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A taldlmény tdrgya szérum diagnosztikai ké-
szitmény, kaldéndsen rédk kimutatdsédra szolgdld szérum diag-
nosztikai készitmény, amely episzialo-komplex szénhidritot,
ngmint epiGMz, epiGM,, epiGMg vegyliletet tartalmaz, A ta-
l4lmény tédrgya tovadbbs episzialo-komplex szénhidritot tar-
talmazdé rékvakcina, valamint egy szérum diaénosztikai eljaras,
kiildndésen rak megelzésére és teridpidjéra szolgdld diagnosz-

tikai médszer,
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A talédlmény tdrgya episzialo~komplex szénhid-
radtot tartalmazé szérum diagnosztikai készitmény, kéze=-

lebbrél rék kimutatésdra szolgdlé szérum diagnosztikai



sese

készitmény, A talAdlmény tovébbi tdrgya rak vakcina, va-
lamint szérum diagnosztikai eljéris, kdzelebbr8l rék meg-
elézésére és teridpidjdra szolgéld diagnosztikai eljérds,

A sejtek feliletén kialakuld antigenicitds lé-
nyeges része egy szénhidritlénc, és a sejtek feliletén lé-
v8 szénhidrét_lénc antigének rendellenessé vdlnak, és rék
antigénné alakulnak, Az utébbi idében mindinkdbb felme-
riillt a rdk terdpidjédnak és szérum diagnézisénak lehetfsége
rék antigénnel szembeni monoklondlis antitest alkalmazésa~
val,

Lehetséges tovabbad rdk jelenlétének diagnézisa
olymédon, hogy rék antigénnel szembeni antitest jelenlétét
vizsgdljuk a ezervezetben, Sziitkség van arra, hogy rendel-
kezésre alljon a rdk antigénnel reagdlé antitest,

A taldlmény célja rak antigénnel reagald anti-
test elbdllitésa,

A taldlméany tovéabbi célja preventiv gydgysdszati
diagnosztikai készitmény el64llitésa és eljaréds kidolgoza-
sa az ilyen antitestek alkalmaziséra,

A taldlmény azon a felismerésen alapul, hogy az
dllati szérumban episzialo-komplex szénhidritot felismerd
antitest van jelen,

A taldlmény olyan szérum diagnosztikai készit-
ményre vonatkozik, amely episzialo-komplex szénhidritot

tartalmaz, kdzelebbr&l rék kimutatdsidra szolgéld szérum



diagnosztikai készitményre, tovdbbid olyan szérum diag-
nosztikai eljadrésra, amely szerint episzialo~-komplex
szénhidrdtot reagdltatunk szérummal, kdzelebbrdl rdk ki-
mutatdsidra szolgélé szérum diagnosztikai eljardera,

A taldlmény egy mésik megvalésitisa episzia~
lo-komplex szénhidritot tartalmazd rédkvakcina,

Az 1, ébra bemutatja egy normélis egér széru-
médnak reaktivitisét GM4 és epiGM, vegyliletekkel szemben,

A 2, &bra bemutatja egy rédkkal implantélt egér
széruménak reaktivitésadt GM; és epiGM; vegyiuletekkel szem-
ben,

A 3, ébra rakkal implantdlt egér széruménak
reaktivitédedt mutatja be GM5, epiGMy, GM,, epiGM,, GMg és
epiGMg vegyliletekkel szemben, ,

A 4, ébra bemutatja az N~-acetil-neuraminsav
inhibie4dld hatdsét rédkkal implantélt egér széruménak
epiGM; vegylilettel szembeni reaktivitaséra,

A kbvetkez8kben részletesebben ismertetjik a
taldlményt,

A gangliozidok egyfajta komplex szénhidrétok.

A természetes gangliozidokban lév6 acetil-neuraminsav k&té-
si konfigurécidja x-tipusu, Ujabban azonban a gangliozidok
kémiai szintézise utjdn elfdllitottak ugynevezett episzia-
lo-komplex szénhidriatokat, amelyekben az acetil-neuramin-

sav kdtéesi konfigurdciéja B-tipusu,



Minden szokdsos szénhidrdtldnc markerben
%-tipusu az acetil-neuraminsav kdtési konfiguraciéja és
eddig nem volt ismeretes, hogy episzialo-kcmﬁlex ezénhid~
rétok szénhidriatlénc rédk markerként funkciondlhatnak,

A’ szénhidrét jelenleg ismert elvdltozédsa a rék=
sejtekben szintetiz4dlt szénhidrogénléncokban kialakulé
szénhidrdt kombindcié sémédjénak rendellenességébBl szar-
mazik, Az utébbi idében ismertették tovabba&, hogy ha rék
keletkezik, N~glikolil-neuraminsav (NeuGc) jelenik meg,

A humin sziélinsavak N-acetil-tipusuak a magzati periddust
kivéve, N=glikolil-neuraminsavat kénnyen &llithatunk elé
ugy., hogy az acetil-neuraminsav S5-helyzetii N-acetil-cgo-
portjét hidroxicsoportra cseréljlk, Vagyis a szénhidrat
Jelenleg ismert elviltozdes a szénhidrdtldnc szubsztituen-
seinek eltérésén vagy a szénhidrét kombindcid séméjénak el-
térésén alapul,

Vagyis eddig nem volt ismeretes, hogy olyan a=-
nyag jelenik meg, smelynek rendellenss a szénhidrétlanca
a konfigurédcidés tipuebdél adédéan, mint amilyeneﬁggélélmény
szerint alkalmazott episzialo~komplex szénhidrétok,

A talédlmény azon a felismerésen alapul, hogy
egy tumoros allatbdl nyert szérumban megné egy olyan anti-
test mennyisége, amely felismer egy episzialo-komplex szén-
hidratot, Ez arra enged kévetkeztetni, hogy episzialo-komp-

lex szénhidrétok, amelyeket eddig nem fedeztek fel normsl



sejtekben, eléfordulnak tumoros &llatokban,

A talédlmény szerinti episzialo-komplex szén-
hidrétok olyan gangliozidok, amelyekben az acetilheura-~
minsav kdtési konfigurdcidja B-tipusu, Az episzialo-komp-
lex szénhidrétokra példék: epicM,, epiGM,, epiGM;, epiGM,
és epiGMg,

Az epiGM; a (28) jeli vegyiilet,amelyet az
1=-49354 szdmu japdn kdzzétételi irat (kokoku) és a
4 968 786 szému amerikai egyes(ilt Allamokbeli szabadalmi
leirés ismertet, és az e leirédsokban ismertetett médeszer-
rel 4llitjuk elé, A GM és az epiGM; kémiai szerkezete az
(I), illetve a (II) képletnek felel meg. |

Az epiGM, a (27) jell vegyiilet, amelyet a
61-282391 szdmu japdn kdzrebocsdtdsi irat (kokai) és a
4 751 290 szému amerikai egyesiilt &4llamokbeli szabadalmi
leirds ismertet, és az e leirdsokban ismertetett médezer-~
rel 4llitjuk eld, A GM, és az epiGM, kémiai szerkezete a
(111), illetve a (IV) képletnek felel meg,

Az epiGMg a (III) jelid vegylet, amelyet a
63-452931 szdmu japén kbdzrebocsdtdsei irat (kokai) és a
4 730 058 szému amerikai egyesiilt Adllamokbeli szébadalmi
leiride ismertet, és az e leiridsokban ismertetett méd-
szerrel Allitjuk elé, A GM; ée az epiGM; kémiai szerke-

zete az (V) és. a (VI) képletnek felel meg.



A taldlmény értelmében szérum diagnézisf vé-
gezhetink el, kiilénbsen rédk szérum diagndziedt episzia-
lo-komplex szénhidritok felhasznéilésaval,

Szérum diagnézist episzialo-komplex szénhid-
rdtok alkalmazédsdval ugyanugy végezhetink mint szokédsos
szérum diagnézist, Vagyis valamely episzialo-komplex szén-
hidratot 4llati szérummal inkubdlunk, majd az episzialo-
-komplex szénhidrdttal reakcidéba lépett antitest jelenlé-
tét, szitkedg szerint az antitest mennyiségét meghatarozzuk
dltaldnosan ismert médszerrel ugymint ELISA és RIA eljé-
réssal,

El6ny6sen diagnosztikai készitményt haszndlunk
ugy, hogy valamely episzialo-komplex szénhidrétot oldé6-
szerben, ugymint etanolban és metanolban, feloldunk, Az
oldatban az episzialo-komplex szénhidrét koncentréciéja
alkalmasan példédul 1-1000 ng/ml kdzdétt van,

A taldlmény szarinti szérum diagnosztikai el jé~
réssal rékot, fert6z8 betegséget, genetikai betegséget és
1mmunolégiai‘betegséget lehet diagnosztizélni,

A taldlmény értelmében el84llithatunk tovébbé
apiszialo-komplex szénhidréto(ka)t tartalmazd rakvakcinét,

Ez a rédkvakcina az episzialo-komplex szénhid=-
rét(ok) onmagdban/6nmagukban vagy az episzialo-komplex

szénhidrét(ok) és BCG liposzéma adjuvéns és hasonlé elegye,



A taldlmény szerinti rédkvakcina inokuldlésit
elénybsen 4-8 alkalommal végezziik 1-4 hét alatt, és egy
alkalommal elénybsen 1-1000 /Y9 episzialo~-komplex szén-
hidrdtot inokulilunk,

Az episzialo-komplex szénhidrit alkalmazéséival
végzett szérum diagnosztikai eljérds szerint diganoszti=-
z&lhatunk rédkot, fert8z6 betegséget, genetikai betegsé-
get és immunolégiai betegséget,

Lehetséges rékkal szembeni immunités elérése

is a taldlmény szerinti rédkvakcina alkalmaziséval,

Példék

A taldlményt a kbvetkez6 példdkon keresztil mu=-
tatjuk be,

Gangliozidok

GM4 episzialo-komplex szénhidrétot és GM; gang-
liozidot szintetizdlunk az 1-49354 szédmu japén kdzzétételi
iratban (kokoku) ismertetett eljaréssal, GM, episzialo~-
-komplex szénhidrétot és GM, gangliozidot szintetizdlunk
a 61-282391 szdmu japan kézrebocsitédei iratban (kokai) is-
mertetett eljéréssal, GMg episzialo~komplex szénhidrétot
és GMg gangliozidot szintetiz4dlunk a 63-452931 szému ja-
pédn koézrebocsadtdsi iratban (kokai) ismertetett quéréssal.

Egerek

Kildnféle beltenyésztett vonal egereket hasz-



nalunk, melyeket Charles River Japan Co Ltd, és Japan
SLC Co, Ltd, cégekt8l szereztiik be, és SPF kérilmények
kézétt tartottunk,

Szérum

Szérumot ugy nyerink, hogy az egérbél szemfe-
nék médszerrel (eyeground method) gyljtétt vért megalvaszi-

juk és centrifugdljuk az Osszegylijtdtt vert,

ELISA meghatirozds

Az ELISA meghatérozést a szokdsos mdédszerrel
végezzik,

Mindegyik gangliozidbdél - ezeket etanolban ol-
dottuk = 100 ng mennyiséget adunk egy 96-cedvee mikroti-
ter lemez mindegyik csdvébe, majd 37 ®c-on 41lni hagyjuk,
amig az etanol teljesen eltdvozik, Blokkolé oldatot adunk
a cebvekbe, és a lemezt 37 Oc-on 2 6rén &t inkub&ljuk.

A blokkolé oldat egy foszfatpuffer oldat (PBS), amely 5 %
bovin ezérum albumint (BSA) és hasonlét tartalmaz, A
blokkold oldatot eltévolitjuk és az dbszegyljtdtt egérvért
hozzaadjuk mindegyik csbhéz, és a lemezt 37 O¢c-on egy 6rén
4t inkubdljuk, Mindegyik csévet kimossuk egy olyan foszfat-
puffer oldattal, amely 1 % BSA-t tartalmaz, Egérrel szem-
beni (anti-mouse) IgG, IgM és IgA antitesteket - amelyeket
peroxiddzzal jeleztiink - adunk mindegyik cséhdz, és a le~

mezt 37 CC-on 1 érén &t inkubdljuk, Mindegyik csdvet mossuk



egy olyan fosz fétpuffer oldattal, amely 1 % BSA-t tartal-
maz, Egy szubsztrit oldatot - amely 400/ug/g o-fenilén~diae
mint és 0,0001 ¥ hidrogén-peroxidot tartalmaz - adunk mind=-
egyik csbhéz, és a reakciét siobahdmérsékleten 15 percig
végezziik, 8N kénsavat adunk hozzé a reskcidé ledllitdsa cél-
jébbél, majd 490 nm-en megmérjik mindegyik csb6ben a resak~
cibelegy abszorpcidjét egy mikrolemezek értékelésére alkal-
mas spektrofotométerrel, ‘

Eredmények

(1) Egérszérum reakcidképessége epiGM;~mcl szemben

Amint az az 1, ébran lathaté, a C57BL/6 néstény
egerekbél (9 hetesek) szdrmazé normdl szérum reagélt sz
epiGMz~-mal (ezt a folytonos vonal mutatja). A C57BL/6 nfs~
tény egerekb6l szdrmazé normdl szérum azonban nem reagélt
GMy -mal (ezt a szaggatott vonal mutatja),

Amint az a 2, édbrdn lathaté, azok a szérumok,
amelyek olyan C57BL/6 néstény egerekb&l (9 hetesek) szérmaz-
tak, amelyek B16 melanoma sejtekkel voltak implantdlva (2
héttel az implantidlés utin), szintén reagdltak epiGM3-ma1
(folytonos vonal mutatja). A reakcidé szintje figyelemremél-
téan megndvekedett, Ezek a szérumok azonban nem reagdltak
GMy-mal (szaggatott vonal mutatja). A 2, 4brén a @, 2\ .

A 62 0 jelekaz olyan tumorokbél szérmazé szérumokkal kapott

oldatokat mutatjdk, amely tumorok &tmér8je 5 mm vagy kisebb,



6 mm, 8 mm és 16 mm,

Ha 0sszehasonlitjuk az 1, ébrén szereplé
eredményeket a 2, &bra szerinti eredményekkel, lathaté,
hogy a tumorsejtekkel implantélt egerekb8l ezérmazd szé-
rum epiGMs-mal szembeni reakcidéképessége nagyobb mint a
normél egérb8l szédrmazé szérumé,

Az 1, és 2, dbrédkon bemutatott értéket ugy
kaptuk, hogy levontuk a hattér értéket és hdrom csé at-
lagdt vettiik,

(2) Az egérszérum reakciéképessége epiGM;-
t6l eltérd8 gangliozidokkal szemben,

Azt a szérumot, amely 6 mm &tmér83ji tumort
hordozé egérbdl szérmazott,‘és amely a legnagyobb reak-
cidképességet mutatta azok'kbzétt a szérumok kbézbtt, ame-
lyeket B16 melanomasejtekkel implantélt CS7BL/6 nés tény
(9 hetes) egerekb6l vettik le a fenti (1) pont szerint,
200-szorosdra higitjuk, és megvizsgdljuk a reakciéképessé-
gét a GMz, epiGM4, GM4} epiGM,, GMg és epiGMg vegylletek~
kel szemben, Amint azt a 3, ébra mutatja, a reakcidképes-
ség az epiGM3-ma1 szemben a legerfsebb, és ezt kdveti az
epiGM ~gyel szembeni reakcidképesség,

A 3, 4dbra szerinti értékeket ugy kaptuk,
hogy levontuk a hdttér értéket, és harom ceb atlagét vettik,

(3) Egérszérum epiGMy-mal szembeni reakci6-



képességének inhibicidja acetil-neuraminsavval,

Kiilénféle koncentracidéju nadtrium-N-ace~
til-neuramindt oldatokat adunk ugyanolyan egér-
szérumokhoz, mint amilyeneket a fenti (2) pontban
hasznédltunk, A 4, ébrédn bemutatjuk az epiGMs-mal szem=~
beni reakciéképességet (a folytonos vonal mutatja) és
a GM;-mal szembeni reakcidéképességet (a szaggatott
vonal mutatja). A 4, ébrédn bemutatott eredményeket
ugy kaptuk, hogy levontuk a hittér értéket, és hérom csé
4tlagat vettik., A reakciéoldatban felldps pH-érték cedk-
kenés hatédsanak elkerilése érdekében az acetil-neuramin-
sav natriumsdéjat hasznaltuk,

Amint az a 4., é4bra eredményeib8l lathaté,
az egérszérumnak az epiGM3-ma1 szembeni reakcidképessé-
gét inhibesdlja az az N-acetil-neuraminsav, amelynek a
hidroxicsoportja B-~tipusu konfigurdciéju, EbbSl arra
kdvetkeztetlink, hogy az egérszérumnak az epiGMs-mal szem=-
beni nagy reakciéképességét az epiGM;-ban lévé acetil-

-neuraminsav-csoport B-konfiguricibéja eredményezi,



SZABADALMI IGENYPONTOK

1, Szérum diagnosztikai készitmény, amely
legalédbb egy episzialo-komplex szénhidrétot tartalmaz,

2, Az 1, igénypont szerinti ézérum diag~
nosztikai készitmény, melyben az episzialo~komplex szén-
hidrat epiGM; vagy epiGM, vagy epiGMg,

3. Szérum diagnoeztikai készitmény rék ki-
mutatdsdra, amely legaldbb egy episzialo-komplex szénhid-
rétot tartalmaz,

4, A 3, igénypont szerinti szérum diagnosz-
tikai készitmény, amelyben az episzialo~komplex szénhidrat
epiGM3 vagy epiGM, vagy epiGMs. ‘

5, Rékvakcina, amely legaldbb egy epi-
ezialo~komplex szénhidrétot tartalmaz,

6. Az 5. igénypont szerinti rékvakcina, mely-
ben az episzialo~komplex szénhidrat epiGM; vagy epiGM, Vagy
epiGMs.

7. Szérum diagnosztikai eljdrés, azzal
jellemezve, hogy valamely szérumot episzialo-komplex szén-
hidréttal reagdltatunk,

8, A 7, igénypont szerinti szérum diagnosz-
tikai eljéfés, azzal jellemezve, hogy episzialo~komplex
szénhidratként epiGM;-at vagy epiGM, -et vagy epiGMs-bt

alkalmazunk,



S.

Eljdrds rédk diagnosztizdléséra, azzal

jellemezve, hogy valamely szérumot episzialo-komplex

szénhidriattal reagédltatunk,

10, A 9, igénypont szerinti eljéréds, azzal

jellemezve, hogy episzialo-komplex szénhidrétként epiGMg~

at vagy epiGM,-et vagy epiGMg-6t alkalmazunk,

A meghatalmazott

- S.B GC. & K.
5 ADALMX RO
1061 Bd’"nPF , DALSZENHS

TELEF ON 15237133
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