Immunologial modszerek a klinikai
Kutatasban

8. eldadas

Immunszerologia, iImmunkémia



Az Immunoassay-k érzékenysege

Kilonbozo eljarasokkal kimutathato
legkisebb ellenanyag koncentraciok

Immunflucreszcencia
Enzim immunoassay (ELISA)
Lumineszcencia

Radio-immunoassay (RIA, Farr)
Immunoblot

1 =100 ng

0.2-=100 pg
0.1-=100 pg
0.1=100 pg

0.2 =100 pg



A 6 szérumfeheérje frakciok és az ahhoz tartozo
fehérjek
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CRP Creactive pratein

Oy-Ac Alpha-1-antichymotrypsin
ey At Alpha-1-antitrypsin
Crz-Nd Alpha-2-macroglobulin
Tf Transferrin

3 C3 complement
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PreA, Prealbumin

-Ag Alpha-l-acid glycoprotein
B-Lip Betalipoprotein

[aTI Inter-alpha-trypsin inhibitor
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* Adapted from Laurell, C-B (110



Az Ig valencia és aviditas viszonya

Valencia Aviditas

_--_%J‘—_K{'
;_. \ Monovalens || Alacsony

Bivalens | | Nagy

\ | Polivalens | |lgen
nagy




Heidelberg gorbe
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Az antigén-antitest reakcioban képz6dd immunkomplex keletkezésének jellemzai



Nefelometria mérési elve




Nefelometria elve

Nephelometry Principle
A. Incoming Light
B. Slit

C. Reaction Cuvette

D. Photo Detectors



A nefelometria és turbidimetria optikai felepitese

Detector
spectrophotometer
turbidimetry
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Cuvette
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source
é Detector
forward light scatter

Detector, nephelometry
90° light scatter




Az immunoassay formatumok a jelolés helye
szerint

S 4 @ — T

Labcltd A'lllb()(.y Analyte in Antibody=-Analyte
Reagent Specimen Complex

Jelolt antitestet alkalmazunk indirekt immunoassay-ben és a
szendvics formatumban

Ab Ag* Ag*-Ab + Ag-Ab
§ +*GD+GD—>*‘3D>E
Labeled
Antibody Analyte Analyte in Antibody-Analyte
Reagent Reagent Specimen Complex

Jelolt antigént a kompeticiés formatumu immunoassy-ben alkalmazunk




A RIA radioaktiv jelolest hasznal

Szendvics formatum Kompetitiv forma
GE lodine, ¢

&=~ -




Kompeticios assay:

forditott arany a jel és az analit koncentracioja kozott

Sigral

Concentration

Ab Ag Ag* Ab=Ag Ab=Ag*
>=+W+*xW->A0y__++A0y__

Egylépéses kompetitivimmunoassay

Step 1:
Ab (excess) Ag Ab-Ag Ab
S=>—+WM >y _+5
Step 2:

Ab-Ag Ab Ag*

Ab-Ag Ab-Ag*
B r>— x> Dy

Kétlé-péses korﬁpétitiv immunoassay



Nem-kompetitiv, szendvics assay

Direct Relationship

egyenes aranyossag a jel és antigén koncentracio kozott

S

Cencentration

v

Szendvics assay: az antitestek az antigén két epitépjat ismerik fel

Szilard hordozé. E;
Mikropartikulum

Beadek

Mikrotitralo lemez




Homogen es heterogen immunoassay
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Kompetitiv RIA: masodik antitestet hasznal a kotott
es szabad frakcio elvalasztasara
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! ; 2nd antibody on solid phase

Jeldlt antigén

Kotstt/ szabad 125 )
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Kompetitiv RIA: az elsddleges antitest szilard
fazishoz kotve

’_(125' Antigén/antitest
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Szendvics RIA = immunoradiometrikus assay:
a befogo antitest a szilard fazishoz kotve

Kotott/ szabad
Elsé reak0|o elvalasztas )
P 125,

Jelolt, masodik antitest

Elsédleges antitest Antigén

% )
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ELISA formatumok

Substrate>
Substrate> 0
Substrate Q
< Secondary
9 antibody
conjugate
Primary Prima
ry
conigats annbo%
Capgu:le
antibody
Direct Assay Indirect Assay Capture Assay
“Sandwich”

http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/ELISA.html



Mikropartikulum enzim immunoassay (MEIA) egy
olyan heterogén szendvics formatum, amelyben az
Immunkomplexek mikrobead-eken jonnek letre

Mikropartikulum a
befogo antitesttel
Y

Alkalikus-foszfataz MUP
jelolt antitest

4-Methyl Umbelliferone
Phosphate (MUP)




Mikropartikulum enzim immunoassay (MEIA)
eire
3;% 3%‘0 A A MR

A reakcié keveréket
Uvegszal matrixra
helyezik, mosas

Alkalikus foszfataz jeldlt
antigén-specifikus antitest
hozzaadasa, kétédése

A 4-methylumbilliferyl-phosphate
(MUP) hozzaadasa,

a fluoreszcens termeék,
methylumbilliferon (MU) mérése




Néhany fontosabb fluoreszcens jelold molekula

Fluorescence

Fluorochrome Emission Color Em-Max (nm)
BD Horizon™ V450 Blue 448
Pacific Blue™ Blue 452
Alexa Fluor® 488 519
FITC 519
PE 578
PE-Texas Red® 615
Texas Red® Orange 615
APC Red 660
Alexa Fluor® 647 Red 668
PE-Cy™S5 Red 667
PerCP Red 678
PerCP-Cy™5.5 Far Red 695
Alexa Fluor® 700 Far Red 719
PE-Cy™7 Infrared 785
APC-Cy7 Infrared 785

BD APC-H7 Infrared 785




Fluoreszcens polarizacios immunoassay - FPIA

Ab/Ag-F

=< + GD + GD—» #/cm%co

Antibody Analyte-Fluorescein  Analyte in

Reagent Label reagent Specimen
Light
Source
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ﬁ Detector
AgfF of[5::lnn
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A fluoreszcens konjugatum fluoreszcenciaja

Light Polarized Light
Source Filter Detector
- < ad high level
420 of measured
—@ — _\-@DF faorescance

Ab=Ag=fluorescein
rotate slowly in solution

A nagy antigan-jelolt antitest komplex lassabban mozog, nem rotal, a
polarizalt fényt elérefelé atengedi




Kemilumineszcens Magneses Immunoassay -
CMIA

CHEMIFLEX™
_Patented
Magnetic Sample  Acridinium Derivative Base/Acid
Microparticle Conjugate

A két technoldgia kulonbségei és hasolosaga

TECHNOLOGY SoLID PHASE SEPARATION STEP DETECTION TECHNOLOGY

MEIA Latex Glass Fiber Matrix Alkaline Phosphatase Fluorescence Detector
Microparticle Enzyme

CMIA Magnetic Magnet Chemiluminescent Chemiluminescence
Microparticle Compound Photomultiplier Tube




A j0 immunoassay kovetelményei

Pontos Reprodukalhaté Szenzitiv

Specifkus
&

Méri a megfeleld A célmolekulat
célmolekulat

Nincs fals negativ Nincs fals pozitiv
djra tudja mérni eredmény

eredmény

Signal

5 10 15 20
Concentration

A jo kalibracios gorbe



A szendvics assay-ben a mintaban levo extréem
nagy antigen koncentracio visszacsapasi effektusa

Working Ranig>

Signal

<igh Dose Hook

Analyte Concentration




Anti-egér antitest (HAMA) zavaré hatasai

HAMA okozhat
fals pozitiv eredményt

Capture antibody is blocked Detection antibody is blocked
HAMAantlbody;;/ HAMAanlibody—b¥ HAMA OkOZta
/ >=* \\%* fals negativ eredmény

te g




A protein mikroarray lehetséges befogd molekulai
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TRENDS in Biotechnology




A jel és a jel sUrlség aranya a mikrospoton: a
multiplex ,ambiens assay teoéridjanak” elve
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TRENDS in Biotechnology

Novekvd meéretl spot-on a befogé molekulak ha ugyanolyan sirliségben vannak
nyomtatva, né a teljes jel. Ezzel ellenétében a ha csdkken a befogd molekulak
szama és eléri a <0.1/K értéket, a jel denzitas né.



