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Vizsgalati eljaras tjonnan szintetizalododott

ellenanyagok kimutatasara

KIVONAT

A taldlmény targyat eljaras képezi immunogén hataséara
Gjonnan szintetizadlédott ellenanyagok jelenlétének vagy
mennyiségének kimutatadsara valamely mintéaban, amely szerint
a felszabadult ellenanyagokat vagy azok fragmentumait mu-
tatjuk ki limfocitédkat tartalmazd mintdban wugy, hogy a
limfocitakat az azokkal asszocialt, szintetizalt ellen-
anyagok vagy azok fragmentumai felszabaditasara roncsoljuk,
6s a mintdban taldlhaté uUjonnan szintetizalddott ellen-
anyagok jelenlétét vagy mennyiségét meghatarozzuk. A talal-
many targyat képezik tovabba az eljadrason alapuldé diagnosz-
tikai eljarasok, valamint annak kivitelezését megkonnyitd
reagenskészletek. Az eljarast ugy is médosithatjuk, hogy az

alkalmas legyen nemspecifikus infekcios indikatorok kimuta-

tasara.
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Vizsgalati eljaras ujonnan szintetizalédott

ellenanyagok kimutatasara

A taldlmdny taArgyat képezi eljaras ellenanyagok kimu-
tataséara, kodzelebbrdl, fertdzésre vagy vakcindzasra adott
valaszként Ujonnan szintetizaldédott ellenanyagok kimutatéa-
sara mintakbdl, amely szerint az ellenanyagok jelenlétének
kimutatidsat megeldzden a limfocitédkat roncsoljuk.

Az ELISA-eljarast régdéta alkalmazzadk ellenanyagszintek
(vagy antigénszintek) kimutatédsara és mérésére. Az ELISA-
eljarast leggyakrabban szerolégial vizsgalatként alkalmaz-
zak, de alkalmazzak antigének és ellenanyagok immunkémiai
tulajdonsadgainak a vizsgadlatara, és példaul gyakran alkal-
mazzak immunvalaszok értékelésére és jellemzésére, sejtkul-
turdk ellenanyag-termelésének a vizsgdlatdra a hibriddéma
technolbégidban, és hasonldkra.

Az ELISA-eljaras alkalmazasa egyszerd, érzékeny, és
viszonylag gyors, azonban a célellenanyagnak csupan a je-
lenlétét képes mérni; nem tud kiilonbséget tenni antigénre

adott valaszként 1létrejott, folyamatban 1évd ellenanyag-
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valasz, vagy egy egykori fert8zésb&l visszamaradt, vagy
passziv transzfer eredetd ellenanyagok kozott.

Mig bizonyos esetekben elegends lehet egyszerlen csak
az ellenanyag jelenlétérdl informaciét gylijteni, més ese-
tekben szikség lehet arra, hogy képesek legyiink elddnteni,
vajon a vizsgalat idépontjdban a célellenanyag a limfocitak
altal akutan szintetizalédott-e, példaul egy vakcinazas so-
ran, vagy Ujszulottek fert&zéseinek diagndzisa sorén, hogy
kuilénbséget tehesslink sajat és passziv médon &tvitt anyai
ellenanyagok kozott. Ez nem érhetd el a klasszikus ELISA-
eljaréassal.

Ennek megfelelden, tovabbi eljarasokat fejlesztettek
ki, amelyek lehetévé teszik folyamatban 1év8 ellenanyag-
szintézis kimutatdsat. Ebbd&l a szempontbél kiildén kiemelendd
az renzimmel kapcsolt immunospot” (,enzyme-1linked
Immunospot”, ELISPOT) vizsgalat (nevezik még »Spot ELISA”
vagy ~ELISA-plakk” vizsgalatnak), amelyet példaul
Czerkinsky és munkatdrsai ismertetnek [,ELISA and other
Solid Phase Immunoassays”, szerk.:D.M. Kennedy és S. J.
Challacombe, 10. fejezet, 217-239 (1988)]. Ez az ELISA-
technoldégian alapuld eljaréds lehetdvé teszi egy vagy tébb
célantigén ellen ellenanyagokat szekretald limfocitak sza-
manak a meghatdrozasdt. Alapjdban, az ELISPOT az ELISA-
eljaras valtozata, amely szerint az ellenanyagszekretald
sejteket (,antibody secreting cells”, ASC) ugy mutatjuk ki,
hogy 1limfocitéakat tenyésztiink specidlisan médositott,
célantigénnel fedett ELISA-lyukakban, és a szokasos ELISA-

reagenseket olyan enzim-szubsztrat komplexekre cserélijiik,



amelyek szines precipitatumot (,spot”-okat, foltokat) ered-
ményeznek az ellenanyagszekretdld sejtek szomszédsagaban. A
foltokat aztédn megszamolhatjuk, ezdltal az ellenanyag-
szekretald sejtek szamat meghatérozzuk. Kontrollként prote-
inszintézist gatld reagenst adhatunk a téapkézeghez, hogy
meggyézd8djlink arrdl, hogy az észlelt foltok valdban az in
vitro inkubdciés idS alatt létrejsvé de novo ellenanyag-
szintézis eredményei.

Mig az ELISPOT eljaréds nagyon hasznosnak bizonyult a
humoralis immunvélaszok dinamik&jénak a tanulmanyozasara,
és alkalmazzak immunizdlt egyének periférids keringésében
atmenetileg megjelend spontdn ASC-k kimutatasdra, az elja-
ras bizonyos jellemz&6i korlatozzak a klinikai diagnosztika-
ban valdé alkalmazdsat. Eldszoér 1is, mivel minden mintaban
meg kell szamolni az egyedi foltok szamat, ami idé- és mun-
kaigényes lehet, az eljarads nem kiiléndsebben alkalmas kli-
nikai diagnosztikai laboratériumokban eldforduld nagyszamu
minta vizsgalatdra. Masodszor, az egyes mintdkban csak az
ellenanyagot szekretdld sejteket szadmoljuk meg, és altala-
nossagban, ez elég nagy térfogatl, azaz tobb ml mintat igé-
nyel. Ezen felil, az ELISPOT lemezek kOltségesek, és az el-
jarast nehéz automatizalni.

A WO 96/26443 szami nemzetkdzi kdzzétételi iratban moéd-
dositott ELISA-eljarast ismertetnek, amely alkalmas folya-
matban 1év8 ellenanyag-szintézis kimutatésdra. Ezen eljaréas
szerint, a limfocitédkat izol&lasukat kévetden tenyésztik,
és a tenyésztési id6 alatt szekretdlddott ellenanyag szint-

jét hatdrozzak meg. Az eljadrds sordn a vizsgalati minta



limfocitait 37°C-on inkubdlni kell, hogy az inkub&las alatt
szekretdldédott ellenanyagokat meghatarozhassuk. Az adtlagos
inkubalasi id&é 2-5 6ra, amely jelent8sen korlatozza a vizs-
galat kivitelezésének a gyorsasagat. Ezen tulmenden, az
inkubalashoz megfeleld felszerelésre van sziikség a vizsga-
lat helyszinén, hogy az kozvetleniil a vizsgalat eldStt kivi-
telezhetd legyen. Ez altaldnossdgban azt jelenti, hogy a
limfocitak vizsgalatat roviddel azutan kell elvégezni, hogy
a mintat az egyéntdél levették, mert a mintak taroléasa, pél-
daul lefagyasztéassal, nem elfogadhatdé a sejtek életképessé-
gének (viabilitéasanak) csokkenése miatt. Tisztitott sejtek
viszonylag rovid ideig életben tarthaték jégen, 0°C-on,
vagy kevésbé eldnydsen 4°C-on.

Ebbdl kovetkezik, hogy az ellenanyagok kimutatédséara
alkalmas eljarasok fejl&dése ellenére sziikség van tovabbi
javitott eljaréasra, amely egyszerl, gyors, kivitelezése
k6ltségkiméls, megbizhatéan 1lehetdvé teszi a spontén
szekretalt ellenanyagok pontos meghatarozasat, amellyel
megklilénbdztethetd a de novo ellenanyag-szintézis, és amely
mintak, példaul vérmintdk alkalmazdsaval diagnosztikai cé-
lokat szolgalhat. Talalmédnyunk ezeket az igényeket célozza
meq.

A fent ismertetett eljarédsban tenyésztési periddust
alkalmaztak az elfogadott felfogds alapjan abbol kiindulva,
hogy erre szlikség van ahhoz, hogy immundiagnosztikai célo-
kat kielégitdé wvizsgalati eredményt biztositd megfeleld

ellenanyagtitert érjilink el.
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A szakirodalombdél ismeretes, hogy az ellenanyagok (im-
munglobulinok) bioszintézise B-sejtekben torténik [Roitt
I., Brostoff J. és Male D.: “Immunology”, 4. kiadas, Mosby
kiadd, London 6.12-6.13 (1996)], miutdn azok a véraramba
szekretalddnak, hogy felvegyék a harcot a fertdzések ellen.
Amikor az ellenanyagokat az ellenanyag-szekretald sejtek
(ASC-k) szekretaljak, a molekuldk teljesen Ssszedllitott és
glikozilezett &allapotban vannak (példaul az IgG-molekuléat
két nehézlanc és két konnylilanc alkotja, amelyek diszulfid-
hidakkal vannak Osszekotve). Megallapitast nyert, hogy az
ellenanyagok bioszintézise soran a folyamatot korlatozd té-
nyezd az intracelluléaris transzport, valamint az
endoplazmas retikulumban és Golgi komplexben térténd
glikozilezés (amely 1 o6rat, vagy hosszabb idét vesz igény-
be), mig az immunglobulinok kiilénb&z& lancainak a bioszin-
tézise csak percekig tart. Osszességében, a szintézis és
szekretalddas folyamatdt nagysagrendben 2 o6rdra becsiilik
[Melchers: Histochemical, J., 3, 389-397 (1971)]. Az immun-
globulinok sejtbd8l torténd gyors szekretalddédsa miatt eddig
senki sem gondolt arra, hogy funkciondlis ellenanyagok,
vagy akar részlegesen szintetizalt ellenanyagok (példaul
nem-glikozilezett ellenanyagok) lehetnek a sejtben jelent&s
mennyiségben. Nem gondolt tovabba senki arra, hogy
limfocitak roncsoléasa valamely mintdban elegendd mennyiségu
“"ujonnan szintetizalt ellenanyagot” eredményezhet ahhoz,
hogy lehetdség legyen annak immundiagnosztikai célu kimuta-

té4séara.



Meglepetéssel tapasztaltuk azonban, hogy a limfocitak
cellularis bennéke? elegendé ellenanyagot tartalmaz ahhoz,
hogy - amennyiben a vizsgadlanddé mintat az immunvéalasz akut
faziséban vessziik le - lehetdévé valjon egyének akut ellen-
anyag-szintézisének kimutatésa, és akadr az ellenanyagok
mennyiségi meghatérozasa. Ez az idé adltalédban nagyjabdl az-
zal az id&tartammal esik egybe, amely soradn az ellenanyag-
szekretald sejtek varhatdlag a periférids vérben megjelen-
nek. Igy tehat hasznos, diagnosztikailag alkalmazhaté in-
formadcidhoz jutunk.

Elénybdsen, igy elkertilheté a minta, példaul tisztitott
limfocitakészitmény hosszu inkubédlésa a vizsgadlat eldtt,
mivel az eljadrds egyadltaldan nem igényli a limfocitéak
inkubalasat.

A taldlmény szerinti eljaréds megbizhatd vizsgadlat ki-
dolgozdsidra ad lehetdséget, amelyben a mintak vizsgélat
elétt példaul hdtve (eldénydsen koritlbeliil 4°C-on) vagy
fagyasztva, példaul 0°C alatt tarolhatdk. Szakember szamara
nyilvanvald, hogy a teljes vért elényds inkdbb hilitve (amint
azt a tovabbiakban ismertetjik), mint fagyasztva tarolni,
mivel a teljes vér fagyasztésa a sejtek lizisét eredménye-
zi. Olyan mintdk azonban, mint példdul a tisztitott
limfocitak, a taldlmany szerinti vizsgalat elvégzése eldtt
fagyaszthatdék vagy hiltheték anélkiil, hogy a teszt eredmé-
nyét hatrényosan befolydsolndnk. Ennek megfelelden, a min-
tdkat a vizsgalat eldétt huzamosabb ideig térolhatjuk, akar
olyan eljarasokkal is, amelyek befolyasoljak a sejtek élet-

képességét (példaul szérum- vagy plazmamintédk téarolasédhoz



hasonldé médon). Ennek kévetkeztében, a taldlmény szerinti
vizsgalé eljaras jelentds eldnysket nyujt a minta vétele,
taroléasa és kezelése vonatkozasaban, és elényosen lehetdvé
teszi a vizsgdlat késdbbi idépontban torténd elvégzését,
amire szikség lehet terilleten gylijtott mintak vizsgdlata
esetében.

A talalmany egy szempontja szerint, a taldlmany téar-
gyat képezi eljards adott immunogénre adott valaszként
Ujonnan szintetizdlt ellenanyag jelenlétének kimutatasara
vagy mennyiségének meghatdrozasara bioldgiai mintakbél,
amely szerint:

limfocitédkat tartalmazé mintat vesziink le;

a limfocitakat roncsoljuk, ezaltal a limfocitakkal
asszocialt ellenanyagokat vagy fragmentumaikat felszabadit-
juk; és

kimutatjuk a felszabaditott ellenanyagokat vagy frag-
mentumaikat, midltal meghatarozzuk a mintédban taldlhato,
Ujonnan szintetizalt ellenanyagok jelenlétét vagy mennyisé-
gét.

A leirésban az “djonnan szintetizalt ellenanyag” kife-
Jjezésen antigenikusan aktiv ellenanyagot (azaz, az
immunogénnek megfeleld antigént felismerni és megkoétni ké-
pes ellenanyagot) értilink, amely limfocitasejt 4&ltal és
limfocitasejten belil, immunogénre adott valaszként, in
vivo, folyamatban 1évé immunvédlasz részeként termeldédott
vagy szintetizalédott. Az ellenanyagot tehat limfocita
szintetizalta in vivo, prezentdlt immunogén altal kivaltott

immunvalasz létrejotte soran, azaz az ellenanyag a



limfocitat tartalmazé mintanak adott &llatbdl tdrténd levé-
tele id&pontjdban és azt megeld8z8en szintetizalddott.

A limfocitékkal asszocidlt ellenanyagokon és fragmen-
tumaikon olyan uUjonnan szintetizdlt ellenanyagokat és frag-
mentumaikat értjik, amelyek antigenikusan aktivak (azaz ké-
pesek az immunogént felismerni és megkdtni), és amelyek még
nem szekretalddtak a sejtbdl. Amint azt a koradbban ismer-
tettik, ezek altalaban megfelelnek a mintavételt megeldzd 2
braban termeléddtt ellenanyagoknak (amely termelddés kiza-
rélag 1in vivo, vagy részben, a roncsolast megelézden 1in
vitro torténhet, amennyiben a sejteket megfeleld korilmé-
nyek ko&ézott tartjuk), bar a szekrécids folyamat iddbeli le-
folyasa valtozé lehet. Mig ellenanyagok gyorsan termel&d-
hetnek a sejtekben (példdul 1-2 perc alatt - Dbar a
szekretalddas valamivel lassubb), a limfocitédkban jelen le-
hetnek az ellenanyagokat felépitd szabad lancok,
glikozilezetlen vagy részlegesen glikozilezett ellenanyagok
vagy ellenanyag-lancok, amelyek roncsoléds hatdsara kiszaba-
dulhatnak. Kivant esetben, ezek a “fragmentumok” kimutatha-
tok és bevonhatdk az Ujonnan szintetiz&lt ellenanyagok je-
lenlétének vagy mennyiségének a meghatarozaséba, feltéve,
hogy antigenikusan aktivak, amint azt fent ismertettiik. A
limfocitdkb6é6l kiszabaduld ellenanyagok Ujonnan szintetiza-
lédott ellenanyagoknak felelnek meg. Az ilyen, ujonnan
szintetizalddott ellenanyagok szintjének meghatérozidsa vi-
szonylagos informacidét nyujt adott immunogénre adott valasz
soran bekovetkezd aktiv ellenanyag-termelddés mértékére vo-

natkozdlag, azaz egy folyamatban 1évé, krénikus vagy akut



immunvalasz részeként termelddd ellenanyagok termelddésére
vonatkozblag. Ennek megfelelden, a taldlmany targyat képezi
eljaras aktiv ellenanyag-termelés jelenlétének vagy mennyi-
ségének meghatdrozadsdra 1Ujonnan szintetizaldédott ellen-
anyagok szintjével fenndlld korreldcid alapjan, megfeleld
kontroll mintdkhoz torténd viszonyitassal.

A limfocitakat tartalmazdé mintat barmely &allatbdl le-
vehetjik, eldénydsen emlésbdl, példaul emberbdl, amelynek a
mintavételt megelézden immunogént prezentaltunk. Altala-
nosagban, az immunvalaszt akkor elényds a talalmany szerin-
ti eljarassal kimutatni, ha azt egy k&zelmiltban bekdvetke-
zett fertdzés vagy vakcinadzas valtotta ki, és tandcsos a
mintat az immunogénnel tortént érintkezést k&vetd néhany
héten vagy néhdny napon belil levenni. Az alanytél tdrténd
mintavétel optimdlis id&pontja fligg a fertdzés természeté-
tdél, vagy az alkalmazott vakcina tipusé&tdl, tovabbéa fiigg az
alany immunvalasz-mechanizmusanak hatékonysagatol, ami
egyénenként valtozd lehet. Sziikséges azonban, hogy a mintat
akkor vegylik 1le, amikor az alany immun-rendszerének
limfocitdi a kérdéses immunogénre adott valasz soradn az
akut ellenanyag-szintézis fazis&ban vannak. Altalanossagban
ugy talaltuk, hogy eldnyds, ha a mintadt az alanynak az
immunogénnel tortént prezentdlddasat kovetd 3 héten beliil,
eldnytsebben a fert&zést vagy vakcindzast kovetd 8-12 napon
belil vesszik le, azonban néhdny esetben elegendd ellen-
anyag-termelés jelentkezik 1-5 napon beliil, k&zelebbrsl 2-3

nappal a fertdézést vagy vakcindzast kovetden ahhoz, hogy a
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taldlmany szerinti eljarassal értékelhetd eredményt kap-
junk.

A minta lehet vérminta, vagy szdrmazhat az alany nyi-
rokrendszerébdl. Altaladban megfelel barmely testfolyadék
vagy szdvetminta, amely az alany immunrendszerébdl szarmazd
limfocitédkat tartalmaz. Kozelebbrd&l, klinikai vagy kisérle-
tes koridlmények kozott egyszerlden vehetiink az alanytdl pe-
riférias vért vagy nyiroknedvet, azonban éppugy megfelel
barmely limfatikus vagy limfoid szévet vagy Dbarmely,
limfocitédkat tartalmazé vérsejtforrads, példadul nyirokcso-
mbékbdél vagy mirigyekbdl vagy nyirokcsomdcskékbdl szarmazd
mintak, példaul manduldbdl szidrmazd mintdk. Kifejlesztettek
olyan sebészeti beavatkozasokat is, amelyek lehetévé teszik
biopszids anyag vételét az alanybdl, és ezeket a beavatko-
zasokat szikség esetén alkalmazhatjuk a taldlmany szerinti
eljardsban torténd alkalmazadsra szant mintdk vételére. A
limfocitaforrastdl fiuggben, a taldlmadny szerinti eljarés
soradan végzett vizsgalatot megelézéen sziikség lehet a
limfocitdk elvélasztédsara és tisztitdsara. Amennyiben azon-
ban szlikséges, vagy kivant esetben, a limfocitdkat tisztit-
hatjuk. Ennek megfelelden eldénydsen, a vizsgalatban
limfocitakészitményt alkalmazunk mintaként, amelyet a fent
ismertetett forrasok egyikébdl Allitunk eld szakember sza-
méra ismert eljaréasokkal.

A limfocitak ,roncsolédsan” azt értjik, hogy a sejt-
membranon és belsé membranstrukturdkon beliili sejttartal-
mat, beleértve az Ujonnan szintetizalt ellenanyagokat ki-

szabaditjuk ugy, hogy azok barmely megfeleld biokémiai vagy
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kémiai vizsgdlattal kimutathatdak legyenek. Ismeretes, hogy
az immunglcbulinok szintetizdldédasa és szekretdlddasa az
endoplazmatikus retikulumon és Golgi komplexen at vezetd ut
soran torténik. Ahhoz, hogy az immunglobulinokat ezen belsd
struktuirdkbél felszabaditsuk, azokat szlikségszerlen ron-
csolnunk kell. A limfocitdkat a sejtroncsoléds olyan ismert
eljarasaival roncsolhatjuk, amelyek lehetdévé teszik a memb-
rannal hatéarolt terek (membrankompartmentek) tartalménak a
kiszabaduléasat, példaul sejtlizissel, példadul fizikai ron-
csoléassal, mint példaul fagyasztas-olvasztas ciklusokkal,
vagy kémiai eljéaréasokkal, sejtroncsold pufferek vagy olda-
tok alkalmazédsaval.

A leirds szerinti értelemben ,kimutatéas” és ,jelenlét-
ének vagy mennyiségének a meghatdrozasa” kifejezések az el-
lenanyag-termel&dés szintjének mind mennyiségi (kvantita-
tiv), mind mindségi (kvalitativ) meghatdrozasara vonatkoz-
nak, amely értelemben a mintdban termeldéddtt ellenanyagok
mennyiségére vonatkozdlag kaphatunk abszolut értéket, to-
védbba indexet, aranyt, szédzalékot, wvagy hasonld utaladst az
ellenanyag termeldédésének szintjére, valamint Szemi-
kvantitativ és kvalitativ becsléseket. A ,jelenlétének meg-
hatadrozasa” kifejezés olyan helyzeteket is magaban foglal,
amelyekben egy negativ eredmény, a szintetizalt ellenanyag-
ok hiadnydra utalva értékes informécidét nyujt az alany im-
munvalaszédnak értékelése soran. Példaul, negativ eredmény
utalhat a kérdéses immunogén elleni immunvalasz hianyara,
vagy utalhat krénikus ferté6zésre, ha a kérdéses immunogén

elleni ellenanyagok jelen vannak a szérumban.
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Az Ujonnan szintetizalt ellenanyagok kimutatasa inké&bb
teszi lehetévé egy vagy tobb immunogénre specifikus ilyen
ellenanyagok szintjének felbecsiilését, mintsem a sejtekben
jelenlévd Osszes ellenanyag szintjének felbecsiilését.

A szintetizalt ellenanyagok kimutatédsa béarmely olyan
eljadrassal torténhet, amely lehetdvé teszi az immunvalaszt
kivadltd, kérdéses immunogénhez k6téddS ellenanyagok azonosi-
tasat. Ennek megfeleldSen, alkalmazhaté barmely kimutatési
eljaréds, amely a célellenanyag Jjelenlétét tiikrozd szignal
létrejottét eredményezi. Alkalmazhatédk példdul enzimmel
torténéd jelolésen alapuld eljarasok, amelyekben egy
szubsztrédtbél olyan oldhaté vagy oldhatatlan termék képz&-
dik, amelynek a mennyisége meghat&rozhatéd.

A szintetizalt ellenanyagok egyszerlien kimutathatdk
példadul sziladrd féazisu kotddési eljarasokkal, példaul
ELISA-eljarassal, amely szerint az ellenanyagok a vizsga-
latban alkalmazott antigénhez kotddnek, bar az alkalmazott
antigén eltérhet az immunvalaszt eredetileg kivaltéd
immunogént8l. Ennek megfelelbéen, mig mind a vizsgalatban
alkalmazott antigén, mind az ellenanyagok in vivo termeld-
dését a multban vagy Jjelenleg stimuldldé immunogén koti a
kimutatni szandékozott ellenanyagokat azonos vagy hasonld
epitdpok jelenléte miatt, egyéb tekintetben, az antigén és
az immunogén lehet nem azonos. Ennek megfelelden, mig a ta-
lalmény szerinti eljaréds soran alkalmazott antigének lehet-
nek a relevidns immunogén egészét vagy egyes részeit tartal-
maz6, példaul fertdzott egyénekbdl szadrmazd molekuldk, vagy

ugyanabbdél vagy hasonldébdl tisztitott részek; hasonldképp,
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az antigént eld&allithatjuk szintetikus uton, példaul kémiai
szintézissel vagy rekombindns expresszaladssal, a nativ an-
tigénhez képest deletdlt vagy hozzaadott részekkel. Ennek
megfelelden, antigénként alkalmazhatunk fuzids proteineket,
vagy csak a megfeleld epitdpot vagy epitdpokat expresszaléd
molekulédkat.

A talédlmany szerinti megoldds szamos eldnnyel bir a
technika &llédsa szerint ismert ellenanyag-vizsgalati tech-
noldgiakhoz képest. El&szdr, a szérum-ellenanyagszintek ki-
mutatasan alapuld technolégidkkal (példaul szérum ELISA-
val) szemben az Uj eljardssal aktudlis fertézésre [/
immunstimulaciéra utald ellenanyagokat mutathatunk ki, vagy
- Ujszilottek esetében - lehetdség van az anyai és magzati
ellenanyagok elkildnitésére. Ez azért lehetséges, mert a
taldlmany szerinti eljadrésban kozvetleniil a mintdbdl szar-
mazd limfocitédkat haszndljuk fel, barmely megeldzd kezelés
vagy stimulécid, példaul antigénnel tdrténd in vitro stimu-
l4cidbé nélkil. Ezaltal, a limfocitdk &ltal a mintavétel idé-
pontjéban szintetizalt ellenanyagokat mutathatjuk ki. (Ily
moédon, akar kis térfogatu mintdk alkalmazaséaval, megkiilon-
béztethetévé valik a kérdéses immunogén hatasadra végbemend
spontan ellenanyagszintézis a limfociték ,bystander” akti-
vitasatél.) Ezen feliil, az eljarast olyan limfocitdk alkal-
mazidsaval végezzik, amelyek a spontdn ellenanyagtermelés
vagy -szekretdléas stadiumdban, vagy az ellenanyagszekrécié
kezdeti stadiumaban lettek roncsolva, anélkil, hogy a sej-
teket valamilyen immunmeméria felélesztése iradnyaba stimu-

l4ltuk volna. Ez eltér a szakirodalomban koradbban leirt el-
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jardsok menetétdl, amelyekben in vitro antigénstimulaciot
alkalmaznak, amely novelheti ugyan az eljaras érzékenysé-
gét, viszont feléleszti a sejtmemdériat, ilyeténképp nem
pontos vagy alkalmas technoldégia U] fertdzés wvagy kozel-
multbeli vakcinadzas hatasdra akut médon vagy Bjonnan szin-
tetizdlddd ellenanyagok kimutatasara.

Masrészt, a taldlmany szerinti megoldads a spontdn el-
lenanyag-szekrécidé alapjan, a tesztantigén alkalmazisaval
mutatja ki a vérben Jjelenlévd, aktuédlis fertdzésre utald
ellenanyagokat. A plazmalimfocitédk a fertézést vagy vakci-
nazast, stb. koveté elsd néhany hétben szekretdlnak ellen-
anyagokat a tesztantigénnel szemben. Az ilyen ellenanyagok
kimutatidsa a taldlmény szerinti eljarassal lehetdé6vé teszi a
fert8zés diagnosztizaléasat vagy igazolésat, vagy a vakcina-
zasra adott ellenanyagvdlasz monitorozasat, stb.

A taldlmdny egy tovadbbi szempontja szerint tehdt a ta-
ldlmény téargyat képezi eljadras immunogén &ltal kivaltott
fert8zés diagnosztizéaladsdra vagy monitorozédsadra humén vagy
nem-humdn &llatban vagy annak részében, amely eljarasban a
fert8zés tényét és mértékét hatirozzuk meg az emlitett
immunogén alkalmazasaval, megfeleld kontrollokhoz és/vagy
referenciamintdkhoz torténé viszonyitéssal.

A taldlmdny szerinti eljéaréds kiilondosen eldbnydsen al-
kalmazhaté csecsembébkben és Ujszildttekben, ahol fontos az
Ujonnan szintetiz&ldédott ellenanyagok elkiildnitése a pasz-
sziv mbédon Atkeriilt anyai ellenanyagoktdél. Ugyanazt a
limfocitatartalmi mintadt tobb relevans antigén alkalmazéséa-

val tobb kiilonbozd fertdzd dgenssel szemben termelddott el-
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lenanyagokra nézve 1is vizsgédlhatjuk - toébb vizsgalatban
vagy ugyanabban a vizsgalatban -, ily mdédon a beteg klini-
kai tlnetegylittesével Osszeegyeztethetd relevans antigéne-
ket alkalmazhatunk az érintkeztetésre.

Fertfzések diagnosztizdldsandl az 1is 1lényeges, hogy
képesek legyilink kiilonbséget tenni az aktualis ellenanyag-
szintézis és egy kordbbi fertf§zés hatdsdra mar Jjelen 1lévd
ellenanyagok kozt. Az immunoldgiail memdéria felélesztése 1in
vitro antigénstimulacidéval nem egyeztethetd Ossze egy, fo-
lyamatban 1év8 akut fertdzés kimutatdsara iradnyuld vizsga-
lattal, ilyeténképp, a koradbbi, antigénstimulacién alapuld
eljadrdsok nem rendelkeznek a taldlmédny szerinti eljarassal
kapcsolatban emlitett elényokkel. Az emlitetteken felul, az
antigénstimulacidés lépés beiktatédsa veszélyeztetné a talal-
many szerinti vizsgdlati eljaréas id&faktoraval kapcsolatos
elényoket, amely eljadréds igen gyorsan kivitelezhetd a tech-
nika &llésa szerint ismert eljérésokhoz képest.

Masodszor, az ellenanyagszekretdld sejtek vagy aktiv
médon szekretédlddott ellenanyagok kimutatasan alapuld vizs-
gdlatokhoz képest, a taldlmédny szerinti eljarasban - bar az
akut ellenanyagszintézis igazolédsa a kimutatds lényegi pa-
ramétere - nem sziikséges a mintat az ellenanyagszintézist
és/vagy szekrécidét lehetdvé tevd koriilmények mellett tarta-
ni. Ez nagymértékben leegyszerlsiti a vizsgalatot, és kilo-
nésen eldényds a korabban ismert, a WO 96/26 443 szamu nem-
zetkozi kozzétételi iratban ismertetett vizsgdlati eljaréa-
sokhoz képest, amelyben a limfocitdkat a mintavételt kove-

téen inkubalni kell, és a vizsgalat alatt a limfocitéak fo-
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lyamatos ellenanyag-szekrécidjat lehetdvé tevd koriilménye-
ket kell fenntartani.

A taldlmany szerinti megoldds alkalmazasanak kiildndsen
varatlan eldnye az ilyen inkubadcibés 1lépés vagy kiilonleges
kérilmények elhagyasa, ami azt Jjelenti. hogy a mintak a
mintavételt kovetden egyszerlien kezelhetdk ugy, hogy a sej-
tek roncsoldéddjanak vagy lizalédjanak, ezutdn a lizatum pél-
daul fagyasztva vagy hiltve tarolhatd a vizsgdlat elvégzésé-
ig.

A korabbiakban mar emlitettek szerint eljarhatunk ugy
is, hogy a mintat, példaul teljes vért vagy tisztitott ké-
szitményt példaul fagyasztva vagy hltve taroljuk (a minta-
tol fuggdben) egy ideig, példaul néhédny o6ratdl tobb napig
terjedé idétartamig, példaul tobb mint 4 6rédn at, mieldtt a
sejteket roncsolnank. Példaul, tisztitott limfocita-
készitményt szikség szerint vagy kivant esetben tarolhatunk
példaul fagyasztva - példaul tobb oéraig vagy napig -, vagy
hiitve - tobb 6rdig -, mielétt a mintadt a sejtek roncsolésa
céljabdél kezelnénk. Tisztitott 1limfocitdkat térolhatunk
példaul 4°C-on tobb 6radig, példaul 4-6 6raig, mieldtt azo-
kat a sejtek roncsoldsa vagy lizaltatdsa céljabdl kezel-
nénk.

Meglepé mbédon azonban azt taldltuk, hogy egyes minték,
példéul teljes vérkészitmények hosszabb ideig is tarolhatdk
hitve anélkil, hogy a sejtek ké&rosodnédnak, és a vizsgélat
eredményét hamis iranyban befolyadsolnank. Azt taldltuk pél-
daul, hogy teljes vérmintak hiitve (példaul 4°C-on) legaléabb

hat napig tarolhatdk, és kivant esetben a mintédk alkalman-
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ként legalabb hat o&éran &t szobahdémérsékleten (18-25°C-on)
tarthatdék mieldétt a limfocitatisztitas 1épését megkezde-
nénk, anélkul, hogy a teszt eredményét hatrédnyosan befolya-
solnank. Ez kiilondsen eldnyds akkor, amikor vérmintdk vizs-
galatat felfiliggesztik a laboratériumban, és azokat hitve
taroljak, amig a rutin vagy kiegészitd plazma/szérum vizs-
gdlatok eredményei meg nem sziiletnek. Ez varatlan és megle-
pé, mivel azt jelenti, hogy a limfocitdk fizikai integritéa-
sa megmarad a tarolds soran, a késé6bbiekben lehetdvé téve
(kivant esetben) a limfocitdk tisztitdsat a tarolt vérbdl,
valamint a limfocitdk roncsoléaséat, a kimutatott ellenanyag-
ok szintjének jelentds csOkkenése nélkiil.

A taldlmany egy elbényds megvaldsitdsi mdédja szerint
tehat, a limfocitdk roncsolasat megelézden a mintat - pél-
ddul vérminadt - tobb napig, példaul akar koriilbelill 6 napig
vagy tovabb tarolhatjuk, kilondsen ha a tarolas hitve, ko-
riilbelil 4°C-on torténik, és a tarolasi idé sordn még a
mintak hidtott kornyezetbdl torténd eltadvolitadsa is megenge-
dett megszakitasokkal, példaul két vagy tobb alkalommal, 4-
6 6rds idétartamra, szobahémérsékletre, anélkil, hogy ezzel
hdtradnyosan befolyasolnank a vizsgalat eredményeit. Ez ku-
1onosen eldényds, ha vérmintadkat hiitve tarolunk, de elkeril-
hetetlen, hogy azokat rovid ideig a munkaasztalon szobahd-
mérsékleten hagyjuk. Meglepd mdbdon azt taldltuk, hogy a
sejtek életképessége nem karosodik olyan mértékben hogy az
a taladlmadny szerinti vizsgdlati eljadréas eredményét hatra-
nyosan befolyasolja, vagy megakadalyozza, hogy azzal elfo-

gadhatdé eredményt kapjunk. A taldlmény egy tovadbbi eldnyds
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megvalbsitasi médja szerint, amennyiben tisztitott
limfocitakészitményeket alkalmazunk, a mintadk 4°C alatt ta-
rolhatdék (példadul tobb napig vagy anndl tovabb), vagy 4°C
felett téarolhatdk (akdr hat oéréaig). Annak lehetésége, hogy
a kiulonbdzd vizsgadlandd mintédkat térolhatjuk, a tal&lmény
szerinti eljaréas alkalmazasat kiilondsen elénydssé teszi na-
gyocbb diagnosztikai laboratériumok szaméra, ahol a koltsé-
ges automatizalt laboratériumi késziilékek, példaul ELISA-
hardware a leghatékonyabban nagyszami minta egyidejd futta-
tasaval mikodtethetdk. Ez azt is jelenti, hogy a mintavétel
szamos kiilonbtdz8d helyen torténhet, és a mintdk a vizsgalat-
hoz koézponti diagnosztikai laboratériumba postazhatdk vagy
sz&llithatdk, hasonldé médon az egyéb tipusu vizsgalatok
esetében alkalmazott, szérummintdk mas tipusu kémiai anali-
zisére kidolgozott eljarasokhoz.

Mas szemszogbdl, a taldlmény targydt képezi eljaras
immunogén hatéasdra ujonnan szintetizdlddott ellenanyagok
jelenlétének kimutatasara vagy mennyiségének meghatarozasa-
ra mintdban, amely szerint:

limfocitédkat tartalmazdé mintédban, a limfocitdk roncso-
ldsat, ezaltal a limfocitédkkal asszocialt, szintetizaldédott
ellenanyagok vagy azok fragmentuma felszabaditasat kovetden
kimutatjuk a felszabadult ellenanyagokat vagy azok fragmen-
tumait; és

kovetkeztetiink az Ujonnan szintetizalddott ellenanyag-

ok jelenlétére vagy mennyiségére a mintéban.
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A talédlmédny szerinti megoldds jelentds eldnye, hogy
kivitelezéséhez csupan kis térfogatl mintdkra van sziikség.
A taldlmany szerinti eljarasban mar 100 000 limfocita, vagy
akdr kevesebb mint 50 000 limfocita vizsgidlata eredményez-
het kimutathaté szigndlt. Tekintve, hogy példdul 1 ml vér
1x10° limfocitat tartalmaz, amennyiben a taldlmany szerinti
eljarast vérbdl szirmazd limfocitdk vizsgdlatdra alkalmaz-
zuk 50-100 pl vér megfeleld szamu limfocitat tartalmazhat a
talalmadny szerinti eljaréds kivitelezéséhez. Még akkor is,
ha a megfeleld kontroll wvizsgélatokat [példadul wvak
(,blank”) és pozitiv mintédk] is figyelembe vessziik, 150-
300 pl minta alkalmazédsdval diagnosztikus értékd eredményt
kaphatunk. Nyilvéanvald, hogy a teszt standardizélasat kove-
téen a kontrollmintdk legaldbb egy része elhagyhatd. Ennek
megfelelden, a taldlmany szerinti eljdrasban a vizsgédlathoz
50-500 pnl, elbnydsen 100-300 pl, és tipikusan 100-200 pl
limfocitatartalmi minta sziikségeltetik a teljes mintafor-
rdshoz hasonld térfogatban. A taldlmdny szerinti eljaréasban
tehat példaul 5x10?-5x10°, eldnydsen, 1-2x10° limfocitat al-
kalmazunk. Ezzel szemben, a klasszikus diagnosztikai vizs-
galatokban &ltaldban tobb ml szérummintdra vagy mas folyé-
kony mintara van sziikség. Ez kiildndsen eldnyds olyan vérvé-
telnél, ahol csak kis térfogatu minta 4l1 rendelkezésre,
példaul ujszilotteknél, mivel a taldlmany szerinti eljarés-
ban csak pl térfogati mintdk alkalmazasdra van szikség,
amelyet példaul kapillariscsével nyerhetink megfeleld hely-

r8l, példaul filcimpébdl, ujjbegybdl vagy sarokbdl.
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A talalmany szerinti eljaras tehat lehet&vé teszi kis
térfogatu vérmintédk (példadul ul nagysagrendd, 1 ml-nél ki-
sebb térfogatu, eldénydsen, 500 pl-nél kisebb térfogatu,
példaul 100 pl-nél kisebb térfogatu) mintak k&zvetlen al-
kalmazasat stimulalatlan limfocitdk spontadn vagy de novo
ellenanyag-termelésének kimutatdsdra anélkiil, hogy a vizs-
gadlat eldétt a limfocitdkat tenyésztenénk.

A talalmany szerinti eljaréssal kimutatott ellenanyag-
ok termelddését kivaltd antigének vagy immunogének lehetnek
bakterialis vagy viralis antigének. Klinikai szempontbdl
jelentds antigének példaul, de anélkiil, hogy igényiinket a
felsoroltakra korléatoznéank, a herpes simplex virus,
citomegalovirus, humdn immundeficiencia virus (HIV), bar-
mely hepatitis virus, valamint toxoplasma vagy Epstein-Barr
virus (EBV). Altalanossagban, a taldlmany szerinti eljaras-
sal béarmely, fert&zéssel vagy vakcindzassal kapcsolatos,
egyértelmi ellenanyagvalaszt (példaul az akut fazis soran)
kivalté immunogén kimutathaté. Azokban az esetekben, ahol
valamely krénikus fertdzés kimutathatd szintl célellenanyag
jelenlétéhez vezet a limfocitékban, azok szintén kimutatha-
tdk a talalmany szerinti eljéréssal. Ennek megfelelden, ha-
gyoméanyos ELISA-eljarasokkal kimutathaté barmely immuno-
génnel szemben termelddstt ellenanyag meghatdrozhaté a ta-
lalmany szerinti eljarés alkalmazdsaval. Ilyen antigénekkel
szemben iranyuld ellenanyagok kimutatasaval gyorsan megal-
lapithaté, hogy a betegek fertdézdttek-e, példaul vérek szii-
révizsgalata soréan, vagy fertdzés kimutatéds és/vagy koveté-

se soréan.
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Ugyancsak a talalmany targyat képezi eljaras baktérium
vagy virus okozta fertézés diagnosztizalasara vagy koveté-
sére human vagy nem-humdn 4&llatban vagy annak részében,
amely szerint limfocitatartalmi mintat vesziink az &llattél;
a taldlmany szerinti eljaréassal meghatéarozzuk a
limfocitékkal asszocialt, a baktérium vagy virus ellen ira-
nyuldé Gjonnan szintetizdldédott ellenanyagok vagy azok frag-
mentumai jelenlétét vagy mennyiségét; és megfeleld kontroll
és/vagy referenciamintdkhoz térténd viszonyitas alapjan
megallapitjuk baktérium vagy virus altal kivaltott fertdzés
tényét vagy kiterjedtségét.

Az eljaras kuléndsen eldnyds egyszeriiségénél fogva, és
kiilonleges felszerelés hidnydban, példaul teriileten is al-
kalmazhaté. Mivel a taldlmadny szerinti eljards soran nincs
szikség a mintadk inkub&lé&séara, az kénnyen adaptalhatd auto-
matizalt rendszerekhez, de viszonylag elég gyors és egysze-—
rii ahhoz, hogy a sejtek 1lizaltatadsa és az ellenanyag-
kimutatés olyan helyzetekben is elvégezhetd legyen, amikor
nem all rendelkezésre bonyolult felszerelés.

A taldlmany szerinti eljérést az alédbbiakban részlete-
sen 1is ismertetjik. Az elsd 1lépés eldnydsen a limfocitak
izoladlasa a mintdbdl. A korabbiakban mar emlitettek szerint
azonban, nincs feltétleniil sziikség tisztitott limfocita-
készitményre, és olyan készitményt alkalmazhatunk, amelybdl
a plazma-ellenanyagok nagyobb része el lett tavolitva. El1&-
nyésen, 1ilyen készitmények a mintdban taldlhatd plazma-
ellenanyagok kevesebb mint 15%-4t tartalmazzak, példaul ke-

vesebb mint azok 5%-4t, és eldnydsen kevesebb mint 1%-4at
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tartalmazzak. Ezt egyszerlen elérhetjiik lényegében plazma-
mentes (példaul kevesebb, mint 5 térfogat-% plazmat tartal-
mazé) készitmény, példidul szérummentes készitmény alkalma-
zasaval. Limfocitakészitményt a technika allasa szerint is-
mert eljarasokkal &llithatunk eld, példaul szilirésen vagy
abszorbens anyag alkalmazdsan alapuld eljarasokkal, vagy
limfocitatisztitd reagenskészletek alkalmazéasaval.
Limfocitak izolalésara eldénydsen alkalmazhatunk példaul kii-
1onb6z6 teljes vér készitményeket, példaul heparinezett
vért, EDTA-val kezelt vért, stb., amelyeket szokasos médon
készitenek a klinikai laboratériumokban. Nyilvanvalé, hogy
valamennyi dusitott vagy tisztitott készitménynek tartal-
maznia kell a limfocitdk eredetéiil szolgdld mintdban jelen-
lévdé limfocitédkat, hogy a spontdn vagy de novo ellenanyag-
termelés kimutathatd legyen.

A limfocitdkat eldénydsen ismert limfocitaizolald ko-
zeg, példaul Lymphoprep (Nycomed Pharma AS, Oszld, Norvé-
gia), vagy immunmégneses elvalasztdsi technolégia (IMS),
vagy hasonld, szilard fézison alapuld szeparald rendszer
vagy egyéb ismert eljards alkalmazasaval valasztjuk kilon.
IMS vagy hasonld elvalasztasi technoldégidk esetében, szi-
lard féazist, példédul fehérvérsejtek bizonyos csoportjara
specifikus ellenanyagokkal bevont magneses gydngydket al-
kalmazhatunk a kivant limfocitdk szelektiv izolaléaséara.
Amennyiben izolalt limfocitédkat alkalmazunk, a sejteket is-
mert eljarasokkal moshatjuk a felhaszndladst megeléz&en.
Elénydsen, a limfocitdkat a sejtszepardléast koévetden eset-

legesen visszamaradd plazmaeredetl ellenanyagok eltavolita-



_23_

sa céljabél mossuk. Altalanossagban, a talalmany szerinti
eljaras alkalmazasdhoz a limfocitasejtek plazma-ellen-
anyagokkal torténd kontamindcidéjat minimdlis szinten tart-
juk, eldnydsen, kevesebb mint 20 ng plazma-IgG jelenlétét
engedjliik meg 100 pl mintédban, ami koériilbeliil 1:50 000 végsd
higitasi faktornak felel meg plazma vonatkozaséban; példa-
ul, legfeljebb mintegy 0,5 ng szérum-IgG lehet jelen 100 pl
mintdban. Megfigyeltiik azonban, hogy ennek eléréséhez nincs
szilkség a sejtek tulzott vagy nagyon alapos mosasara. Azt
taldltuk példédul, hogy amennyiben pufferrel higitott vért
haromszor, korllbelil azonos centrifugaldsi paraméterek
mellett egyszerlien centrifugéalunk, kontaminaldé szérum-
/pazma-ellenanyagoktdl megfelelden mentes limfocita-
készitményt kaphatunk. Tovédbbi részleteket lasd a 3. példa
ismertetésénél.

Altaldnossagban, a taldlmany szerinti eljaréas szikség-
telenné teszi a mintabdl szarmazd limfocitdk inkubdlasat a
vizsgalat kivitelezését megeldzden. Vildgos azonban, hogy
amennyiben a limfocitdk roncsoldsat megelézden a sejteket
rovid ideig ellenanyagok folyamatos termelését vagy szekré-
cidéjat lehetdvé tevd korilmények mellett tartjuk, a talal-
many szerinti eljéarassal még mindig lehetséges a
limfocitédkkal asszocidlt, Ujonnan szintetizadldédott ellen-
anyagok kimutatésa.

A vizsgalanddé mintét, amelyet kivansag szerint, szepa-
ralt limfocitédk kinyerésére a fent emlitettek szerint ke-
zeltik, roncsoljuk, és az uUjonnan szintetizalddott ellen-

anyagokat felszabaditjuk. Ezt barmely, a technika &lléasa
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szerint ismert eljarassal végezhetjlk, amely a kiilsé és
belsé membranstruktiurédk hatékony roncsolddédsat eredményezi
anélkil, hogy a felszabadult ellenanyagok komplementer
epitdéphoz torténd kotbdését befolyasolna; példéaul
detergensek, kaotrop &gensek, roncsold pufferek, példaul
EDTA-t tartalmazdé pufferek, vagy egyéb roncscld eljarasok,
példéul ultrahangkezelés vagy nyirdfesziiltség létrehozasan
alapuldé fizikai roncsoldé eljarédsok alkalmazaséaval. E18nyo-
sen azonban roncsoldé puffert alkalmazunk, mivel &ltaléban
ez a legegyszerlbb és legkézenfekvébb eljdrds; alkalmazha-
tunk példadul az 1. példdban ismertetett puffert, azaz
detergenst, példaul 0,5% dezoxikolatot tartalmazd puffert.
Megfeleld roncsold puffer alkalmazdséaval a felszabadult el-
lenanyagok stabilizalhatdk, példdul a pH szabalyozasaval
vagy a lebomléas megakadalyozAséaval. Sziikség szerint, alkal-
mazhatunk példaul proteazgatldkat tartalmazdé puffereket. A
roncsolast elérhetjik tovabba fagyasztédsi/olvasztéasi ciklu-
sok alkalmazésaval, vagy akadr folyékony nitrogén alkalmaza-
sdval. Ily mbédon olyan lizatumot kapunk, amelyben a felsza-
badult ellenanyagok oldatban vannak, és amelyet a kovetkezd
lépésekben felhasznalhatunk. Vildgos, hogy a kimutatéshoz
megfeleld mennyiségl uUjonnan szintetizaldédott ellenanyagot
ugy kaphatunk a mintdbdl, ha a lehetd legtobb limfocita-
sejtet roncsoljuk, ezadltal azokbdl az ellenanyagokat fel-
szabaditjuk. Ezutan elénydsen, ennek a célnak megfeleld
roncsold eljarast alkalmazunk, és a mintdban taldlhatd
limfocitédk legalédbb 40%-4t vagy 50%-4t, még eldnydsebben

azok legalabb 60%-at, 70%-at vagy 80%-at, és legeldnybseb-
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ben azok legaldbb 90%-at vagy 95%-at roncsoljuk. A
limfocitdk roncsolasat kdvetden, a minta ellenanyag-
tartalmat a ceélellenanyag kimutatédsat lehetévé tevd megfe-
leld eljarassal meghatéarozzuk. Ezt elérhetjik ugy, hogy a
mintat megfeleld kotdpartnert tartalmazd szilard fazissal
érintkeztetjik, ezaltal a kimutatandé ellenanyagot vagy el-
lenanyagokat immobiliz&ljuk. Kotdpartnerként eldnydsen a
kimutatandé ellenanyag vagy ellenanyagok vagy azok fragmen-
tumai altal felismert antigént (immunogént) vagy antigéne-
ket (azaz egy vagy tobb antigént) alkalmazunk. A talalméany
egy elényds megvaldsitdsi mddja szerint, a talalmany tar-
gyat képezi eljaras ujonnan szintetizaloddott ellenanyagok
jelenlétének kimutatésdra vagy mennyiségének meghatarozasa-
ra valamely mintéban, amely szerint:

a minta egy részét vagy - adott esetben - a mintabél
kézvetlenlil 1izolalt limfocitdk egy részét - amelyeket a
limfocitakkal asszocidlt ellenanyagok vagy azok fragmentu-
mai felszabaditasara roncsoltunk - egy vagy tobb, eldnydsen
szilard fazison hordozott, a kimutatandd® ellenanyag vagy
ellenanyagok altal felismert antigénnel érintkeztetiink;

kimutatjuk az ellenanyagok kotédését az antigénhez
(antigénekhez); és

az ellenanyag-kotédést kontroll és/vagy referenciamin-
tak kotdédéséhez viszonyitjuk, ezdltal kimutatjuk az antigén
(antigének) hatasara ujonnan szintetizalédott ellenanyagok
jelenlétét, vagy meghatdrozzuk azok mennyiségét. A fenti
eljarasban kontroll vagy referenciamintdkként megfeleld ne-

gativ vagy pozitiv kontrollokat alkalmazhatunk, példaul vak
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(,blank”) mintakat, normalis tartomanyba esé és/vagy magas
értékeket addé mintékat.

Alkalmazhatunk egyéb koétdpartnereket is, példaul pro-
tein-A-t, protein-G-t vagy a kimutatanddé ellenanyagot fel-
ismer8 vagy azokhoz koétddS ellenanyagokat. Az utébbi eset-
ben nem sziikségszerlen kell nagymértékben specifikus ksts-
désnek létrejonnie, mivel a taldlmény eme eldnyds megvald-
sitasi médja szerint a specifitédst a vizsgalati eljarasban
a kimutatand6é ellenanyagokhoz specifikusan k6t&dé antigének
késSbbi kotddése biztositja. A taldlmany valamennyi elényds
megvaldsitasi médja szerint, specifikus antigén-ellenanyag
komplex jon létre. Az ilyen komplexek, elénydsen szilard
hordozén immobilizdlt komplexek jelenlétét az eljaras kimu-
tatasi 1lépésében hatdrozzuk meg. A taldlmany egy eldényds
megvalésitasi médja szerint, az eljaras kimutatasi 1lépésé-
ben a felszabadult ellenanyagokat vagy azok fragmentumait
mutatjuk ki ellenanyag:antigén komplexek képzbdésének de-
tektalasan keresztiill, ahol az antigén (amely elénydsen nem
ellenanyag) tartalmazza vagy magdban foglalja az immuno-
géent, vagy az immunogén legaldbb egy epitépjat tartalmazd
részet.

A szilard fazis, amennyiben ilyet alkalmazunk, barmely
j6l ismert, immobilizédcidra, szétvalasztésra, stb. széles
kérben alkalmazott vagy ilyen alkalmazdsra javasolt hordozé
vagy kotdanyag lehet. Azok lehetnek részecskék, lemezek,
gélek, szlr&ék, membrénok, vagy mikrotitrdld csikok, csovek
vagy lemezek, stb., és azok a legkézenfekvdbb mdédon polimer

anyagb6l kesziilnek. A kénnyl kivitelezés és egyszerliség



- 27 -

kedvéért azonban szokasos mikrotitralé lemezeket és
vajulatokat alkalmazhatunk, elénydsen szokasos ELISA-
lemezeket.

A szilard fazist ugyancsak médosithatjuk ugy, hogy
azok kiilonb6z6 antigénekre specifikus ellenanyagok kimuta-
tasat tegyék lehetdévé. Eljarhatunk példaul ugy, hogy szi-
lard fazisnak alkalmas anyagbdl, példaul nitrocelluldzbédl
vagy hasonldébdél késziilt korongokat vagy csikokat, stb. kii-
16nb6z8 antigénekkel vonunk be, és azokat egyszerre adjuk
érintkez6 antigént egyadltaldn nem tartalmazé mikrotitrald
lyukakhoz vagy mas alkalmas vajulatokhoz. Ezutan, ellen-
anyag-kotddésen alapuld kimutatasi eljarasokat alkalmazha-
tunk a kilonboz8 antigének koézti kiilénbségtételre. Amennyi-
ben szendvics tipusu vizsgdlatot alkalmazunk, a szildrd fa-
zis egy vagy tébb, a kimutatandé ellenanyag vagy ellen-
anyagok (célellenanyagok) vagy azok fragmentumai &altal fel-
ismert antigént (szildrd fazishoz k&tdtt antigént) tartal-
maz. Tovabbi lehet&8ség szerint, a szilard fazis hordozhat
egy vagy tobb ellenanyagot (szildrd fazisu ellenanyagokat),
amely a kimutatanddé ellenanyagot vagy ellenanyagokat (cél-
ellenanyagokat) vagy azok fragmentumait ismeri fel. A ta-
lalmany szerinti eljaréas kimutatédsi lépésében, attdédl fiiggd-
en, hogy a sziladrd fédzis a madr ismertetettek szerint ellen-
anyagokat vagy antigéneket hordoz, egy vagy tdbb, a szilard
fazison immobiliz4dlt célellenanyagok &ltal felismert anti-
gént érintkeztetink a sziladrd fazissal; vagy egy vagy tobb,
a szilard féazison immobiliz&lt célellenanyagot felismerd

ellenanyagot érintkeztetiink a szildrd fazissal. Ezek, a
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szilard fazishoz lekotddéS antigének vagy ellenanyagok al-
kalmas médon jeldlhetdk, lehetdédvé téve azok kimutatdsat az
alédbb ismertetettek szerint.

Bizonyos klinikai &llapotokkal vagy tiinetegyiittesekkel
asszocidlt relevéns antigénekkel bevont korongok sorozatat
alkalmazhatjuk annak megédllapitdsdra, hogy a gyanitott
agensek melyike okozza a betegséget. A korongokat ezutéan
egyenként dolgozzuk fel, kiilén 1lyukakban. Ez kiilén®dsen
anyagtakarékos eljaras, mivel a vizsgdlat ugyanazon kis
térfogatu vérminta alkalmazadséaval lehetdvé teszi sok kiilon-
b6z8 (ugyanabbdl a fert&z8 agensbdl vagy az egyes klinikai
szindrémékra vagy allapotokra jellemzdé tobb kildnbdzd
agensbdl szarmazd) antigén egyidejd tesztelését. Eljarha-
tunk tovébba ugy, hogy a roncsolt limfocitadk tobb mintajat
hasznaljuk fel, kiilonb6z86 kotépartnerekkel, példaul antigé-
nekkel vagy ellenanyagokkal bevont kiilédn 1lyukakban, és a
tesztet ennek megfelelden hivjuk elés.

A kotdpartner megkotésére alkalmas technoldgidk, pél-
daul antigének szildrd féazishoz torténd kotésére alkalmas
technol6giak a technika &llésa szerint ugyancsak alaposan
ismertek, és azokra vonatkozdlag a szakirodalomban b& isme-
retanyag all rendelkezésre. Szamos szokdsosan alkalmazott
antigénkoté eljarads leirédsa megtaldlhatd példaul az aldbbi
szakirodalmi helyen: ~ELISA and other solid phase
Immunoassays, Theoretical and Practical Aspects’”, szerk.:
Kemeny D.M. & Challacombe S.J., John Wiley & Sons (1988).
Kivant esetben a lemezek moshatdék és blokkolhatdk, ugyan-

csak ismert eljarasok szerint. Eljarhatunk példaul ugy,
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hogy egyszerlen, szokdsos mikrotitrald lemezeket, példaul
ELISA-lemezeket vonunk be a kotépartnerrel oly mdbdon, hogy
a lemezeket egy éjszakan at, 4°C-on, a kdotépartnert példaul
0,01-150 pg/ml proteinkoncentracidéban tartalmazd megfeleld
pufferben példaul foszfat-pufferes fizioldgids sbdoldatban
(PBS-ben) inkubadljuk; megfeleld blokkoldanyag (a&ltalédban
blokkold proteint, példadul borjuszérumot vagy szaritott
tejproteint tartalmazdé semleges puffer, példaul PBS) alkal-
mazasaval Dblokkoljuk; majd példadul 1-5 oéradn &t, 37°C-on
inkubdljuk. A blokkold oldat eltavolitasat kovetden a leme-
zek készen allnak a felhasznédlésra.

Az egyszerUlség kedvéért azonban, a taldlmdny szerinti
eljaras kivitelezéséhez sziikséges anyagokat reagenskészlet
formdjadban is kiszerelhetijlik, ahol a szildrd hordozét ké-
szen, kotépartnerrel bevont, és megfelelden blokkolt forma-
ban biztositjuk.

Elényos lehet, ha a roncsolt limfocitaminta-oldatot az
érintkeztetést megelézden higitjuk, és sejt/mintahigités
sorokat alkalmazunk. Higitépufferként tipikusan a
limfocitdk roncsolédsara alkalmazott puffert alkalmazzuk.

Ezutdn kimutatjuk az ellenanyagok kotédését az antigé-
nekhez. A kimutatdsi 1lépésben a jel detektdldsa &ltalédban
oldatban torténik. Keletkezhet azonban oldhatatlan termék
vagy jel, amely oldatban nem észlelhetdé. Alkalmazhatd bar-
mely, ellenanyag-kotédés kimutatdsara alkalmas ismert elja-
ras, amennyiben detektdlhatdé jel keletkezik; a detektidlhatd
szigndlt eredményezheti példaul fluoreszcencia, kemilumin-

eszcencia, kolorimetrids reakcid vagy enzimreakcid. Ameny-
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nyiben szilard fazist nem alkalmazunk, a felszabadult el-
lenanyagok barmely més érzékeny szeroldgiai eljarassal ki-
mutathatdk, példaul fényszdrddads detektdlasaval (példaul
nefelometriaval) és rezonancia eljarédsokkal. A kimutatédsra
eldnydsen alkalmazhatunk immunvizsgdlati eljarast, és elé-
nydsebben enzimhez kotétt immunszorbens eljarast (ELISA). A
talalmany szerinti megolddssal 6sszhangban azonban, az el-
lenanyagok kimutatdsdra alkalmazhatunk egyéb eljarasokat
is. Alkalmazhatunk példaul roncsolt limfocitak szuszpenzié-
javal elarasztott bevont korongok vagy iiveglemezek alkalma-
zasan alapuld technoldgidkat is. A taldlmany szerinti elja-
rasban torténd alkalmazadsra médosithatd barmely, a technika
dallasa szerint ismert, ellenanyagok kimutatasara alkalmas
technolégia - példaul oldhatatlan vagy oldhaté termék kép-
z8déséhez vezetd technolégidk -, ugy, hogy az eljaras meny-
nyiségi (kvantitativ) analizisre vagy mindségi (kvalitativ)
(példaul igen/nem) tipusu tesztre legyen alkalmas.
Immunoldégiai vizsgdld eljarésok, és kézelebbrdl ELISA-
technoldgidk, a technika &llésa szerint J61 ismertek, és
leirasuk megtalalhaté a szakirodalomban (lasd példaul a ko-
vetkezd szakirodalmi helyet: ,LELISA and other solid phase
Immunoassays, Theoretical and Practical Aspects”, szerk.:
Kemeny D.M. & Challacombe S.J., John Wiley & Sons (1988).
Miutan a roncsolt limfocitamintéat érintkeztettiik, a
rendszerhez - példdul az ELISA kimutatadsi eljarasban - a
szilard fazishoz ko6tédé antigénhez kapcsolédd ellenanyaghoz
kotédd enzim-ellenanyag konjugdtumot adhatunk. Hasonléképp,

ha a kimutatanddé ellenanyag nem-specifikus mdédon, kétépart-
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neren - példaul kiulonbozé faju ellenanyagok elleni ellen-
anyagon - keresztiil kotédott a sziladrd fédzishoz, a kimuta-
tandd® immobilizdlt ellenanyaghoz specifikus mdédon kotdds
enzim-antigén konjugatumot adhatunk a rendszerhez. Ezutéan,
a detektdlhatd jel eldbhivadsdra enzimszubsztratot adunk a
rendszerhez. A taldlmédny egy eldényds megvaldsitiasi moéddja
szerint, tipikusan szolubilis szubsztratot alkalmazunk,
amely oldatban detektélhaté szigndlt eredményez. Ez azért
elényds, mert gyorsitja és egyszerlsiti nagyszdmu minta ke-
zelését és feldolgozéaséat, és lehetdvé teszi az ellenanyag-
termelés meghatdrozasat, badr a mdr emlitettek szerint pon-
tos mennyiségli meghatdrozdsra nincs sziikség, és kivant
esetben kvalitativ vagy szemikvantitativ eredményeket kap-
hatunk. Az egyszerlség kedvéért, a szubsztratot ugy va-
laszthatjuk meg, hogy spektrofotometrids uUton kimutathatéd
szignalt kapjunk, amely egyszer(ien detektdlhatdé a fényel-
nyelés mérésével, példaul szokdsos ELISA-olvasd alkalmaza-
saval. Szokésosan alkalmazott ELISA-reagenseket is alkal-
mazhatunk, amelyek eldénye, hogy a talédlminy szerinti elja-
rast kompatibilissé teszik a mar alkalmazott eljarasokkal
és klinikai laboratdédriumokban szokdsosan alkalmazott tech-
noldgidkkal. Alkalmazhatunk azonban egyéb kimutatéasi/jel-
el84dllitadsi rendszereket is, amelyek fluoreszcencia, kemi-
lumineszcencia, stb. alapjan kimutathatd szigndlt hoznak
létre.

A jel fokozidsdra és az érzékenység novelésére alkal-
mazhatunk tovdbbd immun-enzimatikus amplifikalasi eljaréaso-

kat is, példaul avidin-biotin eljaradsokat, mint példaul a
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Sigma cégtdl hozzaférhetd Extravidin rendszert. Biotinezett
masodik ellenanyagokat alkalmazhatunk ELISA-reagensekként,
peroxidéz-avidin komplexszel kombinalva. Mivel egy avidin
molekula tobb biotin molekula megkdtésére képes, az avidin-
peroxidaz komplexek alkalmazasa ndveli a peroxidaz moleku-
ldk felszini koncentraciéjat, még nagyobb érzékenységet
kGlcsbndzve az eljarasnak.

A limfocitaroncsolashoz és az ellenanyag-k6té&dés kimu-
Latasahoz szilikséges anyagok és eszkdzdk ugyancsak biztosit-
haték reagenskészlet formé&jaban, a kotdpartnerrel bevont
szilard fazissal egyiitt.

A talalmény szerinti eljarassal kapott informéacidkat
kiegészithetjiik egyéb vizsgdlati eljarasokkal kapott infor-
mécidkkal. Tovabbi és hasznalhaté adatokat kaphatunk a mar
kordbban is jelenlévd szérum—/plazma—ellenanyagrél klasszi-
kus ELISA-eljarasokkal. Ezen felil, a limfocitdknak a vér-
mintabdl tdrténd izolalasat kdvetden visszamaradé plazmafo-
lyadék alkalmas a mar korabban is meglévd ellenanyagok ki-
mutatédséra, a taldlmany szerinti eljardsban is alkalmazott
kétépartnerrel bevont szilard fazis alkalmazasaval.

A talalmany szerinti eljaras megbizhaté miikodésérsl
Ugy bizonyosodhatunk meg, ha megfeleld kontrollokat ikta-
tunk be, és alkalmazunk Ujonnan szintetiz&lédott ellen-
anyagok jelenlétének kimutatdsara, vagy azok mennyiségének
meghatarozasara. Azt példaul, hogy a tesztlyukakban kimuta-
tott jel nem sporadikusan és nem-specifikus médon aktivalso-
dott (“bystander”) limfocitak jelenlétének tudhatd be, ne-

gativ kontroll antigén alkalmazasaval ellenérizhetjik. Ez
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az antigén olyan fertéz8 &agensbdl szarmazhat, amely igen
valészinltlen, hogy a beteg akut betegségéért feleldssé te-
hetd, az lehet példaul tetanusztoxoid. Az ilyen “bystander”
aktivalt limfocitdk szama minden esetben, minden k&riilmé-
nyek mellett sokkal kisebb, mintsem az a talalmany szerinti
eljaras alkalmazasakor pozitiv teszteredményhez vezethetne.
A talalmédny szerinti megoldas kidolgozas&dnal figyelembe
vettik ezt a szempontot.

A fent emlitettek szerint, a kivitelezés egyszerUsége
és gyorsasadga folytadn a talalmany szerinti eljaras alkal-
masnak igérkezik diagnosztikai vagy mas klinikai, vagy &al-
latorvosi alkalmazasra, példaul haltenyésztésnél t&rténd
alkalmazasra. A kis mintatérfogatokon feliil tovabbi elény,
hogy csak egy mintara van szllkség, és nincs sziikség a leg-
tobb hagyomanyos szeroldégiai tesztnél szokasos, 2-3 hetes
id&ko6zbnként levett szérumparra. Nincs szikség kildénleges
felszereltségre, és az eljaras konnyen automatizalhaté.
Ezen felil, kivant esetben lehetéség van kiilonbdzé immun-
globulin-izotipusok tesztelésére.

A fent ismertetettek szerint, a talalmadny szerinti el-
jaras lehetdséget ad aktualis fertdzés létének kimutatasara
vagy mértékének meghatarozasara adott antigén elleni speci-
fikus ellenanyagok spontan expresszidjanak analizisével.
Ilyen eljaras nyilvanvaldan alkalmazhatéd ismert betegségal-
lapotok kimutatéasara, amelyek esetében a relevéans
immunogénre jellemz& antigének rendelkezésre 4allnak, és a
fert6zés specifikus markereiként szolgalhatnak. Egyes kli-

nikai szituacidékban azonban a specifikus betegség vagy fer-
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tdzés nem azonosithatd, és/vagy a megfeleld antigén nem all
rendelkezésre a vizsgadlatban torténd alkalmazasra.

Ilyen esetekben, a vizsgdlati eljaras ugy médosithaté,
hogy a fert8zés nem-specifikus indikAtorainak jelenlétét
vagy mennyiségét mutassuk  ki. Vizsgdlhatunk példaul
limfocitatartalmi mintékat, példaul teljes vért vagy abbdl
eldadllitott, tisztitott vagy dusitott limfocitakészit-
ményeket infekcidés markerek, példaul citokinek vagy inter-
feronok, példaul IL-2, IL-4 vagy interferon-y termelésére.

A talalmany egy tovadbbi szempontja szerint tehat,
szintén a talalmany targyat képezi eljaras valamely immuno-
gén hatasara termeldédé infekcidés indikdtorok jelenlétének
kimutatasara vagy azok mennyiségének meghatdrozéasara mintéa-
ban, amely szerint:

limfocitédkat tartalmazdé mintat nyeriink;

a limfocitakat roncsoljuk, ezaltal a kimutatandé in-
fekcidés indikatorokat felszabaditjuk, és

a felszabadult infekcidés indikatorokat kimutatjuk, ez-
altal meghatarozzuk az infekcidés indikatorok jelenlétét
vagy mennyiségét a mintéaban.

A fenti eljarashoz, a szildrd fazist megfeleld befogd
molekuléakkal, példaul a kimutatanddé infekcidés indikator el-
leni ellenanyagokkal vonjuk be. A sziladrd fazison
immobilizalt infekcids indikatorok jelenlétét a fent ismer-
tetett eljarasokkal mutathatjuk ki, példaul Jjelslt ellen-
anyagok vagy ligandumok alkalmazasaval. Ezzel az eljaras-
sal, az immobiliz&ld egység vagy kimutatd molekula megfele-

186 megvalasztasaval, specifikus markereket azonosithatunk.
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Eljarhatunk példaul ugy, hogy a mintdban talalhaté vala-
mennyi molekulat a szildrd fazison immobilizaljuk, és a ki-
mutatast jelolt, specifikus ellenanyag vagy ligandum alkal-
mazasaval végezziik. Tovabbi lehetdség szerint, specifikus
kotépartnert alkalmazhatunk megfeleld infekcidés indikatorok
immobilizalasara, melyeket ezutdn kivansag szerint, pozitiv
vagy negativ médon jelolhetink; az elébbi esetben eljarha-
tunk példaul ugy, hogy a jeldlést az infekcidés indikatoron
jelenlévé, de azon kiviil eld nem forduld doménhoz kotjuk, a
masodik esetben pedig a szilard fazison talalhatd, le nem
kotott kotbpartnert lathatjuk el jeldléssel. Szintén a ta-
lalmany targyat képezik a fenti eljdrds kivitelezésére al-
kalmas reagenskészletek.

Az 1. abran influenzavakcina klinikai kiprébaléasanak
eredményeit abréazoltuk, amelyben 9 egyéntdl szarmazd mintéa-
kat (2-10. személyektdl szarmazd mintdkat) teszteltiink a
limfocitaroncsolasi eljaréassal. Valamennyi oszlopgrafiko-
non, a bal oldali skalan, H3N2 elleni IgG mennyiségét &abra-
zoltuk ng egységekben, a horizontalis skalan pedig a vakci-
nazastdél szamitott napok szadmat jelsltiik. Mindegyik oszlop-
grafikonra pontozott vonallal felvittiik az A/Nanchong virus
elleni HI-titereket, amelyek a jobb oldali skalan olvasha-
toék le. Tovabbi részleteket lasd az 1. és 2. példa ismerte-
tésénél.

A taldlmany szerinti megoldast a tovabbiakban a csa-
tolt konkrét megvaldsitasi példakon keresztiil részletesen
is ismertetjiik, anélkiil azonban, hogy igényiinket az ismer-

tetettekre korlatoznank.
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1. példa

A vizsgalt alany 25 éves férfi volt, nevének kezdb-
betdi LOH. A vérmintat klasszikus klinikai influenza-szerd
megbetegedést kovetd 9. napon vettiik le. A helyi kbzbsség-
ben influenza A és B vegyes jarvanyt jegyeztek fel.

Limfocitédk szeparédlédsa. Periférids vénads vérmintéat
vettink le, a véralvadast heparinnal gatoltuk. A
limfocitdkat Lymphoprep (Nycomed Pharma AS, Oslo) készitmé-
nyen valasztottuk el a gyartd utasitasai szerint, kivéve,
hogy a heparinizalt vért az elsd centrifugalas eldétt két-
szeres térfogatu foszfatpufferes fiziolbgids sdoldattal
(PBS, pH=7,2) elegyitettilk, azonos térfogatui helyett. A
sejtiiledéket két tovabbi mosédsi ciklusnak vetettiik alad. A
limfocitdk szédmat hemocitométerben hataroztuk meg, kék
dextrén kizarasos eljaréassal.

Limfocitédk roncsolédsa. Limfocitdk fokozatosan emelkedd
mennyiségét roncsolépufferben roncsoltuk [10 mmol/l Tris-
HC1 (pH=7,4), 0,5% dezoxikolat, 2 pg/ml pepsztatin A [Sigma
P-4265, gyartéasi szam (gy. sz.): 18H0551], 2 pg/ml
leupeptin (Sigma, L-0649, gy. sz.: 77H86221), O0,5%
aprotinin (Sigma, A-6279, gy. sz.: 87H86221), 1 mmol/l PMSF
(Sigma P-7626, gy. sz.: 48H1265)] az alédbbi referencia
alapjén: Spector DL, Goldman RD és Leinwand LA: “Cells. A
Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Laboratory Press, New
York (1998), 1. kotet, 74.6 fejezet, majd az igy kapott
mint4dt ELISA-vizsgdlatnak vetettik ald (lédsd az 1. tébléaza-

tot).
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ELISA-lemezek érzékenyitése és blokkoldsa. Greiner
gyartmanyl, F-formaju, kdzepes kodtdkapacitasu [Cat #655001
(gy. sz.: 98 26 01 48), D-72636 Frickenhausen, Németorszag]
mikrolemezeket alkalmaztunk. Influenza elleni ellenanyagok
vizsgalatdhoz A/Nanchang/933/95 (H3N2) felszini virus-
antigén (10 pg/ml, PBS-ben) 100 pl-ét, valamint
B/Harbin/07/94 felszini virusantigén (10 pg/ml, PBS-ben)
100 pl-ét mértitk a lyukakba. Altaladnos IgG ellenanyagok
vizsgalata céljabdl kecskében termelt, humén IgG elleni (y-
lédncra specifikus) (Sigma I-7883, gy. sz.: 76H8895) szérum
100 pul-ét (1:500 higitas, PBS-ben) mértik be a lyukakba. Az
érzékenyitést 4°C-on végeztilk, éjszakdn &at. A blokkolést
10% magzati borjuszérumot (FCS) tartalmazdé PBS-sel végeztiik
egy o6ran 4at, szobahémérsékleten. Az egyes, egymast kovets
lépések kozott a lemezeket 0,05% Tween-20 reagenssel kiegé-
szitett PBS-sel Otszdr mostuk.

A mintdk felhelyezése a lemezekre. Az influenza elleni
IgG ellenanvagokat, az &ltaldnos IgG ellenanyagokat, vala-
mint humdn IgG standardokat azonos immunlemezen vizsgal-
tunk. Minden vizsgdlatot két parhuzamossal végeztiink.

A vizsgadlati mintédk. A vizsgélati minta a LOH “szérum”
(plazma 1:3 higitédsa) volt. Toémény és tizszeres higitésok
(a higitéoldat 0,05% Tween-20 reagenssel és 5% FCS-sel ki-
egészitett PBS volt) 100 pl-ét mértik be a lyukakba.

Az IgG standard (Sigma I-4506, gy. sz.: 96H8840)
10 pg/ml  koncentréciéju és tizszeres higitésainak (a
higitéoldat 0,05% Tween-20 reagenssel és 5% FCS-sel kiegé-

szitett PBS volt) 100 pl-ét mértiik a lyukakba.
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A végsS sejtiiledék 300 pl-e 1:9,368 higitasy szérumot
tartalmazé PBS oldatban volt. Ehhez az {iledékhez 700 pul
PBS-t adtunk (= 1:3,33 higitads). A végsé tledék 2,0x10’
sejtet és 1:31,200 higitasu szérumkontamindcidt tartalma-
zott. A vizsgalt végsdé feliluszd a szérum 1:9,370 higitasa-
val volt ekvivalens.

A sejtlizatumokat ugy 4&llitottuk be, hogy lyukanként
800000 vagy 200 000 vagy 50 000 sejt legyen jelen, 100 nl

térfogatban.

1. tabléazat

Sejtlizatumok elegyének vizsgalata

Sejt- Sejt- Roncsold | Higitd Ossz- Higités a
szam/lyuk | tiledék puffer puffer | térfo- | végsé sejtmo-
pl pl ul gat pl | sdshoz képest
800,000 240 240 126 606 1:(2,53x3,33)
200,000 60 60 486 606 1:(10,1x3,33)
50,000 15 15 576 606 1:40,4x3, 33

A sejtkészitményeknek a végsd sejtmosdshoz viszonyi-
tott szérum-ellenanyagokkal valdé kontamindciéjat az alabbi-
ak szerint szamoltuk:

800 000 sejt esetében 1:8,4 (10,6%)

200 000 sejt esetében 1:33,7 (2,9%) és

50 000 sejt esetében 1:134,8 (0,7%).




- 39 -

Minden ellenanyag-mintat 90 percen &t inkubdltunk szo-
bahémérsékleten.

Masodik ellenanyagként Dbiotinnal jeldlt, kecskében
termelt, human IgG elleni ellenanyagot (y-lanc specifikus,

Sigma E-2886, gy. sz.: 28H4824) alkalmaztunk, 0,05% Tween-

X

20 reagenssel és 5% FCS-sel kiegészitett PBS-ben 1:500
aranyban higitva, 1lyukanként 100 pl térfogatban. Az inku-
balas 60 percen &t tartott, szobahdémérsékleten.

Konjugatumként ExtrAvidin-peroxiddz konjugatumot al-
kalmaztunk (Sigma E-2886, gy. sz.:28H4824), 0,05% Tween-20
reagenssel és 5% FCS-sel kiegészitett PBS-ben 1:1000 arany-
ban higitva, 1lyukanként 100 pul térfogatban. Az inkubdléast
60 percen at végeztiik, szobahdémérsékleten.

Az eléhivast orto-fenilén-diamin-dihidroklorid
szubsztrattablettékkal (Sigma P-8287, gy. sz.: 88H8250) wvé-
geztik. Egy tablettdt (10 mg) 25 ml, 0,1 mol/l koncentraci-
6ju foszfat-citrat pufferben (pH=5,0) oldottunk, amelyet
20 pl perhidrollal (30% H202) egészitettiink ki. Szaz (100)
1l szubsztrat oldatot mértink be lyukanként, és a reakciét
10 perc mulva &llitottuk le, lyukanként 50 pl térfogatnyi,
1 mol/1 koncentradciéjui H,SO4 hozzaadésaval. Az optikai
denzitéast 492 nm hullédmhosszon olvastuk 1le ,Titertek
Multiscan PLUS” leolvasd berendezéssel (Flow Laboratories).

Az IgG mennyisét az IgG standard higitésaibdl kapott
standard gorbére alapozott interpoldcidval hataroztuk meg.
Minden vizsgalati mintdt két péarhuzamos alkalmazasaval
vizsgaltunk, és az Aatlagos optikai denzitds értékeket vet-

tik figyelembe a szamitdsok soréan.
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4, tablazat

Osszefoglaléds: IgG kimutatdsa periférids vér eredeti

limfocitakbdl és szérumbdl

Ellen- A limfocitéak % Szérum IgG %
anyag bsszes I1gG- (ug/ml)
specifici | tartalma lyukan-
téas ként (10-5 ng)
Influenza 3,74 15,4 112 4,8
A
Influenza 0,18 0,7 70 3,0
B
IgG &lta- 24,28 100,0 2.365 100,0
laban

Vizsgalatainkb6l azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
LOH alanyunk influenza A virussal fertdézd&dott, amint azt a
3. tablazat mutatja. Ezen adatok szerint feltételezzik,
hogy lyukanként 105 limfocita koértilbeliil 20 ng/ml influenza
A elleni IgG ellenanyagokat ad, szemben a koérilbelul
2 ng/ml influenza B elleni ellenanyaggal. A sejtek eldzé
mennyisége gyakorlati célra olyan influenza A specifikus
ellenanyag ELISA-szignalt ad, amely kényelmesen mérhetd,
nem igy az influenza B elleni ellenanyagok. Ez ellentmon-
dast mutat a szérumban mért influenza elleni ellenanyagok
szintjével (2. tédblazat), amely szerint az influenza A és B

elleni ellenanyagok szintje nagyon hasonlé. Az ilyen szé-
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rum-ellenanyagok nagy valdszintliséggel mar meglévd, kereszt-
reagald ellenanyagok, amelyek korabbi fert&zésekbdl szar-
maznak. Evek o6ta ismert és kimutatott Jelenség, hogy az
influenza elleni membéria reaktivalédhat heteroldg virusok-
kal toérténd késébbi fertdzés révén, az ugynevezett “antigén
bin” (“antigenic sin”) jelenség szerint, valdszintlleg abban
a limfoid szovetben bekdvetkezd “bystander” (koézvetlen kOr-
nyezetet érintd) hatédsra, amelyben a kezdeti immunfolyamat
lezajlik.

Annak oka, hogy vizsgélatunkban a roncsolt
limfocitakbdl szarmazé ellenanyagok is mérhetd, bar ala-
csony ELISA-szignalt mutatnak az influenza B antigénre, az-
az nem a LOH alanyunkat megtamadé virusra, lehet membria-
limfocitak ilyen nem-specifikus reaktivalédasa az influenza
A virus tamadésa kovetkezményeként. A memériasejtek ilyen
szokatlan reaktivalédasa azonban az influenzaval ©sszefiggd
jelenség, és mas fertézd agensekre nem jellemzd&. Ennek meg-
felelden arra lehet szamitani, hogy a kérdéses fertdzéd
dgensbél, és mas éagensekbdl szarmazd antigénre adott szig-
nalok kozdtt még tisztabb elkilontlést figyelhetink meg.

Eljarasunk az egyes vizsgalni szandékozott antigén-
specifikus ellenanyagonként 100 pl heparinnal kezelt vért
(ez megfelel 105 limfociténak) igeényel, ami lehetdévé teszi

kapillarissal levett vérmintak alkalmazéasat.



_43_

2. példa

Az alabbiakban egy klinikai, influenza elleni vakcina-
zasi vizsgalatot ismertetink.

Kilenc egészséges alanyt, hat 24-27 éves ndét (atlag-
életkoruk 26,2) és harom 24-31 éves férfit (atlagéletkoruk
28,3) vontunk be a vizsgadlatba. A vizsgalatot vezetd orvos
tajékoztatta &ket a vakcinadzas megfeleld ellenjavallatai-
ré6l, és 8k kozolték, hogy ilyen ellenjavallatokrdl nem tud-
nak. Korabban egyik&éjiik sem volt influenza ellen vakcinaz-
va. Minden wvakcinazott alany végigcsinadlta a vizsgélatot,
és hozzajarult az alabbiakban ismertetett eljarassal torté-
né, periférias vérminta levételéhez. Az alanyok engedélye-
zett, trivalens, inaktivalt, teljes virust tartalmazd vak-
cinat kaptak (Vaxigrip), amely a kovetkezdket tartalmazott:

dbézisonként 15 ug hemagglutinint tartalmazéd
A/Sydney/5/97 (H3N2) szerl virust;

dbézisonként 15 ug hemagglutinint tartalmazd
A/Beijing/262/95(HIN1) szerd virust;

dézisonként 15 ug hemagglutinint tartalmazéd
B/Beijing/184/93 szerl virust;

a vakcinak a Mérieux Sérums & Vaccines cégtdl szarmaz-
tak (Franciaorszag).

Heparinozott vérmintakat vettiink az 1. példaban ismer-
tetettek szerint. Minden eljarast az 1. példdban ismerte-
tettek szerint végeztiink, kivéve, hogy a limfocitakat fa-
gyasztassal és olvasztéassal (kétszer) roncsoltuk ugy, hogy
a limfocitakat tartalmazé csdveket folyékony nitrogénbe

martottuk, majd csapviz aléd tartottuk.
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Végeztiink tovabba hemagglutinaciégatlasi vizsgalatot
receptorroncsold enzimmel kezelt plazmamintékkal, Kendal és
munkatarsai standard eljarasaval [“Concepts and Procedures
for Laboratory-Based Influenza Surveillance;, Viral Disease
Unit, WHO, Genf], A/Nanchang virus 4 hemagglutindld egysé-
gével és 0,7% pulykaeredetd eritrocitéaval. A plazmdkat két-
szeres tovafuté higitasban vizsgaltuk és titerként annak a
legmagasabb higitasnak a reciprokat jeloltik meg, amely a
virus-hemagglutinacid teljes gatlasat okozta.

A vakcinazas napjan, 7 nap mulva és 13 nap mulva vett
mintdkat vizsgaltuk.

Az 1. abra a rokon A/Nanchang/933/95(H3N2) (lasd az 1.
példat) eredetl felszini antigeén elleni IgG mennyiségét mu-
tatja (ng egységekben), 300 000 roncsolt limfocitabdl eld-
4llitott oldatot alkalmazva, mind a 9 vakcinazott alany
esetében (oszlopok). Az abrakat a roncsolt limfocitakbdl
nyert, influenza-specifikus IgG ellenanyagok mennyisége
szerint raktuk sorba (1/5-5/5). A baloldali, ng IgG-skala
alanyonként nem azonos. Az abrakon feliilnyomassal &brazol-
tuk az A/Nanchang virus elleni HI-titereket (pontozott vo-
nal). Nemzetkozi konszenzus szerint a 40-es értéknél na-
gyobb vagy egyenld titer protektiv hatéassal van.

Klasszikus értelemben, a HI ellenanyagokat “arany
standard” influenza elleni ellenanyagoknak tekintik, a vi-
rus-neutralizald ellenanyagokkal egytitt. A 40-es értéknél
nagyobb, vagy egyenldé titereket nemzetkdzi konszenzus sze-
rint protektivnek tekintik. Az 1. dbra azt mutatja, hogy a

9 alanybél 4 (2, 5-7 személyek) mutat ilyen ellenanyagokat
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a 7. napon, és minden alany, kivéve a 3-as és 1l0-es, ren-—
delkezett ilyen HI-titerekkel a 13. napon. Minden alany
esetében, mar a 7. napon talaltunk magas szintd, roncsolt
limfocitakboél kimutathat6d, influenza-specifikus IgG-t, és 5
alanybdél (a 3-as, 4-es és 8-10-es személyekbdl) csak ron-
csolt limfocitabdél szarmazd ellenanyagokat és nem protektiv
HI-ellenanyagokat mutattunk ki a 7. napon.

Radadasul, az influenza elleni IgG-ellenanyagok
specifitasa nyilvanvalé volt az ilyen ellenanyagok 7. napon
torténd megjelenése, valamint a 13. napon torténd eltinése
alapjan, mivel a 13. napon a legtébb alany a szérum-
ellenanyagok jelentds szintjét mutatta.

A 2. példa vilagosan mutatja, hogy a roncsolt limfoci-
takbo6l kimutatott ellenanyagok nem kontaminalddtak a sejt-
iiledékben rekedt szérum-ellenanyagokkal, amint azt az 1.

példaban is vilagosan kimutattuk.

3. példa

Egyszerlisitett eljéaras limfocitdk szérum- és plazma-

nyomoktdl toérténd megtisztitasara

Limfocitaknak kontaminalé szérum- és plazma-ellen-—
anyagoktél lényegében torténd megtisztitidsa jellemzden ha-
rom egymast kovetdé centrifugalassal lehetséges. Haromszaz
ul teljes vért 10 ml olyan higitéval elegyitink, amely két
rész PBS-t és 1 rész desztilldlt vizet tartalmaz. Az ele-
gyet 20 percen &t 400 g mellett centrifugaljuk, szobahdémér-
sékleten. A feliluszét eldntjik, és az iiledékhez 10 ml PBS-

t adunk. A szuszpenziét a fentiek szerint centrifugéaljuk,
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és a ciklust még egyszer ismételjik. A végsd sejtlledéket
100 ul PBS-ben szuszpendalva, limfocitaforrasként alkalmaz-

zuk a késdbbi vizsgalatokban.

4. példa

Vér taroléasa limfocitdk tisztitasa eldtt

Férfi alanyunknak (EJAa, 20 éves) engedélyezett,
inaktivalt, trivalens influenzavakcinat adtunk a gyartd cég
utasitasai szerint (lasd a 2. példat). Ot ml heparinozott
vért vettiink a vakcinazas napjan (0. nap) és 9 nappal a
vakcinazast kovetden. Haromszaz (300) pl vért a levetelt
kévetden azonnal harom mosdsi és centrifugdlési ciklusnak
vetettiink ala, amint azt a 3. példaban ismertettik, és a
limfocitakat az 1. példaban ismertetettek szerint roncsol-
tuk. A maradék vérmintat 4 napon at 4°C-on taroltuk, ezt
kovetden 4 éran at szobahdémérsékleten taroltuk, mieldtt aj-
ra elkezdtiik a limfocita-tisztitast. Minden ezt kovetd
ELISA-vizsgalatot az 1. példdban ismertetettek szerint vé-
geztiink. A hemagglutindcidégatlasi (HI) vizsgalatokat homo-
1l6g vakcinatorzsekkel végeztik, amint azt a 2. példéban is-

mertettik.
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tablazat

4°C-on, majd 4 6rén &t szobahdmér-

sékleten. A tarolas hatasa a roncsolt limfocitédkbdl szarma-

z6 ellenanyagokra

Vakcindlas utén H3N2 H1N1 B
eltelt napok Azonnali |Négy nap |Azonnali | Négy nap | Azonnali | Négy nap
szama eltelté- eltelté- eltelté-
vel vel vel
. nap HI 640 <10 <10
Sejtek 704 5698 058 060 224 210
. nap HI 640 20 40
Sejtek 811 901 091 100 466 446
A tablazat minden adata 492 nm-en mért optikai

denzitas ezerszerese és plazma-ellenanyagok HI-titere. A

“sejtek” 100 ul vérbdl kapott, roncsolt limfocitakbdl szar-
mazd ellenanyagok.
Ennek az alanyunknak mar a vakcindzast megel&zlen Jje-

lentds titere volt az A/Sidney/5/97 (H3N2) vakcinakomponens

ellen, és a limfocitakbdél kiszabaduld ellenanyagok, vala-

mint a HI titer nem emelkedtek jelentésen a 0. &s a 9. nap
k&zdtt. Az A/Beijing/262/95 virus H1Nl-komponense elleni HI

vakcinavalasza gyenge volt, és ez meglatszott a sejtes

vizsgalat esetében is. A legegyértelmibb valasz a

B/Beijing/184/93 influenza B komponens ellen volt kimutat-
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haté, ahol a HI-titerek <10-rdél 40-ig emelkedtek. Ezt a
sejtes vizsgalat is tukrozte.

A vérminta 4°C-on, 4 napon at tartd tarolasa, amelyet
4 6ran &at, szobahSmérsékleten vald tdrolds kdvetett, nem
volt hatassal a roncsolt limfocitakbél szarmazd, feljegy-
zett ellenanyag-aktivitasra. Az azonnalil eredmények, és a
négy napos ta&rolas utani eredmények nem tértek el lényeges
mértékben.

Mas vizsgalatok szintén azt mutattak, hogy hasonld ko-
riilmények mellett, hat nap elteltével (hités, amelyet 6
6ras, szobahdémérsékleten torténd tarolas kovet), nem befo-
lyasolja a roncsolt limfocitakbél torténd ellenanyag-

meghatéarozast.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras ujonnan szintetizalddott, immunogénre adott
valaszként képz&dott ellenanyagok jelenlétének kimutatasara
vagy mennyiségének meghatarozasara testfolyadék-mintaban
vagy nyirokrendszerbdl szarmazé mintaban, azzal jellemezve,
hogy:

- limfocitakat tartalmazé mintaban, amelyeket a
limfocitakkal asszocidlt, szintetizalt ellenanyagok vagy
fragmentumaik felszabaditasara roncsoltunk, kimutatjuk a
felszabadult ellenanyagokat vagy fragmentumaikat, ezdltal a
mintdban kimutatjuk az 1WUjonnan szintetizalt ellenanyagok
jelenlétét vagy mennyiségét.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy:

- limfocitakat tartalmazé mintdt nyerink;

- a limfocitakat roncsoljuk, ezaltal a limfocitékkal
asszocialt ellenanyagokat vagy fragmentumaikat felszabadit-
juk; és

- kimutatjuk a felszabadult ellenanyagokat vagy frag-
mentumaikat, miadltal meghatarozzuk a mintdban talélhatd,
Ujonnan szintetizalt ellenanyagok jelenlétét vagy mennyisé-
gét.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaréas, azzal
jellemezve, hogy az ellenanyagokat nyirokszévetbdl, nyirok-
folyadékbol vagy vérmintabol mutatjuk ki.

4. A 3. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,

hogy az ellenanyagokat periférias vérbél mutatjuk ki.
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5. Az 1-4. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy annak alkalmazasat megelézden a min-
tat nem inkubaljuk az ellenanyagok szintézisének vagy szek-
réciéjanak elésegitésére.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a limfocitékat fizikai roncsoléassal,
vagy sejtroncsold pufferekkel vagy oldatokkal roncsoljuk.

7. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az ellenanyagokat vagy fragmentumai-
kat egy vagy tobb, az ellenanyagokat vagy fragmentumaikat
felismerd antigénhez torténd kotddés alapjan mutatjuk ki.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy a felszabaditott ellenanyagokat szi-
lard fazisu kotddési vizsgalattal mutatjuk ki.

9. A 8. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemezve,
hogy szilard fazisként egy vagy toébb, a kimutatandé ellen-
anyag vagy ellenanyagok vagy fragmentumaik (célellenanyag-
ok) altal felismert antigént (szilard fazisu antigéneket)
hordoz6 fazist alkalmazunk.

10. A 8. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy szilard fazisként egy vagy tébb, a kimutatandé ellen-
anyagot vagy ellenanyagokat vagy fragmentumaikat (célellen-
anyagokat) felismerd ellenanyagot (szildrd fazisu ellen-
anyagot) hordozdé fazist alkalmazunk.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az ellenanyagokat ujsziulott- vagy

csecsemberedetd vérmintakbél mutatjuk ki, midltal kiilénbsé-
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get teszliink az ujonnan szintetizalédott és passziv médon
atvitt, anyai ellenanyagok kozott.

12. Az 1-11. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a limfocitak roncsolasat megeldézdben
vagy a roncsolast kovetéen, de a kimutatast megelézden a
mintat k&riilbeliil 4°C-on vagy annal alacsonyabb hémérsékle-
ten taroljuk.

13. Az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az eljarasban vérmintaként vagy a
]1imfocitak izolalasara alkalmazott mintaként kevesebb, mint
1 ml térfogatu vérmintat alkalmazunk.

14. Az 1-13. igénypontok barmelyike szerinti eljarés,
azzal jellemezve, hogy az eljarasban a mintdbél kozvetlentl
izolalt limfocitékat alkalmazunk.

15. Az 1-14. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a kimutatast immunvizsgalattal, eld-
nydsen ELISA-vizsgalattal végezzik.

16. Az 8-15. igénypontok barmelyike szerinti eljéarés,
azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb antigént, amelyet vagy
amelyeket a sziladrd fazisra immobilizalt célellenanyagok
felismernek, érintkeztetink a szilard fazissal.

17. Az 8-15. igénypontok béarmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy egy vagy tobb ellenanyagot, amely
vagy amelyek felismerik a szilard fazisra immobilizéalt cél-

ellenanyagokat, érintkeztetink a szilard féazissal.
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18. Az 1-17. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy a kimutatashoz spektrofotometrias
Gton kimutathatd szignalt eredményezd oldhatd szubsztratot
alkalmazunk.

19. Az 1-18. igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy negativ kontroll antigént alkalma-
zunk.

20. Az 8-19. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal jellemezve, hogy tobbféle, kiilénbdz8 célantigéneket
hordozé szildrd fazist alkalmazunk.

21. Eljaras immunogén &ltal kivaltott fert&ézés diag-
nosztizalasara vagy monitorozdsadra human vagy nem-human &al-
latban vagy annak részében, azzal jellemezve, hogy:

limfocitatartalmi mintat vesziink az &llattél///;

az 1-20. igénypontok barmelyike szerinti eljaréassal
meghatarozzuk a limfocitdkkal asszocialt, az immunogén el-
len iranyuldé, uUjonnan szintetizalddott ellenanyagok vagy
azok fragmentumai jelenlétét vagy mennyiségét; és

megfeleld kontroll és/vagy referenciamintakhoz toérténd
viszonyitas alapjan megallapitjuk az immunogén &altal kival-
tott fertdzés tényét vagy mértékét (sulyossagat).

22. Az 1-21. igénypontok barmelyike szerinti eljéaras,
azzal Jjellemezve, hogy az immunogén bakterialis vagy
viralis antigén, és az eljarassal olyan baktérium vagy vi-
rus altal kivaltott fertdézést diagnosztizalunk vagy monito-

rozunk, amelybdl az immunogén szarmazik.
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23. A 22. igénypont szerinti eljaréas, azzal jellemez-
ve, hogy herpes simplex virus, citomegalovirus, human
immundeficiencia virus (HIV), valamely hepatitis virus,
Toxoplasma vagy Epstein-Barr virus (EBV) eredet?i antigén
altal kivaltott fertézést diagnosztizdlunk vagy monitoro-
zunk.

24. Eljaras immunogén hatédsara termelédd infekcids in-
dikadtorok jelenlétének kimutatasara vagy mennyiségének meg-
hatarozasara valamely mintaban, azzal jellemezve, hogy:

limfocitakat tartalmazdé mintéat nyeriink;

a limfocitakat roncsoljuk, ezaltal a kimutatandé in-
fekcidés indikatorokat felszabaditjuk, és

az 1-20. igénypontok béarmelyike szerinti eljarassal
kimutatjuk a felszabadult infekcids indikatorokat, ezaltal
meghatarozzuk az infekciés indikatorok jelenlétét wvagy

mennyiségét a mintéaban.

f?)f T,: fbﬁﬁﬁ;/ A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
a
.;)wé;) C T w S(-z/’ A

Svingor Adam

szabadalmi igyvivéjelolt
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