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Sp6sob in vitro dokazu pritomnosti alebo stanovenia mnozstva
rozpustnych zosietovanych DesAABB fibrinovych polymérov a

stiprava na uskutoénenie tohto spdsobu

Oblast vynalezu

Vynadlez sa tyka spdsobu pripravy monoklonovych protila-
tok. Spodsob vyuzZiva imunizované sterilné zviera. Vynalez
tiez zahrrfiuje spdsoby pouzZitia uvedenych monoklonovych pro-
tilatok, ako aj spOsoby pouzitia polyklonovych protilatok,
odvodenych od imunizovanych sterilnych zvierat, na klinicku
diagnostiku in vitro a in vivo a na terapiu. Vynalez dalej

zahrfiuje monoklonovi protildtku, Specifickua k fibrinu.

Doterajs$i stav_techniky

Kéhler a Milstein sa uznavaju za p6vodcov technik, kto-

ré uspesne viedli k vzniku prvych hybridémov, produkujucich

monoklonové protilatky (G. Kohler a C.Milstein, 1975, Nature

256, 495 az 497; 1976, Eur. J. Immunol., 6, 511 azZ 519). Fua-
ziou buniek, vytvarajucich protilatky (B-lymfocyty sleziny)
s myelémovymi bunkami (malignantné bunky primarnych nadorov
kostnej drene) sa vytvara hybridnad bune¢nd linia, vznikajica
z jedného fuizovaného bunkového hybridu (nazyvaného hybridém
alebo klon). Podobne ako lymfocyty, aj hybridémy maju .schop-
nost sekretovat jeden druh imunoglobulinu; podobne ako
myelémové bunky majui hybridémy schopnost neobmedzeného dele-
nia buniek. Spojenie tychto dvoch znakov ponika urcité vyho-

dy v porovnani s beZnymi antisérami.

Antiséra, odvodené od vakcinovanych zvierat su rdzne
zmesi polyklonovych protilatok, ktoré su neopakovatelné,
nemdéZu sa pripravit vzdy v tej istej kvalite. Monoklonové

protilatky su vysoko $pecifické imunoglobuliny jedného typu.
Jeden typ imunoglobulinov, sekretovany hybridémom je $peci-
ficky k jednému, a len k jednému antigénovému determinantu
alebo epitopu na antigene, ¢o je zloZitd molekula, ktora ma

viacej antigénnych determinantov. Ak je napriklad antigénom



=

protein, antigénovy determinant mbzZe byt jedna z mnohych
peptidovych sekvencii (vSeobecne v dizke 6 az 7 aminokyselin
: M.Z.Atassi, 1980, Molec. Cell. Biochem., 32, 21 az 43)
z celej molekuly proteinu. Monoklonové protilatky, vznikaju-
ce proti jednému antigénu sa potom méZu odliSovat jedna od
druhej v zavislosti od determinanta, ktory vyvolal ich
vznik; ale u ktoréhokolvek daného hybridému su vS8ak vSetky
nim produkované protildtky rovnaké. Dalej, bunkova linia
hybridému sa Tahko mnozi in vitro alebo in vivo a poskytuje
vynimo&ne vysoké koncentracie protilatok.

Monoklonova protilatka sa mdze pouzit ako sonda na
dékaz jej antigénu. Tak sa monoklonové protilatky pouzivaju
v in vitro diagnostike, napriklad v radioimunoanalyze
a v enzymovej adsorbentovej analyze (ELISA) a v in vivo
diagnostike, napriklad v in vivo zobrazovani s réadioktivne
znadenou monoklonovou protildtkou. Monoklonovéa protilatka sa
méze vyuzit tiez ako nosi¢ na zacielené dodanie lieciva
k antigénu protilatky.

Avsak pred tym, ako sa monoklonovd protilatka mbéze pou-
it na uvedené ucely, je nevyhnutné zabezpecit, aby monoklo-
nova protildtka mala schopnost vézby na vyZzadovany antigén,
to znamena na terdovy antigén. Dosiahne sa to triedenim
a vyberom pripravenych hybridémov, aby sa urc¢ilo, ktoré
hybridémy, a &i vébec niektoré hybridémy, vytvaraju monoklo-
novi protildtku, ktora je schopna vazby na terdovy antigén.
Tento postup vytriedovania je velmi obtaZny tym, Ze sa na-
priklad musia triedif moZno tisicky monoklonovych protila-
tok, kym sa zisti hybridém, ktory vytvara protilatku, schop-
ni vazby na terdovy antigén. Z uvedeného vyplyva potreba ta-
kého spOsobu pripravy monoklonovych protilatok, ktory zvysu-
je pravdepodobnost, Ze urcity hybridoém bude vytvarat proti-

latku k tercovému antigénu.

Podstata _vynalezu

V tomto vynédleze sa predklada sposob pripravy monoklo-

novych protilatok k antigénu, zahrnujuci:
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(a) imunizaciu sterilného zvierata uvedenym antigénom,
&o dovoli bunkam vytvarajtcim protildtku produkovat proti-
latky k uvedenému antigénu,

(b) odstranenie najmenej Casti uvedenych buniek, vytva-
rajucich protilatku, z uvedeného sterilného zvierata,

(c) vytvorenie hybridému fiiziou jednej z uvedenych bu-
niek, vytvarajicich protilatku, s nesmrtelnou bunkou, pricom
uvedeny hybridém je schopny vytvarat monoklonovu protilatku
k uvedenému antigénu,

(d) rozmnoienie uvedeného hybridému a

(e) ziskanie monoklonovej protilatky, vytvorenej uvede-
nym hybridémom.

Vyndlez tieZz zahrfiuje sp6soby pouZitia monoklonovej
protilatky alebo polyklonovej protilatky, ziskanej ‘zo ste-
rilného zvierata. Vynalez tiez zahriiuje monoklonovd proti-
latku, Specificku k fibrinu, a spOsoby vyuzitia uvedenej mo-

noklonovej protilatky.

Prehl’ad obrazkov na vvkresoch

Obrazok 1(A)
Stanovenie imunoreaktivity MH1 s DesAABB fibrinovym mo-

nomérom afinitnou chromatografiou.

Obrazok 1(B)
Porovnavaci pokus na potvrdenie vézbovej schopnosti
matrixu Sepharose - DesAABB fibrinovy monomér za pouzitia

fibrinogénovej $pecifickej protilatky 457J.

Obrazok 2

Imunoreaktivita nezosietovanych DesAABB fibrinovych po-
lymérov a zosietovanych fibrinovych polymérov v postupe in
vitro s rozpustnymi DesAABB fibrinovymi polymérmi za pouzi-
tia MH1. '

i



Obrazok 3
Vznik DesAA fibrinu pdsobenim batroxobinu na plazmovy

fibrinogén.

Obrazok 4
Imunoreaktivita rozpustnych DesAA fibrinovych polymérov
v pokuse in vitro s rozpustnymi DesAABB fibrinovymi polymér-

mi za pouzitia MH1.

Obrazok 5
Imunoreaktivita MH1 protilatky s fibrinogénom, po jeho

aktivovani faktorom XIII ( faktor XIIIa).

Obrazok 6
Sledovanie postupu vzniku rozpustného DesAABB fibrino-
vého polyméru in vitro za pouzitia skusky s rozpustnym fib-

rinom - MH1.

Obréazok 7 _
Znazornenie ¢istenia rozpustného fibrinu z plazmy pou-

2itim kolény Sepharose - MH1.

Obrazok 8
Stanovenie rozpustnych DesAABB fibrinovych polymérov
v krvi pacientov s bolestami v hrudniku a s potvrdenym in-

farktom myokardu.

Priklady uskutocénenia

Sterilné zviera

Tento vynalez sa vztahuje na pouzitie sterilného zvie-
rata na pripravu monoklonovych protiladtok. Sterilné zvierata
sa po prvy raz vyvinuli na sklonku 19. storoCia a Siroko sa
pouzivaju dodnes. '
Sterilné zviera je gnotobiot, ktory Zije v prostredi

bez akychkolvek predstavitelnych sprevadzajiacich foriem 2zi-



vota, vratane baktérii, virusov, hub, prvkov a dalsich sa-
profytickych alebo parazitickych foriem. Gnotobiot je zviera
alebo kmeri odvodeny aseptickym cisarskym rezom, alebo ste-
rilnym vysedenim vajec, ktoré su znaSané a stale udrziavané
sterilnou technikou v sterilnych podmienkach izolatora
a v ktorych zlozZenie sprevédzajﬁcej¢fauny a fléry, ak si
pritomné, je celkom definované v sicasnosti uznavanou meto-
dolégiou. (Treba poznamenat, ze vSetky mysSi si nositelkami
latentnych leukemogénovych virusov a preto sa mysi v tomto
vynidleze m6Zu povazovat za sterilné napriek pritomnosti uve-
denych virusov).

Ulohou sterilného systému je v zabezpeceni zdbran
bariér proti vniknutiu neziadicej mikrobialnej kontaminacie.
Popri mechanickych bariérach z plastov, kovu, gumy.a skla,
ktoré uzatvaraju zvierata, systém vyzaduje pracovné bariéry
filtracie viduchu, sterilizéacie potravy a vody, manipuldciu
v rukaviciach, &o tvori neoddelitelna sucast celej sﬁsta?y
zabran. Vkladanie materidlov do izoléatora sa tiez musi vyko-
navat za sterilnych podmienok.

Je zrejmé, ze podla tohto vyndlezu moZno vyuzit akékol-
vek sterilné zviera. NajbeZnejsSie sterilné zvierata su myS$,
od$ipana, krysa, kralik, morcéa, kacka, ovca, primat a hydina.

Uprednostnuje sa my$, osobitne my$ Balb/C.

Priprava, o$etrovanie a chov sterilnych zvierat

Priprave, o$etrovaniu a chovu sterilnych zvierat sa ve-
nuje velky podet publikacii. Napriklad Vostmann, B.S., Ed.,
Gnotobiotics Standards and Guidlines for the Breeding, Care
and Management of Laboratory Animals, National Research
Council, National Academy of Sciences, Vashington, D.C.
1970); Coates, M.E., et al., The Germfree Animal in
Research, Academic Press, London, 1968; a Pleasants, J.R.,
Gnotobiotics, in: Handbook of Laboratory Animals Science,
Vol. 1, Melby, E.C., et al., Eds., CRC Press, Boca Raton,
Fla., 117, (1974), ktorych zverejnenie je v tomto vynaleze
zahrnuté odkazmi.

Nasleduje suhrn, odvodeny z ¢lanku Wostmanna B.S., Ed.,



Gnobiotes: Standards and Guidlines for the Breeding, Care
a Management of Laboratory Animals, National Research
Council, National Academy of Sciences, Vashington, D.C. ,
ktory opisuje pripravu, opateru a chov sterilnych krys a my-
$i. Treba poznamenat, Ze uvedend priprava, chov a oSetrova-

nie su podobné aj u inych druhov zvierat.

Prostredie v miestnosti

Vybavenie, zariadenie a chovatelské postupy treba tak
navrhovat a vykonavat, aby sa zabezpecilo Co najlepSie ovla-
danie prostredia a pre zvieratd optimdlne pohodlie a pohoda.
Klietky, kfmidla a napajadla musia byt tak navrhnuté a zho-
tovené, aby potrava a voda boli Iahko dostupné a aby cCiste-
nie a sterilizacia boli Iahko pristupné a Gcinné. .

Na extenzivnu sterilni ¢innost si potrebné plochy:

1. pracovni plocha na zostavovanie a sterilizéaciu izo-
latorov, |

2. plocha na uchovavanie zvierat v izolatoroch a

3. laboratérna plocha na stalu kontrolu gnotobiotického
prostredia.

Pracoviia a plocha na dietetickd pripravu by mali byt
tiez zahrnuté v tejto zostave.

Prostredie miestnosti, v ktorej si gnotobiotické izola-
tory, musi splfat normy stanovené na chov beznych laboratodr-
nych hlodavcov. Stavba musi byt bez hmyzu, steny a.dlazky
musia byt chranené proti vlhkosti. Osvetlenie musi byt rov-
nomerné a s rovnakym cyklom svetlo - tma, ako sa meni v ob-
dobi dna a roka. Vetranie musi odstranit akékolvek vypary,
spdésobené chemickou sterilizéciou a klimatické podmienky sa
musia kontrolovat tak, ako je uvedené dalej.

Teplota. VSeobecne pripustnid teplota miestnosti pre
zvierata 21 az 27°C mdéze vyzadovat malé zGzZenie intervalu
tak, aby sa teplota izolatorov udrziavala medzi 22 az 26 °C.

Vlhkost. Relativna vlhkost (RH) sa musi udrziavat na
drovni 40 az 60 %, vhodnej pre pohodu ¢loveka. Ak sa vsak
vzduch z miestnosti pouziva na vetranie izolatorov, odporuca

sa relativna vlhkost 40 az 50 %.



Vetranie. Vymena vzduchu v miestnosti musi byt dosta-
to¢na na odstranenie akychkolvek vyparov, vznikajicich pri
chemickej sterilizdacii. Odporuda sa desat az patnast ndsobna
vymena vzduchu za hodinu. V priestoroch musia byt dostupné
celohlavové masky s vetranim cCerstvym vzduchom na ochranu
obsluhujucich pracovnikov proti expozicii nebezpec¢nou hladi-

nou koncentracie chemickych vyparov.

Sterilné zariadenia

(Pozri _Sacquiet, E., 1968, Equipment, Design and
Management: General Technique of Maintaining Germ-free
Animals, str. 1 az 22, in: M.E. Coates, Ed., The Germfree
Animals in Research, Academic Press, London; Trexler, P.C.,
1968, Equipment Design and Management: Transbort of
Germ-free Animals and Current 'Developments in Equipment
Design, str. 23 aZ 35, in: M.E. Coates, Ed., The Germfree
Animals in Research, Academic Press, London).

Uplné vyludenie mikrdbov z prostredia vyzaduje abso-
ldtne zabrany bariéry. Uspesnd &innost izolatora zavisi od
nepretrzitého udrZiavania bariéry. VSeobecne su dostupné dva
typy izolatorov, kovové a plastové. Niektoré kovové jednotky
sa stavaju tak, aby vydrzali vnitorny = tlak vodnej pary
0,1406 MPa (20 psi). (Pozri Reyniers, J. A., 1959, KonStruk-
cia a &innost na chov sterilnyéh zvierat, Ann.N.Y. Acad.
Sci;, 78:47; Miyakawa, M., 1959: The Miyakawa
Remote-control Germfree Rearing Unit, Ann. N.Y. Acad.Sci.
78:37). Iné sterilizatory sa vo vsSeobecnosti umiestnuju do
velkého autoklavu na pociatocCnu sterilizdaciu (pozri
Gustafsson, B.E., 1959, Lighweight Stainless Systems for
Rearing Germ-free Animals, Ann. N.Y. Acad.Sci., 78:17).

V sucasnosti najviac pouzivanou jednotkou je izolator
z pruznej félie (pozri Trexler, P.,C., L.I. Reynolds, 1957,
Flexible Film Apparatus for the Rearing and Use of Germfree
Animals, Appl. Microbiol., 5:406) " Zvycajne je vyrobeny
z pruzného laminovaného vinylu, musi sa chemicky sterilizo-
vat a je snadno prispdsobitelny na urdéity uc¢el. Iny typ, vy-

robeny =z velkych nylonovych rukdvcov, uzavretych na oboch



koncoch, mozno sterilizovat v autoklave. (Pozri Lev, M.
1962, An Autoclévable Plastic Unit for Rearing Animals under
Germfree Conditions, J.Appl.Bacteriol. 25:30). Vyvinuli sa
tiez izolatory z plexi skla a jednorazové izolacné jednbtky
z pruznej félie. Mnohé =z nich sa také lahké, zZe sa mdZu u-
kladat dva alebo tri na policu, <¢o znamend uUsporu priesto-
rov.

Na sterilizaciu potravy a doplnkov do izolatorov citli-
vych na teplo sa vSeobecne pouziva Specialny valec. Musi sa
kon$truovat s velkou filtrac¢nou plochou, aby umozZnoval odtah
vzduchu vo vysokovakuovom sterilizatore (Pozri Trexler,
P.C., 1963, An Isolator System for control of contamination,
Lab. Anim. Care 13:572). Na valec sa mb6zZe alternativne pri-
pojit odvodna hadica, vetrana do atmosféry; sliZi na odstra-
nenie vzduchu a kondenzacie v priebehu sterilizacie bez vy-
hody pouzitia vakua (Pozri Jaworski, N.E., a C.E. Miller,
1963, Refinement of The Cylinder Techniques for Supplying

Germfree Isolators, Lab. Anim. Care 13:591).

Sterilizéacia

VSetky zariadenia, potrava, podstielka, voda a vzduch
pouzity do izolatorov musia byt absolutne sterilné. Spdsob
a pouzité podmienky su urcované charakterom jednotlivych
pripadov.

Tlakova para je najlep$i znamy spOsob sterilizacie. Je
osobitne vhodna na péfovité predmety, ktoré su tepelne stéa-
le. Kazd4a plocha, na ktorej sa md6zZu kotvit mikréby, sa musi
priviest do priameho styku s parou. Expozi¢ny <&as je vo
vztahu k teplote pouZitej pary. Odportda sa, aby najhorsie
pristupnéa éaszvsédzky (stred balenia) bola.vystavené ucinku
vodnej pary minimdlne po dobu 15 mindt pri 121°C. VySSie
teploty a krat$ie expozicie sa mdZu pouzit az po starostli-
vom vysku$ani a zabezpedeni sterilnosti. Standardné velkosti
balenia a hustota diét, podstielky a dals$ich latok maju za-
kladny vyznam pre nadobudnutie istoty, Ze preniknutie parou
bude vzZdy rovnaké a predpokladatelné.

Na sterilizaciu vzduchu, dodavaného do izolatora sa



pouziva suché teplo (pozri: Miyakawa, M., 1959, The Miyakawa
Remote-control AGermfree Rearing Unit, Ann. N.Y. Acad.Sci.
78:37;pozri Gustafsson, B.E., 1959, Lighweight Stainless
Systems for Rearing Germ-free Animals, Ann. N.Y. Acad.Sci.,
78:17).

Na sterilizéAciu nepdrovitych materialov, citlivych na
teplo, osobitne na pruzné féliové jednotky sa poﬂiiva najma
kyselina peroctova (CH3COOOH). Uvedena kyselina sa pouziva
vo forme 2 %-ného roztoku spolu so zmacadlom (tenzidom)
(pozri Trexler, L.I. Reynolds, 1957, Flexible Film Apparatus
for the Rearing and Use of Germfree Animals, Appl.
Microbiol., 5:406). V urditych situacidch mozZno pouzit iné
chemikalie, napriklad chlérnany, joédoféry, alebo kvartérne
améniové zluceniny v tekutom stave na novorodencov privede-
nych hysterektémiou, alebo chlorid ortutnaty, na uloZenie
vajec za sterilnych podmienok pred vysedenim.

 Na sterilizdciu nezmdcatelnych a na teplo citlivych
predmetov sa mbéze pouzit etylénoxid (ETO). Sterilizacnéd doba
zavisi od teploty, vlhkosti, tlaku a " koncentracie ETO. ETO
moéze chemicky reagovat s podstielkou a dietetickymi zlozkami
za vzniku jedovatych alebo neziadicich zlucenin. Pre horla-
vost ETO a jeho jedovatost sa pouzivanie ETO na sterilizaciu
obmedzuje na komercé¢ne dostupné plynné zmesi, ktoré obsahuju
nie viac ako 20 % ETO.

Na sterilizaciu dod4vaného vzduchu sa beZne pouzivajui
filtre zo sklenych vlakien. Musia ucinkovat ako absolitne
filtre.

Aby sa mohla vynechat tepelna expozicia kvapalin, moéze
sa pouzivat membranova filtréacia, ale za predpokladu, zZe
membrany su absolutne filtre, napriklad také filtre, ktoré
oddeluju ¢astice s priemerom véacs$im ako 0,22 mikrometra.

Na sterilizéaciu diét a v dal$ich Specialnych pripadoch
moZno pouzit oziarenie gamma 1luc¢mi alebo elektrdénovymi 1uac-

mi. Pouzivajd sa rézne davky od 2,5 do 6.10°% rad.

Vnutorné prostredie

Teplota. Vnutorna teplota izolatora je funkciou teploty
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miestnosti a musi sa udrZiavat medzi 22 a 26°C.

Vlhkost. Pri pretaZeni izolatora a/alebo pri nezodpove-
dajucej ventilacii méze v izolatore nastat kondenzécia vlh-
kosti. Do izolatora vstupujuci vzduch musi mat menej ako 50
% RH a prednostne viac ako 40 % RH.

Privod vzduchu. Vymena vzduchu v izolétore sa musi us-
kutoénit 12 az 20 krat za hodinu a vzduch musi mat pretlak
80 az 130 mm (3 az 5 palcov) vodného stipca. Vzduch sa méze
privadzat z centréalneho zdroja, alebo z jednotlivych dicha-
diel kazdej - jednotky. Pre centralny systém dodavky vzduchu
sa odporuca vzduchovy kompresor turbinového typu, pretoze
systémy s olejovym piestom spravidla spdsobuju rozprasovanie
oleja do vzduchovych rozvodov. _

Vzduchovy difuzny izolator (pozri Trexler, P.C., 1968,
Equipment design and management: Transport of germ-free
animals and current developments in equipment design, str.
23. az 35, in: M.E. Coates, Ed., The germfree animals in
research, Academic Press, London) neprerusSuje ventilaciu ani
pri vypadku elektrickej energie. Tento typ vSak mad nevyhodu
nizsieho poc¢tu vymen vzduchu za hodinu a nepritomnosti och-
ranného pretlaku, ktory by napomidhal =zabranit kontaminacii
pri malych poskodeniach bariér. '

Ochrana v nebezpeci. V priebehu nie viac ako niekolkych
mindt musi byt v izolatore vhodne zabezpedeny tlak vzduchu
v pripade vypadku elektrickej siete, alebo mechanickej po-
ruchy. Splasnutie nevystuzenych fdéliovych izolatorov mdze
pripadne vyustit do udusenia zvierat, ale okamZité nebezpe-
¢ie je viac v tom, Ze zvieratd su schopné dosiahnut a posko-
dit féliu alebo rukavice. Tomu sa mdze doCasne zabranit za-
tvorenim vzduchovodov gumennymi zatkami. Prevadzka zdrojov
vzduchu jednotlivych izolatorov vyzZaduje havarijny nédhradny
zdroj energie. Centralny vzduchovy systém musi mat druhy
turbinovy kompresor ako ndhradny zdroj vzduchu.

Odporuc¢a sa grafické zaznamendvanie teploty a tlaku.
V centradlnom vzduchovom systéme musi byt vstavany audiovi-
zualny poplachovy systém, ktory sa uvedi; do ¢innosti pri

poklese tlaku vzduchu v désledku prerusenia privodu energié
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alebo pri mechanickej poruche. Podobné vystrazné systémy mu-
sia signalizovaf neziadice zmeny teploty dodavaného vzduchu.
V systéme izoldtorov s jednotlivymi zdrojmi vzduchu sa odpo-
ric¢a vybavenie s nepretrzitym grafickym zéznamom stavu

prostredia v miestnosti.

Klietka a vnitorné vybavenie

Vybavenie. Zakladny zoznam vybavenia izolatora méze za-
hrnovat klietku s bezpeénostnym priklopom, nadobu na vodu
a nadobu na potravu, ochranné textilné rukavice, Co sa tyka
gumennych rukavic, osobitny ko$ik na dvierka alebo uzatvara-
ci prstenec, dlhé lekarske klieSte s gumennymi hrotmi, he-
mostaty, noZnice a uterak, gazovy tampén, asi dvojlitrovi
nadobu na veterinArne nadradie, zakrytd asi 4 litrovu nadobu
na diétu, lyZicu, kultivacdné trubicky, papierové sacky
a vlhkosti odolné sacky na pouziti podstielku.

Klietky musia byt vyrobené z hladkého a korézii odolné-
ho materidlu. Nesmu prepustat tekutiny a musia sa lahko ste-
rilizovat. Za pripustné materialy sa povazuju plasty, nehr-
dzavejuca ocel a sklo. Galvanizované kovy Casom koroduju
a neodporudaju sa, nakolko stopové kontamindcie kovmi mOzu
ovplyvnit vysledky pokusov.

Rozmery klietok st zvylajne obmedzené velkostou vchodu.
Najmensia plocha pre samic¢ku my$i a odpadky je 970 cm? (50
inz). Za roéznych okolnosti bude na jedno zviera treba vacsSiu
plochu.

V Tabulke 1 sa uvadza odporucand pdédorysna plocha na

zviera u my$i a krys podla hmotnostnych skupin.



Tabulka 1

Velkost podlahovej plochy, odporiuc¢anej na 1 zviera pri cho-

vani mys$i a krys v klietke

Kategéria| Hmotnost Plocha n% zviera| Max.populacia
¢islo (g) cm v 1 klietke
MySi

1 do 10 40 40

2 10 az 15 50 30

3 15 az 25 75 20

4 nad 25 95 16
Krysy

1 do S0 95 50

2 50 az 100 110 50

3 100 az 150 125 40

4 150 az 200 150 40

5 200 az 300 185 30

6 nad 300 260 25

Rézne odporucania

Na zabezpecdenie tesnosti bariérového systému sa odporu-
caju kontrolné skusky s pouzitim frednu.

Kazda jednotka mad byt vybavend vlastnym pracovnym zaz-
namom na chronologicky zaznam kazdého postupu, vykonaného
v tejto jednotke, pocinajuc zostavenim jednotky a steriliza-
ciou. Takéto =zé4znamy sa pohodlne uchovéavaji na znamych ne-
mocniénych kovovych drziakoch, oznacenych ¢islom prislusnej
jednotky. Mali by tieZz obsahovat poznamky o beznej udrzbe,
napriklad o vymene rukavic. V rovnakom drziaku sa m6ézZu ucho-
vavat aj zadznamy o mnozeni.

V dbésledku obmedzeného vnitorného priestoru izolatorov
sa na stravu a podstielku odporucaju papierové a skladacie
nadoby. Rovnaky material sa odporuc¢a na premiestriovanie
zvierat medzi izolatormi, spojenymi sterilnym priechodom.

Vo vnutri izolatora sa nesmie pouzivat éter, pretozZe
ucinkom statickej iskry mbzZe Vybuchndf.

Ako prchavé a nehorlavé anestetikum sa odporuca

Fluothan (brémchlértrifludretan).



Vyziva, podstielka a voda

Pri komeréﬁe vyrabanej potrave sa musi udavat jej dGplné
zlozenie, v ktorom su uvedené vsSetky prisady a ich koncen-
tracie, vratane konzervacnych latok, antioxidantov a daiéich
prisad. Vyznadenie datumu vyroby musi byt zreteIné. Vyrobca
musi zarudovat, Ze potrava: ‘

1. ma prirodzene sa vyskytujicu aktivitu horménov iba
v ramci beznych pripustnych obmedzeni,

2. neobsahuje prisady obsahujice liecCiva, hormény, an-
tibiotika, alebo iné latky, ktoré mb6Zu vytvarat nenormidlne
fyziologické podmienky, alebo ktoré mdézu ovplyviovat vyskum-
né postupy,

3. neobsahuje salmonely, ¢&o sa preukazuje na zdklade
Statisticky vybranych vzoriek,

4. nie je kontaminovand hlodavcami a hmyzom,

5. neobsahuje neupravené kiusky mdsa, alebo midso ryb,

ktoré mbéze obsahovat patogény.

Obohatenie vyzivy

Vyziva sterilnych zvierat musi obsahovat viac ako su
bezné naroky urc¢itych nutrientov preto, aby sa vyrovnali
straty vitaminov sterilizovanim (osobitne urcité vitaminy B,
A a D) a pokles nutriénej hodnoty proteinu ( zniZenie dos-
tupného lyzinu, metioninu, argininu a tryptofanu). Potrava
musi tieZz obsahovat zlozky, ktoré su v beznych zvieratéach
vytvidrané mikrobidlnou syntézou v gastrointestindlnom trakte
(pozri Reddy, B.S., B.S. Vostmann a J.R. Pleasants, 1968,
Nutritionally adequate Diets for Germ-free Aninals, str. 87
az 111, in: M. E. Coates (Ed.), The Germfree Animal in
Research, Academic Press, London). Prikladom uvedenych diét
je L-485, nie draha diéta, ktora sa $iroko skusala (pozri
Kellog, T.F., a B.S.Vostmann, 1969, Rat and Mouse Stock Diet
L-485, Lab. Anim. Care) a mbze sa komeréne vyrabat (pozri
Tabulku 2).

Na vyrovnanie poklesu kvality proteinov je vhodnejsie
doplnovanie urcitymi aminokyselinami, ako zvysSovanie celko-

vého obsahu proteinov. ZvySenie celkového obsahu proteinov
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. v v oe A s v .
v potrave vedie k vacSiemu prijmu potravy a vylucovaniu vo-
dy, ¢o spodsobuje navlhnutie prostredia a potom mozZno v izo-

latore urditej velkosti chovat iba obmedzeny pocet zvierat.



Tabulka 2

Zlozenie diety L - 485 pre krysy a mySi

Zlozka diety ' Mnozstvo na 1 kg
Diéta

mleté z1lté zrna kukurice 590 g
sojova muka (50 % surovych proteinov) 300
VojteSkova (Alfalfa) muika 35
Kukuri¢ny olej (raz rafinovany) 30
NaCl ' : 10
CaHPO,.2 H,0 10
CaCO4 5
Lyzin (v potravinarskej kvalite) 5
Metionin (v potravinarskej kvalite) 5

BHT (butylovany hydroxytoluén) 0,125
zmes stopovych mineralov 0,25

Vitaminova zmes

A 26.000 IU
D3 1.000 IU
E™ (tokoferolacetart) 225 mg
K, (menadién) 90
Riboflavin i 30
Kyselina pantoténova 285
Niacin 65
Chlorid cholinu 2.000
B, (0,1 %-ny, rozotrety v manitole) 2
Hy%rochlorid tiaminu 65
Hydrochlorid pyridoxinu 20
Kyselina listova 10
Kyselina p-aminobenzoova ‘ 50

Zmes stopovych minerdlov (komercna)

Mn ako oxid manganaty 65 mg
Fe ako uhlic¢itan Zeleznaty 20
Cu ako oxidy medi 2
Zn ako oxid zinoc¢naty 15

I ako jodid draselny 1,5
Co ako uhlic¢itan kobaltnaty 0,6




Sterilizacia vodnou parou

(Pozri Reddy, B.S., B.S. Vostmann a J.R. Pleasants,
1968, Nutritionally adequate Diets for Germ-free Aninals,
str. 87 az 111, in: M. E. Coates (Ed.), The Germfree Animal
in Research, Academic Press, London). Pouzity postup bude
zavisiet od pristrojového vybavenia: VSeobecnu ddblezZitost
maju tri faktory:

1. Pre-steriliza&éné vakuum najmenej asi 510 mm Hg (20
in. Hg) vsSade, kde je to mozné. Pre-sterilizacné vakuum na-
pomdha prenikaniu pary k potrave vo valci, vyustenom do at-
mosféry. Ak valec s potravou nie je vyvedeny do atmosféry,
odpori¢a sa pouzit vakuum asi 710 mm Hg (28 in. Hg), alebo
esSte vacsie.

2. Pouzitie &o najkrat$ej fazy sterilizacie, ktora za-
bezpedi uplni sterilnost spolu s bezpec¢nostou, urcovanou za-
riadenim a skusenostou obsluhy. Teploty sa meraju vo vnutri
potravy a musia dosiahnat najmenej 121 °C. Pri tejto teplote
bude skutodnd sterilizac¢na féza trvat minimadlne 15 minat.
Pri vys$Sich sterilizad¢nych teplotach bude doba sterilizacie
umerne kratsia.

3. Po-sterilizadéné vakuum urychli pokles teploty potra-
vy. Tym sa predide zbyto¢nému tepelnému znehodnoteniu zlo-
ziek potravy. KonStrukcia a <&innost zariadenia musia byt
primerané tak, aby sa zabranilo netesnostiam v priebehu tej-
to pracovne] operacie.

Pri sterilizacii potravy je cielom predist neidplnej
sterilizacii, ale aj si¢asne zbytocnému znehodnoteniu,
spdsobovanému nevmerne prediZenym ohrevom. Hoci sa ur&itému
poklesu nutri¢nych zloziek nedé& zabranit, celkom dobré vy-
sledky sa mdé6zZu dosiahnut nastavenim podmienok:

(a) nastavenie technickych parametrov ako je teplota,
doba a vakuum pre-sterilizacie a po-sterilizacie, velkost
tabliet. ,

(b) obsahu vody v potrave. ZvysSenie obsahu vody vedie
k lepSiemu vyuzitiu B vitaminov po sterilizacii (pozri Zim-
merman, D.R. a B.S. Vostmann, 1963, Vitamin Stability in

Diets Sterilized for Germfree Animals, J. Nutr. 79:318) 
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U tuhych diét sa odporuca obsah vody do 25 %, alebo tak vy-
soky, aky sa sktismo uré&i, aby neovplyviioval akost potravy
pri skladovani. Zmeny obsahu vody v potrave vyZaduji vykona-
nie novych skusok rychlosti ohrevu, pri ktorej potrava do-

siahne sterilizac¢nu teplotu.

Radia¢na sterilizéacia

(Pozri Reddy, B.S., B.S. Vostmann a J.R. Pleasants,
1968, Nutritionally adequate diets for germ-free animals,
str. 87 a2 111, in: M. E. Coates (Ed.), The germfree animal
in research, Academic Press, London); Ley, F.J., J. Bleby,
M.E. Coates a J.S.Peterson, 1969, Sterilization of
laboratory animals diets using gamma radiation, Lab. Anim.
3:221).

Techniky sterilizdcie a dozimetria zavisia od zariade-
nia a druhu redidcie. Napriek tomu, Ze sa radiacnd sterili-
zécia vo vieobecnosti povazuje za menej desStrukénu voci
zlozkam vyzivy ako sterilizacia teplom, v sucasnosti sa od-

porucda aby sa potrava sterilizovala vodnou parou.

Skusky sterilnosti

Na sdstavnu kontrolu sterilnosti pri pouzZiti ktorého-
kolvek sterlizadéného postupu sa odporuca pouzitie pruzkov so
spérami Bacillus stearothermophilus. Pruzky sa vlozia do
vnutra potravy. Potom sa izoldtor a v nom umiestené zvierata
mikrobiologicky kontroluju. Takato stustavna kontrola je nut-
nd na kontrolu pripadnej havarijnej kontaminidcie, spdsobenej
porusenim bariér izolatora, alebo nespravne vedenou sterili-
zaciou izoldtora a jeho obsahu. Kontrola sa mdze vykonavat
tak, ako sa opisuje v Vostmann,B.S., Ed., Gnotobiotes:
Standards and Guidelines for the Breeding Care and
Management of Laboratory Animals, National Research Council,
National Academy of Sciences, Vashington, D.C., 1970, str.
28 az 39). |

Urc¢enie nutric¢nych strat sterilizdciou

Ako =zvycajna skiska na straty zZivotne dblezitych nu-
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triénych zloziek sa odporicéa stanovenie kyselinou extrahova-
telného tiaminu; ako indikatora vyuzZitia tiaminu, pridaného
k potrave (pozri Vostmann, B.S. a P.L. Knight, 1960, The
effect of methyl alcohol on the conversion of thiamiﬁe to
thiochrome, Experientia 16:500). Zachovanie menej ako 25 %
estrahovatelného tiaminu poukazuje na/véinevzniieqie nutric-
nej hodnoty potravy. S vhodnym zariadenim a starostlivostou

sa mézZe dosiahnit zachovanie 50 % a vysSSie.

Skladovanie tuhej vyzivy

Pokusy so sterilnymi zvieratami su vo vSeobecnosti vel-
mi drahé a preto sa musi zabezpecit, aby sa nikdy nepouzZila
vyziva s vyznamne zniZzenou nutrié¢nou hodnotou. Odporucda sa,
aby (a) nesterilizovand potrava sa vzdy uchovavala v mraz-
nic¢ke a nikdy nie dlhs$ie ako 1 mesiac, a aby (b) doba ucho-
vavania sterilizovanej potravy vo vnutri izoldtora bola je-
den tyzderi, alebo menej, a nesmie byt nikdy dlhsia ako 10

dni.

Podstielka

Podstielka sa ma menit najmenej raz za tyzden. Odporuca
sa, aby podstielkovy material bol Tahko sterilizovatelny
a aby ho zvieratd velmi nepojedali. Pri sterilizécii pod-
stielkového materidlu sa nesmi vytvarat jedovaté zluceniny.
Odporiuca sa podstielka z borovicovych (Pinus strobus) pilin
a hoblin; pripustné su aj lipové a topolové hobliny, alebo
drvené kukuricné palice. Kremelinové vyrobky, céder, Zivicéné
a tvrdé drevd sa neodporucaju. Sterilizacia etylénoxidom by
sa nemala pouzivat, kym sa nevyjasni otazka mozného vzniku

Skodlivych zlucenin.

Yoda

Pitna voda sa musi sterilizovaﬁ. M6Ze sa autoklavovat
v Stvorhrannych flasiach, Masonovych nadobach alebo v nadr-
ziach, spojenych s jednotkou. V kaZzdom =z&4sobniku sa ma

nechat maly priestor pre vzduch.
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Zadklady oddelenia gnbtobiontov cisarskym rezom

ﬂspeénosf kaidej operacie cisarskym rezom je c¢iastocdne
zalozena na tom, aby tehotenstvo pokroc¢ilo k zaveredénému
terminu. To je osobitne vyznamné u zvierat s kratkym gegtaé-
nym obdobim, kde plod mbézZe pribrat v poslednych 24 hodinach
pred p6rodom aZ 20 % svojej hmotnosti. Casované parenie je
zvéac8a uspesSné, ale u zvierat s velkymi vrhmi (krysy a mys$i)
méze byt uzitoéné pred zahajenim uvedenej operacie pocdkat,
az samica donesie prvého potomka. U morciat je najvyhodnejsi
spOsob vybrat pre operaciu samice meranim rozsSirenia, rozo-
stupu panvovych kosti (pozri Philips, B.P., P.A. Volfe
a H.A. Gordon, 1959, Studies on rearing the guinea pig
germfree, Ann. N.Y. Acad. Sci., 78:183).

Cisarskym rezom privedené mlada sa musi pred prvym na-
dychnutim vlozit do sterilného prostredia . M6Zu sa priamo
vybrat z matky hysteroktémiou cez rozrezaniu sterilnu barié-
rovid f6liu a dat do sterilného izolatora, alebo hysterokté6-
miou cez germicidny uzaver sterilného izolatora. Zvycajna
chirurgicka priprava samicky pred cisdrskym rezom zahrrnuje
odstranenie obdominadlneho ochlpenia a vycistenie a dezinfek-
ciu operovaného miesta. Znecitlivenie sa prednostne vykonéava
dislokéaciou krénych stavcov u krys a mysSi, hoci sa mbze bez
spOsobenia vaznej urovne smrtelnej depresie a umrtnosti pou-
Zzit tiez celkova alebo miestna abdomindlna stredna
anestézia. U morc¢iat sa zasah vSeobecne vykonava po podani
utisujicich liekov a s miestnym znecitlivenim.

Privedenie mladata hysteroktémiou cez beriérovi membra-
nu vyzaduje Specialne vybavenie izolatora. Reyniersova chi-
rurgickd jednotka z nehrdzavejicej ocele (pozri Reyniers,
J.A., 1965, Germfree Life methodology (gnotobiotics) and ex-
perimental nutrition, str. 458 az 466, 1in: Proc. 3rd
Internat. Congr. Biochem., Bruxelles) m& vstavanu horizon-
talnu kovoviu prepazku, ktora oddeluje vrchny a spodny oddiel
jednotky. Prepazka ma& kruhovy otvor, prekryty mylarovou
plastovou féliou na udrzanie integrity horného oddielu. Sa-
mic¢ka, pripravend na chirurgicky zakrok sa umiestn do spod-

ného oddielu s abdomenom tlacenym proti mylarovej folii.
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Véetky chirurgické nastroje si v hornom oddieli a zakrok sa
vykona v tomto sterilnom poli. Rez sa vedie cez plast a koZu
elektrokauteriou alebo skalpelom. Na rez koze sa uprednost-
fuje samosterilizujtci sa elektrokautériovy noz. Okrajefkoie
a mylaru sa spolu zovrd svorkami. Sterilnd gdza sa poloZi na
obdomen tak, aby zakryla okraje rezu koze a‘pouéijg sa teply
dezinfektant (chlorid benzalkénia 1:1 000) na exponovany
pruh pred otvorenim zadnej dutiny. Osobitnd pozornost a opa-
trnost sa musi venovat tomu, aby sa rezom neposkodili vnu-
tornosti. M6Ze byt uzitoc¢né vlozZenie lekarskych klieSti ale-
bo hemostatu medzi peritonedlnu stenu a vnuitornosti. Potom
sa otvori maternica a vyjme sa mlada. Plodové blany sa
odstrdnia a pupo¢nd S$nura sa zasvorkuje a oddeli. Mlada sa
rychlo osu$i a masiruje sa, aby sa podnietilo dychanie. Po-
tom sa premiestni do zadnej jednotky na opateru. PDalgia cast
mylaru sa mbéZe upevnit cez kruhovy chirurgicky otvor a pos-
tup so samickami sa mbéZze opakovat S az 6 krat bez vazneho
rizika kontaminidcie. Cisidrsky rez sa mdzZe tiez vykonat
s pouzitim plastového izolatora alebo rukavu ako chirurgic-
kej jednotky. Vonkajsi povrch  dlazky izolatora sa
pre-sterilizuje a pritladi sa na brucho zvierata a teda sli-
zi na rovnaky ucel ako félia mylaru, ako je uvedené hore. Po
operacii sa S$trbina v plastovej bariére uzatvori sterilnou
paskou a chirurgicky zakrok sa opakuje na dalsej gravidnej
samicke.

Na privedenie mladata hysteroktémiou sa bezZnejsSie vyu-
zivaju  plastoveé izolatory (pozri Foster, H., 1959,
A Procedure for obtaining nucleus stock for a pathogen-free
animal colony, Lab. Anim. Care 9:135). Asepticky sa obnazi
maternica a tesne pri krcku sa ventralne zovrie svorkami.
Vybrania maternica sa prenesie do sterilnej jednotky cez kva-
palinovy germicidny uzaver. Ihned po preneseni do izolatora
sa mlada vyjme tak rychlo ako je to len mozZné, aby sa zabra-
nilo vdychnutiu plodovej vody. Bezne sa osus$i a dycha pred
zasvorkovanim a oddelenim pupodénej $Sniry. Mlada sa potom da
na krmenie matke alebo sa chova rucne.

Histeroctémia sa mdéZe uspesne pouzit u mys$i, krys
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a ofipanych. U mor&iat sa vSak uprednostnuje hysteroktémia,
nakolko nastava velka umrtnost, ak uplynie viac ako dve mi-
nity medzi oddelenim krvného obehu matky a vydatim vo vnitri

izolatora.
Systémy rozmnoZovania gnotobiotickych kolénii

Pokrvné rody
Rozmnozovanie systémom krizZenia brat - sestra, pouziva-
né pri beZnom rozmnozZovani, sa mdze vyuzivat aj v gnotobio-

tickych koléniéach.

Nepokrvny chov

Pravé Tubovolné kriZenie zahrinuje aj niekolko krizeni
nevlastnych surodencov a prvych pribuznych. Hoci sa v nepo-
krvnych chovoch takému kriZeniu vyhybame, vysledny systém
krizenia neznizZuje podiel pribuzenského kriZenia na minimum,

M6ze sa vyuzit akykolvek systém s minimdlnou pokrvnostou

(pozri Falconer, D.C., 1967, Genetic aspects of breeding
methods, str. 72 az 76, in: The UFAQ handbook on the care
and management of laboratory animals, 3rd ed., E. a S.
Livingstone, Ltd., London; National Research Council,

Institute for Laboratory Animal Resources, 1969, A guide to
genetic standards for laboratory animals, National Academy

of Science, Vashington, D.C.).

Porovnavatelné bezZzné a gnotobiotické koldnie

Ak sa vyzaduje chovat bezZné a gnotobiotické kolénie za
u¢elom ich porovnavania, potom sa mdze zabezpedit ich vza-
jomne podobna geneticka skladba pouzZivanim cisarskeho rezu
pri vrhoch zo skutoéne rozmnozZovanej populidcie beznej kolo-
nie aj do gnotobiotickej koldénie. Tento spdsob sa javi ako
vhodny pre takych chovatelov, ktoFi kladﬁ débraz viac na
ne-gnotobiotické krysy a mysSi, ale maju nevyhodu, Ze sa za-
branuje vytvoreniu mikrobiologickému rodokmenu, ktory by
zjednodusoval mikrobiologické priebezné sledovania. Ideéalne

by sa toto mohlo urobit pouZitim vrhov z wurcd¢itych kriZeni
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ako chovateIského zakladu pre bezni koléniu, a pouzZitim dal-
$ich vrhov z kafdého z uvedenych krizeni, ako chovatelského
zAdkladu pre gnotobioticku koléniu. Ak sa tento postup vyko-
nava v kazdej druhej alebo tretej generacii, potom sa gene—
ticka skladba oboch kolénii stdava velmi podobn&, sambzrejme
za predpokladu, Ze sa pouzije rovnaky .-systém kriZenia v kaz-
dej z kolénii. '
Alternativne sa mézu pouzit vrhy z urcitej mnozZenej po-
pulacie gnotobiotickej koldénie na vytvorenie alebo néhradu
beznej kolénie. Genetické dobésledky budu roynaké za predpo-

kladu, Ze sa sa pouziju rovnaké postupy.

Vedenie zaznamu

(Pozri Volff, G.L., 1967, Practical mating systems and
record-keeping in a breeding colony, str. 97 az 113, in: The
UFAV Handbook on the care and management of laboratory
animals, 3rd. ed., E. and S. Livingstone, Ltd., London).

O zvieratiach a udrZbe izolatora sa musia viest vhodné
zdznamy. Zaznamy o zvieratdch musia vyjadrovat uc¢innost ope-
ricie a biologicky stav zvierat. Zo zaznamov o izolatoroch
musi byt zrejma casova postupnost skuto¢nosti, ktoré sa
vztahuji k izolatoru, aby napomahali pri hladani porusenia

bariéry, ak sa zisti kontaminacia.

Bezantigénové zviera

V prednostnom uskutoc¢neni tohto vynalezu sa uprednost-
nuje chov sterilného zvierata na chemicky definovanej (CD),
vo vode rozpustnej, ultrafiltrovanej diéte s nizkou moleku-
lovou hmotnostou. Taka diéta je povazZovand za diétu, ktora
umozniuje dosiahnut plnd kontrolu prijmu vyZivy a prijmu an-
tigénu zvieratom. Uvedena diéta sa vo vSeobecnosti vyraba
cela zo zloziek, ktoré mozno chemicky definovat, napriklad
z aminokyselin, jednoduchych cukrov,' tukov, vitaminov a mi-
neralov. Na 1ucely podla tohto vynalezu chemicky definovana
diéta obsahuje aminokyseliny, jednoduché cukry, tuky, vita-
miny a mineralne 1latky a nijaké iné zloZky s molekulovou

hmotnostou vac¢sou ako 10.000 Daltonov. Potom vSetky zloiky
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chemicky definovatelnej diéty maju nizku molekulovi hmotnost
a su prirodzene‘cirkulujﬁcimi zlozkami vyzivy zvierata., Pre-
to sa predpoklada, Zze wuvedené zlozky CD diéty neprispievaju
k imunitnej odozve. Sudasna literatura oznacuje zviera,'kto-
ré je chované na CD diéte ako "bezantigénové zviera".

Uprednostriuje sa tiez pouzitie filtra¢ného papiera na
podstielku, lebo ina¢ sterilné zvierata konzumujﬁ podstiel-
ku, ¢o by mohlo vyidstit do imunitnej odozvy. Konzumacia pod-
stielky z filtra¢ného papiera sa nepovazuje za pricinu imu-
nitnej odozvy.

V osobitnych CD diétach pre urcité druhy sa pouziju
uvedené zlozky v takych pomeroch a mnozstvach, aby spinali
zname nutriéné potreby tychto druhov. ZlozZenie a priprava
uprednostnenych diét pre sterilné =zvierata sa uvadza v dal-

sSom texte.



Tabulka 3

Zlozenie a priprava chemicky definovanej diéty
L 489E14Se

Zlozka Mnozstvo zlozky v gramoch v
100 g prisad

K 192 ml Milli-Q vody pri 70 °C sa prida:

Leucin 1,9
Fenylalanin 0,74
Izoleucin 1,08
Metionin 1,06
Tryptofan 0,37
Valin 1,23
Asparagin 0,91
Hydrochlorid araganinu 0,81
Treonin 0,74
Hydrochlorid lyzinu 1,77
Hydrochlorid histidinu 0,74
Roztok sa ochladi na 45 °C a prida sa:
Glycin 0,59
Prolin 1,48
Serin 1,33
Alanin 0,59
Glutamat sodny : 3,40
Hydrochlorid etylesteru L-tyrozinu 0,62
Glukonat_zeleznaty ' 0,05
Soli 35Dt 0,105
Selenic¢itan sodny 0,074
Roztok sa ochladi na 5 °C a prida sa:
Glycerofosfat vapenaty 5,22
Glycerofosfat horecnaty 1,43
CaCl,.2 H,0 0,185
Zmes chloridu sodného a jodidu draselného
(obsahujica 680 mg KI) 0,086
Vitaminova zmes vitaminu B, zmes 111E5°3 0,09
Vitamin B12 1,20 mg
Octan draselny 1,85

K 108 ml Milli-Q vody sa prida pri 70 °C
D-dextrdoza, bezvoda 71,28

Roztoky sa ochladia na 5 °C a spoja sa na ultrafiltraciu.
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17102enie zmesi soli 35D je uvedené v Tabulke 7

2pridané naviac k pridavku selenic¢itanu sodného v zmesi soli
35D

3Zlozenie vitaminovej zmesi B 111ES sa uvadza v Tabulke ‘8

4pridané naviac k vitaminu B-12, obsiahnutom vo vitaminovej

zmesi 111E5 (pozri dalej uvedenu cast priklady).

Touto zmesou sa kfmili myS$i alebo krysy ad libitum.

Tabulka 4
Zlozenie tukového doplnku LADEK 69E6
Zlozka Mnozstvo na dennu davku
dospelého® (0,385 ml)
Cisteny séjovy triglycerid1 0,33 g
Retinylpalmitat 6,45 mg
(11,7 1.U.)
Cholekalciferol 0,0288 mg
: (1,15 1.0.)
2-amboalfatokoferol 3,3 mg
2-amboalfatokoferol acetéat 6,6 mg
Fylochinén 72 mg

*My$i v laktacii obdrzia dvojnasobok normalnej davky pre
dospelych
1Zloéeny z: 12 % palmitanu
1,5 % stearanu
24 % oleanu
55 % linolanu
8 % linoleanu
Podrobnej$i opis CD diét pozri Pleasants, J.R., et al.,
J. Nutr., 116, 1949 az 1964 (1986), Pleasants, J.,, et al.,
Germfree Research: Microflora Control and Its Application to
the Biomedical Sciences, B.S. Vostmann, Ed., str. 87, Lisss,
New York (1985); Wostmann, B.S., et al., J. Nutr., 112, 552
(1982); a Pleasants, J.R., et al., J. Nutr, 100, 498

(1970) , ktorych zverejnenie sa tu zahrniuje odkazom.
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Priprava monoklonovej protilatky

Sterilné zviera sa potom pouzZije na pripravu monoklono-
vych protilatok. Sterilny systém sa mdéZe vyuzit na pripravu
monoklonovej protilatky ku ktorémukolvek antigénu, Ktory
zviera méze produkovat v nesterilnom stave. Sdpis prikladov
antigénov obsahuje U.S. Patent 3 935 074. Predpoklada sa
vS8ak, 2e sterilné =zviera preukazuje ovela vys$Siu imunitnd
odpoved k antigénu ako nesterilné. Tak mozZno zvys$it pravde-
podobnost zachytenia B-lymfocytu, ktory produkuje protilat-
ku, ktora je schopnd véazby k Specifickému epitopu antigénu.
Toto je hlavna prednost tohto vyndlezu. Naviac sa sterilny
systém povazZuje za osobitne vhodny na vznik vysoko Specific-
kych protilatok pre také antigény, ktoré maju vacsi pocet
epitopov.

Sterilné zviera sa mdzZe imunizovat bezZnou technikou.
Uprednostnuje sa vsSak najmenej trojnasobna imunizacia ste-
rilného zvierata s najmenej trojtyzdnovou prestavkou medzi
kazZzdou imunizaciou a naslednou prevakcinaciou. Tato zvysSena
uroven imunizacie sa povazuje za potrebnd, pretoze sa pozo-
rovalo, 2ze po dvoch imunizaciadch, c¢&o je bezZzné, esSte stale
prevladaju IgM sekretujuce B-lymfocyty nad uprednostnovanymi

IgG sekretujicimi B-lymfocytmi.

Somatické bunky

Somatické bunky, osobitne B-lymfocyty, sterilného zvie-
rata, ktoré je schopné vytvarat protilatku, sui vhodné na fu-
ziu s B-bunkovym myelémovym radom. Takéto bunky, ktoré vy-
tvaraju protilatku a si v Stadiu delenia plazmovych blastov,
sa prednostne fuzuju. Somatické bunky sa médzu odvodit z lym-
fatickych wuzlin, sleziny a periferalnej krvi najleps$ich
zvierat, pricom vyber lymfatickych buniek zavisi do znacnej
miery od ich skidskou zistenej upotrebitelnosti v systéme ur-
¢itej fuzie. VSeobecne sa uprednostnuju somatické bunky,
ziskané zo sleziny. Po hyperimunizovani sa sterilné zvierata
moézu pouzit ako =zdroj lymfocytov, produkujicich protilatky.
Lymfocyty mySi davaju vySSie percento stalych fuzii s mySa-

cimi myeldémovymi liniami, opisanymi dalej. MoZno pouzit bun-
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ky, vytvarajace protilatku, aj z inych sterilnych zvierat.
Vyber ur&itého sterilného zvierata zavisi od volby antigénu;
je nezbytné, aby sterilné zviera malo B-lymfocyt z jeho vy-
bavenia B-lymfocytmi, ktory mbdze vytvarat protiléfku k dané—

mu antigénu.

Nesmrtelné bunky

Na pouzitie na pripravu hybridémov sa vyvinuli $pecia-
lizované myeldémové bunkové linie z lymfocytovych nadorov (G.
Kohler a C. Milstein, 1976, Eur. J. Immunol., 6:269 az
270) . Bunkové linie sa vyvinuly najmenej z troch dévodov.
Prvym doévodom je ulahéit vyber fuzovanych myeldémovych bu-
niek. Zvycéajne sa to vykond pouzitim myeldémov s enzymovou
nedostato¢nostou, ktord spOsobuje neschopnost ich rastu
v urc¢itom selektivnom médiu, ¢o podporuje rast hybridémov.
Druhy dévod vznikol z inherentnej schopnosti lymfocytovych
nédorovych buniek vytvarat ich vlastné protilatky. U&elom
pouzitia monoklonovych technik je ziskat nesmrtelné fuzované
hybridné bunkové 1linie, ktoré produkujd vyzZadovanui samotnu
Specificki protilatku, geneticky usmernend somatickou bunko-
vou zlozkou hybridému. Na potlacdenie produkcie naddorovych
bunkovych protilatok hybridémom, sa pouZiji myelémové bunko-
vé linie, neschopné produkovat lahké alebo tazké imunoglobu-
linové retazce, alebo také, ktoré maju nedostatoény mecha-
nizmus protilétkerj sekrécie. Treti dbévod vyberu tychto
bunkovych linii je ich vhodnost a d¢innost pri fuzii.

Na pripravu fuzovanych bunkovych hybridov sa mb6ze pou-
zit niekolko myeldémovych bunkovych 1linii, vratane NS-1,
X63-Ag8, NIS-Agd/1, MPC11-45.6TG1.7, X63-Ag8.653,
Sp2/0-Agf14, FO a 194/5XX0.Bu.l, vsetky ziskané =z mysSi
a 210-.RCY3.Agl.2.3, ziskany z krysy (G.J.Hanmerling a J.F.
Kernly, eds., 1981, Monoclonal antibodies and hybridomas,
in: J.L. Turk, ed., Research Mopographs in Immunology,
Vol.3, Elsevier/North Holland Biomedical Press, New York).

Fuzia

Spésob pripravy hybridov, produkujicich protilétku,
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2z buniek sleziny alebo lymfatickych uzlin a z nesmrtelnych
buniek zahrﬁujc'vo vieobecnosti zmie$anie somatickych buniek
s nesmrtelnymi bunkami v pomere, ktory sa mbéZe menit od asi
20:1 do asi 1:1 za pritomnosti ¢inidla alebo &inidiel (éhe-
mické, virusové alebo elektrické), ktoré podporuju fuziu
bunkovych membran. Casto sa uprednostiiuje, Ze sa ako zdroj
somatickych a nesmrtelnych buniek na fuziu pouéijﬁ rovnaké
druhy zvierat. Spésoby fuzie sa opisuju autormi Kohlerom
a Milsteinom, 1975, Nature, 256:495 az 497; 1976, Eur. 1.
Immunol., 6:511- 519), dalej Gefterom et al. (1977, Somatic
Calls Genet., 3:231 az 236) a Kozborom et al. (1983,
Immunology Today, 4, 72). Horeuvedeni vyskumnici pouZili na
podporu fuzie ¢&inidla: virus Sendai a polyetylénglykol
(PEG) .

MoZno tiez vyuzit nedavno vyvinutl transformaCni tech-
niku EBV (Cole et al., 1985,° Monoclonal Antibodies and

Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., strany 77 az 96).

Izolacia klonov a detekcia protilatky

Fliziami sa pripravia 2ivotaschopné hybridy zvycCajne
s malou frekvenciou, asi 1.10°0 a2 12.1078. Pretoze je fre-
kvencia vyskytu Zivotaschopnych hybridov nizka, treba mat
sp6sob, ako oddelit fuzované bunkové hybridy od ostatnych
nefizovanych buniek, osobitne od myelémovych neftzovanych
buniek. TieZz je potrebny spdsob na detekciu hybridémov, pro-
dukujicich vyzZadovanu protiléatku, medzi ostatnymi fuzovanymi
bunkovymi hybridmi.

Fuzované bunky sa vsSeobecne kultivuji v selektivnych
prostrediach, napriklad v HAT médiu, ktoré obsahuje hypoxan-
tin, aminopterin a tymidin. Prostredie HAT umoZinuje mnozZenie
hybridnych buniek a zabrarnuje rastu nefizovanych myelémovych
buniek, ktoré by sa normalne nedefinovane delili. Aminopte-
rin blokuje de novo syntézu purinu a pyrimidinu cez inhibi-
ciu produkcie tetrahydrofolidtu. Prisada tymidinu obchadza
prekazku v syntéze pyrimidinu, zatial ¢o hypoxantin je ob-
siahnuty v médiu a ma za Glohu, aby inhibované bunky mohli

syntetizovat purin vyuzitim nukleotidovej reakénej dréhy.
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Pouzité myelémové bunky su mutantmi, ochudobnenymi transfe-
razou fosforibbzylhypoxantinu (HPRT) a tak nemézZu vyuzit
uvedenii reakénu drahu. Hybridom, ktoré prezijq, B-lymfocyty
dodavaju geneticku informdciu na vytvaranie uvedeného éﬁzY—
mu. PretozZze samotné B-lymfocyty maju v kultire iba obmedzenu
zivotnost (pribliZne dva tyzdne), jediné bunky, ktoré sa
mézu rozmnozovat v HAT prostredi su hybridy,'vytvorené
z myelbémovych a slezinovych buniek.

Zmes fuzovanych myelémov a B-lymfocytov sa zriedi pro-
stredim HAT a kultivuje v nasobnych jamkdch mikrotitracénych
platni. Ulah¢i sa tak vytriedenie protilatok vyluéovanych.
hybridmi a zabrdni sa jednotlivym hybridom, aby prerastli
ostatné. Za dva az tri tyzdne, ked sa hybridné klony stant
rozoznatelnymi mikroskopom, tekutina z prostredia z jedno-
tlivych jamiek, obsahujica hybridné klony, sa sku$a na pro-
dukciu Specifickej protilatky.

. Skuska musi byt citliva, jednoducha a rychla. Sku&obné
techniky zahrnuji radioimunoanalyzy, enzymatické imunoanaly-

zy, skusky cytotoxicity a plakové skusky.

MnozZzenie buniek a produkcia protilatky

Ked sa vyzadované fuzované bunkové hybridy oddelia
a klonuju na jednotlivé bunkové linie produkujice protilat-
ky, kazdd bunkova 1linia sa médZe mnoZit niektorym z dvoch
beznych postupov. Vzorka hybridémov sa méze injekciou pre-
niest do histokompatibilného zvierata rovnakého druhu ako
bol darca somatickych a myelémovych buniek v pévodnej fuzii.
Zviera po injekcii vyvija tumory, vylucujice $pecificku mo-
noklonova protilatku, ktora vznika z fuzovanych bunkovych
hybridov. Telové tekutiny zvierata, ako je sérum alebo as-
citova kvapalina, m6zu slizit na ziskanie monoklonovych pro-
tildatok vo vysokych koncentraciach. Jednotlivé bunkové linie
sa alternativne mdézZu rozmnozZovat iq vitro v laboratdérnych
kultivac¢nych nadobach. Kultivacné prostredie, ktoré ma vyso-
ki koncentrdciu jednotlivej $pecifickej monoklonovej proti-

latky sa mO6Ze spracovat dekantaciou, filtréaciou alebo od-

stredenim.
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Pouzitie monoklonovej protilatky

Monoklonové protilatky, vyrobené spésobom podla tohto
vynadlezu sa mdéZu pouzit v ktorejkolvek znamej technike, ale-
bo v technike, ktora bude vyvinuté’v budicnosti, ktoré.vyu-
ziva alebo bude vyuzivat monoklonovi protilatku.

Hlavné pouZitie monoklonovych protilatok je v imunoana-
lyze, Co je meranie interakcie protilatky a antigénom. Imu-
noanalyza vSeobecne méze byt heterogénna alebo homogénna.
V homogénnej imunoanalyze vyzZaduje imunologickd reakcia zvy-
cajne Specifickd protilatku, znadené analytické c&inidlo
a hodnotenu vzorku. Signal vznikajuci zo znacky sa upravuje,
priamo alebo nepriamo, podla vazby protilatky na znacené &i-
nidlo. Imunologické reakcia a detekcia sa vykonavaju .v homo-
génnom roztoku. Imunochemické znacky, ktoré sa mOéZu pouzit,
zahrnuji volné radikaly, fluorescené¢né farbiva, enzymy, ba-
ktériofagy, koenzymy a tak dalej. Hlavnou vyhodou homogénnej
imﬁnoanalyzy je, 2e Specifickd protilatka sa nemusi oddelo-
vat zo znadeného prostredia analytického &inidla.

V heterogénnej radioimunoanalyze ' si reagentmi zvycdajne
vzorka, Specificka protilatka a prostriedok na vznik zazna-
menatelného signalu. VSeobecne sa vzorka umiestni na podloz-
ke, napriklad na platni alebo sklidku a privedie sa do styku
s protilatkou v tekutej fédze. Podlozka sa potom oddeli od
tekutej fazy a bud nosi¢ alebo tekuta faza sa analyzuje po-
mocou signdlu z prostriedku, ktory tento signdl vytvara.
Signal je vo vztahu k pritomnosti &inidla vo vzorke. Pro-
striedok na vytvadranie =zaznamenatelného signalu zahrnfiuje
pouzitie rédioaktivne znacenych 1latok, fluorescentov, enzy-
mov a podobnych latok. Prikladmi heterogénnych imunoanalyz
st réadioimunoanalyza, imunofluorescenéné metddy, enzymova
imunoanalyza a podobne.

Na podrobnejsie =zoznamenie a diskusiu horeuvedenych
imunoanalytickych technik pozri ”Engymc - Immunoassay", od
Edwarda T. Maggio, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla., 1980.
Pozri tiez napriklad U.S. Patent 3 690 834; 3 791 932; 3
817 837; 3 850 578; 3 853 987; 3 867 517; 3 901 654; 3 935
074; 3 984 533; 3 996 345 a 4 098 876. Tento vyber nemad sna-



hu byt Gplny.

Iné hlavhé pouzitie monoklonovych protilatok je
in-vivo zobrazovanie a terapia. Monoklonové protilatky sa
mézZu znacit radioaktivnymi zliceninami, napriklad radio-
aktivnym jédom, intravenézne podavanymi pacientovi. Proti-
latka sa tiez mbéze oznacit magnetickou znaCkou. Na zistova-
nie antigénu sa potom mdzZe pouzit NMR. Po lokalizdcii proti-
latky na antigéne, sa mdzZze antigén detegovat emisne tomogra-
ficky a jadrovou skenovacou technikou, pricom sa stanovi po-
loha antigénu.

Ako priklad na objasnenie sa uvadza spdsob pouzitia
tak, Ze vyCistend monoklonova protilatka sa suspenduje vo
vhodnom nosié¢i, napriklad soli, s alebo bez Tudského .albumi-
nu, a vo vhodnych davkach sa podava intravendzne, napriklad
kontinudlnou intravendéznou infuziou pocas niekolkych hodin,
ako uvadza Miller et al., in: Hybridomas in Cancer Diagnosis
and Therapy (1982), Co sa tu zahrrniuje tymto odkazom.

Monoklonové protilatky podla +tohto vynalezu sa mb6zZu
pouzit v terapii. Protilatky s vhodnymi biologickymi
vlastnostami su pouzZitelné priamo ako terapeutické pros-
triedky. Alternativne sa protilatky mbézu viazat na toxiny
a tvorit imunotoxin, alebo na radioaktivny material alebo
lie¢ivo a tvorit tak radioliec¢ivo alebo liec¢ivo. Spdsoby
pripravy imunotoxinov a radiolieciv z protilatok su Siroko
zname (pozri, napriklad, Cancer Treatment Reports (1984),
68:317 az 328).

Polyklonové protilatky odvodené zo sterilnych zvierat
sa tiez mbéZu vyuzZivat na imunoanalyzu a pbskytujﬁ lepsie
vysledky v porovnani s polyklonovymi protilatkami, ziskanymi
z beznych zvierat. Polyklonové protilatky, odvodené zo ste-
rilného zvierata sa mOéZu pripravit vyuzitim sterilného zvie-
rata, ako je uvedené hore, a imunizacnou technikou, ako je
uvedena hore, a naslednym oddelenim polyklonovej protilatky
zo zvierata beZnou technikou, napriklad oddelenim séra zo

zvierata.
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Monoklonova protiléatka, $pecifickd k fibrinu

Homeostaticky mechanizmus je zlozity fyziologicky
mechanizmus odozvy, vyvolany na vyhojenie poskodenia pras-
knutych ciev. Homeostdza sa dosahuje kooperativnymi inter-
akciami medzi stenou poskodenej cievy, dostickami a koagu-
la¢nym systémom. Ulohou koagulaénéhb systému je vytvorit
rozsiahlu fibrinovi siet na stabilizdciu a ukotvenie dostic-
kovej zatky, ktora sa ma vytvorit na subendotelidlnej Stru-
kture poskodenej cievy. Vznik nerozpustného fibrinového mat-
rixu z cirkulujuceho fibrinogénu je vyledkom zlozitych na-
slednych reakcii, ktorych vyvrcholenim je explozivna tvorba
trombinu na vyZadovanom mieste. Koagulidcia je zosilneny pro-
ces retaze enzymatickych reakcii, v ktorych su prbenzymy.
(zrédzacie faktory) nasledne aktivované na aktivne enzymy.
Existuje niekolko fyziologickych mechanizmov, ktoré ovladaju
proces fibrinovej polymerizacie, pri ktorom vznika trombus.
Tieto mechanizmy zahrnuju trombinovy inhibitor antitrombin
IIT (ATIII), protein C, prostacyklin a rézne zlozky fibrino-
lytického systému ako je tkanivovy plazminogénov§ aktivator
(t-PA) a jeho rychlo G&inkujtci inhibitor (PAI).

Hypotéza homeostédzy, navrhnutd Astrupom Vv roku 1956
(Astrup, T., Blood, 11, 781 az 806 (1956)), tvrdi, Ze
jestvuje rovnovaha medzi vznikom fibrinu (koagulidcia) a roz-
pustanim fibrinu (fibrinolyzou). V normdlnom, zdravom stave
s tieto funkcie vyvazZzené. Ak je vsSak homeostaticky proces
naruseny, koagulidcia a fibrinolyza sa patologicky prejavia
ako +trombéza a krvacanie. Klinické prejavy patologickej
trombézy alebo trombotického ochorenia su mimoriadne roézno-
rodé a zahrnuju rozptylend intravaskularnu koaguldciu (DIC),
hibkovd trombdézu zil (DVT), arterialnu a venalnu trombdzu.

Tromboembolizmus a trombotické komplikéacie inych vasku-
larnych chor6b (napriklad aterosklerdézy) mbdézZu mat za nasle-
dok vznik okluzii hlavnych tepien, ktoré vedut k ischémii or-
ganov a sprievodnym, Zivot ohrozujicim, okolnostiam, ako je
cerebrovaskuldrna prihoda (porazka), infarkt myokardu a po-

dobne.
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Fibrinolyticky proces je premena neaktivneho zymogénu,
plazminogénu na proteolyticky enzym, plazmin, pomocou u¢inku
¢inidiel, znamych ako plazminogenné aktivatory. Molekulovy
mechanizmus fyziologickej fibrinolyzy nie je celkom vyrieSe-
ny, ale je zname, Ze v priebehu tvorby fibrinu sa plazmino-
gén viaze na fibrin, kde sa mozZe ak;ivovaf plazminogénovym
aktivatorom, napriklad t-PA. Tymto sp6ésobom nastava vznik
plazminu v trombuse, kde je chréaneny od inaktivacie hlavnym
fyziologickym inhibitorom plazminu, alfa,-antiplazminom.

U¢inkom plazminu sa fibrinogén a fibrin rozpadajda na
ich degradaéﬁé produkty. Fibrinogén degraduje na fragmenty
X a Y, a po dalSej expozicii plazminom, na fragmenty D a E.
Fibrin sa degraduje na fragmenty X, Y, D a E z nezosiefovaj
ného fibrinu a na zosietovany D-dimér, D-D/E komplex, Y di-
mér, Y-D-dimér a X oligomér zo zosietovaného fibrinu.

Skusky znadkovadov trombotickych ochoreni sa donedavna
vykonavali s pouzitim polyklonovych protilatok aj postupbm
raddioimunoanalyzy aj latexovym aglutina¢nym typom analyzy.
Gaffney ukazal, Ze uvedené skusky st mimoriadne nespolahlivé
(Gaffney, P.J., Ann. N.Y. Acad. Sci., 408, 407-423,
(1983)). Ovela Specifickej$ia a citlivejs$ia je imunoanalyza
(ako je napriklad ELISA), ktord vyuziva monoklonovu proti-
latku a stava sa bezZnou praxou v klinickych laboratériach.
Obmedzujicim prvkom -tychto diagnostickych skusok je Speci-
fickost a afinita pouzZitej urc¢itej monoklonovej protilatky.
Vznik vysokos$pecifickych protilatok ku ktorémukolvek =z po-
tencialnych indikatorov poskodenia homeostazy je brzdeny
nizkou urovniou obsahu indik&torov a aj antigénovou pribuz-
nostou osobitného znackovada s jeho prekurzorom, ktory je
v plazme normalne pritomny v ovela vy3Sich koncentraciach
ako vlastny znadkovadé. Prikladom je vznik komplexov medzi
enzymami a ich inhibitormi napriklad trombin - antitrombin
I1I, plazmin - alfa,-antiplazmin, t-PA - PAI-1. Pocet novych
antigenovych miest, vznikajucich uvedenou tvorbou komplexu
je velmi maly a tym sa stava priprava imunologickych sond
(ako st monoklonové protilatky) velmi obtazZnou.

Podobne, hlavny problém spojeny so ziskanim monoklono-
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vej protilatky k fibrinu sa javi v tom, Zze fibrin a jeho fy-
ziologicky prekurzor fibrinogén su $truktirédlne a konformad-
ne velmi podobné. Zistilo sa, 2e pri premene fibrinogénu na
fibrin sa kovalentna S$truktira zachovadva na viac ako 98 %
(Plow, E.F.,et al., Semin. Thromb. Haemostat, 8, 36,(1982))
a preto v skutoénosti len malé percenta epitopov na molekule
fibrinu tvoria neoantigény (jedineéné k fibrihu). Mnohé
z pristupov, ktoré sa prispOsobili na ziskanie fibrinovych
protilatok, sa sustredili na imunizované zvierata
s rozpustnymi fragmentami fibrinu a syntetické peptidy, kto-
ré napodobiiuju ovplyviiované neoantigénne miesta fibrinu.
Pozri Hui, K.Y., et al., Science, 22, 1129 az 32(1983),
Scheefers-Borchel, V., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
82, 7091-95 (1985), Elms, M.J., et al., Thromb. Haemostat,
50, 591-94 (1983) a Kurdryk, B., et al., Mol. Immunol., 21,
89-94 (1984). Predpoklada sa, ze vizbové miesta uvedenych
protilatok sa zachovavaju aj v priebehu rozkladného procesu
fibrinu a preto sa uvedené latky mOZu tiez viazat na produk-
ty rozkladu fibrinu.

Tento vynalez predstavuje celkom iny pristup a umozruje
vyuzit neporuseny fibrinovy antigén v spojeni s vySSou imu-
nologickou citlivostou bezantigénového (AF - antigen free)
zvierata na pripravu monoklonovej protilatky, Specifickej
k fibrinu. Na G&ely podla tohto vynalezu sa monoklonova pro-
tiléfka, Specificka k fibrinu, viaZe npa fibrin a neviaZe sa
na fibrinogén, ani na produkty rozkladu fibrinogénu alebo na

produkty rozkladu fibrinu.
Materialy a postupy

Zvierata

Z chovu sterilnych kolénii (GF - germfree) mysS$i na
University of Visconsin sa ziskali sterilné myS$i BALB/cAnN.
Pri preprave zvierat do vyskumného zariadenia sa zébezpeéili
GF podmienky. Bezantigénovy (AF - antigen free) chov sa za-
hajil premiestnenim pregnantnych GF my$i do izolatorov a za-

menou povodnej vyzivy L 485 s prirodnymi zloZkami (pozri
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Pleasants, J.P., et al., J. Nutr. 116, 1949-1964 (1986)) za
chemicky definovanu (CD) AF diétu. Ich potomstvo, ktoré nik-
dy nepris$lo do styku s prirodzenou potravou s prisadami (NI
- natural ingredient diet) sa odstavilo od materského mlieka
zamenou za CD diétu a oznadilo sa ako prva AF generacia. AF
my$i sa krizili v paroch, kym samiCka nebola s urcitostou
pregnantnda; potom sa samec odstranil, éby sa zabezpedilo, ze
samic¢ka obdrzi jej plnu denni doplnkovi tukovid davku. Mlada-

t4 boli na materskom mlieku do 24. diia veku.

Umiestnenie zvierat

AF zvierata chovu sa umiestnili v paroch v jednej polo-
vici beznej polykarbondtovej mySacej klietke 28 x 17,8
x 12,7 cm3. Dno bolo odrezané a nahradené faloén?m,tkanino-.
vym dnom z nehrdzavejicej ocele. Na koncoch plastovej kliet-
ky sa upevnila plocha priehradka =z nehrdzavejicej ocele.
Priehradka dostatodne pre¢nievala nad a za klietku tak, aby
vhodne upeviiovala poklop 2z nehrdzavejiuceho droétu. Prehibeny
poklop, ktory bezne dosada vo vnutri klietky sa obratil, aby
umoznil vznik vhodného horného priestoru nad faloSnym dnom.
Na horni &ast poklopu sa navarili objimky z nehrdzavejtcej
ocele vhodnej velkosti, aby sluZzili ako drziaky 60 ml flias
s potravou. Na boky prepazky, pri jej koncoch sa privarili
Styri nadobky z nehrdzavejiucej ocele tak, aby boli v polovi-
ci medzi falo$nym dnom a vrchom. (Obraz klietok je uverejne-
ny v Pleasants, J.R., The germfree system for aging and
immunity, v: CRC Handbook of Immunology in Aging, (Kay,
M.M., B.S. Makinodan, T., eds.), str. 257 az 297, CRC Press,
Boca Raton, F1, (1981)). Flase s diétou boli z hnedého skla.
Diéta a aj flasa s vodou mali uzdvery z plastu s dierkami
v ich stredoch. Flas$e sa naplnili, obratili a vlozili do dr-
Zziakov. Tukovy doplnok sa odmeriaval kazdy den do nadobiek
z nehrdzavejucej ocele. Pod kazdi klietku sa podkladala misa
z plastu na zachytenie odpadov. ‘

Ako podstielka a suCasne ako nestravitelné vlakno slu-
zil filtracény papier v kvalite Vhatman - bezpopolovy fil-

traény papier <¢islo 41, =zakupeny ako odrezky (Sargent
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Velch). Na podstielku sa papier rezal na pruzky. Na vnitorné
¢istenie izolatora sa pouzili nerozrezané Stvorce papiera.
Papier sa autoklavoval 25 minut pri 121 °C, alebo sa oZiaril
(4,5 Mrad) v plastovych sadkoch. VSetky mySi obdrzZali dosta-
tok papiera na zakrytie jedného konca klietky. Po navlhnuti,
zozltnuti alebo zaspineni sa papier vymenil.

Klietky sa umiestnili vo vnutri 1,37 x 0,6 x 0,6 m3
pruzného izolatora podla Trexlera (Trexler, P.C., Lab.
Animal Care, 13, 572-581 (1963)), za pouzitia bezZnej gnoto-
biotickej technoloégie (pozri Vostmann, B.S., Ed.,
Gnotobiotics Standards and Guide Lines for the Breeding,
Care a Management of Laboratory Animals, National Research
Council, Natibnal Academy of Sciences, Vashington, D.C.
1970). Izolatory sa wudrZiavali v miestnosti pri 21 °C s 12
hodinovym rozvrhom svetlo/tma

Na hornu ¢ast izoldtora sa utesnili tygonové trubicky
s priemerom 25 mm a dlhé 75,5 mm a na oboch koncoch sa
uzavreli vinylovymi zatkami. To umozZnovalo sterilnd filtra-

ciu diéty, vody a oleja.

Diéta

V tabulke 5 je uvedené zloZenie diety a naslednost roz-
pustania prisad v ultrafiltrovanej Mill-Q vode (Millipore,
MA, USA). Aminokyseliny a dextrbéza sa pouzili v kvalite pre
tkanivové kultiry od firmy Sigma. Vitaminy boli tiez od fir-
my Sigma s vynimkou c¢istého palmitaﬁu retinylu, poskytnutého
firmou Hoffman-La Roche, Inc. (Nutley, NJ, USA). Ostatné cCi-
nidla boli certifikované od Fischera, alebo v kvalite im
zodpovedajucej. Vo vode celkom rozpustnad vyziva sa filtrova-
la za chladu ultrafiltrom Amicon Diaflo TC3 =za pouzitia
troch Pm10 membridn s priemerom 150 mm (Amicon).

Ultrafiltraédné membrany mali molekulovi hmotnost obme-
dzenu do 10 000 Daltnov. Zostavené ultrafiltraé¢né zariadenia
sa vopred sterilizovali premytim 0,15 %-nym roztokom chlér-
nanu sodného a potom dékladnym premytim vodou. Ultrafiltro-
vand vyZiva sa uchovavala pri 4 °C v sterilnych zasobnikoch

az do jej pouzitia. Diéta sa uvadzala do AF izolatorov pou-
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%itim 0,2 pum nylonového (MSI) filtra, uchyteného v autokla-
vovanom tlakovom filtrac¢nom drziaku, ktory mal privodnia ha-
did¢ku vlozenu do neoprénovej zatky <cislo 6. Na uvedeny ucel
sa horna vinylova zatka z tygdénovej trubice, utesnenej- na
vrchnej ¢&asti izoladtora odstranila. Vnutrajsok trubice sa
sprejoval sterilizaénym 2 %-nym roztokom kyseliny perocto-
vej, obsahujucej 0,1 % alkylaryl sulfonatu. Na miesto hornej
zadtky sa vlozila zatka filtra¢ného drziaka. Po 20 mindtach
sa odstranila spodna zatka (vo vnitri izolatora) a roztok
vyzivy alebo voda sa filtrovala do izolatora pod tlakom
0,14 MPa (20 psi) dusika.

Zlozenie tukového doplnku sa udava v tabulke 4. Séjové
triglyceridy sa pripravili z ich metylesterov, ktoré sa des-
tilovali za vakua v teplotnej oblasti, poskytujﬁcej'estery
od palmitanu po linoleaty. Uvedené estery sa potom preeste-
rifikovali glycerolom za vzniku zmieSanych triglyceridov.
(Nu-Chek Prep., Elysian, MN, USA). K zmesnym triglyceridom
sa pridali v tuku rozpustné vitaminy pred ich filtraciou do
izolatora. Na filtraciu do izolatora sa tukovy doplnok pred-
hrial na teplotu 50°C, filtroval rovnakym postupom ako sa
filtrovala vo vode rozpustna éast vyZivy. Prijem tukov sa
davkoval v mnozstve 0,375 ml na den. ZvysSend davka tukového
doplnku zna¢ne znizZila podiel uUmrtnosti novorodenych mySi.
Zvysila sa tiez priemerna pocetnost vrhu v porovnani s bezZne
chovanymi zvieratami. Samic¢ky v laktacii obdrZali dvojnaso-

bok bezZného mnoZstva tukového doplnku.



Tabulka 5

Zlozenie a priprava chemicky definovanej diéty
L 489E1Se

Zlozka Mnozstvo v gramoch v
100 g prisad

K 192 ml Milli-Q vody pri 70 °C sa prida:

Leucin 1,9
Fenylalanin 0,74
Izoleucin - 1,08
Metionin 1,06
Tryptofan 0,37
Valin 1,23
Asparagin 0,91
Hydrochlorid arganinu 0,81
Treonin 0,74
Hydrochlorid lyzinu 1,77
Hydrochlorid histidinu 0,74
Roztok sa ochladi na 45 °C a prida sa:
Glycin 0,59
Prolin 1,48
Serin ‘ 1,33
Alanin ’ 0,59
Glutamat sodny 3,40
Hydrochlorid etylesteru L-tyrozinu 0,62
Glukonat_ zZeleznaty 0,05
Soli 35Dl 0,105
Seleni¢itan sodny? 0,074
Roztok sa ochladi na 5 °C a prida sa:
Glycerofosfat vapenaty 5,22
Glycerofosfat horecnaty 1,43
CaClz.Z H20 0,185
Zmes chloridu sodného a jodidu draselného
(obsahujuca 680 mg KI) 0,086
Vitaminova %mes vitaminu B, zmes 111E53 0,09
Vitamin B12 1,20 mg
Chlorid cholinu 0,31
Octan draselny 1,85

K 108 ml Milli-Q vody sa prida pri 70 °C:
D-dextréza, bezvoda 71,28

Roztoky sa ochladia na S °C a spoja’sa pred
ultrafiltraciou
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1710%enie zmesi soli 35D je uvedené v tabulke 7
Pridané naviac k pridavku seleniditanu sodného, obsiahnutom

v zmesi soli 35D

Zlozenie vitaminovej zmesi B 111E5 sa uvadza v tabulke 8

Pridané naviac k vitaminu

B-12, obsiahnutom vo vitaminovej

zmesi 111ES (pozri dalej uvedenu ¢ast priklady).

Tabulka 6
Zlozenie tukového doplnku LADEK 69E6
Zlozka Mnozstvo na denni davku
dospelého® (0,375 ml)

Cisteny séjovy triglycerid1 0,33 g

Retinylpalmitéat 6,45 mg
(11,7 1.U.)

Cholekalciferol 0,0288 mg
(1,15 1.U.)

2-amboalfatokoferol 3,3 mg

2-amboalfatokoferol acetat 6,6 mg

Fylochinén 72 mg

*My$i v laktdcii obdrzia dvojnasobok

dospelych
1 Zlozeny z: 12 %
1,5 %
24 %
55 %

8 %

palmitanu
stearanu
oleanu
linolanu
linolenanu

normalnej davky pre
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Tabulka 7
Zlozenie zmesi soli 35D
Sol Mnozstvo (na 300 ml diety (mg))
. Mn (CH,C00) 5.4 H,0 55,4
- ZnSO 7 H 0 40,6
Cu(Cﬁ COO)2 H,0 3,7
8 ) Cr(CH3COO)2 H,0 2,5
NaF 2,1
SnSO 2 HZO 0,37
) Mo 4-4 HyO 0,37
Nlci‘ ®3 %6 0.37
Co(C 3COO§ .4 H,0 0,11
Na VO 0,22
Nazseé 0,096
Tabulka 8
Zlozenie B-vitaminovej zmesi 111ES
Prisada Mnozstvo (na 300 ml diety (mg))
Hydrochlorid tiaminu 1,23
Hydrochlorid pyridoxinu 1,54
Biotin 0,25
Kyselina listova 0,37
Vitamin B 12 0,37
v Riboflavin 1,85
Niacinamid 9,2
. i-inozitol 61,9
” Pantotenat vapenaty 12,3

Voda bola ultrafiltrovana do stupna Milli-Q a bola pre-

filtrovana do izolatora tym istym spésobom ako diéta.

Priebezné mikroiologické hodnotenie (Monitoring)
i
Bezantigénovy systém sa kontroloval na mikrobiologicku
kontaminaciu podla odporuc¢ani, uvedenych v Vostmann, B.S.,

Ed., Gnotobiotics Standards and Guidlines for the Breeding,
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Care a Management of Laboratory Animals, National Research
Council, National Academy of Sciences, VWashington, D.C.
1970. V kratkosti, na ziskanie c¢erstvych vzoriek fekalii
priamo od my$i sa pouzili diétou a vodou zvlhéené tampény
z vnutra izolatora. Rovnako sa odobrali vzorky =z mis,
umiestenych pod klietkami. Stery sa odobrali tieZ zo stien
izolatora, osobitne =z okolia vstubnych otvorov. Vzdy sa
odobrali dva stery. Jeden sibor sa skusSal priamym hodnotenim
pod mikroskopom na baktérie a huby s pouzitim Gramovho far-
benia. Druhy subor tampénov sa pouzil na detekciu mikroorga-
nizmov. Vzofky sa kultivovali tri tyzZzdne pred tym, ako sa
vyhodnotili ako negativne.

Mikrobilogické hodnotenie sa vykonavalo pribliZne kazdé
dva tyzdne, alebo vzdy po niekolkych dihioch pri novych vstu;

poch do izolatorov.

Priprava monoklonovych protildtok pouzZitim my$i bez antigé-
nov

Ako donory lymfocytov pri priprave monoklonovych pro-
tildtok sa pouzili hore opisané bezantigénové mys$i. Roztoky
vsetkych antigénov sa pripravovali v sterilnych podmienkach
pod krytom s laminarnym prudenim.

Na imunizaciu AF mySi sa pouzil nasledujici postup.
Prislusny antigén (25-50 mikrogramov) sa rozpustil v steril-
nom roztoku soli (100 mikrolitrov) a emulgoval sa s rovnakym
objemom dplného Freundovho adjuvans (FCA). Pred pripravou
emulzie sa do roztoku antigénu pridal interferon (1000 jed-
notiek). Pri kazZdej imunizdcii sa pouzZila sterilnd injekéna
striekacka a ihla. Injekéné striekadky sa preniesli do AF
izolatora cez vstupny otvor, kde sa sterilizovali sprejova-
nim roztokom kyseliny peroctovej (2 %-nej). Opakované
injekcie sa podavali s pouzitim rovnakého mnoZstva antigénu
a nadhradou FCA s netplnym Freundovych adjuvantom. Celkove sa
podali tri imunizacie, kazda v Jintervale troch tyzdnov.
Posledna injekcia (bez adjuvanta) sa podala 4 az 7 dni pred
fiziou. VSetky injekcie sa podavali intraperitonalne. V den

fizie sa mySi vybrali z izolatora a ihned boli utratené
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asphyxidciou s CO,. Odobrali sa sleziny a splenocyty sa fu-
zovali myelémovymi bunkami my$i (NS1), pouzZitim beZnej hy-

bridémovej technolégie.

PouzZitie systému bézantigénovych zvierat na pripravu mono-
klonévej protilatky, Specifickej k fibrinu

Bezantigénovy systém sa pouzil na vyvolanie vzniku mo-
noklonovej protilatky, Specifickej k fibrinu. Protilatka je
vysoko Specifickd a nerozoznava ani fibrinogén, ani produkty
rozkladu fibrinu alebo produkty rozkladu fibrinogénu. Hy-
bridémova bﬁnkové linia sa pripravila fiziou splenocytov
z bezantigénovej BALB/c myS$i, imunizovanej Tudskym fibrinom

a NS1 myelémovymi bunkami.

Imunizac¢ny rozvrh

Tri, osem tyzdriov staré samicky bezantigénovych mys$i sa
imunizovali s 33 mikrogramami preparatu Tudského fibrinu.
Preparat pozostaval zo zmrazenej vzorky fibrinu, ktora sa
pripravila nasledovne: _

Ludsky fibrinogén sa previedol na fibrin pomocou trom-
binu a faktora XIIIa. Zrazenina fibrinu sa potom zmrazila
v tekutom dusiku a mechanicky sa zdrobnila na vynimoéne jem-
ny prasok. Pripravila sa disperzia tohto za mrazu zdrobriova-
ného fibrinu v roztoku soli. Vznikol ¢iry roztok zosietova-
ného fibrinu XL-Fn s vyslednou koncentraciou 1 mg v 1 ml. Na
imunizaciu zvierat sa pouzilo 33 mikrolitrov tohto fibrino-
vého antigénu. Objem roztoku antigénu sa upravil na 100 mi-
krolitrov sterilnym roztokom soli a potom sa emulgoval
s FCA, ako sa opisuje v predchadzajicej casti. Podavali sa
2 posilnujuce imunizacie v intervale troch tyzdinov, pricom
sa pouzila rovnaka hladina koncentrdcie antigénu v nedplnom
Freundovom adjuvante, ako uZ bolo uvedené skoér. Posledna
imunizdcia sa podala 4 dni pred fuziou. PouzZila sa rovnaka

hladina koncentracie antigénu, ale adjuvant sa nahradil roz-

tokom soli.
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Dékaz pritomnosti a stanovenie protilatky

Kvalitativne a kvantitativne stanovenia monoklonovej
protilatky sa vykonali s vyuzitim enzymovej imunoadsorbento-
vej analyzy (ELISA). Tieto analyzy sa vykonali s vyuZitim
Tudského fibrinu, imobilizovaného na 96 jamkovej PVC platni
(Costar). Fibrinom pokryté skusobné platne sa pripravili in-
kubaciou 100 mikrolitrov roztoku fibrinogénu (Kabi, v kvali-
te L) (50 mikrogramov v 1 ml boritanového/solného pufra) cez
noc pri teplote 4 °C. Neviazany fibrinogén sa odstranil pre-
myvanim s PBS, obsahujicom 0,05 % Tweenu 80 (PBS-Tween).
Povlak fibriﬁogénu na kazdej jamke plastovej platne sa pre-
viedol na fibrin inkubaciou so 100 mikrolitrami roztoku
trombinu (10 NIH jednotiek v ml), obsahujicom 2 mM CaCl, po-
¢as 1 hodiny pri 37 °C. Na vyhodnotenie protilatky sa beényﬁ
sp6sobom zostrojili kalibracné grafy za pouzitia preparatu
protilatky, ktory bol homogénny s SDS-PAGE.

Aby sa zabranilo neSpecifickej vazbe, fibrinom pokryté
platne sa inkubovali s 1 %-nym roztokom BSA v PBS s pH 7,4.
Potom sa pridal roztok obsahujuci protilatku (100 mikroli-
trov) a inkubovalo sa pri 37 °C pocas 90 minit. Po kazdom
kroku postupu sa jamky 1Gcéinne premyvali s roztokom
PBS-Tween. Viazand protilatka sa detegovala pridavkom 1000
nasobne zriedeného roztoku protimyS$acej protilatky z krali-
ka, konjugovanej s alkalickou fosfatazou (Sigma), riedenou
PBS s 1 % BSA, pH 8,0.

Priprava hybridémov - fuzia

MyS$i po utrateni zadusenim s CO, boli ihned podrobené
splenektomii. Slezinové‘bunky z imunizovanych mys$i sa fuzo-
vali s fuzoagentovym polyetylénglykolom 4000 (3000 az
3700). Bunky sa inkubovali v HAT selekénom prostredi
v T flasSiach poc¢as 1 tyzdna. Po tomto ¢ase sa bunky naniesli
na platne do 5 x 96 jamiek. Z nich 93 jamiek vykazalo rast.
Z tychto bolo 19 pozitivnych na fibrinovy antigén. Jeden
z tychto klonov, F492D8 (neskors$ie premenovany na MH1), pro-
dukoval protilatku, ktorda rozoznavala fibrinovy -‘antigén

a nedavala kriZova reakciu s fibrinogénom. Tento osobitny
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klon MH1 sa trikrat znova klonoval (reklonoval) s obmedzenym
riedenim tak, Ze tretia klonovacia fédza sa vykonala pri rie-
deni 1 bunka na 1 jamku. Po stabilizacii bunky sa bunka vy-
zivovala v bezsérovom prostredi a bunec¢nd linia vytvarala

protilatku na dYrovni pribliZne 7,5 mg/liter.

Cistenie monoklonovej protilétky

Prostredie tkanivovej kultiry (4 1litre nasady) sa pred
¢istenim odstredilo na odstranenie poskodenych buniek a fil-
trovalo 0,8 mikrometrovou nylonovou membrédnou na odstréanenie
vsetkych zvyékov castic. Hybridbémové kvapalné prostredie
(supernatant) sa skoncentrovalo pri 4 °C na objem 50 ml pou-
Zzitim vinutého ultrafiltrac¢ného systému s YM typom membrany
(Amicon) s hornou hranicou molekulovej hmotnosti 30 000. Pu-
fer sa diafiltraciou zamenil za 20 mM
2(N-morfolin)etansulfénovia kyselinu (MES) pH 6 (pufer A)
podla navodu vyrobcu. Po dalsom skoncentrovani na vysledny
objem 100 ml sa roztok protilatky pred dal$im &istenim fil-
troval cez 0,451 mikrometrovu nylonovi membranu. Skoncentro-
vany roztok protiladtky sa cistil kvaﬁalinovou chromatogra-
fiou na chromatografe Vaters HPLC Chromatograph s pouZitim
ABx kolény 7,75 mm xl 10 cm (J.T.Baker, Phillipsburg, NI,
USA). Naplnena koldéna s pufrom A sa nechala azZ do dosiahnu-
tia rovnovahy. Potom sa privadzala vzorka (100 ml) s prieto-
kom 1,0 ml za mindtu. Po G&innom premyti koldény pufrom A sa
protilatka eluovala z kolény gradientovym systémom od pufra
A az po 100 % pufra B (1M roztok octanu sodného, pH 7)
s prietokom 1 ml/min. Odoberali sa podiely (po 2 ml); tie,
ktoré obsahovali MAb (o bolo stanovené pomocou ELISA) sa
zdruzovali a dialyzovali sa proti fosfatom pufrovanému roz-
toku soli (PBS) (20 mM fosforeénan sodny, 150 mM chloridu
sodného, pH 7,4) a uchovéavali pri -20 °C pri koncentréaciach
> 1 mg/ml. ABx koldéna sa regenerovala 5 minitovym premyvanim
so 100 %-nym pufrom B, potom sa znova uviedla do rovnovahy
s pufrom A. Objem pouzitého pufra bol 15 nasobny, - ako bol
objem kolény. ’
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Stanovenie $Specifickosti k fibrinu

Prvotné urcenie fibrinovej Specifickosti sa dosiahlo
systematickym skisSanim hybridémovych supernatantov, oddelene
na fibrinom a fibrinogénom pokrytych mikrotitraénych plat-
niach. Vybrali sa len tie bunkové linie, ktoré vytvarali
protilatku a ktoré nedavali kriZovu reakciu s fibrinogénom.

DalSie potvrdenie fibrinovej épécifickOSti sa vykonalo
porovnavacou skuskou s fibrinogénom v roztoku, ¢im sa potvr-
dilo, ze protilatka neroznava fibrinogén v roztoku.

Kontrolna skuska pouzitd na potvrdenie Specifickosti
protilatky sa vykonala podIa uz hore opisanej metodiky ELISA
s pre-inkubaciou protilatky s fibrinogénom v roztoku. Strud-
ne, hybridémovy supernatant sa inkuboval pri 37 °C pocdas 30
minut s roztokmi fibrinogénu s fyziologickou koncentréciou.
(4 mg/ml), obsahujicimi BSA (10 mg/ml) na zabranenie neSpe-
cifickych vazieb protilatky k fibrinogénu. Roztok
fibrinogénu/protildtky sa potom preniesol do jamiek mikro-
titracnej platne, ktord uZ bola pokrytéd fibrinom. Aby sa
zabranilo moznej polymerizacii fibrinogénu zvyskovym trombi-
nom v jamkach s fibrinom, k fibrinogénovému inhibitoru sa
pridal GlyProArgPro (GPRP). Skuska sa potom vykonala ako
beznd ELISA na protildtku viazand k imobilizovanému antigé-
nu. Pri vSetkych pokusoch, v ktorych sa skusSala fibrinova
Specifickost protilatky MH1, pouzivala sa na kontrolu aj
druhéa protilatka 45J. Protilatka 45J kriZovo reaguje s fib-

rinom aj fibrinogénom.
Stanovenie krizovej reaktivity s fibrinogénom

Imobilizovany fibrin a fibrinogén

Bunkova 1linia MH1 produkuje monoklonovid protilatku
z mySi, ktora dava krizZovu reakciu s fibrinom, ak je imobi-
lizovand na povrchu PVC mikrotitrac¢nej skusobnej platne (ta-
bulka 9). Uvedena protilatka pri rovnakej skuske nerozoznava
fibrinogén, imobilizovany na platni. Ako je zrejmé z udajov
v tabulke 9, nastalo velmi vyrazné zvysSenie imunoreaktivity,

ak sa fibrinogén pomocou trombiny premenil na fibrin. To
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zretelne ukazuje na prejav alebo vznik neoepitopu na moleku-
le fibrinu. Kontrolnd protilatka 45J vsak celkom jasne ro-
zoznava epitop, ktory sa pri premene fibrinogénu na fibrin

zachovava.

Porovnavacia sktuska s fibrinom a fibrinogénom

Fibrinova Specifickost protilétky MH1 sa dalej ukazala
pri porovnavacej skuske, pri ktorej sa hybridémovy superna-
tant pre-inkuboval s roztokom fibrinogénu (vysledni koncen-
tracia 4 mg/ml) pred ELISAnalyzou na fibrinom pokrytych jam-
kach. Pretoié sa v tejto skuske pouzila vysokd hladina fib-
rinogénu (500x vys$sSia ako koncentracia protildatky), pridal
sa k zmesi BSA (10 mg/ml vysledna koncentréacia). Na zabrane-
nie polymerizacie fibrinu =zvyskovym trombinom na fibrinoﬁ
pokrytych platniach sa k zmesi pridal peptid GPRP. Vysledky
tejto analyzy ukazuji, Ze protilatka MH1 nerozoznava fibri-
nogén v roztoku (Tabulka 12).

Za predpokladu, zZe v kazdej jamke mikrotitracnej sku-
Sobnej platne je viazané 400 ng fibrinu, potom pouzitd hla-
dina fibrinogénu v tejto osobitnej porovnavacej skuske zna-
menad 1000 nasobny nadbytok v porobnani s hladinou viazaného
fibrinového antigénu. Naviac to znamena 400 nasobny nadbytok

hladiny protilatky v tkanivovom supernatante.

Tabulka 9
KriZova reaktivita protilatky MH1
s fibrinogénom a fibrinovym antigénom
MADb A405 nm/30 min
fibrin fibrinogén
MH 1 0,90 0,025
45 J 1,65 ° 1,50
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Tabulka 10

Krizova reaktivita protilatky MH1

s fibrinom za pritomnosti fibrinogénu

MAb A4dS nm/30 min |

+ fibrinogén - fibrinogén
MH 1 1,24 1,27
45 J ‘ 0,438 1,74

Urcenie krizovej reaktivity s fibrin(ogen)ovymi produktami
rozkladu

Rozkladné produkty fibrinogénu (FDPs = fibrinogen deg-
radation products) sa pripravili inkubaciou fibrinogénu
s plazminom pri 37 °C v ¢asoch od 10 minut do 3 hodin. Fib-
rinogenolyza sa po zvolenom case prerusSila pridavkom Trasy-
lolu (100 Kallikreinovych inhibiénych jednotiek/ml) a 20 ml
epsilon-aminokaprylovej kyseliny (EACA).

Rozkladné produkty zosietovaného fibrinu (XLFDPs =
crosslinked fibrin degradation products) sa pripravili pri-
danim trombinu (4 NIH jednotky/ml) k roztoku fibrinogénu (5
mg/ml) v pufrovanom roztoku soli (TBS pH 7,4, 50 mM Tris
HC1, 150 mM NaCl), obsahujicom 10 mM CaCl,, plazminogén
(0,25 mg/ml) a wurokindazu (50 IU/ml. Zmes sa inkubovala
r6zne dlhé casové intervaly, ako je uvedené hore pre FDPs.

Na stanovenie kriZovej reaktivity protildtok s fibrino-
vymi rozkladnymi produktami a s fibrinogénovymi rozkladnymi
produktami sa prislus$né rozkladné produkty naniesli na
mikrotitracné platne a bezZnym spdsobom sa vykonala ELISA.
Vysledky v tabulke 11 poukazuju na to, Ze protilatka MH1 ne-
dava krizZovu reakciu so Ziadnym (plazminom generovanym) roz-
kladnym produktom fibrinu. Ako ukazuje tabulka 12, protilat-
ka nereaguje s produktami rozkladu XL-fibrinu. Rovnaké zis-
tenie sa dosiahlo, ak sa vykonalo "imunopijakovanie"

(Vestern immunoblotting analysis - WIBA).
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Z uvedeného mozno vyvodit zéavery, Ze uvedena protilatka
rozoznava epitop neporusenej fibrinovej molekuly, ktory nie
je pritomny alebo dosazZitelny na povrchu prekurzorovej mole-
kuly, fibrinogénu. Epitop je skutodne odburany Géinkom plaz-
minu na zosietovany fibrin, ¢o moZno predpokladat z vysled-
kov v tabulke 12.

Podla uvedeného je protilatka MH1 protilétkoulépecific—
kou na fibrin, ktora sa méZe definovat nasledovne:

V tomto vynéaleze je monoklonovéd protilatka, Specificka
k fibrinu takid monoklonova protilatka, ktora:

1. v porovnavacich skiskach krizZovej reaktivity s fibrinom

a fibrinogénom, ako sa opisuju hore, ma reaktivitu men-

Siu ako 75 %, prednostne mens$iu ako asi 10 % krizZovej.

reaktivity s fibrinogénom, ak sa fibrinogén pouzZije

v mnozstve 1000 nasobne vac¢som v porovnani s fibrinom,
2. v skuske krizZovej reaktivity so zosietovanym fibrinom

 a v skaske s produktami rozkladu fibrinu, ako je opisa-
né hore, je reaktivita monoklonovej protilatky s fibri-
nom, na ktory p6sobil plazmin pocas asi 3 hodin, mensia
ako 50 %, a prednostne mensSia ako 40 %, reaktivity mo-

noklonovej protilatky s fibrinom v ¢ase nula, a
3. v skuske krizZovej reaktivity s fibrinogénom a v skuske

s rozkladnymi produktami fibrinogénu, ako je opisané

hore, je reaktivita monoklonovej protilatky s fibrino-

génom, na ktory pOsobil plazmin pocCas asi Styroch hodin
nie vacsSia, ako reaktivita monoklonovej protilatky

s fibrinogénom v Case nula.

Protilatka MH1 sa dalej charakterizovala stanovenim jej
afinity k fibrinu. Afinita sa stanovila Scatchardovou analy-
zou (Frankel et al., Molecular Immunology 16, 101 az 106

(1979)) za pouzitia 1257

znacCenej protilatky MH1. Ziskana
hodnota disociac¢nej konstanty K bo}a 6.7.10'10 M. Uvedena
afinita je asi 5 000 nasobna ako afinita t-PA k fibrinu.
Pomocou VIBA sa tiez stanovilo, Ze protilatka MH1 neda-
va krizovu reakciu s Aa, BB alebo gama retazcami fibrinogé-

nu. Rovnakym analytickym spdésobom sa tieZz stanovilo, 2Ze pro-
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tilatka MH1 nedava kriZovi reakciu s retazcami Aa alebo BB
fibrinogénu, ani vtedy, ak na nich pred tym pOsobil trombin.
(P6sobenie +trombinu na fibrinogén spOsobuje uvolnovanie
fibrinopeptidu A z retazca Aa a fibrinopeptidu B z B retaz-

ca, &im vznikajui a retazec a B retazec fibrinu).

Tabulka 11
KriZzova reaktivita protilatky MH1
s rozkladnymi produktami fibrinogénu
Doba reakcie s plazminom A405 nm/30 min
(min) :
MH 1 45 J
0 0,15 1,037
10 0,10 nm
20 0,11 1,02
40 0,11 0,410
60 0,10 0,330
240 : 0,09 0,300
Pozn.: am = nemerané
Tabulka 12
KriZzovad reaktivita protilatky MH 1
s rozkladnymi produktami fibrinu
Doba reakcie s plazminom Ay .
(hodiny) 05 nm/30 min
MH 1 45 J
0 0,890 1,40
3 0,354 1,0
5 0,310 0,77
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Vysledky v tabulke 11 naviac ukazuju, Ze kontrolnad pro-
tilatka 45) sa viaze k fibrinogénu a nedava kriZovi reakciu
s produktami rozkladu fibrinogénu. PodIa toho je uvedena mo-
noklonova protilatka Specifickd k fibrinogénu a predstavuje
dalsi aspekt tohto vyndlezu. Monoklonovéa' protilatka, Speci-
fickd k fibrinogénu sa mézZe imunoalyticky vyuzZit na stanove-
nie urovni plazmového fibrinogénu in vitro. Protilatka 45J
sa dalej charakterizovala tym, Ze sa stanovilo, Ze epitop
45 je na a retazci fibrinogénu v oblasti od aminokyseliny
206 do asi 424, s najvadS$ou pravdepodobnostou v oblasti od
aminokyseliny 207 do 231. V tomto vyndleze je monoklonova
protilatka, S$pecificka k fibrinogénu taka protilatka, ktora
pri stanoveni kriZovej reaktivity s fibrinogénom a s roz-
kladnymi produktami fibrinogénu, ako je opisané horé, dava
reaktivitu monoklonovej protilatky s fibrinogénom, na ktory
p6sobil plazmin pocCas asi 40 minat, menSiu ako 50 % v porov-
nani s reaktivitou monoklonovej protiladtky s fibrinogénom
v Case nula.

Uvedeny hybridém 45J sa pripravil bezZnou technikou
s vyuzitim beZnych Balb/c mysi, ktoré sa imunizovali fibri-

nom. Ako antigén sa vSak tiez mOZe vyuzit fibrinogén.

Stanovenie krizZovej reaktivity s nezosietovanym fibrinom
a nezosietovanymi fibrinovymi zrazeninami

ELISAnalyzou sa preukazalo, Ze protilatka MH1 dava kri-
Zovu reakciu nielen s zosietovanym fibrinom (XLFn), ale tiez
s nezosietovanym fibrinom (NONXLFn). ELISA sa vykonala na-
sledovne:

1. 96-jamkové mikrotitracné skusSobné platne sa pokryli
100 pl roztoku fibrinogénu (50 pg/ml v boritanovom (pH 8,5)
sofnom pufri) pri 4 °C cez noc.

2. V jamkach, pokrytych fibrinogénom sa vytvoril zosie-
tovany fibrin dinkubdciou s roztokom trombinu (10 NIH
jednotiek/ml) v pufrovanom (Tris) solnom roztoku (TBS, pH
7,4, 50 mM Tris HC1l, 150 mM NaCl), obsahujicom 2 mM CaCl,
a 10 mM cysteinu, pocas 1 hodiny pri 37 °C.

3. Nezosietovany fibrin sa vytvoril v jamkach pokrytym
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fibrinogénom inkubdciou poc¢as 1 hodiny pri 37 °C s roztokom
trombinu (10 NIH jednotiek/ml) v fosforec¢nanovom pufri (pH
6,1), obsahujicom EDTA s vyslednou koncentraciou 0,0125 M.

4. Viazana protilatka sa stanovila inkubaciou s proti-
mySacim zasaditym fosfatdzovym konjugatom. Viazany konjugat
sa stanovil pridavkom alkalického substratu fosfatazy a ko-
lorimetricka reakcia sa monitorovala pri 405 nM pbmocou au-
tomatického snimaca platni.

Vysledky skus$ky sa wuvadzajui v tabulke 13; mdZe sa
z nich usudit, Ze protilatkova krizZovéa reaktivita s zosieto-
vanym fibrinom je védc¢$ia ako s nezosietovanym fibrinom. Naj-
jednoduch$ie vysvetlenie je, 2Ze kovalentné zosietovanie,
ktoré je pritomné v zosietovanej polymérnej Struktiare sluzi
ako uzaver alebo zmrazenie konformacie, ktoru protilatka ro-
zoznava. Nezosietované typy konformécie, hoci vznikaju, nie
su stabilizované kovalentnou vdzbou polyméru.

Preukazalo sa tiez, zZze protildtka dava krizZzova reakciu
s zosietovanymi aj s nezosietovanymi zrazeninami in vitro.
Zosietovany fibrin sa pripravil inkubéciou fibrinového roz-
toku (v Tris (50 mM, pH. 7,4) roztoku soli, obsahujiucom
CaCl,(2 mM) a cystein (10 mM)) s trombinom ( 10 NIH
jednotiek/ml) poc¢as 3 hodin pri 37 °C. Nezosietovany fibrin
vznikol inkubaciou roztoku fibrinogénu (3 mg/ml) v fosforec-
nanovom pufri (pH 6,1), obsahujicom EDTA s vyslednou koncen-
tracciou 0,0125 M s roztokom trombinu (10 NIH jednotiek/ml)
pocas 3 hodin pri 37 °C. Vytvorené =zrazeniny sa premyli
a inkubovali pri 37°C s 400 pl 1 %-ného roztoku BSA, obsahu-
jucom s 1251 znagenu protilatku MH1. V rdéznych &asoch sa
odoberali malé alikvétne podiely roztoku a v plazme sa
gamma-snimacom stanovilo spotrebované mnozZstvo protilatky.

V tabulke 14 sa uvadza spotreba protilatky v oboch zra-

zeninach, v nezosietovanej aj v zosietovanej.



Tabulka 13

KriZova reaktivita protilatky MH1

so zosietovanym a nezosietovanym fibrinom

Koncentracia Zosietovany Nezosietovany
protiléatky fibrin fibrin
ng / ml (Absorbancie pri 405 nm)
100 000 0,764 0,409
50 000 0,460 0,319
25 000 0,305 0,154
12 500 0,174 0,074
6 250 0,069 0,000
Tabulka 14

Krizova reaktivita protilatky MH1
so zosietovanou a nezosietovanou zrazeninou fibrinu

Zrazenina % spotreby znackovanej protilatky
fibrinu po 8 hodinach

Zosietovana 79 %

Nezosietovana 76 %

UlozZenie hybriddémov

MH1 a 45J sa ulozili v American Type Culture Collection
(ATCC) dna 9. juna 1988 a boli im pridelené pristupové ¢&isla
HB 9739 a HB 9740. ATCC m&d adresu 12 301 Parklawn Drive,
Rockville, MD 20852, USA. Protilatka MH1 je IgG,{ protilatka

s kappa Tahkym retazcom a =zistilo sa, Ze dava krizovu
reakciu nielen s Tudskym fibrinom, ale aj s fibrinom krali-
ka. !

Tento vyndlez nie je obmedzovany uloZenymi hybridémami,

ktorymi sa 1len predklada priklad hybridém, ktoré vytvaraju
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monoklonovi protilatku, Specifickd k fibrinu a monoklonova
protilatku, épeéifickﬁ k fibrinogénu, ako sa uz uviedlo ho-
re. Akakolvek bunkovd 1linia, ktord je funkéne rovnocenna,
zahrfiuje sa do réamca tohto vyndlezu. Vyrazom "funkéne" sa
rozumie, Ze protilatka je schopnd sitazit s protilatkou MH1
alebo 45J pri véazbe k epitopu fibrinu, ku ktorému sa proti-
latka MH1 viaZe, lebo k epitopu fibrinogénu, ku ktorému sa
viaze protilatka 45J. Uvedeny vyraz naviac zahrnuje nonoklo-
nové protilatky, Specifické k fibrinu a monoklonové proti-
latky, Specifické k fibrinogénu, ako su tu definované, ktoré
sa viazu k odlisnému epitopu od toho, ku ktorému sa viaze

protilatka MH1 alebo ku ktorému sa viazZe protilatka 45J.

In vivo diagnostika a terapia, ktoré vyuzivaju monokloénové

protilatky, Specifické k fibrinu

Krvna zrazenina/lokalizacia cievnych choréb

Monoklonové protilatky, Specifické k fibrinu podla
tohto vyndlezu su schopné =zacielenia na fibrinové zrazeniny
alebo agregovany fibrin in vivo. Preto sa m6Zu u Iudi pouzit
na lokalizaciu moznych tkaniv alebo cievnych porich a na mo-
nitorovanie cievnych chor6éb. Na tento uc¢el sa osobitne up-
rednostniuje k fibrinu Specifickéd monoklonovéa protilatka, na-
kolko uvedenid monoklonova protilatka sa neviaze k fibrinogé-
nu, k produktom rozkladu fibrinu ani k produktom rozkladu
fibrinogénu. Tym sa pri skuske =zniZuje uroven pozadia, co
dovoluje ovela presnejSie 1lokalizovat fibrinovd =zrazeninu
alebo agregovany fibrin.

K uvedenému sa prednostne vyuziju cistené monoklonové
protilatky. Cistenie sa prednostne méZe urobit spbésobmi
HPLC. Cistenie monoklonovych protildtok na podavanie v hu-
manne] medicine sa méZe uskutoc¢nit zrézZanim siranom aménnym,
alebo siranom sodnym, potom dialyzou proti roztoku soli
a filtradénou sterilizAciou. Na c¢istenie monoklonovych proti-
latok sa mb6zZe volitelne pouzit technika imunoafinitnej chro-

matografie.
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Po vy¢isteni sa monoklonové protilatky mdézZu znadkovat
rddioaktivnymi zltddeninami, napriklad zlt&eninami 1231
1251, 1311, 99Tc, 111y, 4 intravenézne podavat pacientovi.
Protilatka sa mézZe znacdkovat tiez - magnetickou sondou. Na
zistenie zrazeniny sa potom méze vyuzit NMR. Po lokalizacii
protilatok v krvnej zrazenine alebo v agregovanom fibrine sa
tieto latky mézu detegovat emisnou tomégrafidu a radio-
nukledrnymi skenovacimi technikami, ¢im moZno zistit miesto,
napriklad, trombusu alebo obalom =z fibrinu uzavretého nado-
ru.

Po vyd&isteni sa monoklonova protilatka suspenduje vo
vhodnom nosid¢i, napriklad v roztoku soli, s alebo bez Tud-
ského albuminu. Vo vhodnej davke sa poda pacientovi. Mono-
klonové protilatky sa prednostne podavaju intravendzne,

napriklad plynulou infiziou do Zil pocas niekolkych hodin.

Liedenie cievnych chordb konjugétmi monoklonovych protilatok

Monoklonové protilatky podla tohto vynadlezu sa mb6zZu
pouzit v spojeni s mnohymi farmaceutickymi latkami, ako su
cytotoxické c¢inidla a trombolytické ¢inidla, napriklad
t-PA, wurokinadza streptokindza a iné proteazy, ktoré su
schopné S$Stepit fibrin. Toto pouzitie sa osobitne upred-
nostrniuje, nakolko k fibrinu Specifické monoklonové protilat-
ky podlYa tohto vynalezu umozZnuju uc¢inné vyuzitie uvedenych
¢inidiel. Ziadne z uvedenych d&inidiel sa potom nespotrebuje
na vazbu s fibrinogénom, s rozkladnymi produktami fibrinu,
alebo s rozkladnymi produktami fibrinogénu. O tomto predmete
podavaju prehlad napriklad Bale, et al., 1980, Cancer
Research, 40:296S5 az 2970; Ghose a Blair, 1978, J. Natl.
Cancer Inst., 61(3):657 az 676; Gregoriadis, 1977, Nature,
265:407 az 411, Gregoriadis, 1980, Pharmac. Ther.,10:103 az
108; a Trouet et al., 1980, Recent Results Cancer Res.,
75:229 az 23S5S.

Sp6soby, ako pouzité cinidla viazat na molekuly mono-
klonovej protilatky, zahrnuju vytvorenie nekovalentnej alebo
kovalentnej vazby. PretoZe sa nekovalentné vazby lahko pre-

rusuju este pred tym, ako protilatkovy komplex dosiahne cieée-
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Tové miesto, uprednostiuju sa kovalentné vazby. Napriklad sa
mb6ze vytvorit karbodiimidovéa védzba medzi karboxy skupinami
farmaceutického ¢inidla a aminoskupinami molekuly protilat-
ky. Na spojenie aminoskupiny lieC¢iva s aminovymi skupinami
molekuly protilatky sa m6é6zZu pouzit dvojfunkéné &inidla ako
si dialdehydy alebo imidoestery. Na spojenie liediva s mole-
kulou protilatky sa méZu pouzit reakcie Séhiffovéj zédsady.
Tento spOsob vyzaduje pouzitie jodistanu na oxidéciu lieciva
alebo cytostatickej latky, ktora obsahuje glykolovi alebo
hydroxylovi skupinu. Vytvara sa aldehyd, ktory potom reaguje
s molekulou protilatky. Pripojenie vznika cez tvorbu Schif-
fovej zasady s aminoskupinami molekuly protilatky. Liediva
s reaktivnymi sulfhydrylovymi skupinami mézZu naviac kopulo-

vat s molekulami protilatky.
Detekcia a stanovenie rozpustného fibrinu in vitro

Ako uz bolo uvedené vyssSie, hemostatické mechanizmy vy-
zaduju zlozZzitd naslednost reakcii, .ktorymi sa fibrinogén
s pomocou trombinu celkom premeni na fibrin. Koneénym vy-
sledkom tychto reakcii je vznik trombusu (krvnad zrazenina).
Nadslednost reakcii sa zjednodusene mdZe znazornit trojstup-

novym procesom:

Stupenn 1 - Proteolyza: Fibrinogén (+ trombin) ->.
monoméry fibrinu + fibrinopeptidy A a B

Stupenn 2 - Polymerizéacia: Monoméry fibrinu <===>
rozpustné fibrinové polyméry

Stupen 3 - ZréazZanie: Rozpustny fibrinovy polymér ->

fibrinovad zrazenina.

Fibrinogén pozostava z troch parov neidentickych poly-
peptidovych retazcov: Aa, BB a gama. Pozri L. Stryer,
Biochemistry, 3.vydanie, str. 249, VtH. Freeman and Company,
New York (1988). V podiatoénom stupni, v ktorom sa fibrino-
gén meni na fibrin, hore oznadenom ako stupen 1, sa fibrino-

gén Stiepi trombinom, pridom 2z aminoskupinou zakonéenych
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koncov dvoch fibrinogénovych Aa- retazco vznika fibrinopep-
tid A. Vysledny monomér je DesAA fibrinovy monomér. Ako je
tiez =znazornené v stupni 1, sucasne, ale ovela pomalSie
trombin ods$tiepi =z aminoskupinami zakoncenych koncov dvoch
fibrinogenovych Bp-retazcov aj fibrinopeptid B. Vysledkom
uvolriovania fibrinopeptidu je, Ze sa na B a a retazcoch fib-
rinu obnazZujui a vystavuji na reakciu nové koncové’ aminosku-
piny. V stupni 1 vznikajuice molekuly su fibrinopeptid A,
fibrinopeptid B a fibrinové monoméry DesAA a DesAABB, v hore
uvedenej schéme vyznacdené ako "monoméry fibrinu". Pozri V.
Nieuweizen, Blood Coaqulation and Fibrinolysis, 4:93 az 96
(1993) . Ako je znazornené v stupni 2, monoméry fibrinu potom
tvoria nekovalentné (nezosietované) a kovalentné (zo;iefovaﬁ
né) vazby za vzniku rozpustnych fibrinovych polymérov. Roz-
pustné fibrinové polyméry potom tvoria fibrinovd zrazeninu,
ako v schéme znazornuje stupen 3.

‘ Rozpustny fibrin je definovany ako akykolvek druh mole-
kdl, vznikajiuci =z fibrinogénu alebo =z fibrinu, ktory moéze
viest k vzniku fibrinovych polymérov, alebo od
fibrin(ogén)u odvodeny druh molekdl, ktory ma molekulovu
hmotnost vdc¢s$iu ako je molekulovad hmotnost prirodného fibri-
nogénu, pric¢om sa zachovava vo forme roztoku v krvi. Nezo-
sietované a zosietované polyméry DesAABB fibrinu, ktoré sa
vytvorili v horeuvedenom druhom stupni si dva druhy z viace-
rych druhov rozpustného fibrinu. Vyraz rozpustny fibrin za-
hrnuje naviac rézne iné druhy, napriklad polyméry DesAA fib-
rinu, komplexy tvorené interakciou medzi monomérmi fibrinu
(bud DesAA alebo DesAABB fibrinovymi monomérmi) a produktami
rozkladu fibrinogénu X, Y, D a R (opis uvedenych rozkladnych
produktov pozri v casti Monoklénova protilatka, Specifika
k fibrinu) a tiez, napriklad, DesAA a DesAABB monomérmi
v komplexe s fibrinogénom, pozri Nieuwenhuizen, strany 93 az
94.

Rozpustné polyméry fibrinu sﬁiprechodnymi prekurzormi
nerozpustného fibrinu, to znamena krvnej zrazeniny. S tym
spojené zvysSenie hladiny rozpustnych polymérov fibrinu

v plazmach sa povazZuje za prejav ohrozenia alebo postihnutia
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jednotlivcov trombdézou (vznik vnutrocievnych krvnych zraze-
nin). Ddékaz a stanovenie mnoZstva tychto polymérov v krvi,
osobitne rozpustnych DesAABB fibrinovych polymérov, bude
preto uzitodné ako ukazovatel zacinajicej tvorby krvnych
zrazenin. Pozri Bang et al., Patent USA cislo S5 206 140.
Niekoré druhy rozpustného fibrinu sa v minulosti dete-
govali alebo stanovovali réznymi spésobmi,‘ vratane, napri-
klad stanovenia fibrinopeptidu A pouzitim protilatky k Aa
a gama epitopom, vystavenym na premenu fibrinogénu na fib-
rin, Nieuwehuizen, 94 az 96, a stanovenia D-dimérov, Marder
et al., Patent USA &islo 5 206 140. Iné, uZ pouzité sposoby
na urdenie pritomnosti alebo stanovenia mnoZstva rozpustného
fibrinu zahrnuju stanovenie aglutindcie erytrocytov, obale-
nych fibrinom v pritomnosti rozpustného fibrinu, gélovia
chromatografiu, zvysSenie aktivéacie plazminogénu plazminogé-
novym aktivAdtorom t-PA, pozri Nieuwenhuizen na strane 94,
gciéciu etanolom alebo siranom protaminu, N-termindlovu ana-
lyzu fibrinogénovych zvyskov, <c&istenych z plazmy, zabudova-
nie 14C znad&eného glycin-etyl esteru a agardézovu gélovu
chromatografiu, pozri Bang a Chang na stranach 111 az 118.
Ani jeden z tychto spdsobov viak neumoznuje Specificky doka-
zat alebo stanovit obsah oboch uvedenych druhov polymérov,
teda rozpustnych zosietovanych polymérov a rozpustnych nezo-

sietovanych polymérov fibrinu.

In vitro stanovenie rozpustnych zosietovanych polymérov fib-
rinu a rozpustnych nezosietovanych polymérov fibrinu.

Tento vyndlez je zaloZeny na zisteni, Ze mozno usku-
to¢nit in vitro urcenie pritomnosti a stanovenie mmnozZstva
rozpustnych =zosietovanych DesAABB fibrinovych polymérov
a rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibrinovych polymérov.
Uvedené polyméry obsahuju DesAABB polyméry fibrinu. Pri uve-
denej analyze sa nezachytavaju (a) fibrinogén, (b) rozkladné
produkty fibrinogénu, (c) DesAA fibrinové monoméry,
(d) DesAA fibrinové polyméry, (e) DesAABB fibrinové monomé-
ry, (f) =zosietovany fibrinogén (fibrinogén po posobeni

faktora XIIIa) (g) komplex DesAA monoméru fibrinu a fibrino-
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génu a (h) rozkladné produkty fibrinu ("druhy (a) az (h)").
Produkty rozkladu fibrinogénu a produkty rozkladu fibrinu su
také produkty, ktoré vznikaju U¢inkom plazminu na fibrinogén
alebo fibrin, ako sa opisuje v &asti "UrCenie krizZovej
reaktivity s fibrin(ogen)ovymi produktami rozkladu".

Je pochopitelné, Ze hore uvedend skuska je osobitne
vhodna pri klinickej diagnostike stavov, vyznaéujﬁcich sa
trombdzou. '

Skuska sa mb6zZe vykonat s pouzitim vhodnej vzorky telo-
vych tekutin, ale prednostne sa vykona s pouzitim vzorky kr-
vi cicavcov. Vhodné cicavce zahrnuju naprikléd kraliky, opi-
ce a Tudi, z céoho sa najviac uprednostnuju Tudia.

V uvedenych analyzach sa md6zZu pouzZit zname, alebo v bu-
dicnosti vyvinuté prostriedky na urdéenie rozpustnych zosie-
tovanych DesAABB fibrinovych polymérov a rozpustnych nezo-
sietovanych DesAABB fibrinovych polymérov, prostriedky, kto-
ré>nezychytévajﬁ druhy (a) az (h). Po detekcii sa vo vzorke
stanovi mnoZstvo rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibri-
novych polymérov a rozpustnych DesAABB nezosietovanych poly-
mérov bud porovnanim s kontrolnou vzorkou, alebo s pouzZitim
Standardnych roztokov, ktoré obsahuji zname mno#stva roz-
pustnych zosietovanych DesAABB fibrinovych polymérov a roz-
pustnych nezosietovanych DesAABB fibrinovych polymérov.
Standardy neobsahuju druhy (a) az (h).

Treba poznamenat, Ze prostriedok na urdenie je akykol-
vek prostriedok, ktorym sa déa stanovit pritomnost dokazova-
ného materialu vo vzorke. Prednostnym prostriedkom na urde-
nie je protilatka k rozpustnym zosietovanym DesAABB fibrino-
vym polymérom a rozpustnym nezosietovanym DesAABB fibrinovym
polymérom. Uvedend protilatka nedava krizovi reakciu s (a)
fibrinogénom (b) rozkladnymi produktami fibrinogénu, (c)
DesAA fibrinovymi monomérmi, (d) DesAA fibrinovymi polymér-
mi, (e) DesAABB fibrinovymi monomérmi, (f) zosietovanym
fibrinogénom (fibrinogén po pésob;ni faktora XIIla), (g)
komplexom DesAA monoméru fibrinu a fibrinogénu a (h)
rozkladnymi produktami fibrinu. Na wurcenie pritomnosti

a stanovenie mnoZstva rozpustného nezosietovaného DesAABB
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fibrinového polyméru a rozpustného nezosietovaného DesAABB
fibrinového polyméru vo vzorke sa moZe pouzit v tomto odseku
uvedena protilatka. Takéto protilatky zahrnuja polyklonové
a monoklonové protilatky, prednostne monoklonové. Protilatka
sa moze odvodit z ktoréhokolvek druhu. Prednostne je vsak
protilatka povodu Tudského, mySaciecho alebo kraliCieho. Ta-
kéto protilatky dalej zahrnuji chimérové protilatky, jedno-
retazcové protilatky a fragmenty Fab, pricCom protilatky nie
su uvedenymi latkami obmedzené.

Prikladom uvedenych protilatok je monoklonova protilat-
ka MH1, ktora je uz opisand v castiach "Stanovenie kriZovej
reaktivity s fibrinogenom" az "Stanovenie krizovej reaktivi-
ty s nezosietovanym fibrinom a nezosietovanymi fibrinovymi
zrazeninami" a tiez v ¢&asti "UloZenie hybridémov". V uvede-
nych éastiach sa opisuje charakteristika spésobu vazby uve-
denej protilatky MH1 a naviac sa tdto protilatka neviaze
s komplexom rozkladnych produktov fibrinogén-fibrinu. Tato
vlastnost protilatky MH1 méze =zvy$it jej ucinnost ako
prostriedku na wurcenie pritomnosti a stanovenie mnoZstva
rozpustnych zosietovanych a rozpustnych nezosietovanych
DesAABB fibrinovych polymérov.

Treba poznamenat, Ze sa mOZu pouzit dve alebo viac pro-
tilatok v tom istom prostriedku na urcenie a stanovenie. Na
uré¢enie pritomnosti a stanovenie mnozstva rozpustnych zosie-
tovanych a rozpuStnych nezosietovanych DesAABB fibrinovych
polymérov sa potom mb6Zu v kombinacii pouzit profilétky
s rozdielnou Specifickostou, napriklad vo vzorkach, kde ani
jedna samotnd protilatka nie je schopnd tvorit komplex
s obidvoma druhmi polymérov: s rozpustnymi DesAABB zosieto-
vanymi a rozpustnymi nezosietovanymi DesAABB fibrinovymi‘po-
lymérmi, zatial ¢o kombinadcia dvoch alebo viac protilatok
mdze takéto komplexy vytvorit. Samozrejme, ze ziadna z pro-
tiladtok nembébze davat krizZovu reakciu s druhmi (a) az (h).

Treba poznamenat, Ze pri pouziti protilatok mézZe byt
nevyhnutné pouzit druhovo Specifické protilatky.

Na vyrobu protilatok sa mb6Zu imunizovat rodzne hostitel-

ské zvieratd injekciou rozpustnych zosietovanych DesAABB
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fibrinovych polymérov a rozpustnych nezosietovanych DesAABB
fibrinovych polymérov ako antigénov. Hostitelské zvierata
méZu byt kraliky, mys$i, krysy a tak dalej, ale ich vyber nie
je tymto obmedzeny. Uvedené polyméry sa mézu selektivne izo-
lovat za pouzitia napriklad MH1 protilatky, viazanej na afi-
nitnej koléne Sepharose-protilatka MH1. Polyméry sa mbZu
pripravit nasledovne: najprv sa mlzZe pripravit rozpustny
fibrin in vitro pridanim nizkej hladiny trombinu do citréto-
vanej plazmy. Po poklese aktivity trombinu pridanim silného
trombinového inhibitora ako je hirudin sa vzorky plazmy pre-
nest na stipec Sepharose - MH1. Tato koldéna Sepharose-MH1 sa
méze pripravit véazbou protilatky MH1 na bromidom kyanogénu
aktivovanu Sepharosu 4B (Pharmacia) tak, ako je v tejto ob-
lasti bezné. Pozri Pharmacia Products, vlozku so spOsobmi
pripravy kolény protilatka-Sepharosa 4B za pouzitia predak-
tivovanej Sepharosy 4B. Spociatku sa rozpustny fibrin prene-
sie na kolénu Sepharose-MH1 =za pritomnosti fosforecCnanom
pufrovaného roztoku soli (PBS). Po naviazani na stipec
Sepharose-MH1, sa za pritomnosti PBS mézZe rozpustny fibrin,
viazany na koléne Sepharose-MH1 eluovat pouzitim roztoku
tiokyanatu sodného. Po dialyze proti PBS sa izolovany roz-
pustny fibrinovy polymér mézZe uchovavat pri -70 °C.

Na zvysSenie imunitnej odozvy sa mdézZu v spojeni s izolo-
vanymi polymérmi pouzit roézne adjuvanta, v zavislosti od
druhu hostitela. M6Z2u sa pouzit dalej uvedené adjuvanti,
ktorych vyber vS$ak nie tymto obmedzeny, vratane Freuhdovych
adjuvant (dplnych aj neuplnych), minerdlnych gélov ako je
hydroxid hlinity, povrchovo aktivnych latok ako je lyzoleci-
tin, plurdénové polydly, polyaniény, peptidy, olejové emul-
zie, pohotovy prisavny hemokyanin, dinitrofenol a potenciél—
ne uzitocné Tudské adjuvanta ako je BCG (bacille
Calmette-Guerin) a corynebacterium parvum.

Monoklonové protilatky, Specifické k rozpustnym zosie-
tovanym a rozpustnym nezosietovanym DesAABB fibrinovym poly-
mérom, ktoré nedavaji kriZova reakciu s drubhmi (a) az (g),
sa mbOZu pripravit vyuzZitim ktorejkolvek techniky, ktora

umoznuje pripravu molekul protilatky v kultire s nepretrzi-
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tou bunkovou liniou. Uvedené techniky zahrnuju, ale ich zoz-
nam nie je tymto vycerpany, hybridémova techniku, pdvodne

opisani Kohlerom a Milsteinom, (Nature, 1975, 256:495 az

497), ovela neskorsiu hybridémovi techniku s Iudﬁkymi
B-bunkami (Kosbor et al., 1983, Immunology Toady 4:72)

a EBV-hybridémova techniku (Cole et. al., 1985, Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Iné., strany
77 az 96). Podla dals$ieho uskutocnenia tohto vynalezu sa mo-

noklonové protilatky mézu pripravit v sterilnych zvieratach

s pouzitim sucasnej technolégie, pozri casti “"Materidly
a postupy" az "Pouzitie systému bezantigénovych zvierat na
pripravu monoklonovej protilatky, Specifickej k fibrinu".

Prikladom takejto pripravy protilatky je priprava MH1, opi-
sanad hore v castiach "Priprava monoklonovych protilatok pou-
zitim myS$Si bez antigénov" az "Ulozenie hybriddémov".

Podla tohto vynadlezu sa lTudské protilatky mdéZu pouzit
alébo sa mézu ziskat pouzitim Tudskych hybridémov (Cote et
al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci., 80:2026 az 2030), alebo
transformovanim Tudskych B-buniek s EBV virusom in vitro
(Cole et al., 1985, Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, Inc., strany 77 az 96). Podla tohto
vyndlezu sa moé6zZu v skutoCnosti pouzit techniky, vyvinuté na
pripravu ‘"chimérovych protilatok" (Morrison et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci., 81, 6851 az 6855; Neuberger et al.,
1984, Nature, 312:604 az 608; Takeda et al., 1985, Nature,
314:452 az 454) Stepenim génov z molekuly protiladtky z myS$i
s vhodnou antigénovou S$pecifickostou spolu s génmi z moleku-
ly Tudskej protilatky s vhodnou biologickou aktivitou; také-
to protilatky sd v ramci tohto vynélezu.

Podla tohto vynalezu sa mbéze na pripravu $pecifickych
jednoretazcovych protildtok prispbsobit technika, opisana na
pripravu jednoretazcovych protildatok ( Patent USA ¢&islo 4
946 778).

Dal$ie uskutoénenie tohto vynélezu vyuziva techniku,
opisani na vystavbu Fab expresovych kniznic (Huse et al.,
1989, Science, 246:1275 az 1281). - Tym sa umozni rychla

a lahka identifikécia monoklonovych Fab fragmentov s vyzado-
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vanou $pecifickostou k rozpustnym zosietovanym a rozpustnym
nezosietovanym DesAABB fibrinovym polymérom.

Fragmenty protilatky, ktoré obsahuju Specifické vazbové
miesta k rozpustnym zosietovanym a rozpustnym nezosietovanym
DesAABB fibrinovym polymérom sa mééﬁ pripravit znamymi tech-
nikami. Fragmenty napriklad zahrnujd, ale nie st obmedzené
na: F(ab ), fragmenty, ktoré sa m6zu vyrabat pepsinovou di-
gesciou molekuly protildtky a Fab <fragmenty, ktoré mézu
vznikat redukciou disulfidovych méstikov F(ab )2 fragmentov.

Protilatky podla tohto vynalezu sa mbézZu pbuiif v kto-
romkolvek z imunoanalytickych systémov, znamych v tomto od-
bore, zahrnujucich, ale neobmedzujicich sa na radioimunoana-
lyzu, enzymovi imunoadsorbentovi analyzu, "sendvicovi" ana-
lyzu, precipitinové reakcie, gélova difuznu imunodifiznu
analyzu, aglutinaé¢né analyzy, fluorescen¢né imunoanalyzy,
proteinovi (A) imunoanalyzu a imunoelektroforéznu analyzu,
ako priklady niektorych z mozZnych spbésobov. Patent USA ¢islo
4 629 783 a v fiom citované patenty tiez opisuju vhodné ana-
lytické spdsoby.

Protilatky sa mdZu pouzit ako zakladné ¢&inidla v mno-
hych spésoboch réznych imunoanalyz na stanovenie pritomnosti
rozpustnych zosietovanych a rozpustnych nezosietovanych
DesAABB fibrinovych polymérov vo vzorke krvi, alebo v inych
telovych tekutinach. Vo vsSeobecnosti sa protilatky mbézZu pou-
zit v akomkolvek type imunoanalyzy, kvalitativnej ako aj
kvantitativnej. Toto zahrfiuje dvojiti sendvi&ovd analyzu, aj
jednomiestnu sendvidovu imunoanalyzu nekonkuren¢ného typu,
ako aj tradic¢né konkurenéné vidzbové analyzy.

Sendvic¢ova analyza, alebo inak skiuska s dvojicou proti-
latok sa osobitne uprednostriueje vzhladom na lahkost detek-
cie a kvantitaivnu podstatu tejto skusky. Existuje znacny
poc¢et rbéznych uprav tejto skusky. VSetky tieto Upravy su za-
hrnuté do tohto vynalezu.

Napriklad v typickom postupe sendvicovej skusSky sa
neznackovaniad protildtka imobilizuje na tuhom substréate,
napriklad v jamke kultivac¢nej platne a skusSand vzorka sa

privedie do styku s vazbovou molekulou. Po vhodnej dobe in-
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kubacie, ktorej dizka je dostatoc¢na na to, aby sa umoznil
vznik bindrneho komplexu protilatka-antigén sa prida druha
protilatka, ktord je =znackovand spravodajskou molekulou,
schopnou vyvolavat detegovatelny signal. Inkubécia pokrééu—
je, poskytujuc dostatoény c¢as na viazanie s antigénom na od-
liSnom mieste molekuly a na vznik ternarneho komplexu
protilatka-antigén znadena protilatka. Nezreagovany podiel
sa odstrani premyvanim, pritomnost antigénu sa stanovi sle-
dovanim signalu, ktory sa mézZze kvantifikovat porovnanim
s kontrolnymi vzorkami (S$tandardmi), obsahujicimi znéme
mnozstva antigénu. Rézne upravy sendviéovejbskﬁéky zahrnuju
simultannu skusku, pri ktorej sa vzorka a protilatka simul-
tanne pridaju k vdzbovej protilatke, alebo obratenu
(reverznu) sendvidovu skusku, v ktorej sa najprv znadend
protilatka a skdSana vzorka spoja, inkubuji a pridajd sa na
povrch neoznadenej viazanej protilatky. Tieto techniky su
doﬁre zname odbornikom, skusenym v danom odbore a je zrejmé;
Ze lahko vznikaju malé uUpravy postupov. Pri pouziti vyrazu
"sendvicova skusSka" sa v tomto vyndleze rozumie, Ze zahrnuje
vSetky uUpravy zédkladnej dvojitej techniky.

Podrobnejsi priklad typickej sendvicovej skusky. Prva
protilatka je bud kovalentne alebo pasivne viazana na tuhy
nosi¢. Tuhy povrch je zvyéajne sklo alebo polymér, naj-
CastejsSie pouzivanymi polymérmi su celuléza, polyakrylamid,
nylon, polystyrén, polyvinylchlorid, alebo polypropylén. Tu-
hé nosic¢e majd byt v tvare trubidiek, perlicdiek, diskov ale-
bo mikroplatnic¢iek, alebo s akymkolvek inym tvarom povrchu,
ktory je vhodny na vykonanie . imunoanalyzy. Vazbové postupy
si v odbore dobre zname. Priprava na vykonanie skusky pokra-
cuje premytim naviazaného komplexu tuhd faza-protilatka. Po-
tom sa k tuhému komplexu pridad alikvotnad cCast skisSanej telo-
vej tekutiny a inkubuje sa tak dlhy ¢as, aby bol dostatoény
na umoznenie vazby akéhokolvek pritomného rozpustného nezo-
sietovaného DesAABB fibrinového pol?méru-a rozpustného zo-
sietovaného DesAABB fibrinového polyméru k protilatke, Spe-
cifickej k horeuvedenym proteinom. Potom sa k tuhému komple-

xu pridd druhd protilatka a inkubuje sa dalej taku dobu,
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ktord je dostato¢na na to, aby sa umoznila védzba druhej pro-
tilatky k primarnemu komplexu protilatka-antigén. Druhd pro-
tilatka sa viaze k spravodajskej molekule, ktorej viditelny
signal sa vyuZije na indikaciu vézby druhej protilatky ku
ktorémukolvek antigénu vzorky. Vyraz "spravodajska molekula"”
v tomto podrobnom opise znamend molekulu, ktora svojou che-
mickou povahou poskytuje analyticky zistiteIny signal, ktory
umozZniuje detekciu antigénom viazanej protilatky. Detekcia
musi byt kvantifikovateIna, pri najmensom aspornl porovnavanim
so znamymi vzorkami, aby umozZniovala stanovenie mnoZstva an-
tigénu vo vzorke. Uvedené mnoZstvo sa mdzZe vypocitat abso-
ldtne, alebo sa mbézZe urcit pomocu porovnania so Standardami
(alebo sériami S$tandardov), obsahujticimi zndmu hladinu obsa-
hu antigénu. .

Najbeznejsie pouzZivané spravodajské molekuly pre tento
typ imunoanalyzy si bud enzymy alebo fluoroféry. Pri pouziti
enzymovej imunoanalyzy sa enzym spaja s druhou protilatkou,
casto pomocou glutaraldehydu alebo jodistanu. Skidsenym od-
bornikom v danej oblasti je dobre znédme, Ze na pripojenie
enzymu k protilatke je znamych vela druhov réznych konjugac-
nych technik. BezZne pouzivané enzymy, medzi inymi, zahrnuju
chrenovi peroxidazu, glukézovi oxidazu, p-galaktozidazu
a alkalickdi fosfatazu. Substraty, wuzZivané so Specifickymi
enzymami sa vo vSeobecnosti vyberdi tak, aby po hydrolyze
zodpovedajﬁcim enzymom poskytovali =zistitelnu zmenu farby.
Napriklad, na pouzitie s konjugadtom alkalickej fosfatazy je
vhodny p-nitrofenylfosfat; pre peroxidazovy konjugat sa zvy-
¢ajne pouziva 1,2-fenyléndiamin alebo toluidin. MézZno tiez
vyuzit fluorogenné substraty, ktoré poskytujui fluorescené&ny
produkt miesto chrémogenného substratu, ako je uvedeny vys$-
Sie. Vo vsetkych pripadoch sa pridd enzymovo znadeni proti-
latka, aby sa viazala ku komplexu. Prebytok ¢inidla sa od-
strani premyvanim. Potom sa k trojnadsobnému komplexu proti-
latky, antigénu a znaéenej‘protilétky prida roztok obsahuju-
ci prislusny substrdt. Substrat reaguje s enzymom viazanym
na druhd protilatku, ¢im vznikda vizualne zistitelny kvalita-

tivny signal, ktory sa méze dalej kvantifikovat, zvy&ajne
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spektrofotometricky, ¢im sa ziska udaj o mnozZstve antigénu,
ktoré je pritomné vo vzorke séra.

K protilatkam sa volitelne mdézZu chemicky viazat (bez
toho, Ze by to zmenilo ich schopnost vazby) fluorescencné
zluéeniny, ako je fluorescein alebo rodamin. Aktivaciou os-
vetlenim svetlom urditej vlnovej dizky, fluorochrémom znace-
na protilatka absorbuje svetelnu energiu, vyvolava nabudeny
stav molekuly, nasledovany emisiou svetla s chrakteristickou
vlnovou diZkou, ktora je vac¢$ia ako povodna vlinova dizka.
Emisia sa prejavuje ako charakteristicka farba, vizudlne
zistitelna optickym mikroskopom. Podobne ako v enzymovej
imunoanalyze (EIA), fluorescencne znacCena protilatka sa mdzZe
viazat k prvému antigénovému komplexu. Po odstraneni nadby-
to¢ného ¢inidla premytim sa zostavajuci trojnasobny komplex
vystavi svetlu prisludnej vlnovej dIiZky a pozoruje sa fluo-
rescencia, ktord poukazuje na pritomnost antigénu. Obidva
spOsoby, imunofluorescenc¢na analyza a EIA, su velmi zauziva-
né v odbore a su osobitne uprednostrnované. MozZzu sa vsSak pou-
Zzit tiez iné spravodajské molekuly, ako su radioizotopy,
chemiluminiscenéné alebo bioluminiscendné molekuly. Skisenym
odbornikom v danom odbore je zrejmé, ako mozZno upravit pos-
tup, aby presne vyhovoval na vyzadované Specifické pouzitie.

VoliteIne sa mdéze pouzit skusand vzorka, bud krv cicav-
ca alebo telova tekutina, obsahujuca rozpustny nezosietovany
fibrinovy DesAABB polymér a rozpustny =zosietovany DesAABB
fibrinovy polymér, na jednomiestnu imunoanalyzu, pri ktorej
je vzorka. zachytena na tuhy substrat, bud kovalentne alebo
nekovalentne. Neznacena protiléatka sa privedie do styku so
vzorkou, viazanou k tuhému substratu. Po vhodne dlhej dobe
inkubacie, tak dlhej, aby doba bola dostatodnd na umoZnenie
vzniku binarneho komplexu protilatka-antigén, pridd sa druha
protilatka, ktord je znacena spravodajskou molekulou, schop-
nou vyvolat detegovatelny signal. Inkubacia pokracuje vhodny
¢as na umoznenie vzniku trojnasobného komplexu antigénu,
protilatky a =znacenej protilatky. Pri jednomiestnej imuno-
analyze md6zZe byt druhd protilatka vSeobecnou protilatkou (to

znamend zenogénova protilatka k imunoglobulinu, osobitne
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anti-(IgM a IgG) viazanad k spravodajskej molekule), ktora je
schopna viazat protilatku, ktoria je $pecificka k rozpustnému
zosietovanému fibrinovému polyméru a k rozpustnému nezosie-
tovanému fibrinovému polyméru. '
Detekcia a stanovenie mnozstva rozpustnych nezosietova-
nych DesAABB fibrinovych polymérov a,K rozpustnych zosietova-
nych desAABB fibrinovych polymérov in vitro'sﬁ osobitne uZi-
toc¢né tam, kde sa detekcia a stanovenie vykonaju s pouzZitim
plazmy pacientov s cielom ziskat indikédciu nastavajicej ale-
bo uz existujicej trombotickej prihody, spbsobenej nastava-
jucou alebo uz existujucou trombdzou. Pozri napriklad V.
Nieuwenhuizen , str. 94, Bang and Chang, strany 109 az 122
a Marder et al., Patent USA ¢islo 5 206 140. Uvedené prihody
zahrnuji napriklad trombézu hlbokych zil ("DVT"), stav, kto-
ry nastava ako nasledok krvnej zrazeniny v hlbokych Ziléch
néh; plucny embolizmus (PE), ktory vznika, ked sa trombus
(kfvné zrazenina) odputava z hlbokych 2il a embolizuje do
pliacneho cievneho zvéazku; rozptylena vnatrocievna koagula-
cia, ktorad vznika ako nasledok suistavnej aktivacie kaskady
zradzania krvi (napriklad pri bakteridlnych nékazach); in-
farkt myokardu (MI-myocardial infarction), ktory vznika ako
vysledok trombusu, okludovaného na srdcovych tepnach, ktoré
dodavaju krv do srdcového svalu; porazka a vnutrosrdcové
tromby, vytvorené ako nasledok artdlnej fibrildcie. PouZitim
skasky na detekciu a stanovenie rozpustnych nezosietovanych
DesAABB fibrinovych polymérov a rozpustnych zosietovanych
DesAABB fibrinovych polymérov v kombindcii s pozorovanim
dals$ich symptémov pacienta moZno diagnostikovat typ trombo-
tickej prihody. Uvedené symptény pacienta su také, ktoré sa
beZne vyuzivaju pri klinickej diagnéze nastdvajucich alebo
existujucich trombotickych prihod. Uvedend detekcia a stano-
venie rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibrinovych poly-
mérov a rozpustnych zosietovanych DesAABB fibrinovych poly-
mérov su osobitne uZitodné ako pros%riedok na diferencialne
diagnostikovanie pacientov s bolestou v hrudi v désledku za-
Cinajuceho MI od pacientov, ktori maju bolesti v hrudi

v dbésledku inych stavov.
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Priklady materidlov a spoOsobov

Proteiny

Albumin a trombin bovinného séra sa ziskali od ICN
(Costa Mesa, CA, USA). Hirudin, chrenovad peroxidaza a di-
hydrochloridové o-fenyléndiaminové substratové tablety boli
dodané Sigma Chemical Co. ( St.Louis, MO, USA). Ludsky
fibrinogén (Cistota L) sa zakupil od Helena Laboratories
(Beaumont, TX, USA). Fibrinogén sa dalej Cistil zrazZanim si-
., 37,
165-176 (1985). V systéme skusSok pouzita anti-fibrinova mo-

ranom aménnym podla ddajov Holm et al., Thromb. Res

noklonova protilatka MH1 sa pripravila spdsobom, ktory sa
opisuje hore v casti "Monoklénovd protilatka, Specifika
fibrinu". Antifibrinogénovad monoklonova protilatka 45] sa
pripravila spdsobom, ktory sa opisuje v c¢asti "Monoklénova
protilatka, Specifikd fibrinu" tohto textu.

| DesAABB fibrinovy monomér sa pripravil rozpustenim ne-
zosietovaného fibrinového polyméru v roztoku 50 mM pufra
z octanu sodného (pH 5,3), ktory obsahoval bromid sodny.

Rozpustné zosietované DesAABB polyméry sa pripravili
inkubdciou fibrinogénu alebo citratovanej plazmy s nizkou
hladinou trombinu (0,025 jednotiek/ml) po dobu 5 az 7 minut.
Reak¢éna zmes tiez obsahovala faktor XIIIa. Reakcia sa preru-
Sila pridavkom hirudinu do reakénej zmesi, vyslednad koncen-
tradcia 10 ATU/ml) .

Nezosietované rozpustné DesAABB fibrinové polyméry sa
pripravili inkubdciou citridtovanej plazmy alebo fibrinogénu
roztokom trombinu, obsahujicom EDTA (12 mM, vysledna koncen-
tracia) poc¢as 7 az 8 minut pri 37 °C. Reakcia sa zastavila
pridavkom prebytku hirudinu do reakénej zmesi, (vysledna
koncentracia 10 ATU/ml).

Konjugaty MH1 a 45] s chrenovou peroxidéazou
!
(Prevzaté z: Vilson a Nakane, Immunofluorescence and
Related Staining Techniques, Knapp, et al. (eds.),

strany 215 az 224, Elsevier/North Holland Biomedical
Press, Amsterdam (1978)).
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Chrenova peroxidéaza (HRP) (RZ >3) (10 mg) sa rozpustila
v 1 ml destilovanej vody. Pridal sa cerstvo pripraveny 0,1
M roztok jodistanu sodného (0,4 ml) a zmes sa silno miesala
20 minut. S pouzitim mikrokoncentratora Centricon 10 sa po-
tom roztok preniesol do pufra =z 6ctanu sodného (1 mM, pH
4,4) pri 4 °C.

Pridanim 40 pl 0,2 M pufra z uhlic¢itanu a hydrogenuhli-
¢itanu sodného (pH 9,5) sa pH roztoku zvysSilo na 9,5. Ihned
po zvySeni pH sa pridala protilatka MH1 (20 mg) v 2,0 ml
0,01 M pufra =z uhlid¢itanu-hydrogenuhlicditanu sodného (pH
9,5). Roztok sa mierne mieSal pri teplote miestnosti podas
2 hodin. Potom sa pridalo 0,2 ml derstvo pripraveného rozto-
ku bérhydridu sodného (4 mg/ml). Zmes sa ponechala stat dve
hodiny pri 4 °C.

Nakoniec sa konjugat protilatky s HRP dialyzoval proti
5 x 4 litrom PBS pri 2 az 8 °C.

Konjugat sa uchovaval v hnedej nadobe pri 2 az 8 °C.

Vzorky krvi

Vzorky krvi sa odobrali so sithlasom zdravych dobrovol-
nikov a od pacientov =z jednotiek intenzivnej starostlivosti
so symptémami MI, napriklad s vyraznymi bolestami v hrudi.
Vzorky krvi sa vlozili do citranu sodného s pouzitim
Vacutainer-ov (Becton Dickinson). 15 - minutovym odstredenim
pri 2400 otac¢ok za mindtu sa oddelila plazma. Plazma sa bud

ihned pouzila alebo sa zmrazen& ulozila pri -70 °C.

Stanovenie rozpustného fibrinu sp6sobom ELISA

Rozpustny fibrin sa urcCoval vo vzorkach cCerstvej alebo
mrazene]j plazmy s pouzitim sendvicového typu enzymového ihu—
noadsorbentového systému. Viazanou protilatkou v tomto su-
¢asnom vynaleze bola antifibrinova protilatka MH1l. Detekcénou
(alebo znackovou) protilatkou bol HRP konjugat rovnakej pro-
tilatky. Alternativne sa ako detekéna protilatka pouzil kon-
jugat antifibrinogénovej protilatky 457.

Polyvinylchloridové 96-jamkové mikrotitracné platne sa

pokryli monoklonovou protildtkou MH1 tak, 2Ze sa v povlaku
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pufra (boritan sodny, pH 8,5) pocas 12 aZz 16 hodin inkubova-
lo 100 pl roztoku Mab (pri 50pg/ml) pri teplote 4 °C. Premy-
vanim jamiek sa =z platni odstranila neviazana protilatka.
Premyvalo sa trikrdt roztokom PBS-Tween. S MH1 pokryté jamky
sa prekryli s BSA prostrednictvom inkubacie s 200 pl roztoku
BSA (1 %-ny) v PBS (PBS-BSA) pocas 1. hodiny pri teplote 37
°C. Neviazand BSA sa odstréanila po obréateni plafni miernym
osusenim papierovou osuskou. V jamkach obsadenych s MH1-BSA
sa inkubovali citréatované vzorky (50 pnl), ktoré obsahovali
rozpustny fibrin. Inkubacia sa viedla 30 mintt pri 37 °C.
Neviazané latky sa odstrdnili otocenim kultiva&nych platni
a miernym osusenim papierovou osuskou. Jamky sa potom tri-
krat premyli s PBS-Tween. Viazany rozpustny fibrin sa v jam-
kach detegoval najprv inkubdciou s 100 pl PBS-BSA roztoku
konjugatu MH1-HRP (alebo HRP konjugatu
s antifibrin(ogén)ovou protilatkou 45J) pocas 30 minat pri
teplote 37 °C. Neviazany konjugat sa odstranil obratenim
platni a trojnadsobnym premytim jamiek s roztokom PBS-Tween.
Viazany konjugadt sa detegoval pridavkom 100 pl roztoku di-
hydrochloridu O-fenyléndiaminu pri teplote miestnosti po do-
bu 10 mindt. Roztok substratu sa pripravil rozpustenim tab-
lety dihydrochloridu O-fenyléndiaminu v roztoku citranu sod-
ného, obsahujucom H50,.

Vyvoj sfarbenia sa prerusil po 10 minutach pridavkom
25 pl 1 M roztoku kyseliny sirovej. Pri 490 nm sa stanovila
absorbancia roztokov v kazdej jamke s pouzitim snimaca
mikrotitraénych platni Thermomax (Molecular Device, Menlo
Park, CA, USA).

Priprava kolén na afinitni chromatografiu

Kolény Sepharose-MH1 sa pripravili nasledovne:

Odvazil sa 1 g vymrazovanim vysuSenej a bromidom kyano-
génu aktivovanej Sepharosy 4 B (Pharmacia) a latka sa sus-
pendovala v 1 mM roztoku HCI1. Vylaéeny gél sa premyval 15
minit 1 mM roztokom HCl na filtri so sklenou fritou.

Vo vazbovom pufri (0,1 M roztok NaHCO5, pH 8,3, obsahu-
jacom 0,5 M NaCl) sa rozpustila protildtka MH1 (20 mg)
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a opatrne sa zmie$ala s vylu¢enym gélom. MieSanie sa vykona-
lo v uzavretej nadobe poc¢as 2 hodin pri teplote miestnosti
alebo pri 4 °C cez noc.

Po zmies$ani sa gél premyl vdzbovym pufrom na odstréane-
nie nadbytku protilatky. Neobsadené aktivne miesta sa obsa-
dili po6ésobenim 0,1 M roztoku Tris HC1l, pH 8,0 (alebo 1
M roztoku etanolaminu, pH 9,0) poéaé 2 hodin pri teplote
miestnosti. Potom sa gél s viazanou protilatkou trikrat pre-
myl s 0,1 M octanovym pufrom (pH 4,0, obsahujicim 0,5
M NaCl), potom Tris-pufrom (0,1 M roztokom, pH 8, obsahuju-
cim 0,5 M NaCl). Viazana protilatka sa uchovavala pri 4 °C
v roztoku azidu sodného (1 %-ny roztok).

Kolény Sepharose-DesAABB fibrinovy monomér sa pripravi-
1i nasledovne: DesAABB fibrinovvé monoméry sa viazali na
Sepharosu 4B, aktivovani bromidom kyanogénu v pritomnosti
1 M NaBr v 0,1 M boritanovom pufri (pH 8,2) rovnakym spdso-

bom, aky sa pouzil pri priprave koldény Sepharose-MH1.

Charakter rozpustného fibrinu, skumany in vitro analyzou
rozpustnych fibrinovych polymérov s pouzitim MH1 na detekciu
rozpustného fibrinu

V cCasti “"Stanovenie Specifickosti k fibrinu" sa uz
uviedlo, Ze protilatka MH1 nerozoznava fibrinogén, ktory je
v plazme prekurzorom fibrinového polyméru. V uvedenej casti
sa -tiei uviedlo, z2e pouzita protilatka rozoznava obidva
fibrinové polyméry, aj zosietovany aj nezosietovany fibrino-
vy polymér. Naviac sa v tejto casti ukazalo, ze rozklad
fibrinu plazminom, (alebo ktorykolvek proces, ktory vedie
k rozkladu fibrinovej polymérnej Struktiry) spdsobuje pokles
imunitného rozoznavania fibrinu uvedenou protilatkou. Z toho
vyplyva, Ze protilatka MH1 nerozoznava nijaky zo znéamych,
pO6sobenim plazminu vzniknutych, rozkladnych produktov zosie-
tovaného fibrinu.

Dékaz, ze protilatka MH1 rozoznava iba polymérne
Struktiry DesAABB fibrinu a nerozozndva monomérne desAABB
fibrinové jednotky sa ziskal afinitnou chromatografiou.

Struéne, 0,5 mg protildtky MH1 sa prelialo S mililitrovou
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kolénou Sepharose-desAABB fibrinovy monomér. Koléna sa pre-
myla vyrovnavacim pufrom (0,1 M tris pufrovany roztok soli
(TBS), pH 8,5). Nezistila sa zZiadna vyznamna vazba protilat-
ky na koléne. Na obrazkuku 1A je znadzornené ako sa protilat-
ka eluuje pri priechode kolénou. Ak sa kolbéna eluovala 6
M roztokom hydrochloridu guanidinu, tak sa uvolnil a ziskal
maly podiel viazaného proteinu. Protein sa dokazoval pri mo-
nitorovani vsetkych frakcii pri 280 nm. Protilatka sa stano-
vila skusSanim imunoreaktivity proteinu spb6sobom ELISA s tu-
hym adsorbentom s pouzitim mikrotitra¢nych jamiek, pokrytych
fibrinom. Pozri ¢ast "DOkaz pritomnosti a stanovenie proti-
latky" na opis pouzitého spOsobu ELISA. Na koléne viazany
protein je dO6sledkom pritomnosti malého mnoZstva znedistuju-
ceho rozpustného DesAABB fibrinového polyméru, zachyteného
na koléne s DesAABB fibrinovym monomérom. Toto znedistenie
pochadza z vychodiskového materidlu, ktory sa pouzil pri
priprave DesAABB fibrinovej monomérovej kolény. Aby sa preu-
kazalo, ze koléna Sepharose-DesAABB fibrinovy monomér je
schopna viazat protilatku, v kontrolnom pokuse sa kolénou
preliala fibrinogénova Specifickd monoklonovA protiléatka
(Mab) . Z obrazkuu 1B je zrejmé, ze elucia protilatky 45] vy-
zaduje kolénou viazany kontrolny Mab, antifibrinogénovi pro-
tilatku 45] a pésobenie hydrochloridu guanidinu (6 M).
Horeuvedeny ddékaz, ze protilatka MH1 rozoznava aj zo-
sietované, aj nezosietované rozpustné DesAABB fibrinové po-
lyméry sa ziskal pokusom, v ktorom rozpustné DesAABB fibri-
nové polyméry vznikali uéinkom trombinu na citrdtovaniu plaz-
mu v pritomnosti a v nepritomnosti EDTA (EDTA zabranuje fak-
toru XIIla =zosietovat DesAABB fibrinové polyméry). Uvedené
zosietované a nezosietované DesAABB fibrinové polyméry sa
pripravili spbsobom, opisanym v c¢asti "Proteiny" a ich pri-
slusné imunoreaktivity sa stanovili pouzitim ELISAnalyzy,
ako sa uvadza v c¢asti "Stanovenie rozpustného fibrinu spéso-
bom ELISA". Ako je znazornené na obrézku 2, pouzitym skusob-
nym systémom sa nezistil nijaky vyznamny rozdiel imunoreak-
tivity medzi zosietovanymi (B) a nezosietovanymi (C) fibri

novymi polymérmi.



- 72 -

Dbékaz, z2e protilatka MH1 nerozoznava rozpustny desAA
fibrinovy polymér sa ziskal pokusom, v ktorom sa DesAA fib-
rinovy polymér pripravil z fibrinogénu alebo plazmy pdsobe-
nim z hadieho jedu odvodeného enzymu batroxobinu z Bothrops
atrox, ktory z molekuly fibrinogénu selektivne od$tepuje
fibrinopeptid A (FPA). Batroxobin neod$tepuje fibrinopeptid
B (FPB), na rozdiel od trombinu, ktor§ odstepuje obidva, FPA
a FPB. Vysledkom odstranenia FPA je polymerizacia desAA fib-
rinovej monomérnej jednotky a vznik DesAA fibrinovej zraze-
niny. Obrazok 3 predstavuje vznik zrazeniny meranim absor-
bancie reakéhej zmesi pri 340 nm, ked sa vzorka fibrinogénu
inkubovala s roztokom batroxobinu. Inkubacia prebiehala 15
minat pri teplote miestnosti. Absorbancia sa s c¢asom postup-
ne zvysSovala tak, ako sa zvysSovala dizka a koncentracia rozg
pustnych DesAA fibrinovych polyméfov aZz sa nakoniec vytvori-
la zrazenina. V pokuse, v ktorom sa skusala MH1 na rozozna-
vanie desAA fibrinu sa desAA fibrinovy polymér pripravil in
vitro inkubédciou vzorky fibrinogénu s batroxobinom (vysledna
koncentracia 0,5 jednotiek/ml) pri 37 °C. Zo vzorky, spraco-
vanej s batroxobinom sa po siedmych minttach odobrala ali-
kvétna ¢ast a skisala sa spOsobom ELISA, opisanom v &asti
"Stanovenie rozpustného fibrinu spdésobom ELISA". V tejto
vzorke sa nezaznamenala nijakd reaktivita (vzorka C), ¢o je
znazornené na obrazku 4. Z tohto experimentu mozZno dalej
usidit, zZe systém skisky nerozoznava komplex fibrinogénu
s DesAA fibrinom, ktory je dals$im zdrojom rozpustného fibri-
nu. Reak¢nd zmes, ziskana v tomto experimente by zretelne
obsahovala takéto "rozpustné fibrinové" prvky, pretoze bat-
roxobin produkuje desAA fibrinové monoméry, ktoré mbd6Zzu bez
zdbran vstupovat do interakcie s inymi desAA monomérmi, ale-
bo s digesciou neovplyvnenymi fibrinogénovymi molekulami.

Pretoze sa po pridavku batroxobinu systémom skusky ne-
preukazala nijaka reakcia, m6éze sa vyslovit uzaver, Ze sa
tieto fibrinogénové-desAA fibrinové ‘jednotky pri skuske ne-
deteguju. Vzorka B, ktord je pozitivnou kontrolou, pozosta-
vala z DesAABB fibrinovych polymérov, vzniknutych spracova-

nim vzorky plazmy s trombinom a hirudinom. Neovplyvneny fib-
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rinogén - vzorka A - sa zvolil ako negativna kontrolnad vzor-
ka.

Rozpustny fibrinovy komplex mébze tiez vznikniut acinkom
faktoru XIIIa zosietovanim pdévodnych molekil fibrinogénu na
molekuly fibrinogénovych dimérov (Kanaide et al., J. Lab.
Clin.Med., 86,: 574 az 579 (1975). Pouzitym postupom skusky
sa nedeteguje fibrinogén, ovlyvneny faktorom XIITa (FXIIIa).
V tomto pokuse sa na fibrinogén v jamkach mikrotitracdénych
platni najprv pbésobilo trombinom, aktivovanym faktorom XIIIa
po dobu 1,5 hodiny pri 37 °C. Po prerusSeni ostavajiucej trom-
binovej aktivity sa protilatka MH1 inkubovala v jamkéach
spracovanych s FXIIIa a na detekciu viazanej protilatky MH1
sa pouzil konjugat protimysSacej alkalickej fosfatazy. Detek-
cia viazanej mySacej protilatky sa vykonala pridanim sub;
stratu alkalickej fosfatézy. Hladina viazanej MH1 v bunkach
sa stanovila odcCitanim absorbancie pri 490 nm. Vysledok zo
vzorky, na obrazku 5 oznacenej ako Fg+FXIIla ukazuje, Ze sa
v jamkach neviazala nijaka MH1, c¢o naznacuje, zZe protilatka
nerozoznava zosietované fibrinogénne $truktiry. Ako pozitiv-
na kontrolnd vzorka sa jamky s fibrinogénom spracovali trom-
binom, ¢im vznikli desAABB fibrinové polyméry, ktoré sa ski-
Sali na imunoreaktivitu s protilatkou MH1 - na obrazku 5 je

to vzorka oznac¢ena ako Fg+Trombin.

Stanovenie priebehu vzniku rozpustného DESAABB fibrinového
polyméru

Rozpustné DesAABB fibrinové polyméry sa pripravili in
vitro pridanim nizkej hladiny obsahu trombinu (0,025 NIH
jednotiek/ml) k vzorke citratovanej plazmy. Vzorka sa
inkubovala pri 37 °C. Zo vzorky sa v 1 minatovych
intervaloch odoberali alikvétne podiely. V odobratom podieli
sa vzdy prerusila aktivita trombinu pridanim uG¢inného
trombinového inhibitora, hirudinu (vyslednd koncentrécia 2
ATU/ml). Mnozstvo rozpustného DesAABB fibrinového polyméru
v kazdej alikvétnej casti sa stanovilo spbésobom ELISA, ktory

sa opisuje v éasti "Stanovenie rozpustného fibrinu spdsobom
ELISA".
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Po pridani trombinu ku plazme po pociatoCnej indukénej
periéde v trvani 4 az 5 minat vzrastd mnozstvo rozpustného
fibrinového polyméru, ako je znazornené na obrazku 6 zavis-
lostou absorbancie pri 490 nm od ¢&asu. Hladina obsahu roz-
pustnych fibrinovych polymérov vrcholi pribliZne v 7,5 minu-
te po pridani trombinu k plazme. Nahly pokles hladiny roz-
pustného fibrinu, pozorovany po 9 az 10 mindtach koinciduje
s zelatindciou a vznikom nerozpustnych fibrinovych polymérov

(vznik zrazeniny).

Cistenie rozpustnych fibrinovych polymérov z plazmy pomocou
afinitnej chromatografie na sepharose - MH1

Vzorka plazmy sa inkubovala s trombinom (0,025
jednotiek/ml) poc¢as 7 minut pri 37 °C. Aktivita trombinu sa
preusila pridavkom nadbytku hirudinu. Reakcnd zmes sa necha-
la prejst kolénou. Pomocou spdsobu ELISA, opisanom v casti
"Stanovenie rozpustného fibrinu spb6sobom ELISA" sa hodnotila
imunoreaktivita s MH1 z vychodiskového materidlu, z prejde-
nej kvapaliny (neviazany material), - z viazaného proteinu
(¢isteny protein), ktory sa eluoval s pouzitim NaSCN a dia-
lyzoval proti PBS. Imunoreaktivity trombinom ovplyvnenej
plazmy po preru$eni aktivity trombinu hirudinom (vychodisko-
vého materialu - v obréazkue:Starting material), viazaného
proteinu po vymyti z kolény a dialyze (eludtu - v obrazkue:
Elution) a neviazaného materialu (neviazaného - v obrazkue:
Nonbound) suU znazornené na obrézku 7. Vychodiskovy material
a viazany protein po dialyze boli imunoreaktivne s MH1, za-

tialCo neviazany material imunoreaktivitu nemal.

In vitro urcCenie a stanovenie rozpustnych zosietovanych a
rozpustnych nezosietovanych fibrinovych polymérov na ucely
diagnostiky MI _

Skusalo sa 36 vzoriek rb6znej plazmy. Stanovovala sa
hladina rozpustného zosietovaného a LozpuStného nezosietova-
ného DesAABB fibrinového polyméru s vyuzitim skusky ELISA,

opisanej v ¢asti "Stanovenie rozpustného fibrinu spbésobom
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ELISA" s protilatkou MH1 ako kotviacou protilatkou. Vzorky
plazmy sa po odobrati zmiesali s antikoagulantom a zmrazili.
Rozmrazené vzorky sa skusali na rozpustny zosietovany a roz-
pustny nezosietovany DesAABB fibrinovy polymér. Desat z uve-
denych 36 vzoriek sa ziskalo od pracovnikov laboratéria,
ktori boli vo vybornom zdravotnom stave a ktori sa nestretli
s bolestou v hrudniku ani po uUnave. VSetky ostatné vzorky sa
odobrali od pacientov miestnej verejnej nemocnice. Vsetci
pacienti z miestnosti pre nahle pripady mali klinické symp-
tomy (bolest v hrudi), poukazujice na infarkt myokardu (MI);
u 15 pacientoch sa potvrdilo, Ze trpia MI; u v8etkych ostat-
nych 11 pacientov sa potvrdilo, Ze nie sU ohrozeni MI. Pos-
ledne uvedenda skupina pacientov bola diagnostikovana
s rb6znymi klinickymi stavmi vratane anginy pectoris,.anxiety
alebo pIlidcneho edému. Vzorky. krvi sa odobrali pacientom ih-
ned po ich prijati do miestnosti pre nahle pripady. Vo
vaédine pripadov sa zaznamenal tudaj o diZke trvania sympté-
mov. V tejto Studii vSetci pacienti wudavali, Ze bolest
v hrudi nastala pred 1 az 3 hodinami pred prijatim do nemoc-
nice. Ako je znadzornené na obréazkue 8, vo vsSetkych pripadoch
pacienti s potvrdenou diagnérou MI mali vysSSiu hladinu obsa-
hu rozpustnych fibrinovych DesAABB polymérov ako kontrolni
zdravi pacienti (3 az 30 néasobny rozdiel). U pacientov, kto-
ri pocitovali bolest v hrudi, ale bez diagnézy MI, nebola
hladina rozpustnych DesAABB fibrinovych polymérov vyznamne
odlisna od zdravych pacientov. (Hladiny rozpustnych zosieto-
vanych a rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibrinovych po-
lymérov su znazornené ako: Hladina rozpustného fibrinu
v ELISA jednotkéch (x 1000) [v obrazku: Level of Soluble
Fibrin Elisa Units (x 1000)].

Z uvedeného vyplyva, zZe citlivost uvedeného systému
skiusky bola 100 % (pre n = 36) a Specifickost bola tiez 100
% (pre n = 36), to znamend, Ze nebol ani jeden negativny ani
jeden pozitivny nespravny pripad. Preto moZno tvrdit, Ze pre
infarkt myokardu ma tento systém skusky vysoku hladinu

diagnostickej presnosti.
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Suprava na in vitro detekciu zosietovanych rozpustnych fib-
rinovych polymérov a rozpustnych nezosietovanych fibrinovych
polymérov

Je zrejmé, zZe tento vynadlez sa neobmedzuje iba na’ pou-
Zzitie monoklonovej protiladtky pri skuske. Ak sa ale taka
protilatka pouzZije v suvislosti so supravou, opisovanou
v dalSom texte, potom supravy obsahuju sadu $tanddrdov, prvua
protilatku (to =znamend vazbovi protilatku, napriklad MH1),
ktord sa mb6zZze imobilizovat na tuhom povrchu, a druhd proti-
latku, znacenu zdrojom signdlu, ako sa opisuje hore. Takéto
supravy obsahujd $tandardy vo forme znamych mnoZstiev roz-
pustného zosietovaného DesAABB fibrinového polyméru a roz-
pustného nezosietovaného DesAABB fibrinového polyméru. Uve-
dené Standardy sa mb6zu pripravit izolaciou rozpusthych ZO-
sietovanych a rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibrino-
vych polymérov za pouzitia MH1 - Sepharose-ovej afinitnej
kolény, ako sa opisuje hore. Sudpravy mbézu tieZz obsahovat
Specifické pufre, separac¢né ¢inidlad a kontrolné vzorky. Sup-
ravy mbdzu obsahovat pomécky a chemikdlie na spracovanie hod-

notenych vzoriek.

VSetky hore citované publikacie a patenty sui tu zahrnu-

té odkazmi.
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PATENTOVE NAROKY

1. Sp6sob in vitro dékazu pritomnosti alebo stanovenia
mnozstva rozpustnych zosietovanych DesAABB fibrinovych poly-
mérov a rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibrinovych po-

lymérov vo vzorkach cicavcov, v y z nacujuci s a

t ¥ m, 2e zahrriuje privedenie uvedenych vzoriek do styku -

s protilatkou alebo s jej imunoreaktivnym fragmentom, ktora
sa Specificky viaZe k rozpustnym zosietovanym DesAABB fibri-
novym polymérom a rozpustnym nezosietovanym DesAABB fibrino-
vym polymérom za vzniku ich imunokomplexu, ktorého protilat-
ka alebo jej imunoreaktivny fragment sa Specificky neviaze
k: (a) fibrinogénu, (b) rozkladnym produktom fibrinogénu,
(c) DesAA fibrinovym monomérom, (d) DesAA fibrinovym-polymé-
rom, (e) DesAABB fibrinovym monomérom, (f) zosietovanému
fibrinogénu, (g) komplexu DesAA fibrinového monoméru - fib-
rinogénu a (h) rozkladnym produktom fibrinu, a deteguje pri-

tomnost alebo mnoZstvo imunokomplexu.

2. Sp6sob podla naroku 1, vy znadujuci s a
t ¥y m, Ze protilatka sa Specificky viaZe k epitopu, rozoznéa-
vanému monoklonovou protilatkou oznac¢enou MH1, produkovanou
hybridémom ATCC HB 9739.

3. Spbsob podla ndroku 2, vy znacdujuci s a
t ¥y m, Ze v uvedenou protilatkou je monoklonova protilatka,

oznacena MH1, produkovand hybridémom ATCC HB 9739.

4. Sp6sob podla ndroku 1, vy znadujiauci s a

t y m, Ze vzorka cicavca je lTudskou vzorkou.

C\
0
[ 8
7]
WY

S. Spésob podla naroku 4, vy znadcuj
t y m, ze ludskd vzorka je telovou tekutinou.
i
6. Spbsob podla naroku S5, vy znacdujuaci s a

t ¥y m, Ze telova tekutina je krv.

P/ 5~

G
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7. Spb6sob podla naroku 1, v ktorom sa uvedeny imunokom-
plex deteguje alebo kvantifikuje pouzitim sekundarnej proti-
latky alebo jej imunoreaktivneho fragmentu, ktory sa Speci-
ficky viaze k uvedenému imunockomplexu, v ktorom je uvédena
sekundarna protilatka alebo jej imunoreaktivny fragment zna-
ceny spravodajskou molekulou, ktora poskytuje detegovatelny
signal, ktory sa meria a ktory je v korelacii s pritomnos-

tou, alebo s mnozZstvom uvedeného imunokomplexu.

8. Sposob podla naroku 7, vy znac¢ujuiuci s a
t y m, ze sekundarnou protilatkou je protilatka, ktora sa
viaze k epitopu, rozoznavanému monoklonovou protilatkou, oz-

nacenou 45J, produkovanou hybridémom ATCC HB 9740.

9. Sposob podla paroku 8, vy znacdcujuci s a
t y m, Ze ktorom sekundarnou protilatkou je monoklonova pro-

tilatka, oznacend 45], produkovania hybridémom ATCC HB 9740.

10. Spébésob vyhodnotenia predispozicie k +trombotickej
prihode, podporujuci diagnézu vzniku trombotickej prihody,
alebo monitorujuci tromboticku prihodu u cicavcov, zahrnuju-
ci urcenie mnozstva rozpustnych zosietovanych DesAABB fibri-
novych polymérov a rozpustnych nezosietovanych DesAABB fib¥
rinovych polymérov vo vzorke z uvedenych cicavcov, zahrnuju-
ci privedenie uvedenej vzorky do styku s protilatkou,; alebo
jej imunoreaktivnym fragmentom za vzniku ich imunokomplexu,
ktorého protilatka, alebo jej imunoreaktivny fragment, sa
Specificky neviazZe k: (a) fibrinogénu, (b) rozkladnym pro-
duktom fibrinogénu, (c) DesAA fibrinovym monomérom, (d)

DesAA fibrinovym polymérom, (e) DesAABB fibrinovym monomé-

rom, (f) zosietovanému fibrinogénu, (g) komplexu DesAA fib-
rinového monoméru - fibrinogénu a (h) rozkladnym produktom
fibrinu aby s nimi vytvaral imunokomplex, a zahrnujiuci de-

i
tekciu podielu uvedeného imunokomplexu a porovnanie uvedené-
ho podielu s kontrolnou vzorkou umoznil vyhodnotit predispo-
ziciu k trombotickej prihode, alebo vznik trombotickej pri-

hody, alebo monitorovanie trombotickej prihody cicavca.
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11. Spbésob podla naroku 10, vy zna c¢u juci s a
t y m, Ze uvedend protildtka .sa Specificky viaze k epitopu,
rozoznavanom monoklonovou protildtkou, oznacCenou MH1, produ-

kovanou hybriddémom ATCC HB 9739.

12. Spésob podla naroku 11, vy zna du jidci s a
t y m, 2e uvedenou protildt-kou je monoklonova protilétka,
oznadena MH1, produkovanid hybridémom ATCC HB 9739.

13. Spbésob podla néaroku 10, vy zna c¢ujuci sa
tym, Ze tromboticka prihoda je zo skupiny,.zahrnujﬁcej in-
farkt myokardu, +trombézu hlbokych ciev, plucny embolizmus,
rozsiate vnutrocievne koagulacie, porazku a vnutrosrdcovy

trombus, vzniknuty ako nasledok fibrilacie srdca.

14. Spo6sob podla naroku 10, vy zna c¢u juiuci s a

t y m, Zze vzorkou cicavca je Tudska vzorka.

15. Spb6ésob podla naroku 14, vy znacujuiuaci s a

t ¥y m, ze ludska vzorka je telova tekutina.

He
»n
o

16. Spbsob podla ndroku 15, vy znac¢u juc

t y m, zZe telova tekutina je krv.

17. Spb6sob podla naroku 10, vy zna c¢du jiuci s a
t y m, Ze sa mnozstvo imunokomplexu stanovi pouzitim sekun-
darnej protilatky alebo jej imunoreaktivneho fragmentu, kto-
ra sa Specificky viazZe k imunokomplexu, v ktorom je sekun-
darna protilatka alebo jej imunoreaktivny fragment znacena
spravodajskou molekulou, ktorad poskytuje detegovatelny sig-
nal, ktory sa meria a ktory je v koreldcii s mnoZstvom uve-

deného imunokomplexu.

i
18. Spbésob podla naroku 17, vy znacd¢ujidci s a
t ¥y m, Ze sekunddrnou protilatkou je protilatka, ktora sa
viaze k epitopu, rozoznavanému monoklonovou protilatkou oz-

nacenou 45J, produkovanou hybridémom ATCC HB 9740.
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19. Sposob podla ndroku 18, vy zna cu jidci s a
t y m, Ze sekundarnou protildtkou je monoklonova protiléatka,

oznacena 45J, produkovanda hybridémom ATCC 9740.

20. Sdprava na in vitro detekciu pritomnosti alebo sta-
novenie mnozstva rozpustnych =zosietovanych DesAABB fibrino-
vych polymérov a rozpustnych nezosietovanych DesAABB fibri-
novych polymérov vo vzorke cicavca, pricCom siprava obsahuje:

(a) odmerané mnozstva S$tandardov, obsahujucich uvedené
rozpustné zosietované DesAABB fibrinové a rozpustné nezosie-
tované DesAABB fibrinové polyméry; ‘

(b) prostriedky na vytvorenie imunokomplexu s uvedenymi
rozpustnymi zosietovanymi DesAABB fibrinovymi polymérmi
a uvedenymi rozpustnymi nezosietovanymi DesAABB fibfinovymi
polymérmi, pricom uvedené prostriedky obsahuji protilatku
alebo jej imunoreaktivny fragment, ktord protilatka alebo
imunoreaktivny fragment sa Specificky neviaZe k: (i) fibri-
nogénu, (ii) rozkladnym produktom fibrinogénu, (iii) DesAA
fibrinovym monomérom,, (iv) DesAA fibrinovym polymérom, (v)
DesAABB fibrinovym monomérom, (vi) zosietovanému fibrinogé-
nu, (vii) komplexu DesAA fibrinového monoméru - fibrinogénu
a (viii) rozkladnym produktom fibrinu; a

(c) prostriedky na urcenie mnozZstva uvedeného imunokom-

plexu.

21. Sudprava podla ndroku 20, vyznadcujuca
s a tym, Ze ktorej prostriedkom na vytvorenie imunokom-
plexu s uvedenymi rozpustnymi zosietovanymi DesAABB fibrino-
vymi polymérmi a uvedenymi rozpustnymi nezosietovanymi
DesAABB fibrinovymi polymérmi je protilatka, alebo jej imu-
noreaktivny fragment, ktord sa Specificky viaze k epitopu,
rozoznavanému monoklonovou protildtkou, oznadenou MH1, pro-
dukovanou hybridémom ATCC HB 9739.

22. Suprava podla naroku 21, vyznaduijuaca
s a tym, zZe ktorej protilatkou je monoklonova protilatka,
oznacenad MH1, produkovand hybrodémom ATCC HB 9739.
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23. Suprava podla ndroku 20, vy znacu jidca s a
t y m, ze prostriedkom na urdenie podielu uvedeného imuno-
komplexu je sekundarna protilatka, alebo jej imunoreaktivny
fragment, znaceny spravodajskou molekulou, ktora poskytuje
detegovatelny signal, ktory sa meria a ktory je v korelacii

s mnozstvom uvedeného imunokomplexu.

24. Suprava podla naroku 23, vy znadujuica sa
t y m, Ze sekundarna protilétka sa Specificky viazZe k epito-
pu, rozoznavanému monoklonovou protilatkou, oznacenou 457,
produkovanou hybrodémom ATCC HB 9740.

25. Suprava podla ndroku 24, vy znac¢ujuica sa
t y m ,Ze ktorej sekunddrnou protilatkou je monoklonova pro-

tilatka 45J, produkovand hybridémom ATCC HB 9740.

26. Suprava podla naroku 20, dalej obsahujtca kontrolnu
vzorku, vyuzitelnd pri urcovani predispozicie k trombotickej
prihode, pri vzniku trombotickej prihody, alebo podas stavu

trombotickej prihody cicavcov.
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