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Diagnosztikai szer és eljaras HIV-fert6z6tt egyének azonosi-

tasara és a terapia kovetésére
KIVONAT

A talalmany HiV-fertézott betegek azonositasara, valamint
a HIV-fertb6zo6tt betegeknél alkalmazott kezelés hatgsossaganak
megallapitasara vonatkozo eljarasokra vonatkozik.

A taldlmany szerinti eljarasoknal meghatarozzak a betegtdl
vett vér mintaban valamely kovetkezé anyag mennyiségét:
szfingomyelin, szfingozil-foszfokolin vagy valamely ceramid, és
a kapott értéket 6sszehasonlitjak egy nem HiV-ferté6z6tt kontroll
csoportbdl szarmazo vér mintadban meghatarozott mennyiséggel.
A beteget HIV-fert6zottnek mindésitik, ha a két mintaban megha-

tarozott anyagmennyiség egymastoél statisztikusan kalénbdzik.
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Diagnosztikai szer és eljaras HIV-fert6z6tt egyének azonosi-

tasara és a terapia kovetésére

A talalmany diagnosztikai szerre, valamint egy uj eljarasra
vonatkozik, amely alkalmas HIV fert6zétt egyének azonositasara
és a terapia kévetésére. Az eljaras alkalmazhat6é tovabba mint
egy helyettesité szer a HIV ellenes terdpias szerek hatasossa-
ganak kimutatasara.

A human immunhiéany virus (Human Immunodeficiency Virus
(HIV, ismert mint HTLV Il és Lymphadenopathy virus vagy LAV)
altal okozott fertézések aranya fokozatosan terjed a vilagban. A
HIV virus az egyik kivaltéja az AIDS-nek (Acquired Immuno-
deficiency Syndrome), valamint az AlIDS-kapcsolatos komplex
(ARC) betegségnek, ami az AIDS egyik elézetes stadiuma. Bar
az AIDS fertézések szintje az Egyesult Allamokban és a nyugati
vilagban kiegyenlit6édétt, a névekedés a harmadik vilaghoz
tartozé orszagokban, és kuléndsen Afrikaban fokozatosan né.

Jelenleg a HIV fert6zott egyének azonositasa a HIV-re
specifikus antigének és antitestek meghatarozasaval torténik a
testfolyadékokbol. Az antitestek normal esetben nem fejlédnek

ki egy hétnél korabban a virusfertézést koévetden, elGfordul,
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hogy 6 honapon sem fejlédnek ki, sét, ritka esetben 2 éven be-
lul sem. igy egy igen hosszu id6tartam van, amelyen beldl nem
lehetséges megallapitani, hogy a HIV fertézés bekodvetkezett
vagy nem. Tovabba szamos kérilmény van, amelyek esetében a
HIV specifikus antitestek kimutatdasa nem alkalmazhaté annak
jelzésére, hogy a beteg HIV fert6z6tt vagy nem.

A jelenleg ismert tesztek a HIV fert6zo6tt egyének kimutata-
sara a HIV specifikus antitestek meghatarozdsan alapulnak,
ezekhez kulénb6zé ligandum-alapu eljarasokat alkalmaznak,
ilyenek példaul az enzim-k6tétt immunoszorbens vizsgalat
(ELISA), amelyet eredetileg Gallo és munkatarsai fejlesztettek
ki 1984-ben [Gallo, R.C. és munkatarsai, Science 224: 500-502
(1984)]. Mivel a HIV fertézés diagnosztizalasa igen lesujto, a
kezdeti pozitiv teszt eredmények utan a HIV fert6zést még
Western Blot analizissel is igazolni kell a HIV-specifikus anti-
testekke! kapcsolatban. Egy Uj moddszer ezen igazolasra a
viralis genom jelenlétének kimutatdsa polimeraz lancreakcio
analizissel (Polymerase Chain Reaction (PCR)) [DeRossi, A. és
munkatarsai, Lancet 2: 278 (1988)]. Ez az igazolas a vizsgalati
tesztet kovetden tizszer dragabb azonban, mint az eredeti vizs-
galat. Tovabba a PCR analizis kivitelezése nagyobb szakertel-
met, kényesebb anyagokat igényel, és valtozasokat idézhet elf,
ha nem szigoruan ellen6rzott kérulmények kézott végzik. Ezert
a PCR analizist igen ritkan alkalmazzak a HIV fert6zés kezdeti
kimutatasara, ha egyaltalan alkalmazzak.

Tovabba vannak olyan koérulmények, amikor a HIV specifi-
kus antitestek kimutatdsa nem informativ, és nincs megeldz6

tudomanyos alap a jelenleg alkalmazott sz(iré vizsgalatokhoz.



Az ilyen korlatozoé korulményeket, amelyek esetén ez a szitua-
cié fennall vagy fennallhat, a kévetkezékben foglaljuk 6ssze.

Példaul a HIV-fert6zott anydk gyermekei rendelkezhetnek
az anyatél szarmazé HIV-specifikus antitestekkel, de ezeknek
csak 30-50 %-a tényleges HiV-fertézott és fejlédik ki a fertézés
AlIDS-betegséggé (Blanche, S. és munkatarsai, N. Eng. J. Med.
320: 1643-1648, 1989). Ugyanugy, mint a feln6étteknél, itt is a
PCR és/vagy a HIV-specifikus antitestekre vonatkozé vizsgala-
tokat alkalmazzak arra, hogy az anyatdél szarmazd antitestekkel
rendelkezd gyermekeket megkulénbéztessék a ferté6zott babak-
toél. A pozitiv eredményt barmelyik eljarasnal elfogadjak, mint a
fertézés bizonyitékat, de a negativ eredmény nem definitiv
(Borkowsky, W. és munkatarsai, Lancet 1: 1169-1171, 1987).
Tovabbi vizsgalat szukséges altalaban egész addig, amig: (a)
az anyatdl szarmazo antitestek eltinnek; (b) a klinikai szimptoé-
mak kifejlédnek; (c) a T-sejt marker abnormalitasokat bizonyit-
jak; vagy (d) az ujszulott eléri a 2 éves kort. Tovabba, mindezen
mddszerek relative koltségesek, €s mostanaig még nem ismert
okokbol kifolyolag a PCR médszer nem mindig azonositja a HIV
virdlis genom jelenlétét az élet elsé néhany hetében. Ossze-
gezve: jelenleg nem lehetséges biztonsaggal kimutatni, hogy a
HIV-fert6zott anyaktdl szuletett gyermekek ténylegesen HIV-
-fertézottek-e, é€s melyik rendelkezik csupan az anyatél szarma-
z6 HIV-specifikus antitestekkel.

Legalabb 6 olyan helyzet ismeretes, amikor a HIV-
-specifikus antitestek meghatarozasa nem informativ. Mindegyik

ilyen esetben egy uUj diagnosztikai médszer szukséges.



1. Mint azt a fentiekben mar emlitettuk, a HIV-fertézott
anyaktol szaletett gyermekek kiszlrése.

2. A nagy rizikoju esetek eléfordulasat kovetéen azonnal, a
HIV-specifikus antitestek kifejlodését megelézéen, ilyenek pél-
daul az esetleges HIV-szennyezettdl szarmazé tiszuras.

3. Kiegészitésképpen a transzflizié céljara alkalmazott tel-
jes vér vizsgalatanal vagy a vértermékek eldallitasanal. Bar
minden adomanyozott vért jelenleg megvizsgalnak, miel6tt azt
transzflzidhoz alkalmazzak, a vizsgald eljaras a HIV-specifikus
antitestekre vonatkozik, ehhez ELISA és Western Blot analizi-
seket alkalmaznak. Amennyiben a donornal még nem fejlédtek
ki az antitestek (azaz szerokonvertalt), és az mégis HIV-
-fert6zo6tt, a betegség atviheté (Ward, J.W. és munkatarsai, New
England Journal of Medicine 318: 473-478, 1988). Tovabba, az
utébbi idokben a szerv befogadék kozott is talaltak HIV-
-fertézottet. Ez ugy fordulhat elé, hogy a szerv donor HIV-
-fert6zott, de még nem voltak kifejlddve a HIV-specifikus anti-
testek, és nem volt ismert, hogy valamelyik nagy rizikéju cso-
porthoz tartozik (him homoszexualisok, intravénas drog fogyasz-
ték vagy hemofiliasok).

4. A HIV-fert6z6tt betegek azonositdsa az immunizacié
utan. Ha egy HIV vakcinat alkalmaznak, nem lehetséges megku-
I6nbéztetni azokat az egyedeket, akiket vakcinaztak, azoktél,
akik ténylegesen HIV-fertézottek. Masik médszer a vér tartalé-
kok vizsgalatara szintén szukséges.

5. Uj terapias szerek azonositasa és a hatasossaguknak

kimutatasa a terapianal, mint végpont helyettesitdé. Jelenleg az



ilyen kimutatast a beteg immun muikédésének analizalasaval
kell elvégezni (lasd alabb).

6. A tudoméanyos kutatdasokhoz, mas HIV-fertézétt fajok
azonositasara. igy példaul a vakcina vizsgéalatokat jelenleg al-
lati modellekb®! kiindulva végzik. Vakcinalds utan az allatokat
HIV-fertézésnek teszik ki, és a fert6zést egy bizonyos idén at
kovetik. Azonban mivel az 6sszes allat rendelkezik a vakcinak
altal indukalt antitestekkel és mas antitestek is kifejlédhetnek a
HIV fert6zés kovetkeztében, a HIV-specifikus antitesteken ala-
puld technikakat nem alkalmazhatjak a vakcinak hatdsossaga-
nak kimutatasara. Hasonldképpen az Uj terapias szereket allati
modelleken vizsgaljak, tovabba a hatasossagot nem lehet meg-
hatarozni egyszer(i ELISA-mdodszerrel, vagy enzim immun vizs-
galattal (EIA) vagy mas, a HIV-specifikus antitestekre és anti-
génekre vonatkozé vizsgalattal, mivel az dsszes allat fert6zott
és rendelkezik ilyen antitestekkel és antigénekkel.

A HIV-fert6zott egyéneknél az AIDS kialakulasat jelenleg a
limfocita T-sejt markerek kimutatasaval végzik. A T-4 antigéne-
ket tartalmazo limfocitak (ezt CD4-ként is ismerik) mennyisége
norméal (nem fert6zo6tt) egyedeknél nagyobb, mint a megfeleld,
T-8 antigéneket tartalmazo6 sejteké (ezt CD8-ként is ismerik). A
fertézés idején és részben az aszimptomatikus idészakban a T-
-sejt markerek altalaban a normal hatarok kézétt vannak. Csak
olyan HIV fert6zés esetén, amelyik AIDS-szé alakul, fordul meg
ez az arany. Ha a T-4 sejtek szama 400/ml érték ala esik, a
legtobb beteg esetében klinikailag kimutathaté az AIDS. Egy
masik hianyossag is van az AIDS kialakulasara vonatkozé tune-

tekkel és eseményekkel kapcsolatos ismereteinkben a HIV fer-



tézés aszimptomatikus allapotéaban. Jelenleg a B-2
mikroglobulin magas szintje esetén ritkan prognosztizalnak
(Mossi, A.R. és munkatarsai, AIDS 3: 565-61, 1989), holott ennek
magas szintje a vizelet és szérum neopterinben (egy folsav
metabolit) HIV-fertéz6tt egyedeknél mutathatd ki, és ez a szint
ndvekszik, ha az AIDS kifejlédik (Fuchs, D. és munkatarsai,
Immunology Today 9: 150-155, 1988). igy, bar a teljes okozati
6sszefiggés nem mutathaté ki, barmelyik komponens meghata-
rozasat javasoltak az AIDS-et prognosztizalé jelként, de egyik
sem alkalmazhaté a HIV fert6zések korai kimutatasara, mivel az
eléz6ekben emlitett koncentracié valtozasok csak egy, a fertd-
zést kovetd szignifikans idén belul kévetkezik be.

Ami a szakteruleten szukséges, az egy uj modszer annak
meghatarozasara, hogy a beteg HIV-ferté6zétt-e a fenti kériimé-
nyek k6zoétt, amelyek esetén a HIV specifikus antitestek analizi-
se nem kelldképen informativ.

A fentieknek megfeleléen a talalmanyunk célja a HIV-
-fert6zo6tt egyedek azonositasara alkalmas moédszer kifejleszté-
se.

A talalmanyunk célja tovabba olyan moddszer kifejlesztése a
HIV-fert6zo6tt egyedek azonositasara, amely olyan kérulmények
k6zo6tt is alkalmazhatd, amikor a HIV-specifikus antitestek kimu-
tatasa nem informativ vagy nem praktikus.

A talalmany célja tovabba diagnosztikai szer biztositasa,
amely helyettesité végpontként alkalmazhatdé a HIV-fert6zott
egyedek terapiajanal.

A fenti célokat megvalésithatjuk azaltal, hogy felismertink

egy uj faktort, amely emlés6k szérumaban van jelen, és amely-
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nek koncentracioja megvaltozik 1 - 3 nappal a HIV fert6zés be-
kovetkezése utan. Ez egy igen fontos felismeres, annyiban,
hogy vannak FDA-elfogadott kezelések HIV-fert6zott egyének
szamara, ilyenek példaul az azidotimidin (AZT vagy
Zidovudine), vagy didezoxi-inozin (DD!) anyagokkal végzett ke-
zelések, amelyek fokozhatjak a HIV-fert6z6tt betegekneél az im-
munoldgiai funkciokat és lényegesen késleltetik az AIDS-szel
kapcsolatos betegségek kifejlédését. lly médon, minél el6bb le-
het a HIV-fertézés jelenlétét kimutatni, annal korabban lehet az
ilyen terapiat meginditani (New England Journal of Medicine
326: 1037-1042, 1990).

A fentiek alapjan a taldlmany vonatkozik egy, a HIV-
-fert6zés azonositasara alkalmas eljarasra oly moédon, hogy
meghatarozzuk a C-8.2 mennyiségét a betegtdl szarmazo ver-
ben vagy vér frakciéban, és az adott beteget HIV-fertdézéttnek
mindsitjuk, ha az emlitett, a betegtdl szarmazdé vérben vagy vér
frakciéban a C-8.2 mennyisége statisztikusan kulénbézik a
kontroll, nem-HIV-fertéz6tt csoportbdl szarmazdé vérben vagy
vér frakciéban meghatarozott C-8.2 mennyiségétdl.

A talalmany vonatkozik tovabba egy izolalt foszfolipidre,
amelynek retenciés ideje amino-szénhidrat HPLC oszlopon kb.
8,2 perc acetonitril gradiens alkalmazésaval, az abszorpciot
210 nm hulldamhossznal meghatarozva.

A talalmany vonatkozik tovabba HIV-fert6z6tt egyének azo-
nositasara, oly moédon, hogy a betegtél vért vagy vérmintat ve-
szink, meghatarozzuk a mintaban a C-8.2 mennyiségét, ¢ssze-
hasonlitjuk a meghatarozott C-8.2 mennyiségét egy korban azo-

nos, nem HIV-fertéz6tt kontroll egyén vérmintajaval, és az adott
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beteget HIV-fertézéttnek minésitjik, ha a téle szarmazo6 minta-
ban a C-8.2 mennyisége statisztikusan kalénbozik a kontroll
csoportnal meghatarozott C-8.2 mennyiségétol.

A talalmany vonatkozik tovabba HIV-fertézétt human bete-
geknél a kezelés hatasossaganak meghatarozasara oly moédon,
hogy a betegtél a kezelést megel6zben vért vagy veér frakcio
mintat veszunk, meghatarozzuk a mintdban a C-8.2 mennyisé-
gét, vért vagy vér frakcié mintat veszunk a betegtél a kezelés
ideje alatt vagy a kezelést kdvetden és meghatarozzuk a C-8.2
mennyiségét e mintaban is, majd osszehasonlitjuk a kezelés
eldtt vett mintaban meghatarozott C-8.2 mennyiségét a kezelés
alatt vagy a kezelést kévetden vett mintaban meghatarozott C-
-8.2 mennyiséggel és a kezelést hatasosnak mindsitjuk, ha a
kezelést megelézéen vett mintdban meghatarozott C-8.2 meny-
nyisége statisztikusan kulonbézik a kezelés alatt vagy a keze-
lést kévetden vett mintdban meghatarozott C-8.2 mennyiségétol.

A talalmany vonatkozik tovabba HIV-fert6z6tt betegek azo-
nositasara oly médon, hogy a betegtdl szérum mintat veszunk,
meghatarozzuk a szérum mintadban a C-8.2 mennyiségét, 6ssze-
hasonlitjiuk a szérum mintaban meghatarozott C-8.2 mennyisé-
gét a hasonlé koru, kontroll, azaz nem-fert6zo6tt csoportba tar-
toz6 egyéntdl vett szérum mintaban jelenlévdé C-8.2 mennyisé-
gével, és a beteget HIV-fertdzéttnek mindsitjuk, ha a betegnél
a C-8.2 mennyisége statisztikusan kalénbézik a kontroll, nem
HIV-fert6zott csoportbdl szarmazé szérummintaban meghataro-

zott C-8.2 mennyiségéetdl.
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A fentieket és a talaimany egyéb szempontjait részleteseb-
ben a kévetkez6 leirassal, igénypontokkal és rajzokkal illuszt-
raljuk.

Az 1. abran bemutatjuk a HPLC analizis eredményét egész-
séges egyed szérumabodl vett minta esetén.

A 2. abran bemutatjuk egy HIV-fert6zé6tt betegtdl vett szé-
rum HPLC analizisét, amelynél a C-8.2 szint alacsony.

A 3. abran bemutatjuk egy HIV-fertézétt betegtdl vett szé-
rum HPLC-analizisét, amelynél a C-8.2 szint magas.

A 4. abran bemutatjuk egy HIV-fertézétt anyatol sziletett
nem-HIV-fert6zott Gjszulétt esetén a C-8.2 szintet HPLC anali-
zissel meghatéarozva.

Az 5. abran bemutatjuk egy HIV-fertézott anyatol szuletett
HIV-fert6zott ujszulott esetén a C-8.2 szintet HPLC analizissel
meghatarozva.

A 6. abran mutatjuk a C-8.2 ultraviola spektrografiai anali-
zis eredményét.

A 7a. és 7b. abrakon bemutatjuk a taldlmany szerinti elja-
rassal amino-szénhidrat oszlopon elvalasztott 25 frakcié Fourier
transzformaciés infravorés analizisét (Fourier Transform
Infrared, FTIR).

A 8. abran lathaté a lipid standardok FTIR analizis eredmé-
nyei.

A 9. abran bemutatjuk a talalmany szerinti eljarassal amino-
-szénhidrat HPLC oszlopon elvalasztott 24 frakcié gyors atom-
bombazasos témegspektrum analizisének eredményét (Fast

Atom Bombardment Mass Spectroscopy, FAB-MS).



A 10. abran lathatdo a szfingozil-foszforil-kolin FAB-MS
analizisének eredménye.

A 11. abran lathaté a taldlmany szerinti eljarassal normal
egyedek mintaibdl amino-szénhidrat oszlopon elvalasztott 25
frakcié FAB-MS analizise.

A 12. abran lathaté a foszfatidil-kolin (lecitin) FAB-MS ana-
lizise.

A leiras soran hivatkozott szabadalmi bejelentések, szaba-
dalmak és irodalmi helyek teljes egészukben hivatkozasként
szolgalnak. Amennyiben valami nem egyeértelmiség mutatkozik,
a jelen leirds és az abban alkalmazott definiciok a dénték.

Azt talaltuk, hogy az Uj vegyulet, amelyet C-8.2-ként jelé-
link, és amely elvalaszthatd, kimutathaté és/vagy mennyiségi-
leg meghatérozhaté (a nem korlatozé példak szerint) HPLC
segitseégével, koncentracidjat illetéen akut valtozason megy ke-
resztll réviddel a HIV-fertézés utan, és az alkalmazhaté a HIV-
-fertézott egyedek azonositasara szolgalé eljarasban.

A 'réviddel a HIV-fert6zés utan" kifejezés 1 - 3 napot jelent
a HIV-fertézést kévetden.

Azt talaltuk, hogy a C-8.2 jelen van human egyedek, serté-
sek, macskak, patkanyok és egerek szérumaban, és ugy gondol-
juk, hogy az emlés6k szérumanak komponense.

A "vér frakcio" kifejezés szérumot vagy plazmat jelent.

A szérum neopterin vagy B-2 mikroglobulin koncentracioja-
nak meghatarozasat ugyanolyan célbdl javasoltak, mint a jelen
talalmany. Azonban a kdvetkezdkben ismertetett eljarasok ku-
Iénbéznek a fentiekben emlitett kisérletektél a kévetkezékben:

(1) a C-8.2 ultraviola spektruma nem tartalmazza a pteridin gy(-



ri karakterisztikus abszorpciojat, amely jellemzé a neopterinre;
(2) a C-8.2 infravorés spektruma nem konzisztens a pteridin
gytlrd jelenlétével; (3) a neopterin koncentraciéja nem valtozik a
HiV-fertbzést kéveté napokban, mint ahogy valtozik a C-8.2
koncentraciodja; és (4) a B-2 mikroglobulin egy protein, amelynek
oldhatosaga és fizikai tulajdonsagai kulénbéznek a C-8.2 tulaj-
donsagaitél. Ezzel szemben a C-8.2-t mint foszfolipidet vagy
kulénb6z6 foszfolipidek keverékét azonositottuk és dsszeha-
sonlitottuk autentikus anyagokkal Fourier transzformaciés infra-
vorés spektroszkopiaval (FTIR), ultraviola spektroszképiaval
(UV), Fast Atom Bombardment-Mass Spectroscopy (FAB-MS),
valamint a HPLC retencidos idékkel, mint azt a kévetkezékben
ismertetjuk. igy a C-8.2 kulénbézik a B-2 mikroglobulintél,
amely egy protein, és kulénbozik a neopterintél, amely egy
pteridin metabolit. Mivel sem a p-2 mikroglobulin, sem a
neopterin koncentracié nem reagél gyorsan a HIV fertdzés
megjelenésére, egyiknek a meghatarozdsa sem alkalmazhato a
HIV-fert6z6tt egyedek azonositasara, mint ahogy alkalmazhaté
a C-8.2 meghatéarozasa. igy az itt ismertetett meghatarozas a C-
-8.2 mennyiségére vonatkozéan, amely egy diagnosztikai indi-
kator a HIV fertézésre, nem tartozhat a jelen szakteruleten jar-
tas szakember ismeretéhez.

A leiras sorédn a talalmany szerinti marker vegytletet "C-
-8.2" anyagként jeidljuk. Meglepetésszeriien azt tapasztaltuk,
hogy a C-8.2 egy szfingomyelin és annak valamely szarmazéka.
A szfingomyelin szarmazékai k6zé tartoznak a korlatozas szan-
déka nélkul példaul a kovetkezdk: ceramidok (szfingomyelin a

foszfokolin csoport nélkal) és a szfingozil-foszfokolin
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(szfingomyelin acil-amid-csoport nélkul). A C-8.2 és a
szfingomyelin azonos anyagokat jelentenek a leiras soran.

Emldsoknél a HIV-fertézés statuszanak meghatarozasa ér-
dekében meghatarozzuk a vérplazma, elonyosen a szérum min-
taban a C-8.2 koncentraciéjat. A C-8.2 szint meghatarozéasat
végezhetjuk HPLC analizissel, ligandum-bazisu mobdszerrel,
vagy mas meghatarozott médszerrel, amely ismert a szakterule-
ten jartas szakember szamara. Mindegyik esetben a meghataro-
zott koncentracié értéket egy azonos kord (vagy faju) normal
egyed mintajahoz hasonlitjuk. A statisztikusan szignifikans ér-
ték, legyen az akar a normal szint alatt vagy felett, diagnoszti-
zalja a HIV-fertbzést.

Azt talaltuk, hogy a kimutathaté C-8.2 mennyisége valtozik
az egyed koraval. A gyakorlatban a talalmany szerinti eljaras
kivitelezésénél a mintaban kimutathaté C-8.2 mennyiséget kor-
ban azonos kontroll csoporthoz viszonyitottuk. A kontrollokat a
kévetkezd csoportokba oszthatjuk: 0 (ujszulétt) - 23 hénap; 2
év - 17 év; és 18 év felett.

A taldlmany szerinti megoldas kulénlegessége nem a C-8.2
koncentracidjanak meghatarozasara vonatkoz¢6 eljaras, hanem
az a felismerés, hogy a C-8.2 koncentraciéja a HIV-fertézés so-
ran igen koran megvaltozik, és igy a C-8.2 szintje, 6sszeha-
sonlitva a barmilyen médszerrel meghatarozott normal szinthez,
alkalmazhato a HIV-fertézés felismerésére.

Nyilvanvald, hogy a nem-human egyedekbdl szarmazd sze-
rum analizalasakor mind a HIV virus, mind a HIV-vel 6sszemér-
heté virusok, amelyek az adott fajra specifikusak, azonos per-

turbaciét valtanak ki a C-8.2 koncentraciéjaban, mint amit a



human HIV-fertézotteknél talaltunk. igy példaul féemlésok
(példaul majmok) esetén a Simian Immunodeficiency. Virus (S1V)
fertézés ugyanolyan médszerekkel mutathato ki, mint amilyene-
ket a késébbiekben human egyedeknél a HIV fertézésnél alkal-
mazunk.

A C-8.2 a goérbe csucsat jelenti, amelyet HPLC analizissel
vettink fel acetonitril gradiens, mint eluens alkalmazasaval 8,2
perces eltcidés idénél, miutdn az extrahalt szérummintat az
oszlopra vittuk. Ez a f6 csucs, amely a kromatogramon jelen
van. A C-8.2 fizikai jellemzéi a kovetkezdk: egy foszfolipid vagy
rokon foszfolipidek keveréke, a retenciés ideje kb. 8,2 perc,
amino-szénhidrat oszlopon kromatografalva acetonitril gradiens
felhasznalasaval, az abszorpciot 210 nm-nél vagy ennél rovi-
debb hullamhosszisagon mérve. Mint az a 4. példabaol kitanik, a
C-8.2-t mint szfingomyelint és annak szarmazékait azonositot-
tuk. Ezek a fizikai tulajdonsagok igazoljdk az azonossagot.

A talalmany szerinti eljaras alkalmazasaval a HIV fert6zés
pozitiven diagnosztizalhaté, ha a C-8.2 szintje lenyegesen ma-
gasabb vagy alacsonyabb (azaz statisztikusan kuldonbézik), a
korban (és fajban) azonos kontroll csoporttél. A "lényegesen
magasabb vagy alacsonyabb" vagy "statisztikusan kulonb6zd"
kifejezések azt jelentik, hogy a kulénbség héarom standard de-
viacié (eltérés) az egészséges kontroll csoport (nem HIV-
-fert6zo6tt kontroll csoport) esetén meghatarozott atlag folott
vagy alatt. Az ilyen standard eltérést a szakterlUleten jartas
szakember szamara ismert statisztikai moédszerekkel lehet meg-
hatarozni. A kontroll vizsgalatokat nem kell szukségszeruen

egyidejileg végezni minden vizsgalattal. A normal (kontroll) in-



tervallum meghatarozhato egyszer mindegyik beteg populacidra
vagy csoportra (mint azt a fentiekben emlitettik), és mindegyik
vizsgalat eredményét hasonlitjuk a meghatarozott értekekhez.

A talalmany szerinti eljarasnal a feltételezett HIV-fertézott
betegt6l vér frakciot, példaul szérum mintat veszink. A minima-
lis szérum minta mennyisége az analizis céljara 0,10 ml. A szé-
rumot szerves olddészerrel, igy példaul metanollal, etanollal,
tetrahidrofurannal, kloroformmal, elénydsen acetonitrillel
extrahaljuk, 2 - 5:1 (szerves oldészer : szérum), elényésen 4:1
aranyban. Az extraktumot ezutan centrifugaljuk a szerves és vi-
zes fazis elvalasztasara, példaul 750 x g mellett 5 percen at
2 - 4 °C kozotti homeérsékieten. A szerves fazist tartjuk meg, ez
tartalmazza a C-8.2 anyagot.

A fentiek szerint nyert szerves fazisbé6l a C-8.2 meghataro-
zasat - a korlatozas szandéka nélkal - végezhetjuk példaul
HPLC analizissel vagy elénydsen antitest-alapu vizsgalattal,
mint azt a 2. példaban ismertetjiuk. Az antitest-alapu vizsgalatok
elényések kénnyl kivitelezhetéséguk alapjan, valamint azért,
mivel nem igényelnek kényes berendezéseket.

Szamos eljarast fejlesztettek ki egy specifikus antitest és
tracer felhasznalasara, valamint a ligandumok mennyiségi meg-
hatarozasahoz. Radioimmuno vizsgalat céljara dextran-
-bevonatu csontszén alkalmazhaté a nem megk6tott tracer ab-
szorpcidjahoz, és ily médon lehetévé valik a megkdtétt frakeid
meghatarozasa. Mas modszernél, (a) a megkdétott frakciot egy
masodik antitesthez valdo kétéssel (IgG specifikus) valasztjuk el
vagy oldatban, vagy ugy, hogy kémiailag gyongydkhoéz kétjuk;

(b) polietilénglikolt vagy ammoénium-szulfatot adagolhatunk a



megkotott és szabad tracer elvalasztasanak fokozasara, vagy
(c) egy bevonatos csé modszert alkaimazhatunk a kotott és sza-
bad tracer elvalasztasahoz. A radioimmuno vizsgalaton tulme-
néen a foszfolipid mennyiségét meghatarozhatjuk immunoradio-
metrias vizsgalattal (Immunoradiometric assay (IRMA) [Miles,
L.E.M. és munkatarsai, Lancet 2: 492 (1968)], enzim immuno-
vizsgalattal (enzyme immunoassay (EIA) [Berry, N.J. és munka-
tarsai, J. Virol. Met. 34: 91-100, (1991)] és ELISA vizsgalattal
[Engvall, E. és munkatarsai, G. Immunochemistry 8: 871
(1971)], tovabba alkalmazhatunk barmilyen, a szakteruleten
jartas szakember szamara ismert ligandum vizsgalati mabdszert
is.

A talaimany szerinti eljarasnal felhasznalhaté HPLC oszlo-
pok kézé tartoznak példaul a kévetkez6k: Adsorbosphere - NH2
(Alltech, Chicago, L), Econosil - NH2 (Alltech),
Lichrosorb - NH2 (Alitech), SEPHADEX™-LH20 (Pharmacia,
Piscataway, NJ), elényésen Amino Carbohydrate (Alitech). A
kapott kromatogramokat ésszehasonlitjuk a korban (és fajban,
ahol szukséges) azonos kontroll csoportéval. Barmelyik értek,
amely harom standard eltéréssel a kontroll érték alatt vagy fe-
lett van, jelzi a HIV-fert6zés meglétét.

A felhasznalasra kerulé oldoszert barmelyik fentiekben
emlitett HPLC oszlopnéal a C-8.2 detektalasahoz és mennyiségi
meghatarozasahoz allitjuk be. igy példaul, ha amino-szénhidrat
oszlopot alkalmazunk, az alkalmas komplex gradiens peldaul a
kovetkezd: t = 0 perc (az id6 a minta oszlopra felvitele utani
érték), 95 % acetonitril; t = 2 perc, 75 % acetonitril; t = 10 perc,

55 % acetonitril; t = 12 perc, 40 % acetonitril; t = 14 perc és t =
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15 perc, 95 % acetonitril (elualas). Ha mas, valamely fentiekben
emlitett vagy mas egyéb ekvivalens affinitdsos oszlopot alkal-
mazunk, a kotési, mosasi és ellciés gradienst rutin kisérlettel
hatarozhatjuk meg a C-8.2 fizikai tulajdonsagai alapjan, ezek a
kisérletek a szakterlleten jartas szakember szamara ismertek.

Mint azt a kévetkezbkben ismertetjuk, a HIV-fert6zétt egyé-
nek esetén a C-8.2 szintek visszatérnek a normal szintre az
AZT, ddl vagy ddC terapia megkezdésével, ha a terapia hata-
sos. Mint azt a késébbiekben is leirjuk, négy HIV-fertézo6tt,
4 - 11 éves gyermek eseténél neuroldgiai diszfunkciot tapasz-
taltunk, ami tipikus a HIV-fertézésre. Mindegyik fert6zo6tt gyer-
mek esetében statisztikusan szignifikans mértékben megndve-
kedett C-8.2 szérum szintet tapasztaltunk HPLC analizissel
meghatarozva. Mindegyik gyermeknek AZT-t adagoltunk a be-
tegség szimptomainak lekuzdésére. Az AZT terapia hatastalan
volt mind a négy gyermek esetében, és a C-8.2 szint nem valto-
zott. Azonban nyolc hasonld koru gyermeknél, akik szintén HIV-
-fertézottek voltak, az AZT terapia hatasos volt, és a C-8.2 szint
visszatért a normal értékre. Illy médon a C-8.2 szintek meghata-
rozasa alkalmazhat6é az anti-HIV terapias szerek hatasossaga-
nak kimutatasara.

Ha egy anti-retroviralis hatéanyaggal (példaul AZT, ddl,
ddC vagy ezek keverékével) végzett kezelés hatasossagat
akarjuk kimutatni, a C-8.2 szintek meghatarozasat az ilyen te-
rapia alatt vagy azt kévetbéen végezzuk. A kimutatott szinteket a
terapia megkezdése el6tt meghatarozott szinthez hasonlitjuk.
igy ha a C-8.2 szint nem tér vissza a hasonlé kora kontroll cso-

portnal meghatarozott szinthez, a terapias kezelést meg lehet
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szakitani. Ez egy igen fontos felismerés, mivel minden anti-HIV
terapias szer igen nagymértékben toxikus, és ha az nem hata-
sos, olyan hamar abba kell hagyni, amilyen hamar csak lehet.

A szérum extraktum analizis céljara valé elballitasahoz al-
kalmas a vér vagy a plazma. Nagyobb vagy kisebb mennyiséget
lehet alkalmazni annak megfeleléen, hogy a fentiekben emlitett
relativ aranyt tartani tudjuk. A HIV atvitel veszélye miatt abbél
kell kiindulni, hogy mindegyik human anyag HIV-fert6zo6tt beteg-
t6l szarmazik, és a vér vagy szévetmintak kezelését igen nagy
elévigyazatossaggal kell végezni.

Azon tulmenden, hogy a C-8.2 jelzi a HIV fertbézést, az ab-
normalis eltérés azonositasa és az eltérés adott 6sszefluggése a
virus fertézéssel felhasznalhato helyettesité végpontként vagy
a beteg fertézottségi mértékének vagy egészségi allapotanak
meghatarozasara a betegnél alkalmazott terapia hatasossaga-
nak jelzésére.

Anélkal, hogy barmilyen tedériahoz kétédnénk, ugy gondol-
juk, hogy ahhoz, hogy a C-8.2 szintek koézvetlenul a HIV-
-fert6zést kévetéen gyorsan valtozzanak, kell hogy legyen egy
C-8.2-specifikus hidrolitikus vagy szintetizalé enzim, amelynek
aktivitasa a HIV-fert6zés hatasara megvaltozik. Ez a feltétele-
zett enzim része lehet a folyamatnak, amelynél a sejt mecha-
nizmus felborul a virus altal. E folyamat blokkolasa megakada-
lyozhatja, hogy a virus a sejt mukoédésbe beleszodljon. igy az
ilyen enzim meglétének felismerése felhasznalhaté egy esetle-
ges Uj cél azonositasara a HIV-specifikus kemoterapiahoz.

A talalmany szerinti vizsgalatok a C-8.2 szintek megvalto-

zasan, és nem a virus antigén tulajdonsdgan alapulnak. igy



barmely human immunhianyos virus (HIV-1, HIV-2, stb.) kimu-
tathato ezen vizsgalatok segitségével, és ugyancsak kimutatha-
tok ezek barmely antigén variansai. A talalmany szerinti, a HIV
fertézés kimutatasara alkalmas eljaras egyik elénye az, hogy
képes barmely HIV virust kimutatni, fuggetlendl annak antigén
felépitésétél. Ez egy megkulédnbéztetd elény, mivel a HIV-rél
kimutattak, hogy igen nagymértékben mutagén. Ha a virus val-
tozik, nem szikséges Uj reagens a talalmany szerinti eljaras
gyakorlatban vald kivitelezéséhez.

A HIV nem stabil szerves oldészerekben. A fentiekben is-
mertetett oldészer extrakciéos moddszer (a) inaktivalja a szabad
HIV részecskéket, és (b) szétrombolja a HIV-ferté6zott sejteket.
Ezek azok a szerek, amelyek révén a HIV-fert6zés atvihetd. lly
modon ezen eljaras alkalmazasa cs6kkenti a veszélyt a vizsga-
latot kivitelezd személy szamara.

A C-8.2 egy foszfolipid vagy kulénb6z6 rokon foszfolipidek
keveréke az FTIR vizsgalat alapjan, mint az a 8a. és 8b. abrak-
bél kitdnik, mivel a 9. dbran bemutatott lipid standardok specifi-
kus savjai szintén jelen vannak a C-8.2 anyagban.

Az 1. példaban leirjuk a HPLC alkalmazasat a C-8.2 kon-
centracidék gyors meghatarozasahoz. A 2. példaban ismertetjak
a C-8.2 meghatarozashoz szukséges ligandum-specifikus anya-
gokat és eljarasokat. A 3. példaban ismertetjik a normal felnét-
tektd!l nyert C-8.2 el6zetes jellemzését.

A talalmanyt a tovédbbiakban a kézelebbi példakkal illuszt-
raljuk, ezek azonban semmiképpen sem korlatozzak az oltalmi

kort,



1. példa

C-8.2 szintek meghatarozasa HPLC alkalmazasaval

0,1 ml szérumot 0,4 ml acetonitrillel extrahalunk szobaho-
mérsékleten egy 12 x 75 mm méretd Uvegcsdben. Az extraktu-
mot 2 - 4 °C hémérsékleten 5 percen at 750 x g mellett centrifu-
galjuk. Az extraktumot egy 1 ml-es fecskendével eltavolitjuk, a
fecskenddt egy szlréhéz csatlakoztatjuk (0,45 mikron, LC13
Acrodisk, Gelman Laboratories, Ann Arbor, MI), és az extraktu-
mot szlrjik. A szlirletet egy alkalmas uvegfiolaban felfogjuk. Ha
sziukséges, ez a fiola lehet egy a HPLC berendezéshez tartozo

mintatarté fiola.

HPLC analizis

A HPLC vizsgalathoz (Model 401T, BioRad, Richmond, CA)
amino-szénhidréat oszlopot (4,6 x 250 mm; Alltech, Chicago, IL)
alkalmazunk. A mintat komplex gradienssel acetonitril és viz
elegyével végezzuk: (1) t = 0 perc, 95 % acetonitril; (2) t = 2
perc, 75 % acetonitril; (3) t = 10 perc, 55 % acetonitril; (4) t =
12 perc, 40 % acetonitril; (5) t = 14 perc, 40 % acetonitril; (6)
t = 15 perc, 95 % acetonitril. A kromatogrammrél elualt anyago-
kat ultraviola abszorpcidéval mutatjuk ki 210 nm-nél. A csucs
alatti teruletet és a magassagot computer software csomaggal
(BioRad) hatarozzuk meg. Mind a magassag, mind a terulet
(tertlet integracios egységekben - AU) aréanyos a bevitt extrak-
tum mennyiségével. A normal értékeket mindkét paraméterrel

meghatarozhatjuk.

Eredmények: felndttek
A normal (nem-HIV-fertézott) felnéttektdl vett szérumot a

fentiek szerint extrahaljuk és kromatografaljuk. A mindkét nem-



bdl sza&rmazd normal felnbéttek esetén (n = 14) a C-8.2 koncent-
racio értékek normal-eloszlast mutattak atlagosan 38 terulet
egységgel (AU) és 3,5 AU standard eltéréssel. A mintakat nor-
malnak minésitettiik, ha azok a 27-48 AU egység kézétti inter-
vallumba estek, és abnormalisnak, ha nem estek ezen interval-
lumba harom standard eltérésen, 10,5 AU értéken belll (egy
reprezentativ kromatogramot mutatunk be az 1. abran). A nor-
mal eloszlas alapjan a mintdk 99 %-anak ezen intervallumon
beltl kell lenni. Az abnormalis mintak lehetnek alacsonyabbak
vagy magasabbak, mint a normal intervalium.

Felnodttek esetén, akikrdl tudott, hogy HIV-fertézottek (n =
19) - ezt HIV-specifikus antitestekkel mutattuk ki -, a szérumban
a C-8.2 mennyisége 5 - 65 AU kozotti érték, az atlag 38 AU; volt
néhany minta a normal intervallumon belul (n = 3), és az eérté-
kek nem voltak norméal eloszlastak (egy reprezentativ
kromatogramot a 2. és 3. abrakon mutatunk be). Az alabbi tab-
lazatbdl kitinik az 6sszefuggés a HIV allapot (specifikus enzim
immunovizsgalattal meghatarozva) és a C-8.2 érték kozott,
amelyek harom standard eltérésen bellli értéket, illetve harom
standard eltérésen kivuli értéket mutatnak a normal interval-

lumhoz viszonyitva.

Eisé csoport
HIV antitestek EIA analizissel kimutatva

HIV HPLC-vel kimutatva

NEGc POS4
NEG? 14 3
POS’ 0 16
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X?=22,9;p<0,0001
a - C-8.2 koncentracié HPLC-vel meghatarozva, a 27-48 inter-
vallumon belul
b - C-8.2 koncentracid, a 27 - 48 AU intervallumon kivul
c - HIV negativ szérum ElA-val vizsgalva
d - HIV pozitiv szérum ElA-val vizsgalva

1 - khi-négyzet

A fenti eredményekbdl Kkitlinik, hogy a talalmany szerinti
eljaras alkalmas 19 HIV-fert6z6tt egyed kézul 16 azonositasara.
Az még kérdéses, hogy vajon a harom antitest pozitiv beteg koé-
zul, amelyek normal C-8.2 szintet mutattak, ténylegesen kifej-

I6dik-e az AIDS egy késdbbi idépontban.

Masodik csoport

A vizsgalati mintakat (n = 37) a HIV fertézésre nagy rizikd
faktoru felndtt egyedektdl vettuk (férfi homoszexuélisok, intra-
vénas drogfuggdk vagy ezek szexudlis partnerei), és vizsgaltuk
a HIV antitestek jelenlétére egy véradd koézpontban. A C-8.2
szintek értéke 28 AU és 48 AU ko6z6tti intervallumba esett, a

standard eltérés értéke 3,5 AU.

HIV antitestek EIA analizissel kimutatva

HIV HPLC-vel kimutatva

NEG POS
NEG 13 4
POS 7 13

X? =6,36; p < 0,01
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A fentiekbd! kitinik a taldlmany szerinti eljaras altalanos

alkalmassaga a HIV-fertézo6tt egyének azonositasara.

Harmadik csoport

HTLV 1 vagy 2 fertézo6tt felnéttektél (n = 10) levett szérum
minta legtébbje (10 kézul 8) a mintak a normal savjan belul
esett (a C-8.2 értékek normal savja 28 AU és 48 AU kozott kell
hogy legyen, ezen populacié esetén a standard eltérés 3,5 AU).
Két minta esetén, amelyeknél a C-8.2 szint a normal intervaliu-
mon kivil esett, egy esetben pozitiv HIV eredményt kaptunk
ElA-val, a masiknal nem, de nem volt tovabbi vizsgélat arra vo-
natkozdan, hogy a beteg vajon a fertézési periédus utan, de az
antitestek kifejlodése el6tt volt. Az adatokbdl kitinik, hogy a
C-8.2 koncentracioban bekoévetkezd valtozas inkabb specifikus

a HIV-re, mint mas rokon, human T-sejt limfotropikus virusra.

Negyedik csoport

Két szero-konverzids panelt vizsgaltunk, hetenként kétszeri
mintakkal, az eredményeket az alabbi tablazatban foglaljuk 6sz-
sze. A mintakat két olyan feinéttél vettik, akik nem azonositott
"nagy riziké faktortak", és akik hozzajarultak a heti kétszeri
vérvételhez. Mindegyik esetben az elsdé mintat az eseményt ko-
vetéen 48 o6ran belul vettuk (tovabbi informacié nincs az ese-
mény természetére és idOpontjara vonatkozdéan a titkossag
megdrzése érdekében). Ezen betegeknél a normal C-8.2 érték
28 AU és 48 AU kozott kell hogy legyen, a standard eltérés 3,5
AU. Az eredményeket a kévetkez6é 1. tablazatban foglaljuk 6sz-

Sze.
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1. Tablazat
Minta Napok C-8.2 szint HIV-specifikus
antitestek
szama szama 1. beteg |2. beteg [1. beteg |2. beteg
1. 1 25,5 25,1 0 0
2. 4 19,8 15,0 0 0
3. 7 23,5 23,4 + 0
4. 10 24,5 -- ++ 0
5. 14 26,2 16,1 +++ 0
6. 17 30,0 15,0 +++ 0
7. 21 24,3 14,8 +++ 0
8. 24 25,2 -- +++ 0

Mindkét betegnél a C-8.2 kezdeti koncentréaciéja (az 1. na-
pon) mar harom standard eltéréssel a normal érték alatt volt, és
ezért HIV-fert6zést diagnosztizaltunk. Az elsé betegnél, amikor
a HIV-specifikus antitestek kifejléddtek, a C-8.2 szint visszatért a
normal értékre, de az érték nem maradt meg, amikor a fert6zés
tovabb fejlédott. A masodik betegnél a HIV-specifikus antitestek
nem fejlddtek ki néhany hoénap alatt, és a C-8.2 szintnél nem
volt megfigyelhetd visszatérés. Mindkét betegnél a C-8.2 szint-
ben bekdvetkezd valtozas a HIV specifikus antitestek kifejlédé-
sét megei6zden kdvetkezett be.

A fenti adatokbél kitinik, hogy a C-8.2 szint meghatarozasa
a HIV-fert6zo6tt egyének felismerésére alkalmas a nagy rizikéju
eseményt kévetd 3 napon belul, amely esemény HIV fertézéshez

vezethet.
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Eredmények: HIV antitesttel rendelkezd csecsemék

1. csoport: Normal csecsemédk

Normal (nem-HiV-fert6zo6tt) csecsemdknél (kor: 8 nap és 15
hénap koézott) a C-8.2 szint 18-33 AU kézotti érték (n = 11),
ennek atlaga 25,5 és a standard eltérés 2,5 AU. Ez a normal
intervallum, amelyet d&sszehasonlitasul hasznalunk a HIV-
-fertézésre magas rizikéju csecsemb6khdz. A reprezentativ

kromatogramot a 4. abran mutatjuk be.

2. csoport: 18 hénapos kornal fiatalabb csecsemék

HIV-fert6zésre nagy rizikéfaktorral

Szérum mintat vettink nagy rizikéfaktord csecsemoéktol
(HIV-fert6zott anyatdl szulettek), akik 18 hénapnal fiatalabbak
voltak (n = 27), és a szuletéskor HIV-specifikus antitestekkel
rendelkeztek, ezek szérumaban a C-8.2 szint a normal interval-
lumon beldl volt 15 esetben, és a normal intervallumon kivul 12
esetben. Azon gyermekek esetén, akiknél a C-8.2 értékek a
normal intervallumon belul voltak, HIV-fert6zés szimptémai nem
voltak kimutathaték, mig a normal intervallumon kivul esé 12
gyermek kézul 9-nél a HIV-fertézés klinikai jelei kimutathatdak
voltak, beleértve a lymphadenopéatiat. A fennmaradd 3 esetben
a végso6 diagnozis még nem ismert a koruk miatt, bar a szérum-
ban mindegyiknél folyamatosan kimutathaték a HIV-specifikus
antitestek. Tipikus kromatogramot mutatunk be az 5. abran, az

adatokat a kovetkez6 tablazatban foglaljuk 6ssze.



18 hénaposnal fiatalabb csecsem&k HiIV-fertézésre nagy ri-
zikoéfaktorral -
C-8.2 mennyiség HPLC-vel meghatarozva

Szimptoma nélkul [Szimptémaval

Normalis® 15 0

Abnormalis® 3 9

X? =16,9; p < 0,001
Megjegyzések:
a a C-8.2 koncentracioé a 18-33 AU intervallumon belul
b a C-8.2 koncentracié vagy harom standard eltéréssel a 18

alatt, vagy a 33 AU folott.

3. csoport: ldésebb csecsemdk és gyermekek

Id6ésebb csecsemdknél és gyermekeknél, 2 - 11 év k6zott, a
C-8.2 koncentracio értékek statisztikusan szignifikansan néve-
kedtek (azaz legalabb harom standard eitéréssel) mindegyik
HIV-fert6zé6tt egyénnél (n = 4), akiket AZT-vel nem kezeltink
(az eredményeket nem mutatjuk). Az AZT-vel kezelt egyedeknél
(n = 16) a C-8.2 értéke a normal intervallumon belll volt 5
esetben, és emelkedett 11 esetben (az eredményeket nem mu-
tatjuk). Ez utobbi csoportnal folyamatosan kimutathatdk voltak
neurolégiai és viselkedésbeli elvaltozasok és mas neuroldgiai
szimptomak, amelyek jellemzék a HIV-fertézésekre, mig a nor-
mal értékld csoportnal ilyen elvaltozas nem volt. Igen fontos,
hogy két gyermeknél az egymast kovetd mintaknal magas C-8.2

szint volt kimutathatd az AZT terapiat megel6zéen, amely érték
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a normal intervallumon beluli értékre csékkent 1 hénapon belul
a kezelés megkezdése utan.

Osszegezve, a C-8.2 meghatarozasa HIV-specifikus antites-
tekkel rendelkez® csecsemodknél megklildnbdzteti azokat a cse-
csemfbket, akiknél az antitestek az anyatél szarmaznak, azoktol
a gyermekektdl, amelyek HIV-vel fert6z6ttek. Tovabba, a C-8.2
szintek jelzésként szolgalnak az AZT terapia hatasosségéara vo-

natkozéan.

C-8.2 szintek meghatarozasa az antiretroviralis gyogy-

szerekkel végzett terapia hatasossaganak kimutatasara

Négy, 4 -14 éves HIV-fert6zo6tt gyermeket vizsgaltunk,
akiknél a HlV-fertézésre jellemzé neuroldgidas szimptémak je-
lentkeztek. Ezeknél a C-8.2 koncentracidéja a szérumban szigni-
fikans mértékben megnévekedett értékl volt (40, 41, 44 és 46
AU), 6sszehasonlitva a hasonld koru kontrollokkal (20, 33 AU, n
= 11). AZT terapiat alkalmaztunk, de az nem volt hatédsos a be-
tegségek szimptomainak cstkkentésében, és ezeknél a bete-
geknél a C-8.2 szintek nem valtoztak. Azonban nyolc HIV-
-fert6zott gyereknél, akiknél a C-8.2 szintek szignifikdns mér-
tékben kulonboéztek a kontroll értékektél, és akiknek ugyanazon
AZT kezelést alkalmaztuk, és ez hatasosnak bizonyult, a C-8.2
szintek a normal értékre csbkkentek (24 - 34 AU).

Tovabba vizsgaltunk egy 4 éves gyermeket, aki HIV anti-
testre negativ volt ELISA és Western-blot analizissel meghata-
rozva. Ebben az esetben a C-8.2 érték 41 AU. A gyermek
szimptomas volt a HIV-fertézésre és HIV pozitivként diagnoszti-

zaltuk a talalmany szerinti eljarassal.



2. példa

Reagensek kifejlesztése ligandum vizsgalathoz, eljaras

C-8.2 kialakitasahoz haptenként hordozé proteinhez kot-

ve

A kovetkezbkben eljarast ismertetink a C-8.2 mennyiségi
meghatarozasara alkalmas ligandum-alapu vizsgalathoz szuk-
séges reagens eldallitasara.

A C-8.2 zsirsav oldallanca tébb alkéncsoportot tartalmaz.
Ezen alkéncsoportokhoz jédot és mas halogént viszunk be meré-
legesen az alkén kotésre. Ez a jod helyettesitheté merkapto-
-ecetsavval (Aldrich, Milwaukee, WI, katalégusszam: M310-8)
vagy 3-merkapto-propionsavval (Aldrich, katalégusszam: M580-
-11). A kulénbség a két reagensben az, hogy a spacer lanc
hosszisaga mas a hordoz6 és a hapten kozott. Hosszabb
spacer lancokat szintén lehet alkalmazni. A terméket kromatog-
rafiaval tisztithatjuk SEPHADEX™ A-50 toélteten (Pharmacia,
Piscataway, NJ), eluensként acetonitril/viz 1:1 elegy alkalmaza-
saval, SEPHADEX™ LH-20 télteten (Pharmacia) eluenskent
metanolial, majd SEPHADEX™ G-10 toélteten (Pharmacia)
eluensként vizzel. A kiinduldsi anyagként alkalmazott C-8.2-t
norméal plazmabdl izolalhatjuk. A C-8.2 tioglikolat-szarmazékat
kapcsolhatjuk szarvasmarha szérum albuminnal (BSA) EDC al-
kalmazasaval (1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid-
-hidroklorid). Eljarhatunk ugy is, hogy egy komplett kit-et alkal-
mazunk a kapott terméknek tioglikolathoz valo koétésere (Pierce,
Rockford, IL; katalégusszam: 77101 A).

A fenti konjugatumokat alkalmazhatjuk a C-8.2-vel szem-

beni specifikus antitestek kialakitdsara. Ezek az antitestek le-



hetnek poliklon antitestek (Lieberman, S. és munkatarsai,
Recent Progress in Hormone Research 15: 165-200, 1959) vagy
monokién antitestek (Blethen, S.L. és munkatarsai, J. Ped.

Endocrin 3: 217-223 (1989).

Eljaras tracer eléallitasara

Ismert egy modszer a foszfolipidek jelzésére (Anthonov P.
A. Pancheva R.P., Ilvanov |I.G. Biochem. Biophys. Acta 835. 408-
-410 1985). Ennél a médszernél 1 mCi Na ['?°I] (Dupont, Boston,
MA) anyagot elkeverunk 10 ul vizzel és 10 ul 0,3 mélos natrium-
-acetattal, pH = 4,5, és hozzaadunk 10 pul frissen készitett 3
mmoél TICl;-at. A térfogatot ezutan 100 ul-re beallitjuk. A keve-
réket 5 percig 10-15 mg C-8.2-vel reagaltatjuk (0,5 - 1,0 ml) klo-
roform/metanol 1:1 eleggyel készult oldat formajaban. A keveré-
ket szobahémérsékleten 10 - 15 percig inkubdljuk, majd a reak-
ciokeverékhez 3 ml kloroformot és 5 ml 20 mmél-os Na,S,0; ol-
datot adagolunk. A kapott keveréket forgatas kdézben razzuk,
majd 250 g mellett 5 percig centrifugaljuk. Az alsd szerves fazis
tartalmazza a lipideket. A lipid terméket 2 x 5 ml 20 mmoél-os
Na,S,0,; oldattal mossuk, a kioroformos extraktumot szarazra
paroljuk, és vékonyrétegkromatografiaval (Whatman, Alltech,
Chicago, IL) vagy SEPHADEX™ LH-20 téltetid oszlopon tisztit-
juk. A végsd termék specifikus aktivitdsa 10 uCi/mg foszfolipid.

Eljarhatunk d4dgy is, hogy a reakciét Chloramine T-vel
(Pierce Chemicals) katalizdljuk a kovetkezdk szerint. 1 mCi
Na['?°l] (DuPont, Boston, MA) 10 ul vizzel készilt oldatat elke-
verjuk 10 pl 0,1 molos foszfatpufferral, pH = 7,2, majd hozza-

adunk Chloramine T-t (10 ul 20 mmoél-os oldat), és a térfogatot



100 pl-re egészitjuk ki. A reakciot, majd a tisztitast a fentiek
szerint végezzuk.

fsmert egy enzimatikus moddszer is a jodnak a
foszfolipidekbe valé bevezetésének katalizalasara (Benenson
A., Mersel M., P_inson A. és Heller, M. Anal. Biochem. 101: 507-
-512, 1980). Ennél a mddszernél a specifikus foszfolipidet ult-
rahanggal kezeljuk Ca-Mg-mentes foszfattal pufferoit séoldat-
ban (PBS, pH = 7,4). A foszfolipidhez 100 pul, 0,1 mCi hordozo-
-mentes ['?®1]-t (DuPont, Boston, MA) adunk, majd hozzadadunk
50 pl laktoperoxidazt (0,25-2,5 pg, BioRad, Richmond CA), 50
pl 300 pU glukdéz-oxidazt (BioRad) és 250 mdl glakézt 50
ul-ben. A keveréket szobahdmérsékleten 15 percen at
inkubaljuk, majd hozzaadunk 10 ul 6,6 mmél-os tioszulfatot
(Fisher Chemicals, Springfield, NJ), és a kapott terméket a fen-

tiek szerint tisztitjuk.

Eljaras az antitest és tracer felhasznalasara

Egy tipikus antitest-alapu vizsgalatot a kovetkezdképpen
végzunk.
1. Az antitest kezdeti kimutatasa és titralasa

C-8.2-BSA konjugatumokkal (vagy médiumot vagy fluidumot
tartalmazé monoklén antitesttel) immunizalt nyulakbél szarmazé
szérumot széria higitasnak vetettink ald szarvasmarha szérum
albuminnal (BSA) foszfattal pufferolt séoldatban, pH = 7,4. A
fentiek szerint eldallitott tracert ugyanazon  pufferral
40 000 - 125 000 CPM/ml koncentraciora higitunk. A széria higi-
tdsokat egy 12 x 75 mm-es Uvegcsdébe pipettazzuk, és 0,4 mi
tracer jelenlétében 1 6ran at 37 °C-on inkubaljuk. Az inkubacio

utan a cséveket hltészekrénybe tesszuk (2-4 °C) 20 percre.
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Ezutan hozzadadunk nyul IgG specifikus immuno-gyéngyolket
(Bio-Rad, Richmond, CA). (Ha monoklén antitesteket alkalma-
zunk, az immuno-gyéngyok egér IgG-re kell hogy specifikusak
legyenek). Mindegyik csévet ezutan forgatds kézben razzuk,
majd 1 6ran at hitészekrényben 2 -4 °C hémérseékleten
inkubaljuk. A masodik inkubaciét kévetden a cséveket hitott
centrifugaban 2000 g mellett 20 percen at centrifugéljuk, majd a
felilusz6t eldobjuk anélkul, hogy a pelletet megzavarnank. A
csbéveket ezutan gamma szamlaléval szamlaljuk (LKB,
Gaithersburg, MD). A vizsgalathoz felhasznalasra kerulo anti-
test-kezd®é higitas az, amely a maximalis értéknek megfeleld
kotés 50 %-at eredményezi. A legtobb szérum esetén, amelyet a
megfelelé immunizalas utan vettunk, a felhasznalasra keruld
aktiv higitas értéke 1/1000 és 1/50 000 kozotti értekd,
10 000 - 500 000/mi szérum végs6 higitashoz. A standard gérbe
meghatarozasa utadn az antitestek végsd higitasat tovabb mo-
dositottuk a szenzitivitas szabalyozasara az alabbiakban ismer-
tetett médon.
2. Standard gérbék felvétele

Tiszta C-8.2-t (3. példa szerint elvalasztva) foszfattal
pufferolt séoldatot tartalmazé BSA-val higitottunk, és ezt alkal-
maztuk a standard g6rbék felvételéhez. A tényleges mennyisé-
geket, amelyeket a standardok felvételéhez alkalmaztunk, HPLC
modszerrel hataroztuk meg (1. példa). A standard gérbékhez az
intervallumokat az 1. példa szerinti médszerrel nyert normal
értékek alapjan hataroztuk meg. A standard 4 tartalmazta a C-
-8.2 atlagértékét, amelyet a kontroll populaciénal mutattunk ki.

A standard 2 és 6 esetén 3 standard eltérés volt a kontroll po-
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pulacional meghatarozott atlagtol lefelé vagy folfeleé. A fennma-

rado standardoknal a koncentracidkat ugy valasztottuk meg,

hogy a geometriai aranyokat megtartsuk. A végsd antitest higi-

tast ugy allitottuk be, hogy a standard 4 a maximalis kétés (Bo)

50 %-at mozditsa el, ahogy azt az 5,6 csévek esetében megha-

taroztuk. A tracer specifikus aktivitasat jelzetlen anyag adago-

lasaval allitottuk be (csékkentettiik), hogy beallitsuk a standard

g6rbe meredekségét, és kielégitsik ezeket a paramétereket.

3. Vizsgalati protokoll

Cs6 szama
1, 2
3,4

5 6

7,8

9, 10
11, 12
13, 14
15, 16
17, 18
19, 20
21, 22

23, 24

25, 26

Leiras
Nem-specifikus kotés

Osszesen

Maximalis kétés (Bo)
Standard 1 (10 ul)
Standard 2 (10 pl)
Standard 3 (10 nl)
Standard 4 (10 ul)
Standard 5 (10 ul)
Standard 6 (10 ul)
Standard 7 (10 ul)

QC - 1 (10 pl)
QC - 2 (10 pl)
QC - 3 (10 pl)

Magyarazat

Antitest nélkal

Csak tracer, fenntartva a
szamlalashoz

Antitest és tracer (A + T)

Az értéket mint az alsé
végpont értéket jeldljuk

Az értéket mint a vart atla-
got jeléljuk

Az értéket mint a magas

végpont értéket jeldljuk



27, 28 Ismeretien (10 pl) A vizsgalandé egyedekbdl
szarmazik

stb. Tovabbi csévek, ha
szlUkségesek

i. Megjel6ljuk a cséveket a fentieknek megfeleléen.

ii. 10 nl-t pipettazunk mindegyik standardbél, kontrollbdl és
ismeretlen anyagbdl a megfelelé cséparba.

fii. 400 pl tracer-t adagolunk mindegyik csébe ismételt pi-
pettazassal. A 3 és 4 szamu cséveket félretesszuk, ezek készek
a szamlalasra.

iv. Az 1. és 2. szamu cs6vekhez 100 ul foszfattal pufferolt
és BSA-t tartalmazé séoldatot adagolunk, pH = 7,4.

v. Az 5. szamu cs6tdl kezdédéen 100 ul fentiek szerint higi-
tott antitestet adagolunk.

vi. Mindegyik csdévet forgatas kézben razzuk, 1 6ran at 37
°C-on inkubaljuk.

vii. Mindegyik csévet hitdszekrénybe tesszik (2 - 4 °C) és
30 percig inkubaljuk.

viii. 20 mg immunogydéngyét feloldunk 20 ml foszfattal
pufferolt sdoldatban, és lassan keverjiuk, amig szukséges, 2 - 4
°C hémérsékleten.

ix. Mindegyik csébe 100 pl immunogyéngyét adagolunk,
majd razzuk, és hiGtészekrényben 30 percen at inkubaljuk.

x. A cséveket 2000 x g mellett (3200 fordulat/perc) 20 per-
cig centrifugaljuk 2 -4 °C hdémérsékleten (RT6000 B Dupont
centrifuga, Dover, DE).

xi. A folyadékot dekantaljuk anélkul, hogy a pelletet megza-

varnank, és a csdveket gamma szamlaléval szamlaljuk.



4. Minta készités

Mindegyik vérmintat a patogént tartalmazé vér OSHA
standardnak megfeleléen kell kezelni. A mintak eldallitasahoz a
teljes vért egy zart centrifugaban 5 percen at 750 g mellett
centrifugaljuk. A tiszta szérumot egy alkalmas jelzett Gvegcso6-
ben visszuk at, lezarjuk, és -70 °C hémérsékleten taroljuk a
vizsgélatig. A vizsgalatkor a mintat szobahémérsékleten felol-
vasztjuk és 6vatosan forgatas kézben razzuk. A felolvasztashoz
nem lehet hét alkalmazni. Nem szabad, hogy a mintak hosszu
idén at fagyasztas nélkul maradjanak.

5. Az eredmények analizise

i. A standardokat ugy alkalmaztuk a gorbék kialakitasahoz,
mint a tobbi RIA mddszernél [(a) gorbe k6tott anyag beutéssza-
ma vs. koncentracié, (b) kététt anyag beutésszama vs. log kon-
centracid, vagy (c) log kotétt anyag bedtésszama vs. log kon-
centracio]. A standard goérbékkel interpolalas nem tértént. A
szamitasokat végezhetjuk kézzel vagy komputer segitségével.

ii. Az eredményeket akkor fogadjuk el értékelhetdnek, és az
eredményeket akkor adjuk meg, ha a QC mintak a vart interval-
lumokon belul vannak.

iii. A HIV fert6zés diagnosztizalasat mas modszerrel is iga-
zoltuk, igy példaul PCR vagy Western blot analizissel. Abban
az esetben, ha a diagnézist valamely emlitett mdédszerrel nem
lehetett igazolni, tovabbi mintakat allitottunk el6 és vizsgaltuk.

Az RIA analizis mellett a C-8.2 koncentracidjanak meghata-
rozasat a szérumban mdés, specifikus antitesteken alapuld vizs-
galattal is elvégezhetjuk (példadul IRMA, EIA vagy ELISA), vagy

alkalmazhatunk mas standard szin-kifejlesztési moddszert is,



részletekben tisztitottuk, és a megfelelé frakcidkat egyesitettuk
A frakciék C-8.2 koncentraciojat HPLC-vel hataroztuk meg. Egy
reprezentativ kromatogramot mutatunk be a 4. abran. A C-8.2
anyagot tartalmazo frakcidékat egyesitettik, és szarazra péaroltuk
egy kitarazott V-fiolaban (Fisher, Springfield, NJ) szaraz nitro-
gén aramban. A V-fiolakat megmértiuk, a részlegesen tisztitott
C-8.2-t minimalis mennyiségli metanolban feloldottuk és a ter-
mék mennyiségét HPLC-vel meghataroztuk. A legnagyobb C-8.2
csucsot mutaté frakciok mutattdk a legkisebb csucsokat mas
anyagokra vonatkozdan. Mivel a mérési hullamhossz 210 nm, és
a szennyezddések tulnyomoérészt mas hullamhosszusagu fényt
abszorbedlnak, a tisztitas tényleges mértékét nem tudtuk meg-
hatarozni.

A legnagyobb specifikus aktivitast mutatd frakcidk a 9 - 14.
szamu frakciék, de bizonyos mennyiség(i C-8.2 jelen van a 12-
-14. frakcidkban is. Ezek a mellékfrakcidok alacsonyabb specifi-
kus aktivitast mutatnak. A tovabbi tisztitdsokhoz csak a nagy
specifikus aktivitasu frakcidkat (9-11) alkalmaztuk.

A C-8.2 tisztitdsanak utolsd lépése egy preparativ HPLC,
amelyet NH,-Lichrosorb télteti oszlopon végeztink (10 x 250
mm, Alltech). Az oszlopra az anyagot 95 % acetonitril/5 % viz
elegyben vittuk fel. A C-8.2-t linearis gradienssel elualtuk, 40 %
acetonitril - 60 % viz. A kapott kromatogram, amelyhez ugyan-
azon gradienst alkalmaztuk, mint a szérum mintanal, egyetlen
csucsot mutat 8,2 percnél, jelezve, hogy az anyag ezen kérul-

ményeknél homogén (adat nem lathato).



A nem fertézott felndttektdl szarmazoé 1,5 liter mennyiségl
plazmabol izolalt C-8.2 specifikus aktivitasa (AU/mg) alapjan a

kézelité C-8.2 koncentraciéo 100 mg/l vagy kb. 125 umol.

UV analizis

A C-8.2 UV spektrumat lambda 3a UV/VIS tipusu spektrofo-
tométerrel (Perkin-Elmer, South Plainfield, NJ) hataroztuk meg.
A mintat a kovetkezdoképpen készitettuk: Az anyagot 80 %
acetonitril - 20 % viz elegyben készitettuk. Ugyanezt az oldatot
alkalmaztuk referenciaként. Az olddszerkeverék 200 nm-nél
hosszabb hulldmhosszusagu fényt nem abszorbeal.

A C-8.2 UV abszorpciés spektrumat a 6. abran mutatjuk be.
A spektrum szignifikans része a 210 nm-nél és ennél révidebb
hulldmhosszaknal mutatott maximalis abszorpcié és az, hogy
nincs csucs 220 - 280 nm ko6z6tt. Ezen hullamhosszaknal hiany-
z6 cslUcs igazolja az aromas csoportok, igy aminosavak, nukle-

insavak vagy pteridinek hianyat.

FTIR analizis

A C-8.2 Fourier transzformaciés infravérés (FTIR) analizis
spektrumat a 7a. és 7b. abran mutatjuk be. A spektrumokat ke-
reskedelmi forgalomban beszerezhetd laboratoriumi berendezé-
sen vettuk fel (Hauser Chemicals, Golden Colorado).

A mintakat metanolban oldottuk és bevittuk az FTIR spekt-
rométerbe KBr pellet formajaban. Egy masodik spektrumot is
felvettink a mikroszkép kapcsolat felhasznalasaval. A lehetsé-
ges azonositas érdekében kapott spektrumokat 6sszehasonlitot-
tuk a referencia spektrumokkal, amelyek ismert gyljteményekbél

szarmaznak.



A 7a. abran bemutatjuk a KBr pellet formajaban elballitott
minta spektrumat. A 7b. dbran lathaté az FTIR spektrum, ame-
lyet ugyanezen mintaroél vettink fel mikroszkdp alkalmazasaval.
A 8a. és 8b. abrak lényegében azonosak. A 8. abran lathato egy
sorozat ismert anyagra vonatkoz6 spektrum, amely az 6t legjob-
ban illeszkedé spektrumot mutatja, a hozzaférheto spektrum
adatbazisokbdl.

Az FTIR spektrumok alapjan igen nagy a val6szinisége egy
észterbdl szarmazd karbonil jelenlétének. A karbonil feitételez-
hetéen nem konjugalt. Tovabba, erés abszorpcié mutathato ki
1249 cm’™' értéknél, ez pozitiv jelzés a P-O funkcios csoport je-
leniétére. A 3278 cm’' értéknél mutatott széles abszorpcié utal-

hat hidroxil funkcidés csoportra.

FAB-MS analizis

A C-8.2 témegspektrogramjat a 9. és 11. abrakon mutatjuk
be.

A 9. abran lathato a fentiekben emlitett 24 frakcié FAB-MS
spektruma. A 9. abran az 572-nél mutatkozé csucs
Gramicidinbé!| szarmazik, amelyet kulsé kontrollként alkalmaz-
tunk. A 10. abran lathatoé a szfingozil-foszforil-kolin (SPC) sza-
mara egy autentikus standard FAB-MS spektruma. A 10. abran
lévé ablak egy kinagyitdsa a kontroll csucsok teraletének. A 9.
és 10. 4brat 6sszehasonlitva lathatjuk, hogy a 24 frakcié SPC-t
tartalmaz (csucsa van 466,7 értéknél).

A 11. abran lathaté a feln6tt human szérumbdl szarmazo 25
frakcio FAB-MS spektruma. A 11. abran az 523 és 572 értékek-
nél levd csucsok a belsé standardokbdl szarmaznak, amelyeket

az analizis elétt a 25 frakciéhoz adagoltunk. A 25 frakcié spekt-



ruma ugyancsak tartalmaz egy csucsot 466-nal, jelezve, hogy a
C-8.2 egyik komponense SPC.

A 12. abran lathato a foszfatidil-kolin (lecitin) spektruma.
Az, hogy a 11. abran (25 frakcio) a 760 értéknél nincs csucs, és
nincs cslcs a 497 értéknél (ezt a 11. abran megfigyeltuk) iga-
zolja, hogy a lecitin nem komponense a C-8.2-nek.

A fenti FAB-MS analizisbél kitinik, hogy az SPC kompo-

nense a C-8.2-nek.

Tovabbi tisztitasi eljaras

Annak érdekében, hogy elegendd anyag alljon rendelkezes-
re a C-8.2 szerkezetének azonositasara, a tisztitasi médszert
10 liter szérumra terjesztettiuk Ki.

A kezdeti extrakcids eljaras (4 térfogatnyi acetonitrillel valo
elkeverés) kétszerese volt az eldbbiek szerinti eljarasnak. AZ
extraktumot ezutan benzol adagoldsaval megosztottuk, a felsé
szerves fazist szarazra paroituk és SEPHADEX™ LH-20 oszlo-
pon (Pharmacia, Piscataway, NJ) kromatografaltuk, olddészer-
ként metanolt alkalmazva. Az anyagot tartalmazo frakcidkat,
amelyeket a 8,2 percnél elualtunk (8-12 szamu frakciok) egyesi-
tettik és vakuumban betéményitettik. Az egyesitett frakciokat
preparativ HPLC kromatografianak vetettuk ala (2 ml 6sszesen
0,35 ml-es részletekben). Mindegyik frakcié alikvot részét vizs-
galtuk analitikai HPLC oszlopon a fentiek szerint. Anyagot a ko-
vetkezd frakcidkban talaltunk: (a) 24, (b) 25, (c) alacsonyabb
koncentracioban a 26-31 frakciokban, ezt P2-nek jeldltuk, és (d)
az 50-60 frakciokban, ezt P1-ként jel6ltuk. A frakcidék keverése

nem mutatta semmilyen dublett jelenlétét az analitikai oszlopon.



A 25 frakciobdl egy alikvot részt (az 6ssz-mennyiség 5 %-
-at) FTIR-rel analizaltuk. A kapott gérbe megfelelt egy
foszfolipidnek, a szfingofoszforil-kolinnak, de a lipid és annak

zsirsav-észterének teljes szerkezetét nem tudtuk azonositani.

4. példa

Helyettesitéd marker azonositasa HIV fert6zéshez

A fenti HPLC moddszerrel nagy mennyiségid (100 mg) C-8.2-t
tisztitottunk latszdélagos homogenitasig szarvasmarha vérbdél (5
liter). A termék molekulatémege a meghatarozas szerint 758 és
786 dalton keveréke. Ezt létrehozhatjuk a szfingozil-foszfokolin
és a megfeleld két tovabbi szénatomot tartaimazd vegydullet
linolénsavval alkotott acil-amidjanak kialakitasaval. Ezen szer-
kezetek trivialis neve a szfingomyelin. A szfingomyelin nem
korlatozédik a linolénsav-szfingozil-foszfokolinra, hanem mas
szfingozil-foszfokolin-zsirsav-amidokra is vonatkozik. Valédi
(autentikus) palmitoil-szfingozil-foszfokolin szerezheté be a
Sigma Chemical Co. cégtdl (St. Louis, MO), és ezt alkalmaztuk
modell vegyuletként. Ez az eredeti anyag ugyanazt a HPLC
retenciés idét mutatja, mint az izolalt anyag (adat nem lathato).
Az FTIR ugyancsak megegyezik (adat nem lathatd). Ha a modell
vegyuletet és az izolalt anyagot (azaz C-8.2-t) proton NMR
analizissel vizsgaljuk, azok igen hasonlé spektrumot mutatnak
(adat nem lathato).

A szfingomyelin egy f6 foszfolipid komponense a sejtmemb-
ranoknak. A szerkezeti elemek a kdvetkezdék: N-acil-szfingozil-
-foszfokolin, ahol az acilcsoport altalaban vagy egy 16 vagy 24
szénatomos zsirsav. A magas szérumszint ellenére (tébb mint

400 umol/liter vagy 35 mg/dl) az enzimek és a szabalyozo me-
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chanizmusok mind a szintézistuket, mind a degradacidjukat ille-
téen igen kis mértékben vannak jellemezve. A szfingomyelin
szikséges a makrofag/monocita sejtek differencidlodasahoz a
forbol-észterekre valaszképpen. Ez az eljaras protein kinaz C
fuggd, és szfingozinnal gatolt. igy a szfingomyelin és annak
prekurzorai fontos szerepet jatszanak a monocitak differencia-
l6dasaban, és hasonlé szerepe lehet a limfocitaknal is, beleért-
ve a CD4+ sejteket.

A szfingomyelin ceramidokka bomlik el szfingomyelinaz
hatasara, amely egy extracellularis plazmamembran enzim, és
nagy koncentraciéban van jelen az agyban, a majban és a mel-
lékvesékben. A Niemann-Pick szindromat a szfingomyelin
ceramidokka valé bomlasat katalizalé 6t enzim valamelyikében
bekovetkezd belsd hiba okozza, ez vezet a szérumban a
szfingomyelin magas szintjéhez. Azoknal az egyedeknél, akik
ilyen szindrémaban szenvednek, megnévekedett a riziko az
autoimmun betegségek kifejlédésére, amelyet a megndvekedett
limfocita proliferacio okozhat, ez pedig a megnévekedett
szfingomyelin szint kévetkezménye.

A szérum megnévekedett szintek szoros metabolikus szaba-
lyozés alatt vannak, ezt mutatja (a) a megfigyelt szik koncent-
racié tartomany (35+3,5 mg/dl), (b) a naprél napra térténd val-
tozas hianya és (c) az étkezés utani koncentracié valtozéas hia-
nya. Azonban e szabalyozas biokémiai alapja még nem ismert.

Mint leirjuk, a szfingomyelin szintek megfigyelt természetes
menete a HIV fertézést kévetéen a kdvetkezd: (a) egy azonnali
tranziens csokkenés; (b) hosszantarté névekedés, ha a HIV-

-specifikus antitestek kifejlédnek és (c) a normal értékre valo



visszatérés, ha az AZT terapia hatasos. Az emlitett ndvekedés a
fiziologiai kontroll visszaallasanak kévetkezménye HIV hianya-
ban, valaszképpen az antitest termelédésre. A szérum
szfingomyelin szintek ezutan névekednek addig, amig a
szupranormal szinteket elérik. Az AZT terapiara valaszképpen a
szfingomyelin szintek visszatérnek a normal szintre barmelyik
extrém értékrdl. Ezek a valtozasok utalnak a HIV-re, mint ami
modositja a specifikus szabalyozasi utat a szérum szfingomyelin
szinteknél. Ha ez a helyzet, megjésolhatdé, hogy ezen valtoza-
sokra valaszképpen valtozas kovetkezhet be a limfocita diffe-
rencialéodasban és az eléré jelzés igazolodik.

Anélkal, hogy barmilyen elméiethez kétédnénk, ugy gondol-
juk, hogy az anyagok, amelyek specifikusan beleavatkoznak a
szfingomyelin szintézisének vagy degradaciéjanak szabalyoza-
saba, megakadalyozhatjdk az immunrendszer sejtmikédésének
retrovirusok okozta megvaltozasat. A szérum szfingomyelin
szintben bekdvetkez6 kezdeti valtozast okozhatja (a) egy meg-
novekedett degradacidé, vagy (b) csokkent szintézis. A terapia
kezdd célpontja a tényleges mechanizmus alapjan lenne megha-
tarozva.

A fertbézés alatt a HIV elsé biokémiai hatasainak egyike a
CD4+ limfocitak csékkent differencialédasa, mig késébb a ferto-
zés folyaman a CD8+ limfocitak differencidlédésa névekszik.
Mindkét hatas esetén lehet vaitozds a szfingomyelin koncent-
raciéban, amit elészér ismertetunk ebben a bejelentésben. igy a
szfingomyelin szinteket szabalyozé enzimek egy uj célt jelente-
nek a HIV-fert6zott egyének kezelésénél. Az anyagok, amelyek

valamely ilyen enzimhez koétédnek, és gatoljak a HIV hatasat
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ezen enzimen, kulénésen fontosak lehetnek, mivel ezek meg-
akadalyozhatjak a sejtrél sejtre valéd atvitelt, és igy lehetéve te-
szik a nem antitesten alapuld immun funkcidknak a fertdzott
sejtek eltavolitasat. Az ilyen tipuslu eljaras inkadbb a fertbzes

tényleges eliminalasahoz és nem annak elfojtasahoz vezethet.
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras HIV-fertézott egyének azonositasara, azzal
jellemezve, hogy

- az egyéntdél szarmazé vérben vagy vér frakcioban megha-
tarozzuk valamely kévetkezé anyag mennyiseget: szfingomyelin,
szfingozil-foszfokolin vagy ceramidok, és

- az egyént HIV-fert6zottnek mindsitjuk, ha a beteg vérébdl
vagy vér frakciéjabol szarmazé mintdban az emlitett anyag
mennyisége statisztikusan kalénbézik egy a kontroll csoportbdl,
azaz nem HIV-fert6zott csoportbdl szarmazd vér vagy vér frak-
cié mintaban meghatarozott mennyiségétol.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a statisztikus ktlénbség harom standard eltérés.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az anyag mennyiségi meghatarozasat HPLC kromatografi-
aval végezzuk.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett anyag (C-8.2) mennyiségi meghatarozasat
antitesteken alapu vizsgalattal végezzuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy antitesteken alapuld vizsgalatként IRMA, EIA, RIA vagy
ELISA vizsgalatot végzunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a vér frakcié mintaként szérumot alkalmazunk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a mennyiségi meghatarozast a betegen a HIV-vel valod

fert6zést kovetd 1 héten belul végezzuk.



8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a mennyiségi meghatarozast a fertézést kévetéen 2 napon
belll végezzik.

9. Eljaras HIV-fertéz6tt betegek azonositasara, azzal
jellemezve, hogy

a) a betegtél vért vagy vér frakcié mintat veszunk,

b) a mintaban meghatarozzuk valamely kévetkezdé anyag
mennyiségét: szfingomyelin, szfingozil-foszfokolin vagy cera-
midok, és

c) az emlitett anyagok meghatarozott mennyiségét dssze-
hasonlitjuk egy hasonldé kord, nem HIV-ferté6zétt egyedekbdl
szarmazod kontroll csoportbol vett vér vagy vér frakcido mintaban
meghatarozott mennyiségekkel,

és a beteget HIV-fert6zottnek mindsitjik, ha a betegtél vett
mintaban az emlitett anyagok mennyisége statisztikusan kaldn-
bézik a kontroll csoporttél vett mintdban meghatarozott mennyi-
ségtél.

10. Eljaras HiV-fert6z6tt human betegeknél alkalmazott ke-
zelés hatasossaganak meghatarozasara, azzal jellemezve,
hogy

a) meghatarozzuk a kezelés el6tt a betegektdl vett vér vagy
vér frakcido mintaban a valamely kdovetkezd anyag mennyiségét:
szfingomyelin, szfingozil-foszfokolin vagy ceramidok, és

b) i. meghatarozzuk az emlitett anyagok mennyiségét a
betegtdl a kezelés alatt vett vér vagy vér frakcié mintaban, vagy

ii. meghatarozzuk az emlitett anyagok mennyiségét a

betegt6l a kezelést kovetden vett vér vagy vér frakcidé mintaban,



és a kezelést hatasosnak mindsitjuk, ha az emlitett anya-
gok mennyisége az a) pont szerinti mintaban statisztikusan ka-
l6nbézik a b) pont szerinti mintdban meghatarozott mennyiség-
tol.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy a statisztikus kilénbség harom standard eltérés.

12. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az a), b) vagy a) és b) pontok szerinti meghatarozast
HPLC kromatografiaval végezzlk.

13. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az a), b) vagy a) és b) pontok szerinti mennyiségi megha-
tarozast antitesten alapulé vizsgalattal vegezzuk.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy antitesten alapuld vizsgalatként IRMA, EIA, RIA vagy
ELISA vizsgalatot alkalmazunk.

15. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az a), b) vagy a) és b) pontok szerinti vérfrakcid minta
szérum.

16. A 10. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy az emlitett kezelést AZT, ddl, ddC vagy ezek keverékéenek
adagolasaval végezzuk.

17. Eljaras HIV-fert6zott human betegeknél alkalmazott ke-
zelés hatdsossaganak meghatarozasara, azzal jellemezve,
hogy

a) a betegtdl vér vagy vérfrakciéo mintat veszink a kezelés

elott,



b) meghatarozzuk az a) pont szerinti mintaban valamely ko-
vetkezé anyag mennyiségét: szfingomyelin, szfingozil-
-foszfokolin vagy ceramidok,

c) i. a betegtdl vért vagy vérfrakcié mintat vesziunk a ke-
zelés alatt, vagy

ii. a betegtél vér vagy vérfrakcié mintat veszunk a ke-
zelést kovetden, és

d) meghatarozzuk az emlitett anyag mennyiségét a c) pont
szerinti mintaban,

e) Osszehasonlitjuk az a) pont szerinti mintdban meghata-
rozott mennyiséget a c) pont szerinti mintaban meghatarozott
mennyiséggel,

€s a kezelést hatasosnak mindsitjuk, ha az a) pont szerinti
mintaban meghatarozott mennyiség statisztikusan kulénbézik a
c) pont szerinti mintdban meghatarozott mennyiségtdél.

18. Valamely koévetkezd anyag alkalmazasa HIV-fertd6zott
egyedek azonositasara és a terapia kdvetésére: szfingomyelin,
szfingozil-foszfokolin és ceramidok.

19. Eljaras HIV-fert6z6tt betegek azonositasara, azzal
jellemezve, hogy

- a betegtél szérum mintat veszunk,

- meghatarozzuk a szérum mintaban valamely kévetkezd
anyag mennyiségét: szfingomyelin, szfingozil-foszfokolin vagy
ceramidok,

- Osszehasonlitjuk az emlitett szérum mintaban meghataro-
zott mennyiséget egy hasonldé koru, nem HiV-fert6z6tt kontroll

csoporttol vett szérum mintaban meghatarozott mennyiséggel,
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- és az emlitett beteget HIV-fertdzéttnek mindsitjuk, ha az

emlitett anyag

mennyisége

beteg szérum mintajaban

statisztikusan kulonboézik a nem HIV-fertézétt kontroll csoporttdl

vett mintaban meghatarozott mennyiséegtol.

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a statisztikus kilénbség harom standard eltérés.

21. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a mennyiségi meghatarozast HPLC kromatografiaval veé-

gezzuk.

22. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy a mennyiségi meghatarozast antitesten alapuld vizsgalat-

tal végzzuk.

23. A 19. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,

hogy antitesten alapulé vizsgalatként IRMA, EIA, RIA vagy

ELISA vizsgalatot alkaimazunk.
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