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A taldlmé4ny trgya eljdrés vizelet-plazminogén ak-
tivator zimogén (pro-uPA), vizelet-plazminogén
- aktivétor (u-PA), valamint ezek keverékének sze-
lektiv meghat4rozésira.
Az eljérés sorén a vizsgéland6 oldatot egy anali-
tikai segédanyaggal hozzak érintkezésbe, melynek
feliilete monoklondlis antitesttel van bevonva, ez-

A lelrds terjedelme: 12 oldal, dbra nélkill

utdn a kezelt segédanyagokhoz egy enzimatikus
aktivator pufferes oldat4t adj4k, majd a kapott ol-
dat koncentr4ci6j4t ismert amidolitikus méodszerrel
meghatédrozzék.

Az eljaras egyik jellegzetessége az, hogy lehets-
vé teszi a pro-uPa meghatdrozést enzimatikusan
aktiv szdrmazéka, az u-Pa jelenlétében is.

HU 201 844 B




HU 201844 B

1

A taldlmény tirgya a vizelet-plazminogén aktiva-
tor zimogénnek (pro-uPa= urinary plasminogen
activator precursor), (4ltaldnosan haszn4lt elneve-
zéssel urokiniz) biolégiai folyadékokbél, valamint
barmilyen, ezeket tartalmaz6 oldatokbél kiilon-kii-
18n vagy egyiittesen torténd szelektiv meghataroza-
séra vonatkoz6 (j eljar4s.

Az eljarés egyik jellegzetessége val6jaban abban
4ll, hogy még enzimatikusan aktiv sz4rmazéka, az
u-PA jelenlétében is lehetvé teszi a pro-uPa meg-
hatérozdsst.

A taldlmény szerinti Gj eljir4s pontos, megbizha-
t6, gyors és konnyen kivitelezhet8, A vizsgilaton
beliili és a vizsgélatok kozotti pontossdg a jelenleg
analitikai célokra elfogadott értéktartoményba
esik.

A taldlmany szerinti eljirdsnak megfelelGen az
u-Pa €s/vagy a pro-uPa-n és az u-PA-n 1év§ szok4-
sos epit6p fel€ iranyul, A mint4kat az enzimatikus
aktivitds szempontjdb6l az enzimatikusan inaktfv
zimogén aktivéldsaval, illetve anélkiil vizsgaljuk.

E meghat4roz4s pontossdga annak a ténynek is
tulajdonithatd, hogy a mint4b6l kénnyen eltdvolit-
hat6k a szennyez6dések €s az interferal6 anyagok a
vizgélt anyag(ok) immunabszorpcidja utdn,

A plazminogén aktivitorok (PA) szerin-prote4-
zok, melyek a plazminogént plazminn4 alakitjsk. A
plazmin a fibrinre — a véralvadék f6 alkotérészére
— erdsen specifikus protedz. A plazminogén akti-
vétoroknak legal4bb két, immunolégiailag kiilon-
bdzd tipusét izoldltak malignus sejtvonalak tenyé-
szetébol: a szoveti plazminogén aktivatorral
(TPA = tissue plasminogen activator) rokon (1.
Rijken D.C., Wijngaard G., Zaal-de Jong M., Wel-
bergenJ.,/1979/, Biochem. Biophys. Acta 380, 140),
illetve a vizelet aktivitorral (u-PA, mis néven uro-
kin4z) rokon tfpus (Williams J. R. B. /1951/, Br. J.
Exp. Pathol. 32, 530). Az u-PA tipust eredetileg
kettGs fehérjelancként 4llitottsk eld tisztitott for-
méban a vizeletbél, Gjabban a — pro-uPA-nak ne-
vezett — proenzim forméjéban izoldltdk, példaul
humén epidermoid karcinoma sejtek HEp3 vona-
14b6l (Wun T. D., Ossowsky L., Reich E. /1982 J.
Biol. Chem. 257, 7262), humén glioblasztoma sej-
tekbdl (Nielsen L. S. et al. /1982/ Biochem. 21, 641),
vizeletb6l (Husai S. C. et al. /1983/ Arch. Biochem.
Biophys. 220, 31), vlamint a TCL-598-as hum4n
vese élland6 sejtvonalab6l (Kohno T. et al. /1984/
Biotechnol, 2, 628). Egy, az u-PA-val immunol6gia-
ilag rokon proenzimet az A431-es hum4n epider-
mod karcinoma sejtvonal feldsz6j4bél is azonosf-
tottak.

Ez a pro-uPA zimogén egyetlen 50-54000-cs
molekulatomegdi fehérjelancbél 4ll, amidolitikus
aktivitdsa nincs vagy alacsony, fibrin-affinit4sa ma-
gas, diizopropil-fluoro-foszfat kezelésére és plaz-
ma inhibitorokkal torténg inaktival4sra rezisztens
(1. Gurewich V. et al. /1984/ J. Clin, Invest. 73,
1731), és plazminnal végzett kezeléssel kettSs ldnct
aktfv enzimmé (u-PA) alakithaté.

A humén u-PA molekuldt két, biolégiailag aktfv
forméban izol4lték: egy nagy molekulatomegfi for-
ma (MS koriilbeliil 54000) és egy kis molekulato-
megii forma (MS koriilbeliil 330). A kis molekula-
tomegl forma (LMW = low molecular weight) a
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nagy molekulatomegi (HMW = high molecular
weight) keletkezik, enzimatikus hasft4ssal.

A nagy molekulatomegii forma egy 30000-es ne-
héz lancbél (B-lanc) és egy 20000-es konnyil ldnc-
b6l (A-lanc) 4ll, melyek diszulfid-kotéssel kapeso-
16dnak egyméshoz. A kis molekulatomeg(i forma az
aktiv helyet hordoz6 egész B-lincot tartalmazza,
tovibb4 egy, a diszulfid-kitéssel kapcsolodd A-
lancb6l szarmaz6 kis, fehérjebontés szempontjab6l
ellen4ll6 fragmensbdl 41l (MS = 2,427). Az A-ldnc
proteolfzissel két fragmensre bonthatd, egy 18000-
es molekulatdmegiire és a fenti, 2,427-¢s fragmens-
re. A kis molekulatomegl u-PA keverés aktiv a
nagy molekulatomegii u-PA-nél, az olvadék lizisé-
nek meggyorsitésa tekintetében, in vivo (M. Sama-
ma et al., Thromb. Haemostas. 40, 578-580 /1979/,
G. Murano et al,, Blood, 55, 430436 /1980/). A
huméan u-PA-t jelenleg f6ként normal és tumoros
vese-sejtkultrakbol nyerik, hagyomanyos tisztitési
cljdrsok segitségével. A humén u-PA zimogén ha-
sonlé fiziol6giai szerepet jitszhat u-PA-v4 torténd
aktivdlodésédt kovetSen. A fent megadott szdmok
Dalton-ban értenddk.

Ujabb kozlés szerint humén u-PA-t 4llitottak
el6, DNS-technol6gia segitségével (92182. sz. eur6-
pai kozrebocs4tési irat).

Az u-PA fibrinolitikus aktivitasat fibrin-lemezes
moédszerrel (Plough J. et al. /1957/ Biochem. Bi-
ophys. Acta 24, 278), az amidolitikus aktivitdst ace-
til-lizil-metil-észteren (ALME) pedig a Sherry és
munkatérsai 4ltal leirt m6dszer m6dosits4val ha-
tarozzuk meg (Sherryetal. /1964/J. Lab. Clin. Med.
64, 145). M4s esetben az u-PA fibrinolitikus aktivi-
tdsa a piro-glutamil-glicil-arginil-p-nitroanilid
(S2444) szintetikus szubsztrat segitségével 4llapit-
hat6 meg.

0,1 ml mintét, 0,1 ml sertés-plazmint (Sigma,
25 pg/ml) és 0,8 ml 1% bovin szérum albumint
(BSA) tartalmaz6 0,1 M pH = 88-as Tris-HCl puf-
fert 1 6ran 4t 20 °C-on inkubdltunk. A mintdkat
amidolitikus aktivitis szempontjéb6l kilonb6z6
idSpontokban vizsgéltuk. A plazmin reakci6t 10 pl
pufferben oldott 100 g aprotinin (Richter) hozz4-
adés4val sllitottuk le.

A szakemberek szdm4ra nyilvinval6, hogy mind
a pro-uPA hatékonysiginak megitélése, mind pe-
dig a kezelt betegek plazma-szintjeinek rutinszerd
ellen6rzése szempontj4bél szitkség van egy pontos,
megbizhat6, gyors és konnyen kivitelezheté moéd-
szerre. Ezt a célt szolgdlja a taldlm4ny szerinti elj4-
r4s. E médszer alkalmas tov4bb4 az u-PA és/vagy a
pro-uPA analizilisira komplex kozegben is, ami-
lyen péld4ul a sejt- vagy mikroorganizmus tenyész-
tésére alkalmas téptalaj.

A taldlmény egy mésik lehetséges alkalmazasi
teriilete biolégiai nedvekben vagy barmilyen vizes
kdzegben a nagy molekulatémegf(i u-PA — péld4ul
kis molekulatomegi u-PA-v4 vagy annak birmilyen
més lebomlési termékévé torténd 4talakitdsa kovet-
keztében valé — eltiinésének vizsgilata monoklo-
nélis vagy poliklon4lis antitest készitmény alkalma-
zéséval, mely képes a nagy molekulatémegd u-PA
felismerésre — a kis molekulatomegii u-PA-éra
azonban nem — mint péld4ul az aldbbiakban rész-
letesebben ismertetendd 5B4-es monokolondlis an-
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titest.

A ,biolégiai folyadék” kifejezést a taldlmany al-
kalmazésa sordn olyan értelemben haszniljuk,
amely feloleli az emberi biol6giai nedveket, azaz a
plazmit, a vizeletet, az exszuddtumokat stb. épp-
(igy, mint a sejtek és mikroorganizmusok tenyészté-
sére alkalmas t4ptalajokat. Ez ut6bbiak kozott kii-
16ndsen jellegzetesek az u-PA &s/vagy a pro-uPA
el4llitasara képes és rekombindlt DNS-sel rendel-
kez§ mikroorganizmusok tenyésztésére alkalmas
téptalajok, tovébb4 az u-PA és/vagy a pro-uPA
termel§ sejtek tenyésztésére valé taptalajok, mint
példsul az emberi epidermoid karcinoma sejtek
vagy a normél és tumoros humén vesesejtek. Azt is
tekintetbe kell venniink, hogy minden, amint a ,,bi-
ol6giai folyadékban” végzett meghatérozésrél el-
mondtunk, érthet§ és alkalmas a vizsgilt anyag
bérmilyen m4s oldatban torténé kimutatiséra is.
Az egyszeriiség kedvéért a vizsgalt anyag barmilyen
oldatét, illetve a taldlminy szerinti eljirds sordn
alkalmazhat6 barmilyen biol6giai folyadékot a to-
vébbiakban ,,vizsgélt oldatnak” fogunk nevezni. A
»vizsgalt anyag”(ok) kifejezéssel az u-PA-t (humén
vizelet plazminogén aktivétor) és/vagy a pro-uPA-t
(annak enzimatikusan inaktiv prekurzorét) jeloltik
a lefrdsban és a szabadalmi igénypontokban.

Részletesebben, a taldlmény szerinti eljards a
kovetkezs 16pésekbdl 4ll:

(i) a vizsgéland6 oldatot egy analitikai segéd-
anyaggal hozzuk érintkezésbe, amelynck feliilete a
kovetkez§ tulajdonsdgokkal jellemezhet6 monok-
lon4lis antitesttel van bevonva:

— az IgG1 osztélyba tartozik,

- az antigénhez 10°—10"! affinit4sg,

- specifikusan kotSdik a nagymolekulatomegii
(54000 D) u-PA-hoz, illetve annak prekurzoréhoz
(azaz a pro-uPA-hoz) anélkiil, hogy megkotné a
kismolekulatdmegt (33000 D) formét),

~ anélkiil, hogy kot6dne a szérumban vagy a
vizeletben 1évS endopeptidézokhoz,

- anélkiil, hogy gétoln4 az u-PA enzimes aktivi-
tas4t, illetve a pro-uPA enzimes aktivél4sat,

- izoelektromos pontja 5,5 és 6 kozott van,

(ii) pufferes oblitést koveten a kezelt analitikai
segédanyagok egyik sorozatshoz valamilyen enzi-
matikus aktivétor pufferes oldat4t adjuk, ugyanak-
kor ezzel parhuzamosan a kezelt analitikai segéd-
anyagok egy mésik sorozatéhoz csak a pufferolda-
tot adjuk;

(iii) az fgy kapott oldatok koncentrici6jit az
onmagéban ismert amidolitikus médszer szerint
hat4rozzuk meg szintetikus szin-elShiv6 szubsztré-
ton, standard gorbéhez viszonyftva; az u-PA kon-
centréci6jit kozvetleniil azon mint4kbél hatdroz-
zuk meg, amelyeket az (i) lépésben nem kezeltiink
az enzimatikus aktivitorral, mfg a pro-uPA kon-
centriciéjat az enzimatikus aktivatorral kezelt, il-
letve csak a pufferrel kezelt mintdkban mért vizs-
gilt anyag koncentriciéinak kiilonbsége alapjén
hatdrozzuk meg.

A taldlmany szerinti cljaras céljsnak megfelel-
enaz ,analitikai segédanyag” kifejezés vonatkozhat
barmilyen analitikai eszkozre, mely folyékony rea-
genseket képes tartalmazni, vagy legaldbbis azok
hatdsanak kitehetd lehet. Elonyos példék erre az
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{iveg vagy mianyag mikrotiteres lemezek vagy kém-
csdvek, a miianyag lemezek, a nitrocelluléz és a
nylon membrénok. A legelnyosebb ,,analitikai se-
gédanyagok” a polietilén, a polisztirol vagy a poli-
vinil-Klorid mikrotiteres lemezek v4jatai képviselik.

Az6ta, hogy megjelent C. Milstein és G. Kohler
[Nature, 256, 495-497 (1975)] 4ttorS jelentSségi
munk4ja a monoklon4lis antitesteket termel§ sejt-
hidridekr6l, az u-PA-val szembeni monoklondlis
antitesteket is lefrtak. A kovetkez§ irodalmi kozle-
mények szdmoltak be példaul urokinizzal (u-PA)
szembeni antitestekrol:

- 896.253. sz4mi belga szabadalmi leiras,

- Bioscience Reports 3, 373-379 (1983),

- Thromb. Haemostas. (Stuttgart) 49, 24-27
(1983),

— 0084344, sz4m( eur6pai kozrebocsétési irat,

- Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 110-114
(1984),

— Biochemistry, 21, 6410-6415 (1982),

— Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 3720-3273
(1982).

A taldlmény szerinti eljirds sorén torténd fel-
haszn4l4sa esetén a monoklonilis antitest antigén
ir4nti affinit4sdnak 10°5-n4l nagyobbnak kell lennie,
elonydsen a Tsapis és munkatarsai 4ltal lefrt m6d-
szerrel [Eur. J. Biochem. 64, 369 (1976)] mérvq,

A fenti koriilmények kozott az affinftds 107 és
10" kiozé esik.

Kiilonosen el6nyos, a talslmany szerinti eljérés
sorén alkalmazhat6 monoklon4lis antitest az 5B4-
nek nevezett monoklondlis antitest, mely a kvetke-
z5 tulajdonsagokkal jellemezhet6:

a) az IgG1 osztélyba tartozik;

b) affinitési 4lland6ja 1,42x10” Vmo6l, elénybsen
a Tsapis és munkatérsai dltal lefrt médszerrel (Eur.
J. Biochem, 64, 369 /1976/) mérve;

c) specifikusan koti az u-PA nagy molekulatd-
meg(i (54000 D) form4jt, illetve annak prekurzo-
r4t (azaz a pro-uPA-t) anélkiil, hogy megkotné a kis
molekulatomeg( (33000 D) formét, illetve az u-PA
— szérumban vagy vizeletben 16v§ — tromboplasz-
tin szennyez3dését;

d) megkoti az A-linc 18000 D-os amino-termi-
nilis fragmensét;

¢) nem csokkenti az u-PA enzimatikus aktivité-
sét;

nem gétolja a pro-uPA enzimatikus aktival4-
sét;
g) izoelektromos pontja 5,75.

Laemmli U. K. és munkatarsai (Nature 227, 680,
/1970/) u-PA és pro-uPA SDS-poliakrilamid-gél-
elektroforézist (SDS-PAGE-t) végeztek redukalé
és nem redukal6 feltételek kozott. Salerno G. és
munkatérsai (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 110
/1984/) immunblot vizsgalatokat végeztek, lényegé-
ben a fent lefrtak szerint. Az immunreakciék sordn
tiszta 5B4 tfpust monoklonilis antitestet, anti-
uPA-t és szbvet-cllenes PA antiszérumot alkalmaz-
tak.

Az 5B4-es monoklonilis antitest immunblot ké-
pe interakci6kra utal a nagy molekulatémegi u-
PA-val és anagy molekulatémegii u-PA A-ldnc4b6l
sz4rmaz6 proteolitikus fragmenssel (18000). Ez ar-
ramutat, hogyaz epit6pnak az A-lincon kell lennie.
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Az a tény, hogy interakci6 nem 4ll fenn a nagy
molekulasalyG u-PA-nak p-merkapto-etanollal
torténé redukéldsakor, azt jelzi, hogy a redukalé-
szer okozta szerkezeti véltozasok tonkreteszik az
epitpot.

A taldlmény szerinti eljirdsban alkalmazott
86/01411. sz. PCT. szerinti kdzzétételi iratban lefrt
monoklonélis antitestet a ,,nem-szekret4l6” tipust
egér mieloma sejtek — azaz olyan mieloma sejtek,
melyek nem szekretédlnak immunglobulinokat — €s
az el6zetesen u-PA-val immunizilt egér 1€psejtek
szomatikus sejtfizi6javal nyerjiik.

Roviden, Balb/c egereket immunizdlunk er8sen
tisztitott, 54000-es molekulatomegli u-PA-val,
majd az eltdvolitott 1épsejteket olyan nem-szekre-
tal6 mieloma sejtekkel egyesitjiik, melyek bizonyos
genetikus defektusokban szenvednek. E genetikus
defektusok képtelenné teszik a sejteket arra, hogy
egy bizonyos t4ptalajon tGlélést mutassanak, ami
igen hasznos a hibrid-sejtek ezt kovet§ izoldldsa
szempontjabol. Példaként emlithetjiik azilyen sejt-
vonalakra az X63-Ag8653-as sejtvonalat, amelyet
Kearney és munkatérsai frtak le (J. Immunol. 123,
1548-1550 /1979/), és amely a szakemberek sz4mé4-
ra ismert és elérhet6.

Az ilyen mielma-sejtvonalak 4ltalsban szdmos
tudoményos intézményen keresztiil beszerezhetdk,
példéul a kovetkezd helyekrsl: The Salk Institute,
Cell Distribution Center, P.O. Box 1809, San Die-
go, California 92112 és Institute for Medical Rese-
arch, NIGMS Cell Repository, Copewood and Da-
vis Streets, Camden, New Jersey 08103, A sejtek
egyesftését poli-etilén-glikol, elénydsen poli-etilén-
glikol(PEG) 6000 jelenlétében végezziik.

Erdsen tisztitott 54000-es u-PA (nagy molekula-
tomegfi u-PA) szdmos kereskedelmi forrdsb6l be-
szerezhetS. El6nydsen az erGsen tisztitott u-PA ké-
szitmény titere nemzetkdzi egységekben kifejezve
(NE), valamint a fibrinolitikus/ észterolitikus akti-
vit4s ardnya magas, a tromboplasztinos szennyez§-
dés pedig igen kis mennyiségii vagy gyakorlatilag
hinyzik. ElSnyds, erésen tisztftott u-PA a PER-
SOLVR (Gruppo Lepetit S.p.A.) mérkanéven for-
galmazott készitmény, melynek fibrinolitikus akti-
vitdsa 100.000 NE/mg-né4l magasabb, a fibrinoliti-
kus/észterolitikus aktivit4s ardnya 1,4-nél nagyobb,
nyulakban 20000 NE/kg-n4l magasabb dézisokban
is pirogénmentes és 200 NE/ml-es plazma-koncent-
réci6nél nincs koagul4ns aktivit4sa,

Az immuniziciés sém4ban elénydsen kis d6zist
u-PA adésa szerepel. Az egyik jellegzetes immuni-
z4ci6s séma szerint el&szor kis d6zist, erbsen tisz-
titott 54000-es molekulatomegli u-PA
(120.000 NE/mg; kériilbeliil 10 wg) adunk egerek-
nek i.p., komplett Freund-adjuv4nsban, 60 nappal
az egyesités elstt, majd egy masodik i.p. injekci6
sordn ugyanazon mennyiséget inkomplett Freund-
adjuvénsban, 30 nappal az egyesftés el6tt, végiil
ugyanazon mennyiséget adjuk be 5 nappal az egye-
sftés el6tt, hirtelen, 16késszerii iv. injekci6 form4-
jaban.

Csak azon 4llatoknak adjuk be ezt a végs6, 16-
késszerii injekci6t és csak azok keriilnek tovabbi
feldolgozasra, amelyeknek az egyesftés el6tt 10
nappal magasabb az anti-u-PA antitest titeriik
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1:10.000-nél.

A lépgket eltév?lftottuk, és a lépsejteket korill-
beliil 10° az 5x10° sejthez ardnyban egyesftjilk a
mieloma sejtekkel. A fizi6 ut4n a sejteket megfele-
16 téptalajon, példiul 10% fotélis borjlszérumot
tartalmaz6, Dulbeco-féle m6dosftott Eagle-t4pta-
lajon tenyésztjiik, és az egyesitett sejteket hipoxan-
tin, aminopterin, timidin (HAT) t4ptalajon szelek-
taljuk. A sejttenyészetek feliilisz6it ELISA m6d-
szerrel, azaz peroxiddzzal jelzett, egér ellen termelt
immunglobulinos ,hagyominyos” antiszérummal
vizsgéljuk, anti-u-PA antitestek szempontjébél. Az
fgy azonosftott anti-u-PA monoklon4lis antitestek
tisztitasa ioncserélS kromatografia vagy affinitdsos
kromatogréfia segitségével végezhetd, urokindz-
agar6z oszlopon, mig a kapott termék homogenit4-
sdnak megillapitasara a gél-elektroforézis az alkal-
mas eszkoz. Ezen anti-u-PA monoklonilis antitest
készftményeket ezutan osztdly-specifitds és az aga-
rézon immobilizlt antigénre vonatkozo affinitési
4lland6 szempontjabél értékeljik. Az osztily-spe-
cifitdst az OQutcherlony-féle kettSs immundifftzios
technik4val vizsgéljuk (Acta Pathol. Microbiol.
Scand. 26, 507 /1949/); az affinitési 4lland6t pedig
eldnydsen Tsapis és munkat4rsai m6dszere szerint
végzett egyensilyi kotési kisérletek segitségével ha-
tarozzuk meg (Tsapis A., Rogard N, Alfsen A., and
Nihaesco C. Eur J. Biochem. 64, 369 /1976/). Ezen
kisérletekben lényegében tiszta, el6zetesen foszfat-
tal pH=7,2-re pufferolt séoldatban dializ4lt mo-
noklon4lis antitestek ndvekvd koncentrécibit adtuk
hozz4 az urokindzt hordoz6, azaz példdul u-PA-
agar6z matrixhoz. A nem kotott antitest koncentré-
ciéjat spektrofotometria segitségével hatdroztuk
meg, a kotott antitest koncentraci6t pedig az Osszes
hozzdadott antitesttSl val6 kiilonbség alapjdn sz4-
mitottuk ki. A kotési adatokat az ismert statisztikai
modszerek, azaz a G.Scatchard 4ltal lefrt (Ann. N.
Y. Acad. 51,660-672/1949/) eljras szerint értékel-
tiik,

Az analitikai segédanyagoknak a monoklon4lis
antitesttel vagy a hagyoményos antiszérummal val6
bevondsa Ggy torténik, hogy kapcsolatba hozzuk az
antiszérum antitest higitdsinak oldatéval, amely-
ben az antitest mennyisége sokkal nagyobb a meg-
hatdrozandé antigén mennyiségénél. Az esetleg be
nem vont felszint oly médon telitjiik, hogy nem-in-
terferdlé fehérjeoldatot — példdul bovin szérum
albumint — adunk hozz4, feleslegben.

Bevonds utén az analitikai segédanyagot rdzds-
sal szérftjuk, és koriilbeliil 4 °C-on tiroljuk a fel-
hasznélésig,

El6nyds analitikai segédanyag a poli-vinil-klorid
mikrolemez, péld4ul a Falcon Microtest III tfpust
rugalmas vizsgilati lemez (Bevton-Dickson, USA),
amelyen minden egyes véjat 0,5 pg/ml-50 pg/ml
5B4-es monoklonélis antitest oldattal érintkezik.

Az, enzimatikus aktivitor” azon ismert anyagok
egyike, melyek képesek a pro-uPA-nak (egyetlen
lancl, enzimatikusan inaktiv zimogén) u-PA-véd
(kettds l4ncd aktiv enzimmeé) torténd stalakitdsdra,

A pro-uPA emlitett enzimatikus aktiv4toraira
példak a tripszin-szer( endopeptidek, mint péld4-
ul a plazmin, a tripszin, a trombin és a kallikrein.

Ezek koziil a plazmin az el6nyos aktivétor, mely
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szelektiven hasftja fel a peptidlancot a 158-as hely-
zetben 1év8 lizin (Lys) csoport kdrnyezetében (1.

kasai et al,, J. Biol. Chem., 22, 12383-12389 /1985/).

Ez az enzimatikus aktivilds a pro-uPA-t olyan ak-

tivalt form4vi alakitja 4t, melynek enzimatikus ak- 5
tivitdsa nagyon hasonl6 az u-PA-hoz, és legaldbbis

a plazmin aktivél4s esetében, alapos bizonyiték van

arra, hogy ez az enzimatikusan aktiv termék val6-

ban az u-PA.

Az u-PA-ra vonatkozd ,amidolitikus vizsgila- 10
tok” ismertek a szakteriileten.

A talilmény szerinti eljirds szempontjib6l a
kromogén szubsztrétok ,,hidrolizisén” alapul6 ami-
dolitikus vizsgalatok az el6nyosek.

Sok kiilénboz6, ilyen tfpust u-PA szubsztrit is- 15
mert a szakteriileten és szerezhet8 be akereskedel-

mi forgalomban. Ezen eljéras sordn az egyik cl-

Snyds szubsztrat egy szintetikus oligopeptid szér-
maz€k, a piro-glutamil-glicil-arginil-p-nitro-anilid
(piro-Glu-Gly-Arg-pNA), melyet a Kabi cég 20
(Svédorszag) S2444 jelzéssel hoz forgalomba.

Az u-PA és/vagy a pro-uPA ,standard” készit-
ményei is ismertek, és olyan tisztitdsi eljérassal is
elgallithat6k, melynek sorén affinit4sos scgédanya-
gon immobilizlt 5B4-es monoklondlis antitestet 25
alkalmaznak.

A validit4si kisérletek azt mutatjék, hogy a talél-
mény szerinti eljéras vizsgalaton beliili pontossiga
(VK% = vari4ci6s koefficiens) 3-7% kozbtt vélto-
zik, mig a vizsgalatok kozotti pontossig (VK%) 30
4ltaldban 5-10% kozott van. Az analitikai vissza-
nyerés 90-110% kozott véltozik.

Az alkalmazisi tartomény 1-100 NE/ml u-PA,
eldnybsen 1,5-55 NE/ml.

A pro-uPA koncentraci6jit az enzimatikus akti- 35
vAci6 ut4n mért, megfelels, ekvivalens u-PA nem-
zetkdzi egységekben (NE)/ml-ben fejezziik ki.

A taldlm4nyt az alabbi példakkal és a taldlminy
szerinti készftmények lefras4val szeml€ltetjik.

1. péida

Immunadszorpciés amidolitikus vizsgélat

Mind u-PA-t, mind pedig pro-uPA-t tartalmaz6
A431-¢s sejtfelilszokat (14sd a 3. készitmény) két-
szeresre higitottunk 60 g/l bovin szérum albumint 45
(BSA), valamint 0,1%-os Tween 20-at — poli-oxi-
etilén-szorbitdn-mono-lauritot — tartalmaz6,
0,3 M nétrium-klorid és pH = 7,3-as 0,1 m nitrium-
foszfit puffer oldatéval. A referencia standardot
(nagy molekulatomeg( u-PA) kiilonboz5 koncent- 50
racibkra higftottuk (52,5, 26,25, 13,12, 6,562, 3,281
NE/ml), 0,15 M nétrium-klorid és 0,05 M pH=
7,3-as natrium-foszfat puffer (PBS= phosphate

8

buffer solution) oldat4ban, mely 0,05% Tween 20-
at, 30 g/l BSA-t és 50% Dulbecco-féle médositott
Eagle téptalajt (DMEM= Dulbeco’s Modified
Eagle Medium) Flow Laboratories, USA) tartal-
maz. Valamennyi standard és minta azonos
mennyiségeit (200 pl-t) helyezziik triplikdtumban a
8. készitményénél lefrtak szerint SB4-gyel bevont
mikrolemez kiilonbdz5 véjataihoz. Az oldatok
érintkezését két 6rén keresztiil szobahSmérsékle-
ten, nedves, fedett dobozban biztosftjuk. Ezutdn a
lemezt 8-szor 4tmossuk oly médon, hogy kiiirités
utdn megtoltjik 0,05% Tween 20-at tartalmaz6
foszfat puffer oldattal (PBS-T puffer), majd razés-
sal széritjuk. A teljes amidolitikus aktivitis megha-
térozdsa céljab6l (u-PA+ pro-uPA) véjatonként
200 pl-nyi 38 mM nétrium-klorid, 50 mM pH=
8,8-as 10 g/l BSA-t tartalmaz6 TRIS-pufferben
(S2444 puffer”) oldott 10 pg/ml-es plazmin olda-
tot adunk a véjatokhoz. Azon véjatokhoz, ahol az
u-PA-t kellett meghat4rozni, csak ,,52444 puffert
adtunk. Egy 6rn 4t szobahSmérsékleten végzett
inkub4lds ut4n a plazmin 4ltal kataliz4lt reakci6t
0,35 mg/l desztillalt vizes aprotinin oldat véjaton-
kénti 25 pl-énck hozzdadsséval ledllitjuk. Az olda-
tot minden egyes véjatban alaposan dsszekeverjilk,
sokcsatornds pipetta segitségével, és 5 percen ke-
resztiil szobah6mérsékleten llni hagyjuk. Ezutédn a
$2444-es jeld szintetikus szubsztrdt oldat (Kabi,
Svédorszdg) — 1,5 mg/l desztill4lt vizben oldva —
25 pl-ét helyezziik 1-1 v4jatba, és a fentick szerint
alaposan dsszekeverjiik. A szin clGhfvését 37 °C-on
2 6ran keresztiil lehet§vé tesszik, és 405 nm-en
Titertek Multiskan Photometer (Flow Laboratori-
es, USA) segitségével olvassuk le. A mintdk u-PA
koncentracijit és az u-PA + pro-uPA Osszkon-
centraci6jat Ggy kaptuk meg, hogy a nem kezelt,
illetve a plazminnal kezelt v4jatok optikai sfir(iségét
interpoldljuk a standardokkal felvett dézis-hatés
gorbén. A pro-uPA koncentraci6jat a ,,teljes” kon-
centréci6 és az fgy nyert u-PA koncentréci6 kozotti
kiilonbség segftségével szdmitottuk ki.

AzI, 11 és I11. t4bl4zat egy reprezentativ vizsgd-
lat eredményeit mutatja be.

Részletesebben, az 1. t4blazat a fenti példdban
leirt vizsgalattal végzett u-PA és pro-uPA mérések
vizsgélaton belili és vizsgélatok kozotti pontossé-
gét mutatja be; a II. t4bl4zat a fenti példdban lefrt
vizsgalat szerint elGallitott Ad31-es sejt-feliilsz6-
hoz adott ekvimol4ris u-PA és pro-uPA keverék
analitikai visszanyerését szemlélteti, a IIL. t4bldzat
pedig a fenti meghatérozdsnak megfelelSen mért
u-PA és pro-uPA koncentrici6kat mutatja be, a
vizsg4lt minta kiilonboz6 higitdsai esetén.

I, tabldzat
Vizsg4laton belilli és vizsgalatok kozbtti pontosség Ad31-cs sejt-feliliszéban (n = 8)
. u-PA, NE/ml pro-uPA, NE/ml

Atlag SD VK% Atlag SD VK%
Vizsgélaton
belili
A 1,59 0,10 6,780 13,6 0,93 6,860
B 7,7 0,35 4,284 20,7 1,518 7,329
Atlag 7,090

5
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I tdblézat folytatdsa
Vizsgélaton beliili és vizsgalatok kozotti pontossag Ad31-es sejt-feliiliszéban (n=8)

u-PA, NE/ml pro-uPA, NE/ml

Atlag SD VK% Atlag SD VK%
Vizsgélatok
kozotti
A 1,69 0,26 15,540 13,1 0,945 7,190
B 8,25 0,62 7,590 21,0 1,819 8,647
C 543 0,308 5,663 25,0 1,987 7,940
D 1,61 0,174 10,837 29,37 1,603 5,461
E nm - - 26,85 2,419 8,970
F nm - - 271 2,91 10,700
G nm - - 3,84 0,384 9,990
Vizsgélaton
beliili
H nm - - 33 0,28 8,760
I nm - - 4,40 0,48 10,908
L 32 0,178 5,557 8,66 0,582 6,772
Atlag 9,037 8,529

n= 8 minden esetben

nm= nem mérhetd

SD = standard devi4ci6

VK% = variéci6s koefficiens (%)

Ila) téblézat
A431-cs sejt-feliiliszokhoz hozz4adott ekvimoléris u-PA és pro-uPA keverék analitikai visszanyerése

Amidolitikus aktivitss », NE/ml

Hozzéadott? Viért® Talalt VD, %
300 398,1 459,6 1154
150 248,1 290,2 104,5
75 1731 175,5 101,4
37,5 135,6 107,5 107,5
18,75 116,85 1158 99
Osszaktivit4s Atlag 105,5

a) $2444 hidrolfzissel meghat4rozva, plazmin kezelést kovetSen
b) Ekvimoléris u-PA és pro-uPA keverék forméjban

c) Kezdeti koncentrici6 az A431-es sejt-feliiliszéban 98,1 ¢/ml
d) T/V = talalt/vart

IIb) tabldzat
A 431-es sejt-feliiliszohoz hozzdadott u-PA és pro-uPA analitikai visszanyerése

"A” minta ”B” minta

Hozz4adott u-PA Visszanyerés Hozz4adott pro-uPA Visszanyerés
(NE/ml) (%) A(NE/ml) (%)
64,5 100,5 18,8 103,0
23,5 99,6 9,3 89,1

11,6 929 4,6 93,7

6
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IIb) tdblézat folytatdsa
A 431-es sejt-felillisz6hoz hozziadott u-PA és pro-uPA analitikai visszanyerése

”A” minta ”B” minta
Hozzdadott u-PA Visszanyerés Hozz4adott pro-uPA Visszanyerés
(NE/ml) (%) A(NE/ml) (%)
58 89,9 23 102,2
29 93,0 - -
Atlag 95,2 Atlag 96,9

A kezdeti u-PA koncentrécié nem volt mérhet6 sem az ,,A”, sem a ,,B” mint4ban;
a pro-uPA kezdeti koncentréci6ja 42,56 NE/ml volt az ,,A” mint4ban, a ,,B” mint4ban pedig 5,32 NE/ml.

L. téblézat

u-PA ¢s pro-uPA koncentracitk a 431-es sejt-feliilaszokban, kiilonboz5 higftdsok esetén

u-PA, NE/ml pro-uPA, NE/ml
Higitssi Vért Taldlt TIV (%) Vit Talalt VIT)%)
arény
15 31,89 30,57 95,2 53,36 56,03 105
2,25 31,89 31,89 100,0 53,36 56,19 105,3
3,375 31,89 341 107,1 53,36 40,03 91,9
5,0625 31,89 33,78 105,9 53,36 58,1 108,8

A fenti kfsérletek megismétlése esetén — vizelet
vagy u-PA-t és/vagy pro-uPA-t tartalmaz6 fermen-
taciés bakteriolégiai tiptalaj felhasznbldsdval —
lényegében azonos pontossigl, megbizhat6sigh és
érzékenységil eredményeket kaptunk.

Pontosabban, a validit4si kisérletek azt mutat-
jék, hogy a vizsgalaton beliili pontossdg (VK%)
3-7% kozott, a vizsgdlatok kozotti pontossig
(VK%) pedig 4ltaliban 5-10% kozott véltozik. Az
analitikai visszanyerés 90-110%.

A vizsgélt anyag alkalmazisi tartoménya
15 mg/ml és 100 mg/ml kdz¢ esik.

1, készitmény

5B4-es anti-u-PA monoklonélis antitest elG4ll{-
tisa

a) Anti-u-PA monoklondlis antitestek elbdllitdsa

Erdsen tisztitott 54000 dalton molekulatﬁmegg
120.000 NE/mg aktivitist u-PA-val (PERSOLV
RICHTER) immunizilunk 7 hetes nstény Balb/c
egereket. Ezen u-PA komplett Freund-adjuvéans-
ban oldott 10 pg-jét injiciljuk az 4llatok peritone-
uméba, 60 nappal a fizi6 cl6tt. 30 nappal kés6bb
Gjabb 10 pg-t adunk be az egereknek. A fazi6 el6tt
10 nappal hagyom4nyos ELISA médszerrel mérjiik
az anti-u-PA antitest-titert, a farokvénab6l vett vér-
mint4kban, és 5 nappal az egyesftés el6tt egy utols6
10 pg-os, hirtelen, 16késszerti u-PA injekci6t adunk
be intravénésan azon 4llatoknak, melyek antitest
titere 1:10000-nél magasabb, Ezutén a fGzi6 napjén
kivessziik O%Z allatok Iépét, és a lépsejteket (koriil-
belil 1x10%) 50%-0s PEG 6000-ben levs, Sx107
X63-Ag8653-as egér mieloma sejtekkel egyesitjitk.

A lényegében C Milstein és G. Kohler médszere
szerint végzett £(2i6 ut4n a sejteket 10%-os fotdlis
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borjtiszérummal és HAT téptalajjal (0,1 mM hipo-
xantin, 0,25 mM aminopterin, 0,017 mM timidin,
Flow Laboratories) kiegészitett, Dulbecco-féle
médosftott Eagle-tiptalajban reszuszpendéljuk, és
5 killonb6z8 — egér makrofigokat tartalmazé —
Costar lemezre (adagol6 réteg) helyezziik Sket.

A HAT t4ptalajt 3 naponként cseréljilk, és a
fazi6t kovetS 10. nap ut4n a feliildsz6hat 2-3 na-
ponként ELISA immunassay segitségével vizsgél-
juk, anti-u-PA monoklon4lis antitestek jelenléte
szempontjabol.

b) Anti-u-PA monoklondlis antitestet termelo
hibridomdk szlirése ELISA moédszerrel

A Perlman-m6dszer (Immunochemistry, 8, 873
/1971/) m6dosftdsa szerint rugalmas, 96 véjatos
mikrotiteres lemezeket (Dynatech), véjatonként
50 ul pH= 7,2-es foszfat-pufferes séoldatban és
0,5 M nétrium-kloridot tartalmaz6, pH= 7-es
0,05 M-os nétrium-foszfatban oldott, 20 pg/ml-es
u-PA-val vonjuk be, és 1 6rdn keresztiil szobahd-
mérsékleten inkubéljuk. 0,05%-0s Tween 20-as
foszf4t pufferes séoldattal végzett alapos mosés
utén a véjatokat 3%-os bovin szérum albumin fosz-
fat-pufferes séoldattal telitjiik 3 6ran keresztiil,
szobahSmérsékleten, a nem-specifikus kotés elke-
rillése érdekében. Gondos mosés utdn 50 pl feliild-
sz6 hibridoma tenyészetet (vagy aszcites-folyadék
azonos mennyiségét) adjuk hozz a véjatokhoz, és
2 6ré4n keresztiil, szobah§mérsékleten reagéltatjuk
Sket egyméssal. A lemezeket ezutin mossuk és
1:1000 higft4st torma-peroxiddzzal (P161, DAKO)
konjug4lt, egér ellen termelt ny6l Ig-nal szobah6-
mérsékleten, 90 percen keresztiil inkubaljuk. Ala-
pos mosést kovetGen a lemezeket véjatonként

7
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200 pl 1 mg/ml-es— 0,1 m pH = 5-0s citrét-puffer-
ben és 1,7 mM H202-ben oldott — o-fenilén-dia-
min (SIGMA) kromogénoldattal inkubéljuk. A
szin elGhivdsa 20 percen beliil megtorténik, Ezutén
492 nm-en leolvassuk az optikai siiriséget vakpré-
béval szemben, antigén és antitest nélkiil. Azon
véjatokat tekintjik pozitfvnak, amelyekben a szin
intenzit4sa 4-szer magasabb a vakprob4nal.

¢) Anti-u-PA-t termeld hibridomdk klénozdsa

Anti-u-PA antitestet termel$ hibridomékat ki-
vélogatjuk, meghatirozott higit4ssal kiénozzuk, to-
mcgkulturiban tenyésztjik, és elfzetesen 0,5 ml
PRISTAN"-rel (2,6,10 14—tetra-menl-pcna-dekén,
Aldrich) kezelt Balb/c egerek peritoneuméba inji-
cidljuk. 15 nappal késébb osszegyfjtjiik az aszcites-
folyadékot. Az anti-u-PA monoklonilis antitestek
koncentraci6ja a 10-20 mg/ml-es tartoményba esik.
Protein-A Sepharose vagy urokin4z-Sepharose af-
finit4sos kromatografia segitségével tisztitjuk Gket.

d).Az anti-u-PA monoklondlis antitestek tisztitdsa
Sepharose®-u-PA-n végzett affinitésos kromatog-
réfidval

CNBr-dal aktivalt nagy molekulatémeg@ Sepha-
rose és ersen tisztitott u-PA (120.000 NE/mg)
reagéltatisival Sepharose-u-PA konjugatumot ké-
szitink. A kapcsolod4s hatékonysdga koriilbeliil
20 mg u-PA, a duzzasztott gél 1 ml-ére szédmftva, A
fentiek szerint nyert aszcites folyadékot — termel6
hibridomé4nként 1 mi-t — visziink fel a Sepharose-
urokinéz affinit4sos oszlopra (1,6 cm x 15 cm),
melyet pH = 8,0-as, 0,01 M nétrium-foszf4t puffer-
ben el6zetesen ekvilibraltunk, Ugyanazon pufferrel
végzett 4toblitést kovetden a szelektiven adszorbe-
4lt anti-urokiniz monoklon4lis antitesteket pH=
3,0-as, 0,1 M ecetsavval eludljuk. Az ellenanyagot
tartalmaz6 frakci6kat dsszegyijtjiilk, és PSDE
09005-6s Millipore membréinon végzett ultrafiltrs-
14s segitségével koncentraljuk, majd felhaszn4l4sig
fagyasztva taroljuk.

€).A monoklondlis antitest készitmények tisztasd-
gdnak és homogenitdsdnak ellendrzése gél-elektrofo-
rézissel

A fentiek szerint nyert monoklon4lis antitesttel
SDS-PAGE-t (nétrium-dodecil-foszfét poli-akri-
lamid-gél-elektroforézist) végeztiink, a W.K.La-
emmli &ltal lefrt médszer szerint (Nature 227, 680,
1970). Csak a nehéz és konnya IgG lancoknak meg-
felelS cstkok l4tszanak, ami arra utal, hogy a fenti
elutum tiszta immunglobulinokat tartalmaz.

f) Az affinitési dlland6 meghatdrozdsa

PH= T7-es foszfat-pufferes séoldatban szusz-
pendélt 20%-os Sepharose-u-PA azonos mennyi-
ségeit (valamennyi 0,5 ml) adjuk hozz4 tisztitott
anti-u-PA monoklon4lis antitest készitmények no-
vekvs koncentraciihoz (e készitmények azonosak
a fenti d) pont szerint elGallitottakkal, pH= 7-es
foszfat-pufferes s6oldatban dializdlva. A mintékat
két 6réan keresztill szobahSmérsékleten ,,vég a vég
felett” forgatjuk. A kontrollokhoz nem adtunk
gyantét.

A nem-kotott antitest koncentracijat spektro-
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fotometrids modszerrel hatdroztuk meg 280 nm-en
(E%1 em = 14), mig a kotott antitest koncentréciét
a hozzéadott antitest dsszmennyiségét6l valé kii-
16nbség alapjén szdmitjuk ki. Az dsszes kotési ada-
tot Scatchard médszere (Ann. N. Y, Acad. Sci,, 51,
660-672, /1949/) szerint dolgozzuk fel. Az 5B4 cl-
nevezésil ,}nonoklonélis antitest affinit4si 4lland6ja
1,42x10 ' /mo6l

2. készitmény

Az anti-u-PA immunglobulin (IgG k) megtiszti-
t4sa anti-urokindz hagyoményos antiszérumtol

Anti-urokinéz nyl antiszérumot 4llitottunk el6
a szok4sos immuniz4ci6s eljardsok szerint, erfsen
tisztitott 54000-es molekulatdmeg(i u-PA felhasz-
nél4séval (koriilbeliil 120,000 NE/mg).

Részletesebben, egészséges fehér, New Zealand
nyulakat immuniz4lunk 500 pg, komplett Freund-
adjuvansban 1év6, erdsen tisztitott 54000-es mole-
kulatomegii u-PA-val (koriilbeliil 120.000 NE/mg).
Az antigén azonos mennyiségét — inkomplett Fre-
und-adjuvdnsban — adjuk be, hirtelen 16késszerii
injekciék forméjéban, 4, 6 és 8 hét elteltével. Az
allatokt6l hetente vért vesziink, és az anti-u-PA
antitest titereket anti-u-PA antiszérum enzim —
immunassay segitségével hatdrozzuk meg. 12 hét
utdn az 4llatokat teljesen elvéreztetjiik, és az IgG
immunglobulin frakciét affinit4sos kromatografié-
val tisztitjuk, protein-A Sepharose-on. A kapott
antiszérum 1 ml-ét protein-A Sepharose oszlopra
visszitk fel (oszlopméret 1,6 cm x 4 cm), melyet
el6zetesen 0,1 M pH = 8-as nétrium-foszf4t puffer-
rel, 20 ml/6rés dramlési sebességnél ekvilibraltunk.
Ugyanazon pufferrel végzett mosds utdn az IgG-ket
pH= 3-as 0,1 M ecetsavval eludljuk. 2 ml-es frak-
cidkat gyiijtiink és az IgG-k jelenlétét enzim-immu-
nassay segitségével ellendrizziik. Az IgG-ket tartal-
maz6 frakci6kat pH = 7,2-re allitjuk be, és felhasz-
nélésig 20 °C-on fagyasztva téroljuk.

3. készitmény

A431-es sejt-feliilaszo elGallitdsa

A431-es humén epidermoid karcinoma sejteket
tenyésztiink, elonyosen Fabrian és munkatérsainak
mobdszere (Proc. Natl, Acad. Sci. USA, 74, 565,
1977) szerint. Pontosabban, az A431-es sejteket
10% fotélis borjtszérumot (Flow Laboratories),
100 E/pl penicillint, 100 p.g/ml streptomycint (Flow
Laboratories) és 2 M glutamint (Flow Laboratori-
es) tartalmaz6 Dulbecco-féle modosftott Eagle-
téptalajon tenyésztjitk egybeglvadésxg, milanyag te-
nyésztdedényekben, 150 cm®-es tenyésztési feliile-
ten (NUNC). Ezut4n a feliillaszokat osszegyiijtjik,
centrifugdljuk a tormelék eltdvolitdsa céljabol, és
-80 °C-on téroljuk protedz inhibitor (aprotinin,
10 g/ml) jelenlétében, a felhasznélasig.

4. készitmény

5B4-es anti-u-PA monoklonlis antitest immo-
biliz4ldsa aktivalt agar6zon

Aktivélt agarézt (kereszt-kotésii, 10 atom
hosszs4gt osszekots karokkal kapesolt agar6z
szemcsék N-hidroxi- ﬁzukcnmmld aktiv észter-szAr-
mazéka; Affi-gél 10", Bio-rad Inc., 14 g, nedves)
3-szoros térfogati wopropil-alkohollal és 3 térfo-
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gatnyi hideg desztillilt vizzel mossuk 4t, 20 percen
beliil. A gélt ezutén reszuszpendéljuk pH= 8-as,
0,1 M nétrium-bikarbon4t pufferben (végss térfo-
gat= 20 ml), Er8sen tisztitott, a fentick szerint
el6allitott, 0,1 M, pH= 8-as nitrium-bikarbon4t
pufferben oldott (9,7 ml) 5B4-es monoklonilis an-
titestet adunk hozzd a gél szuszpenzibhoz. 4 6ra
milva szobahémérsékleten 1 M vizes etanolamin-
hidrokloridot (1,5 ml) adunk hozz4 pH= 8-on, a
gyanta nem-reagilt észtercsoportjainak blokkol4sa
c£ljabol. A blokkol6 reakci6 szobahSmérsékleten
egy 6rén beliil teljesen végbemegy. A gélt ezutdn
oszlopra vissziik fel, a kot6 puffer (pH = 8-as 0,1 M
vizes nétrium-bikarbonit) 10-szeres térfogatéval
mossuk, majd 0,1 M vizes ecetsavval, ezt kovetden
pedig 1M vizes néitrium-kloridot tartalmazé 0,1 M
vizes ecetsavval, s végiil 0,5 M vizes nitrium-klori-
dot tartalmaz6 pH = 7-es 0,05 M-os vizes nitrium-
foszf4t pufferrel. A kotés hatékonys4gat a feliilasz6
mintikban spektrofotometrids médszerrel vizsgél-
juk 280 nm-en, a reakci6 el6tt és ut4n. E mint4kat
a vizsgélat el6tt pH = 2-re 4llitottuk be, hogy kikii-
sz0boljiikk az N-hidroxi-szukcinimid interferencist
a leolvasdsok sor4n.

A gyanta 1 ml-ére vonatkoztatva 2,54 mg SKB4-
es monoklon4lis antitestet immobiliz4ltunk,

5. készitmény

a) Az 5B4-Agaréz adszorbens kapacitdsénak
megdllapltésa

Az 5B4-agar6z maximélis kapacitdsat ,tiszta” és
tisztftatlan u-PA készitményeken 4llapftottuk meg.
5B4-agar6z oszlopot (1,6x10 cm) ekvilibréljuk
0,5 M NaCl-ot tartalmaz6 0,05 M pH = 7-es nitri-
um-foszfit pufferben, majd ,tiszta” u-PA-t
(120.000 NE/mg) visziink fel r4, mig az észteroliti-
kus aktivitds észlelhet§vé nem valik a kifoly6 anyag-
ban. Az oszlopot ezutén az ekvilibral6 pufferrel
mossuk, és az enzimet deszorbeéljuk az4ltal, hogy
1 M NaCl-os 0,1 M ecetsavval eludljuk. A kotott
frakci6ban visszanyert osszaktivitst tekintjiikk az
oszlop maximélis kapacit4sénak.

Azu-PA esetében (120.000 NE/mg) az 5B4-aga-
r6z kapacit4sa 216.000 NE/ml.

Ugyanezen kisérleteket megismételtiik tisztitat-
lan u-PA készftmény (700 NE/mg) felhaszn4ldss-
val, s ekkor 174.000 NE/ml-es kapacitést nyertiink.

b) A pro-uPA, nagy molekulatémegli -u-PA, kis
molekulatomegli -u-PA és a 18000-es u-PA amino-
termindlis fragmens immunadszorpcidja 5B4-agard-
zon

Tisztitott nagy molekulatomegfi u-PA-t inkub4-
lunk 8 6rdn keresztiil 0,2 M NaCl-ot tartalmaz6
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1 ml 50 mM-os, pH = 8-as nitrium-foszf4t puffer-
ben. Nagy molekulatémeg(i u-PA-t, kis molekula-
tomeg( u-PA-t és 18000-es proteolitikus fragmenst
4:4:2 ardnyban nyeriink. E termékeket gélsziirés
segitségével valasztjuk szét és izolaljuk keresztko-
:éxj‘ﬁ, ellenérzott pérusa poli-dextrénon (Sephad-
G 100, szuper-mindségfi; 1,5x100 cm); ezt
0,2 M NaCl-ot tartalmaz6 5 mM pH= 4-es nétri-
um-foszfat pufferrel ekvilibréljuk, és 3 ml/6ra
draml4si sebességgel ugyanazon keverékkel eluél-
juk.
. Ezt kovetSen osszegyijtjiik az egyetlen terméket
tartalmaz6 eluslt frakci6kat. 0,1 tf% Tween" 20-at
tartalmaz6 pH= 7,5-6s foszf4t-pufferes séoldat-
banlévé (a fentlefrtak szerint készitett) SB4-agaréz
skaléris mennyiségeinek szuszpenzi6it adjuk hozzd
0,5 ml ugyanazon pufferben oldott pro-uPA nagy
molekulatomegli-u-PA, kis molekulatdmegfi-u-
PA, illetve 18000-¢s amino-termin4lis fragmens u-
PA-oldatokat — valamennyit 250 pg/ml mennyi-
ségben — tartalmaz6 kémcsovekhez, és a végsd
térfogatot ugyanezen pufferrel 1,5 ml-re egészitjiik
ki

Valamennyi mintét forgatjuk szobah6mérsékle-
ten 1 6rén keresztiil, majd 2000 rpm-en 5 percig
centrifugéljuk. A nem-kotott anyagot Ggy hatdroz-
zuk meg, hogy a feliilisz6k optikai sfirfiségét
280 nm-en leolvassuk, a kotott anyagot pedig a hoz-
zdadott dsszes anyagtél valé kilonbsége alapjén
hatérozzuk meg.

Ezen kisérletekben a pro-uPA, a nagy moleku-
latdmegi u-PA és a 18000-es amino-terminlis
fragmensnek tobb mint 90%-a kerill immunad-
szorpci6 révén az 5B4-agar6zra, mig a kis moleku-
latémegii-u-PA nem immunadszorbe4lédik.

6. készitmény

Azu-PA tisztitdsa 5B4-agar6zon mért immunaf-
finit4s segitségével

Egy kromatogrifids oszlopot (1,6x9 cm) a 2.
példa szerint készitett SB4-agar6z immunadszor-
benssel toltiink meg és 0,5 M vizes natrium-klorid-
dal és 0,05 M pH= 7-es vizes foszfit pufferrel
ekvilibraljuk. Ezut4n a tisztitatlan vizelet koncent-
ritumot 60 ml 6rankénti dramlési sebességgel fel-
vissziik az oszlopra. Az ekvilibr4l6 pufferrel végzett
&tmosés utén azu-PA-t 1 M vizes nétrium-kloriddal
¢és 0,1 M vizes ecetsavval cludljuk.

Az u-PA-t tartalmaz6 frakci6kat dsszegyfjtjiik,
semlegesitjiikk és mélyhfitéssel sz4rftjuk.

A visszanyert u-PA specifikus aktivitdsa mindig
nagyobb 130.000 NE/mg-nél

A mennyiségi adatokat a kovetkez3 t4bl4zat tar-
talmazza:

-9-
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IV tébldzat
Térfogat Teljes Teljes Osszfehérje Specifikus  Tisztftasi

Frakcié ml fibrinolitikus % észterolitikus mg aktivitas faktor NE/EE

aktivitss®) aktivitas®) aktivités

NE EE NE/mg

Tisztitatlan
kivonat 186 1772394 100 897 2007 883 - -
Nem-kotott
frakci6 (A) 270 141791 8 164 - - - 846
Kotott
frakci6 (B) 56 1374240 71,5 683 9,52 144353 163 2012

a) meghatérozva lényegében az 1979-es Addendum of the British Pharmacopoea-ban lefrt médszer szerint
b) meghat4rozva lényegében a Sherry és munkatérsai 4ltal lefrt médszer
(J. Lab. Clin. Med., 64, 145, 1964) szerint, ALME-n

V. téblézat

Tromboplasztinos szennyezGdések:

0-alvad4s 193 NE/ml-es plazmaértéknél (a National Heart

and Lung Institute, USA, szerint a O-alvadés
értéke: 80 NE/ml plazma)

Akut toxicit4s egérben:
Szisztémi4s toleralhatésdg kutydban:

100.000 NE/kg i.v. d6zisban nem toxikus
20.000 NE/kg dézis esetén nem volt szignifikdns véltozés

az artérids vérnyomasban

A HPLC analfzis sordn nagy molekulatomeg(
(54000-es) u-PA jelenléte és kis molekulattomegi
(330000-es) u-PA hidnya volt megfigyelhetd.

A kapott u-PA tisztaségét nitrium-dodecil-szul-

tartalmaz6 1 M NaCl-dal és 0,1 M ecetsavval vég-
zett eludldssal hajtjuk végre. A frakciokat dssze-
gytjtjiik és S2444-es szubsztraton vizsgaljuk amido-
litikus assay segftségével, plazminnal végzett akti-

fat-poliakril-amidon végzett gél-elektroforézissel 40  vil4selStt ésutén, a fent lefrtak szerint. A pro-uPA-
is bizonyitottuk. Valéban, ez a vizsgélat is megerd- t tartalmazd frakciokat Osszegylijtjilkk. Az Ossze-
siti, hogy az 5B4-agar6zon tisztitott u-PA termék gyiijtott oldatot tovabb tisztitjuk, és FPLC-n (Phar-
lényegében 54000-es molekulatomegii u-PA. macia, Svédorszag) végzett ioncserél§ kromatogré-
A kisérleteket néhdnyszor megismételtik — fia segitségével koncentréljuk, 50 mM pH = 4,0-¢s
tobb mint 50 alkalommal -— anélkiil, hogy azered- 45  nétrium-acet4t pufferrel ("A” puffer) ekvilibrélt
mények szignifik4nsan véltoztak volna, Mono S HR5/5-6s kationcseréls oszlop (5x50 cm)
Az oszlopra felvitt fibrinolitikus aktivitds 70— alkalmaz4s4val. A mint4t kétszeresre higitjuk desz-
80%-a kovetkezetesen kimutathat6 a kotott frakcei- till4lt vizzel, és felvissziik az oszlopra. Az ekvilibrélé
6kban. Amikor a nem-kitott frakciékat Gjra fel- pufferrel végzett mosis utén a kotdtt pro-uPA-t
visszilk az oszlopra, az egész aktivitds kimutathaté 50  elualjuk s6/pH gradienssel (0,3 M ,,A” pufferben
az 4taraml6 folyadékban, ami arra utal, hogy ezen oldott NaCl-t61 — pH = 4,0-en— 0,7 M ,,A” puf-
aktivitds nem az u-PA-nak, hanem ink4bb az u-PA- ferben oldott NaCl-ig — pH= 0,5-ig — lineéris
t6l fiiggetlen fibrinolitikus aktivit4ssal rendelkezs gradiens 50 percen beliil, &ramlési sebesség:
aspecifikus protedzoknak tulajdon{that6. 60 ml/6ra, végill 1 M NaCl-ot tartalmaz6, pH =
55  5,0-6s ,A” pufferrel). Az eluslt frakci6kat a fent
7. készitmény lefrt S2444-en végzett amidolitikus vizsgélat segft-
A pro-uPA tisztitisa ségével ellenGrizziik, és a pro-uPA-t tartalmazd
Az 1. készitménynél lefrtak szerint elG4llitott frakciokat dsszegyiijtjiik és fagyasztva taroljuk.
5B4-es oszlopot (1,6x10 cm) 0,1%-o0s Triton X- A kapott termék (pro-uPA) homogénnek tiinik
100-at (Rohm and Hass) tartalmazé 0,15 M NCI- 60 SDS-PAGE sor4n,
dal és 0,5 M pH= 7-es nitrium-foszf4t pufferrel Az SDS-PAGE, a Western-blot vizsgélt €s a
ekvilibréltuk. Az oszlopra 10 1 A431-es sejt-feliild- zimografia azt mutatja, hogy a fentiek szerint tiszt(-
sz6t (3. készitmény) vissziink fel 200 ml 6r4nkénti tott pro-uPA egy koriilbeliil 48000-es molekulatd-
sebességgel, 4 °C-on, majd az ekvilibral6 pufferrel megf, egyetlen lanca fehérje, mely immunolégiai-
dtmossuk. A deszorpci6t 0,1%-os Triton X-100-at 65  lag a vizelet-tipust PA-val rokon és kiilonbozik a
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széveti tipush PA-t6l.

Az aktiv hely a pro-uPA-ban rejtettnek tiinik,
mivel nem figyelhetS meg [PH]DFP(°-diizopropil-
fluoro-foszf4t) inkorporacié, sem pedig benzami-
din-agar6zhoz valé kot6dés.

Ez a pro-uPA tov4bb4 inaktiv az $2444-¢s szin-
tetikus szubsztréton, a plazmin kezelés azonban az
u-PA-hoz hasonld, kett8s l4nctG aktfv formédvé
(150.000 NE/mg) alakitja 4t. Ez az aktiv4lt forma a
H"-DFP-t a 31500-as nehéz l4ncba inkorpor4lja, és
a benzamidin-agar6zhoz kotsdik.

Az A431-es sejtekbdl a fentiek szerint tisztftott
pro-uPA amino-terminlis szekvencidja (26 amino-
sav) azonosnak bizonyult a vese-sejtekb8l izolalt
pro-uPA-val (J. Biol. Chem. 22, 12383-12389
/1985)).

8. készitmény

A mikrolemezek bevonssa SB4-gyel

Poli-vinil-klorid mikrolemezek (Falcon Micro-
test III-as rugalmas vizsgélati lemez; Becton Dic-
kinson and Co., USA), valamennyi v4jatit 0,15 M
nétrium-kloridban és 0,05 M pH = 7,3-as nétrium-
foszfét pufferben (PBS) oldott 35 pg/ml-es 5B4
oldat 200 pl-ével toltottik meg, Két 6ran keresztiil
szobah&mérsékleten, z4rt dobozban végzett inku-
bélés utdn a mikrolemezeket 5-szor &tmostuk oly
médon, hogy kiiirftettiik és PBS-sel toltottiik meg
Gket. Ezutin mindegyik v4jathoz PBS-ben oldott 10
g/1-es vocin szérum albumin (BSA) 250 pl-ét adtuk,
¢s szobahSmérsékleten 2 6ran keresztiil 4llni hagy-
tuk, a be nem vont feliilet blokkol4sa céljabé). Ez-
utén a lemezeket ismét 4tmostuk PBS-sel, r4z4ssal
széritottuk és 4 °C-on téroltuk a felhasznélsig.

Lényegében ugyanezen eljarast kovetve, de a 2.
készitménynél lefrtak szerint el64llitott, hagyom4-
nyos antiszérum felhaszn4lis4val antiszérummal
bevont, az 1. példa szerinti eljirasban alkalmazhat6
mikrolemezt kaptunk.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljr4s humén vizelet-plazminogén aktivétor-
nak (u-PA), zimogénjének (humén vizelet-lazmi-
nogén aktivitor prekurzor, pro-uPA) vagy ezek
ll:everékének meghatédrozésira, azzal jellemezve,

ogy

(1) a vizsgdlandd oldatot egy analitikai segéd-
anyaggal hozzuk érintkezésbe, amelynek feliilete a
kovetkez§ tulajdonsdgokkal jellemezhetd monok-
lonélis antitesttel van bevonva:

- az IgG1 osztélyba tartozik,

- az antigénhez 10°—10"!! affinités,

- specifikusan kot6dik a nagymolekulatémegfi
(54000 D) u-PA-hoz, illetve annak prekurzorshoz
(azaz a pro-uPA-hoz) anélkiil, hogy megkotné a
kismolekulatomeg( (33000 D) format),

- anélkiil, hogy kotSdne a szérumban vagy a
vizeletben 1év8 endopeptidazokhoz,

— anélkiil, hogy gétoln4 az u-PA enzimes aktivi-
tsét, illetve a pro-uPA enzimes aktiv4l4s4t,

- izoelektromos pontja 5,5 és 6 kozott van,

(i) pufferes oblitést kovetSen a kezelt analitikai
segédanyagok egyik sorozatdhoz valamilyen enzi-
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matikus aktivitor pufferes oldatat adjuk, ugyanak-
kor ezzel parhuzamosan a kezelt analitikai segéd-
anyagok egy mésik sorozatihoz csak a pufferolda-
tot adjuk;

(iii) az fgy kapott oldatok koncentrici6jt az
onmagéban ismert amidolitikus médszer szerint
hatdrozzuk meg szintetikus szfn-elShiv6 szubsztrs-
ton, standard gorbéhez viszonyitva; az u-PA kon-
centraci6jat kozvetleniil azon mintdkb6l hatéroz-
zuk meg, amelyeket az (i) 1épésben nem kezeltiink
az enzimatikus aktivitorral, mig a pro-uPA kon-
centrici6jit az enzimatikus aktivitorral kezelt, il-
letve csak a pufferrel kezelt mintdkban mért vizs-
gélt anyag koncentrici6inak kiilonbsége alapjén
hat4rozzuk meg.

2. Az 1. igénypont szerinti eljras, azzal jellemez-
ve, hogy mfianyagb6l késziilt analitikai segédanya-
got alkalmazunk,

3. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy miianyag mikrotiteres lemezek, kémcsovek
vagy lemezek, illetve nitrocelluléz vagy nylon
membrinok koziil kivdlasztott analitikai segéd-
anyagot alkalmazunk.

4, Az 1.igénypont szerinti eljérés, azzal jellemez-
ve, hogy polisztirol, poli-vinilk-klorid vagy polieti-
1én mikrotiteres lemez analitikai segédanyagot al-
kalmazunk,

5. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemez-
ve, hogy olyan analitikai segédanyagot alkalma-
zunk, mely a kovetkez3 tulajdonségokkal jellemez-
het6 monoklonélis antitesttel van bevonva:

- az IgGy osztélyba tartozik,

~ affinit4si dlland6ja 1,42x1()7 I/mél, el6nyosen a
Tsapis és munkatérsai 4ltal lefrt médszerrel (Eur.
J. Biochem. 64, 369 /1976/) mérve;

- specifikusan koti azu-PA nagy molekulatome-
gili (54000 D) form4jat, illetve annak prekurzorét
(azaz a pro-uPA-t) anélkiil, hogy megkotné a kis
molekulatémegfi (33000 D) formét, illetve az u-PA
— szérumban vagy vizeletben 1évG — tromboplasz-
tin szennyezodését;

- megkéti az A-ldnc 18000 D-os amino-terminé-
lis fragmensét;

- nem csokkenti az u-PA enzimatikus aktivit-
sét;

- nem gétolja a pro-uPA enzimatikus aktivala-
sét;

— izoelektromos pontja 5,75.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemez-
ve, hogy az enzimatikus aktivitort a plazmin, a
trombin, a kallikrein és a tripszin koziil valasztjuk
ki

7. Az 1. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy az amidolitikus reakci6 sordn az u-PA
meghatérozéshoz szin-el6hivh szubsztrétként piro-
glutamil-glicil-arginil-p-nitroanilidet alkalmazunk.

8. Reagens készlet az 1. igénypontban meghat4-
rozott eljérdshoz, azzal jellemezve, hogy a készlet
tartalmaz:

1. egy analitikai segédanyagot, amelynek felillete
akovetkezd tulajdonsdgokkal jellemezheté monok-
lon4lis antitesttel van bevonva:

- az IgG osztilyba tartozik,

— az antigénhez 10°—10"!! affinit4sq,

~ specifikusan kot6dik a nagymolekulatomeg(

1
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(54000 D) u-PA-hoz, illetve annak prekurzorshoz
(azaz a pro-uPA-hoz) anélkiil, hogy megkdtné a
kismolekulatomegii (33000 D) forméit),

- anélkiil, hogy kot6dne a szérumban vagy a
vizeletben 1év3 endopeptidizokhoz,

— anélkiil, hogy gitoln4 az u-PA enzimes aktivi-

22

tas4t, illetve a pro-uPA enzimes aktivélssat,

- izoelektromos pontja 5,5 és 6 kdzott van,
2. a pro-uPa egy enzimatikus aktivitorat; vala-

mint

3. egy kromogén szubsztratot az u-PA szdméra.

Kiadja: Orszdgos Taldlmanyj Hivatal, Budapest
Felelds kiadd: dr. Szvoboda Gabriella
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