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5. gyakorlat: Immunszerolégia
precipitacio, agglutinacié
ELISA, immunoblot technikak
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A szerolégia fogalma

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

Emlékeztek?
— Veérplazma: alvadasgatolt vér fellliszéja
— Vérszérum: alvadt vér fellluszéja
Ezek is antigén-antitest reakcion alapulnak (mindkett6 kimutathatd).
Milyen modszerek tartoznak ide?
— Precipitacion alapulék
— Agglutinacion alapuldk
— Immunoassay vizsgalatok (ELISA, ELISPOT, radioimmunoassay, stb., lasd jové héten)
— Immunoblot technikak (Western blot, Dot blot, lasd jov6 héten)
— Indirekt immunfluoreszcens mikroszkodpia
F6bb klinikai felhasznalas:
— Fert6z0 betegségek diagnosztikaja (pl. a korokozok ellen termelt antitestek kimutatasa)
— Autoimmun betegségek diagnosztikaja (kdros autoantitestek kimutatasa)
— Immunhianyos allapotok diagnosztikaja (antitestek szintjeinek mérése)
— Veércsoport meghatarozas



Specificitas, szenzitivitas

FN = Fals negativ
FP = Fals pozitiv

Hatarerték Fogalmak:[1]

! o Val4di negativ
Specificitas = -
Osszes negativ

i
Negativ 4m|m) Pozitiv
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e .l Valédi pozitiv
Szenzitivitas = — —
Osszes pozitiv

Az idealis vizsgalat 100%-os
szenzitivitassal és specificitassal
rendelkezik, de ilyen vizsgalat
NINCSEN.
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Antitest
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Precipitatum
képzddik

Antitest Ekvivalencia Antigén
tulsuly zOna tulsuly
Antigén >

mennyisége

Ha az oldatban [év6 antigén
mellett megfelel6 aranyban
van jelen az azt felismerd
antitest is, akkor nagyobb
fehérje komplexeket hoznak
|étre.

A nagyobb komplexeknek
csokken az oldékonysaga és
kicsapddnak (precipitacio).

Ezen alapul:
* Immundiffazioé
*  Immunelektroforézis



Immundiffuzio I.

Radialis immundiffuzio

Az antigén
korkoros
diffuzidja

Antitest az ,

agar gélbe™ [ 7 w
, Antigen
agyazva

Kettés immundiffuzio

Antitest

Egyszerlen kivitelezhetd, de
ma mar elavult technikak.



Immundiffuzio Il.

Mancini-féle21 radialis immundiffuzié:

Az agar gél egyenletes koncentracioban
tartalmaz antigént. Hozzaadjak a vizsgalt
szérumot, az abban talalhatdé antitest kor
iranyba elkezd diffundalni. Amint az
antigén-antitest arany eléri az idealis
tartomanyt, kicsapddnak.

Szemikvantitativ modszer.

Ouchterlony-féle!3! kettés immundiffizio:

A gél kozéps6 rése az antigént, a
koralotte talalhatd rések pedig a
kiilonb6z6 szérumokat tartalmazzak.
Ahogy az antigén és a szérumokban
talalhatd antitest egymas felé diffundal,
precipitacios iveket hoznak I|étre.
Szemikvantitativ moddszer.



Fehérje elektroforézis

Aramforras

Az elektromos  toltéssel bird
molekulak, koztik a fehérjék s,
elektromos er6tér hatadsara a
toltésikkel ellentétes podlus iranyaba
vandorolnak.

A vandorlasi sebességlik fligg:

— A kbzeg ellenallasatdl
(standardizalhatd)

— Az alkalmazott fesziltségtdl
(standardizalhatd)

— A fehérjék  méretétél és
toltésétol (utébbi pH-fiiggo)
Az eltér6 sebességgel futd fehérjék
igy fizikailag elvalaszthatdk.
A kozeg lehet:
— Szilard (pl. papir, nitrocellulz)
— Fél-folyékony (pl. agardoz vagy
poliakrilamid gél)
— Folyékony



Szérum protein elektroforézis

A vérszérumot enyhén alkalikus kdzegben futtatjak, ilyen kortilmények kozott a
szérum fehérjék tobbsége a pozitiv elektroda felé mozdul el, lathatova pedig

nem-specifikus fehérje festékekkel teheték.!4!

Minta [~

\

Y Albumin

» al-globulinok

a2-globulinok

s B-globulinok

©

| y-globulinok

Arne Tiselius

1948-as Kémiai Nobel-dij:

,Az elektroforézis és az adszorpcios
analizis terén végzett kutatasaiért,
kiilonos tekintettel a szérum fehérjék
komplex természetét feltaro
eredményeiért.” >




Szérum elektroforézis analizise

Néhany példa az egyes frakciokban futd Alb
fehérjékre:[®!] —
— Alb al a2 ¥
* Legnagyobb frakcié az albumin. {,
* al-globulinok: ‘

— al-antitripszin P

— Szérum amiloid A P

— Retinol-kot6 fehérje
— Transzkortin 4,
a2-globulinok:

— Coruloplazmin

— Angiotenzinogén

— Haptoglobin

Szérum elektroforézis normalis
mintazata és az abbdl készilt

* P-globulinok: denzitometrias diagram.
— B2-mikroglobulin P
— Transzferrin Gyulladasos citokinek hatasara (pl. TNFa, IL-1, IL-6) az akut

fazis reakcio soran a termelésuik:

* Novekszik (pozitiv akut fazis fehérjék, legf6bb
képviselGjik a CRP, ami a B- és a y-frakcidé kozott futl’-1)

e Csokken

— Plazminogén
y-globulinok:
— Immunglobulinok



Példak koros szérum elektroforézisre |.

Poliklonalis gammopathia

MB

Tobb B-sejt klon altal termelt
immunglobulin tobblet, valamilyen
gyulladasos folyamat all mogotte:l7!

* Fert6zés

* Autoimmun betegség

* Daganat

 Majbetegség (pl. hepatitis, cirrhosis)

Monoklonalis gammopathia

!
/

,M” csucs

Egyetlen B-sejt klon altal termelt

immunglobulin  tobblet, plazmasejtes

daganat all mogotte:l7!

* Myeloma multiplex

* Waldenstrom macroglobulinaemia

* MGUS (Monoclonal gammopathy of
undetermined significance)



Példak koros szérum elektroforézisre |l.

al-antitripszin hiany!

g Csokkent al-globulin
5 frakcid

PAS-reakcioval pozitiv, felhalmozddott

A1AT szemcsék hepatocytakban.

al-antitripszin (A1AT):

 Majban termelédik.

* A neutrophilek altal termelt elasztazt
semlegesiti a gyulladasos reakcidkban.

al-antitripszin deficiencia:

* Genetikai betegség.

e Nem szekretalddik, hanem a majsejtekben
felhalmozodik az al-antitripszin.

« A vérben jelent6sen csokken a szintje, ami
mar fiatalkorban szov6dményekhez vezet:

l

» Majkarosodas (felhalmozddd A1AT miatt)

* Tiudokarosodas (hianyzd A1AT miatt a tidében
zajlé  gyulladasos folyamatok fokozottan
karositjak a tiid6szovetet)

* Kronikus hasnyalmirigy-gyulladas (hianyzé
A1AT miatt)



Egyeb testfolyadékok elektroforeézise

Liquor cerebrospinalis (CSF)

l ' Beteg CSF
! ' l{ ~  Kontroll szérum
' ‘ ‘ l' % Beteg szérum
t t

albumin

Kontroll CSF

y-globulin

Vizelet elektroforézis:

Myeloma multiplex gyanuja esetén, szérum
elektroforézissel egy id6ben veégzik, a vesében
korosan filtraloddé immunglobulin  konny(
lancot (Bence Jones fehérjel10]) keresik.

A beteg esetében tobb, kulonbozé
csik  latszik a gamma-globulin
frakcioban, ami azonban eltér a
szérumaban talalhaté mintazattdl.

Koéros immunglobulin  termel&dik
helyileg a kdzponti idegrendszerben.
(oligoklondlis gammopathia, pl.
sclerosis multiplex esetén(®1)

Normal ‘a Nephrosis
vizelet ,"\ syndroma
| |
= i } ) TP
ALB o B AR o B Y

Bence Jones I

. . \
proteinuria |~
ALB  « 3 ¥




Immunelektroforézis I.

1. Szérum mintak elektroforézise

. minta (kontroll)

0-—0—O+0

0—0O

2. minta (paciens)

_l\k 4. Precipitacios ivek keletkeznek

"4

5. lvek megfestése

. 4

2. Anti-human ellenanyag hozzaadasa

6. [vek 0sszehasonlitasa a kontrollal
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Immunelektroforézis Il.

albumin  a2-makroglobulin IgM IgA IgG

transzferrin

A lathato iveket mindig normal kontrollal hasonlitjak 6ssze.[11]
Poliklonalis ellenanyagok hasznalata esetén a formaldédd ivek szama attol flgg,
milyen anti-human szérumot hasznalnak (16, nyul, kecske, stb.).

Monoklonadlis ellenanyagok segitségével egy-egy szérumfehérje specifikusan
azonosithato a mintaban.

Szemikvantitativ vizsgalat, a klinikai gyakorlatban ma mar nem hasznaljak.



1. Poliklonalis hipergammaglobulinémia

(Magyarazat:
(Rheumatoid arthritis) Anti-A  Anti-k Az 1. betegnél autoimmun
Ty 1:8 [ 1:1 [ 11 folyamat eredményeként tobb B-
sejt klon aktivalédott és termelt
“ g ellenanyagot, mig a 2. betegnél
egyetlen daganatos klon

szaporodott fel, az utddsejtek
mindegyike ugyanolyan izotipusu
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2. Monoklonalis gammopathia (IgG A immunglobulint termel6 myeloma multiplex)



Elektroforézis

Immunfixacio

!
/

,M” csucs

/

Anti-human

LB

Anti-1gG @
Anti-IgA @

Anti-IgM |@

B

Anti-k @
Anti-A @

1. Tobb parhuzamos szérum elektroforézist
végeznek ugyanabbdl a betegmintabdl.112!

2. Ezt kovetben az egyes megfuttatott géleken
antitestekkel mutatnak ki meghatarozott
fehérjéket. (A hozzaadott antitest az antigénnel
precipitatumot képez, mely valamilyen festék
hozzaadasaval lathatd. Az antigének az esetek
tobbségében maguk a human
immunglobulinok.)

Felhasznalas:

« Altaldban plazmasejtes daganatok
diagnosztikdja a rajuk jellemz6 koros
monoklondlis antitestek (,paraprotein”)
kimutatasan keresztil a szérumban.[13]

lgG K izotipusu monoklonalis ellenanyagot
termel6 myeloma multiplex



Nefelometria, turbidimetria

Az oldatban talalhaté makromolekulak (pl.
immunkomplexek) a méretiikkel aranyosan

szOrjak a fényt.

. ! T —————= [ @} Spektrofotométer
| .. (turbidimetria)
.9 2
: H Lencse = Nefelométer segitségével a fényszdras
W, alapjan azonosithaté a  vizsgalt
Fényforras : emkézti komplex, turbidimetria esetén pedig a
e detektor klivettan atjutott fény intenzitasanak
—D (nefelometria) csbkkenését mérik.[14.
Detektor

(90°-0s fényszoras,
nefelometria)
Felhasznalasuk: Immunkomplexek mérése,
pl. 6ssz IgA, 1gM, IgG szintek meghatarozasa,
kdnnyd lanc szint mérése (pl. myeloma
multiplexben), complement szintek mérése



Agglutinacio

 Ha az antitestek nagyobb partikulumokat (pl. sejteket, latex gyongyoket) kotnek
keresztbe, azok Osszecsapzddnak. = agglutinacio (ha vorosvérsejtek csapzodnak

0ssze, akkor hemagglutinacio)

e Az agglutinacio az antitestek egyik élettani funkciodja is, a korokozok agglutinacidja
hatraltatja a fert6zések terjedését.[1>!]

* Lehet direkt vagy indirekt, illetve aktiv vagy passziv.

 Szamos laboratériumi teszt agglutinacion alapul, melyek szabad szemmel is
lathatok.

RS ¢
¥ !
g 2 ‘ -
&..‘

XS 4

A4
&5

4

Anti-,A” IgM  VorGsvérsejt  Hemagglutinacié Vércsoport meghatérozds:
»A” antigénnel A, Rh(D) pozitiv

Control



Az agglutinacio élettani szerepe




Direkt vagy indirekt

Direkt agglutinacio: Indirekt agglutinacio:

@ -

<

)

Ugyanaz az antitest képes keresztbe * Egy masodlagos antitest koti keresztbe a
kdtni a partikulumokat. részecskéket.

Az IgM izotipusu antitestekre jellemzé.

Epitopok

..{




Aktiv vagy passziv

Aktiv agglutinacio:

Passziv agglutinacio:

A sejt a sajat, sejtfelszini antigénjével < A reakcidban résztvevé hordozd
vesz részt a reakcidban. részecskére mesterségesen van rakotve
e Példa: az antigén.
e Veércsoport meghatarozas * Példa:
 Bakteridlis  sejtfelszini  antigén * Latex agglutinaciés tesztek (lasd
kimutatasa

kovetkez6 diakon)



Az agglutinacio orvosi jelentdsége

Az antitestek egyik élettani funkcidja, a korokozok elleni védelem része.

Bizonyos kdrallapotokban (pl. autoimmun haemolyticus anaemia, AIHA) in vivo is
|étrejohet hemagglutinacio.

Diagnosztikai tesztek:
— Latex agglutinacids tesztek:
e Autoimmun korképek (autoantitestek kimutatdsa)

* Fertozések (korokozd antigénjét vagy az ellene termelt antitestet
mutatjak ki)

* Egyéb fehérjék (pl. CRP, hCG, D-dimer) kimutatasa
— Hemagglutinacids tesztek:

* Vércsoport meghatarozas

¢ Coombs-teszt

* Hemagglutinacids assay
— Hemagglutinacié-gatlason alapuld vizsgalatok:

* Virus hemagglutininek azonositasa

* Virus hemagglutinineket neutralizalé antitestek tesztelése



V4 e [/

Latex agglutinacios teszt

Latex gyongyok felszinére van kotve a
reakcidban résztvevs antigén/antitest.

l

‘ Ha a hozzaadott mintaban jelen van a
| Pozitiv  Negativ vizsgalt antitest/antigén, akkor az a
‘:‘ gyongyok Osszecsapzddasat idézi eld.

Felhasznalas:
e Autoimmun korképek diagnosztikaja, pl.:
* Rheumatoid arthritis (rheumatoid faktor, RF161) | SLE (kilonb6z6 autoantitestek)
* Fert6z6 betegségek diagnosztikaja
* Koérokozo elleni antitestek kimutatasa (pl. anti-streptolizin O antitest, ASO/AST!17.)
* Bakterialis antigének kimutatasa
* Egyéb fehérjék kimutatasa, pl.:
» C-reaktiv protein (CRP, akut fazis fehérje!18), D-dimer(1%I (vérrogképz6dés jele
lehet), human choriogonadotropin (hCG, terhességben)



Terhességi gyorsteszt

Pozitiv

hCG— o™

¥

Mobilis enzim-

jeléltlagrgi-hCG &ﬁ.ﬁ
]

Kotott anti-hCG

\

3
"

Kotott anti-1gG
™~

—

Negativ

— Vizelet ~

f—

A megtermékenylilést  kdvetéen a
trophoblastok altal termelt hCG megjelenik
a vizeletben. 1

A hCG szamos immunoldgiai maodszerrel
(ELISA,  agglutinacié) kimutathaté, a
gyorstesztek kromatografian alapulnak.[20!

Csik akkor jon létre, ha megkotédik az
enzim-jelolt antitest. Ha nincs hCG a
vizeletben, akkor ez csak a kontroll
esetében kovetkezik be és egy csik lathato.



Direkt Coombs-teszt
(Direkt antiglobulin teszt!?1)

Vérvétel + Anti-human immunglobulin
% antitest

Beteg vordsvérsejtjein koros Hemagglutinacid
autoantitestek

Felhasznaldsa: Immun-medialt haemolysisek diagnosztikaja,!221 pl.:

In vivo
* AIHA (autoimmun haemolyticus anaemia, anaemia=vérszegénység) hemagglutinacié

e Erythroblastosis foetalis (Alloimmun magzati haemolyticus  AlHA-s betegben.
vérszegénység)



Indirekt Coombs-teszt
(Indirekt antiglobulin teszt)

Recipiens + Anti-human immunglobulin
széruma - an’t'itest
N\ 9\

| o® | L J
. 00 GO
CR | S @%

vOrosvérsejtjei Hemagglutinacio

Felhasznalas:

* Vératomlesztések elGtti antitest sz(irés(231 (ABO és Rh mellett egyéb antitestek
jelenlétét keresik a recipiens szérumaban.)

* Terhesgondozas soran a placentan atjutd, erythroblastosist okozé Rh(D)-ellenes
antitestek szlrése.24!



Hemagglutinacios assay

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Kontroll Minden résbe ugyannyi vérésvérsejtet
[@ @ @ O Q @ @] helyeznek, majd a mintat sorozatos feles
higitasokban adjak hozzajuk.

Pozitiv reakcio esetén a vorosvérsejtek
O0sszecsapzodnak és nem  tudnak
lesiillyedni a rés aljara. (HA titer: a
legkisebb higitas, ami még agglutinacioét
okoz)

Hemagglutinacid Negativ * NZB: New Zealand Black egértorzs2>]
(AIHA allatmodellje)
* BALB/c: albind hazi egér (kontroll)



Hemagglutinacio-inhibiciés assay

Osszetevik Reakcio Ertékelés Egyes virusok olyan fehérjékkel
, » rendelkeznek, melyek segitségével
Nincs reakcid L s
in vitro hemagglutinaciot tudnak
.. @ létrehozni  (,,hemagglutininek”).
Pl.:

* Influenza hemagglutinin
Hemagglutinacié | * Kanyaré hemagglutinin

* Mumpsz hemagglutinin

Virus  Antitest Nincs reakcid

% %
: | & " |
o O
' Vvt* | ® ® O
* Az egyes hemagglutininek azonositasara hasznalhaté modszer, gyakorlati jelent8sége a
virusok antigén-szerinti besorolasa,261pl.: H5N1 = 5-0s tipusu hemagglutinint (és 1-es
tipusu neuraminidazt) hordozé influenza virus.

e VeéddGoltasok hatasara a hemagglutininek ellen termelt ellenanyagok vizsgalata az oltott
egyénekben.26]




ELISA alapok I.

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

e Példa az ELISA m(kodési elvére (Un. sandwich ELISA, |1asd kovetkez6 diakon):

Kromogén+szubsztrat

Szinreakcié ——> HRP-kotott streptavidin

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

\

Befogd anti-,, A” antitest

Kvantitativ vizsgalat, a szinreakcid
96 lyuku ELISA lemez erfsségéb6l  meghatarozhaté  az
antigén pontos koncentraciodja!




ELISA alapok Il.

Antigén-antitest reakcion alapul, mindketté kimutathato.[2!
Erzékenyités: Az egyiket szilard fazishoz kotik.

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 képz6dd immunkomplexet egy vagy tobb |épésben, enzimatikus reakcioval teszik
lathatova.

A szinreakciot ado kromogének oldhatd végterméket formalnak és egyenletesen
eloszlanak az oldatban.

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



Az ELISA mikodési elve (indirekt ELISA)

érzékenyités + minta mMosas
(pl. human szérum)

L]
v Ynd

® ¢ © o e ¢ © o e
+ jeldlt anti-human  mosas + kromogén  szinreakcio
antitest és szubsztrat /

@ -~ ey .-1/ e " s
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— p-nitrofenil-foszfat (pNPP) S - oldhaté |} ELISA
Alkalikus hisztokémia
i 7 Idhatatlan j b
foszfataz Nitro blue tetrazolium (NBT) oAt munoblot
o Fast Red oldhatatlanf] hisztokémia,
immunoblot

— ABTS 4 b oldhatd ELISA

— o-feniléndiamin (OPD) — - oldhato ELISA

=1 tetrametilbenzidin (TMB) = oldhaté ELISA

- o-dianizidin ~ — oldhato ELISA

Peroxidaz |
— 5-aminoszalicilsav (5-ASA) oldhaté ELISA

diaminobenzidin (DAB)

oldhatatlanl

hisztokémia,
immunoblot

3-amino-9-etilkarbazol (AEC)

oldhatatlan

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 olvaso lyukanként
megmeér.[2]

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

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



FObb ELISA tipusok

Kromogén + szubsztrat

Kromogén + szubsztrat )
L“L
Kromogén + szubsztrat > :
L:

C u Jelolt masodlagos antitest
Jelolt els6dleges antitest

Jeldletlen els6dleges
antitest

Jeldlt masodlagos antitest

Jeldletlen elsGdleges
antitest

Befogo antitest

Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandwich ELISA

! ! !

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



Direkt ELISA

1. Kinyert , A” antigént kikotik a lemezre.
2. Enzim-jel6lt anti-,A” antitesttel kimutatjak az antigént. (3]

kromogén + szubsztrat

rin e (.

Els6dleges anti-,A”
antitest

Kikotott ,,A” antigén

szinreakcio

ElGny:
* Gyors

Hatrany:

* Draga (jelolt els6dleges antitest
szikséges hozza)

* Alacsony a jelerG8sség, mert pl.
a szérumban talalhato fehérjék a
kikotés  soran  versenyeznek
egymassal, a vizsgalt fehérjébdl
kis mennyiség  kotédik  ki.
(Megoldas: Sandwich ELISA)



Indirekt ELISA

szines végtermék

en2|m
fi JeIoIt anti-human
kromogén + antitest
szubsztrat \\

human anti-,A”
antitest a mintaban

,A” antigén kikotve / \

a lemezhez

Felhaszndalas: Antitestek kimutatasa
a mintaban, pl.:

Hibridoma feluiliszo tesztelésel*!
Antigén-specifikus antitestek
vizsgalata testfolyadékokbdl (pl.
szérum autoantitestek meérése
autoimmun betegségekben,
részletesen |asd késébb)



kromogén +
szubsztrat

Sandwich ELISA

szines végtermeék

enzim

N 0"
jelolt anti-,A” antitest

,A” antigén a mintaban

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

Felhasznalas: Antigén specifikus
kimutatasa a mintaban.

Pl.:

* Citokinek

* Tumormarkerek

 Hormonok

e Stbh.

Feltétele: A befogd és a detektald
antitest ugyanazon antigén eltéré
epitopjait ismerjék fel.



Kompeticids ELISA

antigén a jelolt
mintaban antigén szinreakcio

h Y

A

v 2 , -
| | oo > | %o > A\
verseny a + kromogén és értékelés

kot6helyekért szubsztrat

Felhasznalas: Antigén kimutatasa valamilyen mintaban.

Elve:

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

2. Avizsgalt mintahoz ismert mennyiségl enzim-jelolt ,,A” antigént adnak.

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

4. A nem kotédott antigént kimossak.

5. A szinreakcido intenzitasa forditottan aranyos a mintaban talalhaté antigén
koncentracidjaval. (Minél kevesebb volt a mintdban, annal tobb enzim-jelolt
antigén tudott hozzakapcsolddni az antitestekhez.)



ELISA értékelése |.

Ismert koncentracioju standard sor készitése:

T

2.56
ng/ml

1.02
ng/ml

041
ng/ml

0.16
ng/ml

0.066

ng/ml ng/ml ng/ml

Egy ELISA olvasd, mely megmeéri az egyes

lyukakban a fényelnyelést (abszorbancia).

ng/ml

Abszorbancia 450 nm-en

g
3
1

2.0+

0.54

0.0

v

XX X

74

HH

3

HlH

&« 5 6

-

Y € 8 Ao

Kalibracids gorbe a standardok alapjan:

0.1

10

T
100

1000

Koncentracio (ng/ml)



ELISA értélfelése 1.

Qualitatskontroll-Zertifikat / Quality Control Certificate g
Rheumatoid Factor Screen
ORG522S 522581746  2010-04.28
[ brilfwert | Test Value 8 b/ Range
=R limit 3.000
| velengths 450nm/620nm
. 7 L4 LX)
Kalibracids gorbe:
2.5 ’ . T
c Mért minta .
) oy fmmnm e
! X" T
E 204 ’ Orgenteewp 0013
C y Quantitative Results
o 154 . 4-Parameter data model
n " AR 004234 B=1088 c=1214 D328
q‘ é Rheumatold Factor Screen
.0 . 00 -
o 104 2
C ]
S
o
re 0.5 . - 1
@] -
~ ||
7)) A 4
o Wt+——— o8 ,
< 0.1 1 10 100 1000 S
o e R SN - SR
Ve .« 7 0.1 0.3162 1 3.162 1 31.62 : 2
Koncentracio (ng/ml) P e
Well lécicauon g.;sham D D%% B;’: Flag
c1 s2 0.367 152
D1 s3 0.966 49.1
. Vé Vé Vé 7 . Vé 7 E: g; 2‘329 1514
3 500
A mintaban mért fényelnyelési értéket 't w09
& . . 7 e 7 .e J4 7 7 We”l'GD::“"C‘” Patient ID 83[1)3 ;/ar;; Flag
PC o -
raillesztik a kalibracios gorbére és leolvassak '
BEP2000 Version 1.23.4
RFS2090320 BEP2000: 9163000452

a pontos koncentraciot. :
Egy rutin ELISA lelet

(rheumatoid faktor meghatarozas)



AZ ELISA jelentbsége

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

testfolyadékokbdl, részletesen lasd kés6bb)

— Fert6z6 betegségek diagnosztikajal® 71 (kdrokozd antigénjeinek vagy az ellentik

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

— Specifikus szérumfehérjék koncentracidinak meghatarozasa, pl. CRP,

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

Ipari felhasznalas:

Taplalékallergének kimutatasa az élelmiszerekben!ll 121 (pl. glutén, mogyoro,
tejfehérje, stb.)

Mérgezést okozo toxinok kimutatasa élelmiszerekben(13!]
Hibridomak antitest termelésének tesztelésel?*]

Bizonyos ipari szennyez8anyagok kimutatasa ipari hulladékokban, felszini
vizekben!14]

Kutatas



4.

ELISPOT

ELISPOT vizsgalat!1>]

1.

2. Sejtek kimosasa

YYyyyyvyYY

Enzim-jel6lt streptavidin

_ hozzaadasa
IR
YYYyyvyYY

Y befogé antitest
vizsgalt antigén
biotinalt antitest

& enzim-jeldlt streptavidin
e szines végtermék
kromogén

Az antigént termel§ sejtek
inkubaldsa az  antigénre

specifikus befogd antitesttel. . L. o
Sejtek antigén termelésének

vizsgalatara alkalmas madszer.

3. Biotinalt antitest PI..
hozzaadasa Citokin termelés vizsgalata.

v AR

Y Y YN

yYyY

5. Kromogén hozzaadasa

Yv&v:ix:,x:k.!vaY

T Al e 6. Az antigén termelés helyén
e = -
s e ™ kicsapddo szines végtermék.



IFNy termelés vizsgalata T-sejtekben

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

0 potty (,,spot”) 760 potty

Interferon-gamma (IFNy) termelés vizsgalata ELISPOT modszerrel. 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 aktivalddtak és jelent6s mennyiségben termeltek IFNy-at.



Dot blot

O . o 1. Antigént tartalmazé minta felcseppentése

? Minta bet6lto szilard hordozéra (membran).

2. A hordozodn rogzilt antigént jelolt antitesttel
mutatjak ki, vagy szines végterméket adod

kromogénnel, vagy kemilumineszcens mddon
Membran (PVDF (lasd kés6bb).

‘ vagy nitrocelluléz) Felhasznalas: Meghatarozott fehérje
¢ specifikus kimutatasa kevert fehérjemintaban.

® o» [ ] .-
. e
- L] L4
®
- ) ® -
“. e » L
® ® & ’

Két minta 0sszehasonlitasa kulonbozo
fehérjékre nézve dot bloton.



Western blot!16]

Fehérje oldat 2. Elvalasztott fehérjék atvitele
\ \t \ szilard hordozéra (blottolas)
;‘f;—: = 5 il AN

1. Méret szerinti elvalasztas
(elektroforézis)

-

= . .
= / 3. V|zsg.aolt antlg(-j:n jelolése
specifikus antitesttel

4. Vizsgalt antigén kimutatasa kemilumineszcens
vagy fluoreszcens el6hivassal




El6hivas
A kot6dott antitestek tobbféleképpen is lathatova tehetdk, a leggyakoribb mddszerek(t7:

* Kemilumineszcens reakcio
* Fluoreszcens el6hivas Fény

Luminol égj

’ , IE(;- Oxidalt luminol
e »;‘i 4%

H,0, Jeldlt masodlagos antitest

Els6dleges antitest

Antigén .
o B * Membran
A luminol kemilumineszcens reakcidja:
0 0 * 0
= ™ - N =
o, + | .. O L
7 NH Z 0 Z 0
l
NH, O NH, O NH, O

@ 425 nm



Példak
AFP és a GADPH (mennyiségi kontroll) egylittes el6hivasa kemilumineszcens technikaval:

200.
140-
100-

80-

60-
50-

AFP(69 kDa)

40-
GAPDH(37 kDa)

s sl

EGFR foszforilacio vizsgalata fluoreszcens Western blottal:
1 2 3 4 3 6

EGFR
SR G G —— 4

Foszforilalt EGFR

Szummazott
G emm—" em— Vsl




A Western blot jelentbsége

Mire j6?
— Egy kevert fehérjemintaban specifikusan mutat ki meghatarozott
fehérjéket, melyek méretét is megadja, emellett szemikvantitativ.
— Immunprecipitacioval alkalmas fehérje-fehérje kapcsolatok kimutatasara.
— Alkalmas funkcionalis vizsgalatokra, pl. fehérje foszforilacié detektalasara.
Kutatasban az egyik legelterjedtebb fehérjevizsgald modszer.

Klinikai  gyakorlatban  limitalt a  felhasznalasa, mert nehezen
standardizalhatd.[18]

Példak a diagnosztikus felhasznalasra:
— Egyes fert6z0 betegségek gyanujanak megerdsitése, pl.:
* Lyme-kor!1?!
» BSE (Bovine spongiform encephalopathy, , kergemarha-kor”)t20
» HIV szlirés soran a pozitiv ELISA lelet meger&sitése.[21]



Indirekt immunfluoreszcens mikroszkopia,
mint szerolégiai vizsgalomodszer

* Fluoreszcens mikroszkdpia leirasa - lasd 4. gyakorlat
* Felhasznalas: Autoimmun kdrképek diagnosztikaja (részletesen lasd késébb)

 Lényeg: A beteg szérumat valamilyen sejttenyészethez vagy szovethez adjak hozz3,
mellyel egyes koros autoantitestek reagalnak. A kikot6dott human autoantitesteket

fluoreszcensen jel6lt anti-human ellenanyagokkal teszik lathatova.

Jelolt anti-human  Mikroszkopia
antitest ¢

Autoantitest a beteg

szérumaban A A
Sejt/szbvet A k KettGsszalu DNS (dsDNS) elleni antitestek

kimutatasa sejttenyészeten.22]




Indirekt immunfluoreszcencia példa

Endomysium-ellenes autoantitest (EMA) kimutatdsa lisztérzékeny beteg
szérumabdl majom nyel6csovon. A nyel6csé metszetet el6szor a beteg szérumaval
inkubaltak, majd fluoreszcensen jeldlt (FITC) anti-human ellenanyaggal kezelték.[23!]



A szerolégiai modszerek érzékenysége

Becsiilt érzékenység
(ng fehérje/ml minta)

Precipitacio folyadékokban 20-200
Ouchterlony-féle kett6s 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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