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Fogalmak I

Immunessze — ket ligandum (Ag vagy haptén és a specifikus At)
egyensulyireakcioja seranimmunkomplexek (1C) keletkeznek,
mMelyek mennyisede aranyos a meghatarezando analit: (Ag vagy At)
mennyisegevel

Antigen,Ag — immunreakciot, ellenanyagtermelést kivalté molekula

- epitop - Ag resze, mely elleni csak arra a molekulareszre
specifikus At termelodik

Ellenanyag, At —immunglobulin'molekula, mely: az antigénhez
specifikusan kotodni kepes

- monoklonalis At
- poliklonalis At



Fogalmak I1

Affinitas — egy At affinitasa azt fejezi ki, hogy: milyen
erovel kepes kotodni az antigenhez (Ag).
Ezt az antigen-antitest komplex (Ag-At) kepzodesenek egyensulyi
allandojaval tudjuk leirni
K = (Ag-At) / Ag x At

Aviditas — poliklondlis antiszérum Gsszreaktivitasa

Specificitas — az At kétddésének mindsége a termelését kivaltd Ag-hez —
elengedhetetlen feltétel az immunesszé hasznalatahoz

Az antigen az ellenanyaghoz masodlages kotoerokkel kapesolodik:
- Coulomb erok/H-=hid
- van der: Waals
- hidrofob' kolcsonhatas

Csak rovid tavon letrejovo gyenge kotoerok, reverzibilis kotesek jonnek

letre, sok ponton van kapcsolodas, de ehhez pontos terbeli
komplementaritas (kulcs-zar illeszkedes) sztikseges



Immunglobulin felépitése

-monoklonalis At -
egyetien plazma sejt klon
termeli, a
makromolekularis Ag
meghatarozott epitopjaval
readal

-poliklonalis At - az Ag
tobb epitopja ellen P
termelodott At-k kevereke a Y S

-REKOMBINANS
ELLENANYAG




Ellenanyagok I

Poliklonalis ellenanyag
Allatok immunizaciodja
Jellemzok

tobb klonbol (sejtbol) szarmaznak

egyetlen antigen tobb epitopjahoz kotodnek -
gyakori a keresztreakeio

eros komplex (nagyon alacsony: a kimutatasi
hatar)

veges mennyisegben allithato elo
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multivalens, komplex poliklonalis antigén-antitest
antigén antitest komplex




Ellenanyagok II

Monoklonalis ellenanyag
Hibridoma

Jellemzok

-egyetlen klonbol szarmaznak

-egyetlen antigen egyetlen epitopjahoz kotodnek - ritka
keresztreakeior (nagyon szelektiv)

- gyakorlatilag veégtelensegig termeltetheto
- Elonye: jol definialhato, allando affinitastl reagensek
-Korlata: heterogen epitopokkal rendelkezo antigent

nehez egyetlen epitopjara specifikus monoklonalis
antitesttel jellemezni

multivalens, komplex monoklonalis
antigén antitest

antigén-antitest
kotodés




Ag-At detektalas elvei

Direkt modszer
- direkt agglutinacio
- precipitacio
- szolubilisiimmunkoplex analizis
- [mmunnefelometria
- [Immunturbidimetria
Indirekt immunessze
(jelzett Ag) v. immunometrias essze(jelzett At)
- homogen
- heterogen
- kompetitiv
- nem kompetitiv



Heidelberger gorbe

Y- tengely: Precipitatum mennyisege
X tengely: Antigen mennyisege



Direkt modszerek I

Agglutination and Precipitation

szerologia, bakteriologia

1.Direkt agglutinacio - 0¢ ‘%ﬁ
sejtek feltiletenrelhelyezkedo -

Ag-k — az Ag-At reakcio

Precipitation of Antigen-Antibody

szabad szemmell lathato I
0SSzecsapzodast eredmenyez

pl. vercsoport Ag , Widal S Mok I
reakcio

2.Precipitacio
-radialis immundifflzio
-immunelektroforezs,

Immunfixacios elektroforezis
Stb ElP G A M K L

ELP G A M K L



Direkt modszerek II

3.Szolubilis, kolloidalisan oldott immunkomplex mérés
- mg/L, g/L analit koncentracid

Turbidimetria: A
koncentracioval aranyos
fényintenzitas csokkenését méri.

Nefelometria: A koncentracioval
aranyos szort fény intenzitasat méri




Indirekt immunesszek

-ug/L.=pg/LL analit koncentracio

-Erﬁékenyen merheto nyomjelzo anyag kovalens hozzakotese az Ag Vagy:.
At=hez

-Az IC (A ﬂ grAt va >Z/AgAt*) mennyisegenek meghatarozasa kozvetve; a
nyomijelzo anyag? ) mennylsegenek mereseveltortenik

I—:JIilzﬁtAAg immunessze — RIA(radicimmunassay), EIA(enzimimmunassay),

-Jelzett At-immunometrias eljaras:IRMA, IEMA(Immun’ enzimometrias
essze), IEMA, ILMA

-Kivitelezeése alapjan — homogen vagy: heterogen immunessze — a nem
kotott jelzett anyagok elvalasztasa nem szikseges, ill. sziikseges

- Heterogen modszer:
- kompetitiv
-nem kompetitiv



Jelolo anyag

radioaktiv: izotop

enzim

fluoreszcens molekula
kemilumineszcens molekula
Magneses Nanoreszecske

Konnyen kapcsolhato' az antigenhez vagy: az antitesthez
Konnyen merheto

Nem interferal az antigen/antitest reakcioval
Gazdasagos

Kornyezet kimelo






Homogén immunesszek

-Ha a szabad jelzett ligandum
és IC-ben kotott jelzett
ligandum aktivitasa eltéro, az
analitikai reakcioban elvalasztas
nélkdl mérheto a jelzett IC
mennyisége

EMIT, FPIA — elsGsorban |
haptének mérésére (szteroid /0
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hormonok, gydgyszerek, -

Test

ka’ b |’ tésze re k) antigen  (limited)

feltétele: a jel6lo anyag jele i
megvaltozzon, ha a jel6lt anyag
bekotodik az immunkomplexbe
Nem kotott jelzett anyagok
elvalasztasa nem szikseges

or




Heterogen immunesszek I

- A nyomjelzoranyagot tartalmazo Ag vagy At szilard fazishoz kotve, a nem
Kotott jelzett anyagot eltavoliguk
1.Kompetitiv- haptenek
~ekvivalensnel kisebb: mennyisegu), immobilizalt At Kotohelyeiert verseng

az analit Ag|es ismert mennyisegul Ag* - mosas — immobilizalt fazisban az
Ag es Ag™* aranyatol figgeen forditott aranyban van jelen az AgAt es

Ag*At —pl.kompetitiv ELISA,RIA
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elsédleges antitest

kététt/szabad

CPM kétstt (%)

analitkoncentrécié




Heterogen immunesszek II

2. Nem kompetitiv eljarasok - haromligandos ,szendvics” technikak
-Ad-k meghatarozasal :proteinek, peptidek, glikoproteinek(szerumfeh,
hormon, tumormarker mlkroorganlzmusok), de At meghatarozasralis
A. Ag meghatarozas ket (immobilizalt s ]elzett) antitesttel

-feleslegben a fogo At — +mintaj - mosas + masodik At* az Ag masik
epitopjahoz — IC-ben jelzett anyag merese

pl. ,,szendvics™ ELISA
B. At meghatarozas immobilizalt Ag-vel
B1 -masodik jelzett At alkalmazasa feleslegben

- immobilizalt Ag-hez kotodik az analit At — moesas + kotott IC-hez
jelzett masodik At (pl.human Ig elleni)

B2 -masodik jelzett Ag aIkaImazasa immobilizalt Aghez kotodik az analit
At — mosas — kOgrs=a

Capturing Antibody Addition of Antigen

masodik Ag
Seco d ary Antibody ignal Detection and Quantificati
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Immunanalitikai vizsgalatokat
befolyasolo tenyezok

1. Preanalitika

-a beteg 2.Analitika

-vervetel - interferenciat okozo antitestek
-mintaveteli csovex - specifikus antitestek az analit ellen
=Minta MINGSEgE - heterofil At

- szallitas, tarolas, - specifikus HAAA

SIeRC IS - rhieuma) faktor: (Rf)
- keresztreakciok — endogen immunglobulinok
- carryover
- transzport proteinek

70 - szerum-matrix hatasa
3. Posztanalitika e o L

- eredmeny, validalasa
- lelet ertekelese



Preanalitikai hibalehetoségek I

1.A beteg - in vivo koriilmények
- altalanos allapot, terhesség, alimentaris allapot, stressz
- vérveteli koriimeények
- radioaktiv vagy fluoreszcens anyagok, gyogyszerek,
gyogynovenyek, etrendkiegeszitok
- @ mérendod analit szintjének fizioldgias fluktuacidja
2.Mintavétel

3.Mintaveételi cso
-miianyag vérvételi cs6bdl kis molekulak pl.IRMA a vizoldékony
szilikon polimer az avidin-biotin kétést gatolja
- szérum — géles szeparalo csovek
-antikoagulansok



Preanalitikai hibalehetoségek I1

4. A minta minosége

-hemolizis — proteolitikus enzimek — néhany labilis
paraméter(pl.inzulin,glukagon,calcitonin,PTH,ACTH)
- jelzavaras
-lipémia — immunturbidimetria, nefelometria
szabad zsirsavak a fehérjekoto helyekrdl leszorijak az analitot

-bilirubinémia — immunturbidimetria
5. Szallitas, tarolas

- mintak stabilitasa

- fagyasztott mintak



Analitikai hibalehetoséegek I

1. Interferenciat okozo antitestek
- specifikus antitestek az analit ellen
- heterofil At
- specifikus HAAA
- rheuma faktor (Rf)
2. Keresztreakciok — endogen immunglobulinok
pl. immunometrikus immunesszekben tevesen alacsony: erteket meriink

3. Carryover — pl hCG, tumormarkerek
4, Transzport proteinek — specifikus, albumin

- pl. szabad hormon meghatarozasok — nem teljesen fiiggetienek a
kotofeherjektol (nephrosis, cirrhosis, terhesseq)

5. Szerum-matrix hatasa
-hiperproteinemia, paraproteinek, alacsony albumin szint
6. High-dose hook effektus



Analitikai hibalehetoségek 11

Interferenciat okozo antitestek
1.Specifikus antitestek az analit ellen
-izotipus —fokent IgG, de leirtak IgM, IgA tipusut is
-gyakorisaguk eltéro
pl. Prolaktin —normal populacio:2%, hiperprolaktinemia:21-46%, Tig — DIiC-ben 26%
2.Heterofil antitestek
- multispecifikusak — tobb faj immunglobulinjaval mutat aktivitast
- anamneézisben allati feherje expozicio: nem igazolhato
- prevalencia: 05-12%
3.Specifikus HAAA (human anti-animal-antiboedy) HAMA, HARA stb
-izotipus. IgG, IgM, igA, IgE-
-anamnezisben igazolhatoraz expozicio az allati feherjevel
-szerumkoncentracio ug/L-g/L is lehet, akar evekig
-tesztben blokkolo agensek
4.Rheuma faktor
-human| IgG Ec fragmense ellen kepzodnek
-izotipus foleg IgM
-elofordulas idosebb kor 5—10%, autoimmun betegekben gyakori, RA kezdeti stadium
40-60%, kesobb 80%

-heterofil antitestként viselkednek

-megoldas lehet a mintal elokezelese RF reagenssel(antihumani Ig) 15'g/L-ig €s
centrifugalas



Analitikai hibalehetoségek III

6. High-dose hook effektus

— a fego At telitodik aimadas Ag
koncentracio miatt. A'sok"Aga
Szabad! jelzett At-hez is
kotodik, a szendvics nem; tud
letrejonni.

- higl'téssal lehet igazolni,
Kikliszobolni

- altalaban az egylepesos
szendvics-technikanal ,
jelentkezhet; ahol az Ag, fego
At es jelzett At egyszerre van
jelen

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000

concentration



Heidelberger gorbe

Y- tengely: Precipitatum mennyisege
X tengely: Antigen mennyisege



Immunturbidimetria — pelda

Magas koncentracio —prozona effektus
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Koszonom a figyelmet



