Immunanalitika




Nem-szelektiv, elvalasztason alapuld mérési technikak vs.
elvalasztas nélkuli, szelektiv modszerek
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Immunanalitikai technikak

FO alkalmazasi teruletek

» orvosi diagnosztika (pl. hormon mérések, tumor markerek,
szivmarkerek)

» gyogyszeranalitika (pl. gydgyszerszint meghatarozasok,
gyogyszer kutatas)

» toxikologia (kabitoszer-, doppinganalitika)

» kornyezetvédelmi analitika (novényvéddszerek, noveényi
hormonok)

» élelmiszeranalitika (pl. mikotoxinok, prionok, biogén aminok,
alkaloidok, gabona allergének)

» élettudomanyi alapkutatasok




Az immunanalitikai modszerek jellemzéi -
az ellenanyagok egyedulallé tulajdonsagai

Rendkivil specifikus a kotédés s SzelektiV

(egy adott ellenanyag csak a neki
megfelel6 antigénhez képes
erdsen kotodni)

Rengeteg kilonb6z6 anyaghoz
képesek kotddni (kb.10'! féle
antigént
képesek felismerni)

Nagyon erds kot6dés a megfelel6 — Erzékeny/alacsony
anyaggal kimutatasi hatar

— RendKkivil sokféle

anyag meérésére alkalmas




Immunanalitikai modszerek: az antigén és
ellenanyag (antitest) reakcidjan alapulnak

antigén

A szervezetben
ellenanyagtermelést kivalto
anyag (altalaban nagymeéretd,
pl.: virus, baktérium, pollen az
allergiasok szamara, idegen
egyedbdl szarmazo ellenanyag,
sejt, szovet, fehérje)

ellenanyag

Az immunrendszer altal termelt
fehérje, mely az antigénhez
kapcsolddva, el6segiti annak
eliminalodasat a szervezetbdl




Haptén és epitdp

haptén

Kisméret( molekula, csak nagy
molekuldahoz, hordozdhoz (pl.

fehérje) kotve valt ki

ellenanyagtermelést (pl. egy

gyogyszermolekula)

epitép
Az antigén azon része
(molekulacsoportja), amellyel az
ellenanyaghoz kot6dik
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Az ellenanyag

specialis fehérje
molekulak - u.n.
immunglobulinok

Y alakuak

két nehéz és két konnyd
fehérjelanc




Az antigén-ellenanyag komplex

antigén

— kotchelyek —

antigen antigén

[ variabilis régio konstans régio dcsak
nc¢hanyféle létezik)

antigén specifikus
fajspecifikus




Az antigén antitest komplex képzédése

2Ag + Ab = Ag,Ab

Ag + Ab = AgAb

_ [AgAD]

K —
[Ag ][ AD]

(K jellemzéen 10°-1012 1/M kozott van)




Az antigén-ellenanyag komplex jellege: a
szelektivitas eredete

az antigén az ellenanyaghoz
masodlagos kotéerbkkel
kapcsolodik:

» Coulomb erék/H-hid

» van der Waals

» hidrofob kdlcsonhatas

csak rovid tavon létrejové
gyenge kotberbk

reverzibilis kotések
sok ponton vald kapcsolddas
DE EHHEZ

pontos térbeli
komplementaritas (kulcs-zar

illeszkedés) szlikséges = nagy szelektivitas

=>nagy affinitas, vagyis alacsony
Kimutatasi hatar




Ellenanyagok el&allitasa 1.

POLIKLONALIS ELLENANYAG Jellemzok
Allatok immunizacioja *t&bb klénbdl (sejtbsl) szarmaznak
»Patkany, egér eecgyetlen antigén tdbb epitdpjahoz
_ ) kotédnek
»Tengerimalac, nyul EMIATT
»Kecske, birka, 16 stb. egyakori a keresztreakcio (nem
annyira szelektiv) ®
DE
& >x eerds komplex (nagyon alacsony a
/J\ \ \ kimutatési hatar) ©
\ : + e T = evéges mennyiségben allithaté el6 ®
L - ,f’ /
Multivalent Antigen Folyclonal Antibodias Antibody-Antigen
Complex Complex




Ellenanyagok elballitasa 2.

MONOKLONALIS ELLENANYAG
hibriddma technika (1975-Kohler és Milstein, 1984 Nobel dij)

»gyakorlatilag végtelenségig termeltethetg ©

Ag

Mukthvalent Antigen

Complex

Jellemzok

wegyetlen klonbol szarmaznak
w»egyetlen antigén egyetlen epitopjahoz kotédnek
EMIATT

»ritka keresztreakcié (nagyon szelektiv) ©
»viszonylag gyenge komplex (magas kimutatasi hatar) ®

Monoclonal Antibody Antibody-Antigen
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Ellenanyagok el&allitasa 3.

REKOMBINANS ELLENANYAG

Elve

Molekularis bioldgiai technoldgia:
antitesteket kodold gén konyvtarakat
mikroorganizmusokba juttatnak, amik
ennek a hatasara elkezdenek
antitesteteket termelni. Ezekbédl a
megfeleld szelektivitasuakat kivalasztjak,
majd a megfelel6 gént is kivalasztjak.
Most mar csak ezt az egy gént viszik be
megfelel6 mikroorganizmusokba, amik
ettdl kezdve a megfeleld szelektivitasu
antitestet allitjak eld.

Jellemzok
»human gyogyaszati célra is
alkalmasak
»allatok felhasznalasa nélkul
»nagyon szelektivek
»nagy affinitasuak (K>10 M)
»toxikus antigének esetén is
mUkodik
»antitest fragmentumok és
szarmazékok is el6allithatok




IMMUNANALITIKAI MODSZEREK

/

JELOLT IMMUNREAGENST
ALKALMAZO MODSZEREK

T~

Antitest feleslegben

JELOLES
NELKULI
MODSZEREK

Antitest korlatozott

Antigén-antitest ekvivalens
mennyiségben

mennyiségben
IMMUNOMETRIKUS KOMPETITiV
MODSZEREK MODSZEREK
mas néven nem kompetitiv, mas néven versengo
vagy modszerek
szendvics modszerek

Precipitacios/ agglutinacios
maodszerek

jelzett antitest
pl.
*|RMA - immunoradiometrikus
assay
*|[EMA — immunoenzimatikus assay
*IFMA - immunofluorimetrias assay
*ILMA - immunoluminometrikus
assay

jelzett antigén
pl.
*RIA —radioimmunoassay
*EIA — enzim immnuo assay

nincs jelolés
pl.
eradidlis immundiffuzio
*turbidimetria

*FIA - fluoreszcens immunoassay *nefelometria
*LIA — lumineszcens immunoassay
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Immunoassay-ek

Jelol6 anyag

Ab

S
S>S—

Ag*-Ab + Ag-Ab

+*GD+GD—>*GD%

, , Antibody Labeled Analyte in Antibody-Analyte
» radioaktiv izotop Reagent Analyte  Specimen Complex
. Reagent
= enzim
» fluoreszcens jelolt antigen
molekula
» kemilumineszcens e
molekula C]
» magneses >=* + GD —
Nanoreszecs ke Labeled Antibody Analyte in Antibody-Analyte
Reagent Specimen Complex

jelolt antitest




Radioaktiv izotopos jelolés

1950-es évek végén fejlesztették ki (RIA, IRMA)
jelold izotdpok: 1221, 131, (y sugarzék), 3H, *4C (lagy B sugarzék)

hatranyai:
» hulladékok elhelyezése
» korlatozott felhasznalasi id6
» veszélyes anyagok
» koltséges mérbberendezés
» allando szervezett ellendrzés

oL sugarzas: He atommagok
B sugarzas: elektronok

v sugarzas: elektromagneses
sugarzas




Jeldlésre hasznalt radioaktiv izotopok

Y sugarzd izotopos jelzés B sugadrzo izotopos jelzés
»jol kidolgozott, gyors, olcso »jol kidolgozott jeloléstechnika
jelolés »érzékeny modszer (10-3-1012 M)
»érzékeny modszer (10-3-1012 M) »hosszu felezési id6 (3H-12,3 év,
»viszonylag rovid felezési id6 (12°I- 14C-5760 év)

60 nap, 131-8 nap) »bonyolult és igen draga
»“lebomlasi katasztrofa” - a szamlaléberendezés

kémiai szerkezet is »bonyolult és

nagymertékben sérul kornyezetszennyez6 vegyszeres
»kivald minGségl szamlalo el6készités

szukséges »kereskedelemi forgalomban

nemigen kaphato




Enzim jelolés

1970-es években fejlesztették ki (EIA, IEMA)
kevésbé érzékeny, mint a radioizotopos modszerek
gyakran hasznalt jelol6 enzimek
» torma peroxidaz -
» alkalikus foszfatdz | +SZUBSZTRAT - TERMEK
» [3-galaktozidaz

Szines — abszorbancia

ELISA - Enzyme Linked Fluoreszcens — fluoreszcencia (szélesebb

koncentracidtartoman
Immunosorbent Assay V)

Kemilumineszcens - kemilumineszcencia
(szélesebb koncentraciotartomany, kisebb
kimutatasi hatar)




Fluoreszcens jeldlés

Jelol6é anyagok

HO 0 0
m ‘ g ‘
HO 0~ 0 ‘ COOH

fluoreszcein

umbelliferon szarmazékok

rhodamin B



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6f/Fluorescein_2.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6f/Fluorescein_2.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5c/Rhodamine_B.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/5c/Rhodamine_B.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7c/Umbelliferone.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7c/Umbelliferone.svg

Kemilumineszcens jelolés

luminol, izoluminol

016 anyagok e
Jelolo anyag akridinium észterek

Kemilumineszcencia

NH, O
katalizator
NH . ,
I{IH + H,0,+ NaOH —> aminoftalat + hv
O
luminol

Biolumineszcencia
luciferaz enzim

luciferin + O, ., oxidalt termék + hv



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/ce/Luminol.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/ce/Luminol.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Lampyris_noctiluca.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Lampyris_noctiluca.jpg

Jelolési modszerek osszehasonlitasa

Radioaktiv Enzim Fluoreszcens Kemilumineszcens
Radioaktivitdas | Abszorbancia | Fluoreszcencia | Kemilumineszcencia
Kimutatasi 104-1012 M 105 M 10 M 10%-10-2 M
hatar
Atri 5 Nagyon kicsi
Zaj Nagyon kicsi | Matrix zavar Matrix erosen &Y
zavar
. Bonyolult, . . .
, E
Muszer dréga Kozepes Kozepes gyszeru
Linearis 102 103-10* 106-107

tartomany
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Nem-kompetitivimmunoassay
(szendvics modszer)

% § % % * inkubala merés
. - - inkubalas mosas i 1 u alas )* # mosas

1. 8.
mérendd anyag az antigén
=< jeloletlen antitest

®  Meérendd, makromolekularis antigén

J* masodik, jelzett antitest




Nem-kompetitivimmunoassay

Jellemzoi Jellegzetes kalibracids gorbéje

F

»az ellenanyag kot6helyek szama
messze meghaladja a mérendéd
minta antigénjeinek szamat

jel

waz immunkomplex képz6désének
egyensulya nagymértékben
eltolddik a komplex felé, nagyon
kevés antigén van szabadon

A

koncentracio

—> nagyon alacsony kimutatasi
hatar

jel

Y

log koncentracio
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Kompetitivimmunoassay

e A 7

X * o ok . T
; n inkubélas ; ‘ mosas ; meres
< % e e
g g L g
Kot e o

1, 2, 3. 4, 5.
.( antitest

& mérendd kisméretl antigén
!* jelzett antigén




Kompetitivimmunoassay
Jellemzéi Jellegzetes kalibracios gorbéje

A

» az ellenanyag kot6helyek
szama limitalt, kevesebb kot6hely
van, mint amennyi antigén és
jelzett antigén 6sszesen

jel

Y

» az egyensuly bealltakor marad
kdtetlen antigén

koncentracio

—> magasabb a kimutatasi hatar,
mint a nem-kompetitiv médszer
esetén

jel

L 4

log koncentracio




Heterogén és homogén immunoassay

heterogén immunoassay (kotott (immunkomplexben |évd) és szabad
frakcio fizikailag szeparalodik)

homogén immunoassay (kotott és szabad frakcio fizikailag nem
szeparalodik)

Substrate

B M (5%
Homogén immunoassay Test Antibody  Enzyme-

antigen (lirnited) labelled

antigen

feltétele: a jelol6 anyag l
jele megvaltozzon, ha a
jelolt anyag bekotédik az )

K Subsirate
. or
immunkomplexbe. N R
X
Enzyre inactivated

C:\Documents and Settings\Violal\My Documents\Homogén N comples
iImmunoassay animacio.pptx



file:///C:/Documents and Settings/Viola1/My Documents/Homogén immunoassay animacio.pptx

Heterogén immunoassay

e Szilard fazis R
. , " » oldat kiontése
mdanyag kémcsé }/ Ay
. : , » centrifugalas
mikrotiter talca &
polimer szemcse
magneses részecske

_—

Blokkolas
Immobilizacié » BSA
» fizikai adszorpcio » eltéré moltomegl peptidek
» kovalens kotés keveréke Y~v—Y—Y
» specialis fehérjén Y v Y

keresztul (Protein A, vagy
Protein G)

l marha szérum albumin

Elvalasztas

/ » magneses szeparacio




Heterogén vs. homogeén fazisu immunoassay

Heterogén immunoassay Homogén immunoassay
» fizikailag elvalasztjak az antigén- » nincs fizikailag elvalasztva az
ellenanyag komplexet a szabad antigéntél,  immunreakcio utan a kotott és
(v. ellenanyagtdl) szabad komponens
» az elvalasztas munka- és idbigényes, » egyszer(, konnyen
nehezebben automatizalhaté automatizalhato
» eltavolitjak a mérés elbtt a zavard » a méréshez szlikséges, hogy az
matrix komponenseket ellenanyaghoz val6 kotédeés
» nagyobb mintamennyiségek mérhetdk hatasara a jelol6 anyag valamilyen

valtozast szenvedjen, pl.
*az enzim inaktivalodjon
*fluoreszcencia kioltddjon

>

ERZEKENYSEG, SPECIFICITAS




