(21) Abejelentés Ugyszama:

19y HU

MAGYARORSZAG
Szellemi Tulajdon Nemzeti Hivatala

SZABADALMI LEIRAS

P 01 00207

(22) A bejelentés napja: 1998. 12. 11.

(40) A kozzététel napja: 2001. 06. 28.
(45) A megadas meghirdetésének datuma a Szabadalmi

Koézlony és Védjegyértesitében: 2013. 04. 29.

HU000228578B1
(1) Lajstromszam: 228 578 13 BA1
61 Int.cl:  GOTN 33/50 (2006.01)

(86) A nemzetkdzi (PCT) bejelentési szam:
PCT/US 98/26465
(87) A nemzetkdzi kdzzétételi szam:
WO 9930154

(30)

(72)

Elsébbségi adatok:
08/990,168 1997. 12. 12. us
Feltalalo(k):

Beutel, Bruce A, Libertyville, lllinois (US)
Schurdak, Mark E., Antioch, lllinois (US)

Voorbach, Martin J., Vernon Hills, lllinois (US)
Burns, David J., Round Lake Park, lllinois (US)
Joseph, Mary K., Libertyville, lllinois (US)

(73) Jogosult(ak):
Abbott Laboratories, Abbott Park, lllinois (US)

(74) Képviseld:
Svingor Adam, DANUBIA Szabadalmi és
Védjegy Iroda Kft., Budapest

(54)

(57)

Folyamatos formaju, nagy teljesitményii sziirévizsgalati eljaras

Kivonat

A talalmany targyat képezi eljarés vizsgalati mintak biolégiai vagy biokémiai aktivitasanak szlrévizsgalatara, amely soran
a vizsgalati mintakat egy porézus szirévizsgalati hordozé anyagra (matrixra) viszik fel, és legalabb egy matrixot
alkalmaznak egy vagy tébb szirévizsgélati komponensnek a szlirévizsgalati eljarasba torténd bevitelére, majd
végrehaijtjak a vizsgalati mintak és/vagy a szirdvizsgélati komponensek feleslegének eltavolitasat szolgald mosési
lepésbdl és/vagy a szirbvizsgalati eljaras lathatéva tételét célzo 1épésbél alld sziirévizsgalati eljarast.

A talalmany targyat képezi tovabba egy eljaras nagyszamu minta azon képességére torténd egyideji vizsgalatara, hogy
egy bioldgiai folyamatot serkent vagy gatol. Az eljaras soran a nagyszamu minta kis menynyiségeit egy sik, porézus
matrixra viszik oly médon, hogy az anyagok azonossaga az elrendezési helylikb&l megallapithatéd legyen, végrehajtiak a
szlrévizsgalatot, és kiértékelik az anyagok azon képességét, hogy a bioldgiai folyamatot serkentik vagy gatoljak.

A talalmany szerinti folyamatos formaju, nagy teljesitményi szlrévizsgalati eljarassal barmilyen, 96-lyukd mikrotiterlemez

alkalmazéséaval végrehajthato szlirbvizsgalati eljaras elvégezhetd.
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FOLYAMATOS FORMAJY, NAGY TELIESITMENYY SZUROVIZSCALATI ELJARAS

A lilmény trgydt kdperd elidrds vi

sgdlatt mintdk blologial vagy bicksmial akiivitdsdnak salivtvizsgs-
latra, tovabbé nagyssimd minta - adeit blokbgial folvanatel serkemtd vagy gdtold képes adge szeraponjdbsi
Wrtdnd - egyidell visspdlation,

A taldtmdny seerintl, folyanmatos foondil, nagy wlesimemdl seftedsre (OF-HTS, “continuous format

SN
high tdeonghput soreening”} alkalmas oljdrds legalabb egy pordzus hordozd anyag {mdtrin) sikabnazéssval
nagy sedran kemiad entitas blofdgial vagy bickémial aktivitdsdnak szdles kiivdre 1rténd egyidellt setivdvizagila-
tat tosel fehetiivé 3 gydgyaseati iparban,

Bickémiat &5 bioldgial salrdvizegilati earasokat akvivitasi vizegilatok { tost7) széles karére terveanek

57

a fehdvie-fohdrie Rblcsénbatdsoltsl, encimkatalizist®l, kKismolokula-fe s Rtdadt keadve a seites mikddsse-

Kip. Bgy nagy teljesitmsnylt safids (HTS; Jhigh Swoughpet sereening™) sordn flyen seliedvizsgalat clifrdank

.

{-assey”) aagy szénul kémial entitde viavgilatdra alkalmazhatdk, hogy a kémiad sofitisok korébban nem fsmert

bioldgial vagy bloksial akiivitdsait felismeritk,

Honoudn &5 heteroeén selirdvizsediat elidrdsok

Az Usszes, klinbdzd fajta bivliglad szirdoizsgatatt efidrds Két nagy csoportra ossthatd: homogén s be-

¥

terogen selvfvizagdlati eljdrasokra. Homogsn salivdvizspdlnt eljdrasokban az Ssszes reageast egvitt adjuk &

az eredményt muinden levabbl manipuidcid ndlldl] medeiik vagy éreeliersiik. & Potrl-cedszén seaporadd seitek
P 3

-

pléidant egy kimial anyaggal hozhatdk kapesolatba. Ha a kémist anyag toxikes a sejire, egy egyszerien megfi-

\}

grethotd tisxta zdns jelzl  toxivitdst Byy masik példa szerint sejteket alkatmazunk, smelysk egy olvan feheriét

axpresszilnak, amely mepvaltoxtatia a sejt szindt. Béta-galaktozidist (B-gall expresszalé sejtek esstéhen az x-
gal-t tartalmazé agaron seapovods sejick erbsebben vagy gycugdbben loszask kekek atal figglen, hogy meny-

2

nyi P-gal-fehdife expressadiédik. Hy modon bomogén seifrfeizsgalat QE‘K}\ késeithettt hdrmibyen biologiad

b

¢

Iepdare, smely egy rporfergén, példdul = hétagalakiveidde gin expresszitiden hat. A Roracgdn sefirbvizsgdiag

cijards még egy masik példdjdban obyan szehsairitot aikalmamuek, amely egy enzim sktivitdsdonk koverkezié-

ben megviliostatia a seindt vagy 2 Suor noiajar. Vgt as olvan technologidh, mint péidial a seointiBiacios
koselosg salirbvizsgdlutl eljdeds (RPA, "Scintillation Proximity Assey”) ax Amershomtd! kitevetiontt mé oLy

radioaktivan jelolt Hgand kuelidéest egy fehéridhez vagy bdrmilyen, secintillfeids anvagot tartalmazd gydn-
gyUkhdz cogzitett Ligandkatd anyaghoz, Az eldzdekben felsoralt péidak mind homegén sefiedvizsgdlat eljarde
sok, mivel nem igénysinek nuds Ipdst, mint & reagensek hozadaddsdt & vigsd kimutatds, mérds vagy a jet leol-
vasdsa il

A heterogen seliebvizsgdlat elffedsok viszont Jegalitd hét Iipst fpdnyveinels, amelyek mivel lényegiket
ekindve bx"ﬂszm\ mavtékiy Bsszefivhetetlenck, nern epvesithedlk egyetion Tépsshe. Peldhn sok heterogén szi-
rivizspdiatt effirasban vgy bizonyos msghatarozott sorrendben kell adni & reagenseket {pl. ha némelyik reage
gitolnd & suliedvinsgilant olfivis oled Kpdacit, de sattkségen a késBibi lépdsekior). Tven dltaldnosan iemert
példak zx olyan szlidvizsgalatt eljdrdsok, amelvekben szignilhifejleszio reagenseket adunk, hogy kdzvetstien
Kimutzssuk egy reskeidionnék jelenlétdt vagy koocentrdeldfdt, A heteropsn szicdviespdlati alpirdsokhan eEy
mistk dltaliposan elifodulé Kpds & mosdst pds. Seiivdvizsgdlat olidrdsok slején gyaboran fleslegben kell

pes
adni # rengenseket, de a kdvethend Kpdsel it ki kell mosnd, hogy a reakeisk magas hattdrezignd! nébkitl men-

X
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nd esetdbon psiddunl a radioaksivan felsl Hesndot alésaly eny fohdridvel

jonek véghe, Radivakitvan joftf

ikubaliek, anwly epy seildnd folitlethor vam kdtve, de » Hgaad oodt gy ks rédsze kduidik akbudlisan & korlito

'r e

20t szdmd fohégehelyvelre, Inkubdoid stin 2 mog pom b6 Hradon K kel mosnt 3 meogkitty, rdiosktivan

R

kel lgsad pootos mdedse ot A biovdsl Kpds wbbidle mdden wégrehaithatd, pelid®d salirdwsed, moe

P~

< -

siiolnids, Mosapds/Beinestvilannds defvagy contrifiegdlis cifbasakical,

Sok hioldgial &s biokdmial folyamat csak heterogde dlfdrdsokkal mdrbetd Tovabbd, sonak cHendre,
hogy van lohai@ssg mas bioldgiai &3 biokdmial folvammtndat homogdn eljardsokes adaptdlnd, ezek o més folva-
matol heteropdn efjidnisokinl gardasigoschban mkdduek Ssfvagy Kownyehben horzaiErhetd veagenssikel.
Sokide eljdrds & reagonskdészict kaphatd keroskedelni forgaivmban homogén techonbbgitkhor, mint példial
sz BFachor (Amersham), fusreszovns poladzdebdboe (Jolley 8 masok) & dokibontdsos {Mtime resobved™}
Huoresoenmidhor (Packard € mdsok) hogy cadk nslidmat onditelink. Az iven efidrdsok alfalmantsa axonban
sovdbbi kilisdget von maga udn &5 bl 130t igdryel. Sok selivbvizsgilani eljdrdshoz a beterogdn eliirasok jnb-
han kialakoliak ¢ Syeneket kdnnyebb gyorsan kifgflesatond. B okbadl kifolydlag az olvan heterogén eljdrdsok,
st pelddul az BLIRA, fiterkétds, REA, heelforde sejtes saliedvizegint ofifnds, sh. tovablbra & cusloy hichen

atkalmancitad. Brenolidvacok kel néhinyat az alsbhiakban részlctosen thrgyaloni,

A gydgydszait fveken Rereszil par egyre rdvelvd méréhben tdmasskodik 8 kémial vegyiilotek kdaywe
térainak nagy teljesibaduyll sxfivdedre HTR), hogy hotdanyag easlyes vegyiioteket raltlion. A HTS sgy olvan
shjirie, amelyben sok, kilonalie vepyliler viaxgdthatd cgyeds mellet, gy viesgdlat vegyiletek bloldgial aki-

Vitasa nagy szdmban vizsgsll

W ngy ideiiley vagy kel egyvideifleg. Mostangbhan 2 Jegszélesshb kdvehen Kiala-
kitott tectnolégiak $6-Iyukd nukeotiterlomeszcket alkalmasnak. Ebben a foruban 58 Rpggstlen vizsgdlat ve-

gerhetd of sgvideitleg ey § om x 12 con mlanyag meey, anely 98 reakeidivabnt analimaz, Erokben a hyae

kakbar a saltrdvizsgalatl Wrfognt jellomation 50 ul &x SO0 1 kdzdu van, A lemozeken kivil sokitle eszkis,
anyag, ppstited, astomatizdlt evakdz8k, lomezmosdk & lemerisatvasdh kaphatdk kereskedelmd forgalonthan a

G-yl formadbor xgavodva, bomogin ¢ hoterogén saffedvizsgiiag sljdrasok széles kordhen

Jelenley a HYS tovibhfejlesatdadre irdnyald ordfeszitésel » fyukak bisebb méreriivd tdielét cdlozesk

meg (minjuiivizdlds), Amennyiben oxdkken a vak mdrete, ndvelheid a lyukak sedma a lomezen, amely 196k

"

egymds metleit! vizapalnil lebetiedpet biagoy rédsok terfogatdnak csdkkentdsével tovdbba

&

;A osalivdvizegdlati olig
cadikhen an gy viesgidatra 1nd reagens kdlisdee fs. Bren kb, nuivel bbb egymis melled vissgalat vigeahetd
kisehlb torfopattal, cgyidejifeg t9bh vizspalant vegyiler toszialhetd hatdanyag esdlyes vegylietek azonositisa
ofEbGE A mintatiizabie eldig kis méidkben jedictta 3 96-tvaksy technolégift & 384hyuks forma (86 x &)
sidilifisdval. Lisd, Comley ¢ misal, . Blomol. Screening 2033, 171278 {1997}, Mg nagrobl sdrlisdgdt for
mérdt is jelontek meg kizlomények, péiddul S800-hudd formérd], A minimliniedidsnak aronban megvannak 3

volgidrd kbindgheli s bonyvolalisagt vowsaial,

Baek g kltesgbell 8¢ §}0x-a}'o§§z33t‘ss§g§ tényeedk kbrvetteni Raposolatosak 3 selirdvizsgilat eliniel forma
ministiirizaldsdnak hirom eisddloges Osszetevdidhdl, Az cled an, hogy o visspalatl adénveket {codvekst, byuka-

bat, gidritket) kisehbe kol tonsd. A wmisodik, hogy an Svvees, seiiksdges saficdvizspdlati reagenst pentosan kall

3

Reded adagohsd W £y kisebb lyukabba {dlaliban Prlvaddiadagndd robotokial vigalk, amehvel sgeideiileg

adagolidk a reagenselet wWbb lyukba). A harmadik, bogy = vizsg#atl eredményeket nagy sirlisdgd elrendeads
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ben {amrey™) le kel tudof odvasd,

¢

Figyelembe véve sz agymis meliatli, figgetion zs‘irifx\f"mgéiaii elarasok kovetelowdrgyedt, azok ninden

Sasreteviie kihivaat jelemt és meghatdrdean sanak horldialt, bogy @ minfaitk sirdlis mennyire megyvaldsifad ds

weomdre pasdasigos. Paiddnl sgy Giabb, kisebl forma a roagenssk adagoissdnek teliosen nuds nuddjar kivinga,

vagy «lyan Ieolvasé késziildker iggnyel mvelynek Relbontisy, drefienysdge &8 miikidddse Gasw effe ae Giabh,

«.\

<

minfetlrizall formaval, Amint cslkken a byukak meérete, bomyelultabhs, i(iéigénye:sc’hhé &y kdliségosebhé valik
a reskeidedénysk efrendezsse, a rengensek Kisehb menmyiségekben tindnd adagolise, &8 a vizsgdlat mintdk
tfeolvagdsy. Tovabbé, s Kischb nuntemdretek nfvelk o mintdh ke stativatikal varjaliiitdst & reagensek ki

sebh mennviségelnek adagolasdbsl s a gyenpdbh mintajelek mérdsdbdl kivetkerd pootatizosigok miatt.

Frenkivid, snint 2 mintamiret ey bizcavos pont abi cediihen, se olyvan tSnyerdh, mint pdrolgds vagy feliley
Feceikitndg, by nagyobb kihvdéged & bonyolalisaggal fodioll az Gjabh, ministicizél formak rocygvaldsiihedt
& HTS-tenhnoltxidban monnyiséed agniet jolentene, amslyre az iparban nagy {gdny soutatkontk, a “vza-

i

bad formdls sxlrbvizegiiat olifnie® vagy a mintdk kozdnt fzikal korldt rafkal selirdotongdlati elinds lohetd-

sége. Altaliban olyan formit képreluek o, amelyben ks cseppeket viesgilnak fyukak néiill, azonbsn je‘smi@g

senkd sone szdroolt be WTS-ben szabad forodfd seltvdelzsgaiatt elfdrds alkalmazisdrs! hagyominyos, kRl
gyitlethéeriettel.

Kambina}arikus kdnvetdrak sptrdvizsgalata, pélpermsicids eldrisnk

A kombinatorios kédmia belszdnidvel kdmia snditheok millly &llfthatdk €38 grovsan szibard hordozd-

kon ($laldban gySupydkdn). Habdr a 98-badeas formit alkabmarzdk gyingy slapt kinyvidrak szlivdvizsgdiat-

fed

&ra, vt a formét 4faldban nem targak hardkonvoak, mivel {1} minden pvdngy & kérolal endithe osak Bis meonyi-

I

sépét lartalmazan, {3} @ viespdhodd vepyileick setma rondkivil magas, 8 {3} a gyfngyikiel nehéz dolgozm
Ga-Paskd mikrotiterienrerckben,

A kootinatortkns kinywtdarak B6-Tvukts femdhan thintdnd szfirdviesgdlotdval 38nd probidmakal elkerit-

LA

fendd, nébdovan besstmoliak sgyszenti, homogén seliedvizsglintl ofidrdsok dikalmazasdral, amslyel “caabad

formdjadat” jelismeshetdk. Példanl Jayawickrome & munkatirsal {Froo. Natl Acad. 8ol (USA 121, 161418

{1994} leftak egy egyszert, homogés safivdvizsgdlatl «Jjdrdst pignmcatseiiek {(nelanociidk) aliabmaziséval

Lombinainribes peptidkinyviival vizsgalatdra, A szerxdk seiteket helyertek agardz ald Petri-osdsadhe, waid 4

O

&

konthinatorikus vegyiletehet hordozd gylingydhet rakisk ax agar felitlotdre, €5 & gybngyOkhd! résaley
szabadiicitik 2 vegyileteket. Az akify vegyiiletek s, pigmentdlt toriiotie! figyelbetdk meg, mivel abogy 2
vegyitletek fokdlivan 2 gélmatrixba diffondiinak, av ety vegyllotek a septeket szinviliozavra késziotik

Fay mdsik, 6f példérd! Dandel Chelsky szimol be "Sirategies for Borvening Combinatonial Libraries:
Novel and Traditiena! Appronches®, First Anmeal Confirence of The Socfety & Blomolecular Screening, Phi-
ladaiphiz, PA (1993 november 7-10). Chelsky kxcbon-anhidede Mmutatdsdra vgy egyszect, homogsn, sraimes

sefivdvizagdlati clidndst agarde gien belithre belyesstt oly raddon, hogy a géiben i$vS snxim szinviltvzast ok

az epder gétben. Faok szerint & kombinatorikus vegylletehet egy fiohaposoltn koreszill hordozd gylugyiiket
8 p&len beliles helvezte € o vepvideteket UV fSomel résziogesen felszabadiiota, Az cavimet Qi vegylilsek
pvengebb selmaliondst mutad, helyl, ghtldsl zonaként Rgyelbotdk meg, Végil pedig Salmon &5 rounkatarsal
IMoleodar Diversity 2, 57-83 (1996)] kdsdlek egy, Jayawickeeme &¢ munkstérsaidhoz basonle effdrdst,

sroslvhen bombinatorfies kdmyvtdrat vizsgahiak olyan vegyileisk utdn, amelyeknek clicioxikng batfenk van
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Mindhdrom péida e antibalienialis vagy rikelliones hatonovagok Mimutatistm szolgals, bevalt gt axi-

rifvizegalati eliirisok varidcidia &s hasonld a kslament fomuacldgial seirfvizsgdlatl elidrdsokhoz, smelyaie
hen oy antigdn/ellonamay kilkostabaidst méronk & gélben. Brek a géipermedoids salirdvizegiinil clardsnk j6

P’

alialmazhaidk gyingy alpi kombloatoabus kioyvidrak sedvdvizsgilatdra, azenban ennek a fornuinak hetero-

‘

gén selirdvizegidatt olicised vagy num gytingy afapt knyvtdrak

irdvizsgilatden Wrtdnd Kiterjesmidsérd nem
inlent meg kiclemény.

A hagyonsdyoe tapaszialat elbitortakanitonty & kutatokar a winnik folvarnatos formaban Bridnd vizsgh-
fatdedl, areely a nolotdh kevereddsdt tonnd febettvé, A Korldicaott fjdil, lofnt seivdvizagdiotl elidrdsck ke,

1bbek kidedtt 8 folyamatoy formdban 3 nintik Ssszefutdshio! vadd flelem mist, ok gydugy aland kényviara-
kar vizsgalnak, Ezen Rorldlokosk késatoleiten a buatdk Sy valik, bogy & 98-haudot forma sikalmasably hete-

rogén s neny gyéngy alapl Kinyvidr scirdvizagdiatdra. Kiviratos leore hetevogsn selrdvizsgalan aifdrisokat

szabad formd Teldllitheban kivitclemnl. Tovabbs Mvdnates lonne kiiBndlié vegylileicket seahad formé &G Sk

livasban vizsgaind.

A Kvethendibon mvviden Onvzefogialink 4 wahiimsnt,

A talibmdny 1Wgydt kepexd Rolyamates Hoviph, nagy teljosiményd antiedvizsgtiati olideds (CF-HTS)
sikevesent alvabuseza 2 szabad formdia elver bivmilyen selivdvizsgalati elidrdara, homogdurs vagy helerogsare,
amely 8o-hrakd formiban végrohajthatd, & CPHTS towibhd alkalmes honthinatorius } Eduyvtarak heterogén
selivdvinsgdiall eljgrissal Wrténd sulivdvinsgdlatdea, mem pediy ossk fomogdn sxlivdvizsgalati slidrisokial. #

CEHTSsef tovibbi MElGadid xcs*yui:\m\ei vizpgilhaidk a mbaiaticiedeidval jard kdltsdank Sv bonvolslicds

g
£3

Yiss

kGl A resgonssknek fx 8 viopgdlat eredmsnyeknek ae cgymés uidn kovetkesd lipdsok somin Wnidnd desze

vé
02

1

futdssnak lebetdadgdvel haposolatos sgpodalinal aleptatannak Mrospadiak.
A faldlndny epyik oregvabdsithst mddja szerint w taldlminy targyal képesi nuintdk boldglal vagy bioks-
et aktivitisdnal vissgdlaia ofy mdden, hogy

T

ek egy pordzus selivvizsgilati bordoed anyagba {(mdtrixba) vagy hor

A} {hb vizagdlat mingd felvt

s e

dozd anyapra {mdlebum), amely adolt csetbon egy vagy 10%b safirévizsgdiat komponenst tariaimag,

by lngaldhd agy hordond anvagel {mitrixot) alkalmazunk opy vagy Wb szirdvizsgdiat komponensnek

A

o

sefivdvizsgalant olfdvasha juttatdsdra, chol a hordord anyag (mdtrby) lehet pordaus szfivdvizsgdlati hordoed

<

vag {mdinix) vagy nem pordzas safirdvizagdlsti bordead anyag (matrix), és

o} a kOvetkexd Iepdseket hajtfuk vége

T mossuk a seliedvizsgilag! elifrdsban slitabmazor, bdrmilyen hordozd amvagot (mdtrixot), hogy b
Hvolitsek v vizagiiatl wiate, @ selrdvizspiiatd Romponore vagy week kombindeidiinak felvaloges momnyiségst,

1} kapesolatha hozawd & vicsgdlathen alkalmazolt, barmiltyen hordosd snyvagor (maltxot) agy to-

térfogatban fovd { ik} oldat vagy folyaddk formban 1vB reagensssl,

itk megvalSaitial radd szeting a taldlodny thogedt képead mintdk bloldgind vagy binkéadat alaivitha-

ned vizsgilata oly mbdon, bogy Whb vinsgdlatt mivadt felvisetink epy pordais szivdvizsgdlatt médtrinba vagy

2ot

oudirixre, smely adot! esetben vy vagy 100h salivbvizsgdlati komponenst tarahony, $¢ bagalibh ket tovibi

mddrixot sluahoseonk 3 celivdvizsgiiati offdrds végrehalitedra,
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Még egy ovibbl magvaldsitisl mdd szering & aldlndoy tirgyét képexi B6-nal 10bh vizsgdlati minta bio-
iogiat vagy biokdwafal akibeitdednak vizegdla oly médon, hogy $6-ndl 10bb vizsgdlatl mintdt felvisalink egy
porozus sibrivizegiiath mabrixba vagy mdtrixra, amely adott ssetben ey vagy 16bb seliedvizsgslati kompo-

sgdlat] olidrdst.

%

nenal tackalong, & végrehaithd o sulivdviz
& kOvetkerdkben ax dhnik sovid ledrdsil omertetik.
Az L Sbrdn gBELIRA vizsgdlati mintdket mutatunk be ey nere pordans métriron, mmsly Rapesolatban 41
a selirdvimgdlat roagenat tartalnsasd, pordzis pdlmilic egyik oldalival, amely viszont egy tovahbi sxtvdvizs:

gz‘ﬁati m&gemt bardond, sem pordzes mdtrixseed érintkesih

2. abrén a gELISA vizsgdlatiminta-mdtrly & a pordaus gélmatrix slidvolitdadt mutatia, amelyet sosés
& olyadek vagy oldathan KvE reapensek hozatadase bovet, fogy Kaldalion a rporterkomplex 2 nem pord-
ZUS TeagensmARIR .

A3, abrin a gBLISA szirdvizsgalatt ofidray Mthatdvd rdislét mutathk be a riporierkomplex-métrixnak a
riporterszebeainiiot tartalmacd pordzus pélmatriyszal Wrisnd kaposolatha kevitldsével

A4 dhran azt muiatiuk be, bogy homyan alkalmazunk exy Hpandmitrivet & fler foliledn & saftoket
hordond fiterfelitioted ellomstes oliaton,

Az 3. abriw wet motatiuk be, bogy milyen a sefteket hordead Gker foltifete, smiker & sziivdvinspdiat el
rant Mthadvs tessagk,

A 6. abran x Vand sairfvizsgiian elidrds eredményét mutatiuk be egy omert, dozisfiged nhibitor ki
Rnbdzd kovcentravicnak alkalmazasdval,

A 7. dbrdn egy EF-3 sedrdvingdlath elfivds oredudingdt motatjuk be gy bmert inbibitor kilinbizs

EeR

koncenirdoidinat alknlmardsdval,

A 8. dbran fehérje-fohevle kblostohatde pELISA seirdvizsgdlatt elidrisdnak kontrollikisirietdt munathk be.
9. shran feldrje-fohdrje kdlostnhatds patlassnsk gFLISA eredménydt nutatiuk be.

A 10, abnio radioaktivan Joloh TTAM déaiefliggd kOsSdssst mutatiuk be hnmobhilizalt LCK hoz.

A 11 dbra grafikonin & pivelénéheket mutatiuk be ax TTAM koncentrénidval szomben, hogy spy jel-

lemzd recepion-lpand Rétest pidbét szomisionsdind,

Y

A 12, §brén radivaktivan jelid I-8 Hgand-sep kdloadnkatdsénglk kontrolBedrietdt motatink be,

A 13, dbrdn ax TL-§ Mpandeseit kdlosBnhatés gatissdt mmtatiuk be.

A 14, dbeie sevraminidds inhibitovok szlivdvivapdintl elibrdsit mutatiek be.

A 15 dbran 10080 kilonadlld vegyiilet nvurarainidic inkibitorok atdnd, cgyidell sairdvizsgiiati elifrdedt
wtatink be.

A ktvetkordkben résaloteven Ismenatith 3 taldimsayt,

A CE-HIS alapidnl szolgdld kizpontt elv az, bogy o vicsgdlay mintéhat sgyv pordmus méirixba dgyes-

agk. Ax ofjfeds szering oy vagy 9bb cafirdvizsgilat! bonponenst egy mdtrix, példant gdl, mianyag lap, Ser

sagy s, kdonyen sandpaddthatd formady, weilied hordozd belagishe, toiidrs vagy e alifra holyeniink. Ami-

g

3

kor & mintdkat @ pordass mdgrixher hutatiuk, oXg lassan diffaddinak shboz, hogy 8 salivfvizegdintd elidrds

eheégeahetd dogyen a wizsgahtl mintdh Sexeofixidyy nélolll. & CE-HTS forma ohit v vizegdhat mintdkat inkdbb

diffzidval vilasatia ¢, miot Rpichatatian shaddyal Ha g vizsgilatokat 6] sobdly végenzik  wiosgdlatl min:

tak &g eredmények vigll b Svszofinek. Megfeleliiéppen iddnltve seonban g CP-HTS vegvletek sgyideit
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gittatal teazd lehetivd cagyon megas sirfisdggel, de mépls pgyvedileg anslkal, hogy egvedt hukakat

vagy reskeideddnyeket ofdbsenrskhel vagy srivdvinsgdlat howponenselkel meg kellone witent.

Tewdbbd @ reakeiblomponensehel fartalmazd mitivol manipaliidsdval még Geszetotiobb huterogés
sziiveinsgaiall effirisok i elvigerbetdk obben a formdban, Hewrogdn solivdvinspalatt eljirisokbhoz roatrixok
manipuidiise teljesen W, Sv a UF-HTR ugyanolyan rogebmassd tessi, mint & 98-hukes format biokigiad vagy
biokdrial folyaatol sedles kirdnek szindviesgdlatiban. A CR-HTS twoihba Metositia v mintatiivizAldssal &

Y

eldamyiket g velofdrd hitrdnyek okl ¢ vanmaX sajdtos eldnyel.

A CP-HTS matrinek & salvdvizegdiat komponensek sefles kit alkabmazay, Matixok példaui, de
nem Kizdrolay agardehd], akrilanddbol vagy més zeelatinos anyagokbsl 46 G gilek, membranok, Slierek & mi-
anyagok. A matrbiok anyags példiul, de nem Kisdedlag polisatinsn, polipropiies, més odhanyagok, papioost,
Gveg, Gvegezal, kovy, polharbondt, poliseater, polivioiidsn-blorid & polictilén. A matrixek lehetuek Atjdrhas

3

tatlan sziférd anyagok, pordzas sai

tvd anyngol, rafot példaud Slterek vagy gélek. A sefrdvizsgaiati komponen-
sek pldaul, de vem kizardlag makromelskulsk, mint példful nukleinsava, fohdriék v mée selutetibus vagy

fermészates makromolekulah, seftek, sejiomésstndnpnk, bloldgial kivonatok, sejiszervek & mis, Ssspetett big

Koglal eotitds vagy keverdk, & Kis raciekudik, mint példdul pufferek, sk, inhibitorok, szubszirdtok X, peptidek,

X

&3

siskek, wsxk,\&nf;ﬁsi\ kofektork, ianok $a olddszorsk,

A CE-HTS selietivizsgdlatt olfdeds olyan sxirdvizsgdias elidrds, amelybor & bk vizsgdiad min & VEQY

vegydiet inkabb diffikes didn van elvilusaten, roinison jachatatien abadiiival. & keitius 18 pds a Wbk fegyad

Pk

&

¥

agyobb szamd) vissgdiadd mint Shviele o pordrus seietvizsgilati mitrivba vugy millrixra, amely adolt sget-

4

ber ey vagy bl szirdeizsgalatt komponenst s tantalvaz, A szledvizsgdia komponenseket fartalazd pord

~

cas sziedvinsgdiatt métrixekat @ komponenseineX @ marishor fsnd hozsdadasaval, keverdsdvel, Sntdsdvel,

3

seétadagolisival vagy dotutisival hdsafiik, A pordaus mdtrixok a saiedy tzapdiatl komponenseknek a mately

o>

ehtletdbe vagy feltletdrs toridnd kaposolfsdval, borltasdval, kotdadval, rigaitéssvel, ceatoldsdval, sgyesidsd.
vel is bészithetdk. & pordras mdlriy tovabbs oldat- vagy folvadeufiim formé dban is eldentthetd o seitek, a2
cozin vagy mds immobilizidt szdrdvizsgalatt komporens feleft. & pordzus szlirdvizsgaiatt mareivat » kompo-
nens hoentaddsdnak rendfe defvagy iWdtartama ollendradadre, 65 3 g rdvizsgslati komponenask cgyvesftdsckor a

keveredds 8¢ & iffieié mdrickdnek eflenfendsdre slvaboarad A CEHTS pam xwdzus midtrixokat is s¥al

mazhat, A nem pordaus métrixet a sziirheizspalali kemponemeknek vazy a vizsgaiati ve agyitieteknek a nem

A

pordans mdtrix felitletére rndad kapesoldsdval, boritdsdval, kitdedvel, rigzitésével, csstolisdval VERY egyesi-

Weevel kéarigfik. A CP-HTS-ben & nen pordzns milrixok téhen répzitenek egy vagy 1o0h aztied vizsgilat
komponesst,

Amvdkor @ selirdvizsgiinti kompoosmseket egy matly foltfeidre visszlk, a sxlivdviz zegilati homponensek
kovalenses vagy o kovelensen, specifikus vagy sem spovifikes ESlosdnhatdseikal Kapesolddnak a mdirix-
sz, amelyet szdmonzdikepeads ndlhl vagy szarmazdhct képenve vagy mis madon eidkesshve alalimennk a

szlirbvinsgalall komponensek Kapesolddisdnak elésegitdss cSHdbol & hommikapesclis uidn a2 s sirévizagalut

kemmpanensek rben rogzitettek, Hy mdédon immohilizalak & wiivdvisedian ofjards oéifara, Ebben as esstben

o

vagy @ vizsgdlati mintiknak kel » mdtrivon kevesstitldiffundilel ahboz, Yogy a szitdvisspdlan komponenseket
elériek, defvagy » selirvizagdlat kompooensel aikomponsmssinek vigy termsketock kel fudni heresmaidie

fondaind a mbtrixon, hogy ol & viespdlatl mintd@a
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Legaldbb sgy, & vizspalatl mintdkat tartabmazd pordeus medtrixor albabuazunk a kKivetkezd Ipdsek T
melvikében vagy 10hbidhem

{1} A pordous wmdrix folilotdt kaposolatdba hozank lopaldbb egy mésik {pordans vagy nem pordans} mdi-

rivezal gy, hogy & ndutdd Seivagy @ szlrdviopdiah komponensek spvike vagy 0bbie zv driothead feltlen
bergsziad mdjms ditfunddini,

{2} Bledlasztiok o kst vagy 13hh midtrivot, hogy & komponensek Ssivagy & mintdk kélesdnhatasdt lodliis

{3) Kat vagy wibh mdtrly feltloadt haposolatby fnadd gy, hogy o selivbeissgdlatl koraponasek kol

csdimbagdsha tudyanak Kpuil.

{4} Mossuly, GBHERK vagy sladliuk 3 mé

R

ixot folyskony pufforckkel vapy mds olddszerakled, bogy 2
nemt KOO dy/vagy nen specifikosan REBdBt sefivdvingdlati homponensshket ehdvelitsuk,

(5} Az oldatban Kvd sziirbvizsgdiatl kompononackar hozedadagolhd, Ontitk, hozzdadiuk a magixhox

vagy a mdfrixanal Setatiuk vagy & Romponanseket keresetfilsziinitk a méirixon.
{8} Ax ogy vagy wWibh mavixon vagy mitrixban v radiomeisiss, Huoreszoens, spekivofotomerids vagy

agnetikus suigndioka Wpalkodesal, loolvasissal, lotapogatsssal, dotektdidasal vagy mds wuddon latha-

A CE-HTSnek sob eldnye van 2 technike eddiyl e szerintl teochnolégisikal szemben. & kifltndlls

SY

fvukak hifoys saiiladgielennd toszd a sofirdvizsgaiatl Romponensel vagy reagensek egyideld &5 pordes sestose-

Hiedt o tyukakba, Ehelyetl 8 sefiedvizsgdlan! komponenselet homogdn mddon, «gy tdrfgatban kexel

ok

sast €y hevnrjik. Mivel & sefirdvizsedlatt komponenseket homogén, egy dribgatban 16v8 { Bulk™) oldst vagy

métrix formdiaban késsigik, minimdls 2 mintk kSz80 statizetikal varideld. Qeseohasoniiissképpen 2 98-
Iyukd formsbhan a Frukak jelenidte aagy miotdd béadit cltdrdst eredmdnyee,

A CFHTS wovabbs napysadngd vepyitlet kiléasan nagy siefiodgl soliedvizsgdlat®t tesnd fehetdve, Mg
Ha @ wegfigvelt taldly bleosvos mérekip Sssee is ) cnak o w38t kOt chhelvezkedt vemytt

oy

dud, By mddon, ka 10008 vizspliat vegyitletet slterlll 8 18thatdva fetl feriilet kel

&%

and, an 30 esdlyves vegyiilet kinnyen tovibb cedklentherd az akily vegyiiet{akive kv a végl $6-bu

fR) o &

technoldgiseal.

&

A RUOndHS vegyiletekoek egy mianyeg lapon, igen szovos slrendexdshen Rndnd srdtosntisaval &5 sede
ritdsdval, myjd CF-HTR-bez alkatmarssdval, s mmiailivizsis nindes kritkay pontidt megedlozsk. Bz & forms

sem kivin diids & wianyrgokban vagy mufs suvagokbag, hogy & miniatlrizdlict végre fehessen hajiand, mivel

8 privdativizaldst cpyszerfon @ mdtrixba diflmddld minte menwyvisdpdnek korldtozdsdval Sritk ol Bx 8 forma

win kivin skrofolyadé-adagoldkat a selivdvizsgdlanl reagensek sedtoszidsdrs, mivel az egdsz sziirdvimsgalatt

eiydrds gyakorlatiing sgyeilen "Gridst Tyukban” mogy viebe, amelvhen o resgenseket &5 3w oldatokat egystion
wriogathan beseliith. Osak o vizsgdlatl nuotiba bedl mthedolyaddk-adagoldhkal sedtosztanl, Tovabbi sokba

kevesebbh statisrtikal elideds p fo! oxadl a formdndl, mivel cxall hebd hetorngeniidnd 2o0ndkat kel keresat &

mdskitiinben homogdén ndtrivban, Nem szlikadzes sok Kiildnbizd tyukat leolvassi 85 dsszohasonditani. & migi-

atfivizdlas sirovetitelt Gsszes olnydn w0l {kSHsdg, wlhiesiidhdpessdy, reagenchasznilat, vizegiiat vogyidet &b
kalmardea), 2 CFHTE olyan mweglepd eldnydhet iy biztosdt, wivg az, bogy = szfirdvizegala Jogtibls Mpdse egy

térforathan kezelhetd
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SHTS kdzpont elve sz & megligyelds, misverint & sxledvizsgdiati Romponensek &8 a vizsgalati
axintdk oldelintayban vore Jifondidnal gyovsan, radg o roftrbiok kG260 drintkerd Bollloteken som. Péddul
amikor egy agardz il helyeziok egy mikinyag lemerre, jolenids mennyiségl folvadék alathatd a gl feliistn

az Selntherd foltdetekndl, Hy p pdfben &8 » lomezan Rl selreivsgdlatl homponens Koadtt Kolostntiatdy st

séges (mint 8z BLISA példdban, &otoy, hogy @ gélben 308 komponens ki wdjon diffendédiol a géibdt a fomse

i

e A CF-HTS svonban meghtvetell, hogy a kisdrd, oldaliviny difflizld szdmotteviion fassabb Jegyen, fgv a

g

X

femezen RUISPS klostinhatdy 2 gél alapyt Romponens eradeti belyzete kded kotldtorddion. Ugvanercket az o

veket alkabaszank gélek, Bitorek vagy brmilyen kindindcidhan vl Rldletek {vagy binniyen mis mdtrixok)

Sitd barmibon matriy-manix Srinthezd felilotekre, Amnak a follsmerdse, hogy oz g diffinids visslkedds ot
fendrizhetd &5 dlaldnossdghan minden mdtrly hatdricliletre alkalmazhatd péida nélulil 316 &5 » hagyomiuyos
ismeretckkel ofleniétes,

Ery oldnyds elfivds & vizsgdlath mdntioak vagy vegytilotelnek egy mdirivea {péidinl egyv zélre vagy

)

k3

mpgnedvesitett fheme) Wrtdnd felvitelére mindey minta Ms muennyvisdgeinek oy fiisloten, péidinl axy mé-
anyay tap fellfietde futdad sedtudhgoline <o sedritdsn obyan elrendesésben, hogy ké minta ne keversdien vagy
ae fedien 4t #x miﬁdtzg}fiknek ey meghatdrozoit helyve fogyven. Amikor o mflanyag lapot ey matrix fohiledes

helverziil, a mintdk fofoidddnsk 88 3 matrishs diffumiflnak a

o~

erafelt elrendessy saenint meghadrozot elbe-
fvezkedssnek moglelelden.

By mis edefeenr # mintdkonk egy elrendezds szerint Hndnd sedtosridsdes 1z, bogy a nuintdkat egy po-
rozas matrigra, péidaul flwerre szétadugoliuk, ahol & sedtadagalt rwintdk roonnvisége o8 Kont ahhox is\'}g}f ne

fedjonek & a mairixban, gy raksth, 18%b folyadékot tartidmazd pordsus mitrixszal iiénd kaposolatbs keritlés

eantdn @ vegvidetek diffondibnal, o mepkerddik a soiiedvizsgdist ofjgrss.

gy olfnyds oifdrds myingy alapd kombinatorikue wegyiletcknek egy mitrbira tindnd feleitelére oly
£ 3 H o

mddon idaik, hogy » pylogytket véletonseeriien vagy exy meghaifrozoit sorrendben gy felictre, poidéagd

2y mlamyag lemez felitfotére sedtadagolivk. A gedngyiket azutdn kezelitd fhastijuk), hogy & viosgdlatt vapyd

intek folszabahiljanak, ba kovalonsen vannak kotee & pydngydkhdz egy tnstabil kaposoldval {fnobasiiés & péx

fAxing savas hasifas ismort a teohnibka 4lidsa seoring). Exutén a vepytiletek nere kovalensen kaposelddnak axzal a
eriifottel, aneivet 3 sefrowasist pylogy clfoglelt Sx o sadran vegyllotel acutdn ggy matixm vagy mitnixba
viheidk,

Egv mésik offdards Kidtnalld vegyioteknek opy mitizha ridnd juttatdsara oly modon ridnik, hogy
detafink vagy més mddon mea kovaletizon kapesotunk minden vegyilotet 2 gylnpedkidis vagy ovéngedkes.
Exzel gz elidraceal nagy sedmd vegylder Roverhetd eganassal amiker a gyOngyvdkdn vannak Ggy, hogy mind-
epvik aydogyin ey opvedi vegyilel van, A gyingykeverdk sautdn knnven sadét terithetds cpyv felitleten, axy
miteixha Weisnd fobeited dedekdhen, B az oljdrds toliosen axtksdgtelennd toxad kis menmpissgl Hvadéhok ke
zeldsdt,

Ha a matrixhs vitt mimt§k sradeti olrendozdse egy CP-HTE selivhvizsgalatl oljdrashan olyan nagy s~
ségdl, hogy egy dlronyos akbivitdsd sdon torbon egynd] tibb ovnta kexdeth holpdt fodi &, akkor cxen minddk

£\
Y
H

mindegyiket 3 meglgyel akifviids Hodstoal tarijuk. Nagyoebb Rexdeti stislissgndl 15bh axdives vegyliet
wmindegyik adndra, mived Wbl vogyitlet lovz egy bleoayos sdoshan. A vegyiiletek egymbsha difforaiiliatonk, &

roindepyviknek megvan 8 saist debell gradionse, & egyeten helver sem kaveradnek heantitathvan. & 20ns Ké-
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cgyiint pontos belydack & kendeti slrcadendsben. Gyakoriadl fag & taldlatok

elég nithak abhor, begy sz akily vegyiilet azonositiza érdakében nonden vegyes akily xdndban 1hb mints gy

. S8
vizsgdlada ne logyen nagy foladed.

=

A taldbodny sgy méeik megvaldeittsl mddis srerint Szikal skaddlyokat viselink egy szfirévinsgdlati mas

rixba {igy nen folytonossd alakithel & oot 2 ad szigord értefmébeny, hogy korldinanuk s Bvolsagot, ameny-

ayive 2 nuntdk diffueddlhamak, PEdan egy enzimet & egy szubsaivatot tartalmead két gélt egy rdcsozatial {sii-
erunyvEgdl oly meddon febvigunk, hogy mindegyik gélt sok, kinlonsllé olhe elyeakedéal résare osetjuk. Bautdn s

ket gl kapesoiatha hozhatd, hogy 2 szebeairat & ay cozin epyint mdion diffonddial mindsn cpves feldarabiolt

23

g8 résaben. A vizegdistl suiniik minden foldarabelt g8 réerbe bejuitathatdk oly mddon, Togy a sailvévizsgsia-

tehiesen Sigpetlonek legyevek, @ selirdvinediaok ks ne fnpven diffizie Ez g

=

gvaldsitdst mid g OF-

HTS eidnyel ktag] wéhényat dokee tox, mivel mintdk kiamt statisztikai ehérésekel vise be &8 a térfopatot

rOgady, srdltal Rorlétozen w jelet » ragy siiriséel elendestsekndl, Bz a mpgvaldsiiast mad azonbas redg hor

dozza & mtrix adaps heterogdn sziir&vs’zsgﬁiati a?zjs&:zﬁmk eifinysit, amelyekben » szirdvizsgdiat komponsetise
ket mene kell nrgysedmt pirhuzamos reakeidedényakbe széton egeziintelt & ik szleges kevere-

Ax engimimel kaposolt immusoldgial kieidsses szirdvizsgalatl efidrdsok (BLIBA) heteropdn sziindvizs-
sdlatd elidrdsok, amelyek oldathan I6vh Npandok ox immobiizal reseptorok kel Rotdddst rutatdk ki Ae
ELISA sok reagencheverdsl ds mosdsi idpdst kivén, amelvet B-lyukas formaban nehdz kivitelen, & of lohst

kdpaeind @ még nagynbh nehénségeket, amelvek a fyukak @-fyukas formafahd] 384-e5 formaba Wirdnd csdk-

kentésénd! felléprek. & CP-HTH eljdrass alabnacak Hgandoeh &y immobiliedlt cilreosptorok kozotd kastdss
gétlasdrak kinwtatisdras (gFLISAN
Receptor barmibyen moleknla, amely gy misik molokudst k8t Newms horfatozd példak = fehénidk, =

2

peptidek, » mukicinsavak, a sodnbidratok & az elézfokban coifter peiddk komplexel A recepiort a whiidis
tehetsdges rudtriy epyilén omobilizaliuk {receplomndtriy) példing, de nem kizacdlag minayay feltleteken fpl

&

Fotri-csésze vagy mllanyag lemez (Noveté!], merabeinchon vagy filtereken, antelyekoek nagy ot koié kapa-

Al

citass var {pl wivoeellalés, aylon, vagy PVDF ¢ Millipore, Carning Costar, Schleicher & Schusll, HoBad)
vagy szérmazékos membednok, mint SAM-merhrinek (Prome egall. Bgy pordens Hgandndinizat béeaiiink ipl,

agard g8l vagy pardees membrand dgy, hogy sz isunohilizalt reveptor hgandidt kimdsrfik & mdrixba vagy md-
rixon. A vissgdlat vegyitleteket vagy mintikat kdavetioni! 3 Hyandmdirixra adagolink, vagy sgy mas médon
egy viapilatimbirmittson/mitrineg {pl, polisairsn {Tekm), potivinilidén (pl, ow Brandstdl) vagy més
hajlekony malaayag lapra wagy membrims visszih A vissgdlatl mdtrivel kaposolatba hozenk 2

Hoandmamioszal €6 1 mintdkat hagyjuk v Bosodmét

T

he diffunddld, Mogfeleld hdehdoids 18 utin

Hgandmétrixet kapeselathas hozauk a receptormdtrinazal, lohetdve tesszBk, hogy 8 ligand €5 a mintdk kapoan-
fatha keviilionck & dufaadd dide Tobetbedy seerint reagdijanak a receptorral {Az 1. abra ant nuvtatis, hogy az
immobilizait Rereosptor kit & bivtoihil Li-Haandot), Az toholdeid alit a Hgandok ktédnek sz fmmohifizdh

reaspiorhos, ba egy vizsgdlat! vegyiilet nom gitolins Hgandfreveptor kést

Meglellt Inkubicids M6 wmdn 2 receptovaitrixot sltdvol ik $s ey mogleleld puffoorel mossuk 8 nom

KON vagy nom spesiiiusan koedddn lpand ¢ mintsk slifvolitts erdeléhen, A receplomudirixot a syt
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vizsgilati resgroscket ianalmant oldatby frintok, avely kilosénhatisha I8p a Hganddal (pl, gy elivnanag,

avidin vagy streptavidin biotnilalt lpand ccetéhen & motathad akie Kzvetlentt ol Doorssreonatbvad
vagy sacoaktivitdesal} vagy indirekt mddow {pl, wons peroxidizryl (HRP}, atkaltboa-fosafntdzeal {AP) vagy
béta-galakioziddz konjugdiumenal] (A 2. abra gy evidin-HR¥ korjugdtumo:, AHRF, matat be a botindlély
fipandhor koSdve.} Megfeleld inkubdold wisn a rscapt‘csmsm'éxm shidvolithik sy ollatbd] & mossuk 2 nam
SE0dat ¢8 nem specifflousan KOSI0Y resgensek elivoiinia osl jabdl, Kéavetlen szignallihimstads esetén a
ndtrixet gy mepfeleld oliseissal lelépezatis (pl, spelrofotomstrids feohvasd, CODkamera, Mm, foszforos
képleotvasd vagy seotatBlioids Kimuinedst exkbadiiel). Indivea sxigndlok {pd, HRP vagy AP} wovidbi seig-
ndlkifefleszié reakeidy igdnyelnek, smelvet a szubsatvitoknak vag v A seiiksdpes reskeidkamponenseknek

ogy pordzus saubsstvatmiirinbe vagy mxdichoa 16

wad adagoldsdval 85 crnek 8 mitrixosk a ru.\,mamat‘\vui
i) baposelatba hozdsival hajtunk végre. A enzim {ph, HRP vagy AP} reagitl a szebszivinal (3. dbva). gy
mids tddon egy kiesapd szubsatvdtot wldatban viszink be $s nem wdirixban. B4 wmilyven lathatded 1étell efjaris
saf @ iigm&-’recept@r kiedddsi teriiletek Mthatd roskeidt adnak, mig anck a teriiietek, sbod 3 Hgandirecepin k-

16dds gdtolva van, nom motatnak Mehatd reakcidt,

Sgitficand botGdes

ligandfeajtey receptor ktiddése péthiatnal kimetaiisdre is alkabnnehato, A hagyormsmyos

dsban & viesgalatl vepviletet, & radivaktivan jeinlt Nandobm & a megfelell recepton

K sejteket egy edényben ;»éi{i&n egy bnrkhan Sssw

erfiik. Elogondd id0t hagyuek a reseptoriak a

Higand megkttéedre, armennyiben & kDddést nem gitedia & vizsgdial vegylilet. A nom kOIOdSE &5 nem §pecifi

g

Rusan RGdd komponsnseket 2 sciiekbdl sligvoll ek, s a sejekkel ksposolatos radicaktivitis n rennyissedt

td

o

mégik. A CF-HTR cldvist aliaimarnd Hgandok sefiskhen trténd wirddesdnek gthis] visspdintirs i,

A kdvibnt reseptont expressedld seiioket ogy mdirixon {sejtrdtrixon) péidiel, de nem kizdoilag 7 géinken,

o~

filtercken vagy membrdocken fpl, Transwell satvettenvessd mem thranok (Coming Star} vagy kemotaxis

- i

menthranokon (Neure Probe)] seaporithul: vagy teritiik. Egy pordeas matrixot késeitlink {pl, agardz g8t vag
pordzus sembran) oly mddow, bowy ¢ recepior jeldht figandial & mdtrixon vsgy 3 matrivban el \SZ.&{}“k
(Hgandmateix), A viesgdlag vegyllerket vagy mintdhan kdwvetiont! & Hgand- vagy sejtmsitrixra adagoliuk,
vagy egy mas mddon, sgy mdsil méirixon vagy mateixban {pl, polisztindn (Tekea), polivinitidén vagy mds mue
galmas mitanyag lapon vagy mendrison, mintamstrix] adagolink. A rontamétrixet kepesolaiba boxzak »
ligandmairixszal, fgy lehetdvé tosszlik, hogy & mintik a gandmatricba diffinddlanak, Megfoleld nkuhdnids
s ehelidvel 3 Ngandmitrbrot kapesolatha hozzuk a sef tdirixazal, oifnydcen 2 mitthmak sem a seiteket tae
takmuzd oldalin, £5 hagyisk 2 Hgandot S a mintdt Siffans dtjdn s receptorral ksposelatha pni & reagdlad (4,
fbra). Ax inkubdcid alstt » jeldh Hgandok az fmmobilizal soptokher k8t8dnek, Bacsak a mints nem sdtolia a
Hoandiseit kaedddst.

Az inkubdebis (08 udn 3 seftmdieixot a Bzandredirbadl ebvdlasztiok S egy megleleld pofferrel mossuk a
nem ROWASH vagy nem spocifikosan ktdaoi Hoaadok 2 mintdk citivaditan cefjdbdl. A cejtmatrisnd! agy
resigfeleld elidrtssal képet silotant {pl, spekirofometrids Tolvasd, OO aners, S, foasforos képatkawd
Vagy srchtitidcids Kimatatasi eenkoz} (Ax S $ore & saiirbvizagslon efifrdsnak sxv filmen tridnt kifgflesutdedy
szenakéhen)

Mint & fontiekben bermintad, 2 OF-HTS bevilts a "seabad formdie” sziirdvizsgalat alifviasokhor 8k
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Z88 minden eldnyt, s biologial és bioksmial seivfivizsgilant e?}érésﬁé: dsszes kElGnbied Hpusdhor, oz Sseves
xilonbtzd formatipushoz s ax Gasmes kiinhass eagenssel & felamereidysed alkalmadhatd, Széleakant alka
mazhatdedga mint loghndaibl & kvetkerd példdkial fudiuk szemidlienst, Ezek a péiddk azonbas a2 widiminy

elaplds mogvaloaitdst madialt szomistetil, 65 nem korkits

g

w8X u szabadalotl igéayponiokst vagy a loindst,
szabomber sednsdea nyilvioddd, hogy @ meghatircactt megvalosiidsl mddok valtoztaiddal Sy mddositisal a
talilodny oltalml koedid & alepgondolataid] vald citdrds ndlhil ellidsrithotdk, Ve St pedig 42 Bssres hivatko-
238 ¥ loivds részdt ixmez.
1. pilds
Kétldpdues bolorbmetrids o8f safrdviceedlatl elidric a vankomicin r

srbvrions cnzim, 3 Vand sl

i8R0 Tose it imutatdadra

A VasA s vackomicln rezisziencis kelosfontossigd enzime, & Dealoninmak Deslaninhoz vagy D
alaninask D-Inktathor Brdnd kapesolidasdt katelizalin, Bat az enziost hagyormdnyosan az aktly enzim slal
felszabaditott fosafit Sad kiviltoRt sein alapifo mérk (8 Vasd skiivitaa az ATP ALPvE & fosefhig

hidrolizalia) A Rutatdk litt smerctes, kogy Dhotkioszerin diehefl ggden gatolia 3 Vand-y, de ent az inhibitont

atipimazedl poaitiv kontrotfként mds, Iehetsdoes inkibitorokkal szenben,

b2

gy envimpéht kéweitettink v Vand envimnek 19%-ug agarbzhor {magas olvadaspontl agardz, Gibeo
BRLY trténd howzdadisival, 45%on 30 ool BEPES {112 hidrogietif-piperasin-NY{ e tiaszelfonsaviy,

26 oo magndzinm-kiand, 26 nwet :'éiium-kimid, pH 73 puii’ax%m Lareat Vind véghonowmirdoidhan, Az

setriigélt készitetiok ATP-nek {1 nunol végkoncent wdctdban), D-alanionak (1,5 mmol vég-
Roncentoicidhan} & D-lakndinak (1,75 mmal vigkonpeniracidhan) Slotvasston axardebor 1rténd hozsdaddss-
val, s a2 ensivgéingl lefrtak azerint késalienik a galt,

Mintamdtiy

Konwrolimintaként ogy ismert inhibitor, a D-otkloszerin sorozathigitdssinak {3000, 20048, 1600, 506,
200, 100 woeoly | phes monnyisteeit 111 stanobefs Keversiben o egy poliviaiidéekionid PV flndarabea

adegoltuk &5 10 pereip szdvade hagyuik,

Axonzimnek 3 seubsardasd Ored biehdcicit s inhibiter lelenidteben

Ar encimgsll 3 perore kapesolatba boztok » mintandtrizszal A szabeatrdtedh erutdn hebyestilk
enzimgél felittorlre 8 1526 peroen horesatil fokebdlnd. Bt kivetben a ket gokt szdvilaszicitok. Az nkubs-
i afait virhatdan foszfit képzddik a gébhen mindentiol, sovint 8z snzim katalizdlia a szeheatrdioh kaposolddt
aat, Kivive agokat a terlifeteket, abol & Deoildosserin clogendd koncentracidhan var t Jelen alhor, hogy ghtolia o
seakeict,

& solichvi

Foszft Kmutatdsibes hasmndh oldatot (0,15% fowsen héoaftett malachitedld d¢ 14% ammdniume
molibdendt 133 N sosvban} douidivink € sgyforodn sloselatnk w2 enzin- 65 3 snubagis Atgélen. Exek a rone
gorsek reskeitha Iépoek & fosafttat & seda advelvd konvestrdcidinal Rigevénysben egyre siitdteldh 2ald

Serynistot hozaak iftre. A sxint $-10 porcig bagytdk kifeiiodni {& 6. dbrm szemishiot o azin kifellfadsdt a aslen,
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ahol ax whibitor meonyissge § nanomaits 8,9 nanoreal ig valtozolt), A 20id s2ind gdleket Swatagone Hugle

Eve CUD-kamerdval Snyképeatik. Ax elvirdsok st az fehilitoros séndk gyengebben z0k szindnek mée
ke megleleltethets volt a beadagolt inhibitar komeentréciofival Bz a salirévizagdiati elitris wehdt Vand fnhi-
bitorok szirdvizsgilativa alkaimazbatd, kembinatorikug gyingydknek vagy vegyiletelnek bdrmityen més fli
Ietre Wridnd adagoldadval ds elrendessadvel, amelyet azaitn kapesolatha hesunk a gél arfirdvizsgdianal,

Ex & sziirdvizsgalati efidrds azt bizonyitia, hogy o ot selindvizagdlat forma roegfeleld whbsatiel reakcia
epesek kezeldsére, Be o tulajdonsdy sxithadges abdwa Bogy ez a forma sokfSle i Gedvizsgalatt eligrashoz al-
halmazhatd legyen, mivel sok szdrdvizsglatt eljdrds @bk I8 spést igdoyel Ebben ax ovethen 2 Vana szlivfvize-

galati ofidrds &t Mpdsey envimaktivitgsd sziwdvinsgdtati eljdrds, amelyet g szin kifeilessdse kdvet, Bnnek a

selrbvizsgslati sliiviunak homogen {egy fepeses) valtozata nom bajthasd vépre kiinsyen, yoivel a szinkifejlesatd

reagensel &s kbetthodnyek pdtolidk & Vand altivitdst, ds spy agargélbe Bndnd bevitellel sem ek Gosze,

Enewk 2 b3 Spdsnek opy oldatficisg sxinkifejlesatd fpds eliitt egy eozimatikes g selreizegilat elisrasiéne
wietdnd térbell &5 idbhelf elviianertan tohds kivénstos.

2. péids

Kétlendony ofl selivtvizsealatl edidris serevisfor slongdelds fakitor-3 ensimdnek riboszdma-

hitdddssel kiviltold ATP s akibvitdssval elosHRots foszidt Kbunuiatdcdrs

Amikor 3 gombacredetd clonpacics &lktor-3 {(EF-3} a dbeszdmdkkal kolosdnhatasha fep, foszfatdie ai-

vitde lodek&iddix. A CF-HTR enoek a2 aktivitdsnak a szindeizsgalativa s alkalmanzok, Egy, ax BF-3-at {egy

hémdrasiiatre erdsen Sradkeny enzimen) 8s dlesetd riboszdrmakat E‘r“vi?\."puffeﬂ)ei;. artedmazd ereimpdlt késeites

ok Egv, | nonet ATP4n szitrdvingdlat putforben tartdmand seabertea teel is Résebotntind, Mindkst 81 2%

dimeiiazaifoxidor wristrazon slacenny chvaddsponsi agardrban {Gibeo BRL), &y 37

By
I
i

som késmiteitak, ngid

38 porcen keresstdl 45C-on dlind hagvink, Ronrolhnintaként i BE-3 egy inhibitordnak a poli-Lolizinnel soroe

P

z

zathigitisatt foltokban PVDC-filore vittitk és szaradni hagtek (mdntamatnix), A selirfyvizasdiat aljardst soubin

a b péid:'{bam lefrisk szerim fajtottak végre, ax eneimgélnek & mintarmidtrixon ¥v$ inhibitorokkal 1ricas

sitiokobdissdval. Az onzimgsk seutdn 20 percen kevesaid Rapesolatha hoztek a sztahszrmrgéﬂﬁ. Mint axz 1.
példiban, a enzin- & o sadbsntratgsh malchitziidammdnium-molibdendt szinkd efloszid nidatal festeitiik,

utina az enzimgdied! COD-kamerdval képet késafiottink, & ghtlds foltok & x8id bétidrben Hizta toriletakidnt
Jelemnel meg. A 7. $hra » szin kifeiitddest seonlélict a gilon, shal az inkibitorok X mennyisdgs § pilomaliad
200 plkomdlig véitozott. Az eredmdnyek az inhibitor dozisfged jelst mutajsk, anely jelzi, hsgy ghben a sei-

rivizsgatatl eliardshan W BF-1 inhibitorok folismerdsére lohet vizagiind a vegylileteket. A 2. példa & OF-HTS
haszocssdgdt bizonyitis méy sejiszarvek vagy msy, nyers, bioligial keverskek vagy kivonatok jelent&idvel bee
vitt komplexitas esetdhen is,

3. példa

SELISA febérfefebénie bilcainhands inhibitorainak fndireks suinkinnrtsidssrs

RUAES SR I
Mint « fontehben moptirmaliul az PLIB A Hgandrnceptor Mlosdnhatdsok o Ratldsiaak kimutaisséra al-
taldncsan alkalmezask, ahiol 3 receptorok & mikrotioriones brakaiban wmmobiliziivs vannak, Az FLISA~gal

atkalmazot “ligand-receptor” parok barmi tyen kdmplekuia-piet tartalmazhaimak a feherjehe® vagy rads mak-
romatekuldkes! kezdve 1 kis molekuldkig, Bzek s snfiedvizsgilati o eijfrdsok komplexek, 18bb pdees suiedvizs-

galatt elfdricok, wvelyel o reveptor inmolsilizalasét, a tHzandeak 3 receptorral tetdnd Inkubdiseat, » nem kiva-
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natos, nent specifikusan megldln Hpandok mosdsdl, amelvel niakiiitnben magas szignilidterst okoznanak,
a pd P

» Bithatdva i$iell Iohetdes tevh reagenseknek {pl, egy niportevenzimras! kaposolt Hgandspeeifikus slicnmnyagh«

reespterhoz kdn Hoandhor Eridnd kidadt & « riporterencivm seanbszies Stfaonk hovzdaddsdval s fathat szigndd

3

eldalifndent kivanitk meg, Az BLISA bowyolaitsdga & HTS- -iparban dedpozdiat ayiiviovaldan s 3 kdveken

tetdsre veeetts, hogy az BLISA nem wileptifhatd seabad formafi seiivdeizsgilan oljardssd. Azonban ezt & kome-

N

fox, wbd lpdses sefvbvizegilan slidrast is alkalmazeak CRHTS formsirs kiisok & fnhdrfe-felidejs, fehége-

Hgand & mas Hgandh@d kdlosénbatdsok sziirdvizsgdlatira.

Az wrokindz tipasd plominogés ahivitor (uPA) Weddi a reespiorihor (WPARYL Az wWPARPAR-
klcaduhatis cokfle ik mutasutizisdban vesz réent. A hagyomdnyos oFAMPAR BLISAS sikafmazzok OF-
HTS-oe tsetiton recoprorok & Ngandok sthalmazdsaval.

aPA e R‘xéi;{_&

Mianyag lemweeket (7.5 vm x 11,8 om, Nunc, Ing. Naperalle, IL) bor @k epy Saxalois keresstil

(

118 nml teatiton sPAR 15 midval fovafintal pufforelt sdobiathag pH 74 (PBSY (Life Technologies, Grand

¥

Island, NY} 4°%Chon, & stanyag lomerek egy & 1 keresattl Wotdnd borfties wdn a2 uPARoldatol Tedniti-

e

$k de & millanyag lemezen macadt kiwihelvekst 19 (Y bazeint tartalmazd 13 mi PES hozesadasgval gétei~

S

tuk, & seobskidmérsdkloren 2 Sran Rerosztitl inkubalndk, A kothe! ek pitldsa otdn a gAtlS oldatot lotntitnk
& mmlanyag lemeat Steatir mostek 20wl mosd pufforrel, any ely 008% Teeen-20-at {pcliodetilénazarbitan.
monolanredt) tartalivaze PRY. Mosds vlin o mbianyag lemest 10 pércen kereszit] szobabémerssiicien wirftot

tak. A mawis rilzott kivzaraddsit elkerifonds, son az mtivits olvessisséhez veasthed, eat 4oy dbzertik, hogy

a mbanyag lemer révidded ey ax aldbb lefrr nufivdvin spdlat] ofi8rashan stalnmarha loaven,
SaPAs

A seiedvizsgilar céljdra ax wPAL biotinnsd jolblisk {BuFAY A S-uPAC riabnard péicket BoaPA-nak
agarral tividad dztatdsdval hészititk, bogy a magas himeéredkistet eller@lik fnem javasolt olvaili agarba ke-
vend, mint &z 1. s 2. pelddiban), Ax apaet a kvetkeztiéppen kdanitiitk, (.1 g agavdet (Rigma, St Louis, M
10 ml PBS-sel ofdsztr slkevertink, majd obve wldsig melegiiyik, véalil 8 x 7 x 0,075 om” dtkdseitobe dnttk

{Bio-Rad, Hercules, 0A). Megszilardulés stiin (akdr szoba abémérsclieton, skir °C-on) = gfleket spy djszakin

bereselll 4°Coon 13 mad, kOribeltil 10 omol BaPa-t tartalmazs selvdy izsgilati putferbe dstaguk, amely PRS-

OEL DI Tween-20-bat ds €, 1% kazeinbol 4 tmindkentd Rip e, B Louls, MOD. A gdleket 20 percen ke-

resztill szobahbodradkioten sefritiulk kzestlent! foibasondlss el

Mintan

Ar wPARPAR-KSEs egy tunert kis moleknlié inhibitorsnak hidnyvaban nem biotndal aPAY {Pro-
uPAY alkalmaztunk a PaPA/ePAR-RSES inhibitoniaak bontrofbdniijakent. & saipdviesgdiat pufforben v
O, 003 45 03, 1 45 3 panol pro-wPA 5 plees mennviségelt PYDO-fimen seétadagolink Dowbrunds LP,,
Indianapolls, INY é¢ 2 drdn Revesztill seobahdmérséieton szaritothk,

Az sEAR-nsk Pro-w¥A-val és BoaPa-val ndnd inkubdcidin

A mintamdteinet 8 BaPa-gdl egvik oldaitn helvertitk gy, hogy 2 sréran pro-aFA fultek bapesotatbs

5

vendljenek @ BuPaqes feleeindvel. A pro~uPA-t 10

ezl szobahdradessideton hagynik a gélbe dif
fonddind, Bat kdvetden 2 S-uPA-gél mdsik oldalst helyeutth a syfisnyag femesbe, hogy a §-uPA {min bgansd)

& & pro-aPA {dg kompetithy fnfdbitor) kslesOnhatasha § Wpien 3 mltonyag lomer foliietdn vd WPARal A
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kOtdsiRompeticios reakeldt 20 porcen kereszti! srobahdnn wloten inkubdlade Az indubdedd widn & wi tanyag
feropzt elvdlasmtottik a gSlS! & nd dgyezer gyorsan mushk 70 s randd pufforral. Avidis-tormaperoxidis
{avidin-HRP) oldator késmitetttink ax widinHEP {Stgma, St Lowls, MO) 135060 ardgm G bigisiedval sedivd-
izsgdlati pafferben de 15 mbt adnuk a mianyag lemezber, A roakeidt 16 peroen keresatil szobahdmdrsdkle-
b inknbattnk, mad w2 avidineHRP oidaret lofototnk sy 3 mba vag iemezt 3 fontiek saerint mostuk. A mi

anyeg lemeze 20 poreen kercszid szacading hagytuk,
Az avidine HBP-ben fov8 avidin specifilusan k8tadik & Wotinhor, igy » muitrbomak esak azck 2 terGlemt

iatatnak adott esetben selohifejitdds:, amelyekben “Hgandreceptor” kiltdst tinént. A métrixaak azon teriilotel,

ahol & "Higandfroceptor” kétdst a provaPA komy peiitiven gdtolia nexn mutatnek szint,

2 darab o~feniléndiarsin-

A kolorioetrids HEP-szebsatritot tartalmazd szf
bidroklond (DR whictdonk 7 ax higitdeaerien (puindkeid Abbott reagenskés rerdeléal axden: 6172-30,
Abhott Labs, Abboit Park, 1L} torténsd fololdisdval 81 ennsk az oldatnk ey agarde olduttal — amedvet 0,1
agardanak 3 yol vizben tiridad olvasstdadval hészitorink — thrténd PgyesitSsdvel késeitettiing ol A 10 mi wig.
urfogath keverdloet 8x 7 x 0078 con Uetipusa minifehirfe pdldszivhe dnataniik &5 4%Ceon 15 pere ssziil
saiidrdaind bagybi, & gkt » pelkssaied Qveglemendrd] dthelvertil akar PVDCore, akdr ey ¥ rugabmas nyflanyag

lapra és Jeveghn 10 percen keresztt szobabémérsekiston azip addnt hagytek. A gélt ezutdr egy mastk PVDO

vagy sxilavgag iagara hebyeattl &, hogy a masik oldala is sa

whon 10 porcen keresztiil, Bzutdn az OPD-gélt w
safianyay lemezbe helyertik, bogy i cxdddion a szin kifejlodise. Az OPD nkubdcis alatt Sabiad idfpant
okban @ mianyag Jomeat sgy 340 om-en sdvdteresnd Hlteres {Omaga Optieal, Toe., Brattlsharo, VT) belyenik,
amely viszont egy FiberLite fnyforndasal mugvilagitot szaloptikis diffieids lomez tetejsn volt {aingiond
Dolan-Jermer Tndustries, Inc., Lawrence, MAL & kSpzddd képet CUDkamerdval v Sgzitetly (Fagle Eyve rend-
szer, Steatagene, La Jolla, CAL

awolikisédet

AR dbra seembsiteti w 3 példa gy komirolkisdelorét, & 84 abréndl agardz adgyreieket (1 om’) dziat
tunk kKRISahSHd Roveentrdnidit R-uPa oldatokba, mint ez 3 népvretek alatt fol van dintetve ghivéer az 5 nmnt
oidatot, amslyel &z apardz winwet hai oldalin Jeltitiok). Az agardz ndgvzetekel exy oP AR immobilizdl mie

anyag lemezen Hridnd lnkabdidsutdn slidvolitotwl, A nefianyag bmert eatdn mostuk & a fontisk szerint the

v tettlik a iy aeon toriilvtelt, alol R-aFAMPAR. ko eliffordult, A 8B Sbra az stiagos pixel Srigkek {a
hittér lovondsival) prafilonis mustata minden ségvestre { #hogy 8 COD-kamerdhof szdrond dightslis képet a
NIH I‘mage Analpniy svoftverrel elementiX) a2 agardz asmetekben Jivé 8-uPA koncentraciéval spemben ax

OFD axfofejitdss alatt k0i0abozs idépontokban, Az agarce gitbil cedrmazd P-uPA jellernsd reseptor-ligeand
B pdrhét muaod, 2 maxbuilis kss fldrtdhe {Kd) kiirlttbelt! 3-3 nmol, amely megsgyeath az erre 3 reake
cidra kozal drisidied a hagromanyes BLISA & mds saelirfivizsgitatl elidrdsokban, amelyek ezt a paramstent

méri. A 8, fbee bimayiga, hogy 3 gBLISA-val eldailiie ndirek Rolorimetrids szigndl kvantitativ mddon
Higg a lgand-reveptor klostohatdstal,

A Pro-aPABPA kompeticid eredodnyei

g

A B, abra szemidliet a BauPARPAR-kitds pitiisds Pro-uPA~val A pontak 1 5 abran szokat a helyskst

JelBlik, shol & SuPABPAR kitds gatlédott, Az avidio-FBER bt nem kaGadan sxekben # teriletelkben, Kéves
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kezésképpen a HRY gers reagdlt 3 szubsatatidval az OPThgethen, hogy kifhiddine a safn, A 9B dbra ogy s

mdédot motat be agyvanezen OO kép adatokuak 3 mee giclendidedre, amely nivell az emberd szemnek 3zt a ks

pességeét, hogy a kvantitativ Hirilis megs

4. példs
Eebdriodohirie kdleabnhardsck Inhibitersingk direki radiomeatriss binuiatdsa

seit akiivéeid sordn

A Toseit akiivacid @ aserveret immeny Sasednak sgy alkotdelome. Abbng, hggy 2 T~

ax sgydus kivetd eseményel bektvefiomzenel, a pSSick-nak §

Py

Edfcainhatisba kel lpuic a

Tosejt antigde receptor sitoplezmas doménjének ITAM-szakaszival {‘“immim»g?c‘ ulin refated fyrosing based

oY

avtivation motif”| imununglobulinaat kapeaolatos tirozin alxph aktivacids mind @) Az obyan ves:yuh;‘t ok, amelyek

ext a fehérje-fehdrie koloadnbatist gitofisk & chetdleg ununseupprasszansel, A CF-HTS abcalmarnid o

aek a fehdrio-fehérfe kdloshahatisnak a safirdvizsgatation Iy, ahol ax LOE spy menbrinos van immobilizdiva
Egy blofint rdgaftd membsinag {SAM-membrin} {Promega Cop., ¥ Tadison, W1 ineobitindliok a

Biotintigl

CLOK tegy B omox 2 om osfhnak 5 ml, S naesl DT {ditiotrefiol) 85 3 pmad LOK tartalmasd PRS-

be wWridnd dtatdsdval 10 pevcen Reresztinl szohahs e, amit utdn 8 putfent olidvolihk, Bat oy idozit-
ik, hogy & SAM-membrdn kavetient szutdn {perveken belil) az slA0D leirt szirdvizspdlati elfdrashan alkal
mazhatd legyesn.

ITAM -matrix

Radioaktivan »idlt TPAM-peptider (ITAM) tartalmas agardz gl kéezdtlink 0.1 g agardenak 10 mi
puiferrel tintdnd keverdsével, olvaddsig theidnd melke cgitisdvel, mafd B x T x 0,075 om géikésaittbe tindnd dne
téedvel. A TTAM ~of ktavetiondt] a pélkdsxitdbe drdss oldtt adiuk hozas, vagy sgy mas modon a gél megsaic

trdulasa utin Satatbuad futatiul be g géthe 10 nmol v Spkoncentracidhan,

A vigsgdlande suinddkat egy mitanyag Sitletes vagy PVIXCre adagoliul soit v szaritiuk, czeel késeit
K el o nuntamdtrixot,

Azitam’ 52 LOXK 85 2 vizsgdhnt ovintk inkalicidia & a iatha

A mintansdteinet Raposointha howeuk a2 FTAM ~gel egyik oldalaval oly médon, hogy a vizsgilan mintdk
a2 TTAM -péibe diffundilanek. Bzt kvetden ax ITAM -gél mésik oldalét homzak kaposolatha 2 SAM-
membrinnal, amelyen ax LUK van immobilizilva, Theendit-negyvendt perces inkubilds utdn 2 RAM-membrant
sitdvolitiuk, mossek, & foszfomms képleolvasdval vagy filiumsl hépot készitink, Az ITAM-LCK kdlcednhatss
inhibitoralt slscsonyabd radioaltivitds) 2ondk jelzik, armelyek & képen alacsonyatid seigndlintenyitisnak felal
nekmey,

Az ITAMULCK kdvds hontrolidsdrlers

Agardy gt készitettind 2,1 g agardenak 1 mi pofioree wWridnd eikeverdséve 4, obvaddsiy Wirdnd mele-

csdvel mald 8 T < 0079 om pdidsaitihe Windnd Sutésdvel, Megszilardulds ntdn § om Atdrdii koedhet
vighink ki @ gibadi & 400 il pufforhen 1660 0.1, 0,3, 1.5, 10 85 20 rurol dal Jeldh ¥ AR ba {Amersham,

Aclington Helghts, 1L) sctatiuk ey éiseakdn keresstil 4°Chnn. & gétkiirdket az oldathd] kivertik ¢ 20 peroen

keresatitl senbahfnwrsdiloten sedradn hagytuk. Beek utdn 2 gildaeabokat az fmvoobilizall LOKW tantalmazs

1743

AM-merbrinrs belyesik & srobabdmersskieten $5 peroen keresetit! inkubdlind, A géleket shdveliotiuk &
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& membrinokat pufforrel négyszer mostak. Szdradds wdn 2 SAM- membranoked] foseforns képleobvasdval k-
pot alicttank,

dbra dérisflipgd kadddst vwtat 2 WIITAM & a SAM-menthrinon Ked nmobilizall LOK ka-

ZBH.
A 11 shra ae dtdagos pixel értdkak {a hatteret tevonve) grafionidt sastatis mindes LF FAM-pélee (a
fosaforos béplentvasdbdl satomand digitaiadht képrek Moleoalar Dynamics frmagethe szoftverdvel wirténd
Eidrickeldsstoh) a pélkiethben i8vé TLITAM konceatricioval s erben, A nunebilizall LOK-hor koradsy,
éthd! sadrmmrd "ULITAM sy jelt
5. péids
Teliecseit vinportergén szﬁrﬁvimgs&imi alidrds séiifilter forma kombindcididnak alhabrarissval

wed receptor-Rgand kodssi zirbdt mutat,

3

HEX-sejteknek novezett vesesejtekes Yuoiferiegénhes Gociferdz rports wén @ Promegdtdll fuziondlt i

s AMP vilowzelem  promdess (CREB, "Cyelic AMP Response clement™} {actalmazd  phuzeniddal

transeickialunk. Ha a vanszfladht soiteket forskolingal kezeljik fusiferie g cxp:‘assxié indukalddik. Azsz, ba
3 hucHerds cabasmane (4 Shogdr ciferin a Srou gty ds mopfleld kofaktosn at {28 ool trkoin pH 7.8, 0.8

momad EDTAL 33 sunol DTT, 03 nwvol Kosnzim A, 88 rume! sdenovinetifoszB 88 1 mmal magndzivgm-
Kloridy sdunk » HER-sejtckhez foton kiboossids iy ol amely 2 hagvomdnyos exehdzdkke Mimotsthas, A CF-

HTS-Corre a salrSvinsgdletd ofidrisra & ada gtk

NN § oAty

Femydszetben v sejtehet tripseinns! kexeltng, Corning/Castar TRANSWELL ™ membednrg visseik

at {3 p polikarbovdt Sler cgy mitanyag segadgyfirivel) & egy Sisealin Kevesmlil 379Con, 3% COy-ben &

<

chveltenydsatd tSpkieegben inkobdlid, Bt u tapkizeget azuiin ohdvelifok a membrinral és » filtert, ame ely

hew & sejtek kittanek, fevegén 15 percen kerasztil sedritiuk, maid kfnvetend] cxutan fol haszadliok az alghhi

Kpdsekben.

&S mdtrix

Egy, 2 lucifovds expresanid tudekéldamerét tartadmazd gl hdszitlink 10 mmol forskolin Wrreoldat

ey

{Sigma iGrasoldat etanotban) 12 pl-énel P%-0a & alacsony ofvaddspontt agarde g8t § mi-Sher s0riénd hozatadi-

o \

sival. A 20 wmed frskodin vipkancentrdeidil g8l szobabémerasdiisten megseilardd,

A forsholin indekoidt folichetdleg patld mintikat ssetadagoliuk ¢s kilinalio oihelyeskedéshen, Bagy sl

riségael PVDT-n s2drftivk.

A rcageusel inkuhdlass 85 & pdtlds Kimutatise

A PVDC inhivitores oldaidt nkubalik se ndukdls & giilel. Mild o forclolin indak$idseert tavtalmazd

g¢h helyenzlik a fontick szerint elicdaziten sejtmtriznak non & seeket taralmazd ofdslire, Egyiit ibubdliuk

[es3

fet 37%Coon 3% COpber 20 percen keresatil. Bzt kévettien @ forsko it eltdvolitiuk 65 2 seitoudirinet

IPCoon $9% OO0-ben tovabdl 4 drdn korovad inkushaliuk a lociferds konstrudcid mavimsdis eXPrssTidia drde-

kéhen, A& huoiferds enzimekiivitisinak Dvagy enusk gatldudnal) kimntatdss érdokihen s seitmstrin-filtent 8-

¥in
o
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kailag eftdvolitfuk s milanyag segsde oyviedtierd 8y Petri-oséaeshe holyverzitk, & Petri-csézshe 1

it

szubaatratot {(Eboxdr huoiferin o Proser FA0L @ megfeleld kofkiorokkal kisgsszitett bipl Hgial pufferiew, hogy

S

‘.v

seignathén finy ndukdiddion. Mivel o szigndl 3 lucifordnt exprosszald, fmmobilizalt seftoken belid he elyezke-
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dik of, 2 bewdeti indukeids Epés inlibitoral sla oxonyabb foton kiboosdtdst sdndkat credményesnek

& péida
Gelfilter CF-STS Brand-seif k8losdnbaticek inbibitorsinsk bizvetlen Kimutatdsars

A sejtfelliieten a Hgnudreceptor kStidés hezdeményent a seigoal Stvonalel efindaidsss a seitekben,

amely vigll fonkeiondly vilaszoktor veast {pl, sejtonztddds vagy hiok dpiailag akily anvegok seekrénidia).
Hetegedy dlapordban a seitek binldgiad valasminak seabibyonise drdekshon gyakean w scjtfess Inther 18riénd

Bgandkanddss patlisdt Rerastk, A B igandianiioy receptor i2

ddése inhibitorainak kidriskeidsére senlpdlé dlalde
nos elidrisok sovdn s fokibiornk ant 2 képosségdt driskalik, hogy osdkkenti » radinalaivan Ik, rormdszntes
Hoand €5 8 ssjick kozom! kivddést Br a sefteknek a radicakidvas jolslt Hganddal 8 az inhibiiorral 0rténd in-
Rubdeidiit vonja rorga wiin, amelyel a nem K&6H5H & nem speciﬁ%:usem &b radicaktiv Bigand mosds Widn

tWiénd shivolitden ke, araid 2 bGsn radioakiivitgs mennyviségdnek a mérdss,

Az interlaukine8 (10-8) syy kemotaktikue ke maokin, xecly gynliadishan vese réser KSnhdxd aniftipa-

'

farast kifeHeszettth Hgand-recaptor

sokon v receptorokhor ©ridnd kinddsssel, A CF-HTS sxivdvi fzsgdlatl
sejtes selivdvizsgdlan elfdvisen is czsknek o kdlostnhatdsnknak g Kisrtdkeldadre,

Az H-8s recepiont cxpresszald HER.cefteker (ATCC, Bethesds, MD} 75 own dtmérdid transwell
werbrdnfiiterve {Corning Costar Corp, Carnbridge, MA} terfordik lomezenkent koridbelid 20 millis se et sl
séggel. A seiteket gy dvzadan beresetitl hagyivk # membranfilerher katddni {RPMY, Life Toechnologice-tbl,
Grand Icdand, NY) 1€ meanol HEPES-¢ {Sigms, Bt Lowis, MO vetalmazs pH 7.8 putferben 37700 & seiteks

A

ek a filterke Ovidnd kowddse utdn a tipkizegst eltdvol otk S8 a sejteket friss pufferre! mostuk a o 1Y D

BN sejtel: elisoniitten drdekében. A filtoraket a a agjtes oldahidkkal Jefeld forditottuk Sx fordén helyeatlik ¢
by  fedesleges sipkzey leszivivogion, s 20 perest keresptiil srdritotok, Bt dpy iddafernk, hogy & sejt-
smdtrivot tigiin alkahmacni tedhuk ws alibhiakban smertetett sof Srivizsgalan elivrisban,

Ligsndmatnx

A Hgendmatetvat -dal jelalt TL-8nak (Amersham, Inc, ArBa ston Helghts, 1) agavde gsllel sirténd

srtatisdval késaltnttil, a2 agavdn gkt pedig 0.1 » agardanak 10 mil pafforel Wi

.

Wriend meleghosével, majd § x 7 x BOTS om gélkdanitibe Wndnd dmdssvel kéazdt

Reresztil dxtatiuk szobahdmeraskivton lassd keverds kdaben rizdasriaton {New Bruaswick Scientific Co., Tne,
Bdison, N Azixds wtin 2 i 2D percen Rerssarll scobalidmérssiisten szarithek kdevetlendil fethasznalds
it Bzt dgy ozitjik, hogy a gt aronnal alkalmashats fe egyen a selivfvizsgdlati olidrdshan.

Mintamdsey

Az ~8sgites roceptor kinfdds isment nhibitoringk bidnydban radivaktivan nem joldbt IL-8-at

. v

Lo : 2% vr <
tamayme Corp, Cambridge, MAY alkelmaztank & géds koatroft mintiiaként, hogy s ““RIL-8nak HEK-

sefickhes WOndnd Kdtodésdnel gatlisat mepligyeliik, Az H-8 0,003, 6.1, 0.5, 1, 3, 10 & 100 ol konoented-
cidinad 1 phes mennyisdgeit gy minovey lapon, példdul PVIC-n vzdtadagediak, &8 1 Grdn keresstill szoba-

hémdradisten vakuum alait sadritotiul,
{nkubacis

A snintaméinxet @ Hgandmitrix egyik oldaléra helyestdl oly madon, hogy # sedritot T8 falink bertl

jenek kaposalatha & gél felszindvel, A g8l megfordiotak €5 & mésik oldalit is szdrasing } Bagyvink 19 percen ke
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reselitl szobaldmérsélieten, S5 az "inlibiort hagyhtk a gelbe diffindding, Bzt kbvetden a gélt » sejtmatrixnsk

wem 2 seffeket analones oidada helvenik. A botéel reakels srdeléhen 45 percen koresmil! szobahdmerseke

feter inkubaiak. A gélt exek utin sftdvallinttak, ée » membranal nem a seiiskst tart drnezd oldaldt négyaser

g4

mosiik puffarsl. A membrénokat hagyik telfosen megyadradad, nicldt elttvolitotuik volta a mis
SEL A membrinoked! entdn képst Késelistting riatgendlm wagy fossfores képleoivasd (Mol
Dynamics, Sunnpvale, CA) soght ségéved,

A 12, dhwe muiatiy 2 PLIL-8 dozishatieds an agardz yolben gy seitndivicon KereszRildiffimddiva, hogy
W &> = R 2 L=

eptort exprosszalé HEX -seftekhez kothdion. Tohb | ond® agardadgyretel futattond a feltintett,

& LIL-8 Koncentric i oldatokba. Bzt kévetden a ligaoddal 4 Hidet nsgyretehket kapesolatba horbal

2

il 3 fentickben Infrtak szerint. Az inkubicid wisn a négvreteket sliavolitottuk » sojtmatrixhdl, Sy s

membrannak nem 3 sefinket favtabnned oldaiy pactferrel mosink. Fosatoros képlaolvasst alkalmaziunk & seither
etes 3250 vy o P L. \ \

kawan L8 helvdnek m meghatirozdsire. Az adatok w2t noxatdk, hogy a divelt radivnetrids levdvasis shben

W3

a gilalaph selles selirdvinsgalati elifirishan kvantitativan figg a Hgand-roceptor kilosdnhatds mértsketsdl, A 12,
dbra oz iy snmai;i 2, hogy » kitdst torfiletek alnkiokban olkiitntis ok, v e bisonyitja, hogy & szignd sidalivdmnt
ditfinitja nem okox probléndt ebben a sziled wizsgdiat eljdrashan,

A T3 Shra matatfa o hompetitiv inhibicide kissdet eredmsuyeit, A RIL G s a HEK-sajtek kézoum ks
thdes gathiedt a vildgos folick jeleik, A nyilvirevald, hogy & nem joldlt 1-S-cal ©orténd gatlas kvantiiativan

w

domiailipgd. Ezek aw adatol ant s felaik, Bopy az inhibitorok, ebben az esethen a nem Jeltlt T8 sonlgdit pdl

dénl, kereazrd! tulnak Saladed o sejtmateivon, hogy cedkkentetk & T8 dv w asitek koot kotddas,
Z.xdlds

Filter slopdh, oSl ndlkill, funkcionalis seites srlivdvisvedist elidrds

A sejtes mnbdéookheon Wrtdnt viltordsok gyakran rudchetdi a vizsgdiat vegytletelmek vagy mintdknek
bioteshnoligial Ston x sejtekbe justatont nporier romdvrerekre kifeitet hatistoak megfigyeldsével Hven pébiddnl
2 Hluoreszoens invacethdars fohéridk, példdul » 281 fluoressonns fohérie (GFP, © ‘wresn fluorescent prowin®y,

az extrcelialinis fohériék, példiul cecoptor vagy adhésios molekula, vagy specifibus srzimel, példiud

locifordz, Monmimikobsoetiftvanszforis vagy Brgaladionidds (Promegs) szintdzisére kifoptett hatdsok muspfic

ey P RIS

gvelée, Bidszér is 2 vizsgalatt vegvitioteket a seftekkel fnkobdaljuk, Fat kdvetben sasgfele!
w2

sejteket a ;i;xms;‘.yiéﬁxésjé; sxprasseiing (Jehetuek porced, Srak vagy n napok). A riponerfehérfe uintist direlt

\

offdedsolkal {pl, OFP)Y vagy indirsle ehidrdsokkal {pl., ELB Avtechnoldgis membrinkioz kowu fehéndkkeh

P~

mériik. Enzimek eversben 3 seftel foltdrhatdl, tiogy a ripocterfebdniét kivonjuk ¢8 s enzimaktivitass mérfiik,

Egy masik funkelonalls sefirévizegiiati elidris speeifilves molekuldk, paldiul festdiek vagy mdicaktbvan felélt
anyagasrstermdhel viselkeoddsdt vagy olhelverkeddsd 1 ménl egy receptor stimadilasdne vagy a seit fizinbdgidia-
ban Wrtdnt viltozds, pildin! membrinpotenciibviliozas buidsdia,

A vegyletckneh az intoroelfulénts sdhésids molekaled GOAM-£) expresseicidra vald hatSsdt mérd
ELISA szivdvimsgtlatt offdrdst nlakiotbmk OF-HTSre 3 kéveikesdl z szerinl. Az ICAM-1-st exprosasd
endotdlidlis seiteket cgy polikarhondt komatadis membrinm {Newro Probe} terigik kSeiilbel®l 5000 sejtimn’

X

sficlivdgpel. & seiteket egy Sisankin Kereszid ik ubdliuk 37%Coon tépkizegben. A tapkdzogst citdvolithik €5 a

“

mendrdnokat részlogessr sedradn bagyiub 10 peroen heresatls) srobshimendkleton. Az HCABY fndukeididra

vizegilands mintdkal vagy vegvitisteket mfnyap lapokea sedritjuk és Raposolatba borzuk # nedves mendrsae
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nek nom 8 sejteket tanslmazd oldalival. A vegyitfeteket 1 Sedu kereaatiil hagyied kaposolatba ¥pnd a seftekkel
¥Fon, nedveskamrdban, S5 exmuide 3 se sfteket tipkfzegbe duatiuk & 5 Soto kereaztill 17°Coan joky shilbjule,

MMiutan elegend W&t hagytank a seitelmek, Bogy az ndukal fehdnist sx intelindBak, 2 dpkdreget ehdvo-

Hgink o mendrdnedl S 8 sajteket FUAM-Y elfen termelt ellenanyagnt {Genzyme, R&D rendsserek) tartakmazs
pufferben lubaliok, akir nem konjugalt fooe Shan, akdr flecreszosin-oticoianatsd (FI TCS vagy blotional
konjupalva, Hamine perces szobahtmeérsékieten tirénd fnkuhéoior kiveetben g puifert c':}iéiwﬁiijak €3 a sgjteket

Whbuzdr mossik & vow ki FCAM-1 sllenanyag eltdvolitiss s8habél FITC sef bonjugdlt ollensnyay evetd-

bt 2 membrdne® COD-kamera {Stratagene, Ivaging Rescarch) alkaimazdstval készitnk kénet 4 183 o ger
£

3 ane kiboosttdsnl. Az JOAM-D expressziditt simulils vegviletsk fokozot facreszeenciit
ustatd teriletelkent jolenrek meg a FITCICAM-1-allen oanyag Kitddsdoek Ksabnbetden. A bintmal konju-
gAl elleranyay cantéhen a sefteket avidin HEP fartalmad pulferhen inbhohdliok 10 percen keveastitl sscba-
hmensékioten, A paffort ebdvelifok $5 ¢ nom kBHU avidinHRP-1 kimossak. A membrdnokat szetin egy
precipi@e HRP saubseotrdiot, példinl diaminebenzidin-tetrallondot {Fierce} wrtalmaxd pufforbe Sziatjuk &
resgligyeliiik a safe Kifell8ddest seokon a teriileteken, ahol ax aluta Wvd sejickben indukslsdntt az YCAM-1
expresszidia. A sem konjugdl HCAMAY clienanysg estében spy konjugdlt, rudsedik, HUAM- I -elfenanvag eilen
wrelt ellonanyaget reagditatunk a sejtebiel, amelyet ssipnal kifeflesaiése kvel 2 bonjugdtum megleleld
szubsziritidval. A képet COD-kameraval készigik. Mindezek a viltozatok (FITD, avidin-HEP s ant-ICAM-§
sHenanyag) slersativ médozawk, ame vk ngyanasokat w kvaiftathy sredrauyekes adidk, neveretesen axok n
muintk, ametyel hatnak az JCAM-1 exprosszidan kaposalathe hozhatdk a megndtt vagy cedkkent axigndiiad,
Meglegyeeallk, hogy a folyvamsios formall matrly bben sz cssrben egy wmembran €5 ogy miltanyag fap.
il nem sefikadpes 3 OF-RTS-hes,
8. péids
Kilandlié vexviiletok nearaminidde sitifsinak CP-HTR szdirdvipspdiol eligrdsa

Lsndzhwszonayols KO8, seodke

rokon vegyithet Kinyvideas vissgaliuk CR TS5
Muliprobe MP20§ DTt alkalmanek a v egyitioteimek a csdvekbél 3 96-tyuky Iomezekee tondnd b fgfidcdra &
& vegyitietehoek mianyvag lapokea wridnd highdsihon do stviteishez, A vegyitloteket eldaztr a osdveliben 18vh
40 xovaod koncentoicided! {DMBG-ban) 4 mmolra highottok ¢ 88-fyakat lemezsken. Majd DMBO-ban Iévé 4
muohnd! 200 paolrs higitottak S0% etanoliviz keverdkshen a Fo-healed Jonoreken, Bzeket » mintdkat visdk &t
két 1 ples adagban B o x 8 am mifianyag lapokra, 8 reimdh k&t ddagosan 5 mum thvolsdggal {Bio-Had, kats-
Wgne szim: 1652856}, laponként Gesnesen 197 nuinisval, Mindegyh 1 pdes folt what koritibelat 200 pmolt
tartalmazott a Kdwyvldr egy 33%'2:{?;15@& vegyilenthdl, Konmwoitként exy ismert newrmovinidéz nhibitor, 2 2.3
dehidro-2-dacou-Neacstib-novraminsay {DANA) {Boshringer Mannheim, Kataldgus wedm: 52854 43} highdsi go-
rematt kdezed itk & vegyiletek melld minden fapra. A Japokat vikunmsziciiban ssérftotiuk oly mddon,

2

Bogy minden vegyibat @ maga elhalyerkedésdben § sdradjon @ mwlanyag lapra.

A swivieizsgilal o868 infhensa nevraminiddz enzimet highotunk 1580-szomedra 35%-08 ploerin,
R

foaefital pufferelt sSoldutbal ax 1946 aguedat, 5G mmol nétsiem-ciritor w880, 1 nwnel kadolom-Koaridos twe-

taimazd Tfolyshowy agurgdthe 40°Con. Egy ¥ em v 8 om x 6,78 mm enmimgelt Srurdttitak & 4%Cors ditve weg-
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& o . x - voap x
AR T AT LR
aked »o 3 o
saildeditonuk.
By ssintetikus infheenes aoeranminidas saubsztrdtot, & 2-{d-metifunbeliferill-aifa- D Noasetbneuramin.

&t {Sigma, kataldgus szdme M-H639) higitottund 3 morolkd] IS Dban 30 pocken @ folydkony agargsthe &

& fentickben Jefriakhor hasondd mddon Sotduik a2 caximedis

Az enzivendivived 3 rolntamdiriuak ars a2 oldadin heiy@ﬁiﬁk, ahol az drdekifdds Hravdt képesd ve-
gytlerek sedradiak, Eontdn o ssubsziritmdteivot ax enzivwndivix totejére raktak. A matrixokat szobahimérssk-
loten 3¢ prroen hercszi® inkubdluk. Bz 148 alatt a kiolintt fluoreszoencits ambazrdt 65 ax snxim s ket 8t ke

20t eyttt diffundal, & a sonbstedior ax snxio elhesitia, fgv 2 Husrsszosnnia intenzitdshan névebedést okoz,

fgyeljik meg 340 naneen Srdnd gerjosaiissel &5 450 nmees kiboositdasal. Az ensfmakividst csdkkenteni
képes vegyliistek mintmélery catfkhentik & faoreszoencia lnfenzitis ndvekeddsst, Mivel a egtbly helven nd-

vekedett a g8l Huoreszcencia :is)semci;tésa, 3 mitanyay prél ¢ gébbe diffunddll suziminhibitorokat tactalmazd
. megfeleld selivdk

el kinnyen megligyethetd a kibossitis 65 a gevpesztld hullimbossrok szabalyozdstval. A gitids? aéndkat nw-

toriilotel kivebb fuoroszcencidval, sitstebb foliokidnt voltal Iathatdk, Fr CODRamerival

Poa

st6 vegyiletek szovositasy ax inhibitoros métrivank megleleld sdna bebyretdvel hatdrozhand g, A DANA
kantroll Searssecshoidianed a vizsgal inbibitor fsment menmvisdgeivel ndad Yesanhasonlitass kvantitaiiv

'J

beosldst ad az s Setdios mindeppl vegyiletasl,

A kdnyviir mind vz 828 vegyiiledt két pirhuzamoshan visspdlnk. A toljes, folbavendlt endimed! mome

ayisdy 33 mi volt, 31,25 pl vissgalatonicdnt, Tovibhd az Sssree sgyidetet egy

P

videifilog viesgslod, 6 a szlisd-

vizsgaluii elfdeis kbrithmdnyet asuncsak valtak a hagyomsdmcs 5~§}-ﬁ;§;a saliedvizsgdintl elidrdssal. Mint & 14.

abran bernutatjek, & sefifivizegdlntl slaris Wég & e akdr el konesnivdeidban Jvd inhibltorok i~
notatisdra. Aw akiby vagyiletokre beosiilt 10y, Sriskek 161 me wegyesnek an ugvanazckedd & vegyviliskndl, &

sokkal kliségosebb, vizsgalatonicdor 200 ult § igdnydd 96-Tyuka sziirdvizsgalatl eljdrdssal vizsgadlt Srtdkekkel
Lasd a "Kvantitativ gé] seficévizspdiati olfdrds eredmsnyel” oimil tibltzatot, Bxok a & peldak hleowyitisk, hogy =
vegyitletek nagyobl sliriadgll efrcndeaésben windnd vizagilata cedkienti a kéftadpet &5 az 1dAL PSidaul a wvol
stgrak osak egy ks ostikentdése, 5 mm helyett 2,5 mims, wriogati egyedpenkdnd a vizsgdlati vervidetsk sedmée

nak nédgyeneres névekeddsdt jelenti. Fbben s ksdricthen ex a vizswalad vegyiiletenkénti wrbgatot 10 ol als

%) .

gathan kezclik, amely a ministicedll salirdvizsgalay elidnk

csfihentl, Tovabld, 8 reagenselbet epvsdges &

7.

¢ -

anklvan & kiv mennyiségl folvaléhok kezeldsére alkalmazott esrkdzsket folesle cgrsss feszl.

Kvantitathy g8l welirfivizsgdfati eljaras evedményet

H

Minta szdm Fonidhelil max Ki {umol) v bt Beoeilt Iy drrdhek (umol) 8 $6-hndias

2

sefirdvizagdinibst

34 HE _ > 308G
35 S > 1606
3% ¥ 42

37 106G »100

s
o0
i
W
¥,
el
g
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48 40 32

42 40 3¢

43 100 »100
24 >200 »100
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T 100 100

48 164 ’ SO0

38 150 : =108

A& windativizalds elénveinel benunaidedra agy kdvetkead fipdakidnt HO0B0 kidandlio vegyiietat vizsgdh
3 Epé £ &

L

teok CF-HTH-gel 17 m teljes enzimgdl wirfopatban {kovesshh, mint 2 ul vizsedink sokdnty. Packasd

Mulupipete-t allalonzink o ik 39 ub-es me omiedgeingk seétmdndsine egymésidt | mm thvaisdgra. A ve

yifeteket DMSC-han mdrtik s28t $ mmad koncenirieidban, igy mindegyikbal karaibelal 13¢ } poael meonyied-

(;’

el mdriiok 2 refienyagrs. DANA-t alkatmastk fsowdt bonwoll inhibitorként. & szokdsos, a v spyifetek elrende-

£

i

284 sordn kiviEl koowolltitvdlison 0 sy kontrollttediset az slrendezést satban is ofhe teeztlink, mintegy val
probakén, amelyben v kontrollodisket sgyantgy kezeltik, miy & 10080 lameretlord, semikor & seflanyag lapra
vitedh fel. Mint kovdbban, a lapokat szaritotiuk §s 2 newraninidds sziirdvizagalat eEjeirésbaﬁ sikaloastak, Mind
2 10080 vepyRictet cyideititey viesgaltk kevesebb mint sgy 6y slatt eazed az cljdrissal. Mg egyseer moge-
gyerzik, hogy mikrofolysdék-adagoldk dsivagy ks mennyistaek kezeldss nem szitkedges, Kivéve a kifndulds
vegyliisteknek a lapra riénG sudtmérésekor, Az sbben a salirbvizeptiatt elidrishan alkalmazott rendkivil nagy
slirfisdy veons sloadalyonta ax inbibirorok kimuatatasst, Tovibbs a nagy sirfiség nove booyolfidta sz akfy vegy

fetek mronosiidedt, még b Huorese CeTS vegyistek (8 gélon vildgos foliokksnt kannyen megfigyelhetii) voltak

az akilv vegyitlotek Jogkdrelehbi szomensdal. Lisd 15, éhra.
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drds kiloabizd anyagoek nagyszamd mintdinak azon kdposségdre trind epyvideld vizsgalativa,

hogy ey olégial folyamatot serbentenck vagy pdtolnak, azzal felle mezve, hopy
&} a2 egyes myazok b mint 88 sxsixstééjz%nak Kis trfogatd mennyisépet adott elrendesdshen folvissaik
2y sil, pordany mdirirg, amely ooy epyendatesen sloszlatolt sz Grévizsgalati reagenat tartalmae vagy hordoz oly

médan hogy minden egyes anyagot 3 sajat, Kilondls helyénel kdeepére helyersiak of & biztosijuk, hogy minden
Sgyes amyag azoncsithatd legyen clrendezédsl helye slapiin, & 3 folvitt mintaknadk 2 plandriz, pordas mitrivhan

fessG ARt sessatk Tohotive, midhal sefirdvin sgialator vegeahetlok o mintik Seseafdlydse nélkal,
b} megligyelitk we egyes anyagok €5 @ salirdvizsgaiat roagens koedit ktlesOnhatdst 65 m sgfoleiarjik

@ anyag szon kipossdgd 'm:i(, hugy serkenti vagy pdtolfs « Muldeial flvamatot,

s

Az b fgénypont sperintt oliards, auzral feflomerve, hogy

M
%

2% a} dpdaben, tovihbi intézkeddahént

3

i} uz egyes anyagok 16bb mint 98 mintdisosk kis terfopatd usanyiségelt a2 adott slrendesssben sk mét-
wra vissziik ol oly mddon, bogy minden egyes anyRget & sgat, kAIGndllS helyének ¥dzepére helyemink ef &

blatosiiuk, hogy minden ogyes snyay azonosithald legyen elrendezést helve alapién, s

Y

1 kaposolathe borzuk & si ndtrixet 2 pordans m dtrixszal, amely egy cgvenletesen eloszlatott sefivée

vizsgilati reagenst tartalmaz vagy hordoz, 8y az aoyagok fegaldtly egy sfsndt hagyiuk a porduns matrixba dif

fandaint oly mddon, hogy biztositiak, ho ogy wmindegyik diffnddh anyag tidhell helyasts megfelcliothetd legyen

&

@ sik mtrixon 1o hefydvel, abova ax anvagat sredetile shelyeziak, &

e
174

i) vegrehajnunk a by Mpdst,
3. Az 1. igonypont seevint elfdvds, wrzaf jellemenve, hogy
az a} Rpdaben, iovibbi ntdekedésként
i} 2w egyes KHAS amvagok 18hh mim §8 mintdituak iy efogall mennyiségedt adott ehrendendchen
sik mudtrixra visszitk fel oly mddon, hopy minden ¢ egyes anyagol @ safdt, Kilndlld helydmek kirepére habvesiink
e, éa biztostijuk, hogy minden egyes anvag aconosithate log syen clrendozds heive alapidn, &
i) kapesolathe hoazak 8 oik matriset ax aled pordzus milixszal amely a2 spyenletesen elosalaton elsd

’

sefirfvizegilatt reagonst tartalmazsa vagy hordozza, és as amyagok legalibb egy réseét hagyiuk a pordzus mit
rixba diffundalel oly médon, boge bistosfiulk bogy mindegyik diffundalt anyag rbell helyzste megfeleitethed
tegven a sik manivon fovd helydvel, shovd az sayigot eredetile sthedyeatiik,

i kaposoiatba hoszuk 2z elsft pordas matebiat ey mésodik rdtebems 1, amely egy mdsodl egyenlete-

gélat reagenst hagyiuk

O]

sen elosdalelt sefirfvizagiiati roagenst tartalmaz vagy bovdex £¢ a masodik sedrdvizg
ax ehsd pordzs radirivba Siffimdaind, vagy ax agyves anyagodat ¢ az olsd reagenst hagvink a masodik métrixba
diffunddlol, ez wiobbi esethen bintositva, hogy a difftzis sovdn minslegyik anyag mdisndil mdirivban Bef hely-
aete megloleBethed bigyen xalk mitrixon v helydvel, aliovd as an ayagat evedetifeg cihelverilik, S
vy vigrehajtunk 2 by Idpést.

4 Az L dgdoypont seerintl eliaeds, aaead folfemenve, hogy

&7 &} pdshar, tovabbd intdnkediskén

3} az egyes anyagok whb mint 96 minididnak 3 kis téricgat mennyisdgalt ae adott elrendeessbeon egy ek

s&, sik, pordeus méttinea vissath 21, amely epy sgvborman eloazlatott, ol salrdvizsgalant reagenst atabmag
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vagy hordoz oby médon, hogy mindsn egyes Mildnslé anyagol & salfy, Kidnalis helyének Ridzepére helyerink

o, &5 bizivaithek, hogy minden SgYey anyag azonosithad logver slrendesdsi helye alapién,
b} kapesofatha hoeak sz «B8 pordzns mateixas S8y masodik, stk manixszal, xoely spy sdscdil, Sgven-
Setesen eloazlatont selrévizagiiati reagenst tartzdmaz vagy hordoz, & 2 mdsodik suirfvizspalan reagenst hagy-

Juk az elsd pordzes mitrixba diffonddlni, vagY az sgyes amvagokat és ax elsd reagenst hagviok a masadih mg-

sixba vagy mitrbera difondiing, e wtdbid castben biztoaitvs, hogy a diffiid sordn sindegyik anyag mdasedik

N

2

miftrixhan vagy mstrixon Bvd belveste me sgfoleltstherd Jegyen ax el pordans matriven 18va b elydvel, ahové
az sgagot eredstileg efhelyveatih, és

Hi} végrehsjteni « b} pdst.

5 Az L wvagy 2. vagy 3 vagy 4, iénypontok birmelyike azedat ehidrds, azmnd fellemenve, hogy ax
sgyenletesen elosalaton sxtrdviz sgafatl rexgeusel epvike mabromaleinda,

8. As L ovagy 2 vagy 3. vagy 4. sgsnypontok binmelyike srering ehdrds, amzad jeflesenve, hogy sz
egyenlotesen sloszlatot selrévizsgalati reagensek egyike enafa.

Az Lovagy 2. vagy 30 vagy 4. igdmypontok hérmulyithe szering clidrds, azead jellemanve, hogy az

exyerdetesen slosalatont sefdvizagiiati re agensek egyike nyens Moldelal kivanat,

8 Az L. vagy 2. vagy 3 vagy 4. ipénypontok bimmelyike srerint eljdrds, azzad jellomenve, hogy az
egyenietesen eloanlatott selivévizsgifati regensek apvike setvrervaket tartaimne,

N

¥ 3ovagy M ovagy 4. igSuypontoX béomolike srering chirds, amal jeflemes

&

e
21

g, i.oww

75

hogy 8z

agyenleteson slosdaton siirtvizegtiat reagensek egyike spdsz sejtekel tartalmar,

w

10 Az 1wy 2ovagy 1 vapy 4 igémypontol Manmelvike ssering clifeds, aezal jelloronzve, hogy spyfornidn

5

Sloazhatott seiivtvimgila reagenskent ey siK, purdaus matrd ok felitletdn Iove sgdsz seiteksy alkalmazank.
LA 1. dgdaypont seevb elidras, azzal fellensezve, hogy 2 b} Ipdshen a kdlcsdnhatdat a pordzus it
rixnak egy reagens cldatéval vagy folydhony szuszpenzitidval, vagy Sgy reagenst tarialazd pordzus witrix~
sxal 1wridnd drintkeztesése vortn Hgveliik smeg, amely resgens birmelyvik evotben egy fohivie lathatdvi 1telét

v 2 ‘

Cnok a2 egsy seftben Weidnd sxpresseidist drtskeliik ki

segitf el s ahwol Holdglal folyarmatkén a fohs

12. & 4. ipduypord szecintl efidrds, azzad Jedfemezve, bogy olsh selirbvizsgdlati reagensként jeldlt
Hgandot ¢ misodiy sefiedvizspdlati v cagenskdn « Hgand ogy fumebilizélt receptordt slkalmazzuk,

13, & 12, igémypont szerintt efjirss, azzad jellomenve, hogy 2 miscdil, sik métrizot moss ul, midhal ok
tavolitmk minden jelit Hpandos, amely & mdsodik, sk mamisa vagy matrivba diffimddlt, de nom koradst az
tmmebilizalt receptorhon,

HA 13 igdnypont sasvint olférds, cezal Jellemerve, hogy a misodik, sik métrinot opy reagens oldatd-
val vagy s"‘isiyadékszuszgmaxééﬁéva},, VaRy egy rongenst tartalmard pordeus méirivesal Srintkeriegdk, smely mas

gons bdrmely esetben a mosdsi Kpsssed ¢f nom Gvoli tott, jolbl ligand Mthatdvd 1éelst st 18,

A meghetalmanait
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