.: Gnotobiotes: Standards and Guidelines for the Breeding, Care and
Management of Laboratory Animals, National Research Council, National Academy

of Sciences, Washington, D.C. (1970)].

A tapérték sterilezés soran valdé romlasanak becslése

A létfontossagu tapkomponensek elvesztésének j6l hasznalhatd ellenérzésere
a savval extrahalhaté tiamin meghatarozasat ajanljadk, ami a taphoz hozzaadott
tiamin kinyerésére jellemzé [Wosstmann, B.S. és P.L. Knight: The effect of methyl
alcohol on the conversion of thiamine to thiochrome; Experientia 16, 500 (1960)]. A
25%-nal kisebb kinyerés a tap altalanos tapértékének jelentés romlasat mutatja. A
megfelel6 berendezéssel és odafigyeléssel 50%-0s vagy annal magasabb kinyerést

kell elérni.

A szilard tap tarolasa

Mivel a mikroorganizmus-mentes kisérleteknek altalaban magasak a
koltségei, ezért kiildndsen kell vigyazni arra, hogy soha ne hasznaljunk olyan tapot,
amelynek a tapértéke jelentésen leromlott. Az az ajanlas, hogy (a) a nem-sterilezett

tapot mindig hdtve taroljuk, és soha ne taroljuk egy honapnal hosszabb ideig, és (b) a
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sterilezett tapnak az izolatorban valo tarolasa egy hét vagy kevesebb lehet, és soha

nem haladhatja meg a 10 napot.

Alom

Az almot hetente legalabb egyszer cserélni kell. Az ajanlas szerint az alom
anyaganak konnyen sterilezhetdnek kell lennie, és nem szabad az allat altal kénnyen
fogyaszthatonak lenni. Nem szabad, hogy a sterilezési eljaras kovetkeztében toxikus
komponenseket tartaimazzon. Pormentes fehér flirészport és forgacsot javasolnak.
Harsfa- és nyarfaforgacs valamint daralt kukoricacsé Is elfogadhato. Diatémafdld
termékek, cédrus, gyantas fak, és keményfak nem ajanlottak. Az etilénoxidos
sterilezést addig nem szabad hasznalni, ameddig a karos anyagok képz&désének

lehet6ségét nem tisztaztuk.

Viz
Az ivovizet sterilezni kell. Autoklavozhatjuk négyszdégletes csomagolasu
palackokban, Mason korsékban, vagy az egységhez kapcsolt tankokban. Minden

egyes tartoban hagyni kell egy kis levegét.

A gnotobidtak csaszarmetszéssel vald elgallitasanak elvei

Minden csaszarmetszéses operacio sikere részben attdl fligg, hogy hagyjuk-e
a a terhességet teljesen kifejlédni. Ez kilénésen igaz azokra az 4allatokra,
amelyeknek rovid a gesztacios periédusa, ahol a magzat végsd sulyanak 20%-at a
szulés elétti utolsd 24 éraban kaphatja meg. Az id6zitett paroztatasok elég sikeresek,
de azoknal az allatoknal, amelyek nagy almot vetnek (patkanyok és egerek),
segithet, ha megvarjuk, amig az anya megszili az elsé utédat, és csak utana

kezdjik meg az operaciét. A tengerimalacoknal a legmegfelelébb modszer az, ha a
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mitéthez azon az alapon valasztjuk ki az anyakat, ha mérjik az agyékcsontok
szétallasat [Philips, B.P., P.A. Wolfe és H.A. Gordon: Studies on rearing the guinea
pig germfree; Ann. N.Y. Acad. Sci. 78, 183 (1959)].

A csaszarmetszéssel szlletett utodot még azeldtt kell mikroorganizmus-
mentes kornyezetbe juttatni, miel6tt el6szor levegét vesz. El lehet venni kdzvetlen(l
az anyatdl hiszterotomiaval, egy felvagott steril membranon keresztil bejuttatva egy
steril izolatorba, vagy hiszterektomiaval, egy germicid csapdan keresztil, egy steril
izolatorba juttatva. A szokasos sebészeti beavatkozas a ndstényen a
csaszarmetszés el6tt a hasi szérzet eltavolitasa, valamint az operacid teruletének
tisztitasa és fertétlenitése. Az érzéstelenitést el6nydsen a nyakcsigolya
diszlokaciojaval végezziik patkanyokban és egerekben, jollehet hasi kdzépvonali
helyi érzéstelenités vagy altalanos érzéstelenités is hasznathato, anelkul, hogy a
magzat depresszidja és halanddésaga jelentds szintet érne el. A tengerimalacoknal a
miitétet altalaban nyugtatdzas és helyi érzéstelenités utan végezzik.

A hiszterotébmiaval vilagra jott Gjszulott bejuttatasa egy hatarold6 membranon
keresztiil specialis izolator berendezést igényel. A Reyniers féle rozsdamentes acél
sebészeti egységnek [Reyniers, J.A.: Germfree life methodology (gnotobiotics) and
experimental nutrition; Proc. 3rd Internat. Congr. Biochem, Briisszel; 458-466 (1965)]
van egy beépitett horizontalis fém osztdlapja, amely elvalasztja egymastol az egyseg
alsd és fels6 részét. Az osztdlap tartalmaz egy koéralaku nyilast, amit egy mylar
m(anyag film borit, hogy fenntartsa a felsé rész integritasat. A mitéthez el6készitett
néstényt az alsé részbe tessziik, és a miitétet ebben a steril részben hajtjuk vegre. A
m(ianyagon és a b6ron szikével vagy elektrokauterizaciéval egy vagast ejtink. A bor
bemetszéséhez az OnsterilezG elektrokauterizald penge az elényds. A bér és a mylar
széleit dsszekapcsoljuk és tikrozziik. Steril textiliat helyeziink a hasra, hogy lefedjuk

a béron tett vagast, majd meleg sterilezészert (benzalkénium-klorid 1:1,000) viszink
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az exponalt izomburokra, miel6tt megnyitjuk a haslreget. Nagyon o6vatosan kell
eljarni, hogy ne vagjunk bele a belekbe. Egy par csipesz vagy hemosztat bevitele a
hasfal és a zsigerek kdzé hasznos lehet. Ezutan megnyitjuk a méhet, és eltavolitjuk
az Ujszllottet. A magzati membranokat eltavolitjuk, és a kéldékzsindrt elszoritjuk
majd elvagjuk. Az Ujszlldttet dSvatosan megszaritjuk és masszirozzuk, hogy
serkentsiik a légzést. Ezutan egy felnevel6 egységbe visszik at, hogy egy
nevelanya taplalja, vagy kézzel taplaljuk. Egy ujabb mylar foliat erdsithetlink a
sebészeti kapu folé, és az eljarast 5-6 anyaval megismételhetjik, anélkil, hogy
komolyan kockaztatnank a fert6zést. A csaszarmetszést elvégezhetjik egy mianyag
izolator felhasznalasaval is, vagy egy kesztylizsakkal is, mint sebészeti egységgel.
Az izolator padldjanak a kiilsé felszinét el6re sterilezzik és az allat hasaval hozzuk
érintkezésbe, ezzel ugyanazt a célt érjik el, mint az el6zékben ismertetett mylar
foliaval. Az operaciot kdvetéen a mianyag zarason tett hasitast steril szalaggal le
lehet zarni, és a sebészeti beavatkozast megismételhetjik Gjabb terhes
néstényekkel.

Az utddok hiszterotomiaval valé vilagra hozatala sokkal altalanosabb, ha
mianyag izolatorokat hasznalunk [Foster, H.: A procedure for obtaining nucleus
stock for a pathogen-free animal colony; Lab. Anim. Care 9, 135 (1959)]. A méhet
aszeptikusan feltarjuk, és kdzvetlenil a méhnyak mellé csipeszeljik. A kivagott
méhet a mikroorganizmus-mentes egységbe visszik at, egy folyadékos germicid
csapdan keresztil. Ha mar az izolatorban vannak, akkor az utédokat a lehetd
leggyorsabban vilagra hozzuk, hogy megakadalyozzuk a magzatviz belégzeseét.
Altalaban megszaritiuk Sket és jol [élegzenek, miel6tt a kdlddkzsinort elcsipeszeljik
és elzarjuk. Az Ujszllotteket azutan a neveld anyahoz vissziik vagy kézzel taplaljuk.

A hiszterotomia sikeresen alkalmazhatd egerek, patkanyok és sertések

esetében. A tengerimalacoknal azonban a hiszterotomia az elényds, mert magas a



-23 -

“8s ev seve e

halalozasi arany, ha ket perc vagy annal hosszabb id§ telik el az anyai vérellatasrol

vald levalasztas és az izolatorba vald bejuttatas kdzott.

Tenyésztési rendszerek a gnotobidta tenyészetekben

Beltenyésztett torzsek

A szokvanyos tenyészt6 telepeken hasznalt fivér x névér parzasi rendszert

hasznaljuk a gnotobidta tenyészetekben is.

Nem-beltenyésztett torzsek

A valddi random parzas soran az utodok és az elsé unokatestvérek kozotti
parzas tortéenik. Jollehet az ilyen parosodasokat aitaldban elkerilik a nem-
beltenyésztett tenyészetekben, a kapott parosodasi rendszer nem csokkenti a
beltenyésztés lehetséges legnagyobb mérték(i sebességét. Barmely minimalis
beltenyésztési rendszer hasznalhatd [Falconer, D.C.: Genetic aspects of breeding
methods; The UFAQ handbook on the care and management of laboratory animals,
3. kiadas, E and S Livingstone, Ltd., London, 72-96 (1967); National Research
Council, Institute for Laboratory Animal Resources: A guide to genetic standards for
laboratory animals, National Academy of Sciences, Washington, D.C. (1969)].

Osszehasonlithatd szokvanyos és gnotobidta tenyészetek

Ha arra van szikség, hogy 6sszehasonlitas céljara mind szokvanyos mind
gnotobiéta telepeket fenntartsunk, akkor a hasonlé genetikai hatteret Gigy tarthatjuk
fenn, hogy a szokvanyos tenyészet effektiv tenyészt6 populaciojabol
csaszarmetszéssel vilagra hozott utédokat visziink be a gnotobiéta tenyészetbe. Ez
azoknak a termel6knek a modszere, akik a f6 hangsulyt a nem-gnotobiéta patkanyok
és egerek el6allitasara teszik, de megvan az hatranyuk, hogy megakadalyozzak egy

mikrobiolégiai pedigre kialakitasat, ami leegyszer(isitené a mikrobiologiai ellenérzést.
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Idealis esetben ezt gy lehet megcsinalni, hogy specifikus parosodasokbdl szarmazo
utddokat hasznalunk torzstenyészetként a szokvanyos tenyészethez, és az ezekbdl
a parosodasokbdl szarmazo kovetkezd generaciot hasznaljuk torzstenyészetként a
gnotobidta tenyészethez. Ha ezt az eljarast kdvetjuk minden masodik vagy harmadik
generdacié esetében, akkor a két tenyészet genetikai strukturaja nagyon hasonlé
marad, feltéve persze, hogy ugyanazt a parosodasi rendszert hasznaljuk mindegyik
tenyészetben.

Egy masik modszer szerint a gnotobiota tenyészet effektiv tenyésztd
populacidjabdl szarmazd utddokat hasznalhatiuk a szokvanyos tenyészet
létrehozasara vagy felljitasara. A genetikai kdvetkezmények azonosak, feltéve hogy

ugyanazokat az eljarasokat hasznaljuk.

Felieqyzések vezetése

[Wolff, G.L.: Practical mating systems and record-keeping in a breeding colony;
UFAW handbook on the care and management of laboratory animals, 3. kiadas, E
and S Livingstone Ltd., London, 97-113 (1967)].

Megfelel6 feljegyzéseket kell vezetni az allatokrdl és az izolator
karbantartasarol. Az allatokrol készilt feljegyzéseknek tartalmazniuk kell az operacio
hatékonysagat, és az allatok bioldgiai teljesitképességét. Az izolatorrol készilt
feliegyzéseknek id6rendi sorrendben tartalmazniuk kell az izolatorral kapcsolatos
eseményeket, hogy ezzel elbsegitsik a izolacidn esett torés lokalizalasat, ha

fertézés lép fel.

4.3. Az antigén-mentes allat

A jelen taldlmany szerinti elényds megvaldsitasi mdd szerint az az elényds, ha

a mikroorganizmus-mentes allatot kémiailag meghatarozott (CD), alacsony
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molekulasulyl, vizben oldodo, ultraszirt tappal etetjik. Az a vélemeny alakult ki,
hogy az ilyen tap lehet6vé teszi a tap és antigén felvétel teljes ellendrzését az
allatnal. Az ilyen tapot olyan adalékanyagokbdl dllitjiak 6ssze, amelyek kémiailag
meghatarozhatok, azaz példaul aminosavakbdl, egyszer( cukrokbdl, lipidekbdl,
vitaminokbdl és asvanyi anyagokbdl. A jelen talalmany szempontjabdl egy kémiailag
meghatarozott tap aminosavakat, egyszerli cukrokat, lipideket, vitaminokat és
asvanyi anyagokat tartalmaz, és nem tartalmaz semmi olyan komponenst, amelynek
a molekulasulya 10,000 daltonnal nagyobb. Tehat egy CD tap minden komponense
alacsony molekulasulyd, és az allatokban természetes kérilmények kozott keringd
tapanyag, ennek kovetkeztében az a vélemény alakult ki, hogy egy ilyen komponens
nem serkent semmilyen immunvalaszt. A legljabb szakirodalomban a CD tapon
nevelt mikroorganizmus-mentes allatot mint "antigén-mentes" allatot emlitik.

Emellett az is elényds, ha szlrépapirt hasznalunk alomként, masképpen a
mikroorganizmus-mentes allat megeheti az almot, ami immunvalaszt eredmenyez.
Az a vélemény alakult ki, hogy a szlir6papir alom megevése nem eredmenyez
immunvalaszt.

Egy adott fajnal egy adott CD tdpban ezeket a komponenseket olyan
aranyban és mennyiségben hasznaljuk, hogy az kielégitse az adott faj ismert
tapigényeit. A mikroorganizmus-mentes egerek szamara elény6s CD tap Gsszetétele

és készitése az alabbi:
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Az L489E14SE kémiailag meghatarozott tap 6sszetétele és készitése

Adalékanyag Mennyiséq (g/100 g adalékanyaq)

192 ml Milli-Q vizhez az alabbi anyagokat adjuk 70 °C-on:

Leucin 1,9

Fenilalanin 0,74
[zoleucin 1,08
Metionin 1,06
Triptofan 0,37
Valin 1,23
Aszparagin 0,91
Arginin HCI 0,81
Treonin 0,74
Lizin HCI 1,77
Hisztidin HCI 0,74

Ezt az oldatot 45 °C-ra hdtjik, majd az alabbi anyagokat adjuk hozza:

Glicin 0,59
Prolin 1,48
Szerin 1,33
Alanin 0,59
Natrium-glutamat 3,40
L-tirozin-etilészter HCI 0,62
Vasglukonat 0,05
35D sok! 0,105

Natrium-szelenit2 0,074
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Az oldatot 5 °C-ra htjik, és az alabbi anyagokat adjuk hozza:

Kalcium glicerofoszfat

Magnézium glicerofoszfat

Kalciumklorid 2H20

Natriumklorid - Kaliumjodid
(Kl) keverék, amely 680 mg
Kl-t tartalmaz

111E5 B-vitamin keverék3

B12 vitamin4

Kolinklorid

Kaliumacetat

108 ml Milli-Q vizhez vizmentes
D-dextrézt adunk

Az oldatokat 5 °C-ra h(jtjdk, majd ultrasziiréshez egyesitjik.

1 A 3. tablazatban megadott 35D sokeverék

2 A 35D-ben levs natrium-szelenaton kiviil hozzaadva

3 A 4. tablazatban megadott 111E5 B-vitamin keverék

4 A 111E5 B-vitamin keverékben levé B12-n kiviil hozzaadva (lasd az alabbi példat)

Ezekb6l a keszitményekbdl az egerek vagy patkanyok tetszés szerint

5,22
1,43
0,185

0,086
0,09
1,20 mg
0,31
1,85

71,78

fogyasztanak.
A LADEK 69ES lipidkiegészit6 &sszetétele
Adalékanyag A napi felnétt dozis mennyisége (0,385 ml)

Tisztitott szoja trigliceridek !
Retinil-palmitat
Kolekalciferol
2ambo-alfa-tokoferol
2ambo-alfa-tokoferol-acetat
Phyllokinon

0,33 g

6,45 mg (11,7 NE)
0,0288mg(1,15 NE)
3,3 mg

6,6 mg

73 mg
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* A szoptatds egerek a felnétt dozis kétszeresét kapjak.
' Osszetétele: 12% palmitat

1,5% sztearat

24% oleat

55% linoleat

8% linolenat

A CD tapok részletes leirasa megtalalhatd a szakirodalomban [Pleasants, J.R.

és mtsai.. J. Nutr. 116, 1949-1964 (1986); Pleasants, J. és mtsai.. Germfree
Research: Microflora Control and Its Application to the Biomedical Sciences, B.S.
Wostmann, szerk.: 87. old. Liss, New York (1985); Wostmann, B.S. és mtsai.. J.
Nutr., 112, 552 (1982); Pleasants, J.R. és mtsai.: J. Nutr. 100, 498 (1970)]. A felsorolt

publikacidkat referencianak tekintjik.

4.4 Monoklonalis ellenanyag eléallitasa

A mikroorganizmus-mentes allatot azutdan monoklonalis elienanyagok elGalli-
tasara hasznaljuk. A mikroorganizmus-mentes rendszert hasznalhatjuk barmely
antigén elleni monoklondlis ellenanyag el&allitasara, amit az allat a nem-mikroorga-
nizmus-mentes allapotban el6 tud allitani. Az antigének egy jellemzé listaja a
3,935,074 szamu USA szabadalmi bejelentésben talalhaté. Azonban az az altalanos
vélemény, hogy a mikroorganizmus-mentes allat az antigénnel szemben sokkal
erGsebb immunvalaszt ad. Igy tehat fokozhatjuk a valdszinliségét annak, hogy olyan
B-limfocitat kulénitink el, amely olyan ellenanyagot termel, amely képes az antigen
egy specifikus epitopjahoz kotédni. Emellett az a vélemény alakult ki, hogy a mikroor-
ganizmus-mentes rendszer kiilondsen alkalmas nagyon specifikus ellenanyagok

generalasara a szamos epitoppal rendelkezé antigénekkel szemben.
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A mikroorganizmus-mentes allat standard technikakkal immunizalhaté.
Azonban az az elény0s, ha a mikroorganizmus-mentes allatot legalabb haromszor
immunizaljuk, az egyes immunizalasok kozott legalabb harom hét telik el, és ezt
koveti egy prefuzios gyorsitd. Az a vélemény alakult ki, hogy ez a fokozott mértékd
immunizacio szukséges lehet, mivel megfigyelték, hogy két immunizalas utan, ami a
szokas, még foleg IgM-et szekretald B-limfocitak vannak, és nem az elényben

részesitett IgG-t szekretal6 B-limfocitak.

4.5 Szomatikus sejtek

A mikroorganizmus-mentes allatnak az ellenanyag elGallitasara varhatéan
képes szomatikus sejtjei, kilondsen a B-limfocitak alkalmasak egy B-sejt mieléma
sejtvonallal valo faziora. Féleg azok az ellenanyag-termelé sejtek fuzionalnak,
amelyek a plazmablaszt allapotban vannak. A szomatikus sejtek szarmazhatnak a
beinditott mikroorganizmus-mentes allatok nyirokmirigyeibdl, 1épjébdl és periferidlis
vérébdl, és a nyiroksejtek megvalasztasa nagymértékben az adott flzids
rendszerben vald felhasznalhatosaguktol figg. Azonban féleg a lépbdl szarmazd
szomatikus sejteket részesitjlk el6nyben. Ha egyszer beinditottuk vagy
hiperimmunizaltuk, akkor a mikroorganizmus-mentes allatokat ellenanyag-termel6
limfocitak forrésaként hasznalhatjuk. Az egér limfocitak nagyobb szazalékban adnak
stabil fuziot az alabbiakban ismertetett egér mieldma sejtvonalakkal. Azonban egyéb
mikroorganizmus-mentes allatokbdl szarmazé ellenanyag-termelé sejtek alkalma-
zasa is lehetséges. Egy adott mikroorganizmus-mentes allat megvalasztasa fiigg a
valasztott antigéntdl, mivel az lényeges, hogy a mikroorganizmus-mentes allatnak a
B-limfocita repertoarjaban legyen egy olyan B-limfocita, amely termel ellenanyagot az

ilyen antigén ellen.
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4 .6 Sejtek immortalizélasa

Specializalt mieléma sejtvonalakat fejlesztettek ki tumorokbdl, a hibridoma-
termel6 fuzids eljarasokban valo alkalmazas céljara [G. Kohler és C. Milstein: Eur. J.
Immunol. 6, 511-519 (1976); M. Schulmann és mtsai.: Nature 276, 269-270 (1978)].
A sejtvonalakat legalabb harom ok miatt fejlesztették ki. Az elsé ok az, hogy
megkdnnyitsék a flzionalt mieldmasejtek szelekcidjat. Ezt altalaban ugy érik el, hogy
enzimdeficienciakkal rendelkezé mieldmakat hasznalnak, amelyek képtelenné teszik
ezeket a sejteket arra, hogy bizonyos olyan szelektiv taptalajon szaporodjanak,
amely tamogatja a hibriddmak szaporodasat. A masodik ok a limfocitatermelG
tumorsejtek  6roklott tulajdonsaga, hogy képesek a sajat ellenanyagaikat
megtermelni. A monoklonalis technikak célja az, hogy immortalizalt fazionalt hibrid
sejtvonalakat kapjunk, amelyek a kivant egyetlen specifikus ellenanyagot termelik,
genetikailag a hibriddma szomatikus sejtkomponense altal vezérelve. Ahhoz, hogy
eliminaljuk a hibridomakban a tumorsejt ellenanyagok termelését, azokat a mieloma
sejtvonalakat haszndljuk, amelyek nem képesek kénnyii vagy nehéz immunglobulin
lancokat termelni, vagy azokat, amelyeknek az ellenanyag szekretald mechanizmusa
hibas. A harmadik ok ezeknek a sejteknek a valasztasara az, hogy képesek a
hatékony faziéra.

Szamos mieldma sejtvonal hasznalhaté a fuzionalt sejthibridek elballitasara,
beleértve az NS-1, X63-Ag8, NIS-Ag4/1, MPC11-45.6TG1.7, X63-Ag8.653, Sp2/O-
Agf14, FO és S194/5XX0.Bu.1 hibrideket, amelyek mind egérbdl szarmaznak, és a
210-.RCY3.Ag1.2.3-at, amely patkanybdl szarmazik [G.J. Hammerling, U.
Hammerling és J.F. Kearnly, szerk.: Monoclonal antibodies and hybridomas, J.L.
Turk, szerk.. Research Monographs in Immunology, 3, Elsevier/North Holland

Biomedical Press, New York (1981)].
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4.7 Fuzio

Az ellenanyagtermeld 1ép vagy nyirokcsomo sejtek és az immortalizald sejtek
kozotti hibridek elballitasi modszerei éltalaban abbol allnak, hogy a szomatikus
sejteket egy, a sejtmembranok fuzidjat el8segitd agens vagy agensek (kémiai, viralis
agens, vagy elektromos erétér) jelenlétében keverjik 6ssze az immortalizald
sejtekkel, 20:1 - 1:1 aranyban. Gyakran elényds, ha a fuzids eljarasban alkalmazott
szomatikus €s immortalizalé sejtek ugyanabbdl az allatfajbdl szarmaznak. A fuzids
maodszereket a szakirodalomban leirtak [G. Kohler és C. Milstein: Nature 256, 495-
497 (1975); Eur. J. Immunol. 6, 511-519 (1976); Gefter és mtsai.. Somatic Cell
Genet. 3, 231-236 (1977); Kozbor és mtsai.. Immunology Today, 4, 72 (1983)]. Az
ezen kutatok altal hasznalt fuzio-elésegité anyag a Sendai virus és a polietilénglikol
(PEG) volt.

Hasznalhatjuk az ajonnan kifejlesztett EBV-transzformacids technikat is [Cole
és mtsai.; Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., 77-96

(1985)].

4 .8 Klénok izolalasa és az ellenanyagok kimutatasa

A fuzios eljarasok gyakran nagyon alacsony gyakorisaggal eredményeznek
életképes hibrideket (koriilbelil 1x10-6 - 1x10-8). Az életképes hibridek eldalli-
tasanak alacsony gyakorisaga kovetkeztében lényeges, hogy legyen valamilyen
modszerink, amellyel a sejthibrideket ki lehet valasztani a megmaradt fuzionalatlan
sejtek kozul, féleg a fuzionalatlan mieloma sejtek kdzul. Arra is szlikség van, hogy a
tobbi keletkez6 fuzids sejthibrid kozul kivalasszuk a kivant ellenanyag-termeld
hibridomakat.

Altaldban a fuzionalt sejteket szelektiv taptalajon szaporitjak, példaul HAT

taptalajon, amely hipoxantint, aminopterint és timidint tartalmaz. A HAT taptalgj
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lehetévé teszi a hibrid sejtek szaporodasat, és megakadédlyozza a nem fuzionalt
mieloma sejtek szaporodasat, amelyek egyébként folyamatosan szaporodnanak
tovabb. Az aminopterin blokkolja a de novo purin és pirimidin szintézist, azaltai, hogy
blokkolja a tetrahidrofolat termelédését. A timidin hozzaadasa megkerili a pirimidin
szintézisben levd blokkot, mig a hipoxantint azért tessziik a taptalajba, hogy a gatolt
sejtek képesek legyenek a purin szintézisére, a nukleotid-ment6 bioszintézis ut
révén. A hasznalt mieloma sejtek olyan mutansok, amelyekbd! hianyzik a hipoxantin-
foszforibozil-transzferaz (HPRT), és igy nem tudjak alkalmazni a ment6 bioszintézis
utat. A tulelé hibridekben a B limfocita szolgaltatja a genetikai informaciét ennek az
enzimnek a termeléséhez. Mivel a B limfocitaknak tenyészetben korlatozott az
elettartamuk (korllbelll két hét), csak azok a sejtek képesek HAT taptalajban
szaporodni, amelyek a mieldma és a |épsejtek kozott keletkezett hibridek.

Ahhoz, hogy megkdnnyitsik a hibridek altal termelt ellenanyag
szurdvizsgalatat, és hogy megakadalyozzuk azt, hogy egyes hibridek tuingjék a
tobbit, a fuzionalt mieldma és B-limfocita sejtek keverékét HAT taptalajban higitjuk,
majd mikrotiter lemez tébb lukaban szaporitjuk. Két-harom héten bellil, amikor a
hibrid klonok mikroszképosan lathatéva vainak, az egyes, hibrid klénokat tartalmazo
lukaknak a feltluszéjat megvizsgaljuk, van-e benne ellenanyagtarmelés.

A vizsgalatnak érzékenynek, egyszeriinek és gyorsnak kell lennie. A vizsgald
modszerek kozé tartozik a radioimmunesszé, enzim-immunesszé, citotoxicitasi

vizsgalat és a tarfolt vizsgalat.

4.9. Seijtek szaporitasa és ellenanyag-termelése

Ha a kivant fuzionalt sejthibrideket mar kivalasztottuk és klénoztuk individualis
ellenanyag-termel§ sejtvonalakba, akkor mindegyik sejtvonalat a két standard

maodszer egyikével szaporithatjuk. A hibriddma egy mintajat injekcidzhatjuk egy olyan
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tipusu hisztokompatibilis allatba, amelyet az eredeti fuziéban szereplé szomatikus és
a mieléma sejtek forrasaként hasznaltunk. Az injekciozott allatban tumor fejlédik ki,
amely a fuzionalt sejthibrid altal termelt specifikus monoklonalis ellenanyagot termeli.
Az allat testfolyadékai, ugymint a szérum vagy aszcitesz folyadék megcsapolhatok,
igy kaphatunk monoklonalis ellenanyagokat nagy koncentracioban. Egy masik
modszer szerint az egyes sejtvonalakat in vitro lehet szaporitani, laboratériumi
tenyészté edényekben. A tenyészt§ taptalaj, amely nagy koncentracioban tartal-
mazza az egyetlen, specifikus monoklonalis ellenanyagot, dekantalassal, szlréssel

vagy centrifugalassal kinyerhetd.

4.10 A monoklonalis ellenanyaq hasznalata

A jelen talalmany szerinti modszerrel eléallitott monoklonalis ellenanyagokat
barmely olyan technikaban alkalmazhatjuk, amely ismert, vagy a jovében fogjak még
kifejleszteni, es monoklonalis ellenanyagot alkalmaz.

A monoklondlis ellenanyagok f6 alkalmazasi terilete az immunesszé, ami az
antigén-ellenanyag kdlcsonhatasanak a mérése. Ezek a vizsgalatok altalaban
lehetnek heterogének vagy homogének. Egy homogén immunesszében az
immunoldgiai reakcidelegy tartalmazza a specifikus ellenanyagot, egy jelzett
analitikai reagenst, és a szamunkra érdekes mintat. A jelzésb6l szarmazo jelet
modositjuk, kozvetve vagy kozvetlenil, az ellenanyagnak a jelzett analitikai
reagenshez vald kapcsolddasa révén. Mind az immunoldgiai reakcié, mind a reakcid
mértékének kimutatdsa homogén oldatban jatszddik le. A hasznalhaté immunkémiai
jelzések kozé tartoznak a szabad gyokok, fluoreszcens festékek, enzimek,
bakteriofagok, koenzimek és igy tovabb. A homogén immunesszé f6 el6nye az, hogy

a specifikus ellenanyagot nem kell elvalasztani a jelzett analitikai reagenstél.
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Egy heterogén immunesszében a reagensek altalaban a mintadarab, a speci-
fikus ellenanyag és a kimutathatd jel keltésének eszkdzei. A mintadarabot altalaban
egy hordozéra visszuk, azaz példaul egy lemezre vagy mikroszkép targylemezre, és
érintkezésbe hozzuk a folyadékfazisban levé ellenanyaggal. A hordozét azutan
elvalasztjuk a folyadék fazistdl, és vagy a hordoz6 fazist, vagy a folyadék fazist
vizsgaljuk kimutathato jel szempontjabdl, az ilyen jel keltésére alkalmas eszkdzoket
hasznalva. A jel a mintaban jelenlevé analitikai reagenssel aranyos. A kimutathato jel
keltésére alkalmas eszk6zOk kozé tartozik a radioaktiv jelzés alkalmazasa,
fluoreszcens anyagok, enzimek, és igy tovabb alkalmazasa. A heterogén
immunesszére példa a radioimmunesszé, az immunfluoreszcencia modszerek, az
enzimhez kapcsolt immunesszék, és a hasonlok.

A fenti immunesszé technikak részletes megbeszéléséhez lasd "Enzyme-
Immunassay”, Edward T. Maggio, CRC Press, Inc. Boca Raton, Fla. (1980).
Ezenkivil lasd a 3,690,834; 3,791,932; 3,817,837, 3,850,578; 3,853,987; 3,867,517;
3,901,654; 3,935,074; 3,984,533; 3,966,345 és 4,098,876 szamo Amerikai Egyesult
Allamok-beli szabadalmi bejelentéseket, amely lista korantsem tartalmazza az
Osszes referenciat.

A monoklonadlis ellenanyagok egyéb felhasznalasi terilete az in vivo
képalkotas és a gyogyaszat. A monokionadlis ellenanyagokat radioaktiv vegyuletekkel
lehet jelezni, azaz példaul radioaktiv joddal, és a betegnek intravénasan lehet
beadni. Az ellenanyagot magneses prébaval is lehet jelezni. Azutan NMR alkalma-
zasaval lehet az ellenanyagot kimutatni. Miutan az ellenanyagokat lokalizéltuk az
antigénen, az antigént emisszidés tomografiaval és radionuklearis letapogatasi
technikakkal lehet kimutatni, és ezzel lokalizalni az antigént.

Az illusztralas kedvéért a tisztitott monoklonalis ellenanyagot megfelel6

doézisban egy megfelelé hordozéban szuszpendaljuk, azaz példaul sdoldatban, amely
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vagy tartalmaz, vagy nem tartalmaz human albumint, majd intravénasan adjuk be,
azaz példaul folyamatos intravénds infuzioval tobb ¢ra alatt [Miller és mitsai.:
Hybridomas in Cancer Diagnosis and Therapy (1982); amely publikaciot a
tovabbiakban referencianak tekintink].

A jelen taldlmany szerinti monoklonalis ellenanyagok hasznalhatok a
gyogyaszatban is. A megfelelé bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezé ellenanyagok
jol hasznalhatok kozvetlen gyogyaszati hatéanyagként. Egy masik modszer szerint
az ellenanyagokat hozzakothetjik egy toxinhoz, hogy immunotoxint hozzunk létre,
vagy hozzakéthetjlk egy radioaktiv anyaghoz vagy gydgyszerhez, hogy egy
radioaktiv gyogyszert vagy gyogyszert hozzunk létre. Az immunotoxinok eés
radioaktiv gyégyszerek ellenanyagbdl valo el6allitasanak eljarasai jol ismertek
[Cancer Treatment Reports 68, 317-328 (1984)].

Az is elterjedt vélemény, hogy az egy mikroorganizmus-mentes allatbol
szarmazé poliklondlis ellenanyagok is hasznalhatok immunesszékben, és a
szokvanyos allatokbdl szarmazé poliklondlis ellenanyagokkal dsszehasonlitva jobb
eredményt adnak. A mikroorganizmus-mentes allatbol szarmazé poliklonalis ellena-
nyagokat egy mikroorganizmus-mentes &llat felhasznalasaval Aallithatjuk el az
el6z6kben leirt moédon, immunizacids technikakat alkalmazva, az elézGkben leirt
modon, majd a poliklonalis ellenanyagokat szokvanyos technikakkal kinyerve az

allatbol (azaz példaul elvalasztva a szérumot az allatbdl).

Fibrin-specifikus monoklonalis ellenanyag

5.1 Hattér
A hemosztatikus mechanizmus egy komplex fizioldgias valasz, ami a roncsolt
vérerek javitdsanak mechanizmusaban vesz részt. A hemosztazist a roncsolt erfalak,

a vérlemezkék és a véralvadasi rendszer kozotti ko-operativ kdlcsonhatasok révén
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érjik el. A véralvadasi rendszernek az a szerepe, hogy extenziv fibrinhalot
biztositson a vérlemezke dugd stabilizdlasara és rogzitésére, ami a roncsolt ér
szubendotelidlis szerkezetén allt 6ssze. A keringd fibrinogénbdl az oldhatatlan fibrin
matrix kialakulasa kilonb6z6 reakcidk komplex szekvenciajanak az eredménye, ami
a trombinnak a megkivant pontban valé robbanasszeri képz&désében kulminal. A
véralvadas egy amplifikaciés folyamat, ami enzimes lancreakciokat tartalmaz,
amelyekben proenzimek (véralvadasi faktorok) aktivalodnak egymas utan aktiv
enzimekké. Szamos olyan fizioldgids mechanizmus létezik, amely szabalyozza a
vérrogképzédésben szerepet jatszd fibrin polimerizacios folyamatot. Ezek kozé
tartozik a trombin inhibitor antitrombin Il (ATIll), a protein C, a prosztaciklin és a
fibrinolitikus rendszer kilonb6z6 komponensei, azaz példaul a szdéveti plazminogén
aktivator (t-PA), és annak a gyorsan hato inhibitora (PAl).

Az Astrup altal javasolt homeosztazis hipotézis [Astrup, T.: Blood 11, 781-806
(1956)] azt allitja, hogy egyensuly van a fibrinképzddés (véralvadas) es a fibrin
feloldodasa (fibrinolizis) koézott. A normalis vagy egészseges dallapotban ezek a
funkcidk  kiegyensulyozédnak. Ha azonban a hemosztatikus  folyamat
kiegyensulyozatlan, akkor a véralvadas és a fibrinolizis patoldgiasan fejezddik ki
trombdzis és hemorragia formajaban. A patoldgias trombdzis vagy trombotikus
betegség klinikai megjelenés formai rendkivil kilonbdzGek, ide tartozik a
disszeminalt intravszkularis koagulacié (DIC), a mélyvénas trombodzis (DVT), az
artérias és a vénas trombdzis. A tromboembolizmus és a tobbi érbetegség (azaz
példaul az ateroszklerdzis) trombotikus komplikaciéi a f6 artériak elzarédasat
eredményezhetik, ami szervi ischémiat és az azt kisérd életveszélyes allapotokat
idéz el6, mint amilyen példaul a cerebrovaszkularis sérilés (sztrok), a

szivizominfarktus, stb.
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A fibrinolitikus folyamat tartalmazza egy inaktiv zimogén, plazminogén
konverzidjat a proteolitikus enzimmeé, plazminna, a plazminogén aktivatorok néven
ismert agensek mikddése révén. A fizologias fibrinolizis molekularis mechanizmusat
meég nem értjik teljesen, de azt tudjuk, hogy a fibrinképz&dés soran a plazminogén a
fibrinhez kotédik, ahol a plazminogén aktivatorok, azaz példaul a t-PA aktivalhatjak.
flymodon a plazminképzédés a vérrdgben jatszodik le, ahol meg van védve a
plazmin f6 fiziolégias inhibitoratol, az alfaz-antiplazmintol.

A plazminnal valé érintkezés hatasara a fibrinogén és a fibrin lebomlasi
termékeire bomlik le. A fibrinogén X és Y fragmenseire bomlik le, majd a plazminnal
valo tovabbi érintkezés hatasara D és E fragmensek is keletkeznek. A fibrin a
keresztkOtéseket nem tartalmazé fibrinb&l X,Y,D és E fragmensekre bomlik le, a
keresztkotéseket tartalmazoé fibrinbél keresztkdtéses D-dimer, D-D/E komplex, Y
dimer, Y-D-dimer és X oligomer keletkezik.

A trombotikus rendellenességek markereinek vizsgalatat egészen a legutobbi
idékig poliklonalis ellenanyagokkal végezték mind a radioimmunesszékben mind a
latex agglutinacids tipusu vizsgalatokban. Ezekrdl a vizsgalatokrol kimutattak, hogy
rendkivil megbizhatatlanok [Gaffney, P.J.: Ann. N.Y. Acad. Sci. 408, 407-423
(1983)]. A monoklondlis ellenanyagokat alkalmazd, sokkal specifikusabb és
érzékenyebb immunesszék (azaz példaul ELISA-k) altalanos gyakorlatta valnak a
klinikai laboratoriumok gyakorlatdban. Ezeknek a diagnosztikai vizsgalatoknak a
korlatozo tényezsje a hasznalt monoklonalis ellenanyag specifitasa és affinitasa. A
felborult hemosztazis barmely potencialis indikatora elleni nagyon specifikus ellena-
nyagok elGallitasat mind az indikatorok alacsony szintje gatolja, mind az adott
markernek a prekurzoraval valé antigén jellegl rokonsaga, amely prekurzor sokkal
magasabb szinten van jelen a plazmaban. llyen példa példaul a komplexképzddes az

anzimek és inhibitoraik kdzott, azaz példaul a trombin-antitrombin Ili, a plazmin-alfap-
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antiplazmin, a t-PA-PAI-1. Az ilyen komplexképz&des altal létrehozott Uj antigen
helyek szama rendkivll alacsony, és ez az immunologiai probak (azaz példaul a
monoklonadlis ellenanyag) alkalmazasat megneheziti.

Hasonloképpen, egy monoklonadlis ellenanyagnak a fibrinnel vald
kapcsolddasaval kapcsolatos f& probléma a szerkezeti és konformacios hasonlésag
a fibrin és annak fizioldgiai prekurzora, a fibrinogén kézétt. Ugy becsiilik, hogy a
kovalens szerkezet konzervaldodasa, amikor a fibrinogén fibrinné konvertalddik,
nagyobb mint 98% [Plow, E.F. és mtsai.: Semin. Thromb. Haemostas. 8, 36 (1982)],
és ennek kovetkeztében a fibrin molekulan levd epitopoknak valéjaban csak egy kis
szazaléka neoantigén (és egyedileg jellemzé a fibrinre). Szamos megkdzelités, amit
a fibrin ellenanyagok el6allitasara adaptaltak, arra koncentralt, hogy az allatokat odott
fibriin fragmensekkel és. szintetikus peptidekkel immunizaljak, amik utanozzak a
fibrinen kilakult neoantigén helyeket [Hui, K.Y. és mtsai.: Science 22, 1129-32 (1983);
Scheefers-Borchel, V. és mtsai.. Proceedings of the National Academy of Sciences,
USA 82, 7091-95 (1985); Elms, M.J. és mtsai.: Thromb. Haemostas. 50, 591-94
(1983); Kurdryk, B. és mtsai.. Mol. Immunol. 21, 89-94 (1984)]. Azonban az a
vélemény alakult ki, hogy ezeknek az ellenanyagoknak a kétéhelyei konzervalodnak
a fibrin lebomlasi folyamata soran, és ennélfogva ezek az ellenanyagok képesek
ezekhez a fibrin lebomlasi termékekhez is kotédni.

A jelen taldimany lehetévé teszi, hogy valaki teljesen eltéré megkozelitest
alkalmazzon, és a teljes fibrin antigént hasznalja, 6sszefliggésben az antigén-mentes
(AF) allat fokozott immunoldgiai érzékenységével, egy fibrinspecifikus monoklonalis
ellenanyag elGallitasara. A jelen talalmany céljai szempontjabdl egy fibrinspecifikus
monoklondlis ellenanyag a fibrinhez koétddik és nem a fibrinogénhez, a fibrinogen

degradacios termékekhez vagy fibrin degradacios termékekhez.
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5.2 Anyagok és modszerek

5.2.1 Allatok

Mikroorganizmus-mentes BALB/cAnN egereket a Wisconsini Egyetemen
fenntartott mikroorganizmus-mentes (GF) tenyészetbdl szereztik be. Az allatokat GF
korulmények kozott szallitottuk a mi létesitménylinkbe. Az antigén-mentes (AF)
tenyészetet Ggy inditottuk, hogy természetes adalékanyagokat tartalmazé L-485
tapon tartott terhes GF egereket [Pleasants, J.P. és mtsai.: J. Nutr. 116, 1949-1964
(1986) egy AF izolatorba vittiik at, ahol az egereket azonnal kémiailag meghatarozott
(CD) AF taplalékra allitottuk at. Ezeknek az utoédait, amelyek soha nem kertiltek
kdzvetlen érintkezésbe természetes adalékanyagokat (NI) tartalmazd taplalékkal
elvalasztottuk az anyatejtsl, és CD taplalékra allitottuk at. Ezeket tekintjik az elsé AF
generacionak. Az AF egereket addig paroztattuk parokban, ameddig a néstény nem
lett szemmel lathatdan terhes; a himet azutan altavolitottuk, hogy biztositsuk, hogy a
nGstény megkapja a teljes napi lipidszikségletét. Az utdédokat 24 napos korukban

valasztottuk el.

5.2.2 Allattartas

Az AF tenyészparokat parosaval egy standard, 28x17,8x12,7 cm-es
polikarbonat egérketrec egyik felében tartjuk. A ketrec aljat kivagtuk, és egy hamis,
rozsdamentes acélszita aljal helyettesitjuk. Egy hosszanti rozsdamentes acél
elvalasztét erdsitiink a miianyag ketrec végeihez, eléggé kinyulva a ketrec alatt és
folott, hogy a helyén tartson egy rozsdamentes drét fedelet. Ezt a bemélyedéses
fedelet, amely altaldban illeszkedik a ketrecbe, megforditjuk, hogy tébb hely
maradjon a hamis fenék folott. Megfelel6 méretli rozsdamentes acél gallarokat
hegesztink a fedd tetejéhez, amelyek tartjadk a 60 mi-es tapivegeket. A végeken

négy rozsdamentes acél csészét hegesztiink a hosszanti oszté oldalaihoz, a hamis
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fenék és a tetd kozott félaton. A ketrecek leirasa megjelent a szakirodalomban
[Pleasants, J.R.: The germfree system for aging and immunity, CRC Handbook of
Immunology in Aging, szerk.: Kay, M.M. B.S. Makinodan, T., 257-297, CRC Press,
Boca Raton, Fl. (1981)]. A tappalackok barna Gvegbdl készilnek. Mind a tap- mind a
vizespalackoknak mianyag fedelik van, a kbézepukbe furt lukakkal. A palackokat
megtoltjik, majd a gallérjukba forditjuk. A lipid kiegészitést naponta mérjik a
rozsdamentes acél csészékbe. Egy miianyag edényt tesziink minden egyes csésze
ala, hogy felfogjuk a hulladékot.

A mind alomként mind taplalékként szolgald szlirbpapir 41. szamu Whatman
hamumentes sz(irGpapir, amit hulladékként vasarolunk (Sargent Welch). Az alomhoz
a csikokra vagjuk. A papir felvagatlan lapjait arra hasznaljuk, hogy feltakaritsunk
vellk az izolator belsejében. A papirt 25 percig autoklavozzuk 121 °C-on, vagy
besugarozzuk (4,5 Mrad), miianyag zsakokban. Mindegyik egér elég papirt kap
ahhoz, hogy befedje a ketrec egyik végét. Ha ndeves, sarga vagy piszkos lesz,
kicseréljuk.

A ketreceket egy 1,37x0,6x0,6 méteres flexibilis Trexler tipusu izolatorban
tartjuk [Trexler, P.C:, Lab. Anim. Care, 13, 572-581 (1963)], standard gnotobiotikus
technoldgia alkalmazasaval [Wostmann, B.S. szerk.: Gnotobiotes: Standards and
Guidelines for the Breeding, Care and Management of Laboratory Animals, National
Research Council, National Academy of Sciences, Washington, D.C. (1970)]. Az
izolatorokat 21 °C hémérsékletli szobakban tartjuk, 12 6ras fényciklussal.

Egy 2,5 cm atmérdji, 7,55 cm hosszi Tygon csovet erdsitlink az izolator
tetejéhez, és vinil lezardkkal zarjuk le mind a tetején, mind az aljan. ltt lehet sterilen

sz(irve bevinni a tapot, vizet és olajat.
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5.2.3 Taplalék

Az 1. tablazaton lathatdé mind a taplalék dsszetétele mind az adalékanyagok
ultraszdrt Milli-Q vizben (Millipore, MA) valo feloldasi sorrendje. Az aminosavak és a
szachar6z Sigma szOvettenyésztési mindségli. A vitaminok is a Sigma-tdl
szarmaznak, a tiszta retinil-palmitat kivételével, amellyel a Hoffman-LaRoche, Inc. lat
el benninket (Nutley, NJ). A tobbi reagens min&ségét a Fisher igazolja, vagy egy
hasonlo ceg. A komplett vizben old6dé taplalékot egy Amicon Diaflo TC3 ultrasz(irén
szlrjik at, harom, 150 mm atméréji Pm10 membrant (Amicon) alkalmazva.

Az ultraszir6 membranok vagasi értéke 10,000 dalton. Az Osszeallitott
ultrasziré berendezést hasznalat el6tt sterilezziik, 0,15%-o0s natrium-hipoklorit
oldatot bocsatva at rajta, majd alaposan atmosva a berendezést. Az ultrasziirt
taplalékot az AF izolatorba egy 0,3 um-es Nylon (MSI) szlrén at juttatjuk be, amely
szlir§ egy autoklavozott nyomasallo szirétartéban van, és a leeresztd csovét egy
No.6 Neoprén stopperbe illesztjuk be. Ebbdl a célbol a felsé vinil stoppert eltavolitjuk
a Tygon cs6rdl, az izolator tetejéhez er6Sitve, majd a csé belsejét 2%-o0s perecetsav
oldattal permetezzik be sterilezés céljabol, amely 0,1% alkil-aril szulfonatot tartal-
maz. A szlr6tartd stoppert a felsd stopper helyére illesztjik. 20 perc elteltével az alsé
stoppert eltavolitjuk (az izolatoron belll), majd a taplalékot vagy a vizet az izolatorba
szUrjuk, 138 kPa nyomason.

A lipid kiegeszitd dsszetételét a 2. tablazatban adjuk meg. A szdja trigliceridek
azokbdl a metilészterekbdl készilnek, amelyeket vakuumdesztillacioval allitunk eld,
olyan hémérseklet-tartomanyban, amely palmitat-linoleat észtereket eredményez.
Ezeket az észtereket azutan glicerinnel atészterezzik, a kevert trigliceridek eléalli-
tasa ceéljabdl (Nu-Check Prep, Elysian, MN). A zsirban old6édé vitaminokat az

izolatorba vald szlres el6tt adjuk a triglicerid keverékhez, mikoris a hémérsékletét
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50 °C-ra emeljik, majd az izolatorba sz(rjlk, ugyanazzal az eljarassal, amit a
taplalék vizoldhatd részénél hasznaltunk.

A lipidfelvétel a mérések szerint 0,375 mil/nap. A lipid Kiegészitd
mennyiségének ndvelése nagymeértékben csdkkenti az Ujszlilott egerek pusztulasi
aranyat. Az atlagos alommeéret is a szokvanyos koérlilmények kozott tartott allatok

szintjére nétt. A szoptatos néstények a normal lipid kiegészités kétszeresét kapjak.

1. Tablazat

Az L489E14SE kémiailag meghatarozott tap Osszetétele és készitése

Adalékanyaqg Mennyiség (g/100 g adalékanyag)
192 ml Milli-Q vizhez az alabbi anyagokat adjuk, 70 °C-on:
Leucin | 1,9
Fenilalanin 0,74
[zoleucin 1,08
Metionin 1,06
Triptofan 0,37
Valin 1,23
Aszparagin 0,91
Arginin HCI 0,81
Treonin 0,74
Lizin HCI 1,77
Hisztidin HCI 0,74

Ezt az oldatot 45 °C-ra hiitjiik, majd az alabbi anyagokat adjuk hozza:

Glicin 0,59
Prolin 1,48
Szerin 1,33
Alanin 0,59
Natrium-glutamat 3,40
L-tirozin-etilészter HCI 0,62

Vasglikonat 0,05
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35D sok 0,105
Natrium-szelenit2 0,074

Az oldatot 5 °C-ra hiitjik, és az alabbi anyagokat adjuk hozza:

Kalcium glicerofoszfat 5,22
Magnézium glicerofoszfat 1,43
Kalciumklorid 2H20 0,185

Natriumklorid - Kaliumjodid
(K1) keverék, amely 680 mg

Kl-t tartalmaz 0,086
111E5 B-vitamin keverék3 0,09
B12 vitamin4 1,20 mg
Kolinklorid 0,31
Kaliumacetat 1,85

108 ml Milli-Q vizhez vizmentes
D-dextrozt adunk 71,78

Az oldatokat 5 °C-ra hditjik, majd ultraszlréshez egyesitjuk.
1 A 3. tablazatban megadott 35D sokeverék

2 A 35D-ben levé natrium-szelenaton kiviil hozzaadva

3 A 4. tablazatban megadott 111E5 B-vitamin keverék

4 A 111E5 B-vitamin keverékben levé B12-n kiviil hozzaadva

2. Tablazat

A LADEK 69ES® lipid kiegészitd dsszetétele

Adalékanyag Mennyiséqg per napi dézis*(0,375 ml)
Tisztitott szoja triglicerid 0,33 g

Retinil-palmitat 6,45 mg (11,7 NE)
Kolekalciferol 0,0288mg(1,15 NE)

2ambo-alfa-tokoferol 3,3 mg
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2ambo-alfa-tokoferol-acetat 6,6 mg

Phyllokinon

72 mg

* A szoptatos egerek a felnétt dézis kétszereset kapjak.

1 Osszetétele:

Sé

Mn(acetat)p x 4H20
ZnSO4 x HoO
Cu(acetat)2 x HpO

~ Cr(acetat)z x HoO
NaF

SnS0O4 x 2H20
(NH4)gMo7024 x 4H20
NiClp x 3H20
Co(acetat)p x 4H0
Na3zVO4

NazSeO3

12% palmitat
1,5% sztearat
24% oleat

55% linoleat

8% linolenat

3. Tablazat

A 3D sdkeverék osszetétele

Mennyiséq (per 300 ml tap) (mq)

55,4
40,6
3,7
2,5

2,1
0,37
0,37
0,37
0,11
0,22
0,096
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4. Tablazat

A 111E5 B vitamin keverék Osszetétele

Adalékanyag Mennyiség (mg)/300 ml tap
Tiamin HCI 1,23
Piridoxin HCI 1,54

Biotin 0,25

Folsav 0,37

B12 vitamin 0,37
Riboflavin 1,85
Niacinamid 9,2

i-inozit 61,9
Kalcium-pantotenat 12,3

A viz Milli-Q ultraszlrt mindség, és ugyanugy szlrjuk az izolatorba mint a

taplalékot.

5.2.4 Mikrobioldgiai ellenérzés

Az antigén mentes rendszernek leellendrizzitk a mikrobioldgiai fertézGdesét, a
Wostmann altal szerkesztett kiadvanyban talalhatd elirasok szerint [Wostmann,
B.S., szerk.: Gnotobiotics Standards and guidelines for the breeding care and
management of Laboratory Animals, National Research Council, National Academy
of Sciences, Washington, D.C. (1970)]. Roviden, az izolator belsejeben levs
taplalékkal és vizzel nedvesitett tamponokat hasznalunk székletkenet nyerésére,
frissen az egérbsl, valamint az egyes ketrec alatt felhalmozédott hulladékbdl.
Keneteket vesziink az izolator falairdl is, féleg a belépd kapu korll. Mindig két

parhuzamosban vesszilk a keneteket. Egy sorozatot kdzvetlenil mikroszkoppal
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vizsgalunk meg, Gram festés utan, hogy tartalmaz-e baktériumokat és gombakat.A
tamponok masodik sorozatat a mikroorganizmusok kimutatasara hasznaljuk. Harom
hét eltelte utan mondjuk ki egy tenyészetrél, hogy negativ.

A mikrobioldgiai vizsgalatokat korulbelll minden masodik héten hajtjuk végre,

vagy néhany nappal azutan, hogy az izolatorba Uj anyagot juttattunk be.

5.3. Monoklonalis ellenanyagok eldallitasa antigén-mentes egerek alkalmazasaval

Az el6z6kben ismertetett antigén-mentes egereket hasznaljuk limfocita
donosokként monoklondlis ellenanyagok el@allitasa soran. Minden antigén oldatat
steril korulmeények kdzott készitjuk el, laminarboxban.

Az alabbi protokollt az AF egerek immunizalasara adaptaltuk. Az antigént (25-
50 pg) 100 pl steril séoldatban oldjuk, majd azonos térfogati Freund féle komplett
adjuvanssal (FCA) emulgealjuk. 1000 egység interferont adunk az antigén oldatahoz,
mielStt elkészitjuk az emulzidt. Steril fecskenddket és tliket hasznalunk minden
immunizalashoz. A fecskendbket a belépd kapun keresztll juttatjuk be, ahol 2%-os
perecetsav oldattal permetezve sterilezzik. Erdsité injekciokat adunk, ugyanazt az
antigén mennyiséget hasznalva, az FCA-t Freund féle inkomplett adjuvanssal
helyettesitve. Osszesen harom erdsitS immunizalast végziink, haromhetes
intervallumokban. A vegsé eréSitést (adjuvans nélkil) 4-7 nappal a fazid elétt adjuk
be. Minden immunizalast intraperitondlisan végziink. Az egereket a f(zié napjan
tavolitjuk el az izolatorbdl, majd kdzvetlenil utana CO2 belélegeztetéssel elaltajuk
Gket. A lépeket eltavolitjuk, majd a szplenocitakat fuzionaltatjuk az NS1 egér

mielébma sejtekkel, standard hibridéma technolégiat alkaimazva.
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5.4. Az antigén-mentes allatrendszer alkalmazasa fibrin-specifikus monoklonalis

ellenanyaq eléallitasara

Az antigén-mentes rendszert hasznaljuk fibrin-specifikus monoklonalis ellena-
nyag elballitasara. Az ellenanyag nagyon specifikus, €s nem ismeri fel a fibrinogént,
a fibrin bomlastermékeket, vagy a fibrinogén bomlastermékeket. A hibridoma
sejtvonalat human fibrinnel immunizalt, antigén-mentes BALB/c egerekbdl szarmazd

szplenocitédk és NS1 mieldma sejtek fazidjaval allitjuk eld.

5.4.1 Az immunizalas menete

Harom nyolchetes, antigén-mentes ndstény egeret immunizalunk 33 pg
human fibrinkészitménnyel. A készitmény fibrin fagyassal apritott minta, amit a
kovetkezbképpen allitunk eld:

A human fibrinogént fibrinné alakitjuk trombin és Xllla faktor alkalmazasaval.
A fibrinrogot azutan cseppfolyds nitrogénben lefagyasztjuk, majd mechanikai
térdeléssel nagyon finom port allitunk el belSle. A fagyasztassal tordelt fibrinbdl
sooldatban szuszpenzidt készitlnk, igy kapunk a keresztkétéses XL-Fn fibrinbdl egy
tiszta oldatot, amelynek végkoncentracidja 1 mg/ml. Ebbdl a fibrin antigénbél 33 pl-t
adunk be az allatoknak az immunizalashoz. Az antigén oldat térfogatat 100 pl-re
allitjuk steril sdoldattal, majd az el6z6 részben ismertetett modon FCA-val
emulgealjuk. Két ergsité immunizalast végzunk, haromhetes idékézénkeént, ugyanazt
a mennyiségl antigént hasznalva Freund féle inkomplett adjuvansban. A végsé
erdsit6 injekciot négy héttel a fuzié el6tt adjuk be. Ugyanazt a mennyiségl antigént

hasznaljuk, és az adjuvanst séoldattal helyettesitjik.
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5.4.2 Az ellenanyag kimutatasa és meghatarozasa

A monoklonalis ellenanyag mennyiségi és mindségi meghatarozasat egy
enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalattal (ELISA) végezzik. Az ELISA-kat egy
96-lukas PVC lemezre (Costar) immobilizalt human fibrinnel végezzik. A fibrinnel
boritott vizsgalo lemezeket Ggy allitjuk el6, hogy 100 pl fibrinogén oldatot (Kabi L
minéség) (50 ng/ml borat/séoldat puffer) inkubalunk éjszakan at 4 °C-on. A
megkdtetlen fibrinogént PBS-sel mosva tavolitjuk el, amely 0,05% Tween 80-at tartal-
maz (PBS-Tween). Az egyes lemezekre kotott fibrinogént fibrinné alakitjuk, oly
modon, hogy 37 °C-on 1 dra hosszat 100 ul trombin oldattal inkubaljuk (10 NiH
egység/mi), amely 2 mmol/l CaCly-t tartalmaz. Az ellenanyagra a standard
kalibracios gorbét ugy készitjlik el, hogy olyanm ellenanyag készitményt hasznalunk,
amely SDS-PAGE alapjan homogeén.

Ahhoz, hogy megakadalyozzuk az aspecifikus kotédést, a fibrinnel boritott
lemezeket 1%-0s BSA oldatban inkubaljuk (PBS-ben készllt, pH=7,4). Ezutan 100 p
|, ellenanyagot tartalmazé oldatokat adunk hozza, majd 90 percig 37 °C-on
inkubdljuk. Az eljarasban szereplG egyes lépések utan a lukakat alaposan mossuk
PBS-Tween-nel. A megkotott ellenanyagot Ugy mutatjuk ki, hogy alkalikus
foszfatazhoz konjugalt nyul anti-egér ellenanyag oldatanak (Sigma) 1000-szeres

higitasat (PBS, 1% BSA, pH=8,0) adjuk hozza.

5.4.3. Hibridomak elballitasa, fuzio

Az egereket CO2 belégzéssel elaltatjuk, majd azonnal kivessziik a léplket. Az
immunizalt egerekbdl szarmazd Iépseijteket polietilénglikol 4000 (3000-7000) fuzios
agenssel flzionaltatjuk. A sejteket HAT szelekcios taptalajban inkubaljuk 1 hétig, T
lombikokban. Ezutan a sejteket 5x96 lukas lemezekre szélesztjik, amelybdl 93

lukban figyelhet6 meg ndvekedés. Ezek kézil 19 luk volt pozitiv a fibrin antigénre.
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Ezk kdzul a klonok kozul egy, az F492D8 (kés6bb az MH1 elnevezést kapta) olyan
ellenanyagot termel, amely felismeri a fibirn antigént, de nem as keresztreakciot a
fibrinogénnel. Ezt a bizonyos klont, az MH1-et hatarhigitassal haromszor ujra
klonoztuk, a harmadik klonozasi fazist 1 sejt per luk koncentracidban hajtva végre.
Amikor a sejtvonal stabilizalodott, szérummentes taptalajra vittiik ki, ahol kérilbell

7,5 mg/l szinten termeli az ellenanyagot.

5.4.4. Az ellenanyagq tisztitasa

A tisztitas el6tt (négyliteres sarzsok) a tenyészet fellluszéjat lecentrifugaljuk a
sejttormelék eltavolitasa céljabdl, majd atszirjik egy 0,8 um-es Nylon membranon,
hogy minden megmaradt részecskeét eltavolitsunk beléle. A hibridoma feltlaszot 4 °©
C-on 500 ml térfogatra témeényitjuk, spiralis ultrasz(rd berendezést hasznalva YM
tipusi membrannal (Amicon),amelynek a vagasi értéke 30,000 dalton. A puffercserét
20 mmol/l 2(N-morfolin) etanszulfonsavra (MES, pH=6) (A puffer) diasziiréssel
végezzik, a gyartd elbirasai szerint. Miutan tovabb téményitettik 100 ml
végtérfogatra, az ellenanyagoldatot egy 0,451 mikronos nylon membranon szdirjuk at,
majd tovabb tisztituk. A tdményitett ellenanyagoldatot folyadék-kromatografiaval
tisztitjuk Waters HPLC kromatograffal, egy 7,75 mm x 10 cm-es ABx oszlopon (J.T.
Baker, Pillipsburg, NJ). Az oszlopot az A pufferrel hozzuk egyensulyba, majd a mintat
(100 ml) 1,0 mi/perc aramlasi sebességgel visszik fel az oszlopra. Az oszlopot
alaposan mossuk az A pufferrel, majd az ellenanyagot leoldjuk az oszloprdl egy A
puffer - 100% B puffer (1 mol/l natrium-acetat, pH=7) gradienssel, 1 mi/perc aramiasi
sebességgel. 2 ml-es frakciokat szedink, majd a MAb-ot taﬁalmazé frakciokat
(ELISA-val meghatarozva) egyesitjik és foszfattal pufferelt séoldattal (PBS: 20
mmol/l natrium-foszfat, 150 mmol/I natrium-klorid, pH=7,4) szemben dializaljuk, majd

-20 °C-on taroljuk >1 mg/ml koncentraciéban. Az ABx oszlopot ugy regeneraljuk,
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hogy 5 percig mossuk 100%-os B pufferrel, majd Gjbdl egyensilyba hozzuk 15

oszlopterfogat A pufferrel.

5.5 A fibrispecifitas meghatarozasa

~ A fibrinspecifitast el6szor ugy hatarozzuk meg, hogy a hibridéma felliliszokat
kalon vizsgaljuk fibrinnel és fibrinogénnel boritott mikrotiter lemezeken. Csak azokat
az ellenanyagtermel6 sejtvonalakat fogadjuk el, amelyek nem adnak keresztreakciot
a fibrinogénnel.

A fibrinspecifitas tovabbi meger&sitésére egy kompeticids vizsgélatot végziink
oldatban levé fibrinogénnel, ezzel megerdsitve, hogy az ellenanyag nem ismeri fel az
oldatban levé fibrinogént.

A fibrinspecifitas. megerdsitésére hasznalt kompeticiés vizsgalatot az
elézGekben az ELISA vizsgalatra leirt médon hajtiuk végre, az ellenanyagot
el6inkubalva oldatban levé fibrinogénnel. Roviden, a hibriddoma fellliszot 37 °C-on
inkubaljuk 30 percig fiziolégias koncentraciéju (4 mg/ml) fibrinogén oldattal, amely
BSA-t tartalmaz (10 mg/ml), hogy megelézziik az ellenanyag aspecifikus kotédését a
fibrinogénhez. A fibrinogén/ellenanyag oldatot azutan egy mikrotiter lemez lukaiba
visszUk at, amelyeket fibrinnel boritottunk. GlyProArgPro (GPRP) peptidet adunk a
fibrinogén inhibitorhoz, hogy megakadalyozzuk a fibrinogén lehetséges
polimerizaciojat a visszamaradt trombinnal a fibrines lukakban. A vizsgdlatot azutan
szokvanyos ELISA formajaban végezziik el, egy immobilizalt antigénhez kotott el-
lenanyagra. Az &sszes olyan kisérletben, amelyben az MH1 ellenanyag
fibrinspecifitasat vizsgaljuk, egy masodik, 45J jelli ellenanyagot hasznalunk

kontrollként. A 45J keresztreakciét ad a fibrinnel és a fibrinogénnel.
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5.5.1. A fibrinogénnel vald keresztreakcié meghatarozasa

5.5.1.1. Immobilizalt fibrin és fibrinogén

Az MH1 sejtvonal egy ragcsalé monoklonalis ellenanyagot termel, amely
keresztreakciot ad a fibrinnel, ha az egy PVC mikrotiter lemez felszinére van régzitve
(5. tablazat). Ugyanabban a vizsgalatban az ellenanyag nem ismeri fel a lemezre
immobilizalt fibrinogént. Amint az 5. tablazatban levé adatok mutatjak, az
immunreaktivitds drasztikus ndvekedést mutat, ha a fibrinogént a trombin fibrinné
alakitja, vilkagosan mutatva, hogy a fibrin molekulan vagy exponalodott vagy létrejott
egy neoepitop. A kontroll ellenanyag azonban vildgosan egy olyan epitopot ismer fel,

amely megérzddik akkor is, amikor a fibrinogén fibrinné konvertalodik.

5.5.1.2. Kompeticios vizsqalat fibrinnel és fibrinogénnel

Az MH1 ellenanyag fibrinspecifitasat tovabb igazoljuk egy kompeticids
vizsgalatban,amelyben a hibriddma felliliszét elGinkubaljuk egy fibrinogén oldattal
(végkoncentracio 4 mg/ml), mielétt elvégezzik az ELISA-t a fibrinnel boritott lukakon.
Mivel ilyen magas fibrinogénszintet hasznaltunk ebben a kompeticios vizsgalatban
(az ellenanyag koncentracié 500-szorosa), 10 mg/ml végkoncentracioju BSA-t adunk
az oldathoz. A GPRP peptidet hozzaadjuk, hogy megakadalyozzuk a fibrin
polimerizaciojat a fibrinnel boritott lukakon marady trombin hatasara. Ennek a
vizsgalatnak az eredményei azt mutatjak, hogy az MH1 ellenanyag nem ismeri fel az
oldatban levé fibrinogént (6. tablazat).

Feltételezve, hogy 400 ng fibrin kétédik a mikrotiter lemez minden egyes
lukahoz, ez azt jelenti, hogy az ebben a bizonyos kompeticiés vizsgélatban hasznalt
fibrinogénszint 1000-szeres folosleget jelent a megkdtétt fibrin antigénnel szemben.

Emellett az ellenanyagszint 400-szoros foloslegét jelenti a széveti feltluszoban.
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5. Tablazat

Az MH1 ellenanyag keresztreaktivitasa fibrinogénnel és fibrin antigénnel

MAb Asosnm/30 perc
Fibrin Fibrinogén
MH1 0,90 0,025
45J 1,65 1,50
6. Tablazat

Az MH1 ellenanyag keresztreaktivitasa fibrinnel és fibrinogén jelenlétében

MADb Aso5,m/30 perc
+fibrinogén -fibrinogén

MH1 : 1,24 1,27

45J 0,438 1,74

5.5.2. A keresztreaktivitas meghatarozasa a fibrin(ogén) bomlastermékekkel

A fibrinogén bomiastermékeket (FDP-k) ugy allitiuk elS, hogy a fibrinogént

plazminnal inkubdljuk 37 °C-on, 10 perctsl 3 oraig terjed§ idStartamban. A kivant

idépontban a fibrinogenolizist megallitjuk, Trasylol (100 Kallikrein inhibitor egység/ml)

és 20 mmol/l epszilon aminokapronsav (EACA) hozzaadasaval.

A keresztkotést tartalmazo fibrin bomiastermékeket (XLFPD-k) ugy allitjuk eld,

hogy trombint (4 NIH egység/ml) adunk egy fibrinogén oldathoz (5 mg/ml) TRIS-szel

pufferelt séoldatban (TBS, pH=7,4, 50 mmol/l TRIS HCI, 1560 mmol/l NaCl), amely 10

mmol/l CaClo-t, plazminogént (0,25 mg/ml) és urokinazt (50 NE/ml). A kevereket 37 °

C-on inkubaljuk, majd a plazminos emésztést kulénbzd idSpontokban allitjuk le,

amint az az el6zékben az FDP-kre ismertettik.
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Ahhoz, hogy meghatarozzuk az ellenanyag keresztreaktivitdsat a fibrin
bomlastermékekkel és a fibrinogén bomlastermékekkel, a megfelelé bomlastermeke-
ket mikrotiter lemezekre rdgzitjlk, majd ELISA-t végzink a szokvanyos
modszerekkel. Amint azt a 7. tablazatban lathatd eredmények igazoljak,az MH1 el-
lenanyag nem lép keresztreakciéba semmilyen plazmin altal 1étrehozott fibrinogén
bomlastermékkel. Amint az a 8. tablazatbdl lathatd, az ellenanyag nem Iép reakciéba
az XL-fibrin bomiastermékekkel. Ezt akkor is megfigyelhetjik, amikor az ellenanyag
keresztreaktivitasat Western blott elemzéssel vizsgaljuk.

Az a kovetkeztetés vonhato le, hogy az ellenanyag felismer az érintetlen fibrin
molekulan egy olyan epitopot,amely nincs jelen, vagy nem exponalddik a prekurzor
molekula, a fibrinogén felszinén. Az epitop lathatdéan elbomlik a keresztkétéses fibrin
plazminos emésztése hatasara,amint azt a 8. tablazatban levé adatok mutatjak.

Ezek szerint az MH1 ellenanyag egy fibrinspecifikus monoklonalis ellena-
nyag,amelyet a kovetkezdk szerint lehet meghatarozni:

A jelen talalmany szerint egy fibrinspecifikus monoklonalis ellenanyag egy
olyan monoklonalis ellenanyag, amely:

1. afibrinnel és fibrinogénnel vald keresztreaktivitas mérésére szolgaldé kompeticios
vizsgalatban, amint azt az el6zékben ismertettik, a monoklonalis ellenanyagnak
koralbellil  75%-nal  kisebb, elénydsen korllbelil 10%-nal kisebb a
keresztreaktivitdsa a fibrinogénnel, ha a fibrinogént 1000-szeres foloslegben
hasznaljuk a fibrinnel 0sszehasonlitva,

2. a keresztkdtéses fibrinnel és fibrin bomlastermékekkel vald keresztreaktivitas
mérésére szolgald vizsgalatban a monoklonadlis ellenanyagnak a kérilbeldl
harom 6ran at plazminnal emésztett fibrinnel valé reaktivitasa kisebb mint kérul-
belil 50%, elénydsen kisebb mint kordlbelil 40%, a nulla idépontban a

monoklonalis ellenanyag és a fibrin reaktivitasara szamitva, és
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3. a keresztkotéses fibrinnel és fibrin bomlastermékekkel valé keresztreaktivitas
mérésére szolgald vizsgalatban a monoklonalis ellenanyagnak a koértlbelul négy
oran at plazminnal emésztett fibrinnel valé reaktivitasa nem nagyobb, mint a nulla
idépontban a monoklonalis ellenanyag €s a fibrin reaktivitasa.

Az MH1 ellenanyag tovabbi jellemzésére a fibrinhez valo affinitasat kell meg-
hatarozni. Az affinitdst Scatchard elemzéssel hatarozzuk meg [Frankel és mtsai.:
Molecular Immunology, 16, 101-106 (1979)], 125l-vel jelzett ellenanyagot
alkalmazva. A Kp disszociacios konstansra kapott ertek 6,7x10-10 mol/l. Ez az
affinitas kortlbelll 5000-szer er6sebb mint a t-PA affinitdsa a fibrinhez.

| Azt is meghataroztuk Western immunblott elemzéssel, hogy az MH1 ellena-
nyag nem ad keresztreakciot a fibrinogén Aa, B vagy gamma lancaival. Emellett azt
is kimutattuk ugyanazzal az elemzési modszerrel, hogy az MH1 ellenanyag nem ad
keresztreakciét a trombinnal kezelt fibrinogén Ao vagy Bp lancaival. (A fibrinogén
trombinos kezelése a fibrinopeptid A és a fibrinopeptid B felszabadulasat

eredmeényezi az Aa illetve a B lancrdl, ezaltal jon Iétre a fibrin o és B lanca.)

7. Tablazat

Az MH1 ellenanyag keresztreaktivitasa fibrinogén bomlastermékekkel

Plazmin emésztési idé A, 05.1/30 perc
MH1 45J
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
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8. Tablazat

Az MH1 ellenanyaqg keresztreaktivitasa fibrin bomiastermékekkel

Plazmin emésztési id6 (éra) As051m/30 perc
MH1 454
0,890 1,40
0,354 1,0
0,310 0,77

Emellett, ahogy a 7. tablazatban szereplé eredmények mutatjak, a kontroll el-
lenanyag, a 45J ellenanyag, k6t6dik a fibrinogénhez és nem ad keresztreakciot a
fibrinogén bomlastermékekkel. Ennek megfelel6en egy ilyen monoklonalis ellena-
nyag egy fibrinogln-specifikus monoklondlis ellenanyag, és a jelen talalmany egy
masik targyat képezi. A ﬁbrinogén-speciﬁkus monoklonalis ellenanyag barmely olyan
immunolégiai vizsgalatban hasznalhaté, amellyel in vitro meg lehet hatarozni a
plazma fibrinogén szintjé¢t. A 45J ellenanyagot jellemzi tovabba, hogy
megallapitottuk, miszerint a 45J epitop a fibrinogén a lancan talalhato, korllbelll a
206-424-es aminosavak kézott, legvaldsziniibb, hogy a 207-231-es aminosavak
kozott. A jelen talalmany szempontjabol egy fibrinogén-specifikus monoklonalis el-
lenanyag egy olyan ellenanyag, amelynek a fibrinogén és a fibrinogén
bomlastermékei kdzotti keresztreaktivitdas mérésére szolgald vizsgalatban (lasd az
el6z&ekben) a plazminnal koriilbeliil 40 percig emésztett fibrinogénnel valo reakcidja
kisebb mint 50%-a a monoklondlis ellenanyagnak a fibrinogénnel adott reakciojanak.

A 45J hibridomat szokvanyos technikakkal allitottuk elS, szokvanyos Balb/c
egeret hasznélva, aholis az egeret fibrinnel immunizéltuk. Azonban fibrinogen is

hasznalhaté antigénként.
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5.5.3. A keresztreaktivitds meghatarozasa a keresztkdtést nem tartalmazo fibrin és a

keresztkotést nem tartalmazo fibrinrogok kozott

ELISA-val kimutattuk, hogy az MH1 ellenanyag nemcsak a keresztkotest tar-
talmazo fibrinnel (XLFn) Iép keresztreakcidba, hanem a keresztkdtést nem tartal-
mazo fibrinnel is (NONXLFnN). Az ELISA-t az alabbiak szerint hajtjuk végre:

1. Egy 96 lukas mikrotiter lemezt 100 pl 50 ug/ml koncentraciéju (pH=8,5
borat puffer sés pufferben) fibrinogén oldattal boritunk, 4 °C-on, éjszakan at.

2. Keresztkotéses fibrin képzddik a fibrinogénnel boritott lukakban, 1 6ra
hosszat 37 °C-on inkubalva egy trombinoldattal (10 NIH egység/ml) TRIS-szel puf-
ferelt sooldatban (TBS, pH=7,4, 50 mmol/I TRIS-HCI, 150 mmol/l NaCl),amely 2
mmol/l CaCly-t és 10 mmol/l ciszteint tartalmaz.

3. A keresztkotést nem tartalmazé fibrint a fibrinogénnel boritott lukakban
allitjuk el6 (1 o6ra 37 °C-on 10 NIH egység/ml trombinoldattal) foszfat pufferben
(pH=6,1),amely EDTA-t tartalmaz 0,0125 mol/l végkoncentracioban.

4. A megkétott ellenanyagot anti-egér alkalikus foszfatdz konjugatummal vald
inkubalassal hatarozzuk meg. A megkdtdtt konjugatumot ugy hatarozzuk meg, hogy
hozzaadjnk egy alkalikus foszfataz szubsztratot, majd a kapott kolorimetrias reakciot
405 nm-en kovetjik, automata lemezleolvaséval.

A vizsgalat eredményei a 9. tablazatban lathatdk, és az a kdvetkeztetés
vonhatd le beléle, hogy az ellenanyagnak a keresztktéses fibrinnel valo
keresztreaktivitasa nagyobb, mint a keresztk6tést nem tartalmazé fibrinnel. Erre a
legegyszeriibb magyarazat az, hogy a keresztkétéses polimer strukturaban a
kovalens keresztkotés zarja vagy befagyasztia az ellenanyag altal felismert
konformaciét. A konformacio keresztkdtést nem tartalmazé formajaban, jollehet

létrejon, mégis, nincs stabilizalva a polimerben kialakulé kovalens kdtéssel.
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Azt is kimutattdk, hogy az ellenanyag keresztreakciot ad mind a
keresztkotéses mind a keresztkotést nem tartalmazo, in vitro létrejott rogokkel. A
keresztkdtéses fibrint dgy allitjuk eld, hogy a fibrinogén oldatot [TRIS (50 mmolll,
pH=7,4) sooldat, amely 2 mmol/l CaClp-t és 10 mmol/l ciszteint tartalmaz, valamint
trombint (10 NIH egység/ml) 3 dra hosszat inkubaljuk 37 °C-on. A keresztkoteses
fibrint ugy allitjuk els, a fibrinogén oldatot (3 mg/ml) foszfat pufferben (pH=6,1)
inkubdljuk, amely EDTA-t tartaimaz 0,0125 mol/l végkoncentraciéban valamint
trombint (10 NIH egység/ml), 3 6ra hosszat inkubaljuk 37 °C-on. A rogok kialakulasa
utan mossuk és 37 °C-on inkubdljuk 400 pl 1%-0os BSA oldattal, amely 125l-vel
jelzett MH1 oldatot tartaimaz. Az oldatbdl kis alikvot részeket vesziink ki kilonb6zd
idépontokban, majd a felvett ellenanyag mennyiségét ugy hatarozzuk meg, hogy a
plazmat egy gamma szamlaléban megmerjuk.
A 10. tablazatban az ellenanyag felvétele lathato, mind a keresztkétéses, mind

a keresztkotést nem tartalmazo rogokben.

9. Tablazat

Az MH1 ellenanyagq keresztreaktivitasa keresztkbtéses és keresztkdtést nem

tartalmazo fibrinnel

Ellenanyag Keresztkotéses Keresztkotés nélkali
koncentracié fibrin fibrin

(ng/mi) (405 nm-en mért abszorbancia)
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
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10. Tablazat

Az MH1 ellenanyaq keresztreaktivitasa keresztkotéses és keresztkotést nem

tartalmazo fibrinrogokkel

Fibrinrdg A jelzett ellenanyag %-os felvétele 8 dra elteltével
Keresztkotéses 79%
Keresztkotest nem tartalmaz 76%

5.6. A hibridoma letétbe helyezése

Az MH1 és 45J ellenanyagokat az American Type Culture Collection-nél
(ATCC) helyeztik letétbe 1988 junius 9-és, HB 9739 és HB 9740 letéti szamon. Az
ATCC székhelye 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD. 20852. Az MH1 ellenanyag
egy lgG1 ellenanyag, kappa konnyl lanccal, és az a medfigyelés, hogy az MH1 el-
lenanyag nemcsak a fiman fibrinnel, hanem a nydl fibrinnel is ad keresztreakciot.

A jelen talalmany oltalmi kdre nem korlatozdédik a letétbe helyezett
hibridomakra, ezek inkabb egyedi példai azoknak a hibridémaknak, amelyek fibrin-
specifikus monoklonalis ellenanyagot és fibrinogén-specifikus ellenanyagot
termelnek, a meghatarozasok szerint. Minden funkcionalisan ekvivalens sejtvonal a
jelen talalmany oltalmi korébe tartozik. A "funkcionalisan ekvivalens" szakkifejezés
azt jelenti, hogy egy ellenanyag képes a fibrinnek ahhoz az epitopjahoz kétédni,
amelyhez az MH1 ellenanyag kotédik, vagy a fibrinogénnek ahhoz az epitopjahoz,
amelyhez a 45J ellenanyag kotddik. Emellett, a szakkifejezés vonatkozik fibrin-speci-
fikus monoklonalis ellenanyagokra is, a meghatarozas szerint, amelyek nemcsak
ahhoz az epitophoz kdtédnek amelyhez az MH1 ellenanyag koétédik, illetve a 45J el-

lenanyag kotédik.
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5.7. A fibrin-specifikus monoklonalis ellenanyagok in vivo diagnosztikai és terapias

alkalmazasa

5.7.1. Vérrog/vaszkularis betegséq lokalizalasa

A jelen talalmany szerinti fibrin-specifikus monoklonalis ellenanyagok képesek
megcélozni a fibrinrdgdket, vagy a fibrin aggregatumait, in vivo. Ennélfogva
hasznalhatok arra, hogy emberekben lokalizaljuk velik a lehetséges szoveti vagy
vaszkularis karosodast és kovethessiik a vaszkularis megbetegedéseket. Egy fibrin-
specifikus monoklonalis ellenanyag kilondsen elényds erre a célra, mivel ez a
monoklonalis ellenanyag nam koétédik a fibrinogénhez, a fibrin bomlastermékekhez
és a fibrinogén bomlastermékekhez, ezaital csdkkenti a hatteret, ami lehet6ve teszi,
hogy pontosan lokalizaljuk a fibrinrogét vagy a fibrin aggregatumot.

Erre a felhasznalasi terliletre elényds a tisztitott monoklonalis ellenanyag. A
tisztitast elényésen HPLC moddszerrel végezhetjik. A human alkalmazasra készitett
monoklonalis ellenanyagok tisztitasat elvégezhetjlk ammodnium-szulfatos vagy
natrium-szulfatos kicsapassal, amit dializis kévet séoldattal szemben, majd sz(liréses
sterilezés. Egy masik modszer szerint az immunaffinitas kromatografias technikat
hasznalhatjuk a monoklonalis ellenanyag tisztitasara.

A tisztitott monoklonalis ellenanyagokat radioaktiv vegytletekkel jelezhetjik,
azaz peldaul 123!, 125!, 131I, 99mTc, 1M1n atomokkal, majd intravénasan
beadhatjuk a betegeknek. Az ellenanyagot jelezhetjik egy magneses probaval is.
NMR-t alkalmazhatunk egy vérrog kimutatasara. Az ellenanyagoknak a vérrognél
vagy fibrin aggregacional vald lokalizalasa utdn emisszids tomografids és
radionuklearis letapogatasi technikakkal lehet kimutatni 6ket, ezaltal megtalalhato a
verrdg vagy a fibrinbe kapszulazott tumor.

llusztralas céljara a tisztitott monoklondlis ellenanyagot a megfelel6

hordozdban, azaz példaul séoldatban szuszpendaljuk,amely vagy tartalmaz human



secas
.
tecas
.

-60 -

albumint vagy nem, megfeleld dézisban, majd beadjuk a betegnek. A monoklonalis
ellenanyagokat elénydsen intravénasan adjuk be, azaz példau!l tébb o¢ra alatt,

folyamatos intravénas infuziéval.

5.7.2. Vaszkularis megbetegedések kezelése  monoklondlis _ ellenanyag

konjugatumokkal

A jelen talalmany szerinti monoklonalis ellenanyagokat szamos kulénb6z6
gyogyaszati agenssel kombinadlva alkalmazhatjuk, azaz példaul citotoxikus
reagensekkel és trombolitikus reagensekkel, azaz példaul t-PA-val, urokinazzal,
sztreptokinazzal, és mas olyan fehérjével, amely fel tudja oldani a fibrint. Az ilyen
felhasznalas kulondsen elényds, mivel a jelen talalmany szerinti fibrinspecifikus
monoklonalis ellenanyag lehet6vé teszi ezeknek a reagenseknek a nagyon hatékony
alkalmazasat, mivel semmi nem vész el a reagensbdl a fibrinogénhez, fibrin
bomlastermékhez vagy fibrinogén bomlastermékhez val6 kétédés révén. A témarol
tobb Gsszefoglaldt is publikaltak [Bale és mtsai.: Cancer Research 40, 2965-297
(1980); Ghose és Blair: J. Natl. Cancer Inst. 61(3), 657-676 (1978); Gregoriadis:
Nature 265, 407-411 (1977); Gregoriadis: Pharmac Ther. 10, 103-108 (1980); Trouet
és mtsai.: Recent Results Cancer Res. 75, 229-235 (1980)].

Ezeknek az agenseknek a monoklonalis ellenanyag molekulajahoz valo
kapcsolasara hasznalt modszerek kozé tartozhatnak nem-kovalens és kovalens
kotések is. Mivel valészin(ibb, hogy a nem-kovalens kdtések felbomlanak, miel6tt az
ellenanyag-komplex eléri a célpontjat, ezért a kovalens kotéseket részesitik
elényben. Példaul karbodiimid kbtés johet létre egy gyogyaszati dgens és az ellena-
nyag aminocsoportja kozott. Bifunkcids agensek, azaz példaul dialdehidek vagy
imidoészterek hasznalhatok egy gyogyszer aminocsoportjanak és az ellenanyag mo-

lekula aminocsoportjanak az 6sszekpacsolasara. A Schiff-bazis reakcié hasznalhato
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a gyogyszereknek az ellenanyag molekulakhoz vald kotésére. Ez a mddszer tartal-
mazza egy glikol- vagy vagy hidroxicsoportot tartalmazé citotoxikus agens perjodatos
oxidaciéjat, ezaltal egy aldehidet képezve, ami azutan reakcioba Iép az ellenanyag
molekulaval. A kapcsolodas egy Schiff-bazison keresztil jon 1étre, amely az ellena-
nyag molekulan levé aminocsoportokkal jon létre. Emellett, reaktiv szulfhidril

csoportokat tartalmazé gyogyszereket is kapcsoltak az ellenanyag molekulakhoz.

6. Az oldhato fibrin in vitro kimutatasa és mérése

6.1. Hattér

Amint azt az el6zékben ismertettik (lasd 5.1. szekcid), a hemosztatikus
mechanizmus reakciok komplex sorozatabdl all, amelynek a végén a fibrinogén veégul
trombinnal fibrinné alakul. Ezeknek a reakcioknak a végeredménye a vérrog
képz6dése. A reakcidsorozatot egyszeriien egy, az alabbiakban vazolt haromlépéses
folyamattal lehet jellemezni:

1. |épés - Proteolizis:
Fibrinogén = fibrin monomerek + A és B fibrinopeptidek

2. |épés - Polimerizacio:
Fibrin monomerek < oldhato fibrin polimerek

3. l1épés - Rogképzddes:
Oldhato fibrin polimerek = Fibrinrég

A fibrinogén harom par eltéré polipeptid lancbdl all: Aa, Bp és y [L. Stryer,
Biochemistry 3. kiadas, 249. oldal, W.H. Freeman and Company, New York (1988)].
Az indulo lépésben, amikor a fibrinogén fibrinné alakul (lasd a fenti 1. Iépést), a
fibrinogént a trombin elhasitja, ezaltal a két fibrinogén Aa-lanc N-terminalisarol
felszabadul a fibrinopeptid A. A kapott monomer a DesAA fibrin monomer. Amint az

szintén lathato az 1. 1épésben, ezzel egyidében, de lassabban, a trombin lehasitja a
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fibrinopeptid B-t is a két fibrinogén Bp-lanc N-termindlis végeirdl. A fibrinopeptid
felszabadulas eredményeképpen Uj N-termindlisok exponalddnak a fibrin o és B
lancain. Amint azt az el6z6kben ismertettiik az 1. lépésben keletkez6 molekula a
fibrinpopeptid A, fibrinopeptid B és a fibrin monomerek, azaz a DesAA fibrin
monomer és a DesAABB fibrin monomer, amit a fentiekben "fibrin monomer” néven
emlitettiink [W. Nieuwenhuizen: Blood Coagulation and Fibrinolysis 4, 93-96 (1993)].
Amint az a 2. lépésbdl latszik, a fibrin monomerek azutan nem-kovalens
(keresztkotést nem tartalmazd) és kovalens (keresztkotéses) polimereket hoznak
létre, igy alakulnak ki az oldhato fibrin polimerek. Amint az a 3. lépésbdl lathatd, az
oldhato fibrin polimerekbél azutan létrejon a fibrinrdg.

Az oldhatd fibrint ugy hatarozzuk meg, mint barmely olyan, fibrinogénbdl vagy
fibrinbdl szarmazé molekulafajtat, amely képes fibrinpolimer képz&dését eldidezni,
vagy barmely fibrin(ogén) eredetli molekulafajta, amelynek molekulasulya nagyobb
mint a természetes fibrinogén molekulasllya, és a vérben oldatban marad. A 2.
lépésben keletkezd, keresztkotést nem tartalmazo, illetve keresztkdtéses DesAABB
fibrinpolimer az oldhatd fibrinek két fajtaja, valamint az oldhatd fibrinpolimereknek is
két fajtaja. Emellett, az oldhato fibrin szakkifejezés mas fajtakra is vonatkozik:
példaul a DesAA fibrinpolimerekre, a fibrinpolimerek (akar DesAA akar DesAABB
fibrinpolimerek) kdzotti kdlcsdnhatas révén létrejott komplexekre, valamint az X, Y, D
és E fibrin bomlastermékekre (lasd az el6z6, 5.1.-es szekciot, ezeknek a
bomlastermékeknek aleirasara) és emellett példdul a DesAA és DEsAABB
monomerek fibrinogénnel alkotott komplexére [W. Nieuwenhuizen: Blood
Coagulation and Fibrinolysis 4, 93-94 (1993)].

Az oldhato fibrinpolimerek az oldhatatlan fibrin, azaz a vérrég kdzvetlen
prekurzorai, és ennek kdvetkeztében az oldhato fibrinpolimerek plazmaszintjérél az a

vélemény alakult ki, hogy megné olyan emberekben, akiknek kialakuloban levé vagy



secee
.

-63 -

meglevd trombdzisa van (intravaszkularis vérrogképzédés). Ezeknek a polimereknek
a kimutatasa és mennyiségének mérése a vérben, kilondsen a DesAABB oldhato
fibrinpolimereké ennek kovetkeztében hasznos jelzése a kezdeti stadiumban levd
vérrogképzédésnek [Bang és Chang, 119-121; [W. Nieuwenhuizen: Blood
Coagulation and Fibrinolysis 4, 93-94 (1993); Marder és mtsai.: 5,206,140 szamu
Amerikai Egyesdilt Allamok-beli talaimany].

Az oldhaté fibrin bizonyos fajtdit kordbban kimutattak vagy mérték és
kimutattak, szamos kilénbozé modszer alkalmazasaval, beleértve példaul a
fibrinopeptid A mérését, az Aa és y epitopok elleni ellenanyagokkal valé mérést,
amely epitopok a fibrinogénnek fibrinné valé atalakulasa soran exponaldédnak [W.
Nieuwenhuizen: Blood Coagulation and Fibrinolysis 4, 93-94 (1993)], valamint a D-
dimerek mérését [Marder és mtsai.: 5,206,140 szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
talalmany]. Az oldhato fibrin kimutatasara vagy mérésére szolgald egyéb modszerek
kdzé tartozik a fibrinnel boritott eritrocitak agglutinacidjanak mérése oldhato fibrin
jelenlétében, gélkizarasos kromatografia, a plazminogén aktivalas sebességenek
fokozasa a t-PA plazminogén aktivatorral [W. Nieuwenhuizen: Blood Coagulation and
Fibrinolysis 4, 93-94 (1993)], etanol vagy protamin-szulfat zselézés, a plazmabdl
tisztitott fibrinogén frakciok N-termindlis elemzeése, 14C-jelzett glicinetilészter
beépitése és agaroz geélkromatografia [Bang és Chang, 111-118]. Ezek kozll a
vizsgalatok kdzil egy sem képes arra, hogy specifikusan mérje és kimutassa mind
az oldhatd keresztkotéses, mind az oldhatd, keresztkétést nem tartalmazo

fibrinpolimereket.
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6.2. Oldhato keresztkotéses fibrinpolimerek és oldhatd, keresztkotést nem tar-

talmazé fibrinpolimerek in vitro vizsgalata

A jelen taldlmany azon a felismerésen alapul, hogy lehetséges in vitro
vizsgdlatot alkotni, amellyel ki lehet mutatni és mérni lehet az oldhato,
keresztkotéses DesAABB fibrinpolimereket és az oldhato, keresztkétést nem tartal-
mazo DesAABB fibrinmonomereket, egy olyan olyan vizsgalérendszerben, amelyben
nem mutatjuk ki az (a) fibrinogént, (b) fibrinogén bomlastermékeket, (c) DesAA fibrin
monomereket, (d) DesAA fibrin polimereket, (e) DesAABB fibrin monomereket, (f)
keresztkotéses fibrinogént (Xllla-val kezelt fibrinogén), (g) DesAA fibrin monomer-
fibrinogén komplexeket és (h) a fibrin bomlastermékeket ("(a)-(h) molekulafajtak"). A
fibrinogén bomlastermékeket és a fibrin bomlastermékeket a fibrinogén vagy a fibrin
plazminos emésztésével allitjuk eld (5.2. szekcio).

Az az altalanos vélemény alakult ki, hogy az el6zokben ismertetett vizsgalat
kuldndsen jol hasznalhato a trombadzissal jellemzett dllapotok klinikai diagnoézisaban.
A vizsgalatot barmely testfolyaték alkalmas mintajaval elvégezhetjiik, de mintaként
az emlds vért részesitjik elényben. Az alkalmas emI&sdk kdzé tartoznak példaul a
nyulak, majmok és az emberek, de az embereket részesitjuk el6nyben.

Az ilyen in vitro vizsgalatokban barmely olyan, ismert vagy még kifejlesztendd
modszer alkalmazhato az oldhatd, keresztkdtéses DesAABB fibrin polimerek és az
oldhatd, keresztkdtést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimerek kimutatasara,
amely nem mutatja ki az (a)-(h) molekulafajtakat. Ha egyszer mar kimutattuk, akkor
megmérhetjik az oldhatd keresztkGtéses DesAABB fibrin polimereket és az oldhato,
keresztkdtést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimereket egy mintaban, akar egy
kontroll mintaval vald Gsszehasonlitds alapjan, akar olyan standardok alkalma-

zésaval, amelyek ismert mennyiségli oldhatd, keresztkdtéses DesAABB fibrin
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polimert és oldhato, keresztkotést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimert tartal-
maznak, és amely standard semmit nem tartalmaz az (a)-(h) molekulafajtakbol.

Meg kell jegyeznink, hogy a kimutatas eszkbze barmely olyan modszer,
amellyel valaki képes meghatarozni a szamara érdekes anyag jelenlétét egy
mintdban. A kimutatds egy el6nyos eszkdze az oldhatd, keresztkdtéses fibrin
polimerek és az oldhatd, keresztkotést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimerek
elleni ellenanyag, amely ellenanyag nem ad keresztreakciot a kovetkezdkkel: (a)
fibrinogén, (b) fibrinogén bomlastermék, (c) DesAA fibrin monomerek, (d) desAA
fibrin polimerek, (e) DesAABB monomerek, (f) keresztkdtéses fibrinogén, (g) DesAA
fibrin monomer-fibrinogén komplexek és (h) fibrin bomlastermékek. Az emlitett el-
lenanyag arra hasznalhaté, hogy egy mintdban megmérjik az oldhato,
keresztkotéses DesAABB fibrin polimer és az oldhatd, keresztkotést nem tartalmazo
DesAABB fibrin polimer mennyiségét. Ezek az ellenanyagok lehetnek monoklonalis
vagy poliklondlis ellenanyagok, de a monoklondlis ellenanyagokat részesitjuk
elényben. Az ellenanyag el6nydsen humén vagy ragcsaléo vagy nyul eredetd.
Emellett az ilyen ellenanyagok kozé tartoznak, anélkil, hogy ezekre korlatoznank
magunkat, a kiméra ellenanyagok, az egylancu ellenanyagok és a Fab fragmensek.

Az ilyen ellenanyagra példa az MH1 monoklonalis ellenanyag, amit az 5.5.1.-
5.5.3 pontokban, valamint az 5.6. pontban ismertettiink. Az az altalanos vélemény
alakult ki, hogy az MH1, amellett, hogy az elézékben ismertetett kétési jellemzdkkel
rendelkezik, nem kotédik a fibrinogén-fibrin bomlastermék komplexhez. Az MH1-nek
ez a jellemzéje fokozhatja a hatékonysagat az oldhaté keresztkétéses és oldhatd
nem-keresztkdtéses DesAABB fibrin polimerek kimutatdsaban és mérésében.

Meg kell jegyezniink, hogy két vagy tdbb ellenanyag hasznalhaté a kimutatas
eszkdzeként. Tehat kilénbdzd specifitasu ellenanyagok kombinacidja hasznéalhato

az oldhato keresztkotéses DesAABB fibrin polimerek és az oldhatd, keresztkdtest
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nem tartalmazé DesAABB fibrin polimerek kimutatasara és mérésére egy mintaban,
amelyben példaul egyik ellenanyag sem képes egyedil komplexet kepezni az
oldhato, keresztkotéses DesAABB fibrin polimerekkel és az oldhatd, keresztkotést
nem tartalimazo DesAABB fibrin polimerekkel is, mig a két (vagy tobb) ellenanyag
képes ilyen komplexeket képezni. Természetesen egyik ellenanyag sem képes az
(a)-(h) molekulafajtakkal keresztreakciot adni.

Azt is meg kell jegyezni, hogy ha az ellenanyagokat alkalmazzuk, akkor
fajspecifikus ellenanyagot kell alkalmazni.

Az ellenanyagok eléallitasahoz kiilonb6z6é gazdaallatok immunizalhatok az
oldhatd, keresztkotéses DesAABB fibrin polimerek és oldhatd, keresztkotést nem tar-
talmazo DesAABB polimerek mint antigének injekciézasaval, beleértve, anélkll, hogy
ezekre korlatoznank magunkat, a nyulakat, egereket, patkanyokat, stb. Ezek a
polimerek szelektiven izolalhatok, példaul MH1 ellenanyag alkalmazasaval, amelyet
egy Sepharose MH1 ellenanyag affinitds oszlophoz kapcsoltunk. Ezeket a
polimereket az alabbiak szerint izolalhatjuk: Az oldhat6 fibrint el6szor in vitro allijuk
els, kis mennyiségl trombint adva a citrattal kezelt plazmahoz. Miutan a trombin
aktivitasat kioltottuk egy hatékony trombin inhibitor, azaz példaul hirudin
hozzaadasaval, a plazma mintakat egy Sepharose-MH1 oszlopra visszik. Az ilyen
MH1 oszlopot ugy allitjuk el6, hogy az NHI ellenanyagot bromciannal aktivalt
Sepharose 4B (Pharmacia) oszlopra kétjik, az szakterlleten ismert modszer alkal-
mazéasaval (Pharmacia termékismertets, amelyben leirjak egy ellenanyag-Sepharose
4B oszlop készitését, elbre aktivalt Sepharose 4B alkalmazasaval). Az oldhato
fibrintel6szor foszfattal pufferelt sooldat (PBS) jelenlétében visszik fel a Sepharose-
MH1 oszlopra. Miutdn hozzakétédott a  Sepharose-MH1  oszlophoz, PBS

jelenlétében, az MH1-Sepharose-hoz kot6dé oldhaté fibrint natrium-tiocianat oldat al-
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kalmazasaval elualhatjuk. A PBS-sel szembeni dializis utan az izolalt oldhato fibrin
polimert -70 °C-on tarolhatjuk.

Kiilonbdz8 adjuvansok hasznalhaték az izolalt polimerekkel, hogy ezzel
fokozzuk az immunvalaszt, a fajtol figgben, beleértve, anélkil, hogy ezekre korlatoz-
nank magunkat, a Freund féle (komplett vagy nem komplett) adjuvanst, az asvanyi
géleket, Ggymint az aluminium-hidroxidot, a feliletaktiv anyagokat, azaz példaul a
lizolecitint, tdbbszéros poliolokat, polianionokat, peptideket, olajemulziokat, furécsiga
hemocianint, dinitrofenolt és a potencidlisan hasznos human adjuvansokat, azaz
példaul a BCG-t (Calmette-Guerin bacillus) és a Corynebacterium parvum-ot.

Az oldhatd keresztkdtéses és az oldhatd, keresztkotést nem tartalmazo
DesAABB fibrin polimerekre specifikus monoklonalis ellenanyagokat, amelyek nem
adnak keresztreakciot az (a)-(g) molekulafajtakkal, barmely olyan technikaval
elGallithatiuk, amely azt eredményezi, hogy ellenanyag molekulak termelGdnek
folyamatos sejttenyészetekben. Ezek kozé tartozik, anélkil, hogy ezekre
korlatoznank magunkat, a a hibriddma technika, amelyet eredetileg Kohler és
Milstein irt le [Kohler és Milstein: Nature 256, 495-497 (1975)], az Gjabb human B-sejt
hibriddma technika [Kosbor és mtsai.: Immunology Today , 72 (1983)], és az EBV
hibriddma technika [Cole és mtsai.: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy,
Alan R. Liss, Inc., 77-96 (1985)]. A taldimany egy tovabbi megvaldsitasi modja
szerint a monoklondlis ellenanyagok eldallithatdk mikroorganizmus-mentes
allatokban is, a legujabb technika alkalmazasaval (lasd 5.2.-5.4. pontokat). Az ilyen
ellenanyag el6allitasara egy példa az el6z6kben ismertetett MH1 el6allitas (lasd 5.3.-
5.6. pontok).

A talalméany szerint a human ellenanyagokat ugy allithatjuk elé, hogy human
hibridomakat alkalmazunk [Cote és mtsai.: Proceedings of the National Academy of

Sciences, USA 80, 2026-2030 (1983)], vagy huméan B sejteket in vitro EBV virussal
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transzformalunk [Cole és mtsai.: Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Liss, 77-96 (1985)]. Valojaban, a talalmany szerint a "kiméra ellenanyagok” eldalli-
tasara kidolgozott technikak [Morrison és mtsai.. Proceedings of the National
Academy of Sciences, USA 81, 6851-6855 (1984); Neuberger és mtsai.: Nature 312,
604-608 (1984); Takeda és mtsai.. Nature 314, 452-454 (1985)] is alkalmazhatok,
mely szerint az egy megfeleld antigén specifitdssal rendelkezd egér ellenanyag mo-
lekulat kddold géneket hozzaillesztjik a megfelelé bioldgiai aktivitassal rendelkezé
human ellenanyag molekulat kodold génekhez, és ezt alkalmazzuk; ezek az ellena-
nyagok is a jelen talalmany oltalmi korébe tartoznak.

A taldlmany szerint az egyszali ellenanyagok készitésére ismertetett
technikak [4,946,778 szamU Amerikai Egyesiilt Allamok-beli bejelentés] adaptalhatok
specifikus egyszalu ellenanyagok eldallitasara.

A taldalmany tovabbi megvalositasi mddja szerint a Fab expresszids
konyvtarak készitésére leirt technikakat alkalmazzuk [Hise és mtsai.. Science 246,
1275-1281 (1989)], hogy gyorsan és konnyen azonositani tudjuk az oldhaté
keresztkotéses és az oldhatd, keresztkdtést nem tartalmazé DesAABB fibrin
polimerekhez a keresett specifitdssal rendelkez6 monoklonalis Fab fragmenseket.

Az oldhatd keresztkotéses és oldhatd, keresztkdtést nem tartalmazo
DesAABB fibrin polimerekre specifikus kotési helyeket tartalmazé ellenanyag-
fragmensek ismert modszerekkel allithatdk el6. Példaul, az ilyen fragmensek koze
tartoznak, anélkll, hogy ezekre korlatoznank magunkat, a kdvetkezék: a F(ab')2
fragmensek, amelyeket az ellenanyag molekula pepszines emésztésével lehet elGal-
litani, és a Fab fragmensek, amelyeket gy allithatunk el6, hogy redukaljuk a F(ab')o
fragmensek diszulfidhidjait.

A jelen taldlmany szerinti ellenanyagok hasznalhatok barmely, a

szakirodalomban ismert immunesszé rendszerben, beleértve, anélkll, hogy ezekre
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korlatoznank magunkat, a kovetkezGket: radioimmunesszé, enzimhez kotott
immunszorbens esszé, "szendvics" esszék, precipitin reakcidk, géldiffuzios
immundiffuzids vizsgalatok, agglutinacios vizsgalatok, fluoreszcens immunesszék,
protein A immunesszék €s immunelektroforazis vizsgalatok, csak hogy néhanyat
megnevezzink. A 4,629,783 szamu Amerikai Egyesiilt Allamok-beli szabadalmi
bejelentés és az abban idézett bejelentések is megfeleld esszéket irnak le.

Az ellenanyagok alapreagensekként hasznalhatok szamos kilonb6zé
immunesszében, hogy meghatarozzuk az oldhatdé keresztkotéses és az oldhatd,
keresztkdtést nem tartalmazo DesAABB fibrin polimerek jelenlétét egy vérmintaban
vagy mas testfolyadékban. Altalanossagban szélva az ellenanyagok barmely tipusu
immunesszében alkalmazhatdk, mind mennyiségi mind mindségi vizsgalatban. Ezek
kdzé tartozik mind a kétpontos szendvics esszé és az egypontos immunesszé, nem-
kompetitiv tipusu, valamint a tradicionalis kompetitic vizsgalatok.

Kllénosen elbnyds, a kimutatas egyszerlisége és a kvantitativ természete
szempontjabdl, a szendvics vagy kett6s ellenanyag vizsgalat, amelyeknek szamos
variacioja létezik, amelyek mindegyike a jelen talalmany oltalmi kérébe tartozik.

Peéldaul, egy tipikus "forward" szendvics vizsgalatban a jelzetlen ellenanyagot
immobilizaljuk egy szilard hordozéra, azaz példaul egy mikrotiter lemez lukaiba, és a
vizsgalandd mintat érintkezésbe hozzuk a megkotott molekulaval. Megfelel6
inkubalasi periddus utan, ami alatt elég id6 van ahhoz, hogy az ellenanyag-antigén
binaris komplex kialakuljon, egy masodik ellenanyagot, amelyet egy kimutathato jel
indukalasara képes riporter molekulaval jeleztink, adunk hozza, majd folytatjuk az
inkubalast, elegendd idét adva arra, hogy az antigénhez kotédjon egy masik pontban
és egy harmadlagos komplex alakuljon ki az ellenanyagbdl, az antigénbdl és a jelzett
ellenanyagbdl. Minden el nem reagalt anyagot lemosunk, majd az antigén jelenlétét

egy jel megfigyelése alapjan hatarozzuk meg, amelyet mennyiségileg is meghata-
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rozhatunk, kontroll mintakkal (standardokkal) hasonlitunk &ssze,amelyek ismert
mennyiségl antigént tartalmaznak. A "forward" szendvics vizsgalat variansai kozé
tartozik a szimultan esszé, amelyben mind a mintat, mind az ellenanyagot egyszerre
adjuk a megkotott ellenanyaghoz, vagy a "reverz" szendvics vizsgalat, amelynek
soran el@szor a jelzett ellenanyagot és a vizsgalandd mintat kombinaljuk, majd egyutt
inkubaljuk, és utana adjuk a jelzetlen, felllethez koétott ellenanyaghoz. Ezek a
technikak jol ismertek a szakterileten jartas szakember szamara, és kisebb eltérések
lehetdsége nyilvanvald. A tovabbiakban a "szendvics esszé" szakkifejezés az alap

Egy sokkal specifikusabb példaként, egy tipikus "forward" szendvics
vizsgalatban egy primer ellenanyag vagy kovalens kétéssel vagy passzivan kotddik
egy szilard hordozohoz. A szilard felszin altaldban Uveg vagy polimer, a
legaltalanosabb polimer a celluléz, a poliakrilamid, a nylon, a polisztirol, a
polivinilklorid vagy a polipropilén. A szilard hordozdk formaja lehet csé, gyongy,
korong vagy mikrotiter lemez, vagy barmely olyan felszin, amely alkalmas
immunesszeé elvégzesére. A kotési folyamatok nagyon jol ismertek a szaktertleten. A
kotést kovetben a szilard fazis-ellenanyag komplexet mossuk a vizsgalt minta
el6készitése soran. Ezutan a vizsgalandé testfolyadék egy alikvot részét hozzaadjuk
a szilard fazisu komplexhez és annyi ideig inkubaljuk, amennyi elegendé ahhoz,
hogy kotés j6jjon létre barmely jelenlevé oldhatd, keresztkdtést nem tartalmazé
DesAABB fibrin polimer és oldhatd, keresztkétéses DesAABB valamintaz emlitett
fehérjékre specifikus ellenanyag kézott. A masodik ellenanyagot azutan hozzaadjuk
a szilard fazisi komplexhez és annyi ideig inkubaljuk tovabb, amennyi elegendé
ahhoz, hogy a masodiK ellenanyag kotédjon a primer ellenanyag - antigén szilard
fazisi komplexhez. A masodik ellenanyagot egy riporter molekulahoz kapcsoljuk,

amelynek a lathatd jelét azutan arra hasznaljuk, hogy jelezziik a masodik ellena-
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nyagnak barmely, a mintdban valoé antigénhez valé kotédését. A "riporter molekula"
szakkifejezés alatt a jelen leirasban egy olyan molekulat értiink, amely kemiai
termeszetébdl kovetkezéen analitikailag kimutathato jelet szolgaltat, amely lehetdve
teszi az antigénhez kotott ellenanyag kimutatasat. A kimutatasnak legalabb részben
értékelhetének kell mennyiségileg, hogy lehetévé tegye az antigén mennyiségének
meghatarozasat a mintaban, ami abszolut értékben szamithatd, vagy egy
standarddal (vagy standardsorozattal) valé Gsszehasonlitas alapjan, amelyismert,
normal szint( antigént tartalmaz.

Az ilyen tipusu vizsgalatban leggyakrabban hasznalt riporter molekulak vagy
enzimek vagy fluoroférok. Egy enzim immunesszé esetében egy enzimet a masodik
ellenanyaghoz konjugalunk, gyakran glutaraldehiddel vagy perjodattal. Amint az
azonban nyilvanvalo lesz, szamos kilonbdz6 konjugacios technika létezik,amelyek
jol ismertek a szakterileten jartas szakember szamara. Az altalanosan hasznait
enzimek k&zé tartozik a tormaperoxidaz, a glukézoxidaz, a béta-galaktozidaz és az
alkalikus foszfataz, egyebek kozott. Példaul a p-nitrofenil foszfat alkalmas az
alkalikus foszfatdaz konugatumokkal valé alkalmazasra; a peroxidaz konjugatumok-
hoz altalaban az 1,2-fenilandiamint vagy toluidint alkalmazzak. Az is lehetséges,
hogy fluoreszcens termékeket eredményezé fluorigén szubsztratokat alkalmazunk az
el6z6kben emlitett kromogén szubsztratok helyett. Mindegyik esetben az enzimmel
jelzett ellenanyagot hozzaadjuk az elsé ellenanyag komplexhez és hagyjuk, hogy
kotédjon a komplexhez, majd a foloslegben levé reagenst kimossuk. A megfeleld
szubsztratot tartalmazé oldatot azutan hozzaadjuk az ellenanyag-antigén-jelzett el-
lenanyag tercier komplexéhez. A szubsztrat reagal a masodik ellenanyaghoz kapcsol
enzimmel, ennek eredménye egy mennyiségileg mérhet§ vizualis jel, amelyet
altalaban spektrofotometridsan értékelhetink, ezzel mérhetjik a szérum mintaban

jelenlevé antigén mennyiségét.
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Egy masik moddszer szerint fluoreszcens vegyuletek, azaz peldaul a
fluoreszcein vagy a rodamin kémiailag hozzakapcsolhaté az ellenanyagokhoz,
anélkll, hogy ezzel megvaltoztatnank a kotési kapacitasukat. Ha egy adott
hulldamhosszusagu fénnyel megvilagitva aktivaljuk, a fluorokrommal jeizett ellena-
nyag abszorbealja a fényenergiat, egy gerjesztett allapotot inkubalva a molekulaban,
majd ezt kdveti a fényemisszio egy jellegzetes, nagyobb hullamhosszon. Az emisszid
jellegzetes szinként jelentkezik, ami fénymikroszkoppal vizudlisan érzékelhetd.
Csakugy, mint az enzim immunesszében (EIA), a fluoreszcenciasan jelzett ellena-
nyagot hagyjuk az elsé antigén-komplexhez koétdédni. A megkdtetlen reagens
kimosasa utan a megmaradt terner komplexet a megfelel6 hullamhosszusagu
fénynek tesszik ki, és a megfigyelt fluoreszcencia jelzi az antigén jelenlétét. Az
immunfluoreszcencia és EIA technikak mind j6l megalapozottak a szakirodalomban,
és kulondsen elénydsnek tartjuk a jelen médszer alkalmazasa soran. Azonban mas
riporter molekulak, azaz példaul radioaktiv izotopok, kemilumineszcens vagy
biolumineszcens molekulak is alkalmazhatok. A szakterlleten jartas szakember
szamara nyilvanvald, hogyan kell az eljarast varialni ahhoz, hogy megfeleljen a
kivant alkalmazasnak.

Egy masik moddszer szerint a vizsgalandé mintat, emiés vért vagy mas
testfolyadékot, amely az odhatd, keresztkétést nem tartalmazo fibrin DesAABB
polimert és az oldhatd, keresztkdtéses DesAABB fibrin polimert tartalmazza
hasznalhatjuk egy egypontos immunesszében, ha egy szilard szubsztrathoz kotjik,
kovalens vagy nem kovalens kotéssel. Egy jelzetlen ellenanyagot érintkeztetink a
szilard szubsztrathoz kotott mintaval. Megfelel inkubalasi id6 utan, amely elegendd
ahhoz, hogy kialakuljon egy ellenanyag-antigén binaris komplex, egy masodik ellena-
nyagot adunk hozza, amelyet egy kimutathato jelet indukalni képes riporter moleku-

laval jeleztink, és az inkubalast tovabb folytatjuk, hogy elegendd id6 legyen egy
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antigén-ellenanyag-jelzett ellenanyag tercier komplex kialakulasahoz. Az egypontos
immunesszében a masodik ellenanyag lehet egy altalanos ellenanyag (azaz
zenogén ellenanyag az immunglobulinra, féleg az anti-(IgM és 1gG)-re, amely egy
riporter molekulahoz kétédik), amely képes megkdtni egy olyan ellenanyagot, amely
az oldhato keresztkétéses fibrin polimerre és az oldhatd, keresztkotest nem tartal-
mazo fibrin polimerre specifikus.

Az oldhato, keresztkotést nem tartalmazo DESAABB fibrin polimerek és az
oldhato, keresztkotéses DesAABB fibrin polimerek in vitro kimutatasa és mérése
kilondsen hasznos, ha ilyen kimutatast és mérést végzink, a betegek plazmajat
alkalmazva, azzal a céllal, hogy egy kezdédd, vagy mar létezd trombotikus eseményt
mutassunk ki, amely esemény egy kezd6dé vagy folyamatban levé trombdzis jele
[W. Nieuwenhuizen: Blood Coagulation and Fibrinolysis 4, 93-94 (1993); Bang és
Chang, 109-122; Marder és mtsai.: 5,206,140 szamG Amerikai Egyesiilt Allamok-beli
talalmany]. llyen esemény példaul a mélyvénas trombdzis ("DVT"), amely allapot a
lab mély vénaiban valdé vérrogképzGdés eredményeképpen jon létre; a tidéembolia
(PE), ami akkor |ép fel, ha egy vérrdg elszabadul a maly vénakbdl és embdliat okoz a
tidéerekben; disszeminalt intravaszkularis koagulacidé, ami a véralvadasi kaszkad
szisztémas aktivalasanak eredménye (példaul baktériumfertézés esetében);
szivinfarktus (MI), ami akkor 1ép fel, ha egy vérrdg elzarja a koronaria ereket,
amelyek vérrel latjak el a szivizmot; sztrdk; és az intrakardialis vérrégok, amelyek az
atrialis fibrillacio eredményeképpen lépnek fel. A trombotikus esemény tipusat
diagnosztizalhatjuk az oldhatd, keresztkotést nem tartaimazé DesAABB fibrin
polimerek és az oldhat6, keresztktéses DesAABB fibrin polimerek kimutatasara és
mérésére szolgdld6 mddszerrel, kombindlva a beteg egyéb - tiineteinek
megfigyelésével. Azokat a tlineteket hasznaljuk, amelyeket altaldban egy kezd6dd

trombotikus esemény klinikai diagnosztizalasaban hasznalnak. Példaul, az oldhato
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DEsAABB fibrin polimerek emlitett kimutatasa és mérése kulondsen hasznos eszkoz
arra, hogy megkilonbdztessiik azokat a betegeket, akiknek mellkasi fajdalmuk van a
kezd6d6 M| miatt, azoktdl a betegektdl, akiknek egyéb okok miatt van mellkasi

fajdatmuk.

6.3. Anyagok és modszerek

6.3.1. Fehérjék

A szarvasmarha szérumalbumint és trombint az [CN-t6l vasaroljuk (Costa
Mesa, CA). A hirudint, a torma-peroxidazt és az o-feniléndiamin dihidroklorid
szubsztrat tablettat a Sigma Chemical Co.-tél (St. Louis, MO) vasaroljuk. A human
fibrinogént (L minéség) a Helena Laboratories-t6l vasaroljuk (Beaumont, TX). A
fibrinogént tovabb tisztitiuk ammonium-szulfatos kicsapassal, Holm és munkatarsai
leirasa szerint [Holm és mtsai.. Thromb. Res. 37, 165-176 (1985)]. Az
esszérendszerben hasznalt MH1 anti-fibrin monoklonalis ellenanyagot az el6zd, 5.
szekcioban ismertetett médon allitjuk el6. A 45J jell antifibrinogén monoklondlis el-
lenanyagot az el6z6, 5. szekcidban ismertetett médon allitjuk el6.

A DEsAABB fibrin monomert ugy allitjuk el§, hogy a keresztkotést nem tartal-
mazd fibrin polimert natriumbromidot tartalmazo, 50 mmol/l koncentracioju natrium-
acetat pufferben (pH=5,3) oldjuk.

A keresztkotéses DESAABB fibrin polimereket gy allitjuk eld, hogy fibrinogént
vagy citrattal kezelt plazmat alacsony koncentracioju trombinnal (0,025 egység/ml)
inkubalunk 7-8 percig. A reakcidelegy tartalmaz Xllla faktort is. A reakciét a
reakcioelegyhez adott hirudin hozzaadasaval allitjuk le (végkoncentracid 10 ATU/ml).

A keresztkotést nem tartalmazé oldhaté DEsSAABB fibrin polimereket ugy
allitjuk el6, hogy a citrattal kezelt plazmat vagy fibrinogént 7-8 percig 37 °C-on olyan

trombinoldattal inkubaljuk, amely EDTA-t tartalmaz (12 mmol/l végkoncentracio). A
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reakciot ugy allitjuk le, hogy a reakcidelegyhez foldslegben adunk hirudint (végkon-

centracio 10 ATU/ml).

6.3.2. MH1 és 45J tormaperoxidaz konjugatum

[adaptalva: Wilson és Nakane: Immunfluorescence and Related Staining
Techniques, Knapp és mtsai. (szerk.), 215-224, Eisevier/North Holland
Biomedical Press, Amsterdam (1978)]

A tormaperoxidazt (HRP) (RZ>3) (10 mg) 1 ml desztillalt vizben oldjuk. Frissen
ovatosan kevertetjik 20 percig. Az oldatot azutan natrium-acetat pufferbe visszik at
(15 mmol/l, pH=4,4) 4 °C-on, egy Centricon 10 mikro-koncentratort alkalmazva.

Az oldat pH-jat 9,5-re emeljiik, 40 pl 0,2 mol/l koncentraci6ju natrium-
hidrogén-karbonat puffert adva hozza (pH=9,5). Ezutan azonnal hozzaadunk 20 mg
MH1 ellenanyagot 2,0 ml 0,01 mol/l natrium-hidrogén-karbonat pufferben (pH=9,5).
Ezt az oldatot dvatosan kevertetjik szobahémérsékleten 2 6ra hosszat 0,2 ml frissen
készitett natrium-borhidrid oldat (4 mg/ml) hozzaadasa utan.

Végezetll az ellenanyag-HRP konjugatumot 5x4 liter PBS-sel szemben
dializaljuk 2-8 °C-on.

A konjugatumot barna edényben téroljuk 2-8 °C-on.

6.3.3. Vérmintak

Vérmintat veszink mind egészséges onkéntesektdl (beleegyezésiikkel) mind
az intenziv osztalyon levé betegektdl, akik az MI klinikai tineteit mutatjak, azaz
példaul erés mellkasi fajdalmakat. A vérmintakat natrium-citratba gydijtjlik, vacutainer-
ek alkalmazasaval (Becton Dickinson). A plazmat centrifugaljuk (2400 rpm, 15 perc).

A plazmat vagy azonnal felhasznaljuk, vagy -70 °C-ra fagyasztva taroljuk.
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6.3.4. ELISA eljaras oldhatd fibrin mérésére

Az oldhatd fibrint friss vagy fagyasztott plazmamintdkban mutatjuk ki,
szendvics tipusu enzimhez ko6tott immunesszé rendszert alkaimazva. A jelen
taldlmanyban a befogd ellenanyag az antifiborin MH1 ellenanyag. A kimutato (vagy
jelz6 ellenanyag) ugyanannak az ellenanyagnak a HRP konjugatuma. Egy masik
modszer szerint a 45J antifibrinogén ellenanyag hasznalhato jelz6 ellenanyagként.

96 lukas polivinil-klorid (PVC) mikrotiter lemezeket (Costar Cambridge, MA)
boritunk az MH1 monoklondlis ellenanyaggal, 100 ul Mab oldatot (50 ng/ml)
alkalmazva a borité pufferben (natrium-borat, pH=8,5) 4 °C-on 12-16 6ra hosszat. A
megkétetlen ellenanyagot eltavolitjuk a lemezrdl, a lukakat haromszor mosva egy
PBS-Tween oldattal. Az MH1-gyel boritott lukakat tovabb fedjik BSA-val, 200 ul 1%-
os BSA oldatot PBS-ben inkubalva (PBS-BSA) 1 ¢ra hosszat 37 °C-on. A
megkdtetlen BSA-t eltavolitiuk, a lemezeket megforditva, és oOvatosan egy
papirtorilkdzéhoz érintve. Az oldhato fibrint tartalmazé citratozott mintakat (50 ul) az
MH1-BSA blokkolt lukakon inkubaljuk 30 percig 37 °C-on. A megkdtetlen anyagot a
mikrotiter lemez lefele forditasaval és dvatos toriésével tavolitjuk el. A lukakat azutan
haromszor mossuk PBS-Tween-nel. A megk6tott oldhato fibrint gy mutatjuk ki, hogy
elészér az MH1-HRP konjugatumnak (vagy a HRP és egy antifibrin(ogén) ellena-
nyag, 45J) 100 ul PBS-BSA oldatat inkubaljuk a lukakban 30 percig 37 °C-on. A
megkodtetlen konjugatumot a lemez lefele forditasaval és a lukak haromszori PBS-
Tween-es mosasaval tavolitjuk el. A megkétott konjugatumot agy mutatjuk ki, hogy
100 pl O-feniléndiamin dihidroklorid oldatot adunk hozza 10 percre szobahémérsek-
leten. A szubsztratoldatot tgy éllitjuk el6, hogy egy O-feniléndiamin dihidroklorid

oldatot oldunk HoO»-t tartalmazé natrium-citrat oldatban.
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A kolorimetrias reakciot 10 perc elteltével oltjuk ki, 25 pl 1 mol/l koncentracioju
H»SO4 oldat hozzaadasaval. Az egyes lukakban az oldat fényelnyelését 430 nm-en

hatarozzuk meg, egy Thermomax mikrotiter lemezleolvaséval (Molecular devices,

Menlo Park, CA).

6.3.5. Osziopok készitése affinitas oszlopkromatogafiahoz

Sepharose MH1 oszlopokat az alabbiak szerint készitlink:

1 g fagyasztva szaritott, brédmciannal aktivalt Sepharose 4B-t (Pharmacia)
mérltnk ki, majd 1 mmol/l HCI-ben szuszpendaljuk. A megduzzadt gélt 15 percig
mossuk 1 mmol/l HCl-ben zsugoritott Gvegszirdn.

20 mg MH1 ellenanyagot oldunk kapcsol6 pufferben (0,1 mol/l NaHCO3,
pH=8,3, 0,5 mol/l NaCl-t tartalmaz), majd Ovatosan Osszekeverjik a megduzzadt
géllel egy lezart edényben (2 6ra szobahémérséklet, vagy 4 °C éjszakan at).

A keverés utan a geélt kapcsol6 pufferrel mossuk, a féloslegben levé ellena-
nyag eltavolitasara. A blokkolatlan aktiv helyeket blokkoljuk, 0,1 mol/l TRIS-HCI,
pH=8,0 (vagy 1 mol/l etanolamin, pH=9,0) oldattal 2 6ra hosszat kezelve szobahd-
mérsékleten. Az ellenanyaghoz kotott gélt azutan haromszor mossuk 0,1 mol/l acetat
pufferrel (pH=4,0, 0,5 mol/l natrium-kloridot tartalmaz), majd TRIS pufferrel (0,1 mol/l,
pH=8,0, 0,5 mol/l natrium-kloridot tartalmaz). A kapcsolt ellenanyagot 4 °C-on
natrium-azid oldatban taroljuk (0,05%).

A Sepharose DesAABB fibrin monomer oszlopokat a kdvetkezOk szerint
készitjik el: a DesAABB fibrin monomereket brémciannal aktivalt Sepharose 4B-hez
kapcsoljuk, 0,1 mol/l NaBr jelenlétében (0,1 mol/l borat pufferben, pH=8,2), a

Sepharose MH1 készitésénél ismertetett eljarast kovetve.
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6.3.6. Az oldhato_fibrin polimerek in vitro vizsgalataval felismert oldhatd fibrin

jellemzése, az oldhato fibrin kimutatasara MH1-t hasznalva

Igazoltuk az elézbkben, az 5.5. szekcidban, hogy az MH1 ellenanyag nem
ismeri fel a fibrinogént, a plazma prekurzort vagy a fibrin polimert. Az is igazoltuk az
elézGekben, az 5.5. szekcidban, hogy a fibrin plazminnal valé lebomlasa (vagy
barmilyen olyan folyamat, amely a fibrin polimer strukturajanak lebomlasahoz vezet)
a fibrinnek az ilyen ellenanyagokkal valé immunfelismerésének elvesztéséhez vezet.
Ennek kovetkeztében az MH1 ellenanyag nem ismer fel semmilyen ismert plazmin
bomlasterméket vagy keresztkdtéses fibrint.

Annak igazolasat, hogy az MH1 ellenanyag a DesAABB fibrinnek csak a
polimer strukturajat ismeri fel, és nem ismeri fel a monomer desAABB fibrin
egyseget, affinitaskromatografidval kaptuk. Roviden, 0,5 mg MH1 ellenanyagot
bocsatunk at egy 5 mi-es Sepharose desAABB fibrin monomer oszlopon. Az oszlopot
az egyensulyba hozo pufferrel (0,1 mol/l TRIS-sel pufferelt séoldat, TBS, pH=8,5)
mossuk. Az ellenanyagnak nem figyelhet6 meg jelentds két6dése az oszlophoz.
Amint az az 1A. abrardl lathatd, az ellenanyag az oszlopon atfolyé oldattal elualédik.
Ha az oszlopot 6 mol/l guanidin-hidrokloriddal eludljuk, akkor kismennyiség( fehérjét
lehet kinyerni. A feheérjét az 6sszes frakcié 280 nm-es mérésével mutatjuk ki. Az el-
lenanyagot Ugy hatarozzuk meg, hogy szilard fazisa ELISA-val vizsgaljuk a fehérje
immunoldgiai reaktivitasat, fibrinnel boritott mikrotiter lukakat alkalmazva. A hasznalt
ELISA leirasat lasd az 5.4.2. szekciéban ismertetjik. Az oszlopon megkététt fehérje
a szennyezeskent jelenlevé kismennyiség(i oldhaté DesAABB fibrinnek a DesAABB
monomer oszlophoz val6 kotédésének eredménye. Ez a szennyezddés a DesAABB
fibrin monomer oszlop készitésénél hasznalt kiindulasi anyagban talalhaté. Annak
igazolasara, hogy a Sepharose desAABB fibrin monomer oszlop képes megkotni egy

ellenanyagot, egy fibrinogén-specifikus monoklondlis ellenanyagot (Mab) engediink
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\monomep oszlop-képes megkotni egy ellenanyagot, egy fibrinogén-specifikus
monoklonalis ellenanyagot (Mab) engediinkl at az oszlopon egy kontroll kisérletben.
Amint az az 1B. abran lathato, az oszlop megkéti a kontroll Mab-ot, az antifibrinogén
45J ellenanyagot, és a guanidin-hidrokloridos kezelésre (6 mol/l) van sziikség ahhoz,
hogy a 45J ellenanyagot elualjuk.

Annak igazolasat, hogy az el6z6kben ismertetett MH1 ellenanyag felismeri
mind a keresztkdtéses mind a keresztkotést nem tartalmazé oldhaté DesAABB fibrin
polimereket, egy olyan kisérletbél kapjuk, amelyben az oldhaté DEsAABB fibrin
polimereket trombinnak a citratozott plazmamintahoz valo adasaval allitjuk eld,
EDTA jelenlétében illetve tavollétében (az EDTA megakadalyozza, hogy a Xillla
faktor keresztkotést hozzon létre a DesAABB fibrin polimerekben). A keresztkotéses
és a keresztkotést nem tartalmazo oldhaté DesAABB fibrin polimerek el6allitasat a
6.3.1. szekcioban irjuk le, és az immunoldgiai reaktivitasukat a 6.3.4. szekcidéban
ismertetett ELISA-val nérjuk. Amint az a 2. abrardl lathatd, nincs szignifikans
kilonbség a keresztkotéses (B) és a keresztkotést nem tartalmazdé (C) fibrin
polimerek kozott a vizsgalo rendszerben.

Annak igazolasat, hogy az MH1 ellenanyag nem ismeri fel az oldhaté desAA
fibrin polimert, egy olyan kisérletb8l kapjuk, amelyben a DesAA fibrin polimert ugy
allitiuk el6, hogy a fibrinogént vagy a plazméat kigyomeéregbdl szarmazoé
Batroxobinnal (Bothrops atrox-bdl) kezeljuk, amely szelektiven Iehasitja a
fibrinopeptid A-t (FPA) a fibrinogén molekulardl. A Batroxobin nem hasitja le a
fibrinopeptid B-t (FPB), a trombinnal ellentétben, amely mind az FPA-t mind az FPB-t
lehasitja. Az FPA eltavolitasa azt eredményezi, hogy a desAA fibrin monomer
egységek polimerizalédnak, és DesAA fibrinrdg keletkezik. A 3. abran lathatjuk a
rogképzodést, amit a reakcioelegy 340 nm-en mért abszorbanciajaval mérink, ha

egy batroxobin oldatot inkubalunk 15 percig szobahémérsékleten egy fibrinogén
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mintaval. Az abszorbancia fokozatosan né az idével, ahogy az oldhaté DesAA fibrin
polimereknek nG a hosszuk és a koncentracidjuk, ameddig végil kialakul a verrog.
Abban a kisérletben, amelyben az odhatd desAA fibrin MH1 altal vald felismerését
vizsgaljuk, oldhatoé desAA fibrin polimert allitunk el in vitro, egy batroxobinos
fibrinogén mintaval (végkoncentracié 0,5 egység/ml), 37 °C-on. 7 perc elteltével egy
alikvot részt tavolitunk el a batroxobinnal kezelt mintabdl, majd a 6.3.4. pontban
ismertetett ELISA-val vizsgaljuk. Ebben a mintaban nem lehet reaktivitast igazolni (C
minta), amint az a 4. abran lathaté. Ebbdl a kisérletb6! azt a kdvetkeztetést is le lehet
vonni, hogy a vizsgalo rendszer nem ismeri fel a fibrinogén-desAA fibrin komplexet,
amely az oldhato fibrinnek egy masik forrasa. Vilagos, hogy az ebben a kisérletben
elGallitott reakcidelegy azért tartalmaz ilyen "oldhato fibrin" egységeket, mivel a
batroxobin olyan desAA fibrin monomereket képez, amelyek szabadon
kolcsonhatasba Iépnek mas desAA monomerekkel, vagy nem emésztett fibrinogén
molekulakkal. Mivel a batroxobin hozzéadasa utan a vizsgalé rendszerben nem lehet
reakciét kimutatni, ezért azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy a vizsgalat nem
mutatja ki ezeket a fibrinogén-desAA fibrin egységeket. A B minta, amely a pozitiv
kontroll, desAABB fibrin polimerekb&l all, amelyet a plazmaminta trombinnal és
hirudinnal valo kezelésével allitunk elé. A kezeletlen fibrinogén az A minta, ezt
hasznaljuk negativ kontrollként.

Az oldhato fibrin komplex szarmazhat még a természetes fibrinogén moleku-
laknak a Xllla faktor altal létrehozott keresztkotésébdl, fibrinogén dimerek
létrehozasaval [Kanaide és mitsai.: J. Lab. Clin. Med. 86, 574-579 (1975)]. A Xllla
faktorral (FXlla) kezelt fibrinogént nem lehet kimutatni a vizsgal6 rendszerrel. Ebben
a kisérletben a fibrinogénnel kezelt mikrotiter lemezeket elészér trombinnal aktivalt

Xllla faktorral kezeljik 37 °C-on 1,5 6ra hosszat. A maradék trombin aktivitas

kioltasa utan az MH1 ellenanyagot az FXllla-val kezelt lukakban inkubaljuk, majd a
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megkotott MH1-et anti-egér alkalikus foszfatdaz konjugatummal mutatjuk ki. A
megkotott anti-egér ellenanyagot alkalikus foszfataz szubsztrat hozzaadasaval
mutatjuk ki. A lukakhoz kététt MH1 szintjét agy mérjlk, hogy 490 nm-en leolvassuk
az optikai slrliséget. Az 5. abran, az Fg+FXilla jelzésli minta azt mutatja, hogy a
lukakhoz nem koétédott MH1, jelezve, hogy az ellenanyag nem ismeri fel a
keresztkotéses fibrinogén struktirakat. Pozitiv kontrollként a fibrinogénnel boritott
lukakat trombinnal kezeljik, igy desAABB fibrin polimereket allitunk el6, és vizsgaljuk
az MH1 ellenanyaggal valé immunolégiai reaktivitasat, 5. abra, Fg+Trombin jell

minta.

6.3.7. Az oldhaté DesAABB fibrin polimer in vitro képz&désének mérése

Az oldhaté DesAAbb fibrin polimereket in vitro allitjuk el, kis mennyiségi
trombint (0,025 NIH egység/ml) adva citrattal kezelt plazmamintahoz. A mintat 37 °C-
on inkubaljuk. A mintabdl percenként alikvot részeket tavolitunk el, majd a trombin
aktivitasat a potens trombin inhibitor, hirudin hozzaadasaval oltjuk ki (végkoncentra-
cioja 2 ATU/ml). Az egyes alikvot részekben az oldhaté DesAABB mennyiségét a
6.3.4. szekcidban ismertetett ELISA eljarassal mérjik.

Amint az a 6. abrardl lathatd, az oldhato fibrin polimer mennyisége, amit a 490
nm-en mért abszorbancia mutat, er6sen megnd, egy 4-5 perces lag periédus utan,
ha a pltazmahoz trombint adunk. Az oldhaté fibrin polimerek szintje a trombinnak a
plazmahoz val6 hozzaadasa utan koérulbelll 7,5 perccel éri el a csucsértéket. Az
oldhaté fibrinszintnek 9-10 perc utan megfigyelt er6s csdkkenése egybeesik a

gelkéepzidéssel és az oldhato fibrin polimerek képzddésével (rogképzddés).

6.3.8. Az oldhato fibrin polimerek plazmabdl vald tisztitasa Sepharose-MH1

affinitaskromatografiaval
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Plazmamintat inkubalunk trombinnal (0,025 egység/ml) 37 °C-on 7 percig. A
trombin aktivitasat f6loslegben levd hirudin hozzaadasaval oltjuk ki. A reakcicelegyet
egy Sepharose-MH1 oszlopon bocsatjuk at. A kiinduldsi anyag, az atfolyo
(megkdtetlen anyag), a megkétetlen fehérje (tisztitott fehérje), amely fehérjét
NaSCN-nel elualunk (3) ¢és PBS-sel szemben dializalunk, immunoldgiai
reakcioképességéet MH1-gyel vizsgaljuk, a 6.3.4. szekciéban ismertetett ELISA
vizsgalattal. A trombinnal kezelt plazmanak hirudinnal valé kioltasa utan (kiindulasi
anyag), vagy a megkotott fehérjenek az oszloprdl vald leoldasa és dializis utan
(elucio), és a meg nem kotott anyag (megkotetlen) immunoldgiai reaktivitasat a 7.
abran mutatjuk be. A kiindulasi anyag és a megkotott fehérje dializis utan

immunoldgiailag reagal az MH1-gyel, mig a meg nem kotott anyag nem reagal.

6.3.9. Az oldhatd keresztkotéses és az oldhatd, keresztkotést nem tartalmazo fibrin

polimerek in vitro kimutatasa az M| diagnosztizalasara

36 kuldnb6z6 plazmamintat vizsgalunk meg, hogy mennyi benne az oldhaté
keresztkdtéses és oldhato, keresztkotést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimer, a
6.3.4. szekcioban ismertetett ELISA vizsgalattal, MH1-gyel mint befogd ellena-
nyaggal. A begyljtés utan a plazmamintakat antikoagulansokba tesszik és
lefagyasztjuk. A megolvasztott mintakban megvizsgaljuk, hogy mennyi bennuk az
oldhaté keresztkotéses és a keresztkotést nem tartalmazd DesAABB fibrin polimer.
Ebbél a 36 mintabdl tizet egészséges onkéntesekbdl vesszik. Az egészséges
onkénteseket azok kozul a laboratoriumi dolgozok kozul valasztjuk, akik kivald
egészségnek drvendenek, és akiknek nem volt mellkasi fajdalmuk, még megterhelés
utan sem. Minden egyéb mintat egy helyi korhaz intenziv osztalyan levé betegektdl
vettink. Minden intenziv osztalyon levd betegnek klinikai tinetei voltak (mellkasi

fajdalom), ami a szivinfarktusra (Ml) utal; 15 betegnél megerGsitettik, hogy
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szivinfarktusuk volt; a tébbi 11 betegnél megerésitettik, hogy nem volt
szivinfarktusuk. Az utébbi betegcsoportot  kilonbdzé  Klinikai  allapotunak
diagnosztizaltuk, beleértve az angina pectorist, a szorongéast és a tiid66démat. A
vérmintakat kdzvetlendl azutan vettiik a betegektsl, miutan felvették ket az intenziv
osztalyra. A legtdbb esetben a tinetek idStartamat is feljegyeztiik. Ebben a
vizsgalatban minden betegnek mellkasi fajdalma volt, 1-3 6raval a korhazba keriilés
el6tt. Amint az a 8. abrardl lathato, minden betegnél, akinél meg lehetett erésiteni az
MI-t, lenyegesen magasabb szintl volt az oldhato DesAABB fibrin polimerek szintje,
mint az egészséges kontrolloknal (3-30-szoros kllonbség). Azoknal a betegeknél,
akiknek mellkasi fajdalmuk volt ugyan, de szivinfarktusuk nem, az oldhaté DesAABB
fibrin polimerek szintje nem tért el szignifikdnsan az egészséges kontrollok szintjéts!
(az oldhato keresztkotéses és oldhatd, keresztkotést nem tartalmazo DesAABB fibrin
polimerek szintjét "Oldhaté fibrin ELISA egységek (x1000) szintje" formajaban
mutatjuk be).

Ennek a vizsgalé modszernek az érzékenysége tehat 100% volt (n=36-ra) és
a specifitasa is 100% volt (n=36-ra), azaz nem volt hamis pozitiv és hamis negativ
eredmény. Tehat azt a kovetkeztetést lehet levonni, hogy ennek a vizsgald

rendszernek nagy a diagnosztikai pontossaga a szivinfarktusra.

6.4. Kitek az oldhatd, keresztkotéses fibrin polimerek és az oldhatd, keresztkotést

nem tartalmazo fibrin polimerek in vitro kimutatasara

Az nyilvanvald, hogy a vizsgalat soran a jelen taldlmany nem korlatozodik a
monoklonalis ellenanyagok alkalmazasara. Azonban, ha ilyen ellenanyagot
hasznalunk, akkor a kit szempontjabol ezek a kitek egy standard-sorozatot, egy els6
ellenanyagot (azaz befogo ellenanyagot, azaz példaul MH1-et) tartalmaznak, ami

immobilizalhaté a felszinre és tartalmaznak egy masodik egy masodik ellenanyagot,
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amelyet egy jelgeneratorral jeleztlink az el6zékben leirt médon. Ezek a a kitek a
standardokat ismert mennyiség oldhatd, keresztkotéses DesAABB fibrin polimer és
oldhatd, keresztkotést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimer formajaban tartal-
mazzak. Ezeket a standardokat ugy allithatjuk el6, hogy oldhatd keresztkdtéses és
oldhato, keresztkotést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimereket izolalunk, az MH1
Sepharose affinitaskromatografias oszlopon, az elézékben leirt modon. A kit tartal-
mazhat még specifikus puffereket, elvalasztd agenseket és kontrollokat. A kitek tar-
talmazhatnak begyijt6 eszkézoket vagy vegyszereket, a vizsgalandé minta
kezelésése céljabdl.

Minden idézett publikaciot és szabadalmi bejelentést referenciaként kezellnk.
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SZABADALMI IGENYPONTOK
‘(\‘15 Eljaras az oldhato, keresztkotéses DesAABB fibrin polimerek és az
oldhatd, keresztkotést nem tartalmazé DesAABB fibrin polimerek jelenlétének vagy
mennyiségének in vitro kimutatasara egy emlés mintabdl, azzal jellemezve, hogy a
mintat egy olyan ellenanyaggal vagy annak immunreaktiv fragmensével hozzuk
erintkezésbe, amely képes specifikusan kotédni az oldhaté keresztkotéses
DesAABB fibrin polimerekhez és az oldhatd, keresztkotést nem tartalmazoé
DesAABB fibrin polimerekhez, de amely nem képes specifikusan kétédni a
kovetkez6khoz: (a) fibrinogén, (b) fibrinogén bomlastermékek, (c) DesAA fibrin
monomerek, (d) DesAA fibrin polimerek, (e) DesAABB fibrin monomerek, (f)
keresztkotéses fibrinogén, (g) DesAA fibrin monomer-fibrinogén kompex és (h) fibrin
bomlastermékek, és kimutatja az immunkomplex jelenlétét vagy mennyiségét.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az ellenanyag
specifikusan kdtédik az MH1 jeld monoklonadlis ellenanyag altal felismert epitophoz,
amely ellenanyagot az ATCC HB 9739 hibridéma termeli.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az ellenanyag az
ATCC HB 9739 hibridéma altal termelt MH1 jel monoklonalis ellenanyag.

4, Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az emlés minta

egy human minta.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a human minta
egy testfolyadek.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a testfolyadék
Veér.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az

immunkomplexet egy, az emlitett immunkomplexhez ko6t6d6 szekunder ellena-
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nyaggal vagy annak egy immunreaktiv fragmensével mutatjuk ki vagy hatarozzuk
meg a mennyiséget, aholis az emlitett szekunder ellenanyagot vagy annak
immunreaktiv fragmensét egy riporter molekulaval jelezziik, amely kimutathaté jelet
ad, amely megmeérhetS és korreldl az emlitett immunkomplex jelenlétével vagy
mennyiségével.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szekunder el-
lenanyag egy olyan ellenanyag, amely az ATCC HB 9740 hibriddma altal termelt 45J
monoklonalis ellenanyag altal felismert epitophoz kétédik.

9. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szekunder el-
lenanyag az ATCC HB 9740 hibriddma a&ltal termelt 45J jelli monoklonalis ellena-
nyag.

10.  Eljaras trombotikus eseményre valo hajlam kiértékelésére, egy
trombotibkus esemeny eléfordulasa diagnosztizalasanak alatamasztasara, vagy egy
trombotikus esemény kdvetésére egy emlsben, azzal jellemezve, hogy kimutatjuk
az oldhatd, keresztkdtéses DeAABB fibrin polimerek és az oldhatd, keresztkotést
nem tartalmazé DesAABB fibrin polimerek mennyiségét egy emlés mintabdl, agy,
hogy a mintat egy olyan ellenanyaggal vagy annak immunreaktiv fragmensével
hozzuk érintkezésbe, amely képes immunkomplexet képezni vellik, de amely nem
képes specifikusan koét6dni a kovetkez6khoz: (a) fibrinogén, (b) fibrinogén
bomlastermékek, (c) DesAA fibrin monomerek, (d) DesAA fibrin polimerek, (e)
DesAABB fibrin monomerek, (f) keresztkotéses fibrinogén, (g) DesAA fibrin
monomer-fibrinogén kompex és (h) fibrin bomlastermékek; immunkomplexet
letrehozva vellk, kimutatva az emlitett immunkomplex mennyiségét és a kapott
értéket egy kontroll mintahoz hasonlitva, hogy kiértékeljik a trombotikus eseményre
valé hajlamot, a trombotikus esemeény |étrejottét, vagy kovessik a trombotikus

esemeényt az emlGsben.
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1. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az ellenanyag
specifikusan kotédik az MH1 jelli monoklonalis ellenanyag altal felismert epitophoz,
amely ellenanyagot az ATCC HB 9739 hibridoma termeli.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az ellenanyag
az ATCC HB 9739 hibridoma altal termelt MH1 jelli monoklonalis ellenanyag.

13. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a trombotikus
esemenyt az alabbi csoportbdl valasztjuk: szivizom infarktus, mélyvénas trombozis,
tudéembodlia, disszeminalt intravaszkularis koagulacié, sztrok, és atrialis fibrillacio
kovetkeztében kialakult intrakardialis vérrdg.

14. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az emlés minta
egy human minta.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a human minta
egy testfolyadék.

16. A 15. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a testfolyadék
Ver.

17. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az
immunkomplex mennyiségét egy, az emlitett immunkomplexhez ko6tédé szekunder
ellenanyaggal vagy annak egy immunreaktiv fragmensével hatarozzuk meg, aholis
az emlitett szekunder ellenanyagot vagy annak immunreaktiv fragmensét egy
riporter molekulaval jelezzik, amely kimutathato jelet ad, amely megmérheté és
korrelal az emlitett immunkomplex mennyiségével.

18. A 17.igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szekunder el-
lenanyag egy olyan ellenanyag, amely az ATCC HB 9740 hibriddma altal termeit 45J

monoklonalis ellenanyag altal felismert epitophoz kétédik.
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19. A 18. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szekunder el-
lenanyag az ATCC HB 9740 hibridoma altal termelt 45J jelli monokionalis ellena-
nyag.

N

20. Kit az oldhaté keresztkotéses DesAABB fibrin polimerek és oldhato,
keresztkotést nem tartalmazd DesAABB fibrin polimerek in vitro kimutatadsara egy
emlés mintabol, amely a kdvetkezé komponenseket tartalmazza:

(@ mert mennyiségli standardok, amelyek az emlitett oldhato
keresztkotéses DesAABB fibrin polimereket és az emlitett oldhatd, keresztkétést nem
tartalmazé DesAABB fibrin polimereket tartalmazzak;

(b)  eszkdzok immunkomplex létrehozésara az emlitett oldhato
keresztkotéses DesAABB fibrin polimerekkel és az emlitett, keresztkdtést nem tartal-
mazd oldhaté DesAABB fibrinekkel, amely eszk6zok egy ellenanyagot vagy annak
immunreaktiv fragmensét tartalmazzak, amely ellenanyag vagy immunreaktiv
fragmens nem kotédik specifikusan az alabbiakhoz: (i) fibrinogén, (i) fibrinogén
bomlastermékek, (i) DesAA fibrin monomerek, (iv) DesAA fibrin polimerek, (v)
DesAABB fibrin monomerek, (vi) keresztkotéses fibrinogén, (vii) DesAA fibrin
monomer-fibrinogén kompex és (viii) fibrin bomlastermékek, és

(c)  eszkdzdk az emlitett immunkomplex mennyiségének kimutatésara.

21. A 20. igénypont szerinti kit, amelyben az emlitett oldhatd
keresztkotéses DesAABB fibrin polimerekkel és oldhatd, keresztkdtést nem tartal-
mazo DesAABB fibrin polimerekkel immunkomplex létrehozasara szolgélé eszkoz
egy ellenanyag vagy annak immunreaktiv fragmense, amely specifikusan kotédik az
ATCC HB 9739 hibridéma 4altal termeit MH1 jeli monoklonalis ellenanyag altal
felismert epitophoz.

22. A 21.igénypont szerinti kit, amelyben az ellenanyag az ATCC HB 9739
hibriddma aital termelt MH1 jelli monoklionalis ellenanyag.
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