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Eljards antigének és antitestek meghatdrozdsira

1

A talilmdny tdrgya eljirds antigének és antites-
gek meghatdrozdsira. Kozelebbrsl, a taldlminy tar-
gya eljdrds antigének és antitestek kvantitativ méré-
sére. A talilminy szerint valamely antitestet vagy
satigént kis részecskedtmérdjii, oldhatatlan hor-
uozdén rogzitiink az oldhatatlan hordozé részecskék
érzékenyitése céljabol, az érzékenyitett hordozét
megfeleld antigénnel, antitesttel vagy -elegyiikkel
reagiltatjuk, a reakcidelegyet meghatdrozott hul-
lamhosszisdgii fénnyel sugdrozzuk be és a reakcio-
elegy extinkciGjét mérjiik.

Egyre nagyobb sziikség van repdkivil csekély
koncentriciéban jelenlevd, biolégiailag aktiv anya-
gok, példiul antigének, antitestek gyors, pontos,
kvalitativ és kvantitativ meghatdrozdsdra. Jelenleg
szdmos helyen kivinatos a testfolyadékokban jelen-
levé gydgyszerek meghatdrozdsa. Ezen tilmenden,
az orvosi diagnézishoz gyakran igen fontos annak
ismerete, hogy jelen vannake Kkiilénféle olyan
anyagok, amelyeket a beteg bevesz, vagy pedig a
szervezet maga szintetizil.

Ismeretes, hogy az antitestek vagy antigének
félkvantitativ kimutatdsa olyan mddon hajthaté
végre, hogy antitestet vagy antigént hordozé latex-
részecskéket megfeleld antigénnel vagy antitesttel
reagiltatunk iiveglemezen, és vizudlis vton megfi-
gyeljiik az agglutiniciét.

Az elmiilt évek sordn eljirdst ismertettek anti-
gének és antitestek kvantitativ meghatdrozisira
[Croatica Chemica Acta, 42,457-466 (1970) és
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European Journal of Biochemistry, 20(4),
558-560 (1971)].

Az ismert eljirdshoz valamely antitestet vagy
antigént hordozé latex-részecskéket alkalmaznak, és
a hordozén jelenlevG antitestet vagy antigént meg-
felel6 antigénnel vagy antitesttel reagiltatjik a la-
tex-részecskék agglutindldsa céljabol, majd pedig
ldthat6é fénysugdr segitségével mérik a latex feletti
folyadék zavarossiginak csokkenési sebességét.
Ilyen médon tehdt a latex-reagens agglutindcidjdt
hasznédljdk fel az antigén vagy az antitest megha-
tdrozdsira.

Mivel az ismert eljdrdsndl a zavarossig csokke-
nésének sebességét mérik, szilkség van arra, hogy
rendkivil kis koncentriciéban, példdul
0,007-0,028% kozo6tt alkalmazzidk az antitesttel
vagy antigénnel érzékenyitett latexet, staciondrius
dllapotban végezzék el a latex és az antigén vagy
antitest reakciGjit, eltdvolitsdik azokat az esetleges
szennyezG anyagokat, amelyek befolydsolhatjdk a
minta zavarossigdt, stb. Mindezek kovetkeztében
hitrinyos a fenti ismert eljiris, amennyiben elke-
rilhetetleniil csokken az antigén-antitest reakcié
sebessége, tovdbbd, sem a pontossig, sem pedig a
reprodukdlhat6sig nem kielégitG az antigének vagy
antitestek meghatdrozdsihoz, valamint, a szennyez§
anyagok eltdvolitisa egyes esetekben rendkivil bo-

" nyolult miiveleteket igényel. Ezért az ismert eljérds

nehezen alkalmazhat6 olyan antigének meghatdro-
zdsdra, mint a fibrinogén (Fg), humdn chorion-gon-
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" adotropin (hcg) (hCG), stb., amelyeknél bonyolult
miveletek sziikségesek a reagens elkészitéséhez, €s
amelyeknél nehezen érhet6 el reprodukélhato agg-
lutindciés reakcid, amikor az emlitett anyag a
vérben vagy a vizeletben van jelen, mivel mind a
vér, mind pedig a vizelet tartalmaz kiilonféle, a
reakciot esetles hdtrinyosan befolydsold mds anya-
gokat is.

Egy tovdbbi szakcikkben [Immunochemistry,
12,349-351 (1975)] eljirast ismertettek antitestek
vagy antigének kvantitativ meghatdrozdsdra. Az is-
mert eljards szerint a fentebb emlitett, agglutinalt
latex-részecskéket 1ézersugdrral sugdrozzdk be, és
mérik a lézersugdr szort fénye szinképvonalainak a
szélességét. A mérésbSl meghatdrozzdk a kozepes
diffiziés dllanddt (D), amely jelzi az agglutindlt
részecskék Brown-féle mozgdsdt. Ez utdbbi viszont
forditva arinyos az agglutindlt részecskék méreté-
vel.

Ennél az ismert eljdrasndl is — mivel az antigént
vagy antitestet hordgzé latexet rendkiviil csekély
koncentracioban, példdul akir 0,001% koncent-
riciéban alkalmazzdk — annyira lecsokken az anti-
gén-antitest reakcidsebessége, hogy sem a mérés
pontossdga, sem pedig a reprodukdlhatésiga nem
kielégit6. Ezen tulmenden, hdtrdny még, hogy a
szinképanalizis modszerének alkalmazdsa bonyolult
szamoldst von maga utdn, a szikséges miiveletek
szintén bonyolultak, és a mintdban esetleg jelen-
levé szennyez$ anyagokat a mérés elStt el kell
tdvolitani. Mindezen hatrdnyok kovetkeztében ezt
az ismert eljarast sem alkalmazzdk a gyakorlatban.

A fentebb idézett Immunochemistry,
12,349-351 (1975) szakcikk egyuttal utal a zava-
rossig mérésén alapulé ismert eljdrdsra, megje-
gyezve, hogy az rendkivil pontatlan eredményeket
ad (2. dbra a 350. oldalon).

Ezért a taldlmdny feladata olyan eljdrds bizto-
sitdsa, amelyek segitségével a vizsgilandé mintiban
jelenlevé antitest és/vagy antigén nagy pontossdggal
és jol reprodukdthatéan, gyorsan meghatdrozhaté.

A talilminy tovdbbi célja olyan eljdrds kidol-
gozdsa, amelyek segitségével gyorsan kimutathatd,
hogy valamely antitest vagy antigén koncentriciéja
a mintiban nagyobb vagy kisebb egy meghati-
rozott értéknél, s a vizsgdlat rendkivil csekély
mintamennyiségbdl elvégezhets.

A taldlmdny tovdbbi célja eljdrds biztositdsa
olyan rendkivil kis mennyiségii antigén ésfvagy
antitest meghatdrozasihoz, amely kordbban gyakor-
latilag csak a radioimmun-vizsgdlat (RIA) segit-
ségével volt meghatdrozhatd, a radioimmun-vizsgd-
latdval megegyezd pontossdggal, azonban lényegesen
gyorsabban és biztonsdgosabban.

A taldlmdny még tovabbi célja olyan eljdrds
kidolgozdsa, amely antigének kvantitativ meghati-
rozisira szolgdl, és nemcsak tobbértékii vagy poli-
funkcids antigének, hanem hidnyos antigének, pél-
ddul a haptének meghatirozdsira is alkalmas.

A taldlmany tovibbi feladata eljards biztositdsa
antitestek és/vagy antigének meghatdrozdsara,
amelynek sordn az antigének ¢és/vagy antitestek
agglutindcija mellett azok gitlé hatdsait is kihasz-
naljuk.
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Amint fentebb mair emlitettilk, a gyakorlatban
egyéltaldn alkalmazott ismert eljirds — amelynél az
antitest vagy antigén segitségével érzékenmyitett la-
tex-részecskéket antigént vagy antitestet tartalmazo
mintdval érintkeztetve agglutindciot hoznak Iétre,
¢és annak mértékét a folyadék zavarossdginak csok-
kenési sebességével mérik — kiilonb6z8 hatrinyok-
kal rendelkezik. Ilyen hatriny a meghatdrozis nem
kielégitd pontossiga és reprodukalhatdsdga, mivel a
reakciét rendkiviil hig latex alkalmazdsdval, stacio-
ndrius dllapotban kell kivitelezni. Tovabbi hatrany,
hogy elészor el kell tivolitani minden olyan szeny-
nyezé anyagot, amely a zavarossigot befolydsol-
hatja.

Nyilvinvalé tehdt, hogy abban az esetben, ha a
mintdban jelenlevé antigént ésjvagy antitestet nagy
pontossdggal és j6 reprodukdlhatésiggal Kivdnjuk
meghatdrozni, az antigénnel vagy antitesttel érzéke-
nyitett oldhatatlan hordozdt, példaul a- latex-ré-
szecskéket lehetbleg nagy Koncentriciéban kell a
meghatdrozni  kivdnt mintdval érintkeztetniink,
amely olyan antigént és/vagy antitestet tartalmaz,
amely reagdlni képes a hordozén jelenlevd - antitest-
tel vagy antigénnel, hogy ezdital meggyorsitsuk az
antigén-antitest reakciét. Emellett a reakciot eld-
nydsen a reakcidelegy mozgatdsa kozben, nem pe-
dig staciondrius allapotban kellene kivitelezni.

Azt taldltuk, hogy az oldhatatlan hordozoré-
szecskéken lehetSleg nagy koncentricioban jelen-
levé antitest vagy antigén és a mintdban jelenlevs
megfelel antigén vagy antitest kozotti reakcié
nem-staciondrius korillmények kozotti kivitelezése
sordn és a reakcio lejatszoddsa mértékének egyideji
kvantitativ kimutatdsakor kilonosen kedvez§ ered-
ményeket kapunk, ha legfeljebb 1,6 mikrométer
itlagos részecskeatmérdjii, oldhatatlan hordozét al-
kalmazunk, az antigén-antitest reakciondl képz6do
elegyet 0,6—2,4 mikrométer hullimhosszisigi fény-
nyel besugirozzuk, ahol az alkalmazott fény hul-
ldmhossza 1,5-10-szerese a hordozoérészecskék étla-
gos atmérSjének, és mérjik az elegyen Aathaladt
fény intenzitdsat.

A taldlmdny alapjit az a felismerés képezi, hogy
az antigén-antitest reakcidé lejitszéddsinak mértéke,
az érzékenyitett, oldhatatlan hordozérészecskék je-
lenlétében, nagyon pontosan arinyos az elegyen
dtbocsitott fény intenzitdsival. Az antigén-antitest
reakcié lejatszoddsinak mértéke a mintdban jelen-
levé antitest és/vagy antigén mennyiségével vagy
koncentracidjdval is arinyos, feltéve, hogy a reak-
ci6 meghatdrozott korilmények kozott megy vég-
be.

A talilminy szerint ezért ugy végezziik az anti-
gének és antitestek meghatdrozdsit, hogy valamely
antitestet vagy antigént, célszerGen antifibrinogént,
anti(humdn chorion-gonadotropin)-t, humén cho-
rion-gonadotropint, oxitocint, anti(humdn immun-
globulin E)-, anti(humin immunglobulin G)-t, anti-
(humdn immunglobulin M)-t, anti(sertés inzulin)t,
anti(humidn  chorion-gonadotropin)-béta-alegységet,
humdn gamma-globulint vagy anti(humin alfa-feto-
protein)-t, legfeljebb 1,6 mikrométer itlagos 4tmé-
18ji oldhatatlan hordozérészecskékhez rogzitink,
és ezdltal az oldhatatlan hordozérészecskéket érzé-
kenyitjiik, a hordozén jelenlevd antitestet és/vagy
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antigént megfelel6 antigénnel vagy antitesttel vagy
elegyiikkel cseppfoly6s kozegben reagiltatjuk, a
reakcidelegyet 0,6—2,4 mikrométer kozotti hullim-
hosszlisigi fénnyel besugdrozzuk, ahol az alkal-
mazott fény hullimhossza 1,5—10-szerese a hordo-
zérészecskék dtlagos 4dtmérdjének, és mérjik a
reakcioelegy extinkciéjdt.

A taldlmdny szerinti eljirds lehetdvé teszi a
mintdban jelenlevd antitest és/vagy antigén rend-
kivill pontos és gyors meghatirozdsit, olyan méd-
szer alkalmazdsival, amely eltér a zavarosodast
vagy a kozepes diffuziés dllandét meghatdrozé is-
mert mdédszerektdl.

A taldlmdny szerinti eljirdshoz alkalmazott,
0,6—2,4 mikrométer kozotti hullimhosszisdgi fény
a kozeli infravords tartomdnyban vagy a lithaté
tartomdny azon részében helyezkedik el, amely a
kozeli infravords mellett van. A taldlmdny szerint
elényosen olyan fényt alkalmazunk, amely a kozeli
infravoros tartomanyban helyezkedik el, és hullim-
hosszusdga 0,8-1,8 mikrométer, célszerlien
1-1,4 mikrométer. A molekulaszerkezet tanulma-
nyozasindl vagy a molekuldk tulajdonsigainak vizs-
gilatdndl ismertek azok a szinképelemzd eljdrdsok,
amelyeknél legalibb 2,5 mikrométer hullimhosszi-
sigd infravoros vagy legfeliebb 0,4 mikrométer hul-
limhosszisdgi ultraibolya fényt alkalmaznak. A
kozeli infravorés tartomdnyba, vagy az ezzel szom-
szédos lithaté tartomdnyba esd fényt, amelyet a
taldlmdny szerinti eljdrdishoz alkalmazunk, és ame-
lyet az egyszerliség kedvéért a tovdbbiakban ,a
kozeli infravorés tartomdnyba esG fény”’-nek neve-
ziink, mindeddig csak korlitozott mértékben hasz-
ndltdk.

Azt taldituk, hogy a kozeli infravords tarto-
minyba esé fény alkalmazdsa kiilénosen eldnyds a
taldlmdny szerinti eljdrdshoz, mivel igen jol dthatol
vizes kozegeken, igy vizen, vizes oldatokon, stb.,
amelyek dltaldban az antigéneket vagy antitesteket
{artalmazé mintdk alapvetd kozegei (viz, szérumok,
vizelet, séoldatok, stb.), tovdbbd a fentebb emlitett
latexek alapkoézegein. Killonosen a 0,8—1,4 és az
1,53-1,88 mikrométer kozotti hullimhosszisagi
kozeli infravoros tartomdnyba tartozé fényt nyelik
el igen csekély mértékben a vizes kdzegek.

Tovdbbd azt tapasztaltuk, hogy amikor a legfel-
jebb 1,6 mikrométer, elényosen 0,1—1 mikrométer
itlagos atmérGjli, az antitesttel vagy az antigénnel
érzékenyitett oldhatatlan hordozérészecskéket a
mintiban jelenlevé antigénnel és/vagy antitesttel
reagiltatjuk, és a reakcidelegyet a hordozorészecs-
kék dtlagos -dtmérdjénél 1,5—10-szer, elGnydsen
2—10-szer nagyobb hullimhosszusdgi, a kozeli inf-
ravorés tartominyba esé fénnyel a talilmany sze-
rint besugdrozzuk, a reakciéelegyen dthaladé fény
intenzitdsviltozdsa igen pontosan megfelel az anti-
gén-antitest reakciéval bekovetkezett agglutindcié
mértékének. A taldlminy szerint alkalmazott fény-
nél tapasztalt dteresztés az A extinkcidnak felel
meg, amely spektrofotométerek, példdul az infra-
vords spektrometridban szokdsosan alkalmazott ké-
szillékek segitségével meghatdrozhaté. Igy az egy-
szerliség kedvéért a fénydteresztést a kdvetkezdk-
ben azextinkcidval fejezziik ki
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Az infravoros spektrométer segitségével megia-
tdrozott A extinkciéra a kovetkezd Osszefiiggés
érvényes:

|
A=log~
1

ahol I, a csak olddszert tartalmazé abszorpciods
kiivettdn athalad6 fény intenzitdsa,

I egy meghatdrozott koncentricidji oldatot tar-
talmazé kiivettdn dthaladé fény intenzitdsa.

Igy a fentebb emlitett fénydteresztésen a kovet-
kez8kben az egyszerliség kedvéért az A extinkci6t
értjiik.

A taldlmdny szerint az A extinkciéf olyan
spektrométer segitségével hatirozhatjuk meg, amely
hasonlé a kozeli infravoros tartomdnyban haszna-
latos spektrofotométerekhez. Fényforrisként a fen-
tebb emlitett kozeli infravoros tartomdnyba esd
fényt alkalmazzuk, és a fenti képletet haszndljuk,
ahol I, a kiivettin atvezetett, kozeli infravoros
tartomdnyba esé fény intenzitdsa, amikor a kivetta
antitesttel vagy antigénnel érzékenyitett oldhatatlan
hordozé6részecskékbdl dllo elegyct vagy olyan szusz-
penziét tartalmaz, amely a hordozdrészecskékbdl és
a minta alapkozegébdl all, I pedig a kiivettdn
dtvezetett, kozeli infravoros tartomdnyban esé fény
interzitdsa, abban az esetben, amikor a kiivetta
antitesttel vagy antigénnel érzékenyitett oldhatatlan
hordozérészecskékbdl dllo szuszpenzié és az anti-
gént és/vagy antitestet tartalmazd minta reakcid-
javal képz8d6 elegyet tartalmazza.

Roviden, a fentebb emlitett A extinkcié az I,fI
aranynak felel meg. Ha a minta alapkozege atlitszd
folyadék, I, értékét egyszerlien ugy hatdrozhatjuk
meg, hogy az antitesttel vagy az antigénnel érzé-
kenyitett oldhatatlan hordozérészecskék szuszpen-
zi6jat példdul vizzel megfelelé koncentriciéra higit-
juk.

A taldlmany szerinti eljirds tovdbbi részletei és
elényei a leirds tovdbbi részébsl és a példakbol
ismerhet8k meg, ahol a mellékelt dbrdkra is hivat-
kozunk.

Az 1. dbra a viz abszorpcids spektrumdt mutatja
be 0,6—2,4 mikrométer kozotti hullimhosszusigu
fény alkalmazdsival. A felvételhez 1 mm vastagsdgi
kiivettdt hasznaltunk.

A 2. dbra azt szemlélteti, hogy az extinkcid
hogyan viltozik a polisztirol-latex részecskék dt-
mérGjével.

A 3. dbra az extinkcié vdltozdsit mutatja egy
antigén-antitest reakcié reakcibidejének fiiggvényé-
ben.

A 4. abra a taldlminy szerinti meghatdrozds
kivitelezésére szolgilé berendezés sematikus felépi-
tését 4brazolja.

Az 5. dbra abszorpcids kiivetta perspektivikus db-
rizoldsa. A kiivetta mintdk, ellen6rz6 mintdk vagy
vakprébik méréséhez egyformdn alkalmas.

A 6. dbra a taldlmdny szerint elonydsen alkal-
mazott keveré berendezés vdzlatos rajza.

A 7. dbrin fibrinogénre vonatkozé kalibricids
gorbe ldthaté 1,2 mikrométer hullimhosszon. A ka-
libriciés gorbe standard fibrinogén-oldat és
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0,481 mikrométer atlagos 4tmérGji antifibrinogén-
-polisztirol-latexrészecskék alkalmazdsival lett fel-
véve.

A 8. dbra egy 1,2 mikrométer hullimhosszon
felvett extinkciés gOrbét mutat be. A mérés
0,32 mikrométer dtlagos dtmérSjl antifibrinogén-szi-
liciumdioxidrészecskék és standard fibrinogén-olda-
tok sorozatdnak alkalmazdsdval tortént.

A 9. dbra Kkalibriciés gorbét szemléltet, s arra
az idG6re vonatkozik, amely ahhoz sziikséges, hogy
1,2 mikrométer hullimhosszusdgon az  extinkcié
0,5 értéket érjen el. A méréshez antifibrinogénnel
érzékenyitett latexreagenst kiildonb6z6 koncent-
rici6ji standard fibrinogén-oldatokkal reagdltat-
tunk.

A 10. dbrin 1,2 mikrométer hullimhosszon fel-
vett extinkciés kalibriciés gorbe lithaté. A gorbe
meghatdrozdsdhoz oxitocin-antiszérumot reagéltat-
tunk kilénb6z6 koncentrdciéji standard oxitocin-
-oldatokkal, majd a reakcidelegyhez latex-részecské-
ket adtunk, amelyeket az oxitocin érzékenyitett.

A 11. dbrin egy 1,0 mikrométernél meghatdro-
zott extinkcids kalibricids gorbét tintettink fel,
amelyet dgy kaptunk, hogy antifhumén chorion-go-
nadotropin/-szérumot humén chorion-gonadotropin
kiilénb6z6 koncentrdciéji standard oldataival rea-
giltattunk, majd a kapott reakciGelegyhez humdn
chorion-gonadotropinnal érzékenyitett latex-részecs-
kéket adtunk.

A 12. dbra a kimutatds érzékenységének az
antifibrinogénnel érzékenyitett polisztirol-latex kon-
centricidjdval valé valtozdsit mutatja.

A 13. dbra a humdin immunglobulin E extink-
ciés kalibriciés gorbéjét szemlélteti, amely a
0,94 mikrométer hulldmhosszisagi fény alkalma-
zésdval mért extinkcié viltozdsit adja meg a stan-
dard humdn immunglobulin E-oldat mikro-
gramm/ml egységben kifejezett koncentricidja fiigg-
vényében.

A 14. dbra az inzulin extinkciés kalibricids
gorbéjét mutatja be.

A 15. dbrdn a humidn chorion-gonadotropin bé-
ta-alegysége extinkcids kalibriciés gorbéje lithaté.

Példdul az 1. dbrdn a fény hullimhosszit az
abszcisszdra, a fény szdzalékos dtbocsdtdsit pedig
az ordindtdra vittik fel, és a gorbe 1 mm vastag-
sigi vizréteg szdzalékos dtbocsdtdsi spektrumit
szemléiteti a 0,6—2,4 mikrométer kozotti hulldm-
hossz-tartomdnyban. Az 1. dbrdrél leolvashatd,
hogy a 0,6—1,4 mikrométer hullimhosszusigu fény
gyal;or!atilag szdmottevd abszorpcié nélkiil dthatol
a vizen, amely egyébként a latexek és a mintdk
szdmdra a legkiterjedtebben alkalmazott alapkézeg.
Az 1,53—1,88 mikrométer kozotti hullimhosszi-
sigi fény szintén lényegében dthatol, tigy, hogy az
ebbe a hullimhossz-tartomdnyba es$ fény alkalmaz-
haté a taldlminy szerinti eljirdshoz.

Lithaté tovdbbd az 1. abrdn, hogy a 2,1-235
mikrométer  hullimhosszisdgi fénynek csupdn
tmintegy 20%-dt engedi it a viz, ezért az ilyen fény
alkalmazdsakor — ami egyébként nem eldnyds —
nagy érzékenységli fotométer haszndlata sziikséges.

A 2. dbra 1sily% szilirdanyag-tartalmi poliszti-
rol-latex extinkciéja (ordindta) és a fény hullim-
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hossza (abszcissza, mikrométerben) kozotti Ossze-
fliggést mutatja, 2 mm vastagsdgi abszorpcids kii-
vettz alkalmazdsakor. Az A gorbe 0,481 mikromé-
ter dtlagos 4tmérGjl részecskékbdl dllé polisztirol-
Jatex extinkciGjdnak viltozisit, a B gorbe pedig
0,804 mikrométer dtlagos részecskedtmérsji poli-
sztirollatex extinkcidjdnak véltozdsdt dbrizolja. Az
extinkcié meghatdrozdsdhoz _ elonydsen higitjuk a
latexet, s a leolvasott extinkcié-érték és a higitds
szorzatat tekintjiik a latex extinkcidjanak.

A 2. dbrirdl kitlinik, hogy a latex extinkciGja
0,6 mikrométer alatti hullimhosszon erésen ndvek-
szik, és ezért ilyen hullimhosszisdgi fény haszndla-
takor nehezen hatirozhaték meg az antigén-antitest
reakcidelegy fénydtbocsdtisinak vdltozdsai. Ha vi-
szont legaldbb 0,8 mikrométer, célszerlien legaldbb
1 mikrométer hullimhosszisdgi fénnyel dolgozunk,
akkor a latexnek, az extinkciéja viszonylag csekély.
Ezért legalabb 0,8 mikrométer, célszerlien pedig
legaldbb 1 mikrométer hullimhosszisigd fényt al-
kalmazunk a taldlminy szerint a fénydtbocsitds
fentebb emlitett méréséhez.

A 2. dbra A és B gorbéjének Osszehasonlitdsdbol
megallapithatjuk, hogy a latex extinkciéja novek-
szik a polisztirol-latex-részecskék dtlagos &tmérdjé-
nek novekedésével. Ennek kovetkeztében a rend-
kivil nagy d4tlagos dtmérgjli latex-részecskék nem
alkalmasak a taldlmdny szerinti eljirdshoz. Vizsgd-
lataink sordn megdllapitottuk, hogy a taldlmdny
szerinti eljdrdshoz alkalmas, oldhatatlan hordozoé-
részecskék dtlagos vagy Kozepes részecskedtmérdje
legfeljebb 1,6 mikrométer. El6nyodsek a 0,1—1 mik-
rométer kozotti dtlagos dtmérGji latex-részecskék.
Kiilonésen elényodsek a 0,2—0,8 mikrométer kozotti
atmér6jl részecskék.

A 3. dbra Osszefiggést ad meg egy antigén-anti-
test reakciGelegynek az ordindtdra felvitt extink-
cidja és az alkalmazott fény hullimhosszusiga ko-
z0tt — ez utébbit az abszcisszdn tiintettik fel
mikrométerben —, kiillonb6z6 reakciéidGkben. Az
antigén-antitest reakciét pontosan az 1. példdban
ismertetésre keriild6 médon végeztiikk, mindossze az-
zal az eltéréssel, hogy 0,234 mikrométer dtlagos
részecskedtmérGijli  polisztirol-latexet alkalmaztunk.
A 3. dbrin lithaté C, D és E gorbe a reakcidelegy
extinkci6jt szemlélteti, 3, 10 illetve 20 perccel az
antigén-antitest reakcié kezdete utdn.

3. 4brdrél leolvashaté, hogy abban az esetben,
ha az antigén-apfitest reakcidelegy extinkcidjat
0,6 mikrométernél rovidebb hullimhosszisdgd, ko-
riilbelil 0,4—0,6 mikrométer kozétti hullimhosszi-
sigi fénnyel hatdrozzuk meg, az extinkcié vdltozds
nem alkalmas a reakcié kovetésére, és koriilbelill
0,4 mikrométernél nem nagyobb hullimhossziisdgi
fény alkalmazdsakor az extinkcié egyiltaldban nem
viltozik észrevehetSen a reakcié eldrehaladdsdval.
Mésrészt, legaldbb koriilbelil 0,75 mikrométer hul-
lémhosszisdgi fény alkalmazdsakor igen jO Ossze
fuggés 4ll fenn a reakcibelegy extinkcidja és 2
reakci6idé kozott. A 3. 4bra C, D és E gorbéjén
szaggatottan megadott tartominyokban az extink-
ci6 még nagyobb résszélesség alkalmazisakor sem
hatirozhaté meg pontosan, mivel a viz fény-
abszorpciGja igen nagy ezekben a tartoményokban.
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Amint a késGbbiek sordn ismertetésre kerills 4.
példdbdl Kkitiinik, 0,804 mikrométer atlagos részecs-
kedtmérdji  polisztirol-latex  alkalmazisakor j6
osszefiiggést ériink el az antigén-antitest reakcio-
elegy extinkcidja €s az antigénkoncentrdcié kozott,
abban az esetben, ha olyan hullimhossziisdgd fényt
alkalmazunk, amely legaldbb 1,5-szerese a részecs-
kék dtlagos 4dtmér6jének, példdul koriilbeliil
1,2 mikrométer hullimhosszisdgi fénynél, feltéve,
hogy az antigén koncentriciéja a mintdban nem
haladja meg a 0,6 mikrogramm/ml értéket. Ebben
az esetben a taldlmdny szerinti kvantitativ meghatd-
rozds 1,2 mikrométer vagy ennél nagyobb hullim-
hosszisdgi fény alkalmazisdval hajthato végre.

Viszonylag kis dtlagos részecskedtmérdji latex-
részecskék haszndlatakor elényds — amint ez a 3.
dbrdn lathaté — a kozeli infravords tartomdnyba
esé 0,8—1,4 mikrométer kozotti hullimhosszisdgi
fény alkalmazdsa. Kilonosen el6nydsen 1—1,4 mik-
rométer kozotti vagy ennél nagyobb hulldimhosszi-
sagd fényt haszndlunk, amelynek a hulléimhossza
legaldbb kétszerese a hordozoérészecskék dtlagos it-
méréjének.

A talilminy szerint a meghatirozott antitestet
vagy meghatdrozott antigént tartalmazé hordozé-
anyagbdél és a vizsgilandé folyadékban jelenlevd
meghatdrozott antigénbdl, antitestbdl vagy elegyiik-
bdl dll6 reakciGelegyet 0,6—2,4 mikrométer kozotti
hullimhosszisdgi fénnyel vildgitunk meg, és el6-
sz6r meghatdrozzuk azt a hullimhosszusig-tarto-
médnyt, amelyben kvantitativ Osszefiiggés dll fenn a
vizsgilandé folyadékban jelenlevs antigén, antitest
vagy elegyiik (a reakcidterméket is beleértve) kon-
centrdci6jdnak vdltozdsa és a reakcidelegy extink-
ciéja kozott, majd pedig olyan fényt alkalmazunk
az extinkcié6 meghatdrozdsihoz, amelynek hullim-
hossza e tartominyon bellil helyezkedik el, és a
méréshez elényos.

A taldlmdny szerint igy méd nyilik arra, hogy a
mintdban jelenlevé antigén és/vagy antitest mennyi-
ségét vagy koncentricidjit meghatdrozzuk, olyan
médon, hogy legfeljebb 1,6 mikrométer, elénydsen
0,1—-1,0 mikrométer, kil6nésen elényodsen
0,2—0,8 mikrométer atlagos &tmérdji oldhatatlan
hordozérészecskéket alkalmazunk, valamely anti-
testet vagy antigént a hordozdanyaghoz rogzitiink,
és ilyen médon a hordozéanyagot az antitesttel
vagy az antigénnel érzékenyitjik, az érzékenyitett
hordozéanyagot a mintdban jelenlevé antigénnel
ésivagy antitesttel reagiltatjuk, és megmérjik a
reakcielegy extinkcigjit 0,6—2,4 mikrométer ko-
z6tti, elonydsen 0,6—1,8 mikrométer kozotti, kiilo-
nosen eldnyosen 0,8—1,4 mikrométer kozotti, cél-
szerien pedig 1-—1,4 mikrométer kozotti hullim-
hossziisdgii fény alkalmazisdval. Amint arra fentebb
mdr utaltunk, olyan fény alkalmazdsa célszerd,
amelynek hullimhossza legaldbb 1,5-szerese, eld-
nybsen 2-szerese, kiilonisen eldnyosen pedig
2,5-szerese az oldhatatlan hordozdrészecskék dtla-
gos dtmérdjének.

A talilminy szerint oldhatatlan hordozérészecs-
kékként célszerfien olyan szerves polimerek mikro-
részecskéit alkalmazzuk, amelyek gyakorlatilag old-
hatatlanok a talilminy szerinti meghatdrozishoz
alkalmazott cseppfolydés kozegben, és az dtlagos
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részecskeditmérGjilk a fent megadott tartomdnyon
beliil helyezkedik el. Igy alkalmazhatunk emulzids
polimeriziciéval eldllitott szerves  polimer-la-
texeket, példaul polisztirolt és sztirol-butadién ko-
polimereket. Ugyancsak a taldlmdny szerint hasz-
ndlhatunk diszpergilt coccus-baktériumokat, példaul
Staphylococcusokat és Streptococcusokat, Bacillus
prodigiosust, Rickettsia-t, sejtmembrantérmeléket,
stb., tovabbd szervetlen oxidokat, példdul szilicium-
dioxidot ésfvagy aluminiumoxidot, valamint 4svinyi
anyagokat, fémeket, stb. mikrorészecskék formdji-
ban.

A talilmdny szerint a hordozéanyag érzékenyi-
tése céljabol olyan antitestet vagy antigént rogzi-
tink az oldhatatlan hordozérészecskéken, példaul
latex-részecskéket, amely reakcicba l1ép a mintdban
jelenlevs, meghatirozand6 antigénnel és/vagy anti-
testtel. Ehhez az antitestet vagy az antigént fizikai
és/vagy kémiai adszorpcidval rogzithetjiik a hordo-
z6éhoz. Antitestek esetében fehérjékrsl van sz6, mig
az antigének kiilonféle anyagokbol, példdul fehér-
jékbol, polipeptidekbdl, szteroidokbol, poliszaccha-
ridokbdl, lipoidokbdl, virdgporbdl, stb. dlié6 cso-
porthoz tartoznak. Kordbban madr egy sor eljdrdst
ismertettek az antitestek vagy antigének, kiilonosen
azonban az antitestek oldhatatlan hordozdrészecs-
kékhez tOrténd rogzitésére. Valamely hidnyos anti-
gén, példdul egy haptén oldhatatlan hordozéhoz
valé rogzitése érdekében: eldnyos a hordozé anya-
gok kémiai uton torténd mddositdsa, majd pedig
az antigénnek a modositott hordozd anyaghoz valo
kémiai kotése.

Ellentétben az ismert eljardsokkal, amelyeknél a
zavarossdgot hatdrozzdk meg vagy pedig a kozepes
diffiziés dllandét mérik lézersugdr segitségével, a
talilmdny szerinti eljdrdsndl olyan feltételeket biz-
tositunk, amelyeknél az antitesttel vagy antigénnel
érzékenyitett, oldhatatlan hordozérészecskék akti-
van reakciéba lépnek a megfelelé antigénnel
és/vagy antitesttel.

A taldlminy szerint az antitesttel vagy antigén-
nel érzékenyitett, oldhatatlan hordozérészecskéket
(amelyeket a kovetkezdkben ,érzékenyitett hordo-
z6részecskék” elnevezéssel emlitiink) szuszpenzid
alakjdban alkalmazhatjuk, amelynek koncentricidja
legalibb 0,05 sily%, eldnyosen 0,1-1 sily%, kiilo-
nosen elGnydsen pedig 0,2—06 suly%. Abban az
esetben, ha az érzékenyitett hordozérészecskék
koncentricidja tilsigosan nagy, mint ez a 2. dbrdn
is ldthat6, a szuszpenzié fénydtereszté képessége
olyan mértékben lecsokken, hogy megneheziil a
taldlmdny szerinti extinkciémérés. Abban a kon-
centriciétartomdnyban, amelyben lehetséges az
extinkcié mérése, el6nyOs, ha az érzékenyitett hor-
dozorészecskék nagyobb koncentrdciéban vannak
jelen a szuszpenzi6ban, mivel ilyen médon novel-
hetd az antigének és az antitestek kvantitativ meg-
hatdrozdsinak az érzékenysége.

A talilmdny szerint é az ismert eljardsokkal
elientétben az érzékenyitett hordozorészecskéket a
staciondriustél eltér6 korilmények kozott, azaz
nem dllds kozben vissziik reakcioba az antigént
és/vagy antitestet tartalmazé mintdval. Elonyosen a
reakciét a reakcidelegy mozgatisa kozben hajtjuk
végre. Tekintettel arra, hogy a reakciét dltaldban
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keskeny kiivettdban végezziik, a reakcidelegy moz-
gatdsit célszeriien példul olyan médon biztositjuk,
hogy egy botot fiiggblegesen vagy keresztirinyban
a kiivettaiban mozgatunk.

Természetesen tgy is eljarhatunk, hogy az érzé-
kenyitett hordozérészecskéket és a meghatdrozando
mintat a kiivettdn Kiviil reagiltatjuk meghatdrozott
ideig, pontosan meghatirozott korilmények kozott,
majd pedig a reakciGelegyet az extinkcié mérése
céljabél a kiivettdaba toltjuk. Annak érdekében
azonban, hogy valamennyi mérésnél a reakciokoril-
mények reprodukilhaték legyenek, és az elsGsorban
a reakcicidd szempontjabol lényeges, az érzéke-
nyitett hordozorészecskéket specidlis korilmények
kozott kozvetlenil egy olyan kiivettdban reagil-
tathatjuk, amelyet spektrofotométerben helyeziink
el. llyen moédon pontosabb meghatdrozdsra nyilik
mod, mivel az extinkciét kodzvetleniil egy elGzetesen
meghatdrozott reakci6idd letelte utin meghatiroz-
hatjuk, vagy pedig azt az id6t mérhetjiik, amely
ahhoz sziikséges, hogy az extinkcié egy elbzetesen
megdllapitott értéket érjen el, mikozben a reakciét
pontosan definjdlt korilmények kozott hajtiuk vég-
re.

A talilmany szerint tehdt nemcsak a mintiban
jelenlevd antigén és/vagy antitest koncentrdciéja ha-
tirozhaté meg — ez eddig csak vizudlisan, fél-kvan-
titativ mddon volt lehetséges —, hanem nyomok-
ban jelenlevé antigén és/vagy antitest is meghatd-
rozhat6 — ez eddig csak a radioimmun-vizsgilat
segitségével volt megoldhaté —, olyan pontossdggal,
amely megfelel a radioimmun-vizsgdlatndl elérhetd
értéknek.

Az ismeretlen mennyiségl antigént és/vagy anti-
testet tartalmaz6é minta antigén- és/vagy antitest-tar-
talménak taldlmdny szerinti meghatdrozdsihoz hig
kalibraciés mintasorozatot készitiink olyan standard
minta alkalmazdsdval, amely meghatdrozott mennyi-
ségli megfelelG antigént ésfvagy antitestet tartalmaz.
A standard minta kiilonb6z§ mértékd higitdsdval
dllitjuk el6 a kalibraciés oldatokat. Ezutin minden
egyes higitott kalibrdciés mintdt vagy higitatlan
standard mintdt el6re meghatdrozott korilmények
kozott oldhatatlan  hordozdrészecskékkel reagil-
tatunk, amelyet meghatdrozott mennyiségli meg-
felel§ antitesttel vagy antigénnel érzékenyitettiink.
Minden egyes reakciGelegynek megmérjik az ex-
tinkcidjat, és kalibriciés gorbét dllitunk fel a stan-
dard antigénbdl ésjvagy antitestbsl, valamint az
érzékenyitett hordozé6részecskékbdl dllé kombind-
cidra vonatkozdlag. A Kkalibricids gorbe Osszefiig-
gést ad az antigén vagy az antitest mennyisége
(koncentricidja) és az extinkcié kozott (a kalib-
ricios gorbéknek ezt a tipusdt a kovetkezGkben az
egyszeruség kedvéért ,,A” kalibricids gorbe elneve-
zéssel jeloljik). Ezutdn egy meghatdrozni kivint
ismeretlen mintdt reagdltatunk ugyanolyan érzéke-
nyitett hordozorészecskékkel, amilyeneket a kalib-
riciés gorbe felvételéhez haszndltunk, lényegében
az ott alkalmazott korilményekkel megegyezd ko-
rilmények kozott, és mérjik a reakcidelegy extink-
ci6jit. Az ismeretlen mintdban jelenlevs, meghatd-
rozni kivdnt antitest és/vagy antigén mennyiségét
(vagy koncentriciGjat) vgy kapjuk meg, hogy az
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ilyen moédon mért extinkcio-€értéket Osszehason-
litjuk az ,,A” kalibriciés gorbével.

Ugy is eljarhatunk a Kkalibrdciés gorbe fenti
médon torténd felvételekor, hogy olyan kalibrécids
gorbét vesziink fel, amely az alkalmazott kalibrd-
ci6és mintdkban jelenlevé antigén vagy antitest
mennyisége (vagy koncentriciéja) és egy elore meg-
hatirozott extinkcié-€rték eléréséhez  sziikséges
reakcicidé kozotti osszefiiggést dbrdzolja (a kalib-
ricids gorbéknek ezt a tipusit az egyszerliség ked-
véért a kovetkezdkben ,,B” Kkalibriciés gorbének
nevezzilk. Ebben az esetben is a mintdban jelen-
levé antigén és/vagy antitest meghatdrozdsit iigy
végezhetjilk, hogy az ismeretlen mintdt ugyanolyan
érzékenyitett hordozérészecskékkel reagiltatjuk és
lényegében azonos korilmények kozodtt, mint a
kalibraciés gorbe felvételénél alkalmazottak, és
mérjiik az elre megdllapitott extinkcié-érték eléré-
séhez sziikséges idot.

A taldlmdny szerint tehdt az ismeretlen min-
tiban jelenlevd antigén és/vagy antitest mennyiségét
vagy koncentrdciéjit dgy hatdrozhatjuk meg, hogy

A) mérjik az ismeretlen mintdval készitett reak-
cidelegy extinkciéjit (és a kalibraciéhoz az ,,A”
kalibraciés gorbét alkalmazzuk), vagy

B) meghatdrozzuk a reakciGsebességet vagy egy
elére megdllapitott extinkcié-érték eléréséhez sziik-
séges reakciGidt (és a kalibriciéhoz a ,,B” Kkalib-
riciés gorbét haszndljuk).

Amint arra mdr utaltunk, a fenti A) mddszer,
mint igen nagy pontossigi meghatdrozds, nemcsak
abban az esetben haszndlhaté, ha az antitest
ésfvagy antigén koncentricidja viszonylag nagy az
ismeretlen mintiban, hanem akkor is, ha az olyan
csekély, hogy az ismert eljirdsok koziil csupdn a
radioimmun-vizsgdlat segitségével volna meghatdroz-
haté. Mdsrészt, a fenti B) médszer alkalmas arra,
hogy alkalmazdsival az ismeretlen mintiban vi-
szonylag nagy mennyiségben (vagy koncentricio-
ban) jelenlevd antigént és)vagy antitestet haté-
rozzuk meg. Kiilonleges eldnyt jelent az, hogy a
mérés meglehetGsen egyszerd.

Amint arra mar kordbban utaltunk, az ,A”
kalibriciés gorbe egyenes vonal helyett kissé S-ala-
ki, ez azonban nem befolydsolja hitrdnyosan a
meghatdrozds pontossigit. A kalibrdciés gorbe
S-alakjanak az oka valészinileg az, hogy — amint
ezt emlitettik — kisebb antigén- és/vagy antitest-
koncentrdciokndl a reakciosebesség befolydsolja a
gorbe alakjat, ugyanakkor nagyobb koncentrcitk-
nil a hordozé anyag aktiv helyeinek telitddése
kovetkezik be. Természetesen lehetSség van arra,
hogy megnoveljik az S-alaki gorbe linedris szaka-
szit, a kalibriciés gorbe felvételénél, alkalmazott
kérilmények gondos megvalasztisdval, és az isme-
retlen mintdk meghatdrozdsa sordn gyakorlatilag
ebben a tartomanyban dolgozunk.

Amint fentebb midr kifejtettiik, a taldlmédny sze-
rint Wgy jirunk el, hogy lehetSleg nagy koncent-
rdciéban alkalmazott érzékenyitett hordozdrészecs-
kéket a mintdval érintkezésbe hozzuk, és azzal
reagdltatjuk. Ezért olyan szélességd kiivettst alkal-
mazunk a reakcidelegy extinkciéjdnak meghatéro-
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zdsihoz, amely keskenyebb a lithat tartomdnyban
végzett szinképelemzéshez haszndlatos kiivettdknal.
Igy célszerlien 0,54 mm szélességli, elSnyosen
1-2,5 mm szélességli kiivettikat alkalmazunk.

Abban az esetben, ha valamely antigén vagy
antitest nyomnyi mennyiségét kivinjuk meghati-
rozni a leheté legnagyobb pontossiggal — ami
eddig csupdn a radioimmun-vizsgilat alkalmazdsdval
volt elérheté —, kiilondsen elényés az alibbi fel-
tételek betartdsa:

a) lehetSleg nagy egyensilyi dllandéjé antigént
vagy antitestet alkalmazunk,

b) 0,3-0,6 mikrométer dtlagos atmérsjl latex-ré-
szecskéket haszndlunk, amelyek részecskeméret-el-
oszldsa lehetéleg egy sziik tartomdnyba esik,

¢) az extinkciét 1,2—1,4 mikrométer hulldm-
hosszisdgu fény segitségével hatdrozzuk meg,

d) viszonylag hosszi, példdul 1-3 6ra koézotti
reakciéid6t alkalmazunk,

e) az érzékenyitett latex-részecskék koncentra-
ci6jit megnoveljiik, feltéve, hogy az extinkcié mér-
heté marad.

Ha viszont a reakci6sebesség mérésével (a ,,B”
kalibriciés gorbét alkalmazva) viszonylag révid id6
alatt kivinunk egy ismeretlen mintdt meghatirozni,
eldnyods, ha

f) viszonylag nagy dtlagos dtmérGj( latex-részecs-
kéket alkalmazunk,

g) a hordozérészecskék koncentriciéjit a latex-
ben megnéveljiik, feltéve, hogy az extinkcié mérése
elvégezhetd, és

h) lehetéleg rovid reakciéid6t alkalmazunk, pél-
ddul 5 mdsodperc és 10 perc kozétti idot, elonyo-
sen pedig 10 mdsodperc és 3 perc kozotti reak-
ci6idst.

Ha ebben az esetben az elore megillapitott
extinkcié-érték eléréshez sziikséges id6t az ordind-
tin, a koncentriciét pedig az abszcisszdn dbrdzol-
juk, mégpedig logaritmusos léptékben, akkor a ,,B”
kalibriciés gorbét egyenes vonal alakjiban kapjuk.

A taldlmdnyt a fentiek sordn a mintdban jelen-
levd valamely antigén és/vagy antitest meghatdro-
zdsdval kapcsolatban fejtettiik ki, amely meghataro-
zds azon alapul, hogy a minta antigénjét és/vagy
antitestét érzékenyitett hordozérészecskékkel agglu-
tindljuk (azaz LA-rendszert alkalmazunk).

A taldlmédny szerinti eljirds olyan minta megha-
tdrozdsdra is alkalmas, amelynél a fentebb emlitett
agglutindciéval szembeni gdtlé hatds képezi a mérés
alapjt (azaz Ll-rendszert alkalmazunk).

A hiinyos antigéneket, példdul a hapténeket
olyan médon hatdrozhatjuk meg, hogy a taldlminy
szerinti eljirdst az Ll-rendszerre alkalmazzuk. Eb-
ben az esetben példdul az antigént a taldlmdny
szerint alkalmazott hordozérészecskékhez rogzitjik,
és az igy érzékenyitett horlozdrészecskéket kompe-
titiv reakcioba visszilk egy olyan antitest adott
mennyiségével,
koncentriciéji antigénnel (példdul egy standard an-
tigén-oldattal) reagdltattunk, majd pedig mérjik a
kapott reakcidelegy extinkci6jit. A fenti eljérdst a
standard antigén-oldat kiilonb6z6 koncentrécidival
megismételjiik, és igy megkapjuk a ,,C” kalibriciés
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gorbét., Végil egy ismeretlen mintdt is reakciéba
visziink meghatdrozott koncentrdciéju ugyanilyen
antitesttel, majd pedig a kapott reakcidelegyet az
érzékenyitett hordozé anyaggal reagiltatjuk. Ezeket
a reakcidkat gyakorlatilag ugyanolyan korilmények
kozott kell végrehajtanunk, mint amilyen felté-
teleket a ,,C” kalibricids gorbe felallitdsa sordn
alkalmaztunk. Ezutin meghatdirozzuk az érzéke-
nyitett hordozorészecskékkel kapott reakciGelegy
extinkcidjat, és a ,,C” kalibriciés gorbérdl leolvas-
suk az ismeretlen mintiban jelenlevd antitest
mennyiségét (vagy koncentrici6jit).

A fentebb emlitett Ll-rendszer alkalmazdsdval az
ismeretlen mintdban jelenlevé antitestet ugy is
meghatdrozhatjuk, hogy egy bizonyos antitestet
rogzitiink az oldhatatlan hordozérészecskékhez. Ki-
vint esetben gy is eljarhatunk, hogy eltérd tipusi
antigént és antitestet rogzitiink egyidejileg az old-
hatatlan hordozérészecskékhez, majd pedig megha-
tdrozzuk az ismeretlen mintdban jelenlevé antigént
és antitestet.

Igy a talilmdny szerinti eljérds alkalmazdsdval
igen nagyszdmu antigén ésfvagy antitest kvantitativ
meghatdrozisit végezhetjik el. Ilyen anyagok pél-
ddul a kovetkezdk:

1. Betegek vagy véradok vérvizsgdlatakor megha-
tdrozhatjuk példdul a vércsoport-anyagokat, az Au-
vagy HB-antigént vagy a vér mds szennyezd anya-
gait, vagy a fibrin/fibrinogén bomldstermékeket. Ez
az utébbi idében hasznosnak bizonyult olyan be-
tegek gyogyuldsdnak ellendrzése sordn, akiknél ve-
sedtiiltetést hajtottak végre, vagy veséjiik felmondta
a szolgalatot.

2. A humidn chorion-gonadotropin (hCG),
amelynek meghatarozdsa fontos szerepet jitszik a
terhesség megdllapitdsdndl vagy a chorionepitelioma
gybgyulasinak megdllapitdsdnal.

3. A humidn chorion-gonadotropin vagy az 0sz-
triol-glukuronid, amely a tiisz6hormon anyagcsere-
terméke, s a vizeletben torténd meghatirozisuk a
terhesség fenntartdsa szempontjibdl jelentos.

4. A vérben levé oxitocin, amely a jelenlegi
feltevések szerint méhoésszehizéddsokat okoz.

S. Mellékvesekéreg-hormonok, igy a kortikoidok
és az aldoszteron vagy az adrenokortikotrop hor-
monok (ACTH).

6. Inzulin, amelynek a meghatdrozdsa diabetesz-
nél jelentds, vagy a tiisz6hormont serkentS hor-
monok, dsztrogének, sirgatest, hormon, stb.

7. Gasztrin vagy szekretin, amelyek gyomor-bél
hormonok.

8. Allergidban, szifiliszben, hemolitikus sztrepto-
kokcidi6zisban, rubeoldban, autoimmun-betegségek-
ben, példdul kollagendzisban és mds fertdzéses beteg-
ségekben szenvedd betegek testfolyadékaiban jelenle-
v5 antitestek.

A taldlmdny szerinti eljirds természetesen ezek-
nek az antigéneknek ésfvagy antitesteknek a kvali-
tativ vagy félkvantitativ meghatdrozasira is felhasz-
nélhatd.

A talilmédny szerinti eljdrds kivitelezéséhez pél-
déul a 4. dbrdn lathat6é berendezést alkalmazhatjuk,
amely tulajdonképpen egy 1 fényforrdsbol és 2

3
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monokromdtorbdl dllé megvilgité egységet és az
antigén-antitest reakcié méréséhez haszndlt mintdt
befogadé 3 mintakiivettdt tartalmaz.

Az 1 fényforrds példiul egy szokdsosan alkal-
mazott volframldmpa lehet, amelynek a fényét a 2
monokromadtor, igy fénysz{ird vagy prizma segitsé-
gével monokromatikussd tesszilkk és ilyen mddon
0,6—2,4 mikrométer, eldnyosen 0,8--1,4 mikromé-
ter, kiilondsen el6nydsen 1,0—14 mikrométer ko-
z6tti  tartomdnyban elhelyezkedd, meghatdrozott
hullimhosszisigi fényt dllitunk el6, és azt dtvezet-
jik a 3 mintakiivettin, valamint a 4 Osszehasonlité
kiivettin. A monokromdtor minden olyan megoldds
lehet, amely alkalmas arra, hogy a fenti hullim-
hossz-tartomdnyba es6, monokromatikus fényt
adjon. Haszndlhatunk példdul interferencia-szlirot,
amely 1200 + 50 nm hullimhosszisigi fényt szol-
giltat, vagy kvarc- illetve iivegprizmdt is alkalmaz-
hatunk,

Az ilyen médon monokromatikussd tett fény-
sugarat rés vagy lencse segitségével fokuszaljuk a 3
és 4 kiivettdn torténd atvezetés elStt. A 3 minta-
kiivetta és a 4 osszehasonlité kiivetta atlitszo
iiveghol vagy atlatszé szintetikus gyantabdl, példaul
akrilgyantdb6l késziilhet, és dobozszerli felepitési
lehet, négyzet- vagy téglalap alaki keresztmet-
szettel (amint az . dbrdn lithat6). A kiivetta
szélessége, azaz az a é b falak (amelyeken a
fénysugdr athalad) kozotti tdvolsdg, illetve a fény
felé esG és az azzal szemkozti fal kozotti tdvolsdg
dltaliban 0,5-4 mm, elGnyosen pedig 1-—2,5 mm.
A fénydteresztd falak fénydtbocsitisinak mértéke
elonydsen legaldbb 30%, célszeriien pedig 80% fe-
letti a 0,6-2,4 mikrométer kozotti hullimhosszi-
sigi fénysugir esetén.

A 3 mintakiivettdba toltjik a reakcidelegyet,
amelyet 1gy kapunk, hogy valamely antigént
és/vagy antitestet vagy elegyiikket az oldhatatlan
hordozérészecskékhez rogzitett megfelelS antitesttel
vagy antigénnel, célszerlien antifibrinogénnel, anti-
(humdn chorion-gonadotropin)-nal, humin chorion-
-gonadotropinnal, oxitocinnal, anti(huméin immun-
globulin E)-vel, anti(humdn immunglobulin G)-vel,
anti(humdn immunglobulin M)-mel, anti(sertés inzu-
lin)-nal, anti(humdn chorion-gonadotropin)-beta-al-
egységgel, humin gamma-globulinnal vagy anti(hu-
méan alfa-fetoprotein)-nel, cseppfolyds kozegben a
fentebb leirt taldlmdny szerinti cljirdssal reagilta-
tunk. A 4 Osszehasonlité kiivettiban olyan ossze-
hasonlité mintit ontiink, amely csupin az oldha-
tatlan hordozérészecskék rogzitett antitestnek vagy
antigénnek a cseppfolyds kozeggel készitett diszper-
zidja.

A 3 illetve 4 kiivettdn dthalad6 fénysugir az §
illetve 6 fotocelldhoz jut, ahol elektromos jellé
alakul. A képzddott elektromos jelek erSssége ara-
nyos a megfeleld fotocella dltal felfogott fény-
intenzitdsdval. Barmilyen 5 és 6 fotocellit alkal-
mazhatunk, azzal a feltétellel, hogy alkalmas a
felfogott fény olyan elektromos jellé alakitdsira,
amelynek az erdssége ardnyos a fényintenzitdssal.
Példdul eldnydsen haszndlhatunk dSlomszulfideleme-
ket. Az ilyen médon az 5 é 6 fotocelldk dltal
képezett elektromos jeleket a 7 erGsits segitségével
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egységrdl leolvassuk vagy iréberendezés dlkalrnazdsa
esetén regisztraljuk.

Ha a 8 jelzS- vagy irdegységet Oraszerkezettel
épitjiik ossze, akkor lehetdség nyilik arra, hogy az
extinkciét egy el6re meghatdrozott ids elteliével
mérjilk, vagy pedig azt az id6t hatdrozzuk meg,
amely ahhoz szilkséges, hogy az extinkcié egy
elére meghatdrozott értéket érjen el.

A talilminy szerinti eljdrdshoz alkalmazott be-
rendezés elényos kiviteli alakjdndl a 3 mintakiivetta
keverd- illetve mozgatéberendezéssel van elldtva,
példdul egy, a Kkiivettiban elhelyezkeds, mozgat-
hat6 keverdbottal.

A 6. dbra szemlélteti a taldlmdny szerinti beren-
dezés 3 mintakiivettdjdban elhelyezett, a mintibol
és az érzékenyitett hordozérészecskékbdl (példaul
érzékenyitett latexbsl) allé 9 elegy mozgatisit
biztosité kever6mechanizmus eldnyds kiviteli alak-
jat.

Amint a 6. dbrdn lithat6, a 3 kivettiban levd
9 elegy mozgatdsihoz az L-alaki 11 keverSbotot
felfelé és lefelé mozgathatjuk, mikozben a T-alaki
14 OsszekotSrudat felfelé és lefelé elmozditjuk,
ahol a 14 osszekotdrud a felsG sima 14’ lapja
felett a 12 forgathaté tdrcsival van kapcsolatban.
A 12 forgathaté tdrcsdt a 13 excentertengely hajtja
meg. A 14 oOsszek6tdrid a 15 csGben halad 4t a
17 fényirmyékol6 fedelén. A 15 csé a 17 fedélhez
van egyébként erSsitve. A 14 Osszekotdrid a 12
excentertdrcsa forgdsa hatdsira lefelé nyomddik,
majd pedig a 17 fedél és a 14’ felsG sima lap
kozott a 14 osszeko6ténid koril elhelyezkedd 16
rugé feszitGereje hatdsdra ismét felfelé mozdul el.

Abban az esetben, ha a 4. dbran felvdzolt
berendezés 3 mintakiivettdja példdul a 6. dbrin
bemutatott kialakitdsy, a 3 mintakiivettit a nap-
fénytsSl ledrnyékolva kezelhetjiikk, és a meghatdro-
zand6 mintdbdl, valamint az érzékenyitett hordozé-
részecskékbdl (érzékenyitett latexbGl) dllé 9 ele-
gyet olyan mddon keverhetjilkk az L-alakd 11 keve-
16bot segitségével, hogy kozben a kiivettdkat a
kozeli infravorss tartomdnyba es6 kivdlasztott hul-
ldmhosszisdgh fénysugdr megszakitidsa nélkil kever-
hetjik. Ezdltal meggyorsithatjuk a minta és az
érzékenyitett hordozoérészecskék kozotti antigén-an-
titest reakci6t, €s arra is lehetdség van, hogy a
reakciét kozvetlenil egy el6re megillapitott reak-
ci6idé eltelte utdn megszakitsuk, és pontosan meg-
hatdrozzuk azt a reakci6idGt, amely utin az ex-
tinkcié egy elére meghatdrozott értéket ér el.

A taldmdny szerinti eljrdst az aldbbi példik
segitségével részletesen ismertetjiik.

1. példa

(1) Antifibrinogén-antitesttel érzékenyitett
latex-reagens készitése

Glicinpufferrel készitett, 2 mg/ml koncentricidji
10 ml anti-huméanfibrinogén-antitest-oldathoz
(pH=9,6) 1 ml polisztirol-latexet adunk, amelynek
az dtlagos részecskeitmérdje 0,481 mikrométer (2
szilirdanyag-tartalma 10 sily%, és a Dow Chemical
Co. cégtdl szerezhet§ be). Az elegyet 30 percig
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keverjiik szobahSmérsékleten, majd 40 °C-ra mele-
gitjik, és tovibbi 30 perc1g keverjiik ezen a hémér-
sékleten, végiil pedig 2—4 °C-ra hiités kozben cent-
rifugiljuk 50 percig 12000/perc fordulatszimmal. A
csapadékot dekantdlassal elvdlasztjuk, és az antifib-
rinogén -antitesttel érzékenyitett latex részecskéket
datban szuszpendiljuk. Ilyen médon antlﬁbnno-
génnel érzékenyitett latex-reagenst kapunk, amely
1sily% koncentriciéban tartalmazza az érzéke-
nyitett latex-részecskéket.

(2) Kalibriciés gorbe felvétele

7 mm belsd atmérSjli és 70 mm hosszlisdgi mi-
anyag kémcsébe 0,1 ml antifibrinogén-latex-reagenst
(amelyet az (1) pontban leirtak szerint készitlink)
és 0,3 ml standard fibrinogén-oldatot (amely fizio-
logids ndtriumklorid-oldattal készilt és 0,2 sily%
marhaszérum-albumint tartalmaz) rétegeziink, amely
az 1. tdbldzatban megadott koncentriciéban tartal-
mazza a fibrinogént. Az elegyet 20 percig rizatjuk
razégépen, percenként 200 rdzatds alkalmazdsival,
hogy az antigén-antitest reakcié végbemenjen. Koz-
vetleniil ezutin a kémcsGben jelenlevG reakcid-
elegyet 2 mm szélességi fényabszorpciés iivegkii-
vettdba toltjiik dt, és 1,2 mikrométer hullimhosszi-
sdgi fény alkalmazdsdval meghatdrozzuk az extink-
ci6jdt automatikus spektrofotogrif segitségével (Hi-
tachi Ltd., Modell EPS—3). Osszehasonlité oldat-
ként egy olyan szuszpenziot alkalmazunk, amelyet
0,1 ml antifibrinogén-latex-reagens 0,3 ml fiziolégids
nitriumklorid-oldattal torténd higitdsaval kapunk,
és amely 0,2sily% marhaszérum-albumint tartal-
maz. A mérést az I tabldzatban megadott minden
egyes standard fibrinogén-oldattal kétszer végezziik
el. A kapott eredményeket az 1. tdblizat tartal-
mazza.

I. T4bldzat

A standard Extinkcié 1,2 mikrométeren
fibrinogén-
oldat 1. mérés 2. mérés kozépérték
koncentricidja
mikrogramm/ml
0,1 0,336 0,363 0,350
0,2 0,836 0,778 0,807
0,3 1,083 1,167 1,125
0,4 1,330 1,333 1,332
0,5 1,403 1,430 1417

Ha az I. téblizatban feltiintetett értékeket grafi-
kusan 4brizoljuk, mégpedig a standard fibri-
nogén-oldat koncentriciGjét az abszcisszin, az
1,2 mikrométer hullimhosszisdgi fénnyel kapott
extinkciét (kozépérték) pedig az ordindtin, akkor
a 7. dbrdn lithat6 kalibriciés gorbéhez jutunk.
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(3) Fibrinogén kvantitativ meghatdrozdsa isme-
retlen mintakban

Vérmintdt, vizeletmintit vagy a mellkasban
(mellhdrtyatérben) levé folyadékbdl mintdt vesziink
a betegtdl, és vérminta esetén a szérumot vagy
plazmadt elvilasztjuk. A minta vagy a higitott minta
0,3 ml alikvot részéhez 0,1 ml antifibrinogén-latex-
-reagenst adunk (amelyet az (1) pontban leirtak
zennt készitink el), majd pedig a (2) pontban
megadott eljirds alkalmazisival meghatdrozzuk az
extinkciét. A (2) pontban ismertetett mddszer se-
gitségével feldllitott kalibrdciGs gorbérdl leolvassuk a
mért extinkcid-€rtéknek megfeleld fibrinogén-kon-
centrdciét. Az ilyen médon kapott eredményeket a
II. tablazat tartalmazza.

Osszehasonlitdsi célokra a II. tibldzatban azokat
az értékeket is feltiintettilk, amelyeket az ismert
radioimmun-vizsgdlati mddszer [S.M. Ratkey és
munkatdrsai, Brit. J. Haematol, 30, 145-149
(1975)], valamint az ismert tirgylemezes moédszer
[Fujimaki, Tamura és Takahashi, Rinsho Kagaku
(Clinical Science), 12, 507 (1976) és Fujimaki, Ike-
matsu, Takeuchi és Kato, Rinsho Byori (Japanese
Journal of Clinical Pathology), 21,973°(1973)]
szolgdltatott.

A 1I. tdbldzatban megadott eredményekbdl lit-
haté, hogy a taldlmdny szerinti eljdrds segitségével
kapott fibrinogén-koncentricidértékek gyakorlatilag
jol egyeznek az ismert meghatdrozdsi médszerek
kozil a legpontosabbnak tekintett radioimmun
vizsgalati modszerrel kapott eredményekkel. A kor-
reldcids egyiitthaté a taldlmdny szerinti eljras és a
radioimmun-vizsgalati médszer kozott 0,999.

2. példa

Az 1. példa (1) pontjdban leirt mddon 1 sily%
latex-részecskéket tartalmazé antifibrinogénnel érzé-
kenyitett latex-reagenst készitiink, azzal az eltérés-
sel, hogy 0,234 mikrométer 4tlagos részecskeit-
mérgji polisztirol-latexet haszndlunk (amely a Dow
Chemical Co. cégtdl szerezhetG be, és a szilird-
anyag-tartalma 10 sily%).

A kapott, antifibrinogénnel érzékenyitett latex-
reagensb6l 0,1 ml alikvot részt 0,3 ml standard
fibrinogén-oldattal elegyitink (amely literenként
0,5 mikrogramm fibrinogént tartalmaz), és az ele-
gyet 5 percig rdzatjuk szobahdmérsékleten rdzé-
gépen, 250 rdzds/perc sebességgel, hogy végbe-
menjen az antigén-antitest reakcié. Végil meghatd-
rozzuk a reakcidelegy extinkcidjét 1,2 mikrométer
hullimhosszisdgti fény alkalmazdsival, az 1. példa
(2) pontjdban megadott médon. A mérés reprodu-
kilhatésdga vizsgdlatira még hdromszor megismé-
teljik a vizsgdlatot. A kapott eredményeket a Ill.
tdbldzat tartalmazza.

A fenti meghatdrozdsokat ujb6l megismételjik,
azzal az eltéréssel, hogy a standard fibrinogén-olda-
tok helyett betegektSl vett vérmintdkbdl elkiiloni-
tett szérumokat haszndlunk. Ugyanezt a meghati-
rozisi moédszert négyszer alkalmazzuk, kiilonb6zd
napokon, hogy megidllapithassuk a testfolyadék mé-
résének reprodukidlhatésdgit. A kapott eredmé-
nyeket szintén feltiintetjiik a III. tibldzatban.
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11. Téblazat
' :E?ibﬁnogén.:kohcéntrécié az
Ismeretlen minta Mért ismeretlen mintiban
Bete higitdsi ext.l{lk- (rmkrografnm/ml)
szémi e faktor clo- taldimdny radio- targy-
érték szerinti immun lemezes,
médszer modszer mddszer
1. Vizelet X2 0,764 0,402 0,359 0,5
2. Vizelet X 16 1,162 5,178 5,117 8,0
3. Vizelet X1 1,233 0,347 0,368 0,5
4. Vizelet X1 0,090 0,021 0,024 <0,5
5. Vizelet X1 0,011 0,003 0,006 <0,5
]
6. Vizelet X1 0,175 0,042 0,037 <0,5
7. Vizelet X1 0,066 0,016 0,011 <0,5
8. Vizelet X1 0,171 0,041 0,008 <0,5
9. Vizelet X1 0,020 0,005 0,007 <0,5
10. Vizelet X1 0,199 0,048 0,072 <0,5
1. Szérum X 10 0,310 0,760 0,800 1,0
12. Szérum X 10 0,330 0,812 0,863 0,9
13. Szérum X 10 0,520 1,317 1,335 1,25
14, Szérum X 10 0,348 0,858 0,892 1,0
15. Fibrogén-
mentes plazma X 10 0,550 1,400 1,520 2,0
16. Ridkos mell-
hértyatéri
folyadék X 640 1,210 217,12 1974 320
III. T4bldzat Amint a III. tibldzatban megadott értékekbdl
: kitGinik, a taldlminy szerinti eljards reprodukdlhaté-
o Extinkci6 sdga, mind a standard fibrinogén-mintik meghati-
M?res sta_ndar‘d szérum 50 ro0zasdnil, mind pedig tényleges testfolyadék-mintik
szima fibrinogén- (szérum) meghatdr&zisindl kivalo.
-oldat
1. 0,582 0,294
55
2. 0,565 0,280 3. példa
3. 0,562 0,306 5ml glicinpuffer-oldathoz 100 mg sziliciumdioxi-
dot adunk mikrorészecskék alakjdban (amelyeket a
4. 0,545 0,287 60 12049775 szamui kozrebocsdtott japin szabadalmi
» bejelentés 1. példdjiban leirt médon 4llitjuk eld, a
Atlagérték 0,564 + 0,010 0,292 * 0,010 részecskék dtlagos dtmérGje 0,32 mikrométer, jol-
o l_ehet 15%uk 0,5 mikrométer vagy még nagyobb
szordsi atmérGjli). Az elegyet 1 6rdn 4t kezeljiik 28 kHz
egyiitthato 1,8% 3,4% 65 frekvencidji ultrahanggal a sziliciumdioxid mikro-

10
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részecskék szuszpendidldsa céljibol. Ezutin az 1.
példa (1) pontjiban leirt médon reagenst készi-
tiink, amely antifibrinogén-antitestekkel érzékenyi-
tett sziliciumdioxid szuszpenziéjabdl dll. Az 1. pél-
da (1) pontja szerint alkalmazott 0,481 mikromé-
ter 1észecskeméretli polisztirollatex helyett az
ilyen médon el&dllitott szilicium-dioxid-szuszpen-
zié6t haszndljuk, és mdsmilyen koncentrici6ji
(0,05 sily%) marhaszérum-albumin-oldatot alkal-
mazunk. Ezutin meghatdrozzuk az antifibrinogén-
nel érzékenyitett szilicium-dioxid reagens alkalma-
zdsival a standard fibrinogén-oldatok extinkcidjit
az 1. példa (2) pontjiban ismertetett médon. A
kapott eredményeket a IV. tiblizatban mutatjuk
be.
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IV. Tdbldzat

Standard
fibrinogén-oldat Extinkcio
koncentricidja, 1,2 mikrométernél

(mikrogramm/ml)

0,2 0,028

0,4 0,126

0,6 0,287

0,8 0,460

1,0 0,631

V. Tébldzat

Ismeretlen minta

Fibrinogén-koncentricio
ismeretlen mintdban

Be:teg higitasi Mért extink- (mikrogramm/ml)
szima anyag faktor cié-érték taldlmany
szerinti radioimmun
médszer modszer
1. Vizelet X 1 0,125 0,400 0,359
2. Vizelet X 10 0,210 5,000 5,117
3. Vizelet X 1 0,110 0,380 0,368
4, Szérum X 1 0,440 0,770 0,800
s. §zérum X 1 0,490 0,830 0,892
6. Rikos mellhirtyatéri
folyadék X 400 0,211 200 1974

Az 1. példa (2) pontjiban leirtak szerint eljdrva,
a IV, tdblazatban szereplS értékek grafikus dbrdzo-
lasdval kalibracios gorbét dllitunk fel, amely a 8.
dbrin ldthaté. A 8. 4brir6l leolvashaté, hogy a
fibrinogén-koncentrécié és az extinkcié kozott line-
aris osszefiiggés 4ll fenn, ha a standard fibrinogén-
-oldat koncentrici6ja 0,4 mikrogramm/ml vagy en-
nél nagyobb.

Ezutin elvégezzilkk betegektGl nyert ismeretlen
mintdk (vizelet, szérum és mellhdrtyatéri folyadék)
vizsgilatit ‘az 1. példa (3) pontja szerinti médszer
alkalmazdsdval az ismeretlen mintdk fibrinogén-tar-
talmdnak meghatdrozdsa céljibél. A kapott ered-
ményeket az V. tibldzatban foglaljuk Ossze.

4. példa

Az 1. példa (1) és (2) pontjdban leirtak szerint
jirunk el, azzal az eltéréssel, hogy a 0,481 mikro-
méter 4tlagos részecskedtmérdjl polisztirollatex he-
Tyett 0,804 mikrométer 4tlagos részecskedtmérGjl
polisztirol-latexet (gyirté Dow Chemical Co., szi-
lirdanyag-tartaima 0,1 siily%) és 0,1 sily% marha-
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szérum-albumin koncentriciét haszndlunk, tovabbd
az extinkcié mérését 1,2 és 1,7 mikrométer hullam-
hossziisdgi fénnyel végezziik. A kapott eredmé.
nyeket a VI. tibldzat tartalmazza.

VI. Tibldzat

Standard
fibrinogén- Extinkcié
-oldat
koncent- 1,2 mikro- 1,7 mikro-
riciéja, meéternél méternél
mikrogramm/m]
0,2 0,127 0,083
04 0,258 0,198
0,6 0418 0,452
0,8 0,388 0,592
1,0 0,258 0,622

11
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A V1. tibldzatban megadott szdimértékekbdl ki-
tinik, hogy nyilvinvalé Osszefiiggés 4l fenn a
fibrinogén-koncentricié és az extinkcié kozott, ab-
ban az esetben, ha az alkalmazott fény huilim-
hossza legaldbb kétszerese a szilird hordozdrészecs-
kék (polisztirol-latex-részecskék) atlagos atméréjé-
nek.

5. példa

Az 1. példa (1) pontja szerint eljarva allitunk
el6 anti<{humdn chorion-gonadotropin)-nal érzéke-
nyitett latex-reagenst, azzal az eltéréssel, hogy az
anti-(humdn fibrinogén)-antitest helyett anti-(humdn
chorin-gonadotropin)-antitestet (anti-hCG) alkalma-
zunk, és a 0,481 mikrométer dtlagos részecskemére-
ti polisztirol-latex helyett 0,234 mikrométer itla-
gos részecskeméretd polisztirol-latexet (gydrté Dow
Chemical Co.) haszndlunk.

Az ilyen médon kapott, anti(humdn choricn-go-
nadotropin)-nal érzékenyitett latex-reagens segitsé-
gével meghatdrozzuk az extinkciét az 1. példa (2)
pontjiban ismertetett médon, 1,2 mikrométer hul-
lamhosszisdgii fény alkalmazdsival, csak a standard
fibrinogén-oldat helyett standard humdn chorion-
-gonadotropin-oldatot alkalmazunk. A kapott ered-
ményeket a VII. tabldzatban mutatjuk be.
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VII. Tdbldzat

A standard humdn

chorion- Extinkcié
-gonadotropin-oldat 1,2 mikrométerné]
koncentrici6ja
NE/ml
01 0,048
0,2 0,130
0,3 0,168
0,4 0,261
0,5 0,360
0,7 0,630
1,0 0,972

A kapott szimértékek felhaszndldsival Kkalibra-
cios gorbét dllitunk fel a fentebb ismertetett mé-
don. Masrészt, kilonbozd betegektdl vizeletmints-
kat vesziink, amelyeket a vizeletben jelenlevd hu-
médn chorion-gonadotropin meghatirozisshoz hasz-
ndlunk fel, az 1. példa (3) bekezdésében megadott
médon eljirva. A kapott eredményeket a VIII
tablizatban foglaljuk &ssze.

VIII. Téblazat

Humin chorion-gonado-
tropin-koncentracié
az ismeretlen mintdban, NE/ml

Beteg Ismeretlen minta Mért Z 151 y |
Rt : e i taldlmény radioimmun-
szama tipusa higitasa extinkcié gerinti vizsgdlati

eljards médszer
1. Vizelet X1 0,400 0,564 0,482
2. Vizelet X1 1,122 0,966 1,120
3. Vizelet X1 0,955 0,944 0,857
4. Vizelet X1 0,990 0,952 0,925
6. példa
50 IX. Tablazat

L-alaki keverSbottal felszerelt, 2mm széles,
iivegbSl  készillt abszorpciés kiivettdiba bemériink
0,1 ml, 2. példa szerint elddllitott, antifibrinogénnel
érzékenyitett latex-reagenst, valamint 0,3 ml stan-
dard fibrinogén-oldatot, amelynek a koncentricidja
a IX. tibldzatban van feltiintetve, és folyamatosan
figyeljiik a reakcidelegy extinkciéjat 1,2 mikromé-
ter hullimhosszisdgi fény alkalmazdsival az 1.
példa (2) pontjdban megadott médon. Megfigyeljiik
azt az id6t, amely ahhoz sziikséges, hogy az ex-
tinkcié értéke 0,5 legyen. A meghatdrozds sorin a
keverdbotot percenként 200-szor fiiggolegesen fel-
felé és lefelé mozgatjuk. A kiilonb6z6 koncent-
rci6ji standard fibrinogén-oldatokkal kapott ered-
ményeket a IX. tdblizat tartalmazza.
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0,5-6s extinkcié-érték
cléréshez sziikséges

A standard fibrinogén-
-oldat koncentrdcidja,

ug/ml ido, sec
2 26,9
4 11,3
6 64
8 4,7
10 29
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A IX. tédblizatban Osszefoglalt értékeket kettds
logaritmusos beosztdssal ellitott papiron dbrazoljuk.
A standard fibrinogén-oldat koncentrici6jit az absz-
cisszira, a 0,5¢s extinkci6-érték eléréshez szik-
séges id6t pedig az ordindtdra vissziik fel. Az igy
kapott kalibriciés gorbe, amint az a 9. 4brin
lathaté, egyenes vonal.

Ezutdn egy L-alaki keverGbottal felszerelt,
2 mm széles, iivegbdl késziilt abszorpcids kiivettdba
bemérink 0,3 ml mennyiséget valamilyen, kiilén-
b6z5 betegektdl nyert ismeretlen mintdbél (vizelet,
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“szérum vagy mellthdrtyatéri folyadék), hozzdadunk

0,1 ml mennyiséget a fentebb emlitett, antifibrino-
génnel érzékenyitett latex reagensbdl, és a reakcid-
elegyet a fentebb leirt médon keverjiik, mikézben
1,2 mikrométer hullimhosszisagu fénnyel vildgitjuk
meg. Mérjiik azt az id6t, amely ahhoz sziikséges,
hogy az extinkcié értéke 0,5 legyen. A fentiek
szerint feldllitott kalibraciés gorbérdl leolvassuk az
ehhez az id&értékhez tartozd fibrinogén-koncent-
raciét. A kapott eredményeket a X. tdbldzatban
tiintetjik fel.

X. Téabldzat

Fibrinogén-koncentracio
az ismeretlen mintdban

Beteg Ismeretlen minta 0,5-es extinkcio-érték mikrogramm/ml
szdma tipusa higitdsa eléréséhez sziikséges taldlmany radioimmun-
idd, sec szerinti -vizsgdlati
eljdrds moédszer
1. Vizelet X1 9,2 4.5 5,117
2. Rikos
mellhdrtyatéri
folyadék X 50 11 195 197,4
3. Szérum X1 25 2,1 2,210
4. Szérum X1 20 2,5 2,302
5. Szérum X1 3,8 8,6 9,020
6. Szérum X1 12 3,7 3,723
7. péida 200 rdzatdssal 12 percig keverjiik, majd pedig

(1) Oxitocinnal érzékenyitett latex-reagens
elGdllitdsa

0,1 N vizes ecetsav-oldattal késziilt, 220 NE/ml
koncentriciéji oxitocin-oldat 1ml mennyiségét
0,5 ml polisztirol-latexszel (dtlagos részecskemérete
0,481 mikrométer, .szildrdanyag-tartalma 10 sily%,
gydrté Dow Chemical Co.) elegyitjiik. Az elegyet
2 6rin 4t keverjitkk szobahSmérsékleten, majd pedig
20 percig centrifugiljuk 2-4 °C-on 12000/perc for-
dulatszimmal. A csapadékot dekantildssal levilaszt-
juk, és a kapott, oxitocinnal érzékenyitett latex-ré-
szecskéket 0,2 slily% marhaszérum-albumint tartal-
mazé 4 ml etilén-diamin-tetraecetsav/glicin pufferol-
datban diszpergdljuk. Oxitocinnal érzékenyitett la-
tex-reagenst kapunk, amely 1 sily% latexet tartal-
maz.

(2) Az oxitocin-antiszérum optimilis
koncentriciéjdnak meghatdrozdsa

A fenti (1) pont szerint készitett, oxitocinnal
érzékenyitett latex-reagens 0,1 ml alikvot részét
0,1 mt fiziologids ndtriumklorid-oldattal és 0,2 ml
oxitocin-antiszérummal elegyitjik, amelyet a XI.
tdbldzatban megadott mértékben higitottunk fizio-
l6gids néatriumklorid-oldattal. Az elegyet percenként
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meghatdrozzuk az extinkcidjat 1,2 mikrométer hul-
ldmhossziisdgi fény alkalmazdsival az 1. példa (2)
pontjdban ismertetett mddon. A kapott eredmé-
nyeket a XI. tdbldzatban mutatjuk be.

XI. Tébldzat

Az oxitocin-antiszérum Extinkcid

higitdsa 1,2 mikrométernél
X 20 1,175
X 30 0,618
X 40 0,393
X 50 0,327
X 80 0,220
X 100 0,162

A XI. tdbldzatban feltiintetett szimértékekbol
kitGnik, hogy az oxitocin-antiszérum optimadlis kon-

65 centricidja koriilbelil 30-szoros higitisnil van.

13
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(3) Kalibracids gorbe felvétele

Miianyag kémcsébe bemérink 0,2ml olyan ol-
datot, amelyet a (2) pontban alkalmazott oxitocin-
-antiszérum 30-szoros higitdsival kaptunk. Hozza-
adunk 0,1 ml standard oxitocin-oldatot, amely
0,1 N vizes ecetsavval késziilt, és koncentricidja a
XII. tdbldzatban ldthaté. Az elegyet jol Osszekever-
jik, majd 30 percig szobahdmérsékleten allni hagy-
juk. Hozzdadunk 0,1 ml, oxitocinnal érzékenyitett
és az (1) pont szerint készitett latex-reagenst, s a
kapott elegyet 12 percig rdzatjuk percenként 200
razatist végzs razogépen. Az ilyen modon kapott
folyadékot 2 mm szélességli iiveg fényabszorpcids
kiivettdba Ontjiik, és meghatdrozzuk az extinkcidjat
1,2 mikrométer hullimhosszusdgi fény alkalma-
zdsival az 1. példa (2) pontjiban leirt médon. A
kiilonboz3 koncentricioju standard oxitocin-olda-
tokkal kapott eredményeket a XII. tdbldzat tartal-
mazza.

XII. Tdbldzat

A standard
oxitocin-
-oldat Extinkcié AD'
koncent- 1,2 um-nél
ricidja,
uNE/mi
2000 0,395 0,183
1500 0,450 0,128
1 000 0,483 0,095
500 0,525 0,053
300 0,550 0,028
0 0,578 .

*AD = a zérus koncentrici6ju standard
oxitocin-oldat extinkciéjinak
és a megadott koncentriciGju
standard oxitocin-oldat
extinkcidjdnak killonbsége.

Ha a XII. tdbldzatban szereplé adatokat grafi-
kusan dbrdzoljuk, és a standard oxitocin-oldat kon-
centraciojdt az abszcisszdra,.a A D-értéket pedig az
ordindtdra visszitkk fel, linedris Osszefiiggéshez ju-
tunk, mint az a 10. dbrdn lithaté. Az ilyen
moédon kapott kalibriciés gorbe alkalmazdsdval
meghatdrozhatjuk terhes ndk vérszérumdban az oxi-
tocint.

8. példa

(1) Humdn chorion-gonadotropinnal
érzékenyitett latex-reagens elGdllitdsa

5Sml 0,05N sésavban feloldunk 7900 NE/m! hu-

mdn chorion-gonadotropint, és az anyagot 1 6rén
at hidrolizdljuk 80 °C-on. Ezutin az oldatot diali-
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zdljuk, szivatassal szilrjiikk, és a kapott, hidrolizilt
humdn chorion-gonadotropint 2mi 0,05M
8,7 pH-értéki bordt-pufferoldatban oldjuk, és 10 mi
térfogatra higitjuk. Részletekben, keverés kozben -
hozzdaadunk S5ml 2%-0s polisztirol-latex-oldatot
(szildrdanyag-tartalma 10 sily%, gydrté Dow Che-
mical Co.), amelyben a részecskék atlagos dtmérGje
0,481 mikrométer. A kapott, humdn chorion-gona-
dotropinnal érzékenyitett latex-részecskéket 20 per-
cig centrifugdljuk 13 000/perc fordulatszémon, az
érzékenyitett latex-részecskéket elkilonitjik, és
0,2% marhaszérum-albumint tartalmazé 10 ml bo-
rat-pufferoldatban szuszpenddljuk. A szuszpenzidt
centrifugdljuk, a csapadékot a ~borat-pufferoldattal
torténd centrifugdldssal mossuk, és végil 10 ml
puffer-oldatban szuszpenddljuk. Ilyen mddon
1 siily% latex-részecskéket tartalmazo, humdn chori-
on-gonadotropinnal  érzékenyitett latex-reagenst
kapunk.

(2) Kalibrdcios gorbe felvétele

Az anti{humdn chorion-gonadotropin)-szérum
optimalis koncentricidjat a 7. példa (2) pontjiban
leirt médon hatirozzuk meg (ebben az esetben az
300szoros higitisnak felel meg). Ezutin miianyag
kémcsében bemériink 0,2 ml anti-(humdn chorion-
gonadotropin)-szérum-oldatot, amelyet a szérum
fiziolégids ndtriumklorid-oldattal torténé 300-szoros
higitdsival kapunk, hozzdadunk 0,1 ml standard hu-
mdn chorion-gonadotropin-oldatot, amelynek a
koncentricidja a XIII. tdbldzatban lithatd, és az
elegyet 10 percig rdzatjuk. Ezutdn hozzdadunk
0,1 ml, humdn chorion-gonadotropinnal érzéke-
nyitett latex-reagenst (amelyet a fenti (1) pont
szerint dllitunk eld), és az elegyet 10 percig rdzat-
juk percenként 200 rdzatdssal. A kapott folyadékot
2mm szélességli iliveg abszorpcids kiivettdba ont-
jiikk, és meghatdrozzuk az extinkci6jit az 1. példa
(2) pontjadban megadott modon 1,0 mikrométer
hullimhosszisdgti fény alkalmazasival. A kapott
eredményeket a XIII. tdbldzatban foglaljuk Gssze.

XII. Tablizat

A standard humién
chorion-gonadotropin-
-oldat koncentricidja,

Extinkcié 1,0 um-nél

NE/ml
10 0,140

1 0,208
0,1 0,271

Ha a tibldzatban szereplé szamértékeket grafi-
kusan dbrizoljuk, mégpedig a standard humdn cho-
rion-gonadotropin-oldat koncentrécigjanak logarit-
musdt az abszcisszdn, az extinkciét pedig az ordi-
ndtdn, a 11. dbrin bemutatott kalibriciés gorbét
kapjuk. Ez a Kkalibriciés gorbe linedris lefutdsi
azokban a koncentricié-tartomdnyokban, amelyek-
ben a mérés ténylegesen torténik.
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A kapott Kkalibriciés gorbe alkalmazdsival meg-
hatdrozhatjuk terhes nék vérszérumiban a humaén
chorion-gonadotropint,

9. példa

Mtanyag kémcsGbe bemériink 0,1 ml, az 1. pél-
da (1) pontja szerinti mdédon készitett, antifibrino-
génnel érzékenyitett latex-reagenst (ahol a poli-
sztirol-latex-részecskék dtlagos atmérdje 0,481 mik-
rométer, és az érzékenyitett latex-részecskék kon-
centriciéja 1 sily%). Hozzdadunk 0,3 ml standard
fibrinogén-oldatot, amely fiziolGgids ndtriumklorid-
oldatban 0,5 sily% marhaszérum-alburfigt tar-
talmaz, és koncentriciéja a XIV. tiblizatban van
megadva. Az elegyet 3 6rdn 4t razatjuk percenként
200 razatdssal. Ezutdn meghatdrozzuk az extinkciét
1,2 mikrométer hullimhossziisigi fény alkalmazi-
sival az 1. példa (2) pontjdban megadott médon. 20
A kapott eredményeket a XIV. tdblazatban mutat
juk be.

10
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XIV. Tablazat

25
A standard fibrinogén-
-oldat koncentrécidja, Exiinkcié 1,2 um-nél
ng/ml
30
10 0,048
20 0,125
40 0,324 35
60 0,540
80 0,718
40
100 0,802

Ha a fenti szdmértékek alapjin kalibrdcids gor-
bét allitunk fel, akkor egyértelmii Osszefiiggést ta-
pasztalunk a standard fibrinogén-pldat koncentrd- 45
ci6ja és az extinkcié kozott. Igy a taldlmédny
szerint lehetéség nyilik rendkiviil csekély, nano-
gramm/ml fibrinogénmennyiségek meghatdrozisdra,
olyan érzékenységgel, amely Osszehasonlithaté a

radioimmun-vizsgilati médszer érzékenységével. 50

10. példa

Antifibrinogénnel érzékenyitett latex-reagenseket s
illitunk el6 az 1. példa (1) pontjiban jsmertetett
médon, azzal az eltéréssel, hogy 0,35 mikrométer
itlagos részecskedtmérdji volisztirollatexet alkal-
mazunk. A kapott, antifibrinogénnel érzékenyitett
latex-reagensek 0,75, 1,0 illetve 2,0 siily% koncent-
ricijiak. Minden egyes, ilyen médon készitett,
antifibrinogénnel érzékenyitett latex-reagensre kalib-
riciés gorbét illitunk fel az 1. példa (2) pontjdban
leirt médon, (1,2 mikrométer hullimhossziisdgi fény
és 10 perces rdzatis alkalmazisival). A kapott ka- 65

30

librdciés gorbéket a 12. dbra mutatja be. Amint az
dbrirdl lathaté, a fibrinogén kimutatdsinak érzé-
kenysége novekszik az antifibrinogénnel érzéke-
nyitett latex-reagensben jelenlevé érzékenyitett la-

. se

11. példa
(1) anti(humén immunglobulin E)antitesttel érzé-
kenyitett latex-reagens készitése

anti(humdn immunglobulin  E)-antitest-oldathoz
hozzaadjuk 0,109 mikion és 0,220 mikron itlagos'
atmérGjli polisztiroldatex 1 :1 térfogatardnyu ele-
gyének 1 ml-ét, amely 10 sily% szilird anyagot
tartalmaz. Az elegyet 30 percig keverjik szobal
hémérsékleten, majd 40 °C-ra melegitjik, és to-
vabbi 30 percig keverjik ezen a hémérsékleten.
Végill 2—4°Cra hiités kozben centrifugdljuk
50 percig 12 000/perc fordulatszdimmal.

A csapadékot dekantdldssal elvilasztjuk, és az
elkiilonitett anti(humdn immunglobulin E)-antitest-
tel érzékenyitett latex-részecskéket 0,2 sily% kon-
centriciéjii marhaszérum-albumin-oldatba szuszpen-
daljuk. A kapott reagens 0,33 sily% koncentrdcié-
ban tartalmazza az érzékenyitett latex-részecskéket.

(2) Kalibrécids gorbe felvétele

Mianyag kémcs6be bemérink 0,1 ml anti(hu-
mén immunglobulin E)-latex reagenst (amelyet az
(1) pontban leirtak szerint készitiink), és hozzi-
adunk 0,2 ml standard humdn immunglobulin E
oldatot (amely izoténids ndtriumkiorid-oldattal ké-
sziilt, és 0,2 sily% marhaszérum-albumint tartal-
maz), amely a XV. tibldzatban megadott koncent-
riciéban tartalmazza a humdn immunglobulin E-t.
Az antigén-antitest reakcié elGsegitésére az elegyet
keverjik. Kozvetlenil ezutin a kémcsében levd
reakcidelegyet 4 mm szélességli fényabszorpcids
tivegkiivettdba toltjiikk, és 0,94 mikrométer hullim-
hossziisdgd fény alkalmazdsival, 140 mdsodperc el-
teltével meghatdrozzuk az extinkcidjét automatiku.
san regisztrdld spektrofotométer (Hitachi Ltd., Mo-
dell EPS--3) segitségével. Osszehasonlité oldatként
egy olyan szuszpenziét atkalmazunk, amelyet
0,] ml anti(humin immunglobulin E)-latex reagens
0,2 ml fiziolégids nétriumklorid-oldattal térténd hi-
gitdsdval kapunk, és amely 0,2 sily% marhaszérum-
-albumint tartalmaz. A kapott eredmények a XV.
tablazatban ldthatok.

Ha a XV. tdblizatban feltiintetett értékeket
grafikusan dbrizoljuk, mégpedig a standard humdn
immunglobulin E oldat koncentrici6jit az absz-
cisszdn, a 0,94 mikrométer hullimhosszisagi fény-
nyel kapott extinkciét pedig az ordindtin, akkor a
13. dbrdn lathaté kalibriciés gérbéhez jutunk.

A kapott kalibriciés gorbe felhasznilisdval meg-

hatdrozhatjuk a betegektsl vett szérumokban jelen-
levé humin immunglobulin E-t.
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XV. Téblazat

A standard humdn immun- Extinkci6 0;94' |

32

munglobulin M)-antitestet alkalmazunk, és
0,220 mikrométer  dtlagos részecskeméretd  poli-
sztirol latexet (gyarté Dow Chemical Co.) hasznd-
lunk. Az igy kapott anti(humdn immunglobulin

globulin E oldat kon- ‘mikrométernél ] < I
centricidja, 140 mdsodperc s M)-mel érzékenyitett latex reagens segitségével meg-
mikrogramm/ml elteltével hatdrozzuk az extinkciét 0,95 mikrométer hullim-
hosszusdgii fénynél, a 11. példa (2) pontjiban
megadottak szerint. Az egyetlen eltérés az, hogy a
0,37 0,0080 standard humin immunglobulin E oldat helyett
10 standard humdn immunglobulin M oldatot haszni-
1,11 0,0474 lunk 4 mm szélességli kiivettdban. A kapott ered-
ményeket a XVII. tdblézatban foglaljuk Ossze.
333 0,1314
XVII. Tiblazat
10,0 0,1670 15
A standard humdin immun-
) globulin M oldat Extinkcié 0,95
12. példa koncentrici6ja, mikrométernél
mikrogramm/ml
A 11. példa (1) pontjiban ismertetett médon 20
jarunk el, azzal az eltéréssel, hogy az anti(humin 0,1 0,0075
immunglobulin E)-antitest helyett anti)humdn im-
munglobulin  G)-antitestet, haszndlunk, és 0,5 0,023
0,220 mikron dtlagos részecskeméretl polisztirol la-
texet alkalmazunk (gyirt6 Dow Chemical Co.). 25 1,0 0.034
Ilyen médon anti(humin immunglobulin G)-vel ér- ’
zékenyitett reagenst kapunk, amelynek alkalmazi- 50 0.105
sival a 11. példa (2) pontjdban megadottak szerint ’
hatirozzuk_meg az extinkciét 0,95 mikrométer hul- 10,0 0.140
lémhosszﬁs:aigﬁ fénnyel. Az eltérés mindossze az, 3p ’
hogy standard humin immunglobulin G_oldatot A XVIL tibldzatban foglalt adatok alapjin ka-
hasznilunk a standard humdn immunglobulin B jpricics gorbét dllitunk fE}, amelynck folhaszni-
oldat helyett, s 2mm szélességli kivettit a lisdval meghatdrozhatjuk a szérum humén immun-
4 mm-es kiivetta helyett. Az eredményeket a XVI. globulin M tartalmat.
tabldzatban mutatjuk be. 35
XVI. Tébldzat XVIII. Tabldzat
A standard humén immun- 40 A standard humin alfa-
globulin G oldat Extinkcié 0,95 fetoprotein-oldat Extinkci6 0,94
koncentracidja, mikrométernél koncentracidja, mikrométernél
mikrogramm/ml mikrogramm/ml
0.1 0,0050 45 0,022 0,010
0,5 0,012 0,110 0,092
1,0 0,025 0,55 0,26
50
>0 0,125 1,1 0,36
10,0 0,185
14. példa
Az el6z8kben tdrgyalt médon kalibricids gorbét ss
allitunk fel a XVI. tdbldzatban feltiintetett adatok- A 11. példa (1 j 5
bol. A kalibrdcids gorbe felhaszndldsival meghatd- jérunk el, szezal a(z)elt?r)gstjsealba?logeﬁdz;tti(gl;ﬁg:
rozhatjuk a szérumokban jelenlevé humdn immun- immunglobulin E)-antitest heiyett anti(humén alfa-
globulin G koncentricidjat. fetoprotein)-antitestet haszndlunk, és 0,220 mikro-
60 méter dtlagos részecskeméretli polisztirol ~latexet
13. pelaa (gydrt6 Dow Chemical Co.) alkalmazunk. Az ilyen
médon elddllitott, antithumian alfa-fetoprotein)-nel
A 11. példa (1) pontjiban ismertetett mddon érzékenyitett latex reagens felhaszndldsdval megha-
jarunk el, azzal az eltéréssel, hogy az anti(humin tirozzuk az extinkci6t 0,95 mikrométer hullim-
immunglobulin E)-antitest helyett anti(humédn im- 65 hossziisigon, a 11. példa (2) pontja_ szerint. Az
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egyetlen eltérés az, hogy a standard humén im-
munglobulin E oldat helyett standard human alfa-
-fetoprotein-oldatot alkalmazunk. A Kapott ered-
ményeket a XVIII. tibldzat tartalmazza.

A XVIII tébldzat adatai alapjdn kalibriciés gor-
bét szerkesztiink az el6zSek sordn ismertetett mo-
don. A kapott Kkalibriciés gérbe felhaszn4ldsdval
meghatdrozhatjuk a szérumban jelenlevé humdn al-
fa-fetoprotein mennyiségét.

15. példa

A 11 példa (1) pontjiban ismertetett médon
jarunk el, azzal az eltéréssel, hogy az anti(humin
immunglobulin E)-antitest helyett tengerimalac an-
ti(sertés inzulin)-antitestet (anti-inzulint) hasznd-
lunk, és 0,220 mikrométer dtlagos részecskeméreti
polisztirol latexet alkalmazunk. A kapott, anti-inzu-
linnal  érzékenyitett latex reagens segitségével
meghatdrozzuk az extinkciét 0,94 mikrométer hul-
limhosszisigon, a_11. példa (2) pontjdban tirgyalt
moédon, azzal az eltéréssel, hogy a standard humdn
immunglobulin E oldat helyett standard sertés in-
zulin-oldatot hasznilunk, és az extinkciét 3 perc
elteltével mérjilk. A kapott eredményeket a XIX.
tdbldzatban tiintetjik fel.

XIX. Tabldzat

Standarq inzulin-oldat Extinkcié 0,94

koncentricidja, rhikrométernél
nanogramm/ml 3 perc elteltével
0,41 0,0011
1,21 0,0041
3,70 0,0130
11,1 0,0351
333 0,0643

A XIX. tiblizat adatai alapjin kalibrdciés gor-
bét szerkesztiink, amely a 14. dbrdn lithaté. E
kalibriciés gorbe segitségével meghatdrozhatjuk a
szérum’ inzulin-tartalmat.

16. példa

A 11. példa (1) pontjiban ismertetett médon
jdrunk el, azzal az eltéréssel, hogy az anti(humdn
immunglobulin E)-antitest helyett nyil anti(humdn
chorion-gonadotropin-béta-alegység)-antitestet hasz-
nilunk, és 0,220 mikrométer 4tlagos részecske-
méretii polsztirol latexet (gyirté6 Dow Chemical
Co.) haszndlunk. Az ilyen médon kapott anti(hu-
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mén choriongonadotropin)-béta-alegységre érzéke- 60

nyitett latex reagens segitségével meghatirozzuk az
extinkciét (95 mikron hullimhosszisigon, a 11.
példa (2) pontjdban megadott médon, azzal az
eltéréssel, hogy a standard humén immunglobulin

E oldat helyett standard humédn chorion-gonadotro- 65

34
pin-béta-alegység-oldatot haszndlunk, és az extink-
ciét 1 perc elteltével mérjikk. A kapott eredmé-
nyeket a XX. tdbldzat tartalmazza.

XX. Tablazat

A standard humdn

chorion-gonadotropin- Extinkcié 0,95
-béta-alegység- mikrométernél
-oldat koncentriciéja, 1 perc elteltével
nanogramm/ml
1,56 0,0094
3,12 0,0122
6,25 0,0336
12,5 0,0844
25 0,166
50 0,364

A XX. tiblézat adatainak grafikus abrdzoldsdval
a 15. 4brin ldthaté kalibriciés gorbét kapjuk,
amelynek felhaszndldsival meghatdrozhatjuk a szé-
rumban jelenlevé human chorion-gonadotropin-béta-

s se s

17. példa

A 11. példa (1) pontjiban tdrgyalt mddon ji-
runk el, azzal az eltéréssel, hogy az anti(humin
immunglobulin E)-antitest helyett humin gamma-
globulint hasznilunk, és 0,220 mikrométer 4tlagos
részecskeméretli polisztirol latexet (gyirto6 Dow
Chemical Co.) alkalmazunk. Az ilyen mddon ka-
pott, humdn gamma-globulinra érzékenyitett latex
reagens felhasznaldsdval meghatdrozzuk az extink-
ciét 0,95 mikrométer hullimhosszisdgon, a 11. pél-
da (2) pontjiban megadott médon azzal az eltérés-
sel, hogy a standard humdn immunglobulin E oldat
helyett kiilonboz6 higitdsokban hasznéljuk a reuma
faktort tartalmazé szérumot, az iiveg kiivetta szé-
lessége pedig 2mm. A kapott eredményeket a
XXI. tablazatban tiintetjiik fel.

XXI. Tdbldzat

A reuma faktort

tartalmazo Extinkcié 0,95

szérum higitasa mikrométernél
2 0,630
4 0,440
6 0,321
8 0,196
16 0,023
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A XXI. tibldzat adatainak grafikus dbrazoldséval
kalibrdciés gorbét dllitunk fel, amelynek segitsé-
gével meghatdrozhatjuk a reuma faktort a szérum-
ban.

Szabadalmi igénypontok:

1. Eljdrds antigének és antitestek meghatdro-
zdsira, azzal jellemezve, hogy valamely antigént
vagy antitestet, célszerfien antifibrinogént, anti-
(humin chorion-gonadotropin)-t, humdn chorion-go-
nadotropint, oxitocint, anti(humin immunglobulin
E)t, anti(humdn immunglobulin G)-t, anti(humin
immunglobulin M)-t, anti(humédn chorion-gonado-
tropin)-béta-alegységet, humdn gamma-giobulint,
anti(sertés inzulin)-t vagy antithumdn alfa-fetopro-
tein)-t legfeljebb 1,6 mikron 4tlagos atméréjd, old-
hatatlan hordozdrészecskékhez rogzitiink, a hordo-
z6n a jelenlevd antitestet és/vagy antigént meg-
feleld antigénnel, antitesttel vagy elegyiikkel csepp-
folyés kozegben reagiltatjuk, a reakcidelegyet
0,6—2,4 mikrométer kozotti, de a hordozérészecs-
kék dtlagos dtmérGjénél 1,5—-10-szer hosszabb hul-
limhosszusdgi fénnyel besugirozzuk és a reakcid-
elegy extinkcidjdt mérjiik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljirds foganatositdsi
moédja, azzal jellemezve, hogy hordozéként
0,1-1,0 mikrométer kozotti dtlagos 4tmérdji old-
hatatlan hordozorészecskéket alkalmazunk.

3. A 2. igénypont szerinti eljards foganatositisi
moédja, azzal jellemezve, hogy hordozéként
0,2—-0,8 mikrométer kozotti dtlagos atmérsji old-
hatatlan hordozérészecskéket alkalmazunk.
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4. Az 1. igénypont szerinti eljérds foganatositdsi
médja, azzal jellemezve, hogy hordozéként poli-
sztirol-latex vagy sziliciumdioxid részecskéket alkal-
mazunk.

5. Az 1. igénypont szerinti eljdrds foganatositdsi
médja, azzal jellemezve, hogy a reakcidelegy besu-
girzdsit  0,94—1,7 mikrométer kozotti  hullim-
hossziisdgi fénnyel végezziik.

6. Az 1. igénypont szerinti eljirds foganatositdsi
moédja, azzal jellemezve, hogy a reakcidelegy besu-
gdrzdsit 1,2 mikrométer hullimhossziisdgi fénnyel
végezziik.

7. Az 1. igénypont szerinti eljirds foganatositdsi
moédja, azzal jellemezve, hogy a reakcidelegy besu-
girzdsit a hordozérészecskék dtlagos atmérGjénél
2—-5-20r hosszabb hullimhosszisdgd fénnyel vé-
gezziik.

8. Az 1. igénypont szerinti eljirds foganatositdsi
médja, azzal jellemezve, hogy a hordozérészecs-
kéket 0,1-0,5 siuly% kozotti koncentriciéban alkal-
mazzuk a reakciéelegyben.

9. Az 1. igénypont szerinti eljirds foganatositisi
médja, azzal jellemezve, hogy cseppfolyés kozeg-
ként vizet alkalmazunk.

10. Az 1. igénypont szerinti eljiris foganato-
sitdsi moédja, azzal jellemezve, hogy a hordozén
jelenlevG antitestet vagy antigént antigén vagy anti-
test és a cseppfolyés kozegben jelenlevé antitest
vagy antigén reakciéelegyével reagiltatjuk.

11. Az 1. igénypont szerinti eljiris foganato-
sitdsi mddja, azzal jellemezve, hogy az antitestet
vagy az antigént fizikai ésjvagy kémiai adszorpci6-
val rogzitjik az oldhatatlan hordozérészecskékhez.

9 lap 4brdkkal

A kiaddsért felel: a Kozgazdasigi és Jogi Kényvkiadé igazgatdja

814085 — Zrinyi Nyomda, Budapest
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