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(57) KIVONAT

A taldlmany tdrgya eljarés és tesz-kit metolakldér immu-
noldgiai kimutatdsdra, valamint eljards hibridéma-se;jt-
vonal és monoklondlis antitestek el6dllitdsdra metolak-
16r immunolégiai kimutatdsaban valé felhaszndldshoz.
A taldlmany értelmében azt a hibridéma-sejtvonalat,
amely olyan monoklondlis antitesteket termel, mely an-
titestek metolaklér irdnt nagy fajlagossdgot és affinitast
mutatnak, és lényegében semmilyen keresztreaktivitdst
nem mutatnak a legismertebb, szerkezetileg rokon meto-
laklér-analégokkal, ugy allitjak eld, hogy
i) egy hapténként szolgdlé metolaklérszarmazékot
szintetizdlnak és egy vivéanyag-molekuldval kon-
jugdlnak,
i1) egy donoréllatot az igy kapott konjugdtummal im-
munizéalnak,

A leirds terjedelme: 22 oldal (ezen beliil 2 lap dbra)

ili) egy immunkompetens B-sejtet izoldlnak az immu-
nizalt donoréllatb6l,

iv) az emlitett immunkompetens B-sejtet egy folyto-
nos sejtosztédasra képes tumor-sejtvonallal fuzio-
naljak,

v) a keletkezd hibridsejteket elkiilonitik, alkalmas
t4pkozegben tenyésztik, majd a pozitiv hibridsejte-
ket klénozzék, és

vi) a kIénozott hibridémak koziil szelektdljdk a meto-
laklért felismers monoklondlis antitesteket termeld
sejteket.

A megfeleld hibridéma-sejtvonalak in vivo vagy in
vitro tenyésztésével kapott monoklonélis antitestek
metolaklér kimutatdséra szolgélé teszt-kitben és meto-
laklér kimutatdsi eljardsdban alkalmazhaték.
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A taldlmény targya eljards és teszt-kit metolaklér im-
munolégiai kimutatisdra, valamint eljards hibridéma-
sejtvonal és monoklondlis antitestek eldallitdsdra, me-
lyek felhasznalhaték ehhez a kimutatdshoz.

A taldlmdny tdrgya kozelebbr8l megjelolve eljaras
olyan monoklonélis antitestek elG4llitdsdra, amelyek
nagy mértékii szelektivitdsukkal €és metolakl6rral
szemben tandsitott aktivitasukkal tiinnek ki és ennél-
fogva kival6an alkalmasak metolakl6r gyors és hatdsos
kimutatdsdra immunvizsgélat soran.

A taldlmdny kiterjed olyan hibridéma-sejtvonalak
eldéllitdsdra is, amelyek az emlitett monoklondlis anti-
testeket termelik, tovabbd immunolégiai eljardsra me-
tolaklér kimutatdsdhoz az emlitett monoklondlis anti-
testek alkalmazésédval, valamint az ilyen kimutatdsi el-
jards soran alkalmazhatd teszt-Kitekre is.

Szintetikus herbicideknek a ngvényvédelemben va-
16 felhasznaldsa és az ezzel Osszefiiggésben 4ll6 kor-
nyezetterhelés az utébbi id6ben mind gyakrabban keriil
a nyilvanos vitdk kozéppontjédba.

A metolaklér egy széles korben elterjedt herbicid
hatéanyag, amely novényvédelem céljaira keriil fel-
haszndlasra, kiilonosen kukorica-, gyapot-, burgonya-
és cukorrépa-kultirdkban el&fordulé kiilonb6z6 vadon
€106 fiifélék szelektiv irtdséra.

Kémiai szempontbdl tekintve a metolakldr esetében
2-kl6r-N-(2-etil-6-metil-fenil)-N-(2-metoxi- I -metil-
etil)-acetamid, mas néven a 2-kl6r-6"-etil-N-(2-metoxi-
I-metil-etil)-acet-O-toluidid vegyiiletrdl van sz6 (The
Pesticide Manual, 8th Edition, ed. by C. R. Worthing
and S. B. Walker, The British Crop. Protection Coun-
cil, Thornton Heath CR4, 7QG, UK, 1987, 568. és 569.
oldal).

A metolaklér kimutatdsa talaj- és vizprébdkban ma-
napsag elsdsorban gazkromatografidval (GC) vagy fo-
lyadékkromatografidval (példdul HPLC) torénik
[Hargrave HS és Merkle MG (1971); van Rensburg E
(1985)).

Szintetikus herbicideknek valamennyi emlitett elja-
réssal valé kimutatdsa szdmos hatrannyal jar. Igy pél-
ddul metolaklérnak talajprébdkban GC-vel vagy
HPLC-vel t6rténd meghatarozasihoz a tulajdonképpe-
ni kromatogréfids elemzés végrehajtisa elott koltséges
tisztitd és koncentral6 lépéseket kell beiktatni.

Ennek az eljdrasnak a tovdbbi hétranya az, hogy
példaul a gdzkromatografidban elemspecifikus detek-
torokat haszndlnak, mig a HPCL-nél olyan fotometrids
detektorok keriilnek alkalmazésra, amelyek viszonylag
nem specifikusak. A tomegspektroszkdpids kimutatds
kivételével a kromatografias elemzések a mindenkori
anyag retenciés idején alapszanak. Ezek az értékek
azonban viszonylagosak és ezzel nem szerkezetspecifi-
kusak.

Annak érdekében, hogy a bevezetett analitikai eljara-
sok eldzdekben leirt hatranyait kikiiszoboljék, az utébbi
idokben megkisérelték azt, hogy a mezbgazdasdg szdmd-
ra is olyan immunolégiai eljdrdsokat fejlesszenek ki,
amelyek kiilonosen j6l haszndlhaték a mezdgazdaségi
vegyszerek mennyiségi €s mingségi meghatdrozdsdra ta-
laj-. viz- vagy levegdmintdkban, és amilyeneket a klini-
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kai diagnosztikdban a legkiilonboz5bb antigének kimuta-
tdsdra mdr rutinszerien alkalmaznak.

Igy példdul id6kozben megkezdiék immunoldgiai
eljardsok kifejlesziését bizonyos herbicidek, igy 2,4-
dikl6r-fenoxi-ecetsav (Fleeker, 1986) vagy klérszulfu-
ron (Kelley et al, 1985), valamint kiilénb6z8 pesztici-
dek, fgy diflubenzuron (Wie és Hammock, 1982), me-
talaxil (Newsome, 1985), alaklér (Feng et al, 1990)
vagy paration (Ercegovich et al, 1981) kimutatdséra.

Atrazin immunolégiai kimutatdsdra is leirtak mdr
egy eljardst a 4 530 786 szdmu USA-beli szabadalmi
lefrdsban, amely azonban — ahogy az el5z8ekben emli-
tett moédszerek - olyan poliklondlis antiszérumokon
alapszik, amelyeket éllatokb6l nyernek ki, és amelye-
ket el6z6leg megfelel antigénnel immunizéltak.

A poliklonalis antiszérumok osszetételiik tekinteté-
ben nagyon kiilonboz8ek, azaz nagy szdmu kiilonb6z6
antitestet tartalmaznak, amelyek a mindenkor antigén
kiilénb6z6 epitépjaival reagélnak. A poliklondlis anti-
szérumoknak ez a heterogén Osszetétele azdltal jon
létre, hogy valamely kisérleti 4llatnak egy bizonyos
antigénnel t6rtén6 immunizéldsandl egyidejiileg egyre
tSbb antitestet termeld sejtklén stimuldlédik, amelyek-
b6l mindegyik egy mas epitépot ismer fel az antigén-
molekuldn és ezért a stimuldlt sejtkiénok kiilonboz6
antitesteket termelnek.

Ez okbél a szérummal immunizalt allatok mindig
poliklondlisak és egyuttal heterogének mind fajlagos-
sdguk, mind az immunglobulinok egyes osztdlyaihoz
tartozdsuk vonatkozasdban.

Ez a heterogén jelleg a poliklondlis antiszérumok
Osszetételében ezért ahhoz vezet, hogy szerkezetileg
kodzeli rokonsagban 1€vo vegyiiletek, igy példdul a me-
tolaklér és az alakldr poliklondlis antitestek alkalmaza-
sdndl valamely immunvizsgalat keretében nem elegen-
dG mértékben tudnak differencidlédni.

Annak érdekében, hogy a poliklondlis antiszéru-
moknak ezeket a hétranyait kikiiszoboljék, az utébbi
idGben egyre inkédbb arra torekedtek, hogy a mezbgaz-
dasdg szdmdra antitesteket fejlesszenek ki. Igy példaul
Schlaeppi és munkatdrsai [J. Agric. Food. Chem., 37
15321538, (1989)] monoklonilis antitestek eldallita-
sdrél és ezeknek atrazin és hidroxi-atrazin elleni alkal-
mazdsdr6] irnak enzimkapcsoldsos immunvizsgélatok-
nél. Metolaklérral szemben olyan monoklondlis anti-
testek el6éllitdsa, amelyek kielégitGen nagy affinitdst
mutatnak a célanyaggal szemben és ezzel alkalmasak-
k4 védlnak a metolaklér kimutatdséra valamely ismert
immunvizsgalatban, eddig még nem sikeriilt.

A feladat, amelyet e taldlmany keretében meg kiva-
nunk oldani, elsdsorban abban 4ll, hogy egyszeriien
végrehajthatd, hatdsos és nagy mértékben szelektiv im-
munvizsgélatot dolgozunk ki metolaklérnak gyors és
megbizhaté kimutatdsara talaj-, viz- és levegdmintak-
ban, valamint biol6giai anyag extraktumaiban.

A feladatot most a taldlmény keretében meglepd mé-
don meg tudtuk oldani oly médon, hogy a metolaklérra
nézve nagy fajlagossdgu és affinitdsi monoklondlis anti-
testeket allitunk el8 az nmagdban ismert hibridéma/mo-
noklondlis antitest-technolégia alkalmazasdval.
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Hibrid, szomatikus sejtvonalak (hibridémdk) alkal-
mazisa, mint antitest-forrds egészen meghatdrozott an-
tigének ellen Kohler és Milstein kordbbi munkiira ve-
zetnek vissza (Nature, 256: 495-97, 1975).

Azok az antitestek, amelyek az ott leirt eljrdssal
nyerhetSk, nagy mértékben kiilonbbznek azoktél, ame-
lyek hagyoményosan immunizalt 4llatok antiszérumai-
bél kaphatdk.

A hibridéma/monoklonélis antitest-technol6gia
azon a megfigyelésen alapszik, hogy két szomatikus
sejt egybeolvad4sandl a keletkezd hibridsejtek mindkét
sziildtipus jellegzetes ismertetdjegyeit mutatjék.

A monoklondlis antitest-termelés esetében a képes-
ség fajlagos antitest szintéziséhez valamely immun-
kompetens B-sejttSl (szokdsosan egy 1épsejtbdl) szér-
mazik, amelyet egy el6z6leg immunizélt donoréllatbél
vesznek ki, mig a képességet a folytonos sejtosztédés-
hoz a tenyészetben a mdsik fiizidspartner 4ltal egy
tumorsejtvonal (gyakran egy csontvelGdaganat, myelo-
ma) szolgaltatja.

E hibrid-sejtvonalak mindegyike szintetizdl egy ho-
mogén immunglobulint, amely csupdn egyetlen képvise-
16 a lehetséges antitestek nagy szdmabdl, amelyet egy 4l-
lat vdlaszként egy antigénre in vivo szintetizélni képes.

Mivel minden egyes immunglobulint termel kl6nt
az antitest egyetlen tipusa jellemez, meghonosodott a
monoklondlis antitest megjelolés.

A monoklondlis antitesteknek sok eldnye van a poli-
klondlis antitestekkel szemben, és ezek a kovetkezOk:

a) a monoklondlis antitestek nagy szdmban €s nagy
tisztasdgban kaphatdk,

b) a monoklondlis antitestek elSallitdsdra homogén az
antigénreaktivitds tekintetében és nem viltozik ay
id6 el6rehaladtdval sem,

¢) a monoklondlis antitesteket termeld hibridémak
éveken dt és évtizedeken keresztiil megdrizhetSk
anélkiil, hogy fajlagos tulajdonsdgaikat, példdul a
fajlagos monoklondlis antitest-termelS képességii-
ket elveszitenék,

d) a monoklondlis antitestek jobban alkalmasak szab-

védnyos reagensként val6 alkalmazdsra, mint a po-

liklondlis antiszérumok, mivel az utébbiakat nagy
varidciés lehetdség befolydsolja, tekintettel

az immunizalt dllatok vérvételére az antiszérum

kinyerése szdmdra,

B) az anyag dlland6 felhaszndlhatdsdgara pétlélagos
immunizélasokhoz,

Y) a donordllatok korldtozott életkoréra.

A monoklondlis antitestek, amelyeket iddkozben
nagy szamu antigén ellen dllitottak €ld, j6l beviltak
elsGsorban az orvosi diagnosztikaban.

A talalmény keretében most el3szor sikeriilt az on-
magédban ismert és eldzbleg roviden lefrt hibridé-
ma/monoklonilis antitest-technolégia alkalmazdsdval
nagy fajlagossdgi és a matolaklér herbicidre nézve
olyan nagy aktivitdsi monoklondlis antitesteket eld4lli-
tani, amelyek fajlagossdguk és feltételezett csekély ke-
resztreaktivitdsuk alapjdn szerkezetileg rokon vegyiile-
tekkel szembetiind médon immunvizsgélatndl a meto-
lakl6r gyors és megbizhat6 kimutatdsdra alkalmasak,
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és amelyek ezéltal felhasznélhaték a metolaklér meg-
kiilonbozietésére szerkezetileg rokon vegyiiletekkel
vagy inakt{v metabolitokkal szemben is.

A taldlmény igy elsésorban olyan monoklondlis an-
titestek és ezek szdrmazékainak eldéllitdsara vonatko-
zik, amelyek nagy fajlagossdgot és affinitdst mutatnak
metolaklérral szemben és amelyek lényegében semmi-
féle keresztreaktivitdst nem mutatnak a legismertebb
metolaklér-analégokkal, kiilonosen nem tandsitanak
keresztreaktivitdst az alakl6r metolaklér-analéggal.

A taldlmény keretében kiilonosen eldnydsek azok a
monoklondlis antitestek és szdrmazékaik, amelyek
nagy mértéki fajlagossdgot és affinitdst mutatnak me-
tolaklérral szemben, és amelyek olyan keresztreaktivi-
tdst mutatnak a legismertebb, szerkezetileg rokon ve-
gyiiletekkel szemben, amely 10% alatt, kiilondsen 2%
alatt, elsGsorban pedig 0,1% alatt van.

A taldlmény keretében monoklonélis antitest-szdrma-
zékokon péld4ul olyan antitest-fragmenseket kell érte-
niink, amelyek még nagy fajlagossdggal €s affinitdssal
rendelkeznek a metolaklér determindnsai szdmdra, to-
vébb4 olyan radioaktiv jelzésti monoklondlis antitesteket,
amelyek példdul radioaktiv jelezésti monoklondlis anti-
testeket, amelyek péld4ul radioaktiv jéddal (%3], 131J),
szénnel ('*C), kénnel (**S), triciummal (*H) vagy hason-
I6kkal vannak jeldlve, monoklondlis antitestek konjugé-
tum4t biotinnal vagy avidinnal, enzimekkel, igy torma-
peroxiddzzal, alkalikus foszfatdzzal, B-D-galaktozidaz-
zal, glukozidédzzal, glukoamildzzal, karbonsavanhidrdz-
zal, acetilkolineszterdzzal, lizozimmal, malata-dehidro-
genazzal vagy gluk6z-6-foszfat-dehidrogendzzal, tovab-
ba monoklondlis antitestek konjugatumat biolumineszka-
16 szerrel (példaul luciferdzzal), kemilumineszk4l6 szer-
rel (példdul akridiniumészterrel) vagy fluoreszk4lé
anyaggal (példdul fikobiliproteinnel). Szintén a taldl-
mény korébe tartoznak bispecifikus, valamint dgyneve-
zett , kereszikotés(i” antitestek. A lehetséges antitest-sz4r-
mazékoknak ez a példaszerii felsoroldsa csupan a talal-
mény bemutatdsdra szolgdl és a taldlmdny oltalmi korét
semmiféle médon nem korldtozza.

A ,lényegében semmiféle keresztreaktivitds” megje-
16lésen a taldlmany keretében azt értjiik, hogy a metolak-
16r szdmdra fajlagos monoklondlis antitesteknek a reagé-
16képessége mds vegyiiletekkel, kiilonosen a szerkezeti-
leg rokon vegyiiletekkel, amelyek nem-specifikus epit6-
pokkal rendelkeznek, 10%-n4l kevesebb, eldnydsen 2%-
nél kevesebb és kiilonosen 0,1%-n4l kevesebb.

A keresztreaktivitds szdzalékos részardnydt a talal-
mény keretében definiciészeriien a kovetkez6 Ossze-
fiiggés Gyan értékeljiik:

metolaklér-koncentrécié 50% gitlds szdmdra xj00
metolaklér-analdgok koncentricidja

50% gétlas szdmdra

Egy 50%-os gatlast példdul valamely kompetitiv
ELISA vizsgdlattal (8. példa) hatdrozzuk meg. Ez meg-
felel azutdn példdul annak az antigén-koncentriciénak,
amely a vivBanyaghoz kotott antitestkotés 50%-os gat-
lasdhoz vezet.
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A 1aldlmdny egy tovébbi tdrgya olyan hibridéma-
sejtvonalak eldallitdsa, amelyek az el5bb kozelebb jel-
lemzett monoklonélis antitesteket szintetizdljsk és el6-
nyosen a kornyezd kdzegbe levilasztjak.

A 1aldlmény kilonosen olyan hibridéma-sejtvonal
eldallitdsdra vonatkozik, amely olyan monoklon4lis an-
titestet termel, amely nagy fajlagossdgot és affinitdst
mutat a metolaklérral szemben, és amely 1ényegében
semmiféle keresztreaktivitdst nem mutat a legismer-
tebb, szerkezetileg rokon vegyiiletekkel, kiiléndsen pe-
dig nem tanusit keresztreaktivitast az alaklérral.

Kiilonosen el6nyos egy olyan hibridéma-sejtvonal,
amely olyan monoklondlis antitestet szintetiz4l és vi-
laszt le a kornyezd kozegbe, amely nagy fajlagossdgot
és affinitdst tandsit metolakl6rral szemben, és amely
olyan keresztreaktivitast mutat a legismertebb, szerke-
zetileg rokon metolaklér-analégokkal szemben, amely
<10%, kiilonosen <2% és elsGsorban <0,1%.

Egészen kiilonosen eldnyos egy olyan hibridéma-
sejtvonal, amelynek a jellemz6i megfelelnek az
ECACC 9002 1701-€éinek, valamint ennek klénja és
szubkldnja.

A taldlmaény kiterjed azoknak az el3z8ekben koze-
lebbrdl jellemzett hibridéma-sejtvonalak varidnsaira és
mutdnsaira is. amelyek spontdn keletkeznek vagy mes-
terségesen, ismert eljardsok segitségével allithat6k eld,
€s amelyek a kiinduldsi anyag jellegzetes tulajdonsdga-
it mutatjdk. azaz amelyek még abban a helyzetben
vannak, hogy azokbdl a taldlmdny szerinti antitesteket
vagy azok szarmazékait eldéllitsuk és a kornyezd ko-
zegbe levdlasszuk.

A taldlmadny magdban foglalja az emlitett hibridé-
ma-sejivonalak el6allitdsdra szolgélé eljardst, valamint
az emlitett monoklondlis antitestek eld4llitdsara alkal-
mas eljdrast is.

Az emlitett hibridéma-sejtvonal — amely olyan mo-
noklondlis antitesteket termel, mely antitestek metola-
kl6r irdnt nagy fajlagossdgot és affinitdst mutatnak. és
lényegében semmilyen keresztreaktivitdst nem mutat-
nak a legismertebb, szerkezetileg rokon metolaklér-
analégokkal — elGéllitdsa sordn a taldlméany értelmében
ugy jarunk el, hogy
i) egy hapténként szolgdlé metolaklor-szarmazékot

szintetizdlunk és egy vivBanyag-molekuldval kon-

Jugdlunk,
i1) egy donorallatot az igy kapott konjugdtummal im-

munizalunk,

iii) egy immunkompetens B-sejtet izoldlunk az immu-
nizdlt donoréllatbdl,

iv) az emlitett immunkompetens B-sejtet egy folytonos
sejtosztéddsra képes tumor-sejtvonal fuziondljuk,

v) a keletkezd hibridsejteket elkiilonitjik, alkalmas
tapkozegben tenyésztjilk, majd a pozitiv hibridsej-
teket klénozzuk, és

vi) a klénozott hibridémdk koziil szelektdljuk a meto-
lakiért felismerd monoklondlis antitesteket termeld
sejteket.

A metolaklér irdnt nagy specifitdssal és affinitdssal
rendelkez0 monoklondlis antitestek — amelyek lénye-
gében semmilyen keresztreaktivitdst nem mutatnak a
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legismertebb, szerkezetileg rokon metolaklér-analé-
gokkal — el&allitdsa sordn dgy jarunk el, hogy a fentiek
szerint eldallitott hibridéma-sejtvonalakat in vivo vagy
in vitro tenyésztjiik, és a termelt monoklondlis antites-
teket elkiilonitjiik.

A kapott monoklondlis antitestet azutdn valamely
ismert immunvizsgélatban alkalmazzuk metolaklér im-
munolégiai kimutatésara.

Ez az immunolégiai kimutatési eljdrds alkalmazhaté
példaul talaj-, viz- vagy levegdmintdk, valamint biolégiai
anyagok, igy példdul novényi vagy éllati kivonatok me-
tolakldr-tartalmanak kimutatdsdra a taldlmany szerint
el6allitott monoklondlis antitestek alkalmazéséval.

Kiilonosen eldnyos ezzel dsszefiiggésben egy kom-
petitiv ELISA, amely mint kozvetlen vagy kozvetett
immunvizsgélat keriil alkalmazdasra.

Ugyancsak a taldlméany korébe tartozik a metolaklér
kit is, felhaszndldsra kész formdban, amely legaldbb egy,
a taldlmdny szerint eldllitott antitestet tartalmaz rea-
gensként, és szabadfoldi alkalmazdsndl a metolakior
gyors és megbizhaté kimutatdséra alkalmas.

A taldlmény szerinti monoklondlis antitestek el5al-
litdsa olyan tnmagdban ismert eljardsok segitségével
torténik, amelyek lényegében Kohler és Milstein 4ltal
kifejlesztett mdédszereken alapszanak (Nature. 256:
495497, 1977). Mivel az analizdlandé metolaklér cél-
anyag esetén, amelynek a szdmdra monoklondlis anti-
testeket kell kifejleszteni, olyan viszonylag kis és egy-
szerli molekuldrél van szé, amely valamely kisérleti
dllaton val6 alkalmazds utdn egymagdban nincs abban
a helyzetben. hogy ott megfeleld immunreakciét valt-
son ki, a tulajdonképpeni immunizdlds eldtt el8szor
el6készitd miiveleteket kell végezni.

Olyan vegyiileteket, amelyek nagysdguk és egyszerii
felépitésiik alapjdn nincsenek abban a helyzetben, hogy
immunreakcidt inditsanak el, hapténekként vagy nem teljes
antigénekként jelolink, és ezzel ezeket a teljes antigénekkel
(= immunogénekkel) szembe 4llitjuk, amelyek egyarént
hatnak antigénként és képesek immunreakcidt elinditani.
Ezek a hapténmolekuldk nagy molekuldkhoz (vivomoleku-
ldkhoz) konjugdlhaték €s ezdltal tulajdonsdgaikban teljes
antigénekkel Osszehasonlithat6vd vélnak, azaz megvan
most mér a képességiik immunreakci6 kivaltashoz.

Néhény, az immunreakcié lefolydsa sordn képzd-
dott antitest ezutdn abban a helyzetben van, hogy spe-
cifikus epitépokkal a hapténmolekuldn reagéljanak,
figgetleniil attél, hogy a hapténmolekula egymagéban
van, vagy mint el8bb a vivémolekuldhoz kapcsolédik.

A kovetkezOkben gyakran alkalmazott ,haptén”
megjelolésen a taldlmény keretében elsosorban az immu-
nizélasra alkalmazott metolakiér-molekulét kell érteni.

A taldlmény keretében ezért a hapténként miikodo
metolaklort a kisérleti dllatok immunizélasa eldtt olyan
nagy molekuldji vivGanyaghoz (carrier) kapcsoljuk,
amely alkalmas arra, hogy az emlitett metolaklérnak
teljes antigén hatdst kdlcsondzzon.

Vivémolekuldkon a taldlmany keretében elsdsorban
olyan molekuldkat értiink, amelyek szabadon hozzéfér-
hetd reakciképes csoportokat tartalmaznak a haptén-
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nel valé kapcsol6ddsi reakcié szdmdra, és amelyek
abban a helyzetben vannak, hogy a hapténhez val6
kapcsolédds itjdn, ennek immunogén képességet kol-
csOndzzenek vagy ennek a mar meglévd immunogeni-
tasdt erdsitsék.

Kiilonosen eldnyben részesiilnek a taldlmany kere-
tében azok a makromolekulds vegyiiletek, amelyek
szabadon hozzéférhetd reakci6képes aminocsoportokat
tartalmaznak.

Kiilonosen eldnyben részesiilnek a taldlmany sze-
rinti alkalmazdsra vivémolekuldkként azok a lizinben
gazdag proteinek, amelyeknek a molekulatdmege
10 000 és 1 500 000 kozott van, igy példdul a marha
szérumalbumin (BSA: méltémeg 66 200), humén szé-
rumalbumin (HSA: méltémeg 58 000) vagy a Keyhole
Limpet hemocianin (KLH: méltémeg 1 000 000), ame-
lyek kereskedelmi forgalomban beszerezhetdk és tet-
szés szerinti mennyiségben rendelkezésre 4llnak.

Magétol értetddSen a taldlmény keretében mds
makromolekulds vegyiiletek is alkalmazhat6k vivémo-
lekuldkként, amennyiben a fent megadott feltételeknek
megfelelnek, igy példaul a sertés tiroglobulin, B2 mik-
roglobulin, hemocianin, immunglobulin, toxin (kolera-,
tetanusz-. diftéria-toxin és hasonlék), poliszacharidok,
lipopoliszacharidok, természetes vagy szintetikus poli-
adenil- és poliuridilsavak, polialanil- és polilizin-poli-
peptidek vagy sejtmembrin-komponensek, igy példéul
formalinnal vagy glutdraldehiddel kezelt eritrocita-
sejtmembranok.

Ugyancsak alkalmas vivémolekulaként valé hasz-
ndlatra a taldlmany szerinti eljdrds sordn a tisztitott IgG
frakcié egér IgG (H+L)-el szemben, amely nyulakbdl
szdrmazik, H. Kawamura és J. A. Berzofsky 4ltal leirt
eljardsndl (J. Immunol., 736: 58 1986).

A haptén konjugdlasa a vivomolekuldhoz torténet
vagy kozvetleniil, vagy el6nydsen valamely hidtagon
keresztiil, amelyet adott esetben el3szor a hapténmole-
kuldra visziink ra.

Az elemzendd anyagnak a viv8molekuldhoz valé
kapcsoldsat emellett dgy kell végezni, hogy a célanya-
gok relevans szerkezeti elemei szabadon hozzidférhetSk
maradjanak és ezzel olyan helyzetbe keriiljenek, hogy
fajlagos immunreakci6t véltsanak ki, azaz meginditsdk
a fajlagos antitestek kotddését.

A hapténnek (metolaklérnak) a vivémolekuldhoz
1orténd kapcsoldsa szamdra hidtagonként elsGsorban
olyan vegyiiletek jonnek szdmitdsba, amelyek abban a
helyzetben vannak, hogy a vivémolekula szabadon
hozzéaférhetd reakciGképes csoportjaival kolcsonhatas-
ba lépjenek.

Kiilongsen eldnyos a taldlmany keretében olyan
hidtagok alkalmazasa, amelyek 3 és 10 kozotti hid-
szénatomot foglalnak magukban és reakcidképes cso-
portként egy vagy tobb reaktiv csoportok, igy példdul
amino-, karboxi- vagy SH-csoportot tartalmaznak.
Ezeket a reaktiv csoportokat onmagédban ismert eljara-
sok segitségével a haptén és a vivémolekula reakcioké-
pes csoportjaival reakcidéba hozzuk haptén-viv3anyag-
konjugatum kialakitdsa kozben.

Igy példaul lehetséges egy hidtagot valamely reak-
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ciéképes aminocsoporton keresztiil dialdehidek (példa-
ul gutdr-dialdehid) segitségével a vivémolekula szabad
csoportjainak egyikéhez kotni.

Abban az esetben, ha a hfdtag egy reakciSképes
SH-csoportot tartalmaz, akkor a haptén konjugéldsét a
vivémolekul4hoz oxid4cié ttj4n valésitjuk meg a vivs-
anyag SH-csoportjaival.

Kiilondsen eldnyds a taldlmdny keretei kozott kar-
boxicsoporttal rendelkezd hidtagok alkalmazasa, ame-
lyek vizmegkotd szerek segitségével, igy példdul kar-
bodiimiddel, eldnydsen N,N’-diciklohexil-karbodi-
imiddel, a vivémolekula valamely szabad aminocso-
portjdval kapcsolhat6k dssze.

Annak érdekében, hogy az antigént vivproteinhez
kapcsoljuk, el8szor ehhez a kapcsoldshoz alkalmas me-
tolaklér-szarmazékot eld kell 4llitanunk.

Olyan metolaklér-szdrmazékok, amelyek a taldl-
mdny keretében alkalmazhaték, kiilonosen az (I) 4ltal4-
nos képletnek megfeleld vegyiiletek, amelyek a meto-
laklér aminofunkciéjdhoz viszonyitva 4-es helyzetben
olyan R-(CH, ),~O-csoportot tartalmaznak, amelyben
R jelentése -COOH, -NH, vagy —SH csoport, kiiléno-
sen -COOH csoport, és n értéke 1-10 eldnydsen 1-6
ko6zotti egész szam.

Vivémolekuldhoz val6 kapcsoldsra alkalmas (1) 4l-
taldnos képletli metolaklér-szdrmazékokat gy 4llitha-
tunk €l8, hogy valamely (II) 4ltaldnos képletli vegyiile-
tet, amelyben R és n jelentése az (I) 4ltaldnos képletnél
megadottakkal egyezik, célszerlien valamely a reakcié-
val szemben k6zombds oldészerben, elonydsen enyhe
reakcidkoriilmények kozott (-10 “C és 30 "C kozotti
hémérsékleten) N-acilezéshez alkalmas kldérecetsav-
szarmazékokkal N-acileziink.

N-acilez8 szerként reakciSképes kldrecetsav-szdrma-
zékok, kiilonosen savhalogenidek (példdul klér-ecetsav-
klorid vagy -bromid), -észterek €s -anhidridek jonnek
szamitdsba. Ennél a reakciénél elGnyos, ha a felszabadu-
16 savat alkalmas savmegkots szerrel megkotjiik. Ehhez
alkalmasak példdul a szerves bazisok, igy a trialkil-ami-
nok (trimetil-amin, trietil-amin és mdsok), piridin- és pi-
rimidinb4zisok, vagy a szervetlen bazisok, igy az alkdli-
fémek és alkaliféldfémek oxidjai, hidroxidjai (példdul az
NaOH vagy a KOH), hidrogén-karbonétjai, karbondtjai
vagy a hibridjei. Az 4talakitdst célszerfien 2 egyenér-
téknyi kotSanyag jelenlétében vissziik végbe az (I) 4ltal4-
nos képletli termékre vonatkoztatva. Katalizdtorként 4-
dialkil-amino-piridint alkalmazhatunk.

A (II) 4ltaldnos képletii vegyiiletek elddllitidsa a
kés6bbiekben az N-kléracetil-N-(1-metil-2-metoxi-
etil)-2-metil-4-(4’-hidroxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anil
in, el84llitdsdra vdzlatosan megadott médon torténik.

Valamely megfeleld metolakldér-sydrmayéknak egz
vivémolekuldhoz valé kapcsoldsdra elonyds példa az
N-kléracetil-N-(1-metil-2-metoxi-etil)-2-metil-4-(4"-hid-
roxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilin, amelyet — ahogy az
ezutdn kovetkezokben lefrjuk — egy 6-1épéses eljdrdssal
allithatunk el8 3-etil-4-nitrozo-5-metil-fenolbdl kiin-
dulva. A kiinduldsi fenol ismert vagy szerkezetileg
hasonlé6 ismert fenolokhoz hasonl6an 4llithaté el6.

A keletkezd kapcsoldsra képes metolaklér-szdrma-
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z€k ) vegyiilet és ez a fajlagos kapcsol6képessége
alkalmassé teszi értékes kiinduldsi anyagként valé fel-
haszn4ldsra metolaklér-fajlagossdggal rendelkezd mo-
noklondlis antitestek eld4llitdsdnal.

A wlajdonképpeni reakcié kivitelezését elGnyodsen
az aktiv észter-médszer segitségével végezziik. Ennek
sordn a metolakldr-szdrmazékot el6szor valamely al-
kalmas oldészerben szolubilizéljuk. Alkalmas oldésze-
rekként kiilonosen olyan protonmentes olddszerek jon-
nek szdmitdsba, amelyeknek csekély a pdrolgdsi sebes-
sége. Ilyenek példdul a N,N-dietil-formamid (DMF)
vagy a dimetil-szulfoxid (DMSO).

Ezt kovetden a karboxicsoportokat aktiv észterré ala-
kitjuk, mikozben az el6z8leg szolubilizalt metolaklér-
szdrmazékot, példdul N-hidroxi-szukcinimiddel, N-hid-
roxi-szulfo-szukcinimiddel vagy N,N’-karbonil-diimida-
zollal vagy e vegyiiletek szdrmazékaival reagéltatjuk.

Az aktiv észtert azutdn a reakcibelegybdl kivé-
lasztjuk és BSA-hoz vagy KLH-hoz adjuk. Az ele-
gyet 0,1-12 6ra hosszat, eldnydsen 3—5 6rén &t, inku-
baljuk és a kivalt csapadékot eltdvolitjuk. A feliiliszo
részt ezutdn adott esetben tovabbi tisztit6lépések koz-
beiktatdsa utdn a tulajdonképpeni immunizaciés reak-
ct6 szdmdra alkalmazhatjuk.

A taldlmdnyunk szerinti eljaras keretében el&nyos
aktiv észter-modszer mellett alternativ eljdrdsok is al-
kalmazhatdk a hapténnek a vivémolekuldhoz val6 kap-
csoldsdra, ilyen példdul a vegyes anhidridmédszer. En-
nél a hidtag karboxicsoportjat ecetsavanhidrid alkal-
mazdsa kozben, vagy az 1-etil-3-(3’-dimetil-amino-
propil)-karbodiimid karbodiimid-szdrmazék karboxi-
csoport)at kapcsoljuk a vivémolekuldhoz.

A donorallatok immunizaldsat egy nagy molekuldji
vivémolekuldhoz kapcsolt haptén egyszer vagy tébb-
szOri alkalmazdsa utjan végezziik. Kiilonosen eldnyos
2-3-szori alkalmazds, amely 7-30 napi, kiilonosen 12—
16 napt, id8kdzokben torténik.

A 1taldlmany keretében el6ny6s alkalmazasi forma
az injekcid, amelyet mind intravéndsan és intraperito-
nedlisan, mind szubkutdn alkalmazhatunk. Elényos a
szubkutén és intraperitonedlis injekcié kombindcidja.

Az antigén (metolaklor-konjugétum) ebben az eset-
ben alkalmas pufferben, igy példdul PBS-pufferben,
van jelen, amely a szokdsosan alkalmazott segédanya-
gok egyikét tartalmazza. Kiilonosen eldnyds a taldl-
mény keretében a Freund-féle segédanyag haszndlata.

Egy 0,5-4 hénapos nyugalmi id6szakasz utédn torté-
nik a hapténkonjugédtum tovébbi egyszeri alkalmazdsa
100 pg-161 1000 p-ig terjedd adagban.

Az utolsé adagoldst kovetd 1-6 hénapos id6tartam
alatt a donorallatokat ledljiik és egy 1épsejtszuszpenzi-
6t allitunk eld.

Az elkiilonitett 1épsejteket alkalmas pufferben (pél-
daul BSS-pufferben) szuszpendéljuk és addig tdroljuk
sejtszuszpenzié formdjdban, ameddig megfeleld mye-
loma-sejtekkel nem fuziondl.

Kezdetben ezt a fiizi6t az bonyolitotta, hogy a mye-
loma-sejtvonalak is szintetizdltak monoklondlis anti-
testeket, igy a hibrid két tipusi monoklondlis antitestet
termelt, amelyek koziil az egyik eredete a myeloma-
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sejt, a mdsik pedig az, amelyet az immunkompetens
sejt genetikai informécidja hatdrozott meg.

A taldlmdny keretében ennélfogva elnydsen olyan
tumorsejteket alkalmazunk, amelyek maguk nem tud-
nak monoklondlis antitesteket 1étrehozni, igy példaul
SP2/0-Agl4-et (Shulman és munkatdrsai: Nature, 276,
269270, 1978) vagy X63-Ag8.653-at, ami 4ltal a ke-
letkezd fuzidsiermékek elemzése nagyon nagy mérték-
ben leegyszerfisodik. A fiizi6 sikere szempontjadbol el6-
nyos, ha a lépsejtek 2-20 szoros feleslegben vannak
jelen a myeloma-sejtekhez viszonyitva.

A 1ép- és myeloma-sejtek fiizi6jdt valamely fizids
kdzegben végezziik, amelynek olyan az dsszetétele,
amely az elSirdnyzott sejtfizié optimdlis feltételeit
biztositja.

Az emlitett fuziét kozeg esetében eldnyosen olyan
pufferoldatrél van sz6, amely a sejtek fiizi6ja szdmdra
szokdsosan alkalmazott fiiziés promotorok egyikét tar-
talmazza, igy példdul Sendai-virusok vagy mds pa-
ramyxivirusok, adott esetben UV-inaktiv forméban,
kalciumionok, feliiletaktiv lipidek, igy példaul lizoleci-
tin vagy polietilénglikol jonnek szamitdsba. Kiilonosen
elényos a taldlméany keretében polietilénglikol (PEG)
alkalmazasa, kiilonosen pedig 600—6000 4tlagos mole-
kulatomegii polietilénglikol (PEG) hasznélata 30—60%
koncentriciéban. Kiilonosen elonyos egy 40-50%-os
PEG-koncentracié. Az optimélis fiziés h&mérséklet
18 °C és 39 °C kozott van. Kiilongsen eldnyds a 37 °C-
os hdmérséklet.

Az immunkompetens lépsejteknek a myeloma-sej-
tekkel val6 fizidjanak a megtorténte utan a fuziondlt
antitest-termeld hibridsejteket nmagdaban ismert eljd-
ras segitségével szelektdljuk.

Sikeres fizids események (hibridsejiek) kivélaszta-
sdra a 2 sziil8sejt tipusbdl kiilonbozd lehetdségek van-
nak. Rutinszer{ien egymillié vagy tobb sejtet alkalma-
zunk mindegyik szilStipusbél a fuzids eljardsban. Mi-
vel a fiizi6 nem megy végbe 100%-o0s gyakorisaggal,
nehéz viéllalkozdssd vdlhat a fiziés termékek elvélasz-
tdsa a nem fuziondlt vagy 6nmagukkal fuziondlt sziils-
sejtek nagy tobbségétol.

Ahogy mdr elbb emlitettiik, a hibridémasejtek ro-
vid életl antitesteket termeld (lép) B-sejtek, valamint
hosszi életii myeloma-sejtek fuzidja Gtjan keletkeznek.

A kivint eredmény egy hosszi életii sejtvonal,
amely antitesteket termel. Mivel a Iépsejtek csak korla-
tozott ideig élnek a tenyészetben, ezért egyszeriien
kivédrhatjuk azt, hogy valamennyi nem-fuzion4lt, vala-
mint minden Snmagdval fuziondlt 1épsejt elhal. Ezutdn
még mindig fenndll az a feladat, hogy a hosszu életii
antitest-termel sejteket elvdlasszuk a hosszi életii
nem-antitest-termeld sejtekidl.

Egy jirhaté szelekciés mddszer azon alapszik,
hogy rendelkezésre éll-e a hipoxantin-guanon-foszfori-
bozil-transzferaz (HGPRT) enzim. Ez az enzim alkoté
része a purin ,,salvage pathway”-nek az eml8sok sejtje-
iben. Ezek a sejtek ezenfeliil abban a helyzetben is
vannak, hogy a purint 4jbdl (de novo) szintetizaljdk.

Normalis korilmények kozou val6szinfileg mindkét
szintézisiit egy bizonyos fokig parhuzamosan miikodik.
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Abban az esetben mégis, ha egy sejt nem rendelke-
zik HGPRT-vel, akkor a ,;salvage pathway” megakad
€s a purint nem-purin anyagbdl kell el4llitani.

HGPRT-negativ myeloma-sejtek kivélasztdsdra rend-
szerint igynevezett purin-antimetabolitokat alkalma-
zunk, igy példdul a 8-azaguanint, amely szerkezetileg na-
gyon hasonlé a purin-guaninhoz és ez ennélfogva normal
reakci6jdnak egynémelyikében azt pétolhatja.

Az azaguanin beépiil a DNS-be, amely a normalis
novekedés befolyasoldsdhoz és végiil a sejt elhaldsdhoz
vezet. Mivel az azaguanint a ,salvage pathway” titjan
kell p6tolni, mindazok a sejtek, amelyek nem rendel-
keznek HGPRT-aktivitdssal, azaguanint nem értékesi-
tenek €s ennélfogva ennek jelenlétében novekszenek.

Olyan szelektiv rendszert, amely ugyanezzel az en-
zimmel de ellenkezd eljellel miikodik, tehdt ez eset-
ben HGPRT pozitiv sejtek vélnak ki, J. W. Littlefield
irt le 1964-ben (Science, 145, 709).

Ez a kivélaszté (szelekci6s) rendszer az dgynevezett
HAT-kdzeg alkalmazdsan alapszik, amely tobbek kozott
hipoxantint, aminopterint és timidint (HAT-kozeg) tartal-
maz alkotéanyagokként. Az aminopterin egy aminome-
tabolit, amely a de novo purin-szintézist, valamint a de-
zoxiuridildt timidildttd valé metilezését gétolja.

A hipoxantin segédpurinként miikodhet arra az
esetre, ha az aminopterin a de novo purin-szintézist
blokkolja, mialatt a timidin a dezoxiuridilat metilezésé-
nek a sziikségességét feleslegessé teszi.

Ennél fogva aminopterin jelenlétében valamennyi
HGPRT pozitiv sejt szaporodik, mikézben a HGPRT
negativ sejtek elhalnak.

Abban a hibridrendszerben, amelyet e taldlmany
keretében a kivdlasztasra (szelekcidra) alkalmazunk, a
myeloma-sejtek elényosen rezisztensek azoguaninnal
szemben és érzékenyek aminopterinre, azaz HGPRT-
negativak. Az antitesteket termelG sejtek ezzel szem-
ben HGPRT-pozitivak.

A sejtek fuzidja és egy HAT-kozegben valf te-
nyésztése Gtjan az egymadssal sikeresen fuziondlt sejtek
szelektdlhat6k, mivel a myeloma-sejtek, amelyek a
szaporodasért felelGsek, csak bizonyos HGPRT-aktivi-
ds jelenlétében fejlGdhetnek és ezt az aktivitdst a
HGPRT-pozitiv sejtvonalnak kell szolgéltatnia.

A HGPRT-pozitiv antitesteket termeld sejtvonalak
ebben a kozegben nem pusztulnak ugyan el, de csak
bizonyos ideig élnek és nincsenek abban a helyzetben,
hogy szaporodjanak.

Ez4ltal a sejtek fiizidja Gtjan a HAT-kozegben olyan
rendszert létesitiink, amelyben jéllehet a myeloma-sej-
teket és az antitesteket termeld sejtek bizonyos id6tar-
tamig még fejlodnek, és ez a hibridsejtek termelésére
elegendd, amely idGtartam alatt csak a hibridsejtek
maradnak fenn és szaporodhatnak.

A taldlmdny egy elényos megval6sitdsi médjdban a
hibridsejteket kezeletlen, nem-immunizalt kfsérleti 4l-
latok hashértydjdbdl el6zdleg izolalt magrofdgok (nagy
falosejtek), ugynevezett ,feeder-sejtek”, jelenlétében
tenyésztjilk. A fuziondlt hibridsejtek tenyésztésére és
szelekcidjdra a sejtszuszpenzi6t tobb egyenld részre
osztjuk és az egyes egyenld mennyiségeket dlland6an
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vizsgéljuk arra vonatkozéan, hogy kifejlédtek-e a hib-
ridsejttenyészetek és képzbdnek-e antitestek.

Kiilondsen eldnyds a taldlmdny keretében a fuzionélt
hibridsejteknek mikrotiterlapokon torténd tenyésziése.

Ennek sordn a fizi6 utdn kapott sejtszuszpenziét
valamely mikrotiterlap egyes mélyedéseibe szétosztjuk
és 7-30 napos idStartam alatt alkalmas — a fuziondlt
hibridsejiek novekedését eldsegitd — koriilmények ko-
z6tt (példdul HAT/HT-kozegekben) tenyésztjiik.

A mosott hibridtenyészet feliilisz6 részét folyama-
tosan vizsgéljuk az antitestek képz&désének a megélla-
pitasa érdekében.

A pozitiv sejttenyészeteket ezutdn ismert eljardsok
segitségével, eldnydsen limitdl6 higitdsi eljdrds segité-
sével egyes tagokra szétvdlasztjuk és megfeleld te-
nyészkozegekben kl6nozzuk.

A mosott sejtklénok feliilisz6 részét ugyancsak el-
lendrizziik az antitestek képz&désének a megdllapitdsa
érdekében.

Az el5z5 leiras szerint el64llitott taldlmény szerinti
hibridéma-sejtklénok sziirvizsgélatt annak érdeké-
ben, hogy megéllapitsuk alkalmas monoklondlis anti-
testek képzGdését, eldnyosen valamely erre a célra szo-
kéasosan alkalmazott immunvizsgélat segitségével, igy
példaul egy enzimkapcsoldsos immunvizsgélattal vagy
egy radio-immunvizsgélattal dllapitjuk meg.

Az enzimmel kapcsolt immunvizsgélatndl az el6z6-
ekben kozelebbrSl jellemzett haptén-konjugédtumot
el6szor egy szilard vivGanyagra adszorbedljuk. A sza-
badon maradé szabad kotési helyeket ezt kovetSen
vivBanyag-molekuldk hozzdadésa ttjan telitjik és ily
mddon blokkoljuk.

Monoklondlis antitestek bizonyitdsdhoz az emlitett
hibridéma-sejtklénok feliilisz6 részeinek egyenld
mennyiségeit vivBanyaghoz kotott haptén-konjugétu-
mokkal egyiitt inkubaljuk.

A taldlmany tovabbi tdrgya monoklonilis antitestek
el6allitdisa 6nmagdban ismert eljirdsok alkalmazdsa
kozben, amelyre az jellemz6, hogy az el6z6ekben ko-
zelebbrdl jellemzett hibridéma-sejtvonalakat vagy
azok klénjait vagy szubklénjait, amelyek a taldlmamy
szerinti antitesteket szintetiz4ljdk és a kornyezd kozeg-
be levélasztjdk, in vitro vagy in vivo ismert eljdrdsok
segitségével tenyésztjiik.

A taldlmdny szerinti hibridéma-sejtek in vitro te-
nyésztését alkalmas tdpkozegben, kiilondsen a szoka-
sosan alkalmazott, szabvényos tdpkozegekben, igy pél-
d4u! Dulbecco’s Modified Eagle Mediumban (DMEM)
vagy RPMI 1640 kozegben, amelyet adott esetben em-
18s-szérumokkal, igy péld4ul magzati borjiszérummal,
vagy ndvekedést fokoz6 adalékokkal és nyomelemek-
kel kiegészithetiink.

A monoklondlis antitestek elkiilonitését elénydsen
az immunglobulin-frakciénak a hibridéma-tenyésze-
tek mindenkori feliilisz6 anyagaibé! val6é kikapcso-
14ssal kezdjiik, példdul a kicsapdst ammdnium-szulfat
segitségével végezziik. Ehhez kapcsolédnak olyan to-
vabbi feldolgoz6 és tisztit6 1épések, amelyek a szak-
teriileten jdratos szakember 4ltal ismertek, igy példa-
ul a gélsziirés, az ioncserés kromatogréfia, a DEAE-
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celluléz-kromatogriéfia, a Protein A vagy immunaffi-
nitds-kromatografia.

A taldlmdny szerinti monoklondlis antitestek nagy
mennyiségét azonban in vivo eljdrdsok segitségével is
kaphatjuk.

fgy példaul lehetdség van arra, hogy olyan antitest-
termel6 hibridéma-sejtkl6nokat fecskendezziink alkal-
mas emlGséllatokba, amelyek meginditjdk az antitest-
termelS tumorok fejlodését a kezelt 4llatokban. Mint-
egy 1-3 hét elteltével az antitesteket kivdlaszthatjuk az
ily médon kezelt dllatok testfolyadékaibél.

A taldlmany egy kiilonleges kiviteli formdjiban
ndstény Balb/c egereket, amelyeket adott esetben vala-
mely szénhidrogénnel, igy példdul prisztdnnal el6ke-
zeltiink, valamely taldlmény szerinti hibridéma-sejt-
klénnal intraperitonedlisan beoltunk. A hibridéma-sejt-
klénok beoltdsa utdn 1-4 héttel a hasvizkérfolyadékot
(ascites-folyadékot) dsszegyfijijiik és tovdbbi feldolgo-
zasig megdrizziik.

A monoklondlis antitestek elkiilonitését hasonlé
mdédon végezziik, ahogy az el6z8ekben leirt elkiiloni-
1ést végeztitk az in vitro koriilmények k6zott tenyész-
tett hibridémak feliildszé részébsl.

A taldlméany egy tovébbi tirgya a taldlmany szerinti
antitestek alkalmazésa a szokdsos immunvizsgélatok
valamelyikében a metolaklér kimutat4sdra, valamint a
metolaklér megkiilénbozietésére a szerkezetileg rokon
vegyiiletektdl, killondsen pedig az alaklér metolaklér-
analogtol, a talaj-, levegd- és vizmintdkban, valamint
adott esetben novényekbdl vagy mds biolgiai anyag-
bél szarmazo kivonatokban.

A 1aldlmdny szerinti monoklondlis antitestek igy
minden olyan ismert immunvizsgalatban alkalmazha-
10k, amelyek antigének és a megfeleld monoklonalis
antitest kozotti specifikus kotésen alapszanak és épiil-
nek fel, igy példaul valamely radio-immunvizsgdlatban
(RIA), enzimkapcsoldsos immunvizsgélatban (ELISA)
és immunfluoreszcencia-tesztben, valamint hasonld
vizsgalatoknal,

A RIA-teszinél a taldlmdny szerinti monoklondlis
antitesteket mint ilyeneket, vagy radioaktivan jelzett
szdarmazék formdjdban alkalmazhatjuk. Emellett vala-
mennyi, mdig ismert RIA-tesztmédositést alkalmazhat-
juk e taldlmdny keretében fontos célanyag kimutatdsa-
ra, igy példdul RIA-tesztet haszndlhatunk homogén
vagy szilard fazisban, heterogén RIA-tesztet, valamint
egyszerfi vagy dupla (,,sandwich”) RIA-tesztet az anti-
gén kozvetlen vagy kozvetett (kompetitiv) kimutatdsa-
val egyiitt. Hasonl6 érvényes valamely enzimkapcsol4-
sos immunvizsgdlat alkalmazdsara is.

El6nyos a taldlmany keretében valamely taldlmany
szerinti monoklondlis antitest alkalmazdsa kompetitiv
immunvizsgélatban metolaklér kimutatdsdra.

A kompetitiv immunvizsgdlat elve és lényege egy
versenyen alapszik valamely jelzett, illetve valamely
szilard hordozéanyaghoz kotott antigén és egy szabad
antigén kozott az antitestmolekuldn 1év6 fontos kotési
helyekért.

Alapjdban véve két lehetdséget kiilonboztetiink meg
ennek a kompetitiv immunvizsgalatnak a végrehajtdsara.
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a) Az elsO eljards azon a versengésen alapszik, amely
valamely szilard hordozéanyaghoz kotott antigén
és a szabad antigén kozott fenndll az antitesten 1€vd
szabad kotési helyekért, ahol az antitest jelzéssel
van elldtva. Az antigén kot6dése valamely szildrd
hordozéanyaghoz kozvetleniil vagy egy vivdanyag-
molekuldn keresztiil torténik.

A szabad antigénre vonatkoz6 koncentricié meghat4-
rozdsa ebben az esetben a jelzéssel elldtott, a hordoz6-
anyaghoz rogzitett kotott antitest levétele Gtjan torténik.

Ez a levétel ardnyos a prébdban 1évs szabad anti-
gén mennyiségével.

b) Egy mds eljards azon alapszik, hogy a szabad és
jelolt antigén versenyezik egymdssal az antitest
fontos kotési helyeiért. Ebben az esetben az antitest
egy szildrd hordozéanyaghoz van kotve.

A szabad antigénre vonatkoz6 koncentrdcié meghaté-
rozdsa a jelolt antigén levétele itjan torténik, amely val-
tozik a szabad antigén koncentrdcidjdnak a fiiggvényé-
ben.

Olyan szildrd hordoz6anyagként, amely alkalmas
az antigén vagy az antitest megkotésére, példdul egy
mikrotiterlap vagy egy prébacsé feliilete, polisztirol-
bél, polipropilénbdl, polivinil-kloridbdl, livegbdl vagy
mianyagbdl késziilt goly6k feliilete, vagy sziirbpapir-,
dextran-celluléz- vagy nitrocellul6z-szalagok feliilete
vagy hasonl6é anyagok jonnek szamitdsba. Ezeket be-
vonjuk a taldlmédny szerinti monoklonélis antitestek
egyikével vagy valamely antigénnel, mimellett a kotés
a hordozéanyaghoz egyszerli adszorpcidval, vagy adott
esetben a hordozéanyagnak példdul glutdraldehiddel
vagy cianogénbromiddal val6 elbzetes aktivdldsa utdn
vald kozvetités utjdn torténhet.

Kiilonosen elényos a taldlmdny keretében a taldl-
madny szerinti monoklondlis antitestnek valamely en-
zimkapcsoldsos immunvizsgdlatban valé alkalmazasa
[ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)].
Ennek sordn a taldlmany szerinti antitestet mint olyat,
vagy valamely enzimmel kapcsolt szdrmazék formdja-
ban hasznalhatjuk.

Az ELISA-vizsgdlat a taldlmény szerinti antitest
valamely enzimmel kapcsolt szarmazékdnak az alkal-
mazédsdn vagy Onmagdban ismert enzimmel kapcsolt
antitestek haszndlatén alapszik, amelyek egy taldlmény
szerinti antitest valamely epitépjat felismerik és ahhoz
kotddnek.

A taldlmény keretében kiilondsen eldnyos valamely
kozvetett ELISA-vizsgdlat alkalmazésa, amelynél az
el6zGekben leirt hordozéanyagot elGszor egy antigén-
nel, kiilonosen hapténbdl és egy nagy molekuldjd vivo-
anyagbdl, példaul BSA-bdl vagy KILH-bél all6 konju-
gatummal bevonjuk. ElSnyds a taldlmény keretében
10 ng/100 pl puffer~200 ng/100 pl puffer, elénydsen
30 ng/100 ul puffer—100 ng/100 pl puffer, kiilondsen
pedig 40 ng/100 ul puffer-60 ng/100 pl puffer nagysa-
gu konjugatumkoncentracid hasznélata.

A hordozéanyaghoz kotott antigént ezt kovetden
olyan tesztoldattal egyiitt inkubdljuk, amely a kimuta-
tand6 antigént, valamint a taldlmdny szerinti antitest
egyikét tartalmazza. A kimutatandé antigén ez esetben
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szabad formdban vagy viz- vagy talajminta alkot6ré-

szeként lehet jelen.

Az bsszes anyagot 10 perc és 2 6ra kozotti inkubélds
utdn enzimmel jelolt antitesttel egyiitt inkubdljuk, amely
a taldlmény szerinti monoklondlis antitestet felismeri és
chhez hozzdkapcsolédik. Egy ilyen enzimmel jel6lt anti-
test példdja egy foszfatdzzal jelSlt kecske anti-juh im-
munglobulin, vagy egy megfeleld kecske antiegér anti-
test, amelyek kereskedelmi tton beszerezhetdk.

A kotott antitestprotein mennyiségét egy enzim-
szubsztritum-reakcié ttjan, példdul spektroszkopids
eljaras segitségével meghatdrozhatjuk.

Ugyancsak eldnyds a taldlmény keretében olyan
kozvetlen ELISA-teszt, amely jellt, illetve szabad an-
tigénnek az el6z6ekben megnevezett hordoz6anyagok
egyikéhez kotott antitestért valé versengésen alapszik.

Az antigén megjelolését ismert eljardsok segitségé-
vel végezhetjiik az immunol6gids diagnosztikdban szo-
kasosan alkalmazott jelolGanyag felhaszndl4saval.

El6ny6s a taldlmany sordn valamely enzim-jelols-
anyag haszndlata, amellyel a kimutatand6 antigént Gssze-
kotjiik. Ityen anyag példdul az alkalikus foszfatdz.

A szabad antigén részaranyéat, amely egy bizonyos
mintdban jelen van, ezutdn nagyon egyszeriien meg-
hatdrozhatjuk a jel6lt antigén csokkenése alapjdn,
amely annél nagyobb, minél t6bb szabad antigén van
a prébdban.

A taldlmdny kiterjed tovdbba metolaklér mindségi
és mennyiségi meghatdrozésara teszt-kitek forméjdban,
amelyek a taldlmdany szerinti monoklondlis antitestek
és/vagy szdrmazékaik mellett, adott esetben még més
monoklondlis vagy poliklondlis antitesteket, kiilonosen
jeldlt monoklondlis vagy poliklonélis antitesteket, va-
lamint tovébbi adalékanyagokat is tartalmazhatnak.

Kiilondsen elényosek a taldlmany keretében azok a
teszt-kitek, amelyek a szokdsosan alkalmazott immun-
vizsgdlatok egyikén alapszanak, és amelyek a radio-
immunvizsgdlat, enzimkapcsoldsos immunvizsgélat és
a kemilumineszcencia-vizsgélat csoportb6l keriilnek
ki. Elsdsorban elonydsek azok a teszt-kitek, amelyek-
nél a metolaklér kimutatdsa valamely kompetitiv im-
munvizsgélaton (ELISA) alapszanak.

Metolaklér radioimmunoldgiai kimutatédsara szolgalé
teszt-kitek példdul a kovetkezd alkotdanyagokbdl dlinak:
a) egy alkalmas vivbanyag, amely bevonatlan vagy a

taldlmény szerinti antitestek egyikével vagy vala-

mely antigénkonjugédtummal lehet bevonva;

b) a taldlmédny szerinti antitestek egyikének és/vagy
ilyen antitestek radioaktiv médon jeldlt szdrmazé-
kanak vagy egy radioaktiv médon jelolt adott, eset-
ben fagyasztva szdritott vagy tomény oldatai vagy
az antigén szabvdnyos oldatai;

c) pufferoldatok, és

d) adott esetben polipeptidek, detergensek és tovabbi
adalékanyagok, amelyek példdul nem-specifikus
adszorpciét és aggregdtumképz8dést akaddlyoznak,
valamint

e) pipettdk, reakciGedények, kalibrdciés gorbék, jelzo-
céduldk és hasonlok.

Azok a teszt-kitek a metolaklér immunolégiai ki-
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mutatdsira, amelyek enzimkapcsoldsos immunvizsgé-

laton (ELISA) alapszanak, példdul a kovetkezd alkotd-

anyagokat tartalmazhatjék:

a) valamely alkalmas viv8anyag, amely bevonatlan
vagy a taldlmdny szerinti antitestek egyikével vagy
egy antigénkonjugdtummal lehet bevonva;

b) a taldlminy szerinti antitestek egyikének és/vagy
egy masodik enzimmel jelolt monoklondlis vagy
poliklondlis antitestnek, amely a meghatdrozandé
antigén vagy egy az antigént felismerd antitest ellen
irdnyul, adott esetben fagyasztva szdrftott vagy t6-
mény oldatai;

c) enzimkivonatok szildrd vagy oldott forméban;

e) az antigén vagy az antigén szabvényos oldatai;

f) pufferoldatok;

g) adott esetben polipeptidek, detergensek és tovébbi
adalékok, amelyek példdul nem-specifikus ad-
szorpciét és aggregdtumképzddést akaddlyoznak,
valamint

h) pipettdk, reakcidedények, kalibriciés gérbék, szin-
tdblak, jelz&céduldk és hasonlék.

Egy olyan teszt-kit, amely metolaklér kimutatdsara
szolgdl, és amely kemilumineszcencia-teszten alapszik,
példdul a kovetkezd alkot6anyagokat tartalmazhatja:

a) valamely alkalmas vivBanyag, amely bevonatlan
vagy a taldlmény szerinti antitestek egyikével vagy
egy antigénkonjugitummal lehet bevonva,

b) a taldlmdny szerinti antitestek egyikének vagy egy
mésodik poliklondlis antitestnek, amely abban a
helyzetben van, hogy a taldlmény szerinti €lsd anti-
testet felismerje és amely egy kemilumineszkdlé
jeloldanyaggal 6sszekapesolédik, adott esetben fa-
gyasztva szdritott vagy tomény oldatai;

c) olyan komponenst tartalmazé oldatok, amely fény-
kibocsatdst valt ki, igy példdul H,0, és NaOH;

d) pufferoldatok;

e) adott esetben polipeptidek, detergensek és tovébbi
adalékanyagok, amelyek nem-specifikus adszorpci-
6t és aggregatumképzddést akadélyoznak, valamint

f) pipettdk, reakciGedények, jelzdcéduldk €s hasonldk.
Azok a vivéanyagok vagy hordozéanyagok, amelyek

a taldlm4ny keretében alkalmazésra keriilnek, elsésorban

oldhatatlan polimer anyagok és polisztirol, polietilén, po-

lipropilén, poliészterek, poli(akril-nitril), poli(vinil-klo-
rid), poli(akril-amid), nitrocelluléz, térhélSsitott dextran,
fluorozott gyantdk, agaré6z, térhdldsftott agar6z, polisza-
charidok és hasonlé anyagok csoportjab6! keriilnek ki.

Emellett azonban mds anyagok is hasznélhatdk, igy pél-

daul iiveg, fém, nylon alapi sz6vethdl6 és masok.

Az el6z8ekben részletesen megnevezett hordozé-
anyagok nagyon kiilonb6z8 médon lehetnek kialakftva
és a mindenkor elérend$ specifikus alkalmazasi cél fiigg-
vényében nagyon kiilonboz6 forméjdak lehetnek. Ezek

. péld4ul tdlak, golydk, lapok, pélcikék, sejtek, tivegesék,
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csovecskék, szdlak, halk és hasonlék lehetnek.
Teszt-kitek elddllitdsandl gyakran keriiinek alkal-
mazdsra példdul mikrotiterlapok, amelyek atlatszo kép-
lékeny milanyagokbdl, igy példdul poli(vinil-klorid)-
bél vagy polisztirolb6l késziilnek, amelyek bevonatla-
nok vagy inkdbb be vannak vonva valamely taldlmédny
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szerinti antitesttel, szabad antigénnel vagy valamely
antigén-konjugdtummal. Ugyancsak felhasznél4sra ke-
riillnek olyan golydceskdk, csovecskék vagy pélcikék,
amelyek polisztirolb6l késziilnek, valamint polisztirol-
latex, mimellett a rdvitt latexanyagot centrifugdldssal
elvdlaszthatjuk a polisztirol-részecskéktdl.

A taldlmény szerinti teszt-kitek egy tovabbi alkoté-
anyagdt szolgdltatjdk a jeloldanyagok vagy indikdtorok,
amelyeknek a segitségével lehetdvé vélik valamely
komplexképz? reakcio, kiilonisen egy immunreakei6 ki-
mutatdsa, amely elGnydsen antigén-antitest-komplexhez
vagy egy ligand-receptor-komplexhez vezet, mimellett
tok is megdllapithaték a kimutatand6 antigénre vonatko-
z6an. JelolSanyagokként vagy indikdtorokként mind
egyes atomok, mind pedig molekulék szdmf{tasba jonnek,
amelyek kozvetleniil vagy inkdbb kozvetve egy kimutat-
hat6 jel létesitésében részt vehetnének. Ezek a jeloldanya-
gok vagy indikdtorok vagy kozvetleniil a kimutatandé an-
tigénnel vagy a taldlmdny szerinti monoklondlis antitestek
egyikével Ossze lehetnek kapcsolva, vagy inkdbb ezekbe
be lehetnek épitve. Ezek azonban egyedi anyagokként
vagy olyan elkiilonitett vegyiilet alkotrészeként léteznek.
amely sem a kimutatand6 antigén maga, sem a taldlmany
szerinti monoklondlis antitestek egyike, amely a maga ré-
szérd] abban a helyzetben van, hogy a receptormolekulé-
val reagéljon, példaul komplexképzés formdjaban.

Ezeknél a kiilondlléan el&fordulé vegyiileteknél
elonyosen egy mdsodik antitestmolekuldrél van szo,
amely mind monoklondlis, mind poliklondlis eredetii
lehet, fgy ennek a kiegészitd proteinje vagy fragmense,
példdul az S. aureus protein A és hasonl6k. Ezek a
kiilondll6 vegyiiletek felismerik a receptormolekulat és
specifikusan kotddnek hozz4, igy példéul a kimutatan-
dé antigénhez vagy a taldlmany szerinti monoklonalis
antitestek egyikéhez, elényosen pedig olyan receptor-
molekuldhoz, amely komplex formdban létezik.

Sok esetben tovébbi, kiegészits reagensek sziiksé-
gesek. amelyek csak a jelol6anyaggal egyiittmiikodve
vezetnek egy kimutathatd jelhez. Ez kiilonosen akkor
érvényes, ha enzimek vannak benne.

Azok a jeloldanyagok vagy indikdtorok, amelyek a
taldlmany keretében alkalmazdsra keriilnek, az immuno-
16gia és az immunkémia teriiletén jératos szakember sza-
mara nagyon jOl ismertek. Ezek kozé az anyagok kozé
tartoznak példdul radioaktivan jelolt elemek vagy anya-
gok, enzimek vagy kemilumineszk4lé anyagok. A kovet-
kezdkben felsoroldsra keriild lehetséges jeloldanyagok
vagy indikédtorok csupdn arra szolgdlnak, hogy az alkal-
mazhatd anyagok és reagensek nagy szdmat €s sokfélesé-
gét példaképpen bemutassuk anélkiil, hogy a taldlmany
korét barmilyen médon ezekre korldtoznank.

Alkalmas jelol6anyagok vagy indikdtorok példdul a
radioaktiv elemek csoportjan beliil taldlhaték. Emellett
kiilénosen olyan elemek eldnyosek, amelyek vagy ma-
guk bocsdtanak ki y sugarakat, igy példaul '24J, 23],
1287 S1Cr elemek, vagy e sugarzdsok kibocsatdsét ger-
jesztik (indukaljak), igy példaul ''C, '8F és N elemek.
Ugyancsak alkalmasak dgynevezett B-sugarzok is, igy
a 'In, C és *H elemek.
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Tovabbi alkalmas jeloldanyagok a kemiluminesz-
kal6 anyagok, kiillonosen azok a fluoreszkdlé anyagok,
amelyek nagyon egyszerien kémiai tton dssze lehet-
nek kotve az antigénnel vagy egy antitesttel anélkiil,
hogy azt denaturdlndk. A keletkezd fluorokrom nagyon
konnyen kimutathaté fluoreszkdlé eljdrdsok segitségé-
vel. E helyen azokat a fluorokromokat nevezziik meg,
amelyek a fluoreszcein-izociandt, fluoreszcein-izotio-
cianat, 5-dimetil-amino- 1-naftalin, szulfonilklorid, tet-
rametil-rodamin-izotiociandt, lisszamin, rodamin 8200,
szulfonilklorid és hasonldk csoportjab6l kertilnek ki.

Tovébbi fluoreszkdl6 anyagokat és még analitikai
modszereket ir le DeLuca az ,JImmunofluorescence
Analysis”, Antibody As a Tool, Marchalonis et al, John
Wiley & Sons, Lid., pp 189-231 (1982) irodalmi helyen.
Kiiléndsen elényds, ha a taldlmény keretében enzimeket
alkalmazunk jel616 vagy indikéatoranyagokként, igy pél-
ddul tormaperoxidézt, alkalikus foszfatdzt, B-D-galakto-
ziddzt, glukéz-oxidazt, glukoamildzt, karbonsavanhid-
razt, acetil-kolinészerazt, lizozimot, malatadehidroge-
nazt, glukéz-6-foszfit-dehidrogenazt, valamint hasonl6
anyagokat. Enzimeknek jelolGanyagokként valé alkal-
mazasandl sziikséges mds reagenseknek a hozzdadésa is,
amelyek lehetGvé teszik, hogy kvessiik az immunkomp-
lex képzBdését enzimaktivitds ttjan, de sziikséges adott
esetben stop-reagens adagoldsa is, amelynek a segitségé-
vel befejezhetjiik az enzimreakciot.

Kiilonosen elényosek emellett azok a reagensek,
amelyek szinreakci6hoz vezetnek. A tormaperoxidaz
esetében e helyen megemlitjiik példaképpen a hidrogén-
peroxidot, amely tovédbbi, oxidélé szinezékprekurzorral,
igy példdul diamino-benzidinnel vagy o-fenilén-diamin-
nal kombinéciéban barna-, illetve sirga-elszinezddéshez
vezet. Glukdzoxiddz alkalmazdsandl jelol6anyagként
példaul  2,2’-azino-di(3-etil-benztiazolin-6-szulfonsav)
(ABTS) haszndlata elényos ilyen célra.

A taldlmany egy tovdbbi targya teszt-kitek alkalma-
zdsa, amelyek legaldbb a taldlmény szerinti monoklo-
ndlis antitestek egyikét tartalmazzédk reagensként, me-
tolaklér gyors és hatdsos, minGségi és/vagy mennyiségi
kimutatdsdra, valamint a metolaklér megkiilonbozieté-
sére a legismertebb, szerkezetileg rokon vegyiiletekkel,
kiilondsen az alakldrral szemben, amely a metolaklér
analdg vegyiilete.

A taldlmény szerinti eljardst a tovdbbiakban kiviteli
példakon is bemutatjuk. A leirdsban, a példdkban és az
igénypontokban szerepld részek, szazalékok €s ardnyok
tomegrészeket, 0megszazalékokat és tomegardnyokat
jelentenek, amennyiben masképpen nem adjuk meg.

1. Nem-korldtozo kiviteli példdk

1. példa

Metolaklor-szdrmazékok szintézise

1.1: Vivéanvag-proteinhez valé kapcsoldsra alkal-
mas N-klor-acetil-N-(1-metil-2-metoxi-etil)-2-me-
til-4-(4’-hidroxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilin elé-
dllitdsa [(1) képletben R = COOH, n = 4]

1. lépés: 3-etil-4-nitrozo-5-metil-fenol elddllitdsa
102 g (749 mél) 3-etil-5-metil-fenolt bevisziink
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600 ml etanolba és erSteljes keverés kozben hozzécse-
pegtetiink 600 ml tdomény sésavat, mikdzben a reakcié-
edényt hiitéssel szobahGmérsékleten tartjuk. Ezt kove-
tden a reakcidelegyet 0 “C-ra hiitjiik. Ezen a h6mérsék-
leten az elegyhez hozzdcsepegtetink 77,5 g
(1123,5 mmél) ndtrium-nitritet 78 ml ionmentesitett
vizben oldva. A keletkez3 elegyet még 2 6ra hosszat
$ °C-on tovédbb keverjiik és utdna 3 liter jeges vizre
ontjiik. Ekozben a cim szerinti vegyiilet kikristdlyoso-
dik, amelyet szfiréssel elkiilonitiink és jeges vizzel
t6bbszor mosunk, majd metanolbdl 4tkristdlyositsunk.
Kitermelés 88,7 g (az elméleti hozam 71,8%-a).

Op. 138 °C (bomlés kozben).

2. lépés: 3-etil-4-amino-5-metil-fenol elddllitdsa
88,7 g (537,6 mmdl) 1. 1épés szerint elGéllitott 3-
etil-4-nitrozo-5-metil-fenolt 20-25 °C-on 1 liter tetra-
hidrofurdnban (THF) molekuldris hidrogénnel 5 bar
nyomason katalitikusan hidrogéneziink. Katalizétor-
ként 10 g 5%-os — aktivszénre felvitt — pallddiumot
(Pd-C) haszndlunk. A hidrogénfelvétel az elméleti
mennyiség 77%-a. A katalizdtort utdna sziiréssel elta-
volitjuk, a szfirletet bepdroljuk és a maradékot meta-
nolbdl 4tkristalyositjuk.
Kitermelés 51,2 g (az elméleti hozam 63,2%).
Op. 167-170 °C.

3. 1épés: 2-metil-4-(4’-etoxi-karbonil-butoxi)-6-etil-

anilin elddllitdsa

Egy reakci6edénybe bevisziink 500 ml dietil-szul-
foxidot (DMSO) szobahdmérsékleten és erdteljes ke-
verés kozben, kis adagokban hozzdadunk 52,1 g
(338,6 mmol) 2. Iépés szerint eldllitott 3-etil-4-amino-
5-metil-fenolt. Az elegyet 15 °C-ra hfitjiik, utdna 33,5 g
(507.9 mmél) 85%-os vizes kélium-hidroxid-oldatot
csepegtetiink hozzd olyan iitemben, hogy a reakciéhs-
mérséklet ne emelkedjék 20 °C folé. Ezt kovetGen
70 perc leforgasa alatt az elegyhez hozzécsepegtetiink
82,7 ml (507,9 mmdl) 5-brém-valeridnsav-etilésztert,
mikozben a reakci6hdmérsékletet 25 °C-on tartjuk. Mi-
utdn homogén oldat képzddott, ezt 130 ml 4 mélos
sésav és jég elegyére Ontjitk és alaposan elkeverjiik. A
vizes tomeget dietil-éterrel mossuk, a vizes fazist utdn
2 mélos NaOH-oldattal megligositjuk és dietil-éterrel
extrahdljuk. Az éterfazist elobb vizzel és utdna telitett
konyhasé-oldattal mossuk, natrium-szulfat felett sz4rit-
juk és betoményitjiik. Ily médon 67,5 g viszk6zus ola-
jat kapunk, amelyet vdkuumdesztillaldssal tisztitunk.
Kitermelés 31,7 g (az elméleti hozam 33,7%-a).
Fp. 151-152 °C/10 2 torr.

4. lépés: N-(1-metil-2-metoxi-etil)-2-metil-4-(4'-

etoxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilin elodllitdsa

30,4 g (108,8 mmdl) 3. 1épés szerint elddllitott 2-
metil-4-(4’-etoxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilint  felol-
dunk 300 ml metanolban és az oldathoz hozzdadunk
0,3 g tdémény kénsavat. Ezt kovetden az oldathoz keve-
rés kozben hozzicsepegtetink 20 g (163,2 mmdl)
72%-0s metoxi-acetont 100 ml metanolban oldva szo-
bahSmérsékleten, majd katalitikusan hidrogénezziik az
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elegyet molekuldros hidrogénnel. Katalizdtorként 1,5 g
5%-os —aktivszénre felvitt — pallddium szolgél. A hid-
rogénezést 8 6ra hosszat 5 bar nyomdson 4045 °C-on
végezziik, amikor is a hidrogénfelvétel az elméleti
mennyiség 106%-4t teszi ki. A katalizdtort szliréssel
elkiilonitjiik, a maradékot dietil-éterben felvessziik, €s
éterfazist egymast kovetSen mossuk nétrium-hidrogén-

" karbon4t-oldattal, jeges vizzel és telftett konyhas6-ol-

dattal, majd nétrium-szulfat felett széritjuk és betomé-
nyitjiik.

Kitermelés 29 g (az elméleti hozam 75,9%-a), amely
viszk6zus vildgosbarna szinfi olaj.

5. lépés: N-(1-metil-2-metoxi-metil)-2-metil-4-(4'-
hidroxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilin elédllitdsa
[(1I) képletben R = COOH, n=4]

19 g (54 mmoél) 4. 1épés szerint eldéllitott n-(1-me-
til-2-metoxi-etil)-2-metil-4-(4’-etoxi-karbonil-butoxi)-
6-etil-anilinhoz ~ szobahdmérsékleten  hozzdadunk
150 mélos kdlium-hidroxid-oldatot. A keletkezett
emulzi6t koriilbeliil 20 6ra hosszat keverés kozben szo-
bah&mérsékleten végig reagdini hagyjuk. A reakcié-
elegy pH-jat ezt kovetden 7-re dllitjuk sésavval és
kétszer extrahdljuk dietil-éterrel. Az éterfdzisokat
egyesitjiik, telitett konyhasé-oldattal tobbszor mossuk,
nétrium-szulfat felett széritjuk és utdna bepdroljuk.
Kitermelés 12,9 g (az elméleti hozam 73,9%-a).

n§ = 1,517, viszk6zus olaj.

6. lépés: N-kior-acetil-N-(1-metil-2-metoxi-etil)-2-
metil-4-(4’-hidroxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilin
elédllitdsa

9.9 g (30,6 mmdl) 5. 1épés szerint elGéllitott N-(1-me-
til-2-metoxi-etil)-2-metil-4-(4’-hidroxi-karbonil-butoxi)-
6-etil-anilint feloldunk 400 ml metilén-kloridban és az
oldathoz keverés kozben szobahSmérsékleten hozzi-
adunk 30,6 ml (30,6 mmél) 1 mélos nétrium-hidroxid-
odlatot. Ezutdn 2,7 ml (33,67 mmél) klér-ecetsav-klori-
dot csepegtetiink keverés kézben 20-25 "C-on lassi
iitemben az elegyhez, majd az egészet még koriilbeliil
2 6ra hosszat keverjiik. Ezt kévetden az €l6z6 koriilmé-
nyek kozott még 10,2 ml 1 mélos nétrium-hidroxid-olda-
tot és utdna 0,9 ml kiér-ecetsav-kloridot adunk az elegy-
hez és az egészet még koriilbeliil 12 6ra hosszat keverjiik
szobahBmérsékleten. A keletkez5 elegyet megligositjuk,
dietil-éterrel extrahaljuk, az éteres fazist elontjiik és a vi-
zes fazis pH-j4t 3-ra dllijuk be sésavoldattal. A vizes f4-
zist ismét extrahéljuk dietil-éterrel, jeges vizzel és telitett
konyhasé-oldattal tobbsz6r mossuk, nétrium-szulfét fe-
lett széritjuk és bepéroljuk.

Kitermelés 7,2 g (az elméleti hozam 59%-a) viszk6zus
olaj.
ng = 1,515.

A 6. 1épcst szerint kapott vegyiilet szerkezetét 16-
megspektrometrids eljardssal azonositjuk [Finningan
4500 ,direct-exposure probe”-bal (DEP)].

A vivBanyag-proteinhez valé kapcsoldsra alkalmas
N-klér-acetil-N-(1-metil-2-metoxi-etil)-2-metil-4-(4'-
hidroxi-karbonil-butoxi)-6-etil-anilin vézlatos eldalli-
tdsi menetét az A) reakciévazlat szemlélteti.
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1.2: Metolaklor-protein konjugdtum

Az 1. példa szerint el64llitout metolaklér-szdrmazékot
marha szérumalbuminhoz (BSA; Fluka) vagy Keyhole-
Limpet hemocianinhoz (KLH; Calbiochem) kapcsoljuk
aktivalt észter-médszer alkalmazdsa kozben [Kulkami és
munkatdrsai: Cancer Res., 41, 2700-2706, (1981)].

Részletesen leirva a szdrmazék karboxicsoportjat
N,N-dimetil-formamidban (DMF) (8 mg/200 ul)
szobahdmérsékleten szolubilizdljuk és ezt kdvetden
és 4 moldris feleslegben o-hidroxi-szukcinimidet
(9,1 mg/200 pl DMF), valamint N,N’-diciklohexil-kar-
bodiimidet (16 mg/200 ul DMF) adunk hozz4. A reak-
cidelegyet elszor 1 éra hosszat 22 °C-on és ezt kove-
0en 18 éra hosszat 4 °C-on keverjiik.

A reakciondl keletkezett fehér szinfi csapadékot 3
percig 12 000 g-n végzett centrifugdlassal szobahGmér-
sékleten eltdvolitjuk és az aktivdlt észtert 24 mg BSA-
hoz vagy KILLH-hoz adjuk, amelyet eltte 5,4 ml fosz-
fatal pufferolt séoldattal [PBS-puffer; 0,01 mél nétri-
um-foszfat és 0,145 mdél NaCl, pH 7,0] szolubilizal-
tunk. A (szdrmazék/BSA) moldris ardny koriilbeliil
55/1 (8 mg szdrmazék/24 mg BSA).

Az elegyet 4 6ra hosszat inkubéljuk 4 “C-os hdmér-
sékleten, a képzddou csapadékot 10 perces 2000 g
mellett t6rténd centrifugdldssal 4 "C-on eltdvolitjuk és
a visszamaradé feliiliszd részt, amely a protein-konju-
gdtumot tartalmazza, kiadésan dializdljuk PBS-sel
szemben (amely 3 mmdl NaNs-at tartaimaz), elbtte és
utdna az immunizalé kisérletekhez alkalmazzuk.

A kapcsoldsi reakcié mériékét SDS-gélelektroforé-
zissel, valamint abszorpcids spektrofotometridval
280 nm-nél meghatdrozzuk, amely mind a BSA UV
cstcsnak. mind a 6. 1épés szerint elGéllitott vegyiilet-
nek megfelel (A, =274 nm). A moldris ardny meto-
laklér és BSA kozott koriilbeliil 23:1.

1.3: Haptén kapcsoldsa (konjugdldsa) alkalikus

foszfardzhoz

16 pg 1.2 példa szerint eldallitott N-klér-acetil-n-(1-
metil-2-metoxi-etil)-2-metil-4-(4’-hidroxi-karbonil-but-
oxi)-6-etil-anilin aktiv észterét hozzaadjuk 40 pil - borju-
bélbdl szdrmazd — alkalikus foszfatdzhoz (153 pug/230 U)
(Calbiochem, EIA grade). A reakcicelegyet 4 6ra hosszat
inkubéljuk 4 °C-on és utdna PBS-sel szemben, amely
3 mmo] NaN;-at tartalmaz, dializdljuk. A konjugédtum en-
zimaktivitdsdt p-nitrofenil-foszfat szubsztrat segitségével
meghatdrozzuk. Az enzim aktivitdsa a hapténnel valé
konjugdlds utdn véltozatlan marad.

2. példa

Immunizdlds

Mindenkor 5-5 4llatbdl all6 ndstény BALB/c ege-
rek (Sissel allatfarm, Svéjc), amelyek 4-6 hetesek, 3
széria, KLH-val konjugdlt metolaklor injekciét kapnak
intraperitonedlisan, illetve szubkutan (50 pg/injekcio).

Az els6 injekcié 0,1 ml konjugdtumot tartalmaz
PBS-ben, amely 1:1 ardnyban 0,2 ml teljes Freund-
féle adjuvanssal van elegyitve. 50 pl-t ebbdl az injekci-
6s oldatbdl intraperitonedlisan adunk be, a maradék
150 pl-t pedig szubkutan.
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A mdsodik és a harmadik injekci6s sz€ridndl, amely
14 nappal. illetve 30 nappal az elsd beadas utdn keriil
befecskendezésre, a teljes Freund-féle adjuvanst nem-
teljes helyettesiti.

Az utolsé beadds utdn 1 héttel vérszérumot vesziink a
kisérleti dllatokt6l és a vértitert ELISA-tesztnek a segitsé-
gével hatdrozzuk meg, mimellett a mikrotiterlapokat el6-
z6leg BSA-val konjugélt hapténnel vontuk be.

2 hénapos nyugalmi iddszak utdn kovetkezik a
KLH-konjugdtum egyszeri intraperitonedlis bead4sa
370 ng/200 PBS adagban.

3. példa
Fuzids eljdrds

3.1: ,Feeder”-sejtek (peritonedlis makrofdgok) ki-

nyerése

Kezeletlen, koriilbeliil 6-8 hetes Balb/c-egereket
egy nappal az elGirdnyzott fizi6 elStt ledliink és 70%-
os alkoholban bemerités titjan sterilizaljuk azokat.

Ezt kovetSen a sz8rmés bodrt és a felsd hashdmot
sterilen felmetssziik anélkiil, hogy a hashartyat (perito-
neumot) megsértenénk. Egy steril 5 ml-es milanyag-
fecskenddvel és egy steril 18-as injekcidstiivel 4 ml
BSS (Ca®* és Mg?* nélkiil) és 1 ml levegdt juttatunk a
hastiregbe.

A has gyenge masszirozdsa utdn (mikozben a fecs-
kend®G és a tii a hasiiregben marad) az el6z6leg befecs-
kendezett BSS-puffert ismét leszivjuk a hashartydbdl
és egy steril Falcon-csGbe vissziik. Ezt a miveletet
még kétszer megismételjiik. Az igy kapott makrofago-
kat jéggel hiitjiik és ezt kovetSen 20-20 ml BSS-el
kétszer mossuk.

A makrofdgokat emellett 10-10 percig 300 g mel-
lett 5 °C-on centrifugdljuk. A pelletet ezutin 50 ml
HAT-kozegben szuszpendéljuk és a sejtszuszpenziét 4
Costar-lapon, amelyek Osszesen 24 mélyedéssel ren-
delkeznek, elosztjuk (0,5 ml mélyedésenként).

Ezt kovetben az igy elGkészitett makrofigokat
37 °C hdmérsékleten 6% CO,-koncentraciéndl inkubd-
torban tartjuk.

Fiizi6s folyamatonként koriilbelil 4x10 makrofag
sziikséges.

3.2. Myeloma-sejtvonal Sp 2/0-Ag 14 tenyésztése

Az emlitett myeloma-sejtvonal Sp 2/0-Ag 14 egy
olyan myeloma-sejtvonal, amely maga nem vdlaszt ki
antitesteket és amelyet M. Shulman és munkatdrsai:
Nature, 276, 269-270, (1978) irtak le. Ezt a myeloma-
sejtvonalat az ,American Type Culture Collection”-ndl
Rockville-ben. Maryland szerezhetjiik be.

Fuzionként 50 ml j6l mosott tenyészet sziikséges,
amely legaldbb 10 millié sejtet tartalmaz. A myeloma-
sejtek tenyésztése eldnyosen T 175 Falcon-palackok-
ban térténik (Beckton & Dickenson cég).

Egy nappal a fiizi6 el6tt a tenyészkdzeget
(RPMI 1640) friss RPMI 1640 kozegre cseréljiik ki. A
fizi6 napjan az Sp 2/0-Ag 14 sejteket begydjtjiik, egy
steril 50 ml-es mlanyagcsdbe visszilk és 10 percig
300 g mellett és 5 °C hdmérsékleten centrifugdljuk
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(MSE centrifuga, Modell Chilspin, UK). A centrifugi-
lds utdn a feliiliszot leszivjuk és elontjiik. A sejteket
30-30 BBS-pufferrel (amely mentes Ca?* és Mg?* io-
noktdl) kétszer mossuk (10 perc; 300 g mellett; 5 °C)
€s utdna 5 ml BSS-ben szuszpendiljuk azokat.

A sejtszuszpenziéb6] egyenld mennyiségeket ve-
sziink ki a sejtszim meghatdrozédsdhoz és fluoreszcein-
diacetéttal (FDA) megfestjiik. Tovabbi felhasznéldsig a
myeloma-sejteket jégen tartjuk.

3.3. Lépsejtszuszpenzio elddllitdsa

A 1ép kivételét egy el6zbleg a 2. példa szerint
immunélt Balb/c-egérbdl, steril koriilmények kozétt,
jéggel val6 hiités k6zben végezziik.

Az el6z0leg immunizélt Balb/c-egeret nyakcsava-
rassal ledljik és a lépét sterilen kivessziik. Ehhez az
egeret 70%-os etanolban tartjuk és steril miszerrel
prepardljuk. A lépet Gvatosan kivessziik és egy finom
neylonhél6ra helyezziik. Ezen a 1épet finoman szétvig-
juk és egy 5 ml-es fecskendOdugattyi segitségével
dvatosan dtnyomjuk a héal6én anélkiil, hogy sok sejtet
elpusztitandnk. Az egész miivelet sordn a hédlét DSS-el
oblitiik.

Az ily médon kapott sejtszuszpenzi6t SO ml-es mii-
anyagcsSbe tessziik és 10 percig 300 g alkalmazdsa
mellett 5 °C-on centrifugdljuk (MSE centrifuga, Mo-
dell Chilspin; UK). A sejteket ezt kovetden 20-20 ml
BSS-el kétszer mossuk (10 perc; 300 g; 5 °C; MSE
Chilspin) €s a sejtpelletet a centrifugdlds utdn 10 ml
BSS-ben ismét szuszpendaljuk.

Az Sp 2/0-Ag 14 myeloma-sejtekkel valé fuzidig a
1épsejteket jégen tartjuk.

3.4. Fiizio: Lépsejtek és Sp 2/0-Ag 14 myeloma-sej-

tek

A fuzi6hoz a myeloma-sejtek és a lépsejtek ardnyd-
nak 1 : 10 nagyséagtinak kell lennie.

A lépsejteket (BSS-pufferben) és az Sp 2/0-Ag 14
myeloma-sejteket (BSS-pufferben) a megadott ardny-
ban Osszehozzuk és 10 percig, 300 g mellett, 5 °C
hémérsékleten centrifugéljuk (MSE centrifuga, Mo-
dell Chilspin). A pelletet ismét szuszpendéljuk BSS-
pufferben és a szuszpenzi6t 4jbél centrifugdljuk. A
pelletet el6vigydzatosan felkeverjiik és 37 *‘C-os me-
leg vizfiirdSbe éllitjuk. Ezutdn 1 ml eldmelegitett és
steril PEG—4000-et (MERCK) 60 mésodperc leforgé-
sa alatt cseppenként hozzdadjuk a sejtekhez és koz-
ben az egész anyagot dllandéan mozgatjuk. A sejteket
ezt kovetden még 30 masodpercig tovabb rdzzuk mi-
eldtt 5 ml elémelegitett BSS-pufferhez (amely men-
tes Ca?*, Mg* ionoki6l) ugyancsak cseppenként hoz-
zdadjuk koriilbeliil 5 perc leforgdsa alatt allandé ke-
verés kozben.

A lefrt médon fuziondlt sejteket ezutdn centrifugdl-
juk (10 perc; 300 g; 20 °C, MSE centrifuga, Modell
Chilspin), a feliilisz6 részt leszivjuk és eldntjik. A
sejtpelletet 50 m] HAT-k6zegben djraszuszpendaljuk és
az gy kapott sejtszuszpenziét el6készitett 4 Costar-lap-
ra (mikrotiterlapokra, amelyek 24 mélyedéssel rendel-
keznek. amelyek dtmérdje mélyedésenként 24 mm; a
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teljes feliilet a sejtnévekedésre 2,0 cm?) elosztjuk
(0,5 ml mélyedésenként).

A Costar-lapok inkubdldsa 37 “C-on 6% CO,-kon-
centraciénal torténik.

4. példa

Hibridsejtek tenyésztése

Egy nappal a sejtftizi6 utdn mélyedésenként 1 ml
HAT-kozeget a tenyészlapokhoz adunk, majd 3—4 nap-
pal a sejtfiizi6 utdn mikroszk6posan ellendrizziik a
fuzion4lt sejteket. Egyidejlileg az elhasznélt kozeget
leszivatjuk és 1 ml friss HAT-kozeggel helyettesitjiik.
Tovabbi 3 nap milva (6-7 nappal a sejtfiizi6 utdn)
ismét kicseréljiik a tipkozeget. A 7. naptél a 10. napig a
sejtfiizi6 utdn szdmitva, mindegyik mélyedésben mik-
roszképosan végigvizsgdljuk a hibrideket és a kozeget
2-3-szor megujitjuk hetenként.

Mihelyt egy mélyedésben hibridek fejlédtek ki, a
HAT-k6zeget HT-kozegre cseréljiik. A mosott hibridte-
nyészetrdl a feliildsz6 részt (a mélyedés legaldbb 10%-
4t) egy steril Pasteur-pipettdval leemeljilk és megvizs-
gdljuk, hogy vannak-e benne antitestek.

Mihelyt a mélyedéseket teljesen benStték a pozitiv
hibridkolénidk, ezeket uj Costar-lapokra RPMI 1640
kbzegbe dtvissziik, mimellett egy teljesen bendtt mé-
lyedés tartalmat 2-3 &j mélyedésre elosztjuk.

S. példa

A pozitiv hibridsejtek klonozdsa

Egy pozitiv mélyedés sejtjeit pipetta segitségével
fellazitjuk és felvessziik, majd 1 ml kdzegben egy csd-
be 4tvissziik. Ezt kdvetSen aliquot mennyiséget kive-
sziink a sejtszdim meghatdrozdsdhoz és FDA-val meg-
festjiik (higitas 1 : 2 FDA-val: 50 pk sejt + 50 pl szine-
z6k). Az elbnyos sejtszdm 105 és 10° sejt/ml kozott
van. Ezt kévetSen a hibridsejteket 1: 100 ardnyban
HT-kézeggel higitjuk (példdul 100 pl sejt + 9,9 ml HT-
kozeg).

Két 50 ml-es Falcon-cs3be bevisziink 25-25 ml HT-
kozeget és 5 ml makrofdg-szuszpenziét Osszesen
30 ml-re feltdltve csdvenként. A makrofdgokat elébb
egy egérbdl izoldljuk és 10 ml HT-kdzegben ujraszusz-
pendéljuk (3.1 szakasz).

Ezekben a makrofigokat tartalmaz6 Falcon-csovek-
ben a hibridsejteket addig higitjuk, ameddig a sejtsiirliség
i) 270 sejt/30 ml, illetve
ii) 90 sejt/30 ml nagysdgot
el nem ér. Ezt kévetSen ezeket az adagokat Costar-la-
pokon (mikrotiterlapok 96 mélyedéssel) elosztjuk, mi-
mellett 200-200 pl-t adagolunk mindegyik mélyedés-
be. Ez megfelel (i) 1,8 sejt/mélyedés, illetve (ii) 0,6
seji/mélyedés sejtszamnak. Higitdsonként ily médon
1,5 mikrotiterlapra van sziikség.

7 nappal ezutdn az egyes mélyedéseket ellendriz-
ziik mikroszk6posan és megdllapitjuk a mélyedések
sejtkléntartalmat. Azokat a higitdsokat, amelyeknél
kortilbelil 50% a mélyedések sejtkldntartalma, az
ELISA-teszthez hasznéljuk fel. Ennek rendszerint 0,6
sejt/mélyedés higitdsnak kell lennie.

Koriilbeliil 7-10 nappal ezutdn a pozitiv mélyedé-
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sek (klénokkal) feliiliszo részét egy ELISA-teszt soran
megvizsgéljuk és megéllapftjuk, hogy mennyi mono-
klondlis antitest van jelen, tovdbb4d mennyire szaporod-
tak a pozitiv klénok a Costar-lapokon (24 furattal) az
RPMI 1640 kozegben. E pozitiv klénok egyenls (ali-
quot) mennyiségeit cseppfolyés nitrogénben tdroljuk.

6. példa

Hibridéma-szelektdlds (ELISA-teszt)

El6sz6r 100 pl BSA-konjugalt haptén-oldatot natri-
um-karbonét pufferben (50 mmél, pH = 9,6) egy mik-
rotiterlap egyes mélyedéseibe adagolunk és az anyagot
4 °C-on nedves kamraban éjszakdn 4t inkubéljuk. Ezt
kdvetden a mélyedéseket mindenkor 5-szér mossuk
0.1%-0s PBS-Tween pufferrel. Az el nem foglalt kotési
helyeknek, amelyek a mikrotiterlapon vannak, a blok-
koldsara 200 pul PBSA-BSA oldatot (1%) adunk mind-
egyik mélyedésbe. Az igy eldkészitett anyagot 1-2 éra
hosszat szobahSmérsékleten inkubdljuk és ezt kdvetd-
en, 0.1%-os PBS-Tween pufferrel mossuk.

Minden egyes mélyedéshez ezutdn 200 pl hibridé-
ma feliiliszé anyagot adunk, amelyet 1:2 ardnyban
PBS-Tweennel higitottunk (0,1%) és az egészet 2 6ra
hosszat inkubdljuk szobahSmérsékleten. Ezt kdvetSen
a mélyedéseket ismét 5-szor mossuk 0,1%-os PBS-
Tween pufferrel.

Ezutdn inkubdlds kovetkezik foszfatdzzal konjugilt
kecske antiegér antitesttel egyiitt (Kirkegaard & Perry
Lab.). El6sz6r 1 pl — affinitds-kromatografia dtjan tisz-
titott — kecske antitestet egér IgG-vel szemben, aemly
1:500 aranyban higitva PBS-Tween-ben (,1%) van je-
len Kirkegard & Perry Laboratories) és alkalikus fosz-
fatdzzal van jel6lve, adunk minden egyes mélyedéshez.
kovetben az egyes mélyedéseket ismét mossuk 1%-os
PBS-Tween pufferrel (5-szér).

Ezutdn 150 ul szubsztrdtumtartalmi oldatot
(1 mg/ml p-nitrofenil-foszfat) adunk mindegyik mélye-
désbe. Ezutdn 2 dra hosszat inkubdljuk az anyagot s6-
étben, majd a spektroszkdpids meghatdrozés kovetke-
zik 405 nm-nél. Azok a pozitiv hibridéma-sejtek, ame-
lyek egy specifikus antitestet vélasztanak ki, erSs pozi-
tiv jelet adnak a valasztott hulldmhossznal.

7. példa

Hibridéma-sejtek expanzidja egérben

Az ascites folyadék képzbdésének elGsegitésére 20-
25 g tomegh ndstény Balb/c-egereket (Sisseln éllat-
farm, Svéjc) 0,3 ml Pristan-olajjal (Aldrich Chemical)
el8kezeliink, amelyet intraperitonedlisan fecskende-
ziink be. A Pristan alkalmazdsa utdn 1-3 héttel egy
mdsodik injekciét kapnak az egerek (0,2 ml Pristan-
olaj, i. p.). Ezzel a mésodik injekcidval egyidGben az
allatok 2x10° hibridéma-sejtet kapnak 0,2 ml PBS-ben.

Az ebbdl a kezelésbd! szdrmazé ascites folyadékot
osszegy@jtjiik, 800 g-nél centrifugédljuk és -20 °C-os
hémérsékleten tdroljuk. Felengedés utdn az ascites
folyadékot 1 6ra hosszat 30 000 g mellett centrifugél-
juk. A felsd réteget, amely tilnyomdan lipideket tar-
talmaz, eltdvolitjuk. Ezt kovetden meghatarozzuk a
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proteinkoncentraciot és 10 mg/ml értékre allitjuk be
PBS hozzdadésaval.

Az immunglobulin G-frakciét (IgG) 0 °C-on ki-
csapjuk 0,9 térfogatrész telitett ammadnium-szulfat-ol-
dat hozzdad4saval. Az IgG-frakci6t 1 6ra milva pelle-
tezziik egy o6rai centrifugédlds utdn, amelyet 22 000 g
mellett végziink. A pelletet ezt kovetden 20 mmdlos
trisz-HCI pufferben, amelynek a pH-ja 7,9 és amely
50 mmdl NaCl-t tartalmaz, feloldjuk és hasonlé puffer
ellenében éjszakén 4t dializdljuk 4 “C-on.

Az IgG-frakci6 tovabbi feldolgozésat anioncseréld
kromatogrifia segitségével végezziik egy DE-52 dietil-
aminoetil-cellul6z (Whatman) oszlopon. A prébat 1 : 2
(tf./2tf.) ardnyban 20 mmélos trisz-HCI, pH =79 puf-
ferrel higitjuk mindaddig, ameddig az NaCl végsd kon-
centrici6ja 25 mmol nem lesz, majd 10 mg proteint
1 ml gélre szdmitva visziink fel az oszlopra. Az eluélast
ugy érjiik el, hogy 25 mmél-r61 200 mmdl-ra noveljiik
a NaCl-koncentrici6t (linedris gradiens). Altaldban a
monoklondlis antitestek eludldsa 80 mmdl NaCl tarto-
mdnyban megy végbe.

A frakcidkat éjszakdn 4t 4 “C homérsékleten PBS-
el szemben dializdljuk és =70 “C-on tdroljuk. A tiszta-
sdgi fokot natrium-dodecil-szulfav/poliakril-amid-gél-
elektroforézissal (SDS-PAGE) hatdrozzuk meg, vala-
mint izoelektromos fékuszolds utjan kapjuk.

A jelen esetben a tisztasagi fok >90%.

8. példa
Metolaklor kimutatdsa

8.1: Kozvetett ELISA (assav A)

A metolaklér kimutatdsa egy kétlépcsds, kompeti-
tiv ELISA-teszt segitségével torténik enzimmel jelolt
mdsodik antitest alkalmazdsa kozben.

BSA-konjugdlt haptént eldszor 50 mmol natrium-
karbonat-pufferben, amelynek a pH-ja 9,6 (200 ng
BSA-konjugdlt haptén/100 pl nétrium-karbonat-puf-
fer) mikrotiterlapokon (példdul Dynatech, Typ
M 129A) adszorbedlunk és éjszakdn 4t 4 *C homérsék-
leten inkubdlunk. Kideriilt az, hogy a konjugdtum
(BSA/haptén)-koncentricionak 200 ng/100 pl natrium-
karbonét-puffer koncentraciérél 50 ng/100 pl nétrium-
karbondt-puffer koncentriciéra valé csokkentése a
vizsgdlal érzékenységét egy javitott bevonat alapon
csaknem 5-sz0rosére novelheti.

A lapokat ezt kovetSen 5-sz6r mossuk PBS-puffer-
rel, amely 0,1 tf/tf poliszorbat 20-al (Twen 20) dusitva
van (PBS-Tween).

A szildrd vivéanyag maradék szabad kotéshelyeit
ezutdn BSA-nak 1%-os oldat formdjaban val6 adago-
14sdval blokkoljuk. Az inkubadlast 22 "C-on végezziik
kér 6ra hosszat és utdna a lapokat ismét mossuk
0,1%-o0s PBS-el.

50 pl 0,2 pug/ml toménységil, eldzbleg tisztitott
monoklondlis antitestet vagy sejtklén-feliiliiszé anya-
got (1:5 ardnyu higitdsban) a) 950 pl szabvédnyos
oldattal, amely novekvd részaranyban tartalmaz me-
tolakiért, illetve metolaklér-analégot, ) metolaklér-
tartalmu vizmintdkkal agy c¢) metolaklér-tartalmi ta-
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lajkivonatokkal egyiitt inkubdlunk (a higitdsokat
PBS-Tweenben végezziik).

Az inkubdldst 1 6ra hosszat szobahdmérsékleten
(22 °C-on) végezziik, utdna 200 pl antigén/antitest-ele-
gyet adunk mindegyik mikrotiterlap-mélyedéshez és az
egészet tovdbbi egy 6ra hosszat inkubéljuk. A mélyedé-
seket ezt kovetden 0,1%-os PBS-el 5-sz6r mossuk és
100 pl/mélyedésre szdmitva kecske-antiegér IgG anti-
testtel, amely alkalikus foszfatdzhoz kapcsolva van je-
len (1 : 1500 ardnyi higitdsban), feliilrétegezziik és 1,5
6ra hosszat inkubéljuk.

Ujb6li mosés utan mélyedésenként 150 pl, 1 mg/ml
dietanol-amin-pufferben (1 mmél; pH = 9,8; 0,5 mmé-
los MgCl,.6H,0 oldattal feldiisitva) oldott p-nitrofenil-
foszfat anyagot a mélyedésekhez hozzdadunk.

2 6rai 22 °C-on t6rténd inkubélas utdn szinvéltozést
észleliink, amely ardnyos azzal az antitest-mennyiség-
gel, amely a szildrd fazishoz kotott atigénnel reagédit. A
beindult szinreakcié er6sségét 405 nm hulldmhosszndl
hatdrozzuk meg. Az egyes prébdk higitdsait igy va-
lasztjuk meg, hogy egy inhibitor (Bo) hozzdaddsa nél-
kil az abszorpciés értékeket 0,3-0,5 tartomdnyban
tartsuk. Kontroll szdmadra (antitest hozzdaddsa nélkiil
és nem kimutathaté mennyiségii antigénnel) R > 0,005
értékeket kapunk. Mindegyik mintdt harom ismétlés-
ben hatdrozzuk meg.

8.2: Kozvetlen ELISA (assay B)

Mikrotiterlapokat (Dynatech M 129A) bevonunk
monoklondlis antitesttel (példdul MADb 4082-25-4;
75 ng/100 ul 50 mmdl natrium-karbonat puffer, pH =
9.6 eloallitasat lefrasunk II. Eredmények részének e)
szakaszdban ismertetjiik) és ezeket éjszakdn dat 4 'C
homérsékleten inkubéljuk.

A lapokat ezutén 0,1 tf/tf%-os PBS-Tweennel 5-szor
mossuk és ezt kdvetden 2 6ra hosszat PBS-el, amelyet
| t6meg/tf%-os BSA-val feldisitottunk, inkubdljuk an-
nak érdekében, hogy a még szabad kotéshelyeket blok-
koljuk. Ujb6li mos4s utan minden esetben 150 ul szab-
vanyos oldatot visziink a mikrotiterlapok mélyedéseibe,
amelyek novekvd mennyiségben tartalmaznak metola-
kiort 0,1 tf/if%-os PBS-Tweenben oldva. Ezt koveti
1 6ras inkubdlds 22 °C-os hémérsékleten.

Ezt kovetSen mélyedésenként 50 ul haptén-enzim
(alkalikus foszfatdz)-konjugdtumot (2 pg/ml) adago-
lunk és az inkubaéldst tovabbi 1 6ra hosszat folytatjuk.
Ujbéli mosds utdn mindegyik mélyedésbe 150 pl p-nit-
rofenil-foszfat szubsztratumot adunk 1 mg/ml dietanol-
amin pufferben (1 mmél, pH=98, feldisitva
0,5 mmél MgCl,.6H,0-val), majd 2 érai, 22 *C-on tor-
t€nd, sotétben val6 inkubdlds utan 405 nm-nél megha-
tdrozzuk az abszorpci6t.

8.3: Metolaklor-tartalom meghatdrozdsa

Valamely mintdban 1évé metolaklér mennyiségé-
nek a meghatarozaséhoz el6szor egy kalibracids gorbét
készitiink (1. dbra), amelyre a B/Box100 értékeket az
inhibitor-koncentracié ellenébe felvissziik. Bo az ab-
szorpciGképességet jelenti, amelyet metolaklérinhibi-
tornak az antitesthez vald hozzdaddsa nélkiil mértiink,
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és B azt az abszorpciGképességet mutatja, amelyet kii-
16nb5z8 koncentraciéjd metolaklér-inhibitor hozzdad4s-
sa esetén kaptunk. Az Igy-érték az antigénnek azt a
koncentraciéjat mutatja, amelynél az antitestkot8dés a
szilard fazishoz 50%-ban gdtolva van. Az Iso-értéket
egy a meglévd viszonyokhoz specidlisan hozzdigazitott
ENZFITTER (Leatherbarrow, Elsevier-Biosoft) gorbe-
kalkuldciés program segitségével hatdrozzuk meg,
amely egy 4 paramétert magdban foglal6 logisztikai
gorbén alapszik (Raab GN, 1983). A mennyiségi meto-
laklér-meghatdrozést talaj- vagy vizmintdban az ELI-
SA keretében szintén az ENZFITTER-program segitsé-
gével végezziik, mimellett a gérbe hozzdigazitdsa azo-
kon a szabvényokon alapszik, amelyek minden egyes
mikrotiterlappal egyiitt futnak.

9. példa

Talajmintdk elemzése

Egyenld mennyiségli (2 g) szabvényositott talaj-
mintdkat, amelyek Kkiilonboz6 eredetiiek, extraktorban
4 é6ra hosszat extrahalunk 80/20 ardnyu (tf/tf) 20 ml-
nyi metanol/viz-eleggyel. A kompetitiv ELISA szdmé4-
ra a talajkivonatokat szokdsosan 1 : 40 ardnyban higit-
juk 0,1%-os PBS-Tweenben annak érdekében, hogy
megeldzziik a monoklondlis antitest metanol 4ltal
okozhat6 lehetséges denaturdl6désat. Ezt kovetben a
higitott talajmintdkat (950 pl) az el6zGekben leirt mé-
don a specifikus  anti-metolakl6r  antitesttel
(MAD 4082-85-4) (50 pl) elegyitjiik és ezt kovetden a
vivBanyaghoz kotott hapténnel inkubéljuk (kdzvetett
ELISA) vagy kézvetleniil a vivdanyaghoz kotott anti-
metolaklér antitestekkel reagdltatjuk és utdna enzim-
mel jelslt antigénnel inkubdljuk (k6zvetlen ELISA).

10. példa

Vizmintdk elemzése

A kompetitiv ELISA szdmdra 100 p! 10-szeres kon-
centrdlt PBS-Tween puffert hozzdadunk 850 ul viz-
mintdhoz. A metlakiér-meghatdrozést ezutan az el6z5-
ekben leirt modon végezziik (9. példa).

I1. Eredmények

a) Monoklondlis antitestek elddllitdsa

Osszesen 24 sejtfizi6t létesitink myeloma-sejtek
és lépsejiek kozott, amelyeket eldzbleg egy KLH-me-
tolakl6rral immunalt BALB/c egérbdl izoldltunk. A fi-
zi6 hatdsfoka koriilbeliil 90%. Az ily médon kaphat6
sejtkol6nidbsl 7 termel monoklondlis antitesteket,
amelyek ELISA-teszt sordn nagyon erds reakcit mu-
tatnak. Ezeket korldtozott higitémédszer segitségével
klénozzuk.

Ily médon 7 monoklondlis antitestet kaphatunk, ame-
lyek koziil egy [mely a MAb 4082-25-4 jel6lést kapta;
(IgGl aloszidly)] nagyon nagy affinitdst mutat metola-
kiérral szemben, mig a fennmaradé 6 monoklonélis anti-
test affinitdsa a metolakl6r-szdrmazékra korlatozédik.

Ezt az antitestet arra hasznéljuk, hogy két kompeti-
tiv (versengd) immunvizsgélatot fejlessziink ki. Ezek-
nek a vizsgdlatoknak az egyike olyan mikrotiterlapo-
kon alapszik, amelyeket BSA-haptén-konjugdtummal
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vontunk be, valamint enzimmel jel6lt kecske/antiegér
antitestek haszndlatdn nyugszik (kozvetett ELISA).

A masik vizsgélt haptén-enzim-konjugdtumot, va-
lamint antitesttel bevont mikrotiterlapokat alkalmaz
(kozvetlen ELISA). tegyik vizsgélat kimutatja a meto-
lakl6rt a ppb tartomanyban. A kdzvetlen ELISA sokkal
kevésbé érzékeny, mint a kozvetett, és ezért sokkal
gyorsabb. Az Isg-értékek a kozvetlen ELISA esetén
1,0 ng/ml-nél, a kozvetett ELISA esetén pedig
0,6 ng/ml-nél vannak. A kimutatési tartomany metolak-
l6rra pufferben 0,1 ng/ml és 10 ng/ml k6zé6tt van, mi-
mellett a legkisebb kimutatdsi hat4rt az a koncentracié
hatdrozza meg, amely sziikséges ahhoz, hogy a koot
antitestek bizonyos szézalékos névekedését elérjiik,
amely a vakérték kétszeres szabvédnyelérésének felel
meg. A varidcids koefficiens ismétlé meghatdrozdsok
szdmdra az | ppb tartomanyban 11% (20 meghatdro-
z4s).

A MAb 4082-25-4 keresztreaktivitdsa kozvetett
kompetitiv. ELISA segitségével hatdrozhaté meg.
Ahogy az 1. tdbldzat mutatja egy 1,4%-os gyenge ke-
resztaktivitast taldlunk a metolaklérnak a szerkezetileg
nagyon kozel 4116 hidroxi-metabolitjdndl (A vegyiilet).
A t16bbi metabolit nem mutat semmilyen keresztreakti-
vitdst (<0,1%). A monoklondlis antitest nem kotédik
mds klér-acetanilid-herbicidekhez és rokon vegyiile-
tekhez, igy példdul alaklérhoz, furalaxilhoz és a mata-
laxilhoz (<0,1%).

Letétbehelyezés:

A taldlmany keretében elGdllitott és alkalmazott
hibridéma-sejtvonalak (4082-25-4) a Nemzetkozi Le-
tétbehelyezési Helyként elismert ,,European Collection
of Animal Cell Cultures” (ECACC) Salisbury, UK,
helyen a budapesti szerzddés kovetelményeinek meg-
felelen a mikroorganizmusok letétbe helyezésének
nemzetkozi elismerésére szabadalmaztatds céljra az
ECACC 9002 1701 letétbehelyezési szdmon keriilt le-
tétbe. Nyilatkozatot a letétbe helyezett mintdk életké-
pességérdl az emlitett Nemzetkdzi Letétbehelyezési
Hely készit.

I1I. Kozegek és pufferok

(A) RPMI 1640-kizeg
RPMI 1640 (Seromed) kovetkezd adalékokkal:
borjuszérum 15%
L-glutamin 4 mmdl
gentamicin 0,01%
natrium-piruvat 1 mmdl
2-merkaptoetanol 50 pmdl
inzulin S umdl
transzferin 5 umél
szelén (ITS) S umdl

(B) HAT-kiizeg

1 liter RPMI 1640 kozeg 20 ml HAT-konc. (50x)
Boehringer adalékkal, amely a kovetkez Osszetétellel
rendelkezik:

Hypoxanthin 680 5,0 mg/
Aminopterin 8,8 mg/l
Thymidin 193.8 mg/
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(C) HT-kozeg

1 liter RPMI 1640 kozeg 20 ml HT-konc. (50x)
Boehringer adalékkal, amely a kovetkez6 Osszetétellel
rendelkezik:

Hypoxantin 680 5,0 mg/l
Thymidin 193,8 mg/l

(D) BSS-pufffer

(Earle-féle séoldat Ca és Mg nélkiil, pH = 7,4)
KCl 7.3 mmol
NaCl 116,0 mmél
NaHCO, 26,0 mmél
NaH,PO,.2H,0 1,0 mmél
glukéz 5,5 mmdél
fenolvoros 48,0 mmdl

Penicillin/Sztreptomicin-oldat 1 tf/tf % adaléka (Sero-
med) (10 000 E penicillin, 10 mg/ml sztreptomicin)

(E) Natrium-karbondt-puffer (pH = 9,6)

Na,CO, 477,0 mg
NaHCO; 879,0 mg
NaN;, 1,8 mg
300 m] H;0-hoz

(F) PBS-puffer (pH = 7,0)
NaCl 85¢g
Na,HPO,.2H,0 128 ¢
NaH,PO,.2H,0 0436 ¢
1000 ml H,O-hoz

(G) PBS-TWEEN-20(0,1%)
1 ml Tween-20 (Serva) + 1000 mnl PBS

(H) PBS-BSA (19%)
BSA 50¢g
NaNj (0,5 mdl) 3,0ml
500 ml PBS-hez

(1) Szubsztrdtum-puffer

(dietanol-amin-puffer, pH = 9,8)
dietanol-amin 97,0 ml
NaN; (0,5 mél) 6,0 ml
MgCl,.6H,0 100,0 mg

1000 m! H,O-hoz, a pH beiéllitdsa 9,8-ra tdmény
HCl-lel.

A szubsztrat eldéllitdsa: kozvetleniil a hasznélat elGtt
a p-nitrofenil-foszfét-szubsztrdt 5 mg-os szubsztrét-tab-
lettdjat (Sigma 104) S ml szubsztrat-pufferben oldjuk.

1. tdbldzat
A legismertebb metolaklér-analdgok
keresztreaktivitdsa a taldlmdny szerinti
MAb 4082-25-4-el (Az A-N metolaklér-analogokat
képletiikkel a 2. 1dbldzatban irjuk le.)

Vegyiilet Iso (ng/mi)* Keres(z;)e)ilinvnés
metolaklor 0,6 100
alaklér 1000 <0,1
A 43 1.4




felsorolt vegyiileteknek megfelelGen szerkezeti képletek formdjdban.

2. tdbldzat
A 2. tdbldzat a (I1l) dltaldnos képletnek megfelel legismertebb metolaklor-analdgokat mutatja be az 1. tdbldzatban

1 HU 211054 B 2
Vegyiilet Iso (ng/mly* Keres?‘ty:o;z:litivités Vegyillet Iso (ng/ml)* Keresr;z;il:tlvnés
B 1000 <0,1 K 1000 <0,1
C 1000 <0,1 5 L 1000 <0,1
D 1000 <0,1 M 1000 <0,1
E 1000 <0,1 N 1000 <0,1
F 1000 <0,1
G 1000 <0,1 40 * 150= inhibitor-koncentracio S0%-os gétldsra kompetitiv ELISA
H 1000 <0,1 esetén
1 1000 <0.1 =+ Keresztreaktivitds = metolaklér-koncentracié 50%-os  gdtlds-
] 1000 <01 ra/metolakléranal6g-koncentréci6 5-%-os gitlasrax1000

Vegyitlet R, R, R3 R4
metolakl6r C,H; CH;4 COCH,Cl CH(CH,)CH,0CH;
alaklor Csz C2H5 COCH2CI CH)OCH';

A C,Hs CH, COCH,0H CH(CH;)CH,0CH;

B C;H;s CH, H CH(CH3)CH,0CH;

C C;Hs CH, COCH,CI H

D C,H; CH; COCH,0H H

E C;Hs CH, H CH(CH3)CH,0C

F CyHs CH; COCH,0H CH(CH;)CH,0H

G CH; CH COCH,0CH; CH(CH3)COOH

H CHj CH, COCH,OH CH(CH;)COOH

1 CH, CH; H CH(CH3)COOCH;

[ CH, CH; COCH,OCH; H

K CH, CH, H CH(CH;)YCOOH

L CH, CH, COCH,0CH; - CH(CH;)COOCH;

M CH,OH CH; COCH,0CH; CH(CH;)COOCH;

N CH; CH,4 a) képletfi csoport CH(CH;)COOCH;

1V, Irodalom van Rensburg E., Analyst, 110: 733, 1985

Ercegovich CD et al., J Agric, Food Chem., 29:559- Wie SI, Hammock BD., J. Agric. Food Chem., 30:
563, 1981 949-857, 1982
Feng et al., J. Agric Food Chem., 38: 159-163, 1990 45
Fleeker J., J. Assoc. Off. Anal. Chem., 70: 874-878, Szabadalmi irodalom
1987 4 530 786 szdmt USA-beli szabadalmi leir4s.
Hargrave HS és Merkle MG., Weed Sci., 19: 1971
Kawamura H, Berzojsky JA., J. Immunol., 136: 58, 1986
Kelley M. et al., J. Agric. Food Chem., 33: 962-965, 50 SZABADALMI IGENYPONTOK
1985
Kohler G, Milstein, Nature, 256: 495497, 1975 1. Eljérés hibridéma-sejtvonal el64llitdsdra, amely
Kulkarni NP. et al., Cancer Res., 41: 2700-2706, 1981 olyan monoklondlis antitesteket termel, mely antitestek
Littlefield JW., Science, 145: 709, 1964 metolakl6r irdnt nagy fajlagossdgot és affinitdst mutat-
Newsome WH., J. Agric. Food Chem., 33: 528-530, 55 nak, és lényegében semmilyen keresztreaktivitdst nem
1985 mutatnak a legismertebb, szerkezetileg rokon metola-
Raab GM., Clin, Chem., 29: 1757-1761, 1963 klér-analogokkal, azzal jellemezve, hogy
Schlaeppi J-M. et al., J. Aric. Food Chem., 37: 1532- i) egy hapténként szolgdlé metolaklér-szdrmazékot
1538, 1989 szintetizdlunk és egy vivSanyag-molekuldval kon-
Shulman M. et al., Nature, 276: 269-270, 1978 60 jugélunk,
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ii) egy donordllatot az igy kapott konjugdtummal im-
munizalunk,

ili) egy immunkompetens B-sejtet izoldlunk az immu-
nizalt donorallatbdl,

iv) az emlitett immunkompetens B-sejtet egy folytonos
sejtosztéddsra képes tumor-sejtvonallal fuziondl-
Juk,

v) a keletkez6 hibridsejteket elkiilonitjiik, alkalmas
tdpkozegben tenyésztjiik, majd a pozitiv hibridsej-
teket klénozzuk, és

vi) a klénozott hibridémék koziil szelektdljuk a metolakl6rt
felismerd monoklondlis antitesteket termeld sejteket.
(Elsobbsége: 1990. 03. 09.)

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy hapténként olyan (I) dltaldnos képletii meto-
laklor-szdrmazékokat szintetizdlunk, amelyek a meto-
laklér aminfunkcidjdhoz viszonyitva 4-es helyzetben
egy R-(CH,),-O-csoporttal rendelkeznek, amelyben
R jelentése -COOH, -NH, vagy —SH csoport, és
n értéke 1-16] 10-ig terjedd egész szdm.

(Elsébbsége: 1990. 10. 23.)

3. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellenez-
ve, hogy vivéanyag-molekulaként olyan makromole-
kuldris vegyiileteket alkalmazunk, amelyek a metola-
klér-szarmazékkal végbemend kapcsoldsi reakcidhoz
hozzaférhetd reakci6képes csoportokat tartalmaznak.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

4. A 3. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy 10 000 és 1 500 000 kozoétti molekulatdmegti,
lizinben gazdag proteint alkalmazunk.

(Elsobbsége: 1990. 03. 09.)

5. A 3. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy proteinként marha szérumalbumint (BSA), Key-
hole Limpet hemocianint (KLH), humédn szérum-
albumint (HSA). sertés tiroglobulint, B2 mikroglobulint,
hemocianint, immunglobulint, toxint, poliszacharidot, li-
popoliszacharidot, természetes vagy szintetikus poliade-
nil- vagy poliuridilsavat, polialanil- vagy polilizin-poli-
peptideket vagy sejtmembran-komponenseket alkalma-
zunk.

(ElsGbbsége: 1990. 03. 09.)

6. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a metolaklér-szdrmazékot a vivdanyag-mole-
kuldhoz kozvetleniil konjugédlunk.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

7. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy a metolaklért a vivSanyag-molekuldhoz hidta-
gon keresztiil konjugdlunk.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

8. A 7. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy hidtagként egy vagy tobb olyan reaktiv csoportot
tartalmazé molekularészt alkalmazunk, amely reaktiv
csoport(ok) képesek a vivBanyag-molekula reaktiv
csoportjaival kolcsénhatdsba lépni.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

9. A 8. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemezve,
hogy reakcidképes csoportként karboxi-, amino- vagy
SH-csoportot alkalmazunk.

(Elsobbsége: 1990. 03. 09.)

10. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
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ve, hogy az i) 1épésben a konjugdlasi reakciét az aktiv
észtermddszer segitségével hajtjuk végre.

(Elstbbsége: 1990. 03. 09.)

11. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a ii) 1épésben a donoréllatok immunizélasét a
vivGanyaghoz kotott metolaklért tartalmazé konjuga-
tum egyszeri vagy tobbszori beaddsdval végezziik.

(ElsSbbsége: 1990. 03. 09.)

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy a beaddst intravénds, intraperitonedlis vagy
szubkutdn injekcié vagy ezek kombin4cidja formdja-
ban végezziik.

(ElsSbbsége: 1990. 03. 09.)

13. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemez-
ve, hogy az iv) lépésben a donoréllatbél szdrmazé
immunkompetens sejtek fiizi6jdhoz olyan tumorsejtvo-
nalakat alkalmazunk, amelyek maguk nem termelnek
monoklondlis antitesteket.

(Els&bbsége: 1990. 03. 09.)

14. A 13. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy tumorsejtvonalként az Sp 2/0-Ag 14 vagy az
X63-Ag8.653 jellemzd tulajdonsdgaival rendelkezd
moeldéma-sejtvonalakat alkalmazunk.

(ElsGbbsége: 1990. 03. 09.)

15. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az iv) 1épésben fiizi6s kozegként olyan puffer-
oldatot alkalmazunk, amely a sejtek fuziondldsédra szo-
kdsosan alkalmazott fuziés promotorok egyikét tartal-
mazza az aldbbiak koziil: Sendai-virusok vagy mds
paramyxivirusok, kalciumionok, feliiletaktiv lipidek
vagy polietilénglikol.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

16. A 15. igénypont szerinti eljdrds azzal jellemez-
ve, hogy fiziés promotorként 6006000 4tlagos mole-
kulatémegii polietilénglikolt alkalmazunk.

(ElsSbbsége: 1990. 03. 09.)

17. A 16. igénypont szerinti eljras, azzal jellemez-
ve, hogy a polietilénglikolt a fiiziés kozegben 30—
60 t% koncentraciéban alkalmazzuk.

(Els&bbsége: 1990. 03. 09.)

18. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy a v) 1épésben a fuziondlt hibridsejtek elkiiloni-
tésére a HAT-szelekcids kozeget alkalmazzuk.

(Elsébbsége: 1990. 03. 09.)

19. Az 1. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy az v) lépésben a hibridsejteket izoldlt makro-
fagok (,,feeder-sejtek”) jelenlétében tenyészyjiik.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

20. Az 1. igénypont szerinti eljdras, azzal jellemez-
ve, hogy az v) lépésben a pozitiv, monoklondlis antites-
teket termeld hibridsejt-tenyészeteket korldtozé higita-
sos eljdrds segitségével elvélasztjuk, és ezt kdvetden
alkalmas tdpkozegekben klénozzuk.

(Elstbbsége: 1990. 03. 09.)

21. A 20. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemez-
ve, hogy a vi) lépésben a klénozott hibridéma-sejtkl6-
nokat immunvizsgélat segitségével, a megfelelé mo-
noklondlis antitestek képzésére megvizsgélva szelek-
taljuk.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)
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22. A 21. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy enzimkapcsoldsos immunvizsgélatot vagy ra-
dio-immunvizsgélatot alkalmazunk.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

23. Eljaras metolakl6r irdnt nagy specifitdssal és
affinitdssal rendelkezd monoklondlis antitestek eldalli-
tdsdra, amelyek lényegében semmilyen keresztreaktivi-
tdst nem mutatnak a legismertebb, szerkezetileg rokon
metolaklor-anal6gokkal, azzal jellemezve, hogy az 1-
22. igénypontok barmelyike szerint el4llitott hibridé-
ma-sejtvonalakat in vivo vagy in vitro tenyésztjiik, és a
termelt monoklondlis antitesteket elkiilonitjiik.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

24. A 23. igénypont szerinti eljards monoklondlis
antitestek elG4llitdsdra, azzal jellemezve, hogy olyan
hibridéma-sejtvonalakat  tenyésztiink, amely az
ECACC 9002 1701 jellemz tulajdonsdgaival rendel-
kezik.

(ElsSbbsége: 1990. 03. 09.)

25. A 23. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy alkalmas tdpkozegben in vitro tenyésztést
végziink.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

26. A 25. igénypont szerinti eljdrds, azzal jellemez-
ve, hogy szabvdnyositott tdptalajokat, igy Dulbecco
altal moédositott Eagle-féle tdptalajt (DMEM) vagy
RPMI 1640-et haszndlunk, amelyeket adott esetben
emlOsszérumok hozzdaddsdval, novekedést fokozd
adalékokkal vagy nyomelemekkel egészitiink ki.

(ElsGbbsége: 1990. 03. 09.)

27. A 23. igénypont szerinti eljrds, azzal jellemez-
ve, hogy az emlitett monoklonélis antitesteket az 1-22.
igénypontok barmelyike szerint el&éllitott hibridéma-
sejtvonalak expanzidja Gtjan valamely donoréllatban in
vivo termeljiik.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

28. Eljaras metolaklér immunolégiai kimutatdséra,
azzal jellemezve, hogy a 23-27. igénypontok bdrme-
lyike szerint elGéllitott monoklondlis antitestet vala-
mely ismert immunvizsgalatban alkalmazunk.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

29. A 28. igénypont szerinti eljdrds metolaklér im-
munolégiai kimutatsdra, azzal jellemezve, hogy az
immunvizsgalatban olyan monoklondlis antitestet al-
kalmazunk, melyet az ECACC 9002 1701 jellemz? tu-
lajdonsagaival rendelkezd hibridéma-sejtvonal vagy
ennek klénja vagy szubkldnja termel.

(ElsGbbsége: 1990. 03. 09.)

30. A 28. vagy 29. igénypont szerinti eljaras, az-
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zal jellemezve, hogy kompetitiv immunvizsgélatot
végziink.

(ElsGbbsége: 1990. 03. 09.)

31. A 28. vagy 30. igénypont szerinti eljdrds, azzal jel-
lemezve, hogy immunvizsgélatként radio-immunvizsgéla-
tot (RIA), enzimkapcsoldsos immunvizsgélatot (ELISA)
vagy kemilumineszcencids vizsgélatot végziink.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

32. A 31. igénypont szerinti eljdrés, azzal jellemez-
ve, hogy enzimkapcsoldsos immunvizsgdlatként koz-
vetett ELISA-tesztet alkalmazunk.

(Els6bbsége: 1990. 10. 23.)

33. A 31. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy enzimkapcsoldsos immunvizsgélatként koz-
vetlen ELISA-tesztet alkalmazunk.

(Elsébbsége: 1990. 10. 23.)

34. Teszt-kit metolaklér immunol6giai kimutatdsé-
ra felhaszndldsra kész formdban, azzal jellemezve,
hogy a szokdsosan alkalmazott vivdanyagok, reagen-
sek és egyéb adalékanyagok mellett reagensként leg-
aldbb egy, a 23-27. igénypontok szerinti eljrdssal el6-
allitott monoklondlis antitestet tartalmaz.

(Elsdbbsége: 1990. 03. 09.)

35. A 34. igénypont szerinti, felhaszndldsra kész
teszt-Kit, azzal jellemezve, hogy monoklondlis antitest-
ként legaldbb egy olyan antitestet tartalmaz, amelyet az
1-22. igénypontok barmelyike szerinti eljdrdssal el64l-
litott és az ECACC 9002 1701 jellemzd tulajdonsagai-
val rendelkezd hibridéma-sejtvonal vagy annak kl6nja
vagy szubkl6nja termel.

(Elstbbsége: 1990. 03. 09.)

36. Eljaras egy (II) dltaldnos képleti, valamely vi-
vBanyag-molekuldhoz hozzikapcsolhaté metolakliér-
szarmazék el6allitdsdra, amely a metolaklér aminfunk-
ci6jahoz viszonyitott 4-es helyzetben egy R—(CH,),O-
csoportot tartalmaz, ahol
R jelentése -COOH, -NH, vagy —SH csoport, és
n jelentése 1 és 10 kozotti egész szdm,
azzal jellemezve, hogy egy (II) dltaldnos képletii ve-
gyiiletet — a képletben R és n jelentése a targyi korben
megadott — a reakcié szempontjdb6l k6zombos oldé-
szerben, enyhe reakciGkoriilmények kozott, —10 °C és
+30 °C kozoti hdmérsékleten megfeleld klér-ecetsav-
szdrmazékkal N-acileziink.

(Els6bbsége: 1990. 03. 09.)

37. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemez-
ve, hogy az ECACC 9002 1701 jellemz§ tulajdonsdgait
mutat6 hibridéma-sejtvonalat allitjuk el5.

(ElsGbbsége: 1990. 03. 09.)
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