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A talalmany targya eljaras a human immunallapot egy szuppresszor kompo-
nensének meghatarozasara, ami abban all, hogy periferidlis vért vesznek, ebbél
mononuklearis sejtek (MNC) szuszpenzidjat éllitanak\g eld, majd az emlitett szusz-
penziot két egyforma részre osztjak, az egyik részben levé MNC-ket szuppresszor
aktivator nélkdl tenyeésztik, a masodik részben levé MNC-ket egy szuppresszor
aktivatorral tenyésztik, az MNC-ket kimossék a tenyészkdzegbdl, blokkoljak a szapo-
rodast, egy normal donorbdl Gjonnan izolalt MNC-ket adt\;gkmindegyik el6z8kben
emlitett MNC részhez, fitohemagglutininnel egyenlé aranyban serk?ntve teszt
tenyészetek elballitdsa céljabdl, ezeket tenyésztivd\ae\, majd tovabb értékelvké a szapo-
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rodast az emlitett teszt tenyészetekben és meghatarozva a szuppresszios értékeket

az emlitett teszt tenyészetekben levé szaporodasi szintek aranyai alapjan.
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A jelen talalmany targya gyogyaszati készitmény, pontosabban eljaras T-
-szuppresszor aktivitas diagnosztikai kiértékelésére, a human immunallapot
szuppresszor komponensének meghatarozasara, és ezek végrehajtasara.

lsmert a méhlepeny eredet(i B-| glikoprotein, amely a trofoblasztos B-I-gliko-

protein (TBG) analdgja, amelyet a hematopoietikus vérsejtek novekedését és
szaporodasat serkenté anyagként hasznélnak [5,169,835 szamu Amerikai Egyestilt
Allamok-beli szabadalmi bejelentés, c1. A61K 35/50, (1989)].

Mindazonaltal ezt az ismert vegyiletet nem hasznaltak human immunallapot
szuppresszor komponensének meghatarozasara.

A TBG alkalmazasa ismert a terhesség diagnosztizalasara és lefolyasanak

prognosztizalasara [L..G. Sotnikova, |.N. Golovistikov és munkatarsai: “The Role of B-

-I-glikoprotein  Trophoblast in Diagnosing and Prognosticating Pregnancy”,
Metodicheskije Recommendatsii, Moszkva (1984)]. Mindazonaltal az  emlitett
munkaban nem ismertetk a TBG alkalmazasanak lehet6ségét a human
immunallapot egy szuppresszor komponensének diagnosztizalasara.

Ismert egy eljaras az immunallapot egy szuppresszor komponensének meg-
hatarozasara, ami abban all, hogy periferidlis vért veszink, majd ebbdl tiszta limfoci-
tak szuszpenzigjat allitjuk el6, szuppresszio-aktivatoros és ilyen aktivator nélkili teszt
tenyészetek készitéséhez, majd kiértékeljik a szaporodasi szinteket [Dutton R.W.:
“Inhibitory and Stimulatory Effects of Concanavalin A on the Response of Mouse
Spleen Cells Suspension to Antigen”, J. Exp. Med. 138, 1496-1505 (1973)].

Ehhez a modszerhez azonban egy nehezen hozzaférhet6 anyagra, a
Concanavalin A-ra van szikség mint szuppresszor aktivatorra.

Ismert egy eljaras a human immunallapot egy szuppresszor komponensének
meghatarozasara, ami abban all, hogy periferialis vért vesziink, ebbél mononuklearis

sejtek (MNC) szuszpenzidjat allitjuk eld, majd az emlitett szuszpenziét két egyforma



részre osztjuk, az egyik részben levé MNC-ket szuppresszor aktivator nélkil
tenyésztjik, a masodik részben levé MNC-ket egy szuppresszor aktivatorral
tenyesztjuk, az MNC-ket kimossuk a tenyészkdzegbdl, blokkoljuk a szaporodast, egy
normal donorbdl Ujonnan izolalt MNC-ket adva mindegyik el6z6kben emlitett MNC
részhez, fitohemagglutininnel egyenlé aranyban serkentve teszt tenyészetek elsalli-
tasa céljabol, ezeket tenyésztve, majd tovabb értékelve a szaporodast az emlitett
teszt tenyészetekben és meghatarozva a szuppresszios értékeket az emlitett teszt
tenyészetekben levG szaporodasi szintek aranyai alapjan [By Lien Shov, Stanley A.
Schwarts és Robert A. Good: "S*ppressor Cell Activity after Concanavalin A
treatment of Lymphocytes from Normal Donors”, J. Exp. Med. 143(5), 1100-1110
(1976)].

Azonban az emlitett moddszerhez is sziikség van az el6z6kben emlitett
nehezen hozzaférhetd anyagra, a concanavalin A-ra.

A jelen talalmany targya egy olcsobb eljardas a human immunaliapot egy
szuppresszor aktivitasanak meghatarozasara, egy konnyen elérhet6 készitmény
alkalmazasaval, amelynek immunkorrigalé aktivitisa van, és nem okoz allergias
reakciokat.

Az emlitett célt ugy érjuk el, hogy trofoblasztos B-I-glikoproteint (TBG)

hasznalunk a human immunallapot szuppresszor komponensének meghatarozasara,
és a human immunallapot szuppresszor komponensének meghatarozasi modszere
abban all, hogy periferialis vért veszink, ebb8l mononuklearis sejtek (MNC) szusz-
penzidjat allitjuk el6, majd az emiitett szuszpenziét két egyforma részre osztjuk, az
egyik reszben levé MNC-ket szuppresszor aktivator nélklil tenyésztjiik, a masodik
részben lev6 MNC-ket egy szuppresszor aktivatorral tenyésztjiik, az MNC-ket
kimossuk a tenyészkdzegbdl, blokkoljuk a szaporodast, egy normal donorbdl

djonnan izolalt MNC-ket adva mindegyik el6z6kben emlitett MNC részhez,



fitohemagglutininnel egyenlé aranyban serkentve teszt tenyészetek elGallitasa
céljabdl, ezeket tenyésztve, majd tovabb értékelve a szaporodast az emlitett teszt
tenyészetekben és meghatarozva a szuppresszidés értékeket az emlitett teszt
tenyészetekben levé szaporodasi szintek aranyai alapjan, a jelen talalmany szerint
trofoblasztos p-I-glikoproteint (TBG) alkalmazva 3-120 pg/1 ml MNC szuszpenzio dé-
zisban.

A mononuklearis sejtek (MNC) szuszpenzidjat ugy allitjuk el6, hogy a sejteket
egylépcsls Ficoll-urotrust gradiensen Glepitjlik, majd 48 6ra hosszat tenyésztjiik. A
szaporodast az MNC-k mitomicin C-vel valé kezelésével allitjuk le, majd mindegyik
teszt tenyészetet 72 6ra hosszat tenyésztjik.

A jelen talalmany megvaldsitasa soran elsé lépéskéent MNC szuszpenziot
készitlink a Ficoll-urotrust egylépéses gradiensen valé centrifugalassal (Boyum féle
modszer) kapott sejtekbdl.

A periferialis vert a beteg karvénajabdl vessziik, majd egyszerre tesszik
heparin oldatot tartalmazé csévekbe (1 ml vér = 20-30 heparin egység). A vért
azutan Hank féle oldatban 1:2 aranyban higitjuk (Ca2+ és Mg2+ nélkal), majd Ficoll-
urotrust gradiensre rétegezzuk (a slrliség 1,078).

A centrifugalast 400 x g-vel végezzik 30 percig. Az interfazisban levé MNC
diszperziot egy centrifugacsébe tessziik, Ca®* és Mg®* nélkiili Hank oldatot adunk
hozza, majd 3 centrifugalast veégzink egymas utdn (mindegyik 10 perc), hogy a
sejteket kimossuk a Ficoll-urotrust oldatbdl. A harmadik centrifugalas utan az MNC
maradékot 1 ml 199-es taptalajban szuszpendaljuk, majd a mononuklearis sejtek
szamat Goryajev kameraval hatarozzuk meg.

A masodik lépésben az MNC-ket 2 egyenl6 részre osztjuk, az elsé részt

szuppresszor aktivator nélkul tenyésztjik, a masodik részt a szuppresszor



aktivatorral tenyésztjlk, és a trofoblasztos p-I-glikoproteint (TBG) hasznaljuk az emli-
tett aktivatorkent.

Az MNC-ket penicillines edényekben tenyésztjik, #14,5-6s gumidugokkal,
37 °C-on. A tenyészt§ taptalaj RPMI-1640, 20% szérum IV (AB) csoporttal és 300
mg glutaminnal kiegészitve.

Mindegyik edény 5 x 10° sejtet tartalmaz 2,0 ml komplett téptalajban.

A TBG-t 3-120 pg-os dozisban adjuk a tenyészetekhez a szuppresszor
indukalasara.

A sejteket 48 ora hosszat tenyésztjiik. Az MNC-ket azutan kimossuk a

tenyésztd taptalajbdl, majd a szaporodast mitomicin C hozzaadasaval (40 pg/ml, 30
perc, 37 °C) allituk le. A sejteket haromszor mossuk jégbeh(itott, 5% IV (AB)

szerummal kiegeészitett 199-es taptalajjal. A sejtmaradékot felszuszpendaljuk, a
sejtmag-tartaimu sejteket megszamlaljuk, az életképes sejtek szazalékat 0,1%
tripankék oldattal hatarozzuk meg, majd a kapott szuszpenziét a kivant koncentra-
ciora higitjuk. Mindegyik miveletet kulén végezzik el a kontroll sejtekkel és a TBG-
vel serkentett sejtekkel, majd szilikon edényeket hasznalunk a sejtek mosasara.

A kovetkezo 1épésben egy normal donorbdl Ujonnan izolalunk limfocitakat
(ezeket a limfocitakat el6re stimulaltuk fitohemagglutininnal (PHA), és reagalo teszt
sejtekként hasznaljuk 6ket), ezeket egyenlé aranyban hozzaadjuk a kontroll és a
TBG-vel kezelt limfocitdkhoz (0,5 x 10° : 0,5 x 10° sejt/ml), ahhoz, hogy teszt
tenyészeteket kapjunk. A tenyésztést 72 6ra hosszat végezziik. Ezutan kiértékeljiik a
teszt tenyészetek szaporodasat N>-timidin alkalmazasaval, majd a szuppressziét az
okozott szaporodas-elmaradas alapjan értékeljuk ki.

A szuppresszios indexet (Sl) az alabbi képlet alapjan értékeljik ki:

impulzusszam/perc a TBG-tartalmu teszt-tenyészetben

Sl=(1- ) x 100%
impulzusszam/perc a TBG nélkili teszt-tenyészetben
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Ahhoz hogy kiértékeljik a szuppresszor komponenst egy normal donorban,
egy ismert modszer szerinti diagnosztikai vizsgdlatot végeztiink [By Lien Shov,
Stanley A. Schwarts és Robert A. Good: “Suppressor Cell Activity after Concanavalin
A treatment of Lymphocytes from Normal Donors”, J. Exp. Med. 143(5), 1100-1110
(1976)], valamint egy diagnosztikai vizsgalatot is végeztiink, a jelen talalmany
szerinti mdédszerrel, egy normal donorokbdl all6 csoporton (100 f&). Az igy kapott
eredmények alapjan a concanavalin A-val kapott T-szuppresszor aktivitds normal

ertéke 56,8% + 4%, mig a jelen talalmany szerinti modszerrel meghatarozott érték
63,4% + 4,7%.

A jelen talalmanyt az alabbi példakon keresztll mutatjuk be.

1. Példa

V. beteg (30), a koérhazba “disszeminalt szklerdzis, cerebromedullaris forma”
diagnozissal vették fel, akut allapotban. A periferialis vérben concanavalin indukcio-
val a T-szuppresszor aktivitas 15% volt, amit a human immunallapot szuppresszor
komponensének meghatarozasara ismert moddszerrel hataroztunk meg. Ezzel
egyidében meghataroztuk a T-szuppresszor aktivitast ugyanannak a betegnek a
véreben, a jelen talalmany szerinti modszert alkalmazva (TBG indukcidval), és az igy

kapott értéek 17% volt.

2. Példa

S. beteg (n6, 40), a kérhazba “disszeminalt szklerdzis, cerebromedullaris
forma” diagndzissal vették fel, akut allapotban. A periferialis vérben concanavalin in-
dukciéval a  T-szuppresszor aktivitas 16% volt, amit a human immunallapot
szuppresszor komponensének meghatarozdsara ismert modszerrel hataroztunk

meg. Ezzel egyidében meghataroztuk a T-szuppresszor aktivitast ugyanannak a
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betegnek a véreben, a jelen talalmany szerinti modszert alkalmazva (TBG
indukciéval), és az igy kapott érték 19% volt.

150, disszeminalt szklerézisban és reumas arthritis-ben szenvedd beteget
vizsgaltunk. Kimutattuk, hogy a jelen talalmany szerinti médszerrel meghatarozott T-
szuppresszor aktivitdés megegyezik az ismert médszerekkel kapott értékkel.

Ezzel megerdsitettik, hogy a TBG nagyon hatékony eszkdz a human immun-
allapot szuppresszor komponensének meghatarozasara.

A human immunallapot szuppresszor komponensének a jelen talalmany
szerinti modszerrel valdé meghatarozasi mddszerének, valamint az ebben a
modszerben hasznalt egyéb eljarasok eléz6kben emlitett elényei lehetévé teszik,
hogy az emilitett modszert széles kérben alkalmazzak mind tudomanyos célokra,
mind a klinikai gyakorlatban.

Emellett meg kell még jegyezni, hogy a concanavalin alkalmazasa az
elézékben emlitett betegségek kezelésében ellenjavallt, a toxicitasa miatt, mig a
TBG (amit a human trofoblasztok termelnek) nem mutat toxicitast és nem okoz
allergias reakciokat. Ez lehet6vé teszi, hogy az emlitett készitményt a gyogya-

szatban alkalmazzuk.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras a trofoblasztos B-I-glikoprotein (TBG) alkalmazasara a human im-

munallapot szuppresszor komponensének meghatarozasaban.

2. Eljaras a human immunallapot szuppresszor komponensének meghata-
rozasara, azzal jellemezve, hogy periferialis vért vesziink, ebbdl mononuklearis sej-
tek (MNC) szuszpenzigjat allitjuk eld, majd az emlitett szuszpenziot két egyforma
részre osztjuk, az egyik részben lev6 MNC-ket szuppresszor aktivator nélkal
tenyésztilk, a masodik részben levé MNC-ket egy szuppresszor aktivatorral
tenyesztjik, az MNC-ket kimossuk a tenyészkdzegb6l, blokkoljuk a szaporodast, egy
normal donorbdl ujonnan izolalt MNC-ket adva mindegyik el6zékben emlitett MNC
részhez, fitohemagglutininnel egyenld aranyban serkentve teszt tenyészetek el§alli-
tasa céljabdl, ezeket tenyesztve, majd tovabb értékelve a szaporodast az emlitett
teszt tenyészetekben és meghatarozva a szuppresszios értékeket az emlitett teszt

tenyészetekben levé szaporodasi szintek aranyai alapjan, trofoblasztos B-I-glikopro-

teint (TBG) alkalmazva az emlitett szuppresszor aktivatorként.

3. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a TBG-t 3-120 pg/1

ml MNC szuszpenzi6é dozisban alkalmazzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az MNC szusz-
penzidt a sejtekbdl egylépéses Ficoll-urotrust gradiensen végzett elvalasztassal
allitjuk elé.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az MNC

tenyésztését 48 ora hosszat végezziik.



6. Az 1. igenypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a szaporodast az

MNC-k mitomicin C-vel vald kezelésével allitjuk le.

7. A 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy minden teszt

tenyészetet 72 6ra hosszat tenyésztiink.

A meghatalmazott

ifi. Szentpéteri Adam
adalmi igyvivod
& 1. Nemzetkon
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