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A taldlmdny a neurocysticercosis diagndzisdra szol-
gdld egy Uj immundiagnosztikai eljdrdsra vonatkozik.

Az eljdrds a Cysticercus cellulosae-val fertdz6tt beteg
cerebrospindlis folyadékdban vagy szérumdban jelenlévd antitest
vagy .antigén kimutatdsdt teszi lehetdvé. A taldlmédny az eldlli-
tott proteineknek vakcina készitésre valé felhaszndlhatésdgdt

is targyalija.
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A nemzetkdzi kdzzététel szdma: WO 90/08958
A Cysticercus cellulosae (sertés borsdka) a Taenia solium,
azaz a horgasfejli galandféreg ldrva formdja, megfert8zheti az
emberi agyét silyos neuroldgiai tilinetcsoportokat okozva, amelye-
ket gyljténéven neurocysticercosis-nak (NCC) neveznek.
A borsdka koponydn beliili elhelyezkedését8l fiigg8en gyakran

lathatdk a kdvetkezd klinikai képek:
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Elhelyezkedés Klinikai K&vetkezmény
szindrdma
Agyszdvet Epilepszia Motoros vagy
Tér-szlkitd 1ézié szenzoros hidny

(space occupying
lesion = SOL)

Pszichdzis
Encephalitis
Agyhé&rtya Krénikus meningitis Vizfejliség
Koponya-ideg bénuldsok
Motoros vagy
szenzoros hidny
Agykamra SOL Vizfejliség

A fent leirt klinikai szindrdémdkat tobb etioldgiai
(kéroktani) faktor okozhatja. A neurocysticercosis legdltald-
nosabb differencidldiagndézisdt az idegrendszer Mycobacterium
tuberculosis fert8zéseitbl valsd elkildnités képezi. A betegség
diagndzisa a koponya radioldgiai vizsgdlatdn alapult. A kopo-
nya rontgenezésekor az elhalt elmeszesedett borsdkdk mint
tomdr, sugdr-dtnemeresztd 1lézidk jelennek meg, mig az é18 bor-
sékdk mint kevéssé tomdr vagy erdsen tdmdr 1ézidk jelennek meg
a komputer-tomogrammon (komputerizdlt-rétegfelvétel; CAT-SCAN)
Legujabban a kozponti idegrendszer (CSN= central nervous system)
midgneses rezonancia leképezését alkalmazzdk az €18 borsdkdk l4t-
hatévd tételére. A borsdkdk azonositdsdra ezek k&ziil bdrmelyik
leképez8 eljdrds alkalmazdsa nagyban fiigg a borsdkdk méretétdl
€s a kdrnyezd gazdaszdvet reakciéjdtdl. Sok fejlddd orszdgban,

ahol ez elterjedt betegség, ezekhez a leképezd berendezésekhez



nem kénnyd hozzdjutni, ami azt jelenti, hogy égetden sziikség
van egy mds, egyszer(l diagnosztikai médszerre. Tehdt van igény
egy olyan immundiagnosztikai tesztre, amellyel el lehet kiils-
niteni a neurocysticercosist mds neuroldgiai betegségekt8l. A
meglévé immunolégiai vizsgdlatok tSbbsége arra irdnyul, hogy
az azonositandd szervezet antigénjeivel szembeni antitesteket
kimutassa. Ezenkiviil szdmos vizsgdldé mddszert fejlesztettek ki,
amelyeket mint szero-diagnosztikai teszteket, epidemioldgiai
(jarvédnytani) felmérésekre haszndlnak, de ezeket a teszteket
nem a neurocysticercosis nagyon speciddlis diagndézisa céljdra
fejlesztették ki;

A médszer specificitédsa és érzékenysége nagyban fiigg a
tesztben hasznélgiantigéntél. A taldlmdny eljdrdst ir le olyan
Cysticercus cellulosae antigének el8dllitdsdra, amelyek az
immundiagnézis specificitdsdt és érzékenységét biztositjék.
Antigén eld4llitds és immundiagndzis a tudomdny mai &lldsa

szerint

A T.solium l&rva nyers kivonatait ugy 4dllitottdk el§,
hogy (1) vagy a borsdéka teljes homogenizdtumdt készitették el,
vagy (2) a borsdka szildrd részeibdl, azaz a borsdka faldbdsl
és a scolex-bdl (galandféreg fej) vagy csak a borsdka faldbdl
készitenek homogenizdtumot. Bizonyos esetekben (3) a vezikuld-
ris folyadékot is haszndljdk antigénként. A homogenizdtumokat
rendszerint lecentrifugdljdk, hogy eltdvolitsdk a sejt tdrme-
lékeket, sejtmagokat, stb. A centrifugdldst 15.000-20.000 g

mellett végzik 15-30 percig. A teljes homogenizdtumot acetonnal
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csapjdk ki, hégy a lipidek nagy részét eltdvolitsdk, s ezt
komplement k&tési reakcidban (4) haszndljdk fel. A nyers vagy
teljes antigént kiil6nbdzd tipusu immunassay-kben haszndljdk
fel, mint példdul passziv hemagglutindcidban (5, 3), immun-
elektroforézisben (1) és enzim-immunassay-ben (ELISA; 1, 6, 7).

Kuhn és mtsai (8) leirtak egy ELISA médszert, amelyben a
borsdéka teljes homogenizdtumdt haszndltdk fel és a teszt érzé-
kenységét a proteinek k&ziil vald egy csoport antigénnek tulaj-
donitottdk. Ezeket az anﬁigéneket nem tisztitottdk és specifi-
citdsukat sem ellendrizték. A teljes homogenizdtum antigén
természetld lipideket és szénhidrdtokat tartalmazott a protei-
neken kiviil, amelyeket Western blot analizissel tettek l&dthaté-
vd és amelyekrdl megdllapitottdk, hogy immunogének. A nem
protein antigének hozz4djdruldsat az ELISA érzékenységéhez nem
igazoltdk. Egy B antigénnek nevezett szimpla antigént - mely
fibronektin tulajdonsdgokat fejtett ki - haszndltak az ELISA-
ban, de az érzékenysége nem volt kielégité (9).

A parazita teljes homogenizdtuma, mint antigén, szdmos
hdtrdnyt jelent az immundiagndzisban: (i) szdmos olyan epi-
tépot tartalmaz, amelyek immunoldgiai keresztreakcidt adnak
mds CNS kdérokozdkkal (ldsd lentebb); (ii) kimutattdk, hocy
szdmos parazita bélféreg k6z0s keresztreagdld antigéneket
tartalmaz (10). A fejlsdé orszdgokban - ilyenek a kdvetkezd8k:
India, Mexiké, Brazilia, Kina, Thaifsld, tovdbbd k&zépamerikai
és 4zsiai orszdgok - ahol a lakossdg k&zdtt nagyon 4ltadnos a
parazita fert&zéttség, a népesség tekintélyes része tartazlmaz

szérum antitesteket e keresztreagdld antigénekkel szembern.



Ha ilyen egyéneket olyan betegségek tdmadnak meg, amelyek 4t-
torik a vér-liquor gdtat, a szérum-antitestek be tudnak jutni
a cerebrospindlis (agyi-gerincveld) folyadékba (cerebrospinal
fluid = CSF) és a cysticercosis diagnézisdt tévesen pozitiv
eredményekkel akaddlyozhatjék.

Mivel a teljes homogenizdtum nem volt specifikus, meg-
prdébdltak azonositani és tisztitani faj-specifikus és szdvet-
specifikus antigéneket, azaz olyan antigéneket, amelyek a
scolex-b8l és a vezikuldris folyadékbdl szdrmaznak. A Taenia
soliumbdél két polipeptidet - az egyik molekulatdmege valészi-
nileg 26.000, a mésiké k&riilbeliil 8.000 volt - azonositottak
faj-specifikus aqﬁigénekként. Immunoblot vizsgdlatban ezek az
antigének a Taenia solium-mal fertdzdtt betegekbdl szdrmazd
szérummal reagdltak, de nem reagdltak olyan szérumokkal, ame-
lyek mds bélféreggel fertdzdtt betegekb&l szdrmaztak (11).
Ezeknek az antigéneknek az érzékenységét és specificitdsit
méds rokon CNS zavarokkal kapcsolatban még nem bizonyitotték.
Egy antigén, amelyet vezikuldris folyadékbdl tisztitottak olyan
monoklohélis antigén'hasznélatéval, amelyet a vezikuldris folya-
dék Ossz proteinjeivel szemben termeltek, az immundiagndézisban
nagyon specifikusnak bizonyult, de hidnyzott a kivént érzékeny -~
ség, ami hasznos lett volna az NCC észlelésében (12). A mono-
klondlis antitestek segitségével tisztitott valdszinlleg k&riil-
beliil 80.000 és kdriilbeliil 10.000 molekulatdmegd scolex speci-
fikus proteinek 100 %-os érzékenységet biztositanak a cysticer-

cosis szerodiagndézisdban. Azt dllitottédk, hogy ezek az antigének



hasznosak voltak a taeniasis és a cysticercosis megkiilénb&z-
tetésében. Hasznossdgukat a neurocysticercosisnak més szisz-
témds cysticercosistdél vald megkiildnbOztetésben nem vizsgdl-
tdk (13).

A teljes homogenizdtum antigénként valdé haszndlatdnak
hdtrdnyait a feltaldldék laboratdériumdban végzett vizsgdlatok
is aldtdmasztjdk (14): a tanulmdnyt az aldbbiakban foglaljuk
Ossze:

A borsdkdkat homogenizdltuk és ultrahanggal kezeltiik
(8x30 mdsodperces behatds). A homogenizdtumokat 1 %$~os SDS-
ben (ndtrium-dodecil-szulfdt) oldottuk fel és 1 % fA-merkapto-
-etanollal kezeltiik 100°C-on, majd gélszlirést végeztiink
Sephacryl S-300 oszlopon. Az elvdlasztdssal hdrom frakciét
kaptunk:

I. frakcid: > 66 kD molekulasulyu borsdka antigének,

IT. frakcidé: 25-66 kD molekulasulyu borsdka antigének,
ITII. frakcid: 14-35 kD molekulasulyu borsdka antigének.

A gélsziliréssel kapott hdrom csUcs-frakcidt SDS-PAGE mdd-
szerrel analizdltuk (ldsd az 1. 4brédt).

Az 1. dbra magyardzata:
1-es nyomsdv: harmadik csics
2-es nyomsdv: masodik csucs
3-as nyomsdv: elsd csics
4-es nyomsdv: molekulatdmeg markerek (94, 67, 43, 30, 20,1 és

14,1 kD)
A hdrom frakcié molekulatdmeg tartomdnydt fent ismer-

tettik.



XYY
4 eoe

A cysticercosis antigének fenti hdrom frakciéjdnak
alkalmazédsdval a kovetkez8képpen végeztik az ELISA &izsgé—
latot:

Kiildnb&z46 neuroldgiai betegektdl taldlomra gydjtott
CSF-ekb8l 150 pl-eket vizsgdltunk a hdrom frakcidval szemben.
Dynatech féle 96 tartdlyos mikrotitrdld lemezeket fedtiink
50 mM bikarbondt pufferben (pH= 9,6) készitett 5 ug/ml koncent-
rdcidéji antigénekkel (100 pl/tartély) egy éjszakdn &t, a blok-
koldst 2 %-os BSA-val (BSA = bovin szérum albumin) végeztiik. A
cerebrospindlis folyadékokat 1/25, 1/125 és 1/625 higitdsban
vizsgdltuk. A megkdtdtt humdn IgG-t nydl anti-humén IgG - per-
oxidaz konjugétuﬁhal (Sigma, 1:1000 higitds) mutattuk ki. A kro-
mogén orto-fenilén-diamin (4 mg/10 ml) és a szubsztrdtum 0,3 %-os
hidrogénperoxid volt.

Az 1. tabldzat a 150 minta vizsgdlati eredményeit mutatja

be.
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Az ereaményekbél az aldbbi kovetkeztetéseket vontuk le.

Bdr a teszt elég érzékeny volt minden neurocysticercosis
eset felismerésében, a legtdbb tévesen pozitiv eredményt a tu-
berkulotikus meningitis-es esetek adtdk. Tehdt a tesztnek nem
lehet haszndt venni ott, ahol mindkét betegség elterjedt.

Kimutattuk, hogy a tuberkulotikus meningitis-es CSF-ek
reakcidja a borséka antigénekkel annak tudhaté be, hogy a Myco-
bacterium eredetd antigének és a borsdka antigének egymdssal
keresztreagdlnak.

1. Az ultrahanggal feltdrt Mycobacterium tuberculosis
mintdk gdtoljdk a cysticercosis pozitiv CSF-ek kotddését a bor-
séka antigénekhez, de a reakcidt nem sziintetik meg teljesen.

2. Ez a gdtlds a Mycobacterium eredetii antigének kon-
centrdcidjdnak ndévelésével megn§.

3. Az ultrahangozott Mycobacterium eredet anyagok ellen
nydlban termelt antiszérum a borsdka antigénekkelAreagél.

A fenti megfigyelések szerint a nyers antigének valdban
tartalmaznak olyan epitépokat, amelyek mds CNS kdérokozdkkal
keresztreagdlnak.

A borsdkdk olyan tobbsejtld organizmusok, amelyeket a
makrofdgok vagy a granulocitdk vagy mds antigén bemutatd sejtek
nem tudnak ugy fagocitdlni és feldolgozni, mint az egysejtd
mikroorganizmusokat. Ennélfogva a humdn immunrendszer ritkd&n
szenzitizdldédik a parazitdk minden proteinjével szemben, még
olyan immunoldégiailag privilegizdlt teriileten sem, mint a CNS.

Tehdt azok az antigének, amelyeket ezek a parazitdk a gazda-
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szervezet tesé—folyadékaiba kivdlasztanak (exkretdlnak) vagy
elvdlasztanak (szekretdlnak) vagy kibocsdtanak (elnevezésik:
E-S antigének) immunoldgiailag nagyon fontosak. Szdmos parazi-
ta bélféreg E-S-antigénjeit ugy izoldltdk, hogy a kiilénbdzd
fejlédési fokon 1lévé bélférget in vitro sz5vettenyészt6 tdp-
talajon tartottdk fenn és az antigéneket a tdpoldatbdl tiszti-
tottdk (15). A Cysticercus cellulosae-t szintén fenntartottdk
in vitro szdrummal és szovet-kivonatokkal (16). Amikor ezeket
a parazitdkat rodvid id&tartamokra Dulbecco féle minimdl
esszencidlis tdpoldatban (DMEM = Dulbecco’s minimai essential
medium) vagy foszfdttal pufferolt konyhasdé oldaban (PBS =

14C aminosavakkal ke-

phosphate buffered saline) tartottdk és
zelték, kitlnt, hogy e parazitdk metabolikusan aktivak (17).
Azonban csak elhanvagolhatd mennyiségl radioaktiv jelzett pro-
tein volt kimutathatd a tdpoldatban. Ezen antigéneknek az immun-
diagndzisban vald haszndlhatésdgdt soha nem vizsgdlték.

A taldlmdny azon a feltételezésen alapul, hogy a Cysticer-
cus cellulosae E-S antigénjei, amelyeket a parazitdk in vitro
fenntartdsa révén kapunk, szoros rokonsdgban vannak azokkal
az antigénekkel, amelyek a borsdékédbdl szdrmaznak és részét ké-
pezik a borsdka in vivo anyagcsere folyamatainak. Tehdt ezek az
antigének specificitdst és szenzitivitdst biztosithatnak azoknak
az immunoldgiai vizsgdld médszereknek, amelyeket a betegek test-
folyadékaiban - ilyen példdul a CSF és a szerum - az antitestek

kimutatdsdra szdnunk. Ugyanezen antigének vagy ezen antigének

bizonyos lebomlott termékei megtaldlhatdk a betegek CSF-eiben.
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Ez szolgdltatna alapot az antigén kimutatdson aiapulé immun-—
diagndézis kifejlesztésének. Koztudomdsu, hégy az E-S antigének
ellen poliklondlis monospecifikus vaéy monoklondlis antitestek
termelhetd8k, amelyeket azutd&n fel lehet haszndlni egy ilyen
antigén kimutatdsi vizsgdlatban. Minthogy néhdny ilyen antigén
protektiv immunitdst ad a gazda-szervezetnek, ezen antigéneket
fel lehet haszndlni a Cysticercus cellulosae fertézés neutra-
- 1lizdldsdra sz0lgdlé vakcindk kifejlesztésében.

A taldlmdny egy Uj médszert ir le a Cysticercus
cellulosae hosszi ideig tartdé fenntartdsdra szérum-mentes sejt-
-tenyésztd tdpoldatban és leirja, hogy a parazita dltal a tdp-
oldatba kibocsétott antigének felhaszndlhatdék az NCC immundiag-
nézisdra, amely magdba foglalja a beteg eredetli CSF és az E-S
antigének k&lcsdnhatdsdt. Itt a hangsuly az antigének haszné4-
latdn van az NCC azonositdsédban anélkiil, hogy a szisztémds
cysticercosis mds formdinak bdrmilyen zavardé hatdsa érvényesiil-
ne. A leirt dj diagnosztikai mdédszert fel lehet haszndlni az
emberi fogyasztdsra szdnt sertésnek Cysticercus cellulosae fer-
t6z6ttségének a diagnosztizdldsdban .is.

- A borsdkdk eredete és fenntartédsa

A borsdkdval fertdzott sertéshist vdgshidrdl szerezziik
be. A sertéshdst Ugy tisztitjuk meg a szennyezésektd8l, hogy a
felliletét etanollal t&6rdljikk 4t. A borsdkdkat a ciszta faldnak meg-
sértése nélkil kivdgjuk (a sériilt borsdkdkat eldobjuk) és peni-
cillin G-t (1.000 E/ml), gentamicint (40 jug/ml) és amfotericin

B-t (5 ug/ml) tartalmazdé izotonids konyhasé oldatba tessziik. A
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borsdékdkat antibiotikumokat (mint fent) tartalmazé steril
konyhasé oldattal gondosan mossuk. A borsdkédkat ezutdn szérum-
-mentes RPMI 1640 vagy Earl sdkkal vagy Hank sdékkal kiegészi-
tett Eagle féle minimél esszencidlis (MEM) tdpoldattal mossuk.
A borsdkdkat ezutén penicillin G (1.000 E/ml) és gentamicin

(40 pug/ml) tartalmu RPMI vagy Eagle MEM tdpoldatba tesszik
37%-on 5 % co, tartalom mellett.

- E-S antigén gyljtése

A tdpoldatot az elsd 24-60 6ra folyamdn legaldbb kétszer

-cseréljik és eldobjuk, hogy biztositsuk a gazda-komponensek tel-
jes eltdvolitdsdt. Elényds, ha a tdpoldatot az els8 48 éra
folyamdn kétszer cseréljik. A tdpoldatot ettd8l kezdve olyan
id8kdzonként addig cseréljilkk, amig a borsdkdkndl nem kezd8dik
meg az evagindcid. Gyakorlati szempontokbdl az az eldényds, ha

a tdpoldatot minden 24 drédban Osszegyldijtjik. A borsékdk élet-
képességét a ciszta faldnak kontrakcidéja révén ellendrizzik, s
ezt forditott mikroszkdéppal figyelhetjikk meg. Az evagindcid a ha-
todik naptdl kezdve észlelhetd. A tdpoldatot az 8sszegyljtés
utdn azonnal centrifugdljuk 104.000 g mellett 60 percig, hogy
eltdvolitsuk az oldhatatlan tdrmelékeket és a membrdn szeny-
nyezéseket. A felﬁluszéhoz para-metil-szulfonil-fluoridot

(2 mM), para-klér-merkuri-benzodtot (0,06 %) és amménium-szul-
fdtot adunk 90 % telitésig, mikdzben az oldat pH-j4t 7-7,4-en
tartjuk. A kicsapést 4°c-on végezzik, majd a csapadékot centri-
fugdldssal - 15.000 g; 30 perc; 4°¢ —-.gyljtjiik 6ssze. A csapadé-

kot 50 mmdélos nétrium-foszf4t pufferben (pH= 7,4) oldjuk fel,



majd ugyanezen pufferrel szemben - gyakori cserével - 48 Oran

at alaposan kidializAaljuk. A membran fragmentumokat mas eljaras
szerint, a szakteriileten ismert mds médszerekkel, igy membrén.
sziiréssel is eltdvolithatjuk. Hasonléképpen az antigéneket is
izolalhatjuk mds médszerekkel, példdul ultrasziréssel. Az oldat
UV spektruma 278-280 nm-en abszorpcids maximumot mutat. A
Schaffner és Weissmann (18) féle eljidrdssal mért protein meny-
nyisége 25-35 ug protein/borsédéka/24 éra volt, ha a borsékak fenn-
tartdsa 15 borsdka/10 ml parazita siiriségnek felelt meg.

E proteineket natrium-dodecil-szulfdt poliakrilamid gél
elektroforézissel (SDS-PAGE) vizsgdltuk, a gélt Coomassie blue R
szinezékkel festettiik meg. Az eredmény a 2. &bran lathaté.

A 2. abra magyarazata: 7,5-15 % grddiensben SDS-PAGE anali-
zissel vizsgdlt E-S proteinek Coomassie kékkel festve.

— l-es nyomsav: nagy molekulatémegi markerek (116, 97,4, 66,

45 &s 29 kD);

— 2-es és 3-as nyomsav: amménium-szulfittal kicsapott E-S

proteinek (két fiiggetlen készitmény);

- 4-es nyomsav: kis molekulatdmegi markerek (94, 67, 43, 30,

20,1 és 14,4 kD).

A kapott £f6 protein savok valészini molekulatomege
koérilbelil 97.000, 66.000, 50.000, 38.000, 28.000 dalton. Egy el-
valasztatlan protein keverék molekulatdmege 10.000-14.000 dalton

tartomanyban van. T6bb kisebb sdv szintén ldthatd.



- Az E-S proteinek de novo szintézisének bizonyitdsa.

Az els8 48 6ra eltelte utdn a borsékdkat a tdptalajbsél at-
vittik 35S-metionint (40 uCi/borséka) tartalmazé metionin de—'
ficiens tapoldatba. Kilénbozd idépontokban borsdkdkat és tapoldat
mintdkat vettiink. A borsdékakbdél kivagtuk a borsdka faldt és a
scolexet, majd ezeket homogenizdltuk. A homogenizdtumokat 12 %-o0s
SDS-PAGE analizissel vizsgdltuk és fluorografdltunk. A tdpoldatot
acetonnal csaptuk ki, 12 %-os SDS—-PAGE analizist végeztiink és
fluorografdltunk. A 355-metionon beépiilését é&szleltiik mind a
borsdka fal proteinekbe, mind a scolex proteinjeibe. A 48. O6réra
szdmos protein jelent meg a taptalajban (3. &bra).

A 3. abra magyardzatai: 35s-metioninnal jelzett exkréci—‘
0s/szekrécidés proteinek autoradiogrammja. HAarom borsékat elkilo-
nitve inkub&ltunk 48 6rdn at 1-1 ml, egyenként 40uCi 35S-metio-
nint tartalmaz6é tapoldatban. A tédpoldatot &sszegyujtottik, ultra-
centrifugdltuk és a feliiluszdét acetonnal kicsaptuk. Mindegyik
nyomsdv egyetlen borséka proteinjeit reprezentdlija.

A 3. abran lathatd, hogy szamos aktivan szintetizdlt protein
exkretdlodott-szekretdldédott a tdpoldatba, mintegy a parazita
anyagcsere tevékenységének részeként.

Ha borsékadkat in vitro, szérum-mentes tdpoldatokban tartunk
fenn, az anyagcsere kdérfolyamat részeként bizonyos protein anti-
gének jelennek meg a tdpoldatban vagy exkrécids folyamat vagy
szekrécids folyamat eredményeként. A scolex evagindcidja eléstt
izolélt'antigének a larva allapot antigénjeit képviselik. A ta-

lalmdny oltalmi koOrébe tartoznak az antigének, ezek elBallitdsdra



sz0lgdld eljardsok, felhaszndldsuk az NCC diagnézisa és
lehetséges prognézisa érdekében, valamint tervezett felhaszndla-
suk a Cysticercus cellulosae fert8zés elleni vakcina termelésben.
Az itt leirt diagnosztikai médszert az emberi fogyasztdsra szant
sertésekben a cysticercosis diagnézisdra is fel lehet hasznalni.

Médositott format jelenthet példaul a poli-etilén-glikolos
kotés vagy e keresztkotés mds proteinekkel vagy a bifunkcibés rea-
gensek vagy az emésztés protedzokkal. A taldlmany az aktiv human
NCC egy olyan diagnosztikai médszerére is vonatkozik, amely egy
diagnosztizdland6é betegb&l szdrmazd reaktiv CSF-et tartalmaz,
valamint az in vitro fenntartott Cysticercus cellulosae &ltal
exkretalt vagy szekretdlt antigének ko6ziil legaldbb egy olyan an-—
tigént, amelynek a valdszinii molekulatémege - SDS-PAGE médszerrel
meghatarozva - koriilbelil 97.000 vagy 66.000 vagy 50.000 vagy
38.000 dalton, vagy tartalmazza az emlitett antigének keverékét.

Az 1. és a 2. példa ezen antigéneknek ELISA rendszerben vald
haszndlhatésdgara vonatkozik. A médszer a kiilénb®dzd neuroldgiai
zavarokban szenvedd betegek CSF-ében az anti-cysticercosis anti-
testek kimutatdsdra szolgdl. A 3. és a 4. példa fontos antigének
tovdbbi azonositdsdra vonatkozik. Az antigének azonositdsat mo-
lekulatomeglik alapjdn immunprecipitdcidval végezziik a betegekbdl
szdrmazé CSF-ek felhaszndldsdval. Megjegyezziik, hogy a példakkal
nem Ohajtjuk korldtozni a szabadalom oltalmi kérét.
1. példa

Dynatech féle 96 tartdlyos mikrotitridlé lemezeket a fent le-—

irtak szerint gyijtott szekrécids/exkrécidés proteinekkel fediink -



koncentrécié; 5 ug protein/ml (100 pl/tartdly) - egy éjszakdn at
szobahémérSékleten._A lemezeken fennmaradt protein kétd helyeket
PBS-ben készitett 2 %-os marha szérum albuminnal (BSA) ‘
blokkoljuk. A CSF-ek 0,05 % Tween 20 tartalmu PBS-sel (PBST) ké-
szitett 1/25, 1/125 és 1/625 higitdsait bemérjiitk és 2 6ran at
37°C-on inkubdljuk. Inkubdlds utdn a tartdlyokat hdromszor mossuk
PBST-vel. Nyuil anti-humdn IgG-peroxiddz konjugdtumbdél - 1:1000
higitds PBST-ben - 100 wpl-t mériink be tartidlyonként és 2 6ran at
37°C-on inkubdlunk. Ezutdn a tartdlyokat haromszor mossuk PBST-
vel. A megkétott konjugdtum meghatdrozdsdt 20 percen beliil végez-
zik orto-fenilén-diamin, mint kromogén (4 mg/10 ml) és Hy0p mint
szubsztratum haszndlatdval. A reakciét 50xl1 és 4 n HySO4 hozza-
addsaval &allitjuk le, az abszorpciét 490 nm-en, Dynatech MR 700
ELISA reader késziilékben mérjik. Az 1/100 higitdsu CSF-re kapott
0,10-nél nagyobb abszorpcids értékeket pozitivnak tekintjik. Az

eredményeket a 2. tdblazat tartalmazza.



2. tablazat
Diagnézis | . - Mintdk _PoZitiv mintdk
szama szama

Cysticercosis
Post mortem bizonyitott 2 1
Sebészetileg bizonyitott 2 2
Klinikai gyanu 7 6

Japan encephalitis 30 0
IgM befogd ELISA +ve

Tuberkulotikus meningitis A 25 0
Tenyésztéssel + sebészetileg
bizonyitott

Tuberkulotikus meningitis 71 2
(vagy Ag +ve vagy At +ve) (abszorpcib:

0,15 490 nm-en)

A tdblazat azt mutatja, hogy ez az antigén sokkal jobb, mint
a nyers antigén és az immunoldégiail reakciédnak specificitédst
biztosit.
2. példa

Ez a példa az exkrécids~szekrécids antigének diagnosztikai
értékének kettds vak vizsgdlatat irja le. Ez a teszt mdédszer ki-
kiisz6bdli a vizsgalatot végzd személy tévedéseit.

Biztosan diagnosztizdlt neuroldgiai zavarokban szenvedd be-
tegektdl vett 37 CSF mintdt 1-t86l 37-ig terjedd sorszammal jeldlt
meg egy elfogulatlan, nem a feltaldldk kozil vald személy. A min-

takat 3 alikvot részre osztottuk. A feltaldlék két figgetlen la-



boratériuma kapta meg a CSF mintakat, s mindkét laboratériumban 2
személy, Osszesen tehdt 4 személy végeézte el egymastdl fiiggetle-
nil az 1. példaban részletesen leirt ELISA vi-zsgdlatot. A vizs-
galatot végzd 4 személy tabldzatba foglalta az eredményeit. Az

eredményeket az elfogulatlan megfigyel&vel ko6z6lték. Mind a négy
vizsgdlatot végzd személy eredményei azonosak voltak. Az eredmé-

nyeket a 3. tablazatban foglaljuk Gssze.

3. tidblazat
Diagnébzis Mintdak Pozitiv minték
szama szama

Neurocisticercosis 3 3

Gerincveldi érzéstelenités 8 0
(normdl kontroll)

Post operativ meningitis 5 0
(tenyésztéssel bizonyitott)

Japdn encephalitis 7 0

Pyogen meningitis 3 0
(Pneumococcus-o0s)

Cryptococcus—-os meningitis 1 0
(tenyésztéssel bizonyitott)

Tuberkulotikus meningitis ' 2 0
(tenyésztéssel bizonyitott)

Thorakdlis gerincvel&i nyomdas 2 0
(Thoracic cord compression)

Koponya-csigolya illeszkedési

rendellenesség 1 0

(Cranio Vertebral Junction Anomaly)



(3. tablazat folyt.)

Csigolyak6zi porckorong prolapsus ' 1 0

Mozgatd neuron betegség 1 0
Ataxids neurdzis 1 0
Hemiplégia (féloldali bénulés) 1 0
Pseudobulbaris bénulés 1 0

A fenti eredmények igazoljdk, hogy az exkrécids-—szekrécids
antigének 100 %-os szenzitivitdst és 100 %-os specificitast biz-
tositanak a betegektdl vett CSFfben 1évd antitestek kimutatasdara
kifejlesztett diagnosztikai tesztnek.

3. példa

A taldlminy szerinti szekréciés/exkréciés antigéneket 1257-
al jeleztik Jodogen médszer szerint. A jelzett proteineket ismert
neurocisticercosis-os, tuberkulotikus meningitis-es és kilonbozd
mds neuroldégiai zavarokat mutatd esetekbdl szdrmazd CSF-ekkel
inkubaltuk. Az immunkomplexeket nydl anti-humdn IgG-vel, hordozé
human IgG-vel hoztuk Ossze és az egész oldatot 2,5 %-0s polieti-
lén-glikolban készitettik el. A precipitdtumokat 7,5-15 % SDS-
PAGE grédiensben analizdltuk, majd elvégeztiik az autofadiografé—
last (lasd a 4. abrat).

A 4. &bra magyardzata: az &bran a 1257-a31 jelzett szek-
récidés/exkrécidés proteinek és a beteg CSF-ek rekciéjabol eredd
immunprecipitatumok autoradiogrammja lathaté. A CSF 1:3 higita-
sait (30 wxl) inkubdltuk az E-S proteinekkl (3.10 cpm) és az

immunprecipitdtumok kicsapdsa a leirds szerint tortént.
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1-es nyomsdv: kontroll - CSF nélkiil; 2-es, 3-as és 4-es nyom-
sdv: neurocysticercosis eredetd CSF;35-6S nyomsdv: tuberkuloti-
kus meningitis; 6-os, 7-es és 8-as nyomsdv: més neuroldégiai za-
varok.

Az immunprecipitdcidban szignifikdns médon a kdriilbeliil
97 kD, 66 kD, 50 kD és 38 kD valdészind molekulatdmegi proteinek
jelentek meg.
4. példa

E~S proteineket jel6ltiink 35S—metioninnel ugy, hogy a bor-
sékdkat in vitro olyan metionin deficiens t4poldatban tartottuk
fenn, amely 35S—metionint tartélmazott. Ezeket a proteineket a
2. példa szerinti CSF antitestekkel immunprecipitdltuk. Az im-—
munprecipitdtumok SDS-PAGE fluorogrdfids vizsgdlatdt az 5. &brin
mutatijuk be.

Az 5. &bra magyardzata: Kildnb&z8 neuroldgiai zavarokban

35S-jel—

szenvedd betegekt8l szdrmazdé CSF-fel immunprecipitdlt

zett E-S protein autoradiogrammja. A 9-es és az 5-8s nyomsdv

az NCC betegektdl levett CSF-ek immunprecipitdtumdt képviseli.
Itt is, mint a 3. példdban, 97, 66 és 50 kD proteineket

tartalmazott az immunprecipitdtum.

A 97.000 dalton molekulatdmegld antigén vizsgdlata.

I. Részleges nukleinsav szekvencia.

A Cysticercis cellulosae teljes poliA + RNS-éb&l a lamb-
da gt 11-ben cDNS gyljteményt hoztunk létre (19) . A Schistosoma
mansoni-bal tisztitott paramiozin ellen nyidlban termelt hiper-
immun szérumot haszndlva egy kdriilbelil 2,5 kb méret cDNS kldént
azonositottunk és izoldltunk. A kétszdlu DNS szekvendlds (20)

a kovetkezd szekvencidt eredményezte:




‘1 1.  TCTCAAGCAGXACGTCACACTGACAGTACATATGTACACTGACTCTGCTTCACATAT
TATATTAGTTACTAGCAAGCACACACACGTCGAG -~ - 7 -
2.  TGAGTACGTCXTGTAGTCTGTCGTATGTGTGTAGTTCTGTCGTXGATCACTAACTTA

" ATATTAGAGTCAGXAGGTCAGTGTCATGTCATGTCATGTAT

II. Részleges aminosav szekvencidk.

A Coomassie kékkel festett SDS-poliakrilamid gélbdl,
amelyben E-S antigéneket elektroforetizdltunk, a 97.000 mole-
kulatémegd antigént elektroeludltuk (21). Az elektroeludlt pro-
teint kicsaptuk az SDS eltdvolitdsa céljédbdél. A proteint ezutén
TPCK-val (N-tozil-L-fenilalanin-kldérmetil-keton) kezelt trip-
szinnel emésztettiik. A tripszines peptideket RP 300 (C8) osz-
lopon (0,46x25 cm) vdlasztottuk el, melyet eléz8leg az A oldat-
tal (0,1 % TFA vizes oldata; TFA = trifluor-ecetsav) hoztunk
egyensulyba. A peptideket a B oldat (0,085 % TFA tartalmu 70 %-
os acetonitril) linedris grddiensében - 0-65 % 40 perc alatt -
eludltuk. A peptid tartalmu frakcidkat vdkuumban szdrazra pa-

roltuk. Ezeket a peptideket szekvendltuk.

4. tabldzat

A 97.000 molekulatdmegli peptidb8l szdrmazdé néhdny tripszines

peptid aminosav szekvencidija

YAFL

Aminosav szekvencia Peptid
-—~~ VEKLDSAK T 14
ATQTEVHWR | T 19
VYSTSTEK T 16
-ASVT-SR T 21

SLLDFRSTR T 11
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Szabadalmi igénypontok

1. A Cysticercus cellulosae exkrécids/szekrdcids (E-S)
antigénjeinek az alkalmazdsa a neurocysticercosis immundiag-
nézisdban.

2. Az 1. igénypoﬁt szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy a koriilbeliil 97.000, 66.000, 55.000 és 38.000 molekula-
tOmegd antigéneket haszndljuk fel.

3. Az 1. igénypont szerinti alkalmazds azzal jellemezve,
hogy a koriilbeliil 66.000 és 38.000 molekulétémegﬁ antigéneket
haszndljuk fel.

4. Az 1., 2. és 3. igénypont bdrmelyike szerinti alkalmazds
azzal jellemezve, hogy az immunassay-t a betegek testfolyadékai-
ban, igy a cerebrospindlis folyadékban (CSF) és a szérumban je-
lenlévd antitestek kimutatdsdra haszndljuk.

5. Az 1., 2. és 3. igénypont bédrmelyike szerinti alkalmazds
azzal jellemezve, hogy az immunassay-t a betegek testfolyadékai-
ban, igy a cerebrospindlis folyadékban (CSF) és a szérumban
jelenlévd antigének kimutatdsdra haszndljuk.

6. Eljdrds a 2. és a 3. igénypont szerinti meghatdrozott
antigének el84llitdsdra, azzal jellemezve, hogy a Cysticercus
cellulosae-t in vitro tartjuk fenn.

7. Cysticercus cellulosae dltal exkretdlt/szekretdlt anti-
gén azzal jellemezve, hogy molekulatdmege - SDS-PAGE analizis-
sel meghatdrozva - koriilbelidl vagy 97.000 vagy 66.000 vagy

50.000 vagy 38.000 dalton.
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8. A 7. igénypont szerinti egy antigén azzal jellemezve,
>hogy ez egy feltehetden kdriilbeliil 977000 vagy 50.000 dalton
molekulatdmegﬁ>glﬁkoprotein, SDS-PAGE meghatdrozds szerint.

9. A 7. igénypont szerinti egy antigén azzai jellemezve,
hogy a korilbeliil 38.000 molekulattmegli protein egy'kévetkezé
aminosav szekvencia részt tartalmaz: valin-glutaminsav-tirozin-
treonin-cisztein-treonin (VEYTCT) .

10. A Cysticercus cellulosae dltal szekretdlt vagy exkre-
t4lt antigén azzal jellemezve, hogy molekulatdmege - SDS~PAGE
analizissel meghatdrozva - koriilbelil 97.000 vagy 66.000 vagy
50.000 vagy 38.000 dalton..

11. A Cysticercus cellulosae altal szekretdlt vagy exkre-
tdlt antigén azzal jellemezve, hogy gliikkoprotein, melynek va-
16szin{ molekulatdmege — SDS-PAGE analizis szerint - kodriilbe-
14l vagy 97.000 vagy 50.000.

12, A Cysticercus cellulosae &ltal szekretdlt vagy exkretdlt
antigén azzal jellemezve, hogy egy valin-glutaminsav-tirozin-
~treonin-cisztein-treonin (VEYTCT) Osszetételdl aminosav szek-
vencia részt tartalmaz.

13. A7, 8 9, 10, 11. és 12. igénypontok bdrmelyike szerinti
antigén felhaszndldsa a Cysticercus cellulosae fert8zés elleni
vakcina elddllitdsdban.

14. Eljdrds a 7, 8. és 9. igénypontban meghatdrozott antigén
elédllitdsdra, azzal jellemezve, hogy a kdvetkezd lépésekbdl
&l1: . |

a) fert8z6tt sertéshisbdl szdrmazd érintetlen és sértetlen

borsdékdkat tartunk fenn in vitro szérum-mentes tdpoldatban,



amely antibiotikumokat tartalmaz;

b) a fenntartds els8 24-60 6réjéban minden antigént eltd4-
volitunk azdltal, hogy a tépoldatot ismételten kicseréljik; |
c) ezutdn, az evagindcid beksvetkeztéig id8kdz8nként Sssze-

gyldjtjik. a té?oldatot;

d) elt4dvolitunk minden membrén darabot és
e) ‘ izoléljuk az antigéneket.
15. - Mddszer aktiv humdn neurocysticercosis (NCC) diagnézi-

sdra azzal jellemezve, hogy a vizsgdlandé betegb8l szdrmazdé
CSF-et az in vitro fenntartott:Cysticercus cellulosae 4ltal
szekretdlt vagy exkretdlt, valdszinlileg kdriilbelil 97.000 vagy
©6.000 vagy 50.000 vagy 38.000 dalton molekulatdmeg (SDS-PAGE
meghatdrozds szerint) antigének legaldbb egyikével vagy az
emlitett antigének egy keverékével reagdltatijuk.
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