6. Immunkémiai eljarasok a fehérjék
azonositasaban — Specifikus fehérje-
kimutatasok oldatban és szilard fazisa

rendszerekben

BERKI TIMEA

Hogyan tudunk egy bonyolult, dsszetett, akar tobb
ezer komponenst tartalmazé bioldgiai mintabol egy
nagyon kis koncentraciéji anyagot meghatarozni (pl.
vérmintabol pajzsmirigyhormont vagy egy sejt liza-
tumabol egy fehérjét stb.)?
Erre kétféle megkozelités all rendelkezésére:
 Valamilyen nagy hatékonysagu elvalasztastech-
nikai moédszerrel (pl. HPLC, GC, MS) a mintat
komponenseire bontjuk, és a meghatdrozandé
komponenst mérjiik.
o Szelektiven kivalasztjuk az adott komponenst a
mintabodl, majd mérjiik (pl. immunoassay).

Az immunanalitikai modszerekkel egy specialis reak-
ciot, az €16 szervezetekben is lejatszodd, rendkiviil
szelektiv antigén-antitest reakciot hasznalnak ki arra,
hogy a mintdbdl a meghatarozandé anyagot kiva-
lasszak, majd valamilyen analitikai mddszerrel (pl.
spektrofotometriasan, fluoreszcenciaméréssel, radio-
aktiv izotépos méréssel) detektaljak.

Immunkémiai eljdrdsok tagabb értelemben azok a la-
boratériumi fehérjeazonositdsi modszerek, amelyek-
ben két ligandum, az antigén (haptén) és az antitest
specifikus kapcsolodasa révén hatarozzuk meg az
analit (antigén vagy antitest) mennyiségét. Ebben az
esetben a vizsgaland6 molekula annak ellenére, hogy
immunoldgiai mddszerrel hatarozzuk meg, nem fel-
tétleniil az immunvalasz valamely eleme, hanem le-
het akar a vas- vagy a csontanyagcsere markere, akar
tumormarker, akar egy sejt alkotérésze is. Szlikebb
értelemben immunszerologiai modszerekkel az im-
munvalasz normaélis és koros komponenseit (antites-
tek osztalyai, akut fazis fehérjék, komplementkompo-
nensek, autoantitestek stb.) tudjuk tanulmanyozni.

Ezeknek az immunoassay-nek nevezett eljarasoknak
a nagyfoku fajlagossaga az antitestek nagy epitop-
specificitasan és affinitasan alapul. Felhasznalasukkal
mérhetd akar antigén, akar antitest mennyisége egy
mintabdl. Az immunoldgiai elven miikodo laboraté-
riumi mérési technikakat forradalmasitotta az ellen-
anyagok el6allitasi mdodszerének fejlddése: az egyre
tisztabb poliklondlis ellenanyagok mellett a mono-
klondlis ellenanyagok eldallitasanak és alkalmazasa-
nak elterjedése.

Az immunolégiai mérémodszerek érzékenységét
nem csak az alkalmazott antitest tipusa (poliklona-
lis vagy monoklondlis antitest) szabja meg, hanem
az a mérOrendszer is, amelyben az antigén-antitest
reakciot detektaljuk. Igy az immunoldgiai elven ala-
puld tesztek érzékenységének széles skalaja 0,1 pi-
kogrammtdl mg-ig terjed6 analit jelenlétének ki-
mutatasat teszi lehetévé (6-1. tdbldzat). Az analit
koncentraciojanak meghatarozasat ismert kalibrald
mintasorral kapott illesztégorbérdl valé leolvasassal
végezzik.

6-1. tabldzat. Az immunoassay-k érzékenysége

L Kimutathaté legkisebb
Eljards oy
ellenanyag-koncentrdcié

immunfluoreszcencia 1-100 ng
enzim-immunoassay 0,2-100 pg
(ELISA)
lumineszcencia 0,1-100 pg
radioimmunoassay 0,1-100 pg
(RIA, Farr)
immunoblott 0,2-100 pg
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Az egyes testfolyadékok (plazma, szérum, liquor,
vizelet) fehérjetartalmanak mennyiségi és mindsé-
gi meghatdrozasa fontos eszkoz bizonyos betegségek
diagndzisahoz, a terapia hatékonysiaganak nyomon
kovetéséhez vagy a betegség aktivitasanak megitélésé-
hez. A szérum-, liquor- és vizeletfehérjék analizisénél
alkalmazott kvantitativ és kvalitativ modszerek igen
jelentds fejlddésen mentek keresztiil az utobbi néhany
évben, kiilonosen a gyakorlati alkalmazas és az érzé-
kenység tekintetében. Ez az alkalmazott ellenanyagok
mindsége mellett a jelold- és mérérendszerek, misze-
rek egyre tokéletesedd voltanak koszonhetd.

Az immunkémia targykorébe tartozd vizsgdlatok
profilja széles kort, mivel plazmaproteinek (akut fa-
zis fehérjék, immunglobulinok, cisztatin C), hema-
tologiai paraméterek (transzferrin, szolubilis transz-
ferrin receptor, ferritin, B,,-vitamin, folsav), cardialis
markerek (mioglobin, troponin T), sepsismarkerek
(prokalcitonin, citokinek), valamint a szénhidrat-de-
ficiens transzferrin meghatdrozasa egyarant ide tar-
tozik. Ugyancsak ezzel a modszerrel detektaljuk azo-
kat a molekuldkat is, amelyeket a szervezet termel, de
normalis esetben nem fordulnak el6 a plazmaban (pl.
tumorantigének), vagy azon molekuldkat, amelyek
normadlis esetben nincsenek a szérumban (pl. drogok,
gyogyszerek).

A rutin diagnosztika mellett a kutatélaboratériu-
mok moédszertanahoz is hozzatartozik az immunoas-
say tipusu vizsgalatok széles kore, amely igen érzé-
keny, specifikus és ezért sokféle fehérjét tartalmazo,
kis mennyiségli mintabdl tud egyetlen molekula
jelenlétére informaciot adni. Igy a sejtalkotdrészek,
sejtfelszini antigének, sejtek altal termelt citokinek,
ellenanyagok mennyiségi meghatarozasat fehérje-
szinten immunanalitikai moédszerekkel végzik.

A vizsgalatokat a kozos modszertan foglalja egy-
ségbe.

Immunoloégiai alapok
IMMUNOLOGIAI FOGALMAK

Az ellenanyagok vagy antitestek a specifikus humo-
ralis immunvalasz antigén altal kivaltott aktivacioja-
nak eredményeként termelddnek az antigénfelismerd
B-sejtekbdl differencialodo plazmasejtekben. A spe-
cifikus immunvélaszban az antigén ismétl6d6 meg-

jelenésekor (immunizalds) egyre nagyobb affinitasu
és nagyobb mennyiségli antitest termelédik. Ezek
az antitestek a testfolyadékokban, igy a szérumban
is mérhetdk, abbdl kiilonbozd tisztitasi eljarassal ki-
nyerhetdk.
A specifikus immunvdlasznak 3 f6 szakaszdt killon-
boztetjiik meg:
1. A lymphocytak antigénfelismerése.
2. Az antigénspecifikus T- és B-sejtek differencialéda-
sa és klonalis osztddasa.
3. Effektor és memoriasejtek és molekulak képzdédése,
antigéneltakaritas.

Az emlésszervezetben a B-lymphocytak antigén-
receptoruk (BcR) révén barmely kémiai természet,
idegen molekulat (nativ antigént) képesek felismer-
ni és megkotni. A felismert antigén kémiai termé-
szetétdl, bejutdsa helyétdl, mennyiségétdl, valamint
a gazdaszervezet allapotatdl fiiggben vagy tamado
jellegti immunvalaszt, vagy toleranciat valt ki. A fe-
hérje természetii antigének nagyrészt un. T-sejt-flig-
g6 (T-dependens) immunvalaszt valtanak ki, ami
azt jelenti, hogy az antigénmolekula egyes szakaszait
nem csak B-sejtek, hanem T helper (Th-) sejtek is
felismerik. Ehhez a folyamathoz a fehérjemolekuldk
antigénbemutat6 (APC) sejtek altali felvétele, feldol-
gozasa és MHC-II-vel val6 bemutatasa is sziikséges a
Th-sejtek szamara. Az antigénspecifikus Th-sejtek és
B-lymphocytak egyiittes aktivacioja és kolcsonhatasa
eredményezi a B-lymphocytakban zajl6 izotipusval-
tast és affinitasérést (6-1. dbra), amelynek eredmé-
nyeként nagy affinitasu IgG, IgA vagy IgE izotipusu
ellenanyagok termelddnek. In vitro laboratériumi
mérémodszerekhez a leginkabb idedlis, ha IgG izo-
tipust ellenanyag keletkezik az immunvalasz soran.

Antigén, epitop

Az antigén fogalom DETRE LAszLO magyar mikro-
biologus nevéhez fizddik, aki ,,antitestgeneratornak”
nevezte azokat a molekuldkat, amelyek immunvalaszt
valtanak ki. DETRE a Pasteur Intézetben a typhus el-
leni immunitast tanulmanyozva dolgozta ki a speci-
fikus ellenanyagok keletkezésének antigéntedridjat,
az igazsagiigyi orvostanban elséként alkalmazott
immunbioldgiai (szeroldgiai) eljarast, leirta az im-
munszuppresszionak nevezett jelenséget, valamint a
szérumdiagnosztikaban nagy jelent6ségt zonajelen-
séget.
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6-1. dbra. A humoralis B-sejtes immunvdélasz 1épései

Mai, korszertibb megfogalmazas szerint antigén az
a molekula, amelyet az adaptiv immunrendszer spe-
cifikusan felismer, és ellene vagy tdmado jellegli im-
munvalasz, vagy tolerancia kialakuldsat eredménye-
zi. Szorosabb értelemben azok az anyagok, amelyek
immunvalaszt véltanak ki, az immunogének, mig az
antigének olyan anyagok, amelyek specifikus anti-
testekhez kotédnek. Az immunogén valaszt kivalté
antigént komplett vagy teljes antigénnek nevezzik. Az
antigénmolekula azon kisebb szakaszat, amely koz-
vetlen kapcsolatot 1étesit a T- vagy B-lymphocytak
antigénreceptoraval, epitépnak vagy antigéndetermi-
nansnak nevezzik (6-2. dbra).

Minél nagyobb és minél valtozatosabb egy mole-
kula, annal tobb fajta epitop helyezkedik el rajta, igy
annal tobb B-lymphocyta aktivaciéjat eredményezi

antigéndeterminansok (epitép)

az
antitestek az epitépot
. _ismerik fel <7

globularis
fehérjék

Wg

6-2. dbra. Az antitest felismeri a komplex antigén epit6p-
jait (antigéndetermindnsait)

©
T memoria
\\\—{? B-sejt

és annal tobb fajta (poliklonalis) antitest termelédik
ellene. Megkiilonboztetiink linedris epitopokat, ame-
lyek a fehérje harmadlagos szerkezetének felbontasa
utan is valtozatlanok maradnak és az elleniik ter-
mel6dott antitestet tovabbra is kotik. A konformdci-
Os epitopok — a fehérjék harmadlagos szerkezetébdl
adododan - egymastdl tavoli aminosavak altal alkotott
felszinen jonnek létre, amelyet a fehérje denaturalasa
tonkretesz, vagyis az antitest kotédése nem jon létre.
A neo-antigének a fehérjék harmadlagos szerkezeté-
nek felbontdsa utan felszinre keriild epitopok, ame-
lyek ellen a nativ formdban nem general antitestet az
immunrendszer (6-3. dbra).

A B-lymphocytak felismernek olyan kis moleku-
lakat is (szteroidhormon, antibiotikum, szervetlen
vagy szerves kis molekulak stb.), amelyek 6nmaguk-
ban nem véltanak ki immunvalaszt, csak ha hordo-
z6 fehérjéhez kapcsolodva jelennek meg. Ezeket in-
komplett antigénnek vagy hapténnek nevezziik.

Antitest szerkezet, izotipus, funkcio

Az immunglobulinok a plazmasejtek altal termelt
glikoproteinek, szerkezetiiket tekintve globulinok (a
fehérjeelektroforézis y-régiojaban taldlhatok). Az N-,
ritkibban az O-termindlis (IgA, és IgD) aminosav-
maradvanyokhoz kacsol6d6 cukor oldallancok (gli-
kozilacid) f6ként a molekula in vivo effektor funkcidi
(FcR-kotés, komplementaktivalas)
nélkulozhetetlenek.

szempontjabol
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6-3. dbra. Az epitopok (antigéndeterminansok) fajtai
a) Konformacios determinans

b) Linearis determindns

¢) Neoantigéndeterminans (proteolizissel képz8dik)

Szerkezet. Az Y alakd, monomer immunglobulint
4 polipeptidlanc alkotja, 2 identikus nehéz- és 2 egye-
z6 konnytilanc, amelyeket diszulfidhidak kapcsolnak
Ossze. A globularis szerkezett polipeptidlancok alap-
elemeit, a 110 aminosav hosszusaga doméneket szin-
tén diszulfidhidak kotik 6ssze (6-4. dbra). A konnytu-

a konnydlanc
hypervariabilis
régio-CDR

Row
NS
A

Ig domén

antigénkotés Fab

konnydlanc

lancok 2-2 doménbdl épiilnek fel, egy variabilis (V) és
egy konstans (C) doménbdl. A nehézlancokat egy V
és 3-4 C domén alkotja. A konnyt- és nehézlancok V
doménjei egyiitt hozzak létre a molekula N-terminalis
végén az antigénkotd helyet, vagyis a molekula speci-
ficitasat. Mind a nehéz-, mind a konnytilanc variabilis
doménjének aminosavszekvencidja-
ban 3-3 hipervariabilis szakasz alkot-
ja az antigénkotd ,,komplementaritast
determindl6 régiot” (CDR) (lasd 6-4.
abra). E molekulaszakaszok amino-
sav-variabilitasa  ellenanyagonként

nehézlanc L1 . T ack
eltér, igy valosul meg az a sokféleség,

\ amely lehetévé teszi szinte valameny-

nyi létez6 molekula felismerését. A
hipervariabilis  CDR régidban bekdvetkezé spontan
régio - CDR

mutéciok okozzdk a memoria tipu-

diszulfid-
kotések

biolégiai hatas
kbzvetitése Fe
diszulfid-

kotések

\:\ Osszekdtd csuklorész
. papainbontas helye

\.
N

™ Komplement-kétéhely

™ szénhidrat

6-4. dbra. Az immunglobulin-molekula doménes szerkezete

st immunvalaszban tapasztalhat6 af-
finitdsérés folyamatat. Ez azt jelenti,
hogy az antigénspecifikus aktivalodo
és 0szt6dd B-lymphocytdkban az im-
munglobulin nehéz-és konnytlanc V
régidinak CDR szakaszai mutdciok
miatt valtoznak, igy az ellenanyag af-
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finitasa is valtozik. A B-sejtek abban az esetben élnek
tul és termelnek tovabbi immunglobulinokat, ha ez a
mutdacié az ellenanyag nagyobb affinitasu kotéhelyét
eredményezi. Ismételt immunizalas folyaman az el-
lenanyagok atlagos affinitdsa n6 (affinitasérés).

Régebbi szerkezeti leirdsok a monomer immun-
globulin-molekulat a papain enzimmel val6 hasitas
soran kapott két Fab- (fragment antigen binding)
fragmensre és egy Fc- (fragment crystallizable) frag-
mensre bontjak (6-5. dbra). Egy masik enzim, a pep-
szin a kapocsrégio alatt hasitja a molekulat, igy egy
F(ab)2-fragmens és egy Fc-fragmens keletkezik. A
nehézlanc konstans domének az effektor funkciok
létrehozasaért feleldsek.

Az egy B-lymphocyta dltal termelt ellenanyagok a
nehézlanc vonatkozasaban kiilonbozhetnek egymas-
tol, ill. eléfordul, hogy ugyanakkor tobb osztalyba
tartozé immunglobulint is termel a sejt. Mindazon-
altal ezek az immunglobulinok antigénké6td képes-
ségiik szempontjabdl megegyeznek, amit a variabilis

Fv fragmens

Fab fragmens

IgG2a
(MAB 231, 1 IGT)

6-5. dbra. Az immunglobulin-molekula harmadlagos szer-
kezete

antigén _ antigénkoétbhely

N 4 N,
w T W
antigének

antitest

6-6. dbra. Antigénfelismerés. Minden antitest (ellenanyag)
specifikus antigént (epitopot) ismer fel, a kapcsolodas a
kulcs-zar viszonyhoz hasonld

régi6 kodol (6-6. dbra). Ahhoz, hogy az dridsi szamu
kiilonboz6 specificitasti antitest megjelenjen a szer-
vezetben és védje azt a szamtalan idegen anyaggal
szemben, szervezetiink sok millid, egymastol eltéré
B-lymphocytat allit el6. Amennyiben egy olyan rend-
szer biztositand ezt a sokszintiséget, amelyben minden
egyes eltérd variabilis szakaszt egy 6nall6 gén kodolna,
akkor a teljes genom sem lenne elég erre a célra. Ez-
zel szemben, amint azt SusuMu TONEGAWA 1976-ban
kimutatta, a B-lymphocytdk genomjanak egyes részei-
ben olyan szerkezeti véltozdsok (génrekombindcids
folyamatok) zajlanak le, amelyek az immunglobulinok
valtozékonysagat biztositjdk. TONEGAWA ezért a felfe-
dezéséért orvosi Nobel-dijat kapott 1987-ben.

Immunglobulin-izotipusok

Eml8sok esetén az immunglobulinoknak a nehézlanc
konstans doménjei alapjan 6t tipusa (izotipusa) van:
V> a, W, & és €. Ezek alapjan az immunglobulinokat 6t
osztalyba vagy izotipusba sorolhatjuk: IgG, IgA, IgM,
IgD és IgE. Az IgG és IgA (6-7. dbra) molekuldkat
még tovabb sorolhatjuk alosztalyokba: IgG,, 1gG,,
Ingb’
lancnak csak két izotipusa ismert: Kk és A, amelyek

IgG,, IgG,, valamint IgA  és IgA,. A kénnyu-

emberben hasonléak egymashoz, de minden egyes
immunglobulinban csak egyikiik fordul el6. Minden
immunglobulin-izotipus mds-mas biologiai funkcio-
kat lat el (6-2. tabldazat).

IgM

Az IgM monomer formaban az érett, de még an-
tigénnel nem taldlkozott, ,,naiv” B-lymphocytak an-
tigénreceptora (az IgD mellett), a primer immun-
valaszban els6ként termel6dé immunglobulin. A

19G IgA p—nehézlanc
IgM /
N N¢7 \
“ ﬁbnnyﬂlénc
ynehézlanc o nehézlanc ‘:\\:j Xﬁ N
IgE IgD joining
— chain m
N2 \# Q/K
0 / &
¢ nehézlanc & nehézlanc diszulfidkétésy

6-7. dbra. Azimmunglobulin-osztalyok szerkezete; nehéz-
lanctipusok
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6-2. tdbldzat. Az immunglobulin-alosztalyok szerkezeti és funkcionalis eltérései*

Jellemzo Osztaly—Alosztaly

IgM IgG, IgG, IgG, IgG, IgA | IgE IgD
forma pentamer | monomer | monomer | monomer | monomer dimer | monomer | monomer
szérum- 1,5 9 3 1 0,5 3,5 0,00005 0,03
koncentracié
(mg/ml)
komplement- +++ +++ + +++ - - - -
aktivacio
placenta- - + + + + - - -
transzfer
Fc-receptor- - + - + - - - -
kotés
megjelenés mucus tej tej tej tej mucus - -
szekrétumok- stb. stb.
ban

*A — hianyt, a + valamely tulajdonsdg vagy aktivitas meglétét, tobbszorozéssel annak mértékét jeloli.

plazmasejtek altal termelt, szekretalt forma pentamer
szerkezet(i, ahol az 5 monomer IgM-et egy ] (joining)
lanc kapcsolja 6ssze. A polimerszerkezet miatt a mo-
lekula igen nagy méretii, molekulatomege kézel 900
kDa, ezért kapta az ,M” (makro) jelolést. Féleg a vér-
szérumban fordul eld, mert nehezen jut at az érfalon
a szovetkozti térbe. Ugyanakkor a poli-FcReceptor
(pFcR) segitségével transzportalodik a nyalkahartyak
felszinére. Miutan a pentamer molekulat 10 antigén-
kot helye tobb antigén keresztkotésére teszi alkal-
szerkezete miatt nagy aviditassal koti az antigéneket,
és ugyancsak hatékony a komplementrendszer akti-
valasdban is.

IgD

Az IgM mellett a naiv B-lymphocytak antigénre-
ceptora. Szekretalt formaban, nyomokban fordul eld,
funkcidja nem ismert.

IgG

A memoria B-sejtek antigénreceptora, a masodla-
gos immunvalaszban termel6dd, legnagyobb meny-
nyiségli immunglobulin-osztaly. Mind a szérumban,
mind a szovetkozti térben megtaldlhatd. Az anyai IgG
transzportfolyamatok révén a placentan atjut a mag-
zatba, az Gjsziil6tt immunvédekezését biztositja, amig

kb. 6 honap alatt a sajat immunrendszere at nem ve-
szi ezt a feladatot. Az IgG szamos patogén ellen ter-
melddik, igy virusokat, baktériumokat, gombakat,
azok toxinjait neutralizdlja, a komplementrendszer
aktivalasaval (klasszikus ut) azokat elpusztitja, vagy
a korokozok opszonizacidjaval azok fagocitozisat is
elGsegiti. Az egyes IgG alosztalyok effektor funkcidi
eltérbek (14sd 6-2. tablazat).

IgA

Els6sorban a nyalkahartyak védelmét szolgal6 im-
munglobulin. Monomer formdban a vérben és a szo-
vetnedvekben fordul eld, a dimer format egy J-lanc
kapcsolja 6ssze, nyalkahartyafelszinre vald transzport-
jat a pFcR biztositja. A dimer IgA-val egyiitt lehasad
a receptor extracellularis része is, és mint szekretoros
komponens védi a molekulat a proteolitikus enzi-
mekt6l. Az IgA szamos patogén ellen termelédik, igy
virusokat, baktériumokat, gombakat, azok toxinjait
neutralizalja, az alternativ komplementaktivacids ut
elinditdja, ugyanakkor viszont a kérokozok opszoni-
zaciojat és fagocitozisat csak kismértékben segiti eld.

IgE

Monomer immunglobulin-molekula, amely a tob-
bi immunglobulintdl eltéréen 4 nehézlanc konstans
doménbdl épiil fel, amely jelentés mértékben gliko-
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zilalodik, molekulatomege 190 kDa. Az IgE moleku-
la termelddését kovetden nagy affinitassal kotédik a
basophil granulocytdk, a hizdsejtek és az eosinophil
granulocytak Fce-receptorahoz, vérbeli koncentraci-
6ja rendkiviil alacsony. Az IgE-nek alapvetd szerepe
van az azonnali tulérzékenységi reakcioban és a para-
zitak (férgek) elleni immunitas kialakitasaban. Nem
aktivdlja a komplementrendszert, hore érzékeny.

Az immunglobulinok koncentraciéjanak meg-
kozelité mennyiségi meghatarozasat fehérjeelekt-
roforézissel végzik (6-8. dbra). Ezzel a mddszerrel a
vérplazmafehérjéket albuminra, o= - [31-, [32- és
y-globulinra valasztjak szét, toltésiiknek és méretiik-
nek megfeleléen. Az immunglobulinok a y régiéban
vannak. Myeloma és néhany mas betegség esetén egy

Albumin o o B1 B2 Y

Sl

Ge AT3 PL
alp . Clg CRF
Hpt Clq CRF
aq.Ac
oqAt a-M  Tf . C3 Fibr
laT1 C4
A - A
o aq1.Ag B-Lp c5 IgM
re C1-inh
Hpx
Cls
IgA
A IgD(E)
Cer Fn
Albumin 1gG
Clir FB
szérum elektroforézis mintazat
(Laurell, C-B)

6-8. dbra. A £6 szérumfehérje-frakciok és az azokhoz tar-
tozo fehérjék

(Roviditések, sorrendben - Gc: D-vitamin-kété globulin;
AT,: antitrombin III; pl: plazminogén; aLp: a-lipoprote-
in; Hpt: haptoglobin; Clq: C1 komplementfaktor q része;
CRP: C-reaktiv protein; a,-Ac: o -kimotripszin; o -At:
o, -antitripszin; o -M: o,-makroglobulin; Tf: transzferrin;
C3: C3 komplementfaktor; Fibr: fibrinogén; pre-A: pre-
albumin; o -Ag: o -sav-glikoprotein; 3-Lp: B-lipoprotein;
IaTL inter-o-tripszininhibitor; C4: C4 komplementfak-
tor; IgM: M immunglobulin; Cl-inh: Cl-inhibitor; C5:
C5 komplementfaktor; Cls: C1 komplementfaktor s része;
Hpx: hemopexin; IgA: A immunglobulin; IgD(E): D (E)
immunglobulin; Cer: céruloplazmin; Fn: fibronektin; IgG:
G immunglobulin; Clr: C1 komplementfaktor r része; FB:
B faktor)

adott immunglobulin rendkiviil nagy koncentracid-
ban van jelen, amely monoklonalisnak tekinthetd, és
elektroforézissel egy éles savot ad.

Az immunglobulin-izotipus meghatarozas min6-
ségi vizsgalata végezheté immundiffizéval, immun-
elektroforézissel vagy immunfixaciéval, mennyiségi
mérésiik nefelometriaval, turbidimetriaval vagy ELI-
SA médszerrel.

Ellenanyag-affinitas, aviditas

Az antigén-ellenanyag komplexben a két mole-
kuldt nem-kovalens kotések tartjak Ossze. Ilyenek:
Coulomb-er6k, hidrogénhidak, elektrosztatikus
erék, van der Waals-erdk, hidroféb kapcsolatok. Az
antigén-antitest kapcsolodas legegyszertibb formaja,
amikor univalens ligandum (haptén) reverzibilisen
kapcsolodik az immunglobulin antigénkot6 helyé-
hez. Az egy immunglobulin-molekuldhoz a telitett-
ség allapotaban kapcsolodo ligandumok szama fejezi
ki az ellenanyag valencidjdt (6-9. dbra).

Az antigénkotd hely és a ligandum kapcsoloda-
sa reverzibilis, a kolcsonhatas soran az antigén kon-
centraciojatol és a kotés erdsségétdl fiiggd dinamikus
egyensulyi allapot alakul ki.

Az ellenanyagot Ab-vel (antibody), az antigént
Ag-vel jelolve:

2Ag+ Ab <> Ag - Ab

valencia: aviditas:

monovalens alacsony

&0 e
8 o bivalens nagy

0 polivalens igen nagy

6-9. dbra. Az immunglobulin-valencia és -aviditas viszonya
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Hagyomadnyosan azonban a kovetkezé sémaval jelo-
lik a reakciot, vagyis a két egyforma kotdhely koziil
csak az egyikre vonatkozoan:

Ag+ Ab <> Ag- Ab

Ez annyiban jogos, hogy a két kot6hely altalaban egy-
mastol fiiggetleniil és egyforma egyensulyi allandéval
reagal. A reakcio egyensulyi allanddja:

~ [Ag-Ab]
“ [Ag] [Ab]

Az egyensulyi allandé széles hatarok kozottt valtozik
a kiilénb6z6 antigén-antitest parok esetén. Sok eset-
ben K> 10 ~ 10, ami azt jelenti, hogy a képz6d6
komplexek nagyon stabilak, ill., hogy a reakcié na-
gyon hig oldatban is a komplexképzédés iranyaba
torténik.

A kapcsoldodas erdsségének mértéke az ellenanyag
affinitdsa (6-10. dbra), amelyet azzal az antigénkon-
centracioval jellemezhetiink, amely a rendszerben

kis affinitas

Ag +Ab <> Ag - Ab nagy affinitas

az Ag -Ab komplex
képzddési allandoja:

(Ag - Ab)
(Ag) x (Ab)

Keq =

6-10. dbra. Az antigén-antitest reakcié affinitdsa. Az an-
titest (Ab) affinitasa kifejezi azt, hogy miyen er6vel képes
kotédni az antigénhez (Ag). Ezt az antigén-antitest komp-
lex (Ag-Ab) képz8désének egyensulyi allandojaval (K )
irhatjuk le

o
D) P (¢ ~
})\@o@* AT
g7 \Y4 %
\ \f
antitest antigén
tébblet tébblet
;«»mozomﬁv
C./\h >
Koq= 104 108 1010 Oi@—{@{ oio%\
e
»}%\v
affinitas aviditas aviditas equivalencia-halozati
kialakitas

6-11. dbra. Az antigén-antitest reakci6 aviditasa. Az avi-
ditas a tobb kotbhellyel rendelkezé antigének és tobb ko-
t6hellyel rendelkezé antitestek kozott kialakuld kotések
egylittes erésségére utal (az affinitds egyetlen antitest és
antigén kozott kialakult kétéserdsség)

antigén

6-12. dbra. A komplex antigén poliklonalis immunvélaszt
valt ki, ami eltérd specificitasu ellenanyagok termel6désé-
hez vezet

1év6 antigénkoto helyek felének telitéséhez szitkséges.
Az antigénnek ez a mol-ban kifejezett koncentracio-
ja a disszociacios konstans (Kd). A kisebb Kd-érték
nagyobb affinitast jelent, ami ellenanyagok esetében
107-107" mol/l kozott véltozhat. Egy adott polivalens
antigénnel reagalé immunsavo (poliklonalis anti-
testek) szamos egyedi affinitasu antitestet tartalmaz,
amelyek Osszessége az aviditds (6-11. dbra).
Poliklondlis ellenanyagvalaszndl gyakran ta-
pasztalhaté, hogy az ellenanyag-termelést induka-
16 antigénnel szerkezeti hasonlésagot mutaté mas
molekulak, amelyek azonos epitépokat hordoznak,
kisebb-nagyobb mértékben reagalhatnak a terme-
16dott ellenanyaggal. Ilyenkor keresztreakciordl be-
széliink. Mivel az antigének altalaban polivalensek,
vagyis tobb kiillonbozé epitépot tartalmaznak, sza-
mos, kiilonbo6z¢ affinitasu ellenanyag termelddését

valtjak ki (6-12. dbra).
ANTITEST-ELOALLITASI MODSZEREK

Immunizalas

Immunanalitikai célra leginkdbb IgG osztalyu el-
lenanyag eléallitasa a cél. Ehhez a megfelel6 antigén
kivalasztasan kiviil a bejutds helye, modja és a kisér-
leti allat megfelelé kivalasztasa is nélkiilozhetetlen.
Immunogenitas szempontjabdl az antigéneket oszta-
lyozhatjuk kémiai természetiik (fehérje > polipeptid
> poliszacharid > lipid > nukleinsav), méretiik, bio-
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légiai tulajdonsagaik szerint. Megfelel6 nagyméret(i
antigének (pl. virusok, baktériumok, sejtek, fehér-
jék, polipeptidek, poliszacharidok) 6nmagukban is
immunogének, mig kisebb molekulak csak polimer
formajaban vagy hordozohoz kapcsoltan valtanak ki
immunvalaszt. Fehérjehordozoként leggyakrabban
KLH-t (Keyhole Limpet Hemocyanin: extrém nagy
meéretli, vegyes dsszetétel(, glikozilalt, réziontartalmu
protein, piros kiirtcsigakbol nyerik ki), borjt szérum-
albumint (BSA), vagy tireoglobulint (Tg) haszna-
lunk, amelyek jé6 immunogének és megfelel6 szam-
ban tartalmaznak haptének kapcsolodasara alkalmas
oldallancokat (-NH,, -SH, fenol, imidazol). A poli-
szacharidok fehérje hordozé nélkiil T-sejttdl fugget-
len immunvalaszt valtanak ki, amelyet alacsony affi-
nitasuy, IgM ellenanyagok tualstlya jellemez.

Az oltéanyagot leggyakrabban a bérbe (intrader-
malis), a bor ala (subcutan), izomba (intramuscula-
ris), a hasiiregbe (intraperitonealis), ritkabban int-
ravendsan adjuk be a kisérleti allatnak. Az optimalis
immunvalasz kivaltasahoz sziikséges antigén meny-
nyisége, a beadas modja, az ismételt oltasok gyakori-
saga fajonként jelentésen eltér.

A létrej6vé immunvalasz mindségi és mennyiségi
jellemzdit jelentsen befolyasoljak az antigénnel be-
adott segédanyagok, az un. adjuvinsok, amelyek a va-
lasz specificitasat nem befolyasoljdk. Szerepiik az an-
tigén felszivddasanak, bomlasanak lassitasa (olajok,
aluminiumgélek alkalmazasaval), a nem specifikus
gyulladasos reakcid kialakulasanak el6segitése (elolt,
nem virulens kérokozokkal) és ezzel az antigénbe-
mutatds hatékonysaganak novelése. A leggyakrabban
alkalmazott kdorokozok koziil egérben a Bordetella
pertussis 1gG, és IgE, a Mycobacterium tuberculosis
IgG, -termelését valtja ki.

Poliklonalis antitest

A hagyomanyos in vivo immunizalassal el6alli-
tott ellenanyagok poliklonalis jellegtiek, vagyis tobb
B-sejt-klon termékei, ezért a szérumbdl izolalhatd el-
lenanyagok sok szempontbdl heterogének (6-13. dbra).
Az olyan mindségi paraméterek, mint epitopspecifici-
tas, affinitas, izotipusmegoszlas hatdrozzdk meg alkal-
mazhatosagukat és titeriiket egy adott rendszerben. Az
antitesttiter azt a szérumbhigitast jelenti, amely az adott
meérési rendszerben még pozitiv eredményt ad.

A poliklonalis ellenanyag ezen heterogenitasa
egyben az ellenanyag mint reagens elénye is, mert

multivalens, komplex
antigén

poliklonalis
antitest

antigén-antitest
komplex

6-13. dbra. A poliklondlis antitest az antigén tobb epitdpjat
ismeri fel

ugyanannak az antigénnek kiilonb6z6 determindn-
sait ismerik fel, igy keresztkotésen, mint pl. precipitd-
cion, agglutindcion, ill. az Fe-fiiggo funkciokon alapulo
modszerekben (komplementaktivacio) jol alkalmaz-
hatok. Tovabbi elényiik viszonylag olcsé eléallitha-
tésaguk, bar ha figyelembe vessziik a sziikséges nagy
tisztasagu antigén elGallitasi koltségeit és a kivalasz-
tott allatfaj koltségeit, az egyes allatokbol nyert szé-
rumok ismételt mindségi vizsgélatait, hosszu tavon
nem biztos, hogy olcsébb a hibridéma technikaval
el6allitott monoklondlis ellenanyagok termelésénél.
A poliklonalis reagensek hatranya tovabba, hogy ro-
kon szerkezetli antigénekkel gyakori a keresztreakcio,
amit jelentds titerveszteség aran, affinitas-elGtisztitas-
sal lehet kikiiszobolni.

Poliklonalis ellenanyag el6allitasakor célszerti par-
huzamosan t6bb allatot immunizélni és az antigén-
specifikus ellenanyagok megjelenését egyedenként
kovetni minden oltas utdn. Az ellenanyagtiter val-
tozasat célszerli az oltasok eldtt vett Un. preimmun
szérumhoz hasonlitani abban a tesztrendszerben,
amelyben majd az ellenanyagot alkalmazni szeret-
nénk. A hiperimmun savé el6allitdsahoz célszert az
oltasok kozott 3-4 hetet varni és az Gjraoltasokat az
elsé oltasndl kisebb antigénmennyiséggel végezni, az
affinitasérés igy novelhetd. Hapténekkel valé immu-
nizalasnal a teszteléshez és az immunizalashoz cél-
szerl a haptén molekuldt mas-mas fehérje hordozoé-
hoz kapcsoltan alkalmazni.

Monoklonalis ellenanyag eldallitasa

Felfedezések. A hetvenes években, a myelomak
felfedezése és leirasa kapcsan mar sikeriilt megalla-
pitani, hogy ezek a sejtek egységes tipusu ellenanya-
got termelnek, amelyet paraproteinnnek neveziink.
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1973-ban JERROLD SCHWABER ember-egér hibrid
monoklonalis antitest eléallitasi eljarast irt le, majd
1975-ben CESAR MILSTEIN, GEORGES KOHLER és
NIELS JERNE tette el6szor kozzé a monoklonalis an-
titestek létrehozasanak elvét. 1984-ben orvosi No-
bel-dijat kaptak érte.

Az eljaras sejtfuzion alapul, megpréobaltak egy el-
lenanyagot termelé B-sejtet egy myeloma-sejtvonal-
lal egyesiteni, ez a hibridoma technoldgia (6-14. dbra).
A f0zi6 célja a kétféle sejt tulajdonsdgainak egyesitése
volt. Az adott tulajdonsagu antitestet termeld B-sej-
tet hiaba izolaljuk, sejttenyészetben nem osztodik. A
myelomasejtek viszont korlatlanul osztédnak (im-
mortalitds). Egyesitésiikkel tehat egy bizonyos anti-
testet termeld és korlatlanul, gyorsan szaporodo, sta-
bil sejtvonalat kaphatunk. A monoklonilis antitestek
termelése soran egy specifikus antigénnel ismételten
oltanak beltenyésztett egereket (ma mar patkanyt és
nyulat is), igy a tobblépcsés immunizalassal a kivant
antitestet termeld B-sejtek szima nagymeértékben no-
velhetd. Ezek feldusulasi helye a lépben és a nyirok-
csomokban van. A 1épbdl izolalt lymphocytakat in
vitro fuzionaltatjak egy folyamatos Sp-2/0-Agl4 egér
myeloma-sejtvonallal. Fontos, hogy ez a sejtvonal
ugyanabbdl a fajbol szarmazzék, mint az immuni-
zalt allat, stabil, konnyen fenntarthato, gyors szapo-
rodoképességgel rendelkezzék, tovabba dnmagaban

an/tigén

egér lépsejtek
(HGPRTH+, Ig+,
korlatozott osztédas)

ne termeljen ellenanyagot, és rendelkezzék egy olyan
enzimhiannyal (HGPRT, hipoxantin-timidin-foszfo-
ribozil-transzferaz és TK, timidin-kinaz), amelynek
kihasznaldsaval konnyen elkiilonitheték a B-sejt—
myeloma hibridekt6l.

A sejtfuziot legegyszertibben polietilén-glikol
(PEG) segitségével lehet 1étrehozni, amely reverzibili-
sen megbontja a sejtek vizburkat, igy a szorosan egy-
mas kozelébe keriilt sejtek lipidmembranjai 6ssze-
olvadhatnak. A véletlenszer(i sejtfizié utan a kevert
sejteket szelektalni kell, HAT médium (hipoxantin,
aminopterin, timidin) segitségével, amelynek jelenlé-
tében a myelomasejtek szaporodasa leall, csak a hibrid
sejtek tudnak tulélni. A sejteket 96 lyuka steril szovet-
tenyészt6 lemezeken tenyésztjiik, és kb. 7-10 nappal
a fuzid utan a sejtek feliiluszoit teszteljiik antigénspe-
cifikus antitesttermelésre egy megfeleléen gyors, sok
minta vizsgalatdra alkalmas moddszerrel (pl. ELISA,
aramldsi citometria stb.). Az antitesttermeld, tuléls
sejtek szétvalogatasat a klonszelekcié modszerével vé-
gezziik, amikor a sejttenyészetet 96 lyuku lemezekre
tessziik ki olyan higitassal, hogy elvileg minden lyuk-
ba 1 sejt keriiljon. A hibrid sejtek névekedését invert
mikroszkopos vizsgalattal tudjuk ellenérizni. Mivel
ez véletlenszerli esemény, a pozitiv, antitestet termeld
sejtvonalakat ismételt klonszelekcionak (stabilizalas)
tessziik ki mindaddig, amig a klénozas Osszes sejt-

SP2 myelomasejtek
~ (HGPRT-, Ig—,
. korlatlan osztodas)

polietilénglikol

(PEG)

nem fuzionalt B-sejtek l

nem fuzionalt SP2 sejtek

) (A G
l fuzionalt sejtek ‘
sejthalal HAT-médiumban
néhany osztédas utan sejthalal

HAT szelekcio

hibridoma sejt
" (HGPRTH+, Ig+, immortalis)

6-14. dbra. Monoklonilis ellenanyag (antitest) el¢dllitasa hibridématechnikéval
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vonala a kivant antitestet termeli. A kivalasztott klon
sejtjeit ezutan egyre nagyobb tenyésztdedénybe he-
lyezve felszaporitjuk, egy résziiket dimetil-szulfoxid-
(DMSO-) tartalmu tapfolyadékban lefagyasztva ta-
roljuk, masik résziiket antitesttermelésre hasznaljuk
fel. A feliiliszobol nyert antitestet tovabb jellemezziik
izotipus, affinitas, keresztreakciok, egyes mdodszerek-
ben vald alkalmazhatoésag, tisztithatésag szempont-
jabdl (http://www.sumanasinc.com/webcontent/ani-
mations/content/monoclonalantibodies.html).

A monoklondlis ellenanyagok elényei immunana-
litikai modszerekben. A monoklonalis ellenanyagok
nagyfoka specificitdsuk miatt alkalmasak moleku-
lak epitdprol epitopra valé analizisére. Ugyanakkor
a monoklonalis ellenanyag - szemben a poliklondlis
ellenanyagokkal — nem alkalmas az egész moleku-
la felismerésére (6-15. dbra). Eléfordulhat, hogy egy
monoklonalis ellenanyag tobbféle antigén azonos
epitopjait ismeri fel: ezt keresztreaktivitasnak nevez-
ziik. Ennek a keresztreakcionak az oka lehet kozos
aminosavszekvencia, szénhidrat- vagy lipidoldallanc
a kiilonb6zé molekulakban. Az anti-CA 19-9 antitest
olyan kozos szénhidratepitopot ismer fel, amely mint

4 Ae——eg 4 —e—oly_

Ag/ A B
\"D—fﬁ/:?/o \‘“*ﬂuog/——@/o
a » b

6-15. dbra. Ellenanyagok 6sszehasonlitdsa

a) Monoklonalis ellenanyag: azonos specificitdsu ellen-
anyag-molekuldk; egyetlen B-sejtbdl szarmazé sejtvonal
(sejtklon) termeli ezeket; egyetlen epitop felismerésére ké-
pesek

b) Poliklonadlis ellenanyag: eltérd specificitasu tobb ellen-
anyag keveréke; tobb B-sejt-klon termékei; egy adott anti-
gén eltérd epitdpjait ismerik fel

Ag

Qg

multivalens, komplex
antigén

monoklonalis
antitest

antigén-antitest
kotédés

6-16. dbra. A monoklonalis antitest az antigén egyetlen
epitdpjat ismeri fel

tumormarker kiilonb6zé méretii és formdji moleku-
lak mérésére alkalmas. Ugyanakkor a nagyfoku spe-
cificitds miatt a killonb6z6 monoklonalis antitestek-
kel kiilonbség tehetd izoenzimek, fehérjeizotipusok,
molekuldk konformacids eltérései kozott. A monok-
lonalis ellenanyagok eldnye, hogy a stabil sejtklonbol
gyakorlatilag korldtlan mennyiségben lehet ugyan-
azon mindségu, egy epitop felismerésére alkalmas,
azonos izotipusy, ritkan keresztreagal6 antitestet el6-
allitani (6-16. dbra). Ezért a monoklondlis ellenanyag
technolégia rendkiviil hasznos és csaknem idealis
reagenseket biztosit a klinikai laboratériumnak az
immunoassay tesztrendszerekben.
A monoklonalis ellenanyagok immunanalitikai
felhasznaldsanak el6nyei:
« A monoklonalis ellenanyagok jol definialhat6
reagensek.
« Korlatlan mennyiségben eldallithaté, homogén,
allando affinitasu és specificitasu reagensek.
» Monoklonilis ellenanyag el6allithaté nem tisz-
titott antigénnel végzett immunizaldssal is.

A monoklonilis ellenanyagok felhasznalasanak kor-
latai:

« Elégtelen precipitacios és agglutinacios reaktivi-
tasuak, mert egyetlen monoklonalis ellenanyag
nem vagy csak mérsékelten tud nagy immun-
komplex-kialakulast eredményezni.

+ Nagy, heterogén epitépokkal rendelkezé anti-
gént nehezebb egyetlen epitdpjara specifikus
monoklonalis ellenanyaggal immunkémiailag
jellemezni.

Antitest el6allitasa rekombinans technologiaval

Els¢ként SKERRA és PLUCKTHUN (1988) allitotta

el6 rekombinans technikaval egy specifikus antitest
Fv-fragmensének variabilis doménjeit E. coliban exp-
resszaltatva. Ez a technoldgia tette lehet6vé enzimmel
fuzionaltatott kiméra antitestek el6allitasat. A ,,phage
display” technologia (Winter, 1994) segitségével an-
titestfragmenseket éllitanak el6 elére meghatarozott
kotdspecificitassal, immunizalas nélkiil. Ehhez egy
random antitest variabilis régi6o (V) gén-konyvtar
(génrepertoire) keriil megalkotasra elséként in vit-
ro, amelyet bakteriofagban expresszéltatnak (6-17.
dbra). Ebbdl a fagkonyvtarbdl az antigén segitségével
ki lehet valogatni a megfelel6 V-géneket expresszald
fagot, azt ol lehet szaporitani és baktériumban meg-
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ellenanyag-

termelés

felszaporltas
6-17. dbra. A fag-display technika ellenanyag eléallitasara

termeltetni. A kivalasztott antitest affinitdsa mutaci-
okkal tovabb névelheté. Ezzel a moédszerrel nagy avi-
ditast ellenanyagokat lehet eléallitani laboratériumi
telhasznaldsra.

Ellenanyagok tisztitasa

Kiillonb6z6 mértékben tisztitott ellenanyagra sza-
mos mddszer alkalmazasakor sziikség van. A jo hi-
perimmun szérumok antigénspecifikus poliklonalis
ellenanyag tartalma altalaban 0,1-1 mg/ml. Az in vit-
ro tenyésztett hybridomak altal termelt monoklona-
lis ellenanyagok koncentracioja pedig nem tobb mint
10-20 pug/ml.

Ezeket a y-globulinok csaladjaba tartozé fehérjéket
az egyéb szérumkomponensektdl, ill. a tapfolyadék
egyéb elemeitdl a molekula fizikai-kémiai tulajdonsa-
gai alapjan kidolgozott biokémiai mddszerekkel (so6-
val kicsapas, ioncserélé kromatografia, gélsziirés stb.)
vagy affinitaskromatografia segitségével valaszthatjuk
el. Ez utobbi maddszer alapja az, hogy a kiillonb6z6 osz-
talyba tartozé ellenanyagok bizonyos molekulakhoz,
pl. novényi lektinekhez (Mannose Binding lektin)
vagy bakterialis fehérjékhez (Staphylococcus Protein
A, Streptococcus Protein G, Peptostreptococcus Pro-
tein L) szelektiven kotédnek (6-3. tdbldzat). Ezeket a
molekuldkat immobilizalva (pl. Sepharose-gyongy-
hoz kotve), oszlopkromatografiaval szelektiven tisz-

VH és VL gének
gyljteménye az Ig-kényvtarban

(I
(|
(I

N

VH és VL
gének PCR-je

ellenanyag-variansok
kifejezése a fag felszinén

'/Fégkétédés

szilard fazishoz
kotott antigén

a specifikus
fag elucidja

tithatok a megfelel6 osztalyba tartozé immunglo-
bulinok (6-18. dbra). Ha a Sepharose-gyongyokhoz
antigént kotiink kovalensen, az immunszérumbol
vagy feliilluszobdl az antigénspecifikus ellenanyagok
szelektiven izolalhatok. Az oszlop molekulaihoz ko-
t6d6 antitesteket megfelel6 alacsony pH-ju és ion-
erdsségli pufferrel tudjuk elualni. Ugyanigy forditva
is, megfelel§ tisztasagu antitestet immobilizalva Sep-
harose-gyongyokhoz, kis mennyiségti antigént tu-
dunk kevert oldatbdl tisztitani affinitdskromatografia
segitségével (6-19. dbra).

ELLENANYAGOK, ANTIGENEK JELOLESE

Mivel az antigén-ellenanyag immunkomplex létrejot-
te nem okoz minden esetben mérhetd valtozast, ezért
az immunanalitikai mérésekhez legtobbszor sziiksé-
glink van egy jelolé molekulara, amely a teszt tipusa-
tol fiiggden lehet akar az antigén, akar az ellenanyag
egy jelolt valtozata. A jelolés annyit jelent, hogy a
molekuldhoz édltalaban kovalensen hozzakétiink egy
analitikailag jol mérhet6 részt. Fontos, hogy a jelolé
anyag lehet6leg minél kevésbé valtoztassa meg az im-
munreagens kotédési tulajdonsagait. A jel6lé mole-
kula lehet radioaktiv izotop, enzim, fluoreszcens mo-
lekula, kemilumineszcens molekula vagy magneses
nanopartikulum.
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6-18. dbra. Ellenanyag tisztitasa Protein-G Sepharose affinitdskromatografiaval

Radioizotopos jelolés

Ez volt az elsd jelolési technika, amit az 6tvenes
évektdl alkalmaztak az immunoassay-knél (RIA,
IRMA). Az izotop beépitése gyakorlatilag nem val-
toztatja meg az antigén vagy ellenanyag kotédési tu-
lajdonsagait. Maig ez az egyik legérzékenyebb eljaras,
de mivel draga, és kiilonleges kezelést igényel a radio-

beadhez antigént a nem kotott X-antigén
anti-X-antitest tartzalmazé komponensek elualasa
oldat felvitele kimosasa

) ) @
& S
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6-19. dbra. Antigén tisztitasa affnitdskromatografiaval

aktivizotdpok miatt, mara mdr visszaszorult. A mdd-
szer egyik kidolgozdja ROSALYN SussMAN YALOw
1977-ben Nobel dijat kapott az inzulin radioimmu-
noassay-vel val6 meghatarozasaért.

« Jelol6 izotdpok:
— 12, BT (y-sugarzok).
-’H, "C (lagy p-sugarzok)

o Az eljaras hatranyai:

- A hulladékok elhelyezése gond.

- Korlatozott felhasznalasi ido6.

- Veszélyes anyagokat kell tarolni.

- Koltséges mérdberendezés sziikséges.

— Alland6 szervezett ellenérzésre, a dolgozok és
a munkahely egészségiigyi feliigyeletére van
sziikség.

o A y-sugdrzo izotdpos jelzés jellemzdi:
- Jol kidolgozott, gyors, olcso jelolés.
— Erzékeny médszer (10-°-10""2 mol/l tartomény).
- Viszonylag rovid felezési id6 (**°I: 60 nap, “'I:
8 nap).
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6-3. tabldzat. Kiilonbozé fajok ellenanyagainak affinitasa
protein A-hoz és protein G-hez

Faj Protein A Protein G
Ellenanyag
humdn IgG, ++++ ++++
human IgG, +4+++ +4+++
human IgG, - A+
humidn IgG, ++++ ++++
human IgA T+ _
human IgD 4 _
human IgE 4 _
human IgM T+ _
egér IgG, + ++
egér IgG,, ++++ ++++
egér IgG,, +++ +++
egér IgG, ++ +++
egér IgM +/- -
patkany IgG, - +
patkany IgG,, - e+t
patkdny IgG,, - T+
patkany IgG,_ + ++
patkany IgM + /- -
nyul IgG +H++ 4+
horcsog IgG + ++
tengerimalac IgG ++++ ++
szarvasmarha IgG ++ ++++
birka IgG +/= ++
kecske IgG +/- 4
sertés IgG +++ +++
csirke IgG - +
Fragmensek

humadn Fab + +
human F(ab’), + +
human scFv + -
human Fc ++ ++
human x - -
human A - -

— ,Lebomlasi katasztrofa” — a kémiai szerkezet
is nagymértékben sériil.
- Kival6 mindségili szamlalo sziikséges.

o A B-sugdrzo izotépos jelzés jellemzii:
Jol kidolgozott jel6léstechnika.
- Erzékeny modszer (10°-10"'> mol/l tarto-

many).

— Hosszu felezési id6 (*H: 12,3 év, “C: 5760 év).

- Bonyolult és igen draga szamlaloberendezést
igényel.

- Bonyolult és kornyezetszennyezd vegyszeres
elokészités.

- Kereskedelemi forgalomban nemigen kapha-
to.

Enzimjelolés

A hetvenes években kifejlesztett technika, kevés-
bé érzékeny, mint a radioizotdpos technika, de sok-
kal stabilabb jel6lés, nem sugarveszélyes, nem igényel
specialis egészségiigyi ellendrzést, tarolasi feltéte-
leket, ezért jobban elterjedt. Alkalmazasanal az en-
zimet nem kozvetlenill detektdljuk, hanem annak
kromogén vagy fluorogén szubsztratjat, amelybdl az
enzimkatalizis hatdsara szines termék képzodik. A
szinreakcié egyszerii fotométerrel detektalhato, az
abszorbanciavaltozas ardnyos az enzimaktivitassal,
amelynek mértékéb6l meghatarozhaté a szilard fa-
zishoz kotott antigén vagy antitest mennyisége. Az
enzimjelolést alkalmazé immunoassay-k legelterjed-
tebb formdja az ELISA (Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay) technika, ahol egy specialis, 96 lyu-
ka miianyag lemez mélyedéseiben (mikrotiter-talca)
végzik az immunreakciot, a lemez mélyedései (ango-
lul well) szolgalnak kiivettaként is a fotometrids mé-
résnél. A hasznalt jel6l6 enzim leggyakrabban alkali-
kus foszfataz és peroxidaz, ritkabban (3-galaktozidaz
vagy gliikéz-oxidaz.

Fluoreszcens jelolés

Az ehhez alkalmazott jelolé anyagok (festékek)
nagyenergidji (kis hullamhosszt) fénnyel megvila-
gitva mas, alacsonyabb frekvenciaju fényt bocsatanak
ki. Ezt a jelenséget fluoreszcencianak nevezik. Né-
hany mintdnak 6nmagaban is van fluoreszcens tulaj-
donsaga, az alkotd vegyiiletektdl fiiggden, ezt auto-
fluoreszcencidnak nevezik.
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Probléma: bioldgiai mintakban fluoreszcens anya-
gok (pl. fehérjék, bilirubin, egyes vitaminok) inter-
feralhatnak, ami hattér-fluoreszcencia, autofluoresz-
cencia formajaban jelentkezik.

Elényei:
« Az enzimjel6léssel szemben nagyobb érzékeny-
ség, kisebb mérési tartomany (10~'* mol/l vs.
1078 mol/l).
« Nagyon érzékeny és segitségével kis molekulak
is kimutathatdk, ezért elterjedt a modern biolé-
giai kutatasokban

Sok kiilonféle fluoreszcens jelolofesték létezik, pl.
fluoreszcein, rodamin B, lantanida kelatkomplexek,
umbelliferonszarmazékok.

Kemilumineszcencia

A gerjesztés kémiai reakcioban torténik. A ger-
jesztett allapot termék molekula-fénykibocsatassal
tér vissza alapallapotba. Altaldban oxidéciés reakci-
okban fordul el6, amikor egy molekulat erds oxida-
lészerrel (pl. hidrogén-peroxiddal) lugos kozegben
oxidalunk.

Biolumineszcencia

A kemilumineszcencia sajatos esete, amikor a ké-
miai reakciot enzim katalizalja. Ilyen a szentjanosbo-
garban lejatszodo reakcid, amelyet a luciferdz enzim
katalizal:

luciferin + oxigén = oxiluciferin + foton

Jellemzbi:
o Erzékenyebb, mint a fluoreszcens mddszerek,
jelenleg az egyik legérzékenyebb jelolés.
 Probléma, hogy a szennyezddések és a bioldgiai
matrix zavarhatja a mért jelet.
« Jelolé anyagok: luminol, izoluminol, akridini-
um-észterek stb.

KONJUGALASI MODSZEREK

A kivalasztott immunoassay sikeres miikodése nagy-
mértékben fiigg attol, hogy a jel6l6 molekula (enzim,
fluorofor stb.) kapcsolddasa ne valtoztassa meg az an-
tigén/antitest biologiai tulajdonsagait (konformacio,
affinitas, antigenitas stb).

Glutdraldehiddel val6 konjugédlds esetén (Avra-
meas, 1978) a glutaraldehid aldehidcsoportjai kap-
csolddnak a fehérjék aminocsoportjaihoz. Ez magas
pH-n lezajlo, kevert reakcio, amely kiilonb6z6 forma-
tumu konjugatumokat eredményez, mivel tobb aktiv
csoport kapcsolodik dssze.

A perjoddtos modszer (Nakane, 1966) az antitestek
peroxidaz enzimmel vald jelolésére terjedt el, mivel
szénhidrétot tartalmaz a molekula.

E modszerek nem alkalmasak a molekuldk térbeli
konfiguracidjanak megtartasara, ezért ujabb konju-
galasi eljarasokat fejlesztettek ki bivalens reagensek
felhasznaldsaval, mint az m-maleimidobenzil-N-hid-
roxiszukcinimid-észter (MBS), ahol annak aktivalt
észter- és maleimidcsoportjai reagdlnak -NH, és
—-SH csoportokkal egyarant, sszekapcsolva azokat.
N-hidroxiszukcinimid (NHS) felhasznaldsdval a mo-
lekuldk karboxicsoportjait is hasznalhatjuk jelolés-
re, ami a fehérjék -NH, csoportjaihoz kapcsol. Ez a
madszer felhasznalhato fehérjék szilard fazisa hordo-
z6hoz kapcsolasara is.

Immunoldgiai alapt laboratériumi
modszerek csoportositasa

o Elvalasztds-technikai mérémédszerek: affini-
tas-kromatografia, immundiffuzié, immun-
elektroforézis. Ezek a 4. fejezetben mar részlete-
zésre kerultek.

+ Optikai mérémaddszerek: turbidimetria, nefelo-
metria

« Immunanalitika: immunoassay

ANTIGEN-ANTITEST REAKCIOKON ALAPULO
MODSZEREK

Az antigén- és ellenanyag-molekula kolcsonhatdsa
az antigénkotd hely és a megfelel6 epitép kapcsold-
dasan alapul, amelyet elsédleges kolcsonhatdsnak
neveziink. Bivalens vagy polivalens antigének két
vagy tobb antitest Osszekapcsolodasat eredményez-
hetik, ami az Fc-részek interakcidjahoz vezethet. Az
igy kialakulé6 masodlagos kolcsonhatdsok az anti-
gén-antitest kozott kialakulo térhaldszerkezet, vagy-
is immunkomplex keletkezéséhez vezetnek. Ezek al-
talaban az oldatbol kivalva az antigén természetétol
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tiiggden precipitalodnak vagy agglutindlédnak. Az in
vitro immunkomplex-képz6dés szamos immunolé-
giai mddszer alapja, igy a laboratériumi gyakorlatban
igen elterjedt.

PRECIPITACION ALAPULO ELJARASOK

Egy oldott polivalens antigénmolekula és az ellen-
anyag kolcsonhatdsa precipitatum képzédéséhez ve-
zethet, ha a két komponens megfelelé aranyban van
jelen. A reakciéban a komponensek optimalis kap-
csolodasahoz azok megfelelé aranya, a kozegben
fenndllé megfelelé pH, ionerésség és homérséklet
sziikséges, valamint fontos az ellenanyag affinitasa és
aviditasa is. A végleges térhalo kialakuldsa optimalis
tényezok jelenlétében is hosszabb ideig tart (30-120
perc). Azonos antigénmennyiséghez névekvé ellen-
anyag-mennyiséget adva, vagy forditva, allandé an-
titestkoncentracidhoz névekvé antigénmennyiséget
adva un. precipitdcios gorbét irhatunk le, ez jellegze-
tesen Gauss-gorbe alaku (6-20. dbra), és HEIDELBERG
irta le 1935-ben. A jellegzetesen 3 szakaszra oszthat6
tiiggvény segitségével mennyiségileg meghatarozha-
to az antigén : antitest arany. A gorbe els6 szakaszara
jellemzd az antitesttalsuly, amikor a precipitatumtol
elvalasztott feliiliszoban szabad antitest mutathat6
ki. Tovabb novelve a hozzaadott antigén mennyiségét
egyre tobb és nagyobb térhalé képzddik, elérve az un.
ekvivalenciazonat, ahol szabad antigén és szabad an-

A
méréshatar ekvivalenciazéna antigénfelesleg
antigénfelesleget meériink >
o) .
1 I AN ¢ { oY &1 05 o N kritikus pont
= N
5 N
£ =0
5 &
S
&

ndévekvd antigénmennyiség

6-20. dbra. Heidelberg-gorbe. Az antigén-antitest reakcio-
ban képz8d6 immunkomplex keletkezésének jellemz6i

titest nem talalhato. A gorbe harmadik szakaszaban
antigéntulsuly jon létre, amikor a precipitatum meny-
nyisége ujra csokken. Valamely analit meghataroza-
sahoz optimalizalni kell azt az antitestkoncentraciot,
amellyel az ekvivalenciazéonaban tudunk mérni egy
molekulat dinamikus hatarok kézott.
Immunprecipitatumokat oldatban a nefelometria
és turbidimetria segitségével, gélben immundiftuzi-
6s eljarasok segitségével tudunk festés utan vagy UV
fényben meghatdrozni. A mddszer el6nye a specifici-
tas és az egyszer(iség, hatranya a viszonylag alacsony
szenzitivitas, amely 0,1-0,5 mg/dL kozott mozog. Ez
a szenzitivitds ugyanakkor elégséges a f6 szérum-
komponensek mennyiségi meghatarozasahoz.

Precipitaciés modszerek:
« Kvalitativ precipitaciéos modszerek
- Egyszeri immundiffizié (Williams, 1970).
- Kettés immundiffuzié (Garvey, 1977).
- Kétdimenzios immundiffazié (Williams,
1970).
— Elektroimmunodiftfuzié (Ritzmann, 1975.
- Immunoelektroforézis (Rose, 1973).
o 2. Szemikvantitativ precipitaciés mdodszerek
- Egyszerti, radialis immundiffazié (Fahey,
1965; Mancini, 1965).
- Egydimenzids elektroimmundiffizié (Axel-
sen, 1975) (,,rocket’-elektroforézis).
o 3. Kvantitativ precipitaciés mddszerek
— Nefelometria (Ritchie, 1978).

— Turbidimetria.

Nefelometria és turbidimetria

E mérémoddszereket nagyobb partikulumok kon-
centracidjanak meérésére hasznaljuk (mint anti-
stb.),
amelyeket méretitk miatt nem tudunk abszorpcids
spektfotometriaval vizsgalni. A nefelometria elve,

gén-antitest komplex, micropartikulumok

hogy a mintan athaladé fény kiilonb6z6 iranyban
torténd szorddasat mérjiik, a kapott gyenge optikai
jel felerdsitésével. Ezzel ellentétben a turbidimetria-
nél a mintan athalado fény elnyelddését detektaljuk,
vagyis a fényintenzitas-csokkenést.

Tehat a nefelometria és a turbidimetria egy szusz-
penzidban keletkezett részecskék okozta fénysugar-
zas szorodasanak mérésén alapul (6-21., 6-22., 6-23.
dbra). Amikor egy parhuzamos fénysugar a szusz-
penzidban egy részecskéhez ér, a fény egy része elnye-



Immunkémiai eljarasok a fehérjék azonositasaban - Specifikus fehérjekimutatasok oldatban ... 141 ‘

l6dik vagy reflektalédik, szorédik, a nagyobbik része
viszont athalad a mintan. Egy adott oldat részecskéi-
nek fényszorasat mérjiik a nefelometriaban. A fény
hullamhosszatdl fiiggéen 3 kiillonbo6zo fényszorodas
johet létre:

« Ha a fény hullimhossza (\) sokkal nagyobb,
mint a részecske atméréje, akkor a fény szoro-
ddsa szimmetrikus a részecske koril. A legki-
sebb fényszorddas a bees6 fénysugarra 90°-os
szogben mérhetd.

« Ha a fény hullimhossza joval kisebb a részecske
atmérdjénél, a fény elérefelé szorodasa romlik a
hétrafelé szorddasnak koszonhetéen (Mie-
tedria).

o Ha a hullimhossz nagyrészt megegyezik a
részecske méretével, nagyobb az eldrefelé torté-
né fényszorodas, mint mds iranyokba, amit a
Rayleigh-Debye tedria ir le.
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6-23. dbra. A nefelometria és a turbidimetria optikai részei

Mivel az antigén-antitest komplexek atmérdje a 250-
1500 nm tartomdnyba esik, a nefelometridban hasz-
nalt 320-650 nm-es fénysugar féként eldrefelé szord-
dik (Rayleigh-Debye tipus).

Nefelométer

Egy tipikus nefelométer részei: fényforras, kol-
limator, monokromator, mintatarté kiivetta, szort
fény csapda és fotodetektor. A részecskék altal szort
fényt tipikusan a kiivettabol kijové fényre 15-90°-os
szogben detektaljuk. A megvilagito 1ézerfény altala-
ban kisteljesitményl hélium-neon 1ézerbdl szarma-
zik, amely koherens, monokromatikus (632,8 nm
hullamhosszusagu) és polarizalt. A bioldgiai anyagok
o6nmagukban ezen a hullimhosszon nem mutatnak
elnyel6dést. A nefelometria a turbidimetrianal joval
érzékenyebb médszer, mivel nem a fényszoérassal ara-
nyos fényintenzitas-csokkenés mérését, hanem ma-
ganak a szort fénynek a mérését jelenti.

Turbidimetria

Valamely részecske képzddése kovetkeztében egy
athalado fénynyalab intenzitdsanak csokkenését méri
a turbidimetria. A szuszpenzidban abszorbealt fény
aranyos a minta koncentraciojaval és a részecskemé-
rettel. A nagy érzékenységu fotodetektorok alkalma-
zasaval a lathato fény kis intenzitasvaltozasai is detek-
talhatok, igy a modszer érzékenysége megkozeliti a
nefelometridét.

AGGLUTINACION ALAPULO MODSZEREK

A folyamat abban kiilonbozik a precipitaciotdl, hogy
az antigén vagy antitest nem oldott allapotban, ha-
nem részecskék (sejtek, vorosvérsejtek, baktériumok
vagy partikulumok) felszinéhez kotve helyezkedik el.
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Igy az antigénnel kapcsolodé ellenanyag méretében
és valencidjaban is kiillonbség van: dltaldban az IgM
izotipusu ellenanyagok agglutinalnak jol. A dimer
szerkezetl IgA szintén jobb agglutinin, mint az IgG.
Az agglutindcié ugy jon létre, hogy a két vagy tobb
valencidval rendelkezd antitest egyik antigénkotd
helye az egyik, a masik antigénkoté helye egy masik
részecske felszinén elhelyezkedé epitéphoz kapcsold-
dik. Az agglutindcié mértéke ugyanolyan fliiggvény-
nyel jellemezhetd, mint a precipitacio.

Agglutinacioval meghatarozhatunk egy mintabol
antitestmennyiséget, ha az antigén van a hordozé
felszinéhez kapcsolva (passziv vagy direkt agglutind-
cid). Reverz agglutindciérol beszéliink, ha a megfeleld
antitest van a partikulumhoz hozzakétve, és segitsé-
gével szolubilis antigént mériink egy mintabol. Kis
molekulak, amelyek csak egy kotShelyet tartalmaz-
nak, mint a haptének (gydgyszerek, drogok, hormo-
nok stb.), nem tudnak keresztkotéseket létesiteni, igy
nem agglutinalnak. Ezt ugy lehet athidalni, hogy a
haptént immobilizaljuk a hordozdéhoz, és egy agglu-
tindciot gatlo kompeticios assay segitségével mérjiik
a mintaban 1évé haptén mennyiségét. Ezt hasznéljak
ki a terhességi gyorstesztek, ahol ily médon vizelet-
bél tudunk human koriogonadotropint (hCG) meg-
hatarozni.

Passziv agglutinacié - hordozé felszinek

Vorosvérsejtek, zselatinpartikulumok, liposzomak
és kilonboz6 latexpartikulumok alkalmasak hordo-
z6 felszinnek. Az agglutindcidban hasznélt hordozo
részecske mérete 7-0,01 pm kozott valtozik, fontos a
toltése, a hidrofobicitas és a stabilitdsa. E nagy méret-
kiillonbség miatt a felsziniikon lejatszodo antigén-an-
titest reakciot nem lehet egyetlen mechanizmus-
sal leirni. A 3-5 pm-nél nagyobb partikulumokra a
Brown-mozgas jellemz6, és szobahdmérsékleten nem
zavarja a diffuzié. Ugyanakkor a kis latex-mikropar-
tikulumoknal a kolloid koagulacids reakciot figye-
lembe kell venni. A multivalens IgM antitest 750-szer
jobb agglutinalé agens, mint a bivalens IgG, mert a
részecskék kozti tavolsag 120 nm-nél kisebb kell hogy
legyen az antitest hossza miatt.

Hemagglutindcié

A vorosvérsejtet mint passziv hordozot elészere-
tettel alkalmazzak agglutinacids tesztekhez, mivel a
reakciot egyszert végrehajtani és nem igényel spe-

cidlis felszereltséget. Foleg a fejldd6 orszagokban ter-
jedt el szamos infekcidt jelz6 antitestet meghatarozo
passziv agglutinacios eljaras, mint a Treponema palli-
dum, a hepatitis B virus (HBV), a hepatitis C (HCV),
a humdn immundeficienciavirus (HIV-1, HIV-2) el-
leni antitest szeroldgia. Reverz agglutinacios tesz-
tet haszndlnak a HBV surface (feliileti) antigénje, az
a-fotoprotein (AFP), a human hemoglobin széklet-
mintabdl valé meghatarozasahoz. Az ilyen antigén-
meghatdrozd gyari teszteknek a szenzitivitasa kozel
50 ng/mL antigén (analit).

Zselatinrészecske agglutindcidja

A hidrofil felszinl specialis, kb. 3 pm atméréju
zselatinrészecskék elénye, hogy nincs sajat antige-
nitasuk, viszont nagyobb a szenzitivitasuk, mint a
vorosvérsejteknek, és a teszt elvégzése nem igényel
pontos hémérséklet kontrollt. Infekcids szerologiai
vizsgalatokndl érzékenysége megkozeliti az ELISA
érzékenységét.

Latexagglutindcio

Leginkabb a terhességi gyorstesztekben terjedt el,
de hasznaljak plazmafehérjék detektalasara is. A latex
mint szilard fazis jo kinetikai tulajdonsaga. Rovidebb
immunreakcids idével kell szamolni. Kvantitativ
tesztként adaptaltak turbidimetriara és nefelometria-
ra is, ahol az 1 um-nél kisebb részecskék fényszoro-
dast okoznak. A teszt érzékenysége tized ng/mL, mig
a precipitacion alapulé immunkomplexet méré tur-
bidimetrids mddszereké kevesebb mint 0,5 pg/mL.
Ma mar mtikodnek latexpartikulum alapt automata
rendszerek, amelyekkel 6ranként kozel 200 tesztet
végezhetiink el ng/mL érzékenységgel. A részecske
alapu immunoassay-k eldnye, hogy egyszertiek, mert
nem igényelik a ko6tott és a szabad reaktansok szepa-
ralasat.

IMMUNOASSAY

IMMUNOASSAY-TIPUSOK CSOPORTOSITASA

Csoportositas a jel6l6 molekula szerint

Minden immunoassay-ben sziikség van jel6lt mo-
lekuldra, hogy a mintaban jelen 1évé antigén vagy
antitest mennyiségét meg tudjuk mérni. A jel6l6 mo-
lekula részt vesz az immunreakcioban, igy a 1étrejovo
szignalvaltozast mérhetjitk a mintdban. A mddszer ti-
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pusa szerint akdr az antigént, akdr az ellenanyagot is
jelolhetjii, mint reaktanst (6-24. dbra).

YaLow és BERSON 1959-ben fejlesztette ki és tette
kozzé a radioimmunoassay (RIA) mddszert, amely-
ben radioizotépos jelolést hasznaltak. Ez attorést je-
lentett nyomokban jelen 1évé molekulak (analitok)
mennyiségi meghatarozasaban, és nagymértékben
hozzajarult az alapkutatas és a klinikai laboratériumi
modszerek fejlédéséhez. Igy pl. az inzulinbioassay-t
helyettesitette az inzulin mennyiségi meghatarozasa
RIA-val. A szolid fazisu RIA-ban lehetdség van az
izotoppal jelzett kotott és szabad molekulak egyszerti
elkiilonitésére. A radioizotdpos modszer veszélyes-
sége miatt azonban egyre inkabb el6térbe kertilnek
a nem izotépos immunoassay-k, amelyek enzimet,
fluorokrémot vagy mas jel6l6 anyagot hasznalnak az
antigén-ellenanyag reakci6 kimutatdsara (6-25. dbra).

Az enzimimmunoassay (EIA) a korai hetvenes
években kertilt kifejlesztésre (Engvall, 1971; Van
Weeman, 1971), és hamarosan nagy népszertiségre
tett szert. A jelolé enzim katalitikus aktivitasanak
turnovere szerint felerdsiti a jelet. Az egyre Gjabb, ér-
zékenyebb és jobb kromogének, fluoroférok és kemi-

Ab* Ag Ag-Ab*
Nk S
>* 4 @ — W=
jelzett analit antitest-analit
ellenanyag- a mintaban komplex
reagens
a
Ab Ag* Ag Ag*-Ab + Ag-Ab
|
\/:I
~ + «D + @ —~ %=
=
antitest- jelzett analit antitest-analit
reagens analitreagens a mintaban komplex
b

6-24. dbra. Inmunoassay-formatumok a jel6lés helye sze-
rint

a) Indirekt immunoassay-ben és szendvicsformatumban
jelolt antitestet alkalmaznak

b) Kompeticiés formatumd immunoassay-ben jelolt anti-
gént alkalmaznak

szendvicsformatum kompetitiv forma

* jod GD;ézsjéd
~ \t ]
db

szilard fazis

6-25. dbra. RIA; radioaktiv jel6lést hasznalnak

lumineszcens molekulak megjelenésével a rendelke-
zésre allo szubsztratok kore lehet6vé tette a modszer
szenzitivitdsanak novelését. A kivalasztott szubsztrat-
tol fiiggben beszéliink fluoreszcens enzimimmunoas-
say-r6l vagy kemilumineszcens enzimimmunoas-
say-rél (Thorpe, 1984).

A fluoreszcens immunoassay-k (FIA) fluoroférokat
hasznalnak jel616 molekulanak. A fluoroférokat meg-
felel6 hullimhossztsagu fényenergiaval kell aktivalni
(excitacid), hogy mérheté fényemissziot adjanak. A
FIA szenzitivitasa kissé alacsonyabb az EIA-énal a bi-
olégiai mintak jelentds hattér-fluoreszcencidja miatt.
A 100 ns tartamu késleltetett fluoreszcencia emisszids
fluoroférok az idéeltoloddsos FIA-ban hasznalhatok.
Az 4j tipusu fluoroférok bevezetése nagymértékben
javitott a FIA érzékenységi tartomanyan, mivel olyan
hulldmhosszon mutkddnek, ahol elttint a hattérzaj. A
fejlett muiszeres hattér bevezetése oly mértékben no-
velte a FIA érzékenységét, hogy extrém kis koncent-
raciok is mérhet6ek vele (107*° mol/l).

Kemilumineszcens immunoassay-ben mesterséges
vagy a természetben el6fordulé (aequorin) kemilu-
mineszcens jelolé molekulat hasznalunk. A kemilu-
mineszcens molekula nem fény-, hanem fizikai (pl.
elektromos) gerjeszté energiat igényel ahhoz, hogy
fényemisszot generaljon. Az oxidoredukcids elven
alapuldé reakcioban nincs lehetéség amplifikaldsra,
mivel egy foton generalddik a molekula alapallapotba
torténd visszatérésekor. Szamos uj, egyre jobb mole-
kula keriilt felhasznalasra az elektrokemilumineszcens
immunoassay-ben. A tribifenilek fémkelatjai folya-
matosan emittalnak fényt egy oxidoredukcids reakci-
Oban elektrodok felsziné. (Blackburn, 1991).

Az eddig emlitett kiilonboz6 eljarasoknal a mod-
szer érzékenységét nagymértékben meghatarozza
a reaktansok asszociacids konstansa (affinitas vagy
aviditas), a jel6l6 molekula jelintenzitdsa és a jel : zaj
arany is.

A ' izotopok esetében 7 millié molekula gene-
ral 1 foton/s jelet, mig enzimek kemilumineszcens
szubsztratjait alkalmazva 6 nagysagrenddel lehet no-
velni a teszt érzékenységét. Ez az enzimek katalitikus
aktivitasa miatti amplifikdcionak koszonhetd.

A mérés elve szerinti csoportositas

Az immunoassay-technoldgiak kiilonb6zé forma-
tumaiban az antigén-ellenanyag komplex kiilé6nb6z6-
képpen kertiil elvalasztasra a szabad (jelolt) reaktans-
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tol. Ezek alapjan e modszerek 4 kategoridra oszthatok:
nem-kompetitiv és kompetitivimmunoassay-k, vala-
mint homogén és heterogén immunoassay-k.

Kompetitiv immunoassay-forma

Ebben az immunoassay-formatumban a minta-
ban [évé mérend6 molekula, vagyis a jeloletlen analit
(legtobbszor az antigén) verseng a jelolt antigénnel az
antitest kotGhelyeiért. A jeloletlen antigén elfoglalja
az antitest kotohelyeit, igy az utélag a mintahoz adott
jeldlt antigén nem tud az antitesthez kapcsolédni. Igy
a kompetitiv immunoassay-ben a mért kisebb jel azt
jelenti, hogy tobb jeloletlen antigén van a mintaban.
A kompetitiv formaban tehat az antigén mennyisége
forditott aranyossagot mutat a mért jellel (6-26. dbra).

Az egylépéses kompetitiv formdban mind a jelolt
antigén, mind a mintaban 1év6 antigén egyszerre ve-
télkednek a kismennyiségii antitest kotShelyiért.

A kétlépéses kompeticiés formdban az antitest
mennyisége tobbletben van az antigén koncentraci-
6jahoz képest. Az antitestet mint reagenst el6szor a
vizsgalati mintdban lévé antigénnel inkubéljuk, majd
a masodik 1épésben adjuk hozza a jelolt antigént. A
kétlépéses kompetitiv assay forma nagysagrendekkel
nagyobb szenzitivitasu, mint az egylépéses forma.

indirekt 6sszefliggés

jel

koncentracié
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6-26. dbra. Kompeticids assay

a) Forditott arany a jel és az analit koncentracidja kozott
b) Egylépéses kompeticids immunoassay

c) Kétlépéses kompeticiés immunoassay

Nem kompetitiv (szendvics) modszer

A nem kompetitiv tesztformatumok nyujtjak al-
taldban a legnagyobb szenzitivitast, specificitast;
és leginkabb olyan kritikus paraméterek mérésére
hasznaljuk, mint a cardialis és a hepatitismarkerek.
Ezt a nagyérzékenységli formatumot ,,szendvics”-as-
say-nek nevezziik, mert a mérendd molekula (analit)
két specifikus antitest (reagens) kozé kotédik be (6-
27. dbra). Ezt a formatumot is alkalmazhatjuk egy-
vagy kétlépéses formaban is. A kétlépéses formaban
egy mosasi lépéssel elkiilonitjitk az 6sszekapcsolodott
szendvicskomplexet a foloslegben maradt jeldlt rea-
genstdl, ill. mas zavar6é molekulaktdl. Ez a kétlépéses
nem kompetitiv formatum biztositja a legnagyobb
specificitast és szenzitivitast az itt targyalt teszttipu-
sok koziil. A nem kompetitiv mddszernél a jeldlt rea-
gens (altalaban antitest) mennyisége egyenesen ara-
nyos a mintaban 1év6 antigén mennyiségével. Ezt egy
doézis-hatas gorbén abrazolhatjuk, ahol az x tengelyen
az antigén koncentracidjat, az y tengelyen a hatast ab-
razoljuk, amely jelen esetben a mért jel eréssége. Igy
minél tobb antigén van jelen, annal tobb jelolt antitest
kotédik hozza, ami egyenes aranyossagot jelent.

Homogén és heterogén immunoassay-modszerek
Azokat az immunoassay mddszereket, amelyekben
a kotott antigén-antitest komplex szeparalasa sziiksé-
ges a szabad jelolt reagenstdl, heterogén immunoas-
say-nek nevezziik. Azokat a modszereket, amelyek-
ben nem sziikséges szeparalasi 1épést kozbeiktatni,
homogén immunoassay-nek hivjuk (6-28. dbra). Ho-

direkt 6sszefiiggés

jel

koncentracio
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6-27. dbra. Nem kompetitiv szendvics-assay

a) Egyenes arany a jel és az antigén koncentracidja kozott
b) Szendvicsassay; az antitestek az antigén két epitopjat
ismerik fel (Ab 1 = befogé antitest, Ab 2 = jeldlt antitest,
Ag = antigén)
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mogén moddszereket alkalmazunk kis molekulak,
mint gyogyszerek, drogmaradvanyok kimutatdsara,
pl. EMIT alkalmazasakor. Mivel a homogén mddsze-
reknél nincs sziikség az antitest jeldlt antigénkomp-
lex (Ab-Ag*) elkiilonitésére a szabad jelolt antigéntdl
(Ag*), ezek a technikak sokkal egyszertibbek és gyor-
sabb a kivitelezésiik, mint a heterogén modszereké,
amelyekben a két komponens elkiilonitésére gyakran
egy szilard fazisa hordozét alkalmazunk, pl. a mag-
neses partikulumokat vagy mtianyag gyongyoket.

A szilard fazis (hordozd) jellemzdi heterogén immu-
noassay-kben. Minden heterogén immunoassay-ben
legalabb egy szeparalasi lépést sziikséges beiktatni,
amelyben a szilard fazishoz kotott immunkomple-
xet elkiilonitjitk a szabadon maradt jelolt reaktanstol.
Az antigén vagy antitest szolid fazishoz kapcsolasara
alkalmas a kovalens kotés vagy egyszer( fizikai ab-
szorpcid, nem kovalens interakciok. Szilard fazisként
alkalmazhatunk agaréz- vagy poliakrilamidgél-par-
tikulumokat, miianyag mikrogyongyoket (beads),
polisztirén, ill. polipropilén csoveket, mikrotitrald
lemezeket vagy vas-oxiddal fedett partikulumokat,
amelyeket magneses térben szeparalhatunk.

A miianyag csovek vagy mikrotitral6 lemez mélye-
déseiben a nagy feliilet miatt az immunreakcié gyor-
sitasara célszer(i a reakcidelegyet razni.

A pro zoéna vagy ,hook’-effektus, amelyet az ana-
lit magas koncentracidja okozhat, akkor 4ll el6, ha az
egylépéses modszerben kevés az alkalmazott szilard
tazishoz kotott vagy jelolt antitest. Mikrotiterlemezen
vagy -csikon gyakran tapasztalhatd un. ,széli effek-
tus”, ami az immunreakcio kimutatdsara haszndlt en-

zim hémérséklettiiggd mikodésének koszonhets. A
lemez széle és kozepe kozott akar 2 °C homérsékle-
ti killonbség is lehet. A szilard fazis alakja és mére-
te is fontos tényezd az antigén- vagy antitest befogd
képesség és az immunreakcid kinetikdja szempont-
jabol. Szférikus, 3 wm nagysagu, kis magneses vagy
latexpartikulumok a legidealisabb szildrd hordozofel-
szinek, amelyek a legjobb reakciéid6t biztositjak.

MODSZEREK

Radioimmunoassay (RIA)

Az immunoassay-k gyakorlati felhasznalasa a hat-
vanas években kezd6dott a radioimmunoassay (RIA)
elvének alkalmazasaval, amely forradalmasitotta a
kutatast és szamos teriileten a klinikai gyakorlatot is,
pl. az endokrinolégiaban, a véradasban, az allergia-
diagnosztikaban. A RIA radioaktiv izotépot hasznal
jelolé molekulaként, és a mért radioaktivitas aranyos
a mintaban 1év6 analit mennyiségével. Két f6 RIA-ti-
pust alkalmazunk, a kompetitiv és a nem kompetitiv
heterogén formatumot, amelyek mosasi lépést igé-
nyelnek a kotott és szabad jelolt molekuldk elkiilo-
nitésére. A nem kompetitiv szendvics formaban a jel
egyenesen aranyos a mintaban lévé antigén mennyi-
ségével, a kompetitiv formaban viszont a mintdban
1év6 antigén forditottan aranyos a jelintenzitassal (6-
29., 6-30., 6-31. dbra). RIA-t ma is hasznalnak nagy
szenzitivitasa miatt, kiilonosen nagyon kis mennyisé-
gl analit meghatarozasara. Nagy affinitasu antitestet
hasznélva (K, = 10°~10"" M) néhdny pg-nyi (10~
g) antigén is kimutathaté a mintdbdl. Ugyanakkor a
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6-28. dbra. Homogén és
heterogén immunoassay
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6-29. dbra. Kompetitiv RIA; masodik antitestet hasznalnak a kotott és a szabad frakeid elvalasztasara (jelolés '*°joddal)

radioaktiv anyag bonyolult kezelése, tarolasa miatt
a klinikai laboratériumok ma mar kevésbé gyakran
alkalmazzak, mint a kiilonb6z6 tipusu enzimimmu-
noassay-ket (EIA).

A radioaktiv sugarzast, mint a '*j6d-izotop y-su-
garzasat beiités/perc (counts per minute, CPM)

egységekben mérjik y-szcintillacios szamlalo se-
gitségével. A kivalasztott radioaktiv jel6l6 molekula
meglehetdsen befolyasolja a vizsgalat menetét. A leg-
népszertibb '»jod-izotop esetén a belitésszam detek-
talasa viszonylag r6vid ideig tart, de rovid féléletideje
miatt a jel6lt anyagnak révid a felhasznalhatésagi ide-
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6-30. dbra. Kompetitiv RIA; az els6dleges antitest szilard fazishoz van kotve (jelolés 'joddal)
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6-31. dbra. Szendvics-RIA; immunoradiometrikus assay, a befogd antitest a szilard fazishoz van kotve (jelolés '**jéddal)

je. Ugyanakkor a tricium- (*H-) jel6lésnél hosszabb
mérési id6 sziikséges, ami megnoveli a vizsgalat kivi-
telezésének idétartamat. Ma a legtobb RIA-ban '»%jod
jelolést hasznalnak, egyrészt az egyszert kapcsolasi
technika miatt, masrészt nem valtoztatja meg a reak-
tans bioldgiai aktivitasat. A legaltalanosabban klora-
min-T (Hunter, 1962) moédszert hasznaljak, mely a
tehérjék tirozincsoportjaihoz kéti a jédizotopot. Az
enzimekkel ellentétben az izotopjelolés nem zavarja
még a kis molekuldk (haptének) antigenitasat sem,
mert nem okoz sztérikus gatlast.

A kompetitiv RIA-mddszer elve (6-32., 6-33. dbra).
o Osszemérjiik a kovetkezdket:
- A "I vagy "'I-el jelzett radioaktiv antigént
(,meleg” antigén)
- Az antigénre specifikus antitestet szolid fazis-
hoz kapcsoltan
« Ismert mennyiség, jeldletlen (,,cold”) antigént
adunk a mintdkhoz (standard sor), amely vetél-
kedik az antitest kot6helyeiért.
o Novekvé koncentracidju jeloletlen antigén

névekvé mennyiségl radioaktiv antigént szorit
le az antitest kétShelyeirdl.

« Az antitesthez kotott antigént elvalasztjuk a sza-
bad antigéntdl, és az immunkomplex radioakti-
vitdsat mérjik.

+ Ezen eredményekbdl a késziilék komputerprog-
ramja kalibracids gorbét szerkeszt.

+ Az ismeretlen mintakat parhuzamosan mérjiik.

« A mintak antigénkoncentracidjat a program a
kalibracios gorbére illesztve meghatdrozza (lasd
6-29. 4bra).

A szendvics RIA-mddszer elve

Az immunoradiometrikus assay (IRMA) a szend-
vics formatumot hasznalja antigénmérésre (1asd 6-31.
abra). Ez a mddszer a nagy specificitdst monoklona-
lis ellenanyagok eldéllitasa ota valt népszertivé olyan
molekulak mérésére, amelyek legalabb két epitoppal
rendelkeznek. A szendvics formatumban antitest-
folosleget alkalmazunk és az érzékenysége nagyobb,
mint a kompeticios modszereké. A szilard fazishoz
kotott elsé ellenanyag (capture antibody) mint be-
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fogé ellenanyag a mintabol megkoéti az antigént. Ezt  tdns mosasi 1épéssel valo eltavolitasa utan mérjiik az
immunkomplex radioaktivitasat. A mérés soran nem

johet létre interferencia, mivel a két monoklonalis

kovet6en mosasi lépés utan adjuk a mintahoz a ma-
sodik, jelolt antitestet, amely kapcsolodik a szilard

fazishoz kotédott antigénhez. A szabad, jelolt reak-  antitest az antigén két kiillonboz6 epitopjat ismeri fel.

szubsztrat
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konjugatum
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(,szendvics”™-ELISA)

6-32. dbra. ELISA-formatumok (http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/ELISA.html)
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6-33. dbra. ELISA-formatumok
a) Szendvics-ELISA
b) Kompetitiv ELISA
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Ezért a két antitestet egyszerre is 6ssze lehet keverni
a mintaval és egy mosasi lépés utan mérni a szilard
hordozohoz kot6dott immunkomplex radioaktivita-
sat. A szendvics-assay formatum érzékenysége nagy.
Példaként a thyroideastimuldlé hormon (TSH) im-
munoradiometrikus meghatarozasanak szenzitivi-
tasa a 0,07 pU/mL alatt van, mig a konvencionalis,
radioaktiv antigént alkalmazo assay érzékenysége 0,7
uU/mL.

A kotott és szabad jelolt molekula eltavolitasanak
lehetdségei:

« Egy masodik antitesttel precipitalni az anti-
gén-antitest komplexet. Ha pl. az elsé ellenanya-
got egérben termelték, akkor egy anti-egér IgG
hozzdadasaval (lasd 6-29. dbra).

« Az antigénspecifikus antitestet a tesztcsé fala-
hoz kotjiik.

« Az antigénspecifikus antitestet egy részecskéhez
kotjiik, pl. Sephadex gyongyhoz. Ebben az eset-
ben a tesztcsé centrifugaldsaval kiilonitjiik el a
kotott (pellet) és szabad (feliiliszo) jel6lt mole-
kulat.

Enzimimmunoassay (EIA)

Az enzimjelolést alkalmazé kvantitativimmunoas-
say-k a radioizotopos modszerek alternativaiként ke-
riiltek kifejlesztésre a hetvenes évek elején (Engvall,
1971; Van Weeman, 1971). A legelterjedtebb koziilitk
az enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA),
az EIA és az enzyme-multiplied immunoassay tech-
nique (EMIT). A heterogén EIA-k alapvetden hason-
litanak a RIA-hoz, azzal a kiilonbséggel, hogy enzim-
jelolést alkalmazunk.

Az enzimjelolés lehet6vé teszi a homogén EIA-k
kifejlesztését, elhagyva az amugy sziikséges mosasi
lépéseket. Az egyre innovativabb EIA formatumok
kifejlesztése kiillonboz6 szenzitivitas, pontossagu,
bonyolultsagu és kiilonboz6 ideig tarté modszerek-
hez vezetett (lasd 6-32. dbra).

Heterogén EIA

A radioaktiv detektalashoz képest itt sziikséges egy
masodlagos reakciot elvégezni, hogy az enzim katali-
tikus reakcidjat lathatova tegyiik. Az enzim szubszt-
ratjainak egyre b6viild kore lehet6vé tesz fotometrias,
fluorimetrias és kemilumineszcens detektalasi mo-
dot.

Szilard fazist hasznalunk a kotott és szabad konju-
gatumok elkiilonitésére, ez lehet mikrotitral6 lemez
mélyedése, mlianyag beadek vagy csovek felszine,
magneses partikulumok vagy latexfilterek. A kiilon-
féle heterogén EIA-kban leggyakrabban alkalmazott
enzimek: peroxidaz (PO), alkalikus foszfataz, p-ga-
laktozidaz, gliikdz-oxidaz, ureaz és katalaz. Az en-
zimmel elérhet6 érzékenységet az enzim turnovere és
a jel mérési mdédszere hatdrozza meg, koziilik a ke-
miluminometrias detektalas a legérzékenyebb.

A heterogén EIA formatuma hasonlit a RIA-ra,
ugyanugy lehet kompetitiv és nem kompetitiv forma.
A kompetitiv mddszer (analittdlstly) antigén-enzim
konjugatumot haszndl, mig a nem kompetitiv teszt
(reaktansfelesleg) lehet kétoldali immunometrikus
szendvics assay és indirekt modszer antitestmérés-
re (lasd 6-33. dbra). Az immunometrids szendvics
tesztformatum nagyon elterjedt olyan antigének
meghatdrozdsara, mint hormonok, tumormarkerek,
plazmaproteinek és fert6z6 agensek. Indirekt méré-
si modszert fejlesztettek antitestmérésekre, mint az
infekcids szeroldgia (pl. anti-HIV, HBV, HCV IgG-
/A/M)) és az autoantitest-meghatdrozas.

Szinreakcion alapul6 (kolorimetrikus) EIA

Ebben az assay-formatumban az enzimreakciot
kromogén szubsztrat hozzaadasaval végezziik, amely
az enzim Kkatalitikus reakcié eredményeként szines
termékké alakul. A kromogén szinreakcidjat, azaz op-
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6-34. dbra. Indirekt szendvics-ELISA

Lépések:

1. A lemezt a befogé antitesttel érzékenyitik

2. A mintdban 1év6 antigén kotédik a befogd antitesthez

3. A detektal6 antitest kotédik az antigén egy masik epi-
tépjahoz

4. Enzimmel jelolt masodlagos antitest kot6dik a detektald
antitesthez

5. Szubsztrat hozzdaddsa szinreakciot eredményez
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6-35. dbra. ELISPOT

1. Antihuman IFNy-val bevont nitrocelluldzfilter a valyu aljan

2. IFNy-t termeld stimuldlt sejtek
3. A szekretdlt IFNy a befogé antitesthez kotodik
4. A spotokat precipitald szubsztrattal el6hivjak

5. AP/HRPO enzimmel konjugalt riporter antitesttel detektaljak a lekotédott IFNy-t

6. A sejteket és a nem kot6d6 fehérjéket lemossak

tikai denzitasat (OD) spektrofotométerrel detektaljuk
(Iasd 6-33. dbra; 6-34. dbra). Kilonbozé késziilékek
allnak rendelkezésre a szinreakcié mérésére, csovek-
ben vagy mikrotitralé lemezek mélyedéseiben a ma-
nualis médozattdl a teljes automatizaltsagig. Ha az
enzimmel jelzett immunreakciot nitrocelluloz- vagy
egyéb membranon (ELISPOT, Dot blot, Western
blot) végezziik (6-35. dbra), oldhatatlan szubsztratot
hasznalunk (6-4. tdbldzat). A terhességi gyorstesztek
ezen az elven alapulnak, mert a szilard hordozoéra az
enzimreakcié eredményeként lerakddo szines termék
szemmel is leolvashato.

Elvben a fényabszorbancia mérése a 0 és 3,0 A
kozotti tartomanyban mozoghat, ezért azon anali-
toknak a meghatdrozasa, amelyek széles dinamikus
tartomanyban vannak jelen, problémas lehet annak
ellenére, hogy foloslegben alkalmazzuk a konjugatu-
mot és nagy kotékapacitasi hordozot alkalmazunk a
szendvics EIA-hoz. IsHIkawA (1989) kifejlesztett egy
ultraszenzitiv EIA-t, amely képes 3 fmol specifikus
IgG antitest mérésére. Ahhoz, hogy ezt a szenzitivi-
tast elérje, szamos bonyolult 1épés sziikséges, mint
pl. az immunkomplex athelyezése egyik hordozorol a
masikra, hogy csokkentse a hattér jelet.

Fluoreszcens EIA

Az el6z6kt6l abban kiilonbozik, hogy az enzim egy
fluoreszcens szubsztratot bont, amely ennek ered-
ményeként fluoroférra alakul. A fluorofér megfeleld
hullamhosszusagu fénnyel valé gerjesztéssel karakte-
risztikus hullamhosszusagu fényt emittal. A minta-
ban el6forduld autofluoreszcencia novelheti a hattér
jelet és csokkenti az assay szenzitivitasat. Ugyanakkor
a fotometrids EIA-hoz képest a fluoreszcens assay egy
nagysagrenddel nagyobb jelintenzitast general.

Microparticle Enzyme Immunoassay (MEIA).

Olyan szendvics immunoassay, amelyben az anti-
gén-antitest komplexet szilard hordozéhoz, un.
mikropartikulumokhoz kotjiikk, immobilizaljuk. A
MEIA-t automatdkon alkalmazzdk nagy fehérjemo-
lekuldk mérésére, mint cardialis markerek, fertilitas,
tumormarkerek, metabolikus fehérjék, hepatitis és
pajzsmirigyfehérjék vizsgalatara (6-36., 6-37. dbra).

A MEIA komponenseit egy specialis pufferben

szuszpendaljak:

« Mikropartikulum-antitest szilard fazis: latex-
gyongyok antigénspecifikus antitesttel (befogé
antitest) fedve.

o Antitest-enzim konjugatum: alkalikus foszfa-
taz-Ig konjugatum (jel6l6 antitest).
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6-4. tabldzat. Az alkalikus foszfatdz és a peroxidaz enzim tulajdonsagai

Enzim Szubsztrdtrendszer Szinreakcio Vegterlmlek Alkalmazids
oldhatésdga

alkalikus p-nitrofenil-foszfat (pNPP) oldhato ELISA

foszfatdz
5-bromo-4-kloro-3-indolil-foszfat/ _ oldhatatlan immunoblotting,
nitro-kék tetrazolium (BICP/NBT) immunhisztologia
gyors voros (Fast Red)/naftanol- _ oldhatatlan immunoblotting,
AS-TR-foszfat immunhisztoldgia

peroxiddz | 2,2’-azino-bisz(3-etilbenztiazolin- oldhato ELISA
6-szulfonsav) (ABTS)
o-feniléndiamin oldhaté ELISA
(OPD)
3,335,5 -tetrametilbenzidin oldhaté ELISA
(TMB)
o-dianizidin oldhato ELISA
5-aminoszalicilsav _ oldhaté ELISA
(SAS)
3,3’-diaminobenzidin _ oldhatatlan immunoblotting,
(DAB) immunhisztoldgia
3-amino-9-etilkarbazol _ oldhatatlan immunoblotting,
(AEC) immunhisztolégia
4-kloro-1-naftanol _ oldhatatlan immunoblotting,
(4CIN) immunbhisztoldgia

o Enzimszubsztrat: fluoreszcens 4-metil-umbelli-
feron-foszfat (MUP).

alkalikus foszfatazzal
a jelolt antitest MUP

mikropartikulum
a befogé antitesttel

6-36. dbra. Mikropartikulum enzim immunoassay (MEIA);
heterogén szendvicsformatum, amelyben az immunkomp-
lexek mikrogyongyokon jonnek létre (MUP: 4-metil-um-
belliferon-foszfat)

Kemilumineszcens EIA

A kemilumineszcens enzimreakci6 fényt generdl,
a biolumineszcencidhoz hasonldan, és természetes
szubsztratokat hasznal, mint a luciferin-adenozin-tri-
foszfat. Az elmult 20 évben szamos kemiluminesz-
cens enzimszubsztratrendszer keriilt kifejlesztésre.
A mai nagy érzékenységl rendszerek vagy valamely
luminolderivatumot hasznéalnak a peroxidazhoz er6-
sitéssel, vagy dioxetdnszarmazékokat az alkalikus
foszfataz enzimhez. A luminolanalégok enzimati-
kus oxiddcidja peroxiddz enzim és H,O, jelenlétében
régota alkalmazott moddszer a rutin laboratériumi
diagnosztikaban. A fenolderivatumok vagy aromas
vegyiiletek alkalmazdsa mint erdsité tovabb javitot-
ta az assay szenzitivitasat. A luminol-peroxidaz p-io-
dofenol mint erdsitd jelenlétében a fénykibocsatas
kb. 2800-szorosara novelhet6 egy optimalizalt reak-
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6-37. dbra. Mikropartikulum enzim immunoassay (MEIA) (MUP: 4-metil-umbelliferon-foszfat)

Lépések:

1. Antitesttel fedett mikropartikulum + minta keveréke egyiitt inkubalva

2. A reakciokeveréket tivegszalmatrixra helyezik, majd mossak

3. Alkalikus foszfatazzal jel6lt antigénspecifikus antitest hozzaadasa, kotédése
4. MUP hozzéadasa; a fluoreszcens termék metilumbilliferon (MU) mérése

cidelegyben. Ez az assay alkalmas 0,04 pU/mL TSH
meghatdrozdsara szérumban. Ugyanakkor az oxida-
cids reakcidkkal szamos faktor interferdl, ami noveli
a nem specifikus hattér zajt.

BRONSTEIN 1989-ben Kkifejlesztette az alkalikus
foszfataz enzimnek egy kemilumineszcens szubszt-
ratjat, az AMPPD-t (dindtrium 3-(4-metilspi-
ro-[1,2-dioxetdn-3,2'-triciklo-[3.3.1.1]dekan]-4-il)
fenilfoszfat), egy adamantil-dioxetan-szarmazékot.
Ennél nincs sziikség egyéb hozzaadott oxidaléo mo-
lekulara a kemilumineszcens fény emittalasahoz.
Az AMPPD egy uj, komplett szubsztrat, mert az
adamantilcsoport stabilizalja a molekulat, a dioxe-
tankotés szolgdl energiaforrasul, a foszforilészter az
enzimbontas helye, és a fenilcsoport adja a kemilu-
mineszcenciat, mind egyiitt vannak a molekulaban.
A foszfoészterkotés enzimatikus bontasa elinditja a
kémiailag indukalt elektroncserélé lumineszcenciat
(CIEEL). 477 nm-es hullimhossz maximummal ke-
milumineszcencia detektdlhaté néhany perct6l né-
hany 6raig tart6 idétartamban a szubsztrat koncent-
racidjatol fiiggden. E technika érzékenysége kisebb
mint 10" mol. Ezt a reakciét alkalmazzdk teljesen
automata miiszereken is nagy érzékenysége és gyor-
sasdga miatt.

A kemilumineszcens mdgneses immunoassay-hez
(CMIA) szilard fazisként 0,3 pm vaspartikulumokat
alkalmazva nd a felszin és csokken a reakci6idé is kb.
30 percre. A kemilumineszcens jel és az analit kon-
centracidjanak Osszefiiggése linearis, kb. hét nagy-
sagrend dinamikus tartomanyban. Egy AFP-meg-
hatarozd tesztben a CL-EIA érzékenysége kb. 10-szer

nagyobb volt, mint a konvencionadlis RIA érzékenysé-
ge, 30 pg/mL 30 pereces assay idétartammal.

Homogén EIA

Az enzimjel6lés lehetévé teszi a hosszadalmas mé-
rési modszerek egyszer(sitését, a mosasi 1épések ki-
hagyasaval a homogén tipusu formatum alkalmaza-
sat, mert az enzimaktivitdst konnyen lehet valtoztatni
az antigén-antitest reakcié kornyezeti tényezdinek
modositasaval. A homogén formatum ugyan kevés-
bé érzékeny, mint a RIA vagy a heterogén formatu-
mok, de a komplex immunkémiai reagensek ellenére
gyors, egyszeru és a szokasos késziilékekre adaptal-
haté. Minden ilyen technikdnal az antigén-antitest
kapcsolodasa modositja az enzimaktivitast a szubszt-
rat jelenlétében, amely ardanyos az immunreakciéval.
A homogén EIA-k is feloszthatok kompetitiv és nem
kompetitiv technikakra. A kompetitiv formaban az
antigént jelzik vagy az enzimmel, vagy a szubsztrat-
tal, vagy az enzim egy prosztetikus csoportjaval. Ezzel
ellentétben a nem kompetitiv formdban az antitest a
jelolt molekula.

A kovetkezé homogén assay-formatumok a leggya-
koribbak:

Enzyme-Multiplied Immunoassay Technique (EMIT).
Ez volt az elsé kifejlesztett homogén EIA. Ebben az
esetben enzimmel jelolt haptént adunk a rendszerhez,
mely ha a hapténspecifikus antitesthez kapcsolddik,
a kotés gatolja az enzim aktivitasat, mert meggatol-
ja az ehhez sziikséges konformaciévaltozast. Szabad
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haptén a standardban vagy az ismeretlen mintaban
vetélkedik a kotShelyért, és leszoritja a jelolt haptén
kotddését, igy feloldva az enzimaktivitds gatlasat. Igy
az enzimaktivitas egyenesen aranyos a mintaban lévo
haptén koncentracidjaval. Ez aldl az elv alol kivétel a
tiroxin-EMIT, ahol az antitesthez k6t6dés nem gatol-
ja, hanem aktivalja az enzimet. Ezekkel a tesztekkel
altaldban kis molekuldkat, mint pl. gyogyszereket
mériink mg/L koncentracidtartomanyban, kivétel a
digoxin-assay, amelynek érzékenysége a 0,8-2 pg/L
tartomanyban van.

Substrat-Labeled Fluorescent Immunoassay (SLFIA).
Antigénhez kapcsolt umbelliferil-3-galaktozidot
hasznal szubsztratként, amelyet a [-galaktozidaz
enzim bont fluoreszcens umbelliferonra. Ha a jeldlt
antigén a specifikus antitesthez kotédik, a B-galakto-
ziddz nem fér a szubsztrathoz, és azt nem tudja fluo-
reszcens termékké alakitani. A mintaban lévé szabad
antigén (analit) vetélkedik a kotShelyekért, leszoritja
a jeldlt antigént, amelyet az enzim bontani tud. Igy a
mintaban 1év6 antigén koncentracidja aranyos a fluo-
reszcenciaintenzitassal. Az SLFIA nem csak gyogy-
szerek, haptének mérésére alkalmas, hanem fehérje-
molekuldk detektalasara is. A hatranya, hogy nincs
lehetéség amplifikaciora, ezért érzékenysége 10—
107" mol tartoményba esik.

Apoenzim Reaktiviciés Immunoassay (ARIS). A gli-
koéz-oxidaz apoenzim egy prosztetikus csoportjaval,
a flavin-adenin-dinukleotiddal (FAD) konjugalt an-
tigént hasznal. A mintdban 1év6 antigén vetélkedik a
mintahoz adott konstans mennyiségt, jelolt antigénnel
az antitest kotShelyeiért. Egyensulyi helyzetben a sza-
badon maradt jel6lt antigén aranyos a mintaban 1évo
antigénnel. Az apoenzimet csak a szabadon maradt je-
161t antigén tudja aktivélni, igy az enzimaktivitds ara-
nyos a szabadon maradt jel6lt antigénnel. A tesztbe egy
erdsitési 1épést is betettek, novelve az érzékenységét. A
modszer kis molekulak mellett alkalmas nagy fehérjék
mérésére is (pl. thyroid binding globulin).

Enzyme Inhibitory Homogeneous Immunoassay (EI-
HIA). Enzimmel konjugalt antitestet és oldhatatlan
szubsztratot hasznal nagy antigének (analit) mérésé-
re. A nagy fehérje kotddése a jelolt antitesthez gatolja
a szilard fazison 1év6 szubsztrat enzimatikus bonta-
sat. a-amilaz enzimmel jelolt antitestet hasznalnak

pl. a ferritin vagy az AFP meghatdrozasara. A reakci6
igen gyorsan, kb. 10 perc alatt éri el platojat, és fer-
ritin esetében 10-800 ng/mL, AFP esetében -5-200
ng/mL érzékenységgel mér.

Cloned Enzyme Donor Immunoassay (CEDIA). A re-
kombinans DNS technolégia d6ta valt lehetségessé,
amikor a p-galaktozidaz enzimet mint fehérjét ketté-
vagtak egy nagy polipeptidre (ez az enzimakceptor)
és egy kisebb polipeptidre (enzimdonor). Az akcep-
tor és donor enzim Osszekapcsolddasa hozza létre
az enzimatikusan aktiv tetramert. Az eljarasban az
antigénhez konjugaljak az enzimdonort, és az anti-
génspecifikus antitest akadalyozza meg az enzim ak-
tiv formaba torténd spontan Osszekapcsolddasat. A
beteg mintajaban 1évé antigén vetélkedik az antitest
kotéhelyeiért az enzimdonorral konjugalt antigénnel.
Minél tobb a mintaban a szabad antigén, annal job-
ban leszoritja a jel6lt antigént a kotésbol, annal tobb
enzim jon létre és okoz szinreakciét. Ez a rendszer
alkalmas kémiai automataban végzett mérésre is.

Fluoreszcens Immunoassay (FIA)

Ma mar a minta hattér-fluoreszcenciajat kikiiszo-
bolé eljarasok allnak rendelkezésre 4j szubsztratok
bevezetésével és Gj mérémiiszerek hasznalatéval. Igy
a FIA ma mar elterjedt hormonok, fehérjék, polipep-
tidek 10-'* mol/L koncentracidji antigén meghatéro-
zésdra.

Fontos a megfelel6 fluorokrom kivalasztasa (6-5.
tabldzat). Az ismert fluoreszcein izothiocianat eseté-
ben 1 ns az excitaci6 és emisszid kozti idétartam, mi-
kozben a ma hasznalatos késleltetett fluoreszcencia-
ju molekulak (pl. europium) néhany szaz ns késéssel
fluoreszkalnak. Ezért alkalmasak rovid idétartamu
megvilagitas utan késleltetett fluoreszcenciara, ami-
kor mar a minta komponenseinek autofluoreszcen-
cidja rég lezajlott.

A kilonbozé FIA formatumok hasonloak az els-
z0khoz, lehetnek heterogének vagy homogének, li-
gand- vagy antitestjeloltek, kompetitivek vagy nem
kompetitivek és szilard fazisuak vagy nem.

Heterogén FIA

Egy mosasi lépést kozbeiktatva elkiilonitjiik a kotott
és szabad fluoreszcensen jelzett molekuldkat. Ezzel el-
tavolitjuk a mintaban 1évé fluoreszcens tulajdonsagu
zavard komponenseket (autofluoreszcencia) is.
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6-5. tdbldzat. Néhany fontosabb fluoreszcens jelolémolekula

Fluoreszcens festék Fluoreszcens emisszids szin Emissziés maximun (Em-Max; nm)
BD Horizon™ V450 kék ] 448
Pacific Blue™ ek . 52
Alexa Fluor® 448 zold _ 519
FITC zold L ] 519
PE sdrga 578
PE-Texas Red® narancsszin _ 615
Texas Red® narancsszin _ 615
APC voros L ] 660
Alexa Fluor® 647 vOros _ 668
PE-Cy™s voros [ ] 667
PerCP voros [ ] 678
PerCP-Cy™5.5 tavoli voros _ 695
Alexa Fluor® 700 tavoli voros _ 719
PE-Cy™7 infravoros _ 785
APC-Cy7 infravoros ] 785
BD APC-H7 infravoros _ 785
Ab AgF AblAg Ag/Ab-F Fluoroimmunometrikus modszer. Az analit folyadék-
fazisban reagal a foloslegben hozzaadott jelolt anti-
:<+GD+GD—>%GD+%GD -8 goen Hormaacor JEer A
testtel. A foloslegben maradt jelolt antitestet eltavolit-
antitest ~analit: fluolr- analltt) a juk egy szilard fazishoz kotott antigénhez kacsoldssal.
it oo esﬁjg}{‘ il A szolid fazist matrixot mossuk, és mérjiik a fluo-
a EEEELD reszcencia intenzitasat, amely forditott aranyban 4l
fény- az analit koncentraciojaval. Ezt a modszert hasznal-
fényforras detektor jak mikroorganizmusok elleni antitest koncentracio-
490 nm 520 nm janak mérésére, autoantitestdetektalasra és szérumfe-
hérjék, hormonok meghatdrozasara is.
AgF
Radidlis megosztasu immunofluorometrikus assay.
g Radialis kromatografiat alkalmaznak, és a reakci6
. tivegszal filterpapiron megy végbe.
) i polar fény-
fényforras sz(ir6 detektor
420 nm 6-38. dbra. Fluoreszcens polarizaciés immunoassay (FPIA)
a) Az assay folyamata
% b) A fluoreszcens konjugatum fluoreszcencidja
¢) A nagy antigén jelolt antitestkomplex lassabban mozog,
c Ab-Ag-fluoreszcein ) &Y ger) pex &

nem forog, a polarizalt fényt el6refelé dtengedi
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Késleltetett fluoreszcencidjii immunoassay (DELFIA).
Az eljaras soran specialis késziiléket és fluoreszcens
molekulat hasznalnak az eljaras érzékenységének no-
velésére. A 100 ns-os vagy hosszabb idejii késleltetett
fluoreszcencidju jelzémolekula és az impulzus tizem-
modban vald gerjesztés alkalmazasaval elkeriilhet6 a
zavar6 hattér-fluoreszcencia, amely rendszerint 10 ns
alatt lezajlik.

Homogén FIA

Nem igényel mosasi 1épést, viszont kevésbé érzé-
keny, standard késziilékkel mérve kb.107° M az ér-
zékenysége.

Fluoreszcens Polarizdcios Assay. A fluoreszcens detek-
talas kiilonleges valtozata a fluoreszcenciapolarizaci-
6s immunoassay (6-38. dbra). Ez a mérési modszer a
fluoreszcencia jelenség egy sajatos vondasan alapszik.
Ha a fluoreszcenciat egy oldatban (amelyben - az
egyszerlség kedvéért tegyiik fel, hogy — csak a vizsga-
landé anyag képes fluoreszcenciara) sikban polarizalt
fénynyalabbal idézziik eld, akkor a fluoreszcens fény
(amit, mint tudjuk, a gerjesztett mintamolekulak bo-
csatanak ki) lehet tovabbra is sikban polarizalt, de el
is veszitheti polarizalt jellegét. Ez attol fiigg, hogy mi-
lyen gyorsan forognak a molekulak. Ha a gerjesztés és
a fénykibocsatas kozott eltelt idében (amely altaldban
a ns dimenzidba esik) a molekuldk térhelyzete val-
tozatlan, akkor a kibocsatott fény polarizacids sikja
megegyezik az elnyelt fényével. Ellenkezd esetben a
molekula elfordulasanak megfelel6 mas iranyban lesz
polarizalt a kibocsatott fény. Mivel az egyes moleku-
lak egymastol fiiggetleniil forognak, ekkor a kibocsa-
tott fény Gsszességében mar nem polarizalt.

A molekulak forgasi sebessége nagyban fiigg a
méretiiktél. A néhany szaz dalton molekulatomegii
fluoreszcensen jelzett mintamolekuldk olyan gyorsan
forognak, hogy a fluoreszcens fény polarizacioja el-
tlinik, vagy nagyon lecsokken. Ha viszont egy ilyen
molekula egy nagy fehérjéhez, pl. ellenanyaghoz ko-
tddik, akkor az igy létrejott komplex forgasi sebessé-
ge (amely nagyjabol azonos maganak a fehérjének a
forgasi sebességével) olyan kicsi, hogy a fluoreszcens
tény polarizalt marad. Ha tehat a kis molekulaju fluo-
reszcensen jelzett antigén és a nagy molekuldju ellen-
anyag oldatat elegyitjiik, és ezutan mérjiikk a polaros
fény altal kivéltott fluoreszcencia polarizaciés fokat,
akkor azt tapasztaljuk, hogy a reakcié idébeni el6re-

haladasaval a polarizacids fok egyre né. Ezzel a mod-
szerrel tehat kovethetd a reakcio kinetikaja is, majd az
egyensuly beallasa utdn a keletkezett komplex meny-
nyiségére is kovetkeztetni lehet. Adott mennyiségti
ellenanyagot és kompeticidt alkalmazva az egyensulyi
polarizacios fok és a fluoreszkalé anyag koncentraci-
6ja kozti kalibracios osszefiiggés kimérhetd.

Ennél a mddszernél nincs sziikség elvalasztasra, ez
tehat homogén eljaras. Szamos egyéb homogén méré-
si technika ismeretes. Ezek nagy része szintén kompe-
titiv eljaras, ahol a mérendé antigénnel a jelzett anti-
gén versenyez az antitestek kotShelyeiért, és a jelzett
antigén szabad, ill. kotott formajanak nem egyforma
a jelintenzitasa. Igy pl. lehet, hogy a kétott forméban
a jelzett molekulak gyengébben fluoreszkalnak, mint a
szabad formaban. Mivel ilyenkor a szabad és a kotott
forma egyarant ad jelet (csak eltérd intenzitassal), ezért
az ilyen modszerek csak viszonylag nagy koncentracio
(107°~107° mol/l) mérésére alkalmasak.

Fluoreszcens Protection Immunoassay. A fluoreszcens
jelolt antigén reagél a specifikus antitesttel. A kapcso-
l6das térbelileg megakadalyozza egy masodik, a fluo-
reszceinre specifikus antitest odakotédését a fluoro-
forra. Ez az antitest, ha a fluoroférhoz kotédik, kioltja
(quencheli) annak a fluoreszcenciajat. A mintaban
1év6 antigén leszoritja a jelolt antigént a kotédésbal,
tobb olyan szabad jelolt molekula marad, amelynek
fluoreszcencidjat a masodik antitest meggatolja.

Chemiluminescent Immunoassay (CLIA)

Jelolésre kemilumineszcenciat gerjeszté molekulat
hasznalunk: luminolderivitumokat, akridiniumész-
tereket,
ruténium-tri-bipridil-tripropilamint (TPA) az elekt-

nitrofenil-oxalat-derivitumokat, valamint
rokemilumineszcencidban.

A heterogén assay formatumok lényegében nem
kiillonboznek a RIA és a FIA formatumaitol. Mivel a
kemilumineszcens anyag elektrokémiailag bocsat ki
tényt elektrédok felszinén, igy alkalmazhaté homo-
gén assay formatumban is.

Akridiniumészter jelolésti CLIA esetén az hasznaljuk
ki, hogy az aktivélt, kemilumineszcens molekulak
igen gyorsan, az oxidacids reakcié meginduldsa utan
5-10 s mulva nagyenergiaju villanéfényt emittalnak.
A villandfény tipusu (flash-type) fluoreszcencia miatt
ennek a detektaldsa noveli a modszer érzékenységét.
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6-6. tdbldzat. A MEIA és a CMIA 06sszehasonlitasa

Modszer Szildrd fazis Szepardcids Iépés Jelolés Erzékelé médszer

MEIA latex mikrorészecske tivegszal matrix alkalikus foszfataz enzim fluoreszcenciadetektor

CMIA mégneses magnes kemilumineszcens kemilumineszcencids
mikrorészecske vegyiilet fotosokszorozo csé

Elektrokemilumineszcens Immunoassay (ECLIA). A
jelolé anyag elektrokémiailag general fényt, egy oxi-
doredukcids reakcioban.

Az assay-protokoll a kovetkezo: antitesttel fedett
magneses mikropartikulumok szilard fazisként a
mintabdl megkétik az antigént, amelyet egy masodik,
jelolt antitesttel hozunk komplexbe (6-39. dbra, 6-6.
tdbldzat). A szabad konjugatumot mosassal tavolitjuk
el, majd a szilard fazisu szuszpenzié kemiluminesz-
cencidjat mérjiik elektrod segitségével. Az assay érzé-
kenysége 0,2-0,4 ng/mL CEA és 0,4 ng/mL AFP ese-
tében. Elénye, hogy nem igényel bonyolult mtszert,
és gyors a szignalmérés.

AZ IMMUNOASSAY-T BEFOLYASOLO FAKTOROK

Pontossag, precizitas

Ez a két elvarhaté kévetelmény egy laboratériumi
méréstol. A pontossdg azt jelenti, hogy az assay képes
azt az eredményt adni a laboratériumi analitikusnak
és a klinikusnak, amely a mintaban 1évé analit valédi
mennyisége. Vagyis a laboratérium képes mintaban
lévé anyag valés koncentracidjat kimutatni. A pre-
cizitds pedig azt jelenti, hogy az adott reagensekkel
és mérémiszerrel, standard koriilmények kozott az
eredmény reprodukalhato.

Egy immunoassay, amely pontosan és precizen ké-
pes eredményt adni anélkiil, hogy hamis pozitiv ered-

CHEMIFLEX™

+ @D+ DN+

magneses minta szabadalmazott bazis/sav
mikrorészecske akridinium-
szarmazék

6-39. dbra. Kemilumineszcens magneses immunoassay
(CMIA)

ményt mérne, klinikai szempontbol specifikusnak
mondhat6 (6-40. dbra).

Egy immunoassay klinikai szenzitivitasa azt jelen-
ti, hogy pontosan és reprodukalhatéan méri a legki-
sebb mennyiségeket is, vagyis nem ad hamis negativ
eredményt.

Kalibratorok és kontrollok

Megfelel6 alkalmazasuk meghatarozza az emlitett
faktorokat.

A kalibrdtorok olyan ismert mennyiségli méren-
d6é molekulat tartalmazé oldatok, amelyek megha-
tarozzak a jelerdsség és az analit koncentracidjanak
viszonyat. Kalibracidés sort alkalmazva kalibracids
(dozis-hatas) gorbe irhaté le a késziilék szoftverének
segitségével, amelyben a jel korreldl a standard kon-
centracidjaval. Az ismeretlen beteg mintajanak jelin-
tenzitasat megmeérve a kalibracios gorbe segitségével
meghatdrozhaté a mintaban 1év6 analit koncentra-

pontos reprodukalhaté szenzitiv specifikus
{ ) / ~ \\
\ \ \
méri a célmolekulat nincs nincs
a megfeleld Ujra tudja alnegativ alpozitiv
célmolekulat mérni eredmény eredmény
a
j6 kalibracios gorbe o
D
%
C e
3, ;\e@*
A © A\e((\
©
0 5 10 15 20
b koncentracié

6-40. dbra. Az immunoassay kovetelményei
a) Kovetelmények
b) Megfelel6 kalibracids gorbe
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cidja. Fontos, hogy a kalibrato-

HAMA ellenanyag —_____ -
rokat a gyart6 utasitasai szerint ﬂ\
kezeljiik, ellenkez6 esetben pon- ,—,:g{k“;;j*
tatlan a mérés, a beteg mintaja- _ //Hﬁ
nak hamis mérését eredménye- N —< I =K
zi. Ha a kalibratorok hasznalatra N
kész formaban allnak rendelke- . =< \?/:'-k

zésre, megfelelé az oldoszeriik
(szérum), kisebb a tévedési le-
hetdség.

a befog6 antitest blokkolva van
HAMA ellenanyag ___

A kontrollok (pozitiv, negativ)
ismert koncentracioju analitot
tartalmazé mintdk, amelyeket
a mérés pontossaganak és rep-
rodukalhatésaganak ellenérzé-

sére hasznalunk. Amennyiben
a gyart6 altal megadott tarto-
manyban vissza tudjuk mérni azokat, ez azt jelenti,
hogy a beteg mintajat is jol mértiik meg. A kontrollok
le- vagy folfelé torténé hamis mérése jelzi a reagen-
sek, a kalibratorok vagy az analizis hib4jat.

A mérésre haté tényezok (assay-interferencia)

Azt jelenti, hogy valamely kiils6 tényezé zavarja
a mérés pontossagat, legtobbszor az antigén-antitest
Osszekapcsolddasat. Az egylépéses mddszereknél az
interferencia daltalaban megvaltoztatja a mérés spe-
cifitasat és szenzitivitasat is. A kétlépéses mddszerek
pontossagat altalaban kevésbé zavarjak kiils6 ténye-
z8k (mint nem specifikus kotéfehérjék, interferald
anyagok, altaldnos matrixeffektus), mert a mosassal
ezeket eltavolitjuk.

Nagydozis-visszacsapdsi (,hook”) effektus. Nagy an-
tigénfelesleg (prozona-fenomén) nagydozis-vissz-
szacsapasi effektust okozhat, ami egylépéses szend-
vics-assay esetében fordulhat el6 (6-41. dbra). Ekkor a
nagy antigénkoncentracié teliti mind a befog6, mind

mérési
tartomany

nagy dézisu
visszacspas

jel

analitkoncentracié

6-41. dbra. Szendvics-assay. A mintaban 1év6 extrém nagy
antigénkoncentracio visszacsapasi effektusa

a detektald ellenanyag blokkolva van
HAMA ellenanyag --.___

c%? x":ﬁ]
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6-42. dbra. Az antiegér antitest (HAMA) zavaré hatasai
a) A HAMA okozhat alpozitiv eredményt
b) HAMA okozta alnegativ eredmény

a jelold antitest Osszes antigénkotd helyét, meggatol-
va a szendvics kialakulasat. Ilyen koriilmények kozott
a mért antigénmennyiség sokkal kisebb lesz, mint a
minta valds antigénkoncentracidja. Ez a ddézis-hatas
gorbén jol lathato, ahol emelked6 antigén koncentra-
ci6 egy adott ponton csokkend jelintenzitast ad. Ezt a
jelenséget prozona effektusnak is hivjak.

Humdn Anti-Mouse Antitestek (HAMA). A mintdban
el6fordulé egérantigének ellen kialakult antitestek
okozzak ezt a fajta interferenciat (6-42. dbra). Ennek
kiilonféle okai lehetnek, mint pl. egér monoklonalis
antitest terapia, egerekkel dolgozé személyek szintén
immunizal6dhatnak egérantigénekkel.

A beteg mintajaban 1év6 HAMA okozhat hamis
pozitiv és hamis negativ reakciét egyarant olyan
tesztben, ahol egér monoklonalis antitestet hasznal-
nak mint reagenst.

 Hamis pozitiv eredmény HAMA miatt: ebben az

esetben a hamis pozitivitds oka, hogy az
anti-egér antitest szendvicsként dsszekoti a szo-
lid fazison 1év6 befogd antitestet a jelolt anti-
testtel, vagyis ugy tlinik, mintha a mintdban
1év6 antigén kapcsolta volna dssze a komplexet.
« HAMA okozta hamis negativ eredmény: két
mechanizmussal johet létre: gatlds révén vagy a
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szolid fazison 1év6 befogd antitestet blokkolja a
HAMA, vagy a jelol6 antitestet.

Carryover (dtszennyezés). Azt jelenti, hogy egy ext-
rém nagy analitkoncentracidji mintabél minima-
lis mintamennyiség atkeriil egy mellette 1év6 csébe
(kontaminacid), amelyik ezért alacsony pozitiv ered-
ményt ad. A legtobb késziilék az extrém magas minta
melletti alacsony pozitiv mintat jelzi, és azt ijramérik.

AZ IMMUNOASSAY-K FEJLESZTESI IRANYAI

Multiplex immunoassay-k: fehérje-biochip, micro-
bead-array

A legujabb technolégiai fejlesztések olyan iranyba
haladnak, hogy a minta egyszeri felhasznalasaval, egy
méréssel 5-100 kiillonboz6 analitmolekula koncent-
racidjat tudjuk detektdlni. Ezek az un. multiplex mé-
rési modszerek két nagy kategoriaba sorolhatok az al-
kalmazott szildrd hordozé alapjan. Az egyik esetben
a microchip-technoldgiara adaptaltak az immunoas-
say-t, a masikban egymastol méret vagy fluoreszcen-
cia alapjan jol elkiilonitheté mikropartikulumokra.
Mikrochipet alkalmazva a mérendé fehérjék meny-
nyisége szinte hatdrtalan, a mikrogyongyok viszonz
a rendelkezésre allé bead-fajtak korlatozzak az egy-
szerre mérhetd paraméterek szamat. Ezek a minia-
tiirizalt technikak kis mennyiségii reagenst és mintat
igényelnek, ezért kornyezetkimél6k, olcsok és ener-
giakimélok.

MicroSpot Assay

A microchip hordozé felszinén kis, elkiilonitett
tertiletekre viszik fel a kiilonb6z6 reagenseket az un.
micro-dot technoldgidval. Igy 100-200 kiilénb6zd
reakcidhelyet tudnak létrehozni (,nyomtatni”) egy
3 mm atmérGji polisztirénlemez felszinén (Ekins,
1998). Minden egyes reakcidhely egy 80 um atméro-
j tertilet, amelyre kevesebb mint 1 nL. mennyiségt
reagenst ,,nyomtatnak” egy automataval (6-43. dbra).
Ez a médszer az Exins altal leirt ,ambiens assay te6-
rid’-n alapul, amelyben az assay érzékenysége és mé-
rési hatara a befogé antitest telitettségének mértéké-
t6l és nem a szilard fazis felszinének méretétdl fiigg
(6-44. dbra). Ebben az eljarasban a microspot felszi-
nén befogott analit mennyisége olyan kicsi, hogy ez
nem befolydsolja az analit koncentraci6jat a minta-
ban még kis koncentraciéban jelen 1év6 célmolekula

allandé jelstiriség csokkend
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6-44. dbra. A multiplex ,,ambiens assay” tedria elve: a jel és
a jelstirtiség aranya a mikrospoton. Novekvé méretii spo-
ton a befogd molekuldk, ha ugyanolyan siirtiségben van-
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esetében sem és akkor sem, ha a kotés nagy affinitasa.
Ez akkor igaz, ha < 0,1/K befogd molekulat immo-
bilizalnak, ahol K az immunreakcié affinitaskons-
tansa. Ilyen koriilmények kozott a mintabdl kifogott
célmolekula mennyisége kozvetleniil tiikrozi annak
koncentraci6jat. Erdekes, hogy a koncentraciémérés
ilyen kornyezeti (,ambiens”) analit koriilmények ko-
z0Ott fliggetlen a minta volumenétdl, és a kis meny-
nyiségli mintafelhasznalas ellenére nagyon szenzitiv.
Ennek két oka van: egyrészt a kotés a legmagasabb
célmolekula-koncentracién zajlik, masrészt a befogd
antitestmolekula—antigén- (analit) komplex nagyon
kis feliileten taldlhato, nagy jelet okozva ott.

A Roche Diagnostics cég avidinnal fedett szolid
fazist haszndl, amelyre biotinnal jelolt befogd anti-
testet vagy antigént nyomtatnak. Kiilonféle paramé-
terek (mint anti-HIV, anti-HBsAg, anti-hepatitis-C
és rubeolaantitestek) detektalhatok egy mintabdl egy
méréssel a microchip felszinén. Az assay-formatum
egy haromlépéses fluoreszcens immunoassay, ahol a
fluoreszcens jelet egy 1ézer szkenner detektdlja.

Aramlasi citometrids immunoassay - multiplex
microbead-assay

A Luminex cég (Austin, TX) kifejlesztett egy
aramlasi citometrias mérési elven alapuld, multi-
parametrikus fluoreszcens immunoassay-t. Ebben a
rendszerben két kiilonb6z6 fluorofér kiilonbozé kon-
centracidival feltoltott latexpartikulumok (latexbead)
szolgalnak szolid fazisként. Ezek a partikulumok az
aramldsi citométeren mind kiilén bead-populacio-
ként jelennek meg. A t6bb mint 60 kiilénb6z6 tulaj-
donsagu partikulum mindegyike kiilon célmolekula
mérésére szolgal, egy mintabol. Egy adott microbead-
bal kb. 1000 darab képezi a reakcidfelszint, amelyhez
vagy a befogd antitestet, vagy antigént kapcsolnak. Az
analit kotédését a mikrogyongyokhoz egy masik szi-
nt fluoreszcens molekulaval jelolt antitesttel tessziik
lathatova.

A mérés kivitelezése a kovetkezd. A mintat dssze-
keverjiik a befogd antitestet tartalmazd microbead-
del és a fikoeritrinnel (PE) jel6lt mdsodik antitesttel.
A keveréket 10-30 perc inkubdcié utan mérjiik egy
aramlasi citométeren, amely tobb paraméteres fluo-
reszcens detektaldsra alkalmas. A késziilék egyetlen
méréssel minden gyongycsoportbdl 1000-1000 par-
tikulomot lemérve elkiiloniti azokat fluoreszcens
jelzésiik és intenzitasuk alapjan, és kiilon jelként de-

tektalja az adott bead-csoportnak a jel6l6 fluoresz-
cenciaintenzitasat is. Ez a jel egyenesen aranyos a be-
fogott analit mennyiségével.

Ezt az elvet alkalmazzak pl. 15 féle citokin egyideju
mesésére, egy mintabdl (Carson, 1999), de autoanti-
testek vagy mikrobak elleni antitestek mérésére is al-
kalmas. A szimultdn mérés kevésbé érzékeny, mint az
individualis citokinszendvics-ELISA-k, de igy is elég
érzékeny, pl. 100 pg/ml IL-2-re, 10 pg/ml IL-4-re, 100
pg/ml GM-CSE-re és 200 pg/ml interferon-o.-ra.

A multiplex technikai eljarasok teriiletén nagy fej-
16dés mutatkozik, de néhany megoldando6 probléma
még mindig maradt, igy nem vonultak be a rutin di-
agnosztikaba. Az egyik probléma, hogy a miniatiiri-
zalas nem valdsul meg az assay-ben minden ponton.
Igy kis folyadék- és mintamennyiség kezelése nincs
megoldva, ezért azok gyakran elparolognak és zavar-
jak a reakciot. Néhany esetben a szenzitivitast és a
specificitast is vizsgalni kell. Ugyanakkor a miniatiiri-
zalas mint végs6 cél fontos a laboratériumi diagnosz-
tikaban, mert koltséghatékonyabb, gyorsabb, klini-
kailag hasznos, és nem utolsdsorban kevésbé terheli
a beteget.
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