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A szerologia fogalma (ismétlés)

A vérszérum és mas testnedvek laboratériumi vizsgalata, a gyakorlatban els6sorban az
azokban talalhato antitestek kimutatasat értik alatta.

Emlékeztek?
— Vérplazma: alvadasgatolt vér felliluszoja
— Vérszérum: alvadt vér felliluszoéja
Ezek is antigén-antitest reakcidn alapulnak (mindkett6 kimutathato).
Milyen mddszerek tartoznak ide?
— Precipitacion alapuldk (Iasd mult heti anyagot)
— Agglutinacion alapuldk (Iasd mult heti anyagot)
— Immunoassay vizsgalatok (ELISA, ELISPOT, radioimmunoassay)
— Immunoblot technikak (Western blot, Dot blot)
— Indirekt immunfluoreszcens mikroszkopia
F6bb klinikai felhasznalas:
— Fert6z0 betegségek diagnosztikaja (pl. a kdrokozoék ellen termelt antitestek kimutatasa)
— Autoimmun betegségek diagnosztikaja (koros autoantitestek kimutatasa)
— Immunhianyos allapotok diagnosztikaja (antitestek szintjeinek mérése)
— Vércsoport meghatarozas



Indirekt ELISA gyakorlat

Gyakorlat menete:

Az asztalokon kulonboz6 gyari ELISA kitek vannak kihelyezve.
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Erzékenyités: az antigén kikdtése az ELISA lemezhez. _ o )
. - o ) _ Eddig a gyartd elvégezte.
Telités: nem specifikus kot6helyek blokkolasa zselatinnal.

A vizsgdlt szérumminta és a standardok betoltése. (100ul, 30 perc inkubacid)
A gyakorlaton csak ez utdbbi all rendelkezésre.

Mosas haromszor.

100l anti-human 1gG-PO vagy IgM-PO antitest hozzaadasa, 30 perc inkubalas.
Mosas haromszor.

El6hivas 100ul tetrametil-benzidin (TMB) oldattal.

Reakcid leallitasa 50l sav oldattal.

(ELISA lemez leolvasdsa, értékelése.)

HUZZATOK KESZTYUT!




ELISA alapok I.

* ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay!!! (enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalat)

* Példa az ELISA m(ikodési elvére (Un. sandwich ELISA, |asd kovetkez6 didkon):

Kromogén+szubsztrat

Szinreakcié ——> / HRP-kotott streptavidin

<€—— Biotinalt anti-
/ ,A” antitest
Kimutatando
,A” antigén

\

Befogd anti-,,A” antitest

Kvantitativ vizsgalat, a szinreakcid
96 lyuku ELISA lemez erfsségébsl  meghatarozhaté  az
antigén pontos koncentracioja!




ELISA alapok II.

Antigén-antitest reakcién alapul, mindkettd kimutathato.[2
Erzékenyités: Az egyiket szilard fazishoz kétik.

Telités: Nem-specifikus kotéhelyek blokkolasa.

A kimutatni kivant antitest/antigén oldott formaban van. (pl. szérum)

A befogd antitest/antigén megkoti az oldatbdl a kimutatandd fehérjét, kotott
immunkomplex képzddik.

A nem-kot6dott fehérjéket mosassal eltavolitjak.

A képz6db immunkomplexet egy vagy tobb Iépésben, enzimatikus reakcidval teszik
|lathatdva.

A szinreakciot add kromogének oldhato végterméket formalnak és egyenletesen
eloszlanak az oldatban.

Ismert koncentracidoju standardok segitségével az oldat fényelnyelésébdl
kiszamithaté a vizsgalt anyag pontos koncentraciéja. - Kvantitativ vizsgalat!



Az ELISA m(kodési elve (indirekt ELISA)

érzékenyités + minta mosas
(pl. human szérum)
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+ jeldlt anti-huméan mosas + kromogén  szinreakcio
antitest és szubsztrat




oldhato =~

- p-nitrofenil-foszfat (pNPP) s ELISA
Alkalikus hisztokémia,
foszfataz Nitro blue tetrazolium (NBT) .-oldhatatlan ™ immunoblot
o Fast Red oldhatatlanf] hisztokémia,
immunoblot
— ABTS = = oldhaté ELISA
— o-feniléndiamin (OPD) - oldhato ELISA
a tetrametilbenzidin (TMB) a ~{ oldhato ELISA
— o-dianizidin M | oldhaté ELISA
Peroxidaz |
— 5-aminoszalicilsav (5-ASA) oldhaté ELISA

diaminobenzidin (DAB)

oIdhatatIan]

hisztokémia,
immunoblot

3-amino-9-etilkarbazol (AEC)

oIdhatatIanI

hisztokémia,
immunoblot

4-kloro-1-naftol (4C1N)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

ELISA esetén a szinreakciot ado
kromogén oldhaté végterméket
kel, hogy adjon. A szines
végtermék egyenletesen eloszlik
az oldatban, megvaltoztatva
annak fényelnyelését, melyet az

ELISA olvasé lyukanként
megmeér.[2]

Immunhisztokémia, illetve
blottolas esetén (pl. Western
blot)  forditva,  oldhatatlan

végtermékre van sziikség, hogy
ne diffundaljon el a reakcid
helyétdl és ott detektaljak, ahol
az  antigén-antitest  reakcid
|étrejott.



FObb ELISA tipusok

Kromogén + szubsztrat

Kromogén + szubsztrat % >
k‘.-
Kromogén + szubsztrat s >¢ ,

L,

( *-..} Jel6lt masodlagos antitest
Jel6lt elsédleges antitest

Jeléletlen els6dleges
antitest

Jel6lt masodlagos antitest

Jelletlen elsédleges
antitest

Befogd antitest

Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandwich ELISA

! ! !

Draga, alacsony jeler6sség.  Olcsébb, n6 a jeler6sség. A befogd és az els6dleges
antitest ugyanazon antigén
eltérod epitopjait ismerik fel!



Direkt ELISA

1. Kinyert ,A” antigént kikotik a lemezre.
2. Enzim-jelolt anti-,A” antitesttel kimutatjak az antigént.[3!

kromogén + szubsztrat

rings (.

Els6dleges anti-,A”
antitest

Kikotott ,A” antigén

szinreakcio

ElGny:
* Gyors

Hatrany:

* Draga (jelolt els6dleges antitest
szikséges hozzd)

* Alacsony a jelerdsség, mert pl.
a szérumban talalhatdé fehérjék a
kikotés  soran  versenyeznek
egymassal, a vizsgalt fehérjébdl
kis  mennyiség  kotédik  ki.
(Megoldas: Sandwich ELISA)



Indirekt ELISA

szines végtermeék

\ enzim

a Velélt anti-human
kromogén + ===  antitest
szubsztrat “

human anti-,,A”
antitest a mintaban

,A” antigén kikdtve / \

a lemezhez

Felhasznalas: Antitestek kimutatasa

a mintaban, pl.:

* Hibridéma feliiliszé tesztelésel*

* Antigén-specifikus antitestek
vizsgdlata testfolyadékokbdl (pl.
szérum autoantitestek mérése
autoimmun betegségekben,
részletesen lasd kés6bb)



kromogén +
szubsztrat

Sandwich ELISA

szines végtermék

enzim

jelolt anti-,A” antitest
5w, A" antigén a mintdban

lemezhez kotott , befogd”
anti-,,A” antitest

Felhasznalas: Antigén specifikus
kimutatasa a mintaban.

Pl.:

» Citokinek

* Tumormarkerek

« Hormonok

e Stb.

Feltétele: A befogd és a detektalo
antitest ugyanazon antigén eltéré
epitdpjait ismerjék fel.



Kompeticids ELISA

antigén a jelolt
mintaban antigén szinreakcio
@

)
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i
verseny a + kromogén és értékelés
kotéhelyekért szubsztrat

Felhasznalas: Antigén kimutatasa valamilyen mintaban.

Elve:

1. Anti-,,A” antitest kikotése a lemezhez.

2. A vizsgalt mintahoz ismert mennyiségl enzim-jel6lt ,A” antigént adnak.

3. A mintaban talalhato jeloletlen ,A” antigén versenyez a hozzaadott jel6lt ,A”-val a
befogd antitest kot6helyeiért.

4. A nem kotédott antigént kimossak.

5. A szinreakcido intenzitdsa forditottan aranyos a mintaban taldlhatdo antigén
koncentracidjaval. (Minél kevesebb volt a mintdban, annal toébb enzim-jel6lt
antigén tudott hozzakapcsolddni az antitestekhez.)



ELISA értékelése |I.

Ismert koncentracidju standard sor készitése:
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Egy ELISA olvasd, mely megméri az egyes
lyukakban a fényelnyelést (abszorbancia).
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Abszorbancia 450 nm-en

Koncentracio (ng/ml)



ELISA értélfelése 1.

Qualitatskontroll-Zertifikat / Quality Control Certificate
Rheumatoid Factor Screen
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a pontos koncentraciot. _
Egy rutin ELISA lelet

(rheumatoid faktor meghatarozas)



AZ ELISA jelentbsége

Orvosi diagnosztika:
— Autoimmun  koérképek  diagnosztikdjal>!  (autoantitestek  kimutatasa

testfolyadékokbdl, részletesen lasd késébb)

— Fert6z6 betegségek diagnosztikajal® 7! (kdrokozd antigénjeinek vagy az ellenik

termelt antitestek kimutatasa, pl. HIV elleni antitestek kimutatasa HIV szlirésnél)

— Specifikus szérumfehérjék koncentracioinak meghatarozasa, pl. CRP,

hormonok!®! (B-hCG, TSH, stb.) citokinek, tumormarkerek!® 101 (pl. AFP, PSA,
CEA, stb.)

Ipari felhasznalas:

Taplalékallergének kimutatasa az élelmiszerekben!l 121 (pl. glutén, mogyord,
tejfehérje, stb.)

Mérgezést okozo toxinok kimutatasa élelmiszerekben(13-]
Hibriddmak antitest termelésének tesztelése!*!

Bizonyos ipari szennyezGanyagok kimutatasa ipari hulladékokban, felszini
vizekben[14

Kutatas



ELISPOT

ELISPOT vizsgalat!>]

1. Az antigént termel6 sejtek
inkubaldsa az  antigénre

. specifikus befogd antitesttel.

Y Y&Y Y‘ vyyYyyY Sejtek antigén termelésének
vizsgalatara alkalmas maodszer.
3. Biotinalt antitest PI..

2. Sejtek kimosasa o 1 L
hozzdadasa Citokin termelés vizsgalata.

e
v KAA

YYyyYY

YYyyyyvyYY

4. Enzim-jelolt streptavidin 5. Kromogén hozzaadasa

_ hozzaadasa
R XK

a8 g7
T Y Y ¥ ¥ e YY‘&Y&!&YYYY
Y befogd antitest
vizsgalt antigén

biotinalt antitest ~"oe®s ~=ag, 6. Az antigén termelés helyén
PN . " .. . me o> =3 - - . Vé yé Ve 7’ 7
& enzim-jelolt streptavidin Te et = kicsapodo szines végtermék.

e szines végtermék
kromogén



IFNy termelés vizsgalata T-sejtekben

kezeletlen T-sejtek: anti-CD3 kezelt T-sejtek:

0 potty (,spot”) 760 potty

Interferon-gamma (IFNy) termelés vizsgalata ELISPOT madszerrel. A sejtek ki lettek
helyezve a lemezre, az altaluk termelt IFNy-at a lemezhez kotott befogd antitestek
megkototték, melyet enzimatikus reakcidval tettek lathatéva. Az anti-CD3 antitesttel
stimulalt T-sejtek aktivalodtak és jelentd6s mennyiségben termeltek IFNy-at.



Dot blot

1. Antigént tartalmazé minta felcseppentése
szilard hordozdéra (membran).

2. A hordozon rogzilt antigént jelolt antitesttel
mutatjak ki, vagy szines végterméket ado

kromogénnel, vagy kemilumineszcens mddon
Membran (PVDF (1asd késbbb).

Minta bet6lté

oo vagy nitrocelluléz) Felhasznalas: Meghatarozott fehérje
l°3§§§§§§§§:3:§:;% specifikus kimutatasa kevert fehérjemintaban.
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N
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N 8 °
= - >3 * -
4 t . .
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Vakuumos szivo ® @ o

Két minta o0sszehasonlitasa kulonbozo
fehérjékre nézve dot bloton.



Western blot!16]
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1. Méret szerinti elvalasztas

(elektroforézis)

.
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—
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~~ 3. Vizsgalt nt
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Fehérje oldat 2. Elvalasztott fehérjék atvitele
\ i szildrd hordozéra (blottolas)
1-5“5;?5—‘ " ‘,
E==
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én jelolése
specifikus antitesttel

4. Vizsgalt antigén kimutatasa kemilumineszcens
vagy fluoreszcens el6hivassal



Elohivas

A kot6dott antitestek tobbféleképpen is lathatdva tehetdk, a leggyakoribb médszerek!171:
* Kemilumineszcens reakcio
* Fluoreszcens el6hivas Fény

Luminol @1

: 1&? Oxidalt luminol

H,0, Jeldlt masodlagos antitest

Els6dleges antitest
Antlge .
Membran

A luminol kemilumineszcens reakC|OJa'
0 0
Il

H,0 l\ " e \07 +
20 + A _NH > 0'
Nl‘lg 0

NH; O

@ 425 nm



Peldak

AFP és a GADPH (mennyiségi kontroll) egylittes el6hivasa kemilumineszcens technikaval:
- AFP(69 kDa)

GAPDH(37 kDa)

10~ s

EGFR foszforilacio vizsgalata fluoreszcens Western blottal:

1 2 3 - 5 6

EGFR
R G N ——

Foszforildlt EGFR

Szummazott
G e— el Vsl




A Western blot jelentbsége

Mire jo7?
— Egy kevert fehérjemintaban specifikusan mutat ki meghatarozott
fehérjéket, melyek méretét is megadja, emellett szemikvantitativ.
— Immunprecipitacidoval alkalmas fehérje-fehérje kapcsolatok kimutatasara.
— Alkalmas funkcionalis vizsgalatokra, pl. fehérje foszforilacié detektalasara.
Kutatasban az egyik legelterjedtebb fehérjevizsgaléd mddszer.

Klinikai ~ gyakorlatban  limitalt a  felhaszndlasa, mert nehezen
standardizalhat6.['8’

Példak a diagnosztikus felhasznalasra:
— Egyes fert6z0 betegségek gyanujanak megerdsitése, pl.:
* Lyme-kori?]
* BSE (Bovine spongiform encephalopathy, , kergemarha-kdr”)[20
e HIV sz(irés soran a pozitiv ELISA lelet meger@sitése.[21]



Indirekt immunfluoreszcens mikroszkoépia,
mint szerologiai vizsgalomaodszer

* Fluoreszcens mikroszkopia leirasa = lasd 4. gyakorlat
* Felhaszndlas: Autoimmun kdrképek diagnosztikaja (részletesen lasd késébb)

* Lényeg: A beteg szérumat valamilyen sejttenyészethez vagy szovethez adjak hozza,
mellyel egyes kdros autoantitestek reagalnak. A kikotédott human autoantitesteket
fluoreszcensen jelolt anti-human ellenanyagokkal teszik lathatéva.

Jelolt anti-human  Mikroszkopia
antitest ‘

Autoantitest a beteg

szérumaban * A
Sejt/szovet A fk

Kett6sszalu DNS (dsDNS) elleni antitestek
kimutatdasa sejttenyészeten.[22!]



Indirekt immunfluoreszcencia példa

Endomysium-ellenes autoantitest (EMA) kimutatasa lisztérzékeny beteg
szérumabdl majom nyeldcsovon. A nyel6csé metszetet el6szor a beteg szérumaval
inkubaltak, majd fluoreszcensen jelolt (FITC) anti-human ellenanyaggal kezelték.[23]



A szerologiai modszerek érzékenysege

Becsiilt érzékenység
(ng fehérje/ml minta)

Precipitacio folyadékokban 20-200
Ouchterlony-féle kettés 20-200
immundiffazié
Immunelektroforézis 20-200
Mancini-féle radialis 10-50
immundiffazié
Rakéta immunelektrofézis 2
Immunfluoreszcencia 1
Direkt agglutinacio 0,3
Passziv agglutinacid 0,006-0,06

ELISA 0,0001-0,01
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