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A talalmany targya eljaras nagy rizikofaktor kimutatasara, amely rizikofaktor
szlirkehalyog kifejiédésére vezet. Az eljarasra az jellemz6, hogy szemlencse-spe-
cifikus antigénnel szembeni autoantitestet hataroznak meg emberi testnedvben
immunoassay-vel, szemlencse-specifikus antigen alkalmazasaval. A talalmany tar-
gya tovabba reagenskészlet a szurkehalyog kialakulésél;béf%zeté nagy rizikofaktor
kimutatasara, amely reagenskészlet szemlencse-specifikus antigént tartaimaz. A
talalmany szerinti kimutatasi eljaras és a kimutatasra szolgald reagenskészlet annak
a nagy rizikefaktornak a biztonsages—kénnyi-es-gazdasagos| kimutatasat teszi lehe-
téve, amely rizikofaktor kdvetkeztében szlrkehalyog fejlddik ki olyan egyének ese-
tén, akik szeme jelenleg latszatra normalis, de lehetséges, hogy szlirkehalyogban
fognak szenvedni a jov6ben, tovabba a szlrkehalyog kezdeti szakaszaban lévd be-
tegek esetén. Ennek megfelelGen az eljarast és a készletet elonyosen alkalmazhat-
jak nemcsak a sziirkehalyog kimutatasara, hanem az olyan esetek korai kimutatasa-
ra is, amelyekben nagy a szlrkehalyog jovébeni kifejlédésének a rizikofaktora, to-

vabba a szurkehalyog korai kezelésére és megelbzésere.
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A taldlmany targya immunoldgiai eljaras szirkehalyog jovGbeni kifejlédése
nagy rizikofaktoranak kimutatasara és a detektalasra szolgalo reagenskeszlet.

A szlrkehalyog olyan betegség, amelyben a szemlencse kilonféle okok miatt
homalyossa valik, és amely a szemiencse homalyossaga altal elGidézett lataszavar

formajaban jelentkezik.
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Az okok szerint a szlrkehalyogot (kataraktat) stagnalé katarakta, dregkori
katarakta, szovédmenyes katarakta, baleseti katarakta, diabetikus katarakta, sugar-
zasi katarakta, stb. osztalyokba soroljak, amelyek mindegyike a latas elvesztésével
jaro sulyos szembetegseg. Az oregkori szurkehalyog - amely e kataraktak tobbségeét
képezi - oka meg ismeretlen.

A szurkehalyogot kezeiték eddig kulonféle gyogyszerek adagolasaval. Az
ilyen gyogyszerek beadasa azonban nem teljesen kielégitd, részben a szemlencse
kifejezetten lassu metabolizmusa miatt. Ennek kovetkeztében a szlrkehalyog keze-
lése jelenleg a sebészeti beavatkozasokra korlatozodik. A sebészeti kezelést vagy
ugy vegzik, hogy a lencsemagot és a lencsekeérget eltavolitjak a lencse membranjan
kivllre vagy ugy, hogy eltavolitjak a szembd! a teljes homalyos szemlencsét. A se-
bészeti mlitétek azonban gyakran jarnak szovédményekkel és megterhelék a bete-
gekre nézve, mert a szaruhartya bemetszése és varrata elkerulhetetlen meég akkor
is, ha a mitétet korszerl sebeszeti modszerek alkalmazasaval végzik.

Az utobbi evekben a szakirodalom arrdl szamolt be, hogy a szurkehalyog oka
autoimmun jelenség lehet [(1) Angunawela, I.I., Immunology, 61, 363-368 (1987); (2)
Niederkorn, J.Y., Immunology Today 8, (No. 11.) 332-333 (1987)].

Az elébbiek kozul Angunawela kdzlemenye beszamolt arrdl, hogy a szemlen-
cse - antigénekkel szembeni autoantitestek termelédése szignifikansan megnove-
kedik a kataraktas szemlencséjl betegek szérumaban és a cukorbetegek széruma-
ban, tovabba arrdl, hogy immunglobulin mutathaté ki a kataraktas szemlencsékben.
Angunawela kozleménye azonban nem ismerteti az antitest titer meghatarozasat, és
a szakirodalom szerint eddig nem mutattak ki annak a lehetdségét, hogy az auto-
antitest megndvekedett titere a jovében kifejl6d6 katarakta kockazatanak indikatora-
va valik. Ezen felll Angunawela cikke nem ismerteti a szemlencse-fehérje antigén

fajtajanak specifikus azonositasat.
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A fentiek alapjan a talaimany feladata eljaras és reagenskészlet szlrkehalyog
(katarakta) kimutatasara, amely eljaras és reagenskészlet alkalmas azon egyenek
kimutatasara, akik szeme jelenleg latszatra normalis, de szurkehalyog fejlédhet ki
rajta a jovében. Az eljaras célja, hogy koran kimutassuk azon egyéneket, akik esetén
nagy a kockazata annak, hogy sziirkehalyogban betegednek meg a jévében, tovab-
ba korai szakaszban mutassuk ki és korai szakaszban kezeljlk a sziirkehalyogban
szenvedd egyéneket.

A talalmany azon a felismerésen alapul, hogy egy szemlencse-specifikus an-
tigeénnel szembeni autoantitest az emberi testnedvekben nagy rizikofaktort képez,
amely kovetkeztében szlrkehalyog fejl6dik ki olyan egyének esetén, akik szeme je-
lenleg latszatra normalis, de lehetséges, hogy szuirkehalyogban fognak szenvedni a
jovGben, es a nagy rizikofaktor kimutatasa lehetévé teszi, hogy megtalaljuk azokat az
egyeneket, akik esetén nagy a kockazata a szlrkehalyog jévébeni kifejl6désének.

A talalmany targya tehat eljaras nagy rizikdfaktor kimutatasara, amely riziko-
faktor szirkehalyog kifejl6déséhez vezet, azzal jellemezve, hogy szemlencse-
specifikus antigénnel szembeni autoantitestet hatarozunk meg human testnedvben
immunoassay-vel, szemlencse-specifikus antigén alkalmazasaval.

A talalmany targya kilondsen olyan, a fentiek szerinti kimutatasi eljaras,
amelyet a kdvetkez8 immunoassay lépések jellemeznek:

(a) human testnedvben lévs, szemlencse-specifikus antigénnel szembeni
autoantitestet reagaltatunk szemlencse-specifikus antigénnel, és

(b) meghatarozzuk a szemlencse-specifikus antigénnel szembeni autoanti-
testet human immunglobulinnal szembeni szekunder antitest alkalmazasaval.

A talalmany tovabbi targya reagenskeészlet (kit) sziirkehalyog kifejlédéséhez
vezetd nagy rizikofaktor kimutatasara, amely reagenskészlet szemlencse-specifikus

antigent tartalmaz.
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A talalmany targya tovabba eljaras kataraktas betegek vagy egyének kimuta-
tasara, azzal jellemezve hogy a vizsgalandé egyének testnedvében 1évé, a szemlen-
cse-specifikus antigennel szembeni autoantitestet immunanalizissel (immunoassay-
vel), szemlencse-specifikus antigén alkalmazasaval meghatarozunk.

Az 1. abra egy normal egyén és egy kataraktas beteg tipikus immunoblot
eredmenyeit mutatja be.

A talalmany szerint az immunanailizis ismert eljaras lehet, és nem korlatozzuk
specialisan, feltéve, hogy az alkalmas egy antigénnel szembeni specifikus antitest
meghatarozasara antigén-antitest reakcio alkalmazasaval. Ezekre példak az olyan
ismert eljarasok mint az immunoblot (western blot) meghatarozas, enzim immuno-
assay (ELISA), agglutinacids reakciok (példaul latex agglutinacié és passziv he-
magglutinacio), radioimmunoassay és fluoreszcencia/fény emisszios immunoassay.
A nagy érzékenység, valamint a kdnny( és egyszerl miiveletek szempontjabdl els-
nyds az immunoblot meghatarozas, az enzim immunoassay, elénydsek tovabba az
agglutinacios reakciok.

A talalmany szerint felhasznalando szemlencse-specifikus antigén lehet len-

cse krisztallin (példaul a-krisztallin, 3-krisztallin és y-krisztallin), a lencse membran-

-feherjéje, ennek receptora, lencse homogenatum vagy epitheliocita homogenatum.
Mintaként felhasznalando human testnedv barmelyik lehet, amennyiben lehe-
t6ség van a benne lév6 autoantitest kimutatasara, igy példaul vér, plazma, szérum,
ascites, nyirok, izuletbeni (intraartikularis) folyadék, nyal, konny, az ezekbdl nyert
frakciok, valamint mas bioldgiai forrdsokbol nyert folyékony komponensek, amelyek
kozott elébnyds a human periférialis vérbdl szarmazoé szérum.
A talalmany szerinti kumutatasi eljarast a kovetkezékben példak révén részle-

tesen ismertetjuk.

61.088/SM



1. Immunoblot eljaras

Az immunoblot meghatarozasra az jellemzg, hogy human testfolyadékban
levd, szemlencse-specifikus antigénnel szembeni autoantitestet reagaltatunk egy
membransz(rére felvitt (blotted) szemlencse-specifikus antigénnel, hozzaadunk hu-
man immunglobulinnal szembeni, konjugalt szekunder antitestet, és meghatarozzuk
az autoantitesthez kotott, konjugalt szekunder antitestet.

1.1. Az antigén felvitele (blotting)

A szemlencse-specifikus antigént szokasos modszerrel vihetjik fel. A lencse-
specifikus antigent példaul Laemmli [Laemmli et al., Nature, 227, 680-687, UK
(1970)] eljarasa szerint kulonithetjuk el, példaul natrium-dodecilszulfat poli(akril-
amid) gélelektroforézissel (SDS-PAGE). Ezutan a kapott lencsespecifikus antigent
Towbin és mtsai [Towbin H., Staehelin, T. and Gordon, J., Proc. Natl. Acad. Sci. Vol.
76, No. 9, pp: 4350-4354, USA (1979)] médszerevel visszuk fel blotting eljarassal
egy membransz(irére. Membransz(ir6ként alkalmazhatunk nitrocelluldz sz(irét, Im-
mobilon poli(vinilidén-difluorid)-ot (PVDF) és hasonlokat. A membransz(irét, amelyre
felvittik a lencsespecifikus antigént, felvagjuk példaul kb. 0,5 cm széles és 10 cm
hosszu csikokra, és human testnedvvel reagaltatjuk.

A membransz(irét, amelyre felvittik a szemlencse-specifikus antigént, elényo-
sen blokkoljuk a nemspecifikus adszorpcio megel6zésére, ehhez alkalmas blokkold
oldatot hasznalunk, ugymint puffert [pl. foszfat-pufferes sdoldatot (PBS) és Tris-
-puffer oldatot (TBS)], amely 1-3% borju szérum albumint (BSA-t) tartalmaz.

1.2. Primer antitesttel végzett reakcio

A kovetkezd reakciokat €s mosasi miveleteket elényosen a kereskedelmi for-
galomban kaphato, igy példaul Bio-Rad gyartmanyu mini-inkubacios talcakon végez-

zUk. El6nyds, ha a talca fedéllel van ellatva, mert igy a tarolas és az inkubalas soran
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nem szennyez&dik, és nem parolog el a viz belSle. A télca és a fedél el6nydsen
akrilat manyagbol készul.

A vizsgalati mintaként felhasznalando human testnedvet inkubacio elétt kordil-
beldl 10-100-szorosara higitjuk. A membransz(rét, amelyre a blotting eljaras szerint
felvittlik az antigent, kordlbeldl 0,5-1,0 mi higitott mintaval egyutt inkubaljuk a talcan,
ekozben minimalisra csokkentjuk annak lehetdsegét, hogy bioldgiailag karos anya-
goknak legyen kitéve, igy az inkubacio soran a szemlencse-specifikus antigénnel
szembeni, a vizsgalati mintaban 1év autoantitest (primer antitest) reagal a szemien-
cse-specifikus antigennel. Az inkubaciot 4°C-37°C hémérseklettartomanyban 1-24
oran at, elényosen korulbelll 16 oran at vegezzik. A reakcio utan a reakcioelegyet
eltavolitjuk, és a membransz(ir6t mossuk. |

1.3. Szekunder antitesttel végzett reakcio

A human immunglobulinnal szembeni szekunder antitest egy olyan antitest,
amely képes arra, hogy kotddjek egy meghatarozando antitesthez és enzimmel, ra-
dioaktiv izotoppal, fluoreszcens anyaggal, fénykibocsatd anyaggal vagy mas jelz6-
anyaggal konjugalt antitest lehet, ezek kozott el6nyds az enzimmel konjugalt antitest.
A szekunder antitestekre példa a kecske anti-human immunglobulin, a nyul anti-
-human immunglobulin, a juh anti-human immunglobulin, amelyek mindegyike jelz6-
anyaggal, ugymint peroxidazzal, alkalikus foszfatazzal vagy béta-galaktozidazzal van
konjugalva. A szekunder antitestet hozzaadjuk az el6z6 pont szerinti membranszirs-
hoz és az elegyet 20°C-37°C-on korulbelll 1-2 6ran at reagaltatjuk. A szekunder
antitestet elényosen 1000-5000-szeresre higitjuk egy blokkolo oldattal a felhasznélas
el6tt. Miutan a reakcioé végbement, a reakcioelegyet eltavolitjuk és a membransz(ir6t

mossuk.
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1.4. A szekunder antitest meghatarozasa

A szekunder antitestet ismert eljarassal hatarozhatjuk meg a szekunder anti-
test jelzésére felhasznalt jelz6anyag fajtaja szerint. Ha enzimmel konjugalt szekun-
der antitestet hasznalunk, ismert szinképzd szert adagolunk a megvalasztott enzim-
nek megfeleléen, és szinképz&dést idézunk eld. Ha példaul peroxidazt hasznalunk,
egy szubsztratot, ugymint o-fenilen-diamint és ABTS-t [2,2'-azino-bisz(3'-etil-benzo-
-diazolinszulfonsav)-at] és hidrogén-peroxidot hasznalunk szinképzé szerkent; ha
alkalikus foszfatazt alkalmazunk, egy szubsztratot, ugymint p-nitro-fenil-foszforsavat
hasznalunk szinképzd szerként; és ha béta-galaktozidazt alkalmazunk, egy szubsz-
tratot, ugymint o-(nitro-fenil)-R-D-galaktozidot és 4v-metilumbelIiferil-B-D—galaktozidot
hasznalunk szinképzd szerként. Eredményként a mintaban levé autoantitest meny-
nyiségétsl fligg6 szinképzddést kapunk. Ha a szinintenzitast 6sszehasonlitjuk az
ismert antitest titer( standard minta szinintenzitasaval, mennyiségileg hatarozhatjuk
meg a vizsgalati mintaban [évd autoantitestet.

2. Enzim immunoassay

Az enzim immunoassay-re az jellemzd, hogy human testnedvben lévd, szem-
lencse-specifikus antigénnel szembeni autoantitestet reagaltatunk szemlencse-spe-
cifikus antigénnel, amely szilard fazison van rogzitve, hozzaadunk human immun-
globulinnal szembeni, konjugalt szekunder antitestet, és meghatarozzuk az autoanti-
testhez kotott konjugalt szekunder antitest mennyiségét.

2.1. Antigén rogzites (immobilizalas)

A szemlencse-specifikus antigént szilard fazison rogzitjuk. Szilard fazis lehet
példaul a poli(vinil-klorid), plisztirol, plietilén, polipropilén, polieészter, fluorgyanta,
iiveg és fém. A hordozé alakja példaul lemez, gyongy, reg(cell) és kémcsS. Enzim
immunoassay céljara elénydsek a kereskedelmi forgalomban kaphato, ismert szilard

fazisok, ugymint a mikrotiter lemezek (példaul a 96-helyes mikrotiter lemezek).
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Az antigent ismert eljarassal rogzithetjik. Eljarhatunk példaul ugy, hogy egy
alkalmas pufferral készitett antigen oldatot érintkezésbe hozzuk a szilard fazissal, és
alini hagyjuk 4-37°C-on 1-24 6ran at, és igy immobilizalédik az antigén. Ha poli(vinil-
-klorid) (PVC) mikrotiter lemezeket hasznalunk, korilbeldl 100 ng/hely antigént ko-
tink a lemezre. EI6nyds, ha a nem adszorbealddott részt blokkoljuk, blokkold oldat,
ugymint 1-3% BSA-t tartalmazo puffer [példaul foszfat pufferral készilt konyhasdéol-
dat (PBS) és Tris pufferral készllt oldat (TBS)] alkalmazasaval a nemspecifikus ad-
szorpcio megakadalyozasa céljabol. A szilard fazist alkalmas pufferoldattal mossuk.
A felsorolt Iepesek réven az antigen immobilizalddik.

2.2. Primer antitesttel végzett reakcio

A vizsgalati mintaként felhasznalando human testnedvet korulbellil 100-5000-
-szeresére higitjuk inkubacio el6tt. A higitott mintat hozzaadjuk a fentiek szerint ké-
szitett szilard fazishoz és inkubaljuk, ezaltal a vizsgalati mintaban |évd, a lencse-spe-
cifikus antigénnel szembeni autoantitest (primer antitest) reagal a lencse-specifikus
antigénnel. Az inkubaciot 4-37°C-on, 1-24 6ran at, elénydsen 16 éran at végezzik.
Miutan a reakcio vegbement, a reakcioelegyet eltavolitjuk, és a szilard fazist mossuk.

2.3. Szekunder antitesttel végzett reakcio

A human immunglobulinnal szembeni szekunder antitest képes a meghataro-
zando autoantitesthez kotédni, és olyan szekunder antitesteket alkalmazhatunk,
amelyek enzimmel, radioaktiv izotdppal, fluoreszcens anyaggal, fénykibocsato
anyaggal vagy mas jelz6anyaggal vannak konjugalva, ezek kdzott is elénydsek az
enzimekhez kapcsolt (konjugalt) szekunder antitestek. A szekunder antitestekre pél-
da a kecske anti-human immunglobulin, a nyul anti-human immunglobulin, a juh anti-
-human immunglobulin, amelyek mindegyike jelz8anyaggal, ugymint peroxidazzal,
alkalikus foszfatazzal és béta-galaktozidazzal van konjugalva. A szekunder antitestet

hozzaadjuk a szilard fazishoz, és az elegyet 4°C-37°C-on korUlbeldl 1-2 6ran at rea-
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galtatjuk. A szekunder antitestet elényésen 1000-5000-szeresre higitjuk, majd reak-
cioba visszuk. Miutan a reakcio végbement, a reakcioelegyet eltavolitjuk és a szilard
fazist mossuk.

2.4. A szekunder antitest meghatarozasa

A szekunder antitestet ismert eljarassal hatarozhatjuk meg a szekunder anti-
test jelzésére felhasznalt jelz8anyag fajtaja szerint. Ha enzimmel konjugalt szekun-
der antitestet hasznalunk, ismert szinképzé szert adagolunk a megvalasztott enzim-
nek megfelelden, és szinkepdzddést idézunk eld. Ha példaul peroxidazt hasznalunk,
egy szubsztratot, ugymint o-fenilén-diamint és ABTS-t [2,2'-azino-bisz(3'-etil-benzo-
diazolinszulfonsav)-at] és hidrogen-peroxidot hasznalunk szinképzd szerként; ha
alkalikus foszfatazt alkalmazunk, egy szubsztratot, Ggymint p-nitro-fenil-foszforsavat
hasznalunk szinkepz6 szerként; és ha béta-galaktozidazt alkalmazunk, egy szubsz-
tratot, ugymint o-(nitro-fenil)-3-D-galaktozidot és 4-metilumbelliferil-R-D-galaktozidot
hasznalunk szinképzd szerként. Eredményként a mintaban 1évé autoantitest meny-
nyisegetdl fliggds szinképz&dést kapunk. A reakcidelegy abszorbanciajat spektrofo-
tometerrel vagy fluorofotométerrel hatarozzuk meg, amely abszorbancia alapjan az
antitestet mennyiségileg meghatarozzuk a vizsgalati mintaban.

3. Agglutinacios reakciok

Az agglutinacios reakcion alapuld immunmeghatarozas soran szemlencse-
-specifikus antigénnel kapcsolt hordozdrészecskéket atkalmazunk. Hordozérészecs-
ke lehet példaul a polisztirol latex, kaolin, bentonit, szénpor, tovabba birka, csirke
eritrocita és hasoniok. Az antigént ismert eljarassal kotjik a hordozdrészecskékhez.
Peéldaul kapcsoloszereket, ugymint csersavat, glutaraldehidet, biszazobenzidint,
karbodiimideket, kinonokat €s krom-kloridot alkalmazunk vagy fizikai adszorpciot

végzunk.
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Az agglutanicios reakciot a latex agglutinaciora és a passziv agglutinaciéra
szokasosan alkalmazott eljaras szerint végezzik. Példaul sorozatban higitott vizsga-
lati mintat (példaul human periférialis vérbdl szarmazé szérumot) helyezunk egy mik-
rolemez vajataiba, elegyitjik a fenti, szemiencse-specifikus antigennel kapcsoit hor-
dozorészecskevel, majd 1-2 dran at allni hagyjuk, hogy végbemenjen az agglutina-
cio. Az agglutinaciot 6sszehasonlitjuk az ismert antitest titerl minta agglutinaciojaval,
igy meghatarozzuk a mintaban lév6 autoantitest mennyiségét.

A talalmany szerinti reagenskészlet szemlencse-specifikus antigént tartalmaz.
A taldlmany szerinti reagenskészlet elénydsen (a) szemlencse-specifikus antigent,
(b) human immunglobulinnal szembeni szekunder antitestet és (c) a szekunder anti-
test meghatarozasara szinképzd szert tartaimaz. Az (a)-(c) komponenseket tartal-
mazo reagenskészletet enzim immunoassay (ELISA) vagy immunoblot meghataro-
zas céljara hasznaljuk. Az enzim immunoassay reagenskészlet esetén a szemlen-
cse-specifikus antigént elézetesen rogzithetjik szilard fazison vagy immobilizalhatjuk
szilard fazison a felhasznalas soran. Ebben az esetben a reagenskészlet tartaimaz-
hat az antigén immobilizalasara szolgalo szilard fazist. Az immunoblot meghataro-
zasra szolgald reagenskészlet esetén a szemlencse-specifikus antigént a blotting
eljaras szerint felvihetjlik elézetesen a membranszlrdre vagy felvihetjik a membran-
sz(ir6re a hasznalat soran. Ebben az esetben a reagenskeészlet tartalmazhat egy
membransz(irét az antigén felvitelére. EI6nydsen olyan membransz(rét hasznalunk,
amelyre az antigent mar felvitték. Az agglutinacios reakciora szolgald reagenskeészlet
szemlencse-specifikus antigénnel kapcsolt hordozorészecskéket tartalmaz. A fent
emlitett konstrukciok mellett a reagenskészlet tartalmazhat ismert antitest titer(
standard vizsgalati mintat, puffert, higitészert, mosooldatot, reakciot leallitd vegyule-
tet (terminatort) és hasonlokat. Mindegyik fent emlitett komponenst el&allithatjuk

szuszpenzio, oldat vagy liofilizalt termék formajaban.

61.088/SM



11 -

A talalmany szerinti Kimutatasi eljaras, valamint a kimutatasra szolgalé rea-
genskészlet annak a nagy rizikofaktornak a biztonsagos, egyszerl és gazdasagos
kimutatasat teszi lehetdvé testnedvekben lévd, szemlencse-specifikus antigén elleni
autoantitest mennyiségi meghatarozasaval, amely faktor kdvetkeztében szlrkeha-
lyog fejlédik ki olyan egyének esetén, akik szeme jelenleg latszatra normalis, de le-
hetséges, hogy szurkehalyogban fognak szenvedni a jovében, nem szdlva a szurke-
halyog kezdeti szakaszaban szenvedd betegekrél.

Kozelebbrdl, szemlencse-specifikus antigennel, ugymint krisztallinnal és
membran komponenssel szembeni autoantitestet hatarozhatunk meg mindségileg az
immunoblot meghatarozason alapulo kimutatasi eljarassal. Ezen felll mennyiségileg
hatarozhatunk meg szemlencse-specifikus antigénnel szembeni autoantitestet az
enzim immunoassay vagy az agglutinacios reakcion alapuld kimutatasi eljarassal.
Ennélfogva az immunoblot meghatarozas és az enzim immunoassay vagy az agglu-
tinacios reakcio kombinacioja Iéncsespeciﬁkus antigénnel szembeni autoantitest mi-
néségi és mennyiségi meghatarozasat eredmeényezi, €s igy meghatarozhato a
szlrkehalyog elérehaladasat megel6z6 kezelési eljaras.

A talalmanyt a példakon keresztll mutatjuk be részletesebben, a talaimany
kivitelét pedig a kisérleti példakon keresztul mutatjuk be. A példak céljra csupan a
bemutatéds, igy azok a talalmany oltalmi korét nem korlatozzak.

1. pelda

Human szemlencse homogenizatumot készitunk ugy, hogy human szemlen-
csét és puffert homogenizalunk egy homogenizatorban, majd ezt az anyagot hasz-
naljuk fel human lencsespecifikus antigénként.

A human lencsespecifikus antigént (10 pg/ml) kalcium és magnézium nélkuli
Dulbeco foszfatpufferral készult sdoldattal higitjuk, és 25 ul-enként adagoljuk egy

96-helyes mikrotiter lemez mindegyik bemélyedésébe. Ezutan ehhez 25 ul natrium-
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-hidrogen-karbonat oldatot - melynek pH-ja 9,3 és amely 5 mM dinatrium-etilén-di-
amin-tetraacetatot tartalmaz - adagolunk. A lemezt razzuk, majd egy é&jjelen at 4°C-
-on allni hagyjuk, hogy az antigén adszorbealodhasson a mélyedések aljanak fellile-
tere. Az antigén oldatot eltavolitjuk, es blokkold oldatot adagolunk mindegyik mélye-

désbe, ez a blokkolo oldat minden esetben 100 ul foszfatpufferral készilt sooldat

(PBS, pH =7,0), amely 1% BSA-t tartalmaz. A lemezt 4°C-on 1 dran at hagyjuk allni,
hogy befedje a mélyedések aljat (antigén-nemadszorbealt rész), és az oldatot elta-
volitjuk.

100 wl higitott human szérumot adagolunk mindegyik mélyedésbe, és az ele-
gyet 4°C-on egy éjjelen at reagaltatjuk. A higitott szérumot ugy készitjuk, hogy hu-
man szérumot blokkolo oldattal 250-szeresére, 750-szeresére vagy 2250-szeresére
higitunk. Miutan a reakcié végbement, a higitott szérumot eltavolitjuk, és a mélyedé-
seket haromszor mossuk PBS-sel. Alkalikus foszfatazzal konjugalt szekunder anti-
testet (alkalikus foszfatazzal konjugalt kecske anti-human immunglobulin, a Bio-Rad

terméke) 2500-szorosra higitunk blokkold oldattal, és 100-100 pl-t adagolunk a me-

lyedésekbe. Az elegyet 37°C-on 2 6ran at reagaltatjuk. Miutan a reakcio végbement,
a lemezt négyszer vagy 6tszér mossuk PBS-sel.

A PBS-sel vegzett utolso mosas utan 100 pl szubsztrat oldatot adunk minden

mélyedésbe, és az elegyet 30 percen at reagaltatjuk. A szubsztrat oldatot ugy készit-
juk, hogy dietanol-amin puffert 6tszorosére higitunk desztillalt vizzel és ebben p-
-nitro-fenil-foszforsavat oldunk. A p-nitro-fenil-foszforsav 5 mg-os tabletta formajaban
van (a Bio-Rad altal gyartott alkalikus foszfataz szubsztrat kit). Miutan a reakcio vég-
bement, 405 nm-en meghatarozzuk az abszorbanciat lemezleolvaso (a Labsystems

gyartmanya) alkalmazasaval.
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2. példa

Az 1. peldaban leirt médon készitlink human szemlencse homogenizatumot
és hasznaljuk fel azt lencsespecifikus antigénként. Laemmli eljarasa szerint [Laemmli
et al., Nature, 227, 680-687, UK (1970)] a lencsespecifikus antigént egydimenzids
natrium-dodecil-szulfat poli(akril-amid) gélelektroforézissel (SDS-PAGE) valasztjuk
el. Ezutan a kinyert szemlencse-specifius antigént a blotting eljaras szerint nitro-
celluldz szdrére visszuk fel Towbin €s munkatarsai eljarasa szerint [Towbin H.,
Staehelin, T. and Gordon, J., Proc. Natl. Acad. Sci. 76, No. 9., 4350-4354 USA
(1979)]. Ezt a membransz(irét 0,5 cm széles s 10 cm hosszu csikokra vagjuk fel.

Az antigént tartalmazé (antigén-blotted) membransziiré csikokat elhelyezziik
egy eldobhato 8-soros talca (Bio-Rad gyartmany) egy-egy soraba. Ehhez 2 ml Tris-
-pufferoldatot adunk, amely 2% BSA-t tartalmaz és a lemezt szobahémérsékleten
allni hagyjuk két 6ran at, hogy be legyen boritva a membransz(iré felllete (antigén
altal nem adszorbealt rész), majd az oldatot eltavolitjuk. A lemezt 5 percig mossuk
TTBS-sel (0,05% Tween 20-at tartaimazo TBS). A mosasi miiveletet kétszer megis-
meteljuk. A human szérumot ugy hasznaljuk fel, hogy a reakciot megelézGen 1%
BSA-t tartalmazd TTBS-sel 100-szorosara higitjuk.

1 ml higitott human szérumot adagolunk a talca mindegyik soraba és ezzel a
membranszirét 4°C-on egy éjjelen at reagaltatjuk. A reakciot kbvetden eltavolitjuk a
higitott szérumot, és a membranszirét 5 percig mossuk TTBS-sel. Ezutan a mosast
kétszer megismeételjuk. Alkalikus foszfatazzal konjugalt szekunder antitestet (alkali-
kus foszfatazzal konjugalt kecske anti-human immunglobulin, a Bio-Rad terméke)
2500-szorosra higitunk 1% BSA-t tartalmazo TTBS-sel, és 1 mi-enként hozzaadjuk a
membransziréhoz. A membranszirét 2 6ran at reagaltatjuk szobahémeérsékleten.
Miutan a reakcio befejezddott, a membransziirét kétszer mossuk TTBS-sel, 5-5 per-

cig mindkét alkalommal, majd kétszer mossuk TBS-sel 5-5 percig.
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Alkalikus foszfataz szinképz6 reagenskészletet (a Bio-Rad gyartmanya) hasz-
nalunk a szinképdézésre. 1 ml szinképzé oldatot adagolunk a talca mindegyik soraba,
hogy kifejlessziik a membransz(ir6 szinét (kékes bibor), majd desztillalt vizet adago-
lunk hozza, hogy a reakciot ledllitsuk. A szinképzé oldatot ugy készitjiik, hogy BCIP-t
(5-brém-4-klor-3-indolil-foszfat) s NBT-t (nitrokék tetrazdlium) szinképzé pufferral
elegyitunk.

1. Kisérleti példa: Szemlencse fehérjére specifikus antitest meghatarozasa

human szerumban

Vizsqgalati modszer

9-5 ml vérmintat veszink normal kisérleti alanyoktdl (8 férfi, 43-65 évesek) és
szlrkehalyogban szenved6 10 betegtél (8 né és 2 férfi, 41-78 évesek). Normal ala-
nyokon olyanokat értink, akiknél nem jelentkeznek a sziirkehalyog szimptémai. A
vérmintakbol nyert szérumot 250-szeresre higitjuk 1% BSA-t tartalmazé PBS-sel,
majd az 1. példaban leirtak szerint reagaltatjuk, és meghatarozzuk az abszorbanciat
405 nm-en, igy meghatarozzuk a szemlencse-fehérjével szembeni antitest mennyi-
ségét. Az eredményeket az 1. tablazatban foglaljuk ¢ssze.

1. tablazat

Az 1. kisérleti példa mérési eredményei

Szam Kor Nem Normal alany abszorbancia

(A405)
1 65 ferfi 0,356
2 44 ferfi 0,273
3 64 ferfi 0,205
4 46 ferfi 0,250
5 56 férfi 0,204
6 59 ferfi 0,396
7 49 ferfi 0,354
8 43 ferfi _ 0,440
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1. tablazat folytatasa

Szam Kor Nem Szurkehalyogos beteg
abszorbancia (A405)
1 71 ferfi 0,982
2 65 nd 0,723
3 73 nd 0,556
4 63 nd 0,666
5 41 né 0,504
6 78 né 0,996
7 63 nd 0,980
8 56 nd 0,739
9 58 ferfi 0,946
10 73 né 0,720

Megjegyzés: A tablazatban foglalt adatokat ugy kapjuk, hogy az abszorbanciat 405
nm-en merjuk, és a szerumot 250-szeres higitasban hasznaljuk.

Vizsgalati eredmények

Amint azt az 1. tablazat mutatja, mind a normal kiseérleti alanyok, mind a
szurkehalyogban szenvedé paciensek széruma tartalmaz szemlencse-fehérjével
szembeni antitesteket. Mind a 10, szurkehalyogban szenvedd paciens széruma
azonban magasabb értekeket mutat a normal személyekéhez képest.

Az 1. tablazat eredmeényeibdl az lathatd, hogy a szemlencse-fehérjével szem-
beni antitest jelen van normal egyenek esetén is. Az antitest mennyisége a szlirke-
halyog kifejlddésével ndvekszik. Ennek megfelel6en az antitest nagy kockazati te-
nyez® (rizikofaktor), amely szlrkehalyog kifejlédésére vezet azoknal, akik szeme
jelenleg normalisnak latszik, de a jovGben esetleg szurkehalyogban fognak szen-

vedni.
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Az 1. tablazat eredményei alapjan azokat a személyeket, akiknek a 250-
-szeres higitasu széruma 0,5 folotti abszorbancia értéket mutatott, pozitivaknak mi-
ndsitlnk, és azokat, akik esetén az abszorbancia 0,5 érték alatt van, negativoknak.
A mindsitési eredmeényeket a 2. tablazatban foglaljuk 6ssze, melyben mindegyik
szam a kisérleti alanyok szamat jelenti.

2. tablazat

A vizsgalt személyek mindsitése

Pozitiv Negativ Osszes
Normal személy 0 8 8
Szurkehalyogos beteg 10 0 10
Osszes 10 8 18

2. Kisérleti pelda: Az a-, 3- és y-krisztallinra specifikus antitestek meghataro-

zasa human szérumban

Vizsqalati modszer

Az 1. kisérleti példaban leirtak szerint jérunk el, vért veszink normal kisérleti
alanyoktol (8 férfi, 43-65 evesek) es szurkehalyogban szenvedd 10 betegtdl (8 né és
2 férfi, 41-78 évesek). A masodik példaban leirt modszer szerint azt vizsgaltuk meg,
hogy a szemlencse-fehérjével szembeni antitest, amely az 1. kisérleti példa szerint
novekedést mutatott, krisztallinnal szembeni antitest volt.

Vizsqgalati eredmények

Egy normal egyen és egy szlrkehalyogban szenvedd beteg tipikus immuno-
blot eredmeényét mutatja be az 1. abra. Az abran bemutatott eredményekbdl nyilvan-

vald, hogy az a-, y- és B-krisztallinnal szembeni antitestek jelen vannak mind a nor-

mal személy, mind a kataraktas beteg szérumaban. A sététebb szin, ami a szlrke-
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halyogban szenvedd beteg krisztallinsavjainal a normal személyéhez képest kiala-

kult, utal az «-, y- és R-krisztallinokkal szembeni magasabb antitest titerre a katarak-

tas beteg szérumaban, amint azt az 1. kisérleti példa szerint tapasztaituk. Ezek az
eredmeények azt mutatjak, hogy mind a kataraktas betegekben, mind a normal egyé-
nekben jelen vannak a-, y- és R-krisztallinokkal szembeni antitestek. Az ilyen antites-
tek nagy kockazati tényez6t (rizikofaktort) kepviselnek, amely szirkehalyog kifejlédé-
sére vezet azoknal, akik szeme jelenleg normalisnak latszik, de a jov6ben esetleg
szlrkehalyogban fognak szenvedni.

A talalmany szerinti kimutatasi eljaras és a kimutatasra szolgalo reagenskész-
let annak a nagy rizikofaktornak a biztonsagos, konnyl és gazdasagos kimutatasat
teszi lehetéve, amely rizikofaktor kovetkeztében szurkehalyog fejlédik ki olyan egyeé-
nek esetén, akik szeme jelenleg latszatra normalis, de lehetseges, hogy szlrkeha-
lyogban fognak szenvedni a jov6ben, tovabba a szlrkehalyog kezdeti szakaszaban
lévé betegek esetén. Ennek megfelelSen az eljarast és a készletet el6nydsen alkal-
mazhatjuk nemcsak a szlurkehalyog kimutatasara, hanem az olyan esetek korai ki-
mutatasara is, amelyekben nagy a szurkehalyog jovébeni kifejlédésének a riziko-
faktora, tovabba a szlrkehalyog korai kezeléesére és megelGzésére. Ez a dektalas

tovabba felvehetd a jelenlegi hematoldgiai ellendrzesi vizsgalatok koze.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras nagy rizikofaktor kimutatasara, amely rizikofaktor szlrkehalyog kifej-
[6deséhez vezet, azzal jellemezve, hogy szemlencse-specifikus antigénnel szembeni
autoantitestet hatarozunk meg human testnedvben immunoassay-vel, szemlencse-
specifikus antigen alkalmazasaval.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az immunoassay a
kovetkezd lepsekbdl all:

(a) human testnedvben lévd, szemlencse-specifikus antigénnel szembeni
autoantitestet reagaltatunk szemlencse-specifikus antigénnel, és

(b) meghatarozzuk a szemlencse-specifikus antigénnel szembeni autoanti-
testet human immunglobulinnal szembeni szekunder antitest alkalmazasaval.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az immunoassay a
kovetkezb lepésekbd! all:

(a) human testnedvben lévé, szemlencse-specifikus antigénnel szembeni
autoantitestet reagaltatunk szilard fazison rogzitett szemlencse-specifikus antigéen-
nel,

(b) human immunglobulinnal szembeni, konjugalt szekunder antitestet adunk
hozz4, és

(c) meghatarozzuk az autoantitesthez kotott konjugalt szekunder antitest
mennyiségét.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az immunosassay a
kovetkezs 1épésekbdl all:

(a) human testnedvben lévd, szemlencse-specifikus antigénnel szembeni
autoantitestet reagaltatunk membranszirdre blotting eljaras szerint felvitt szemlen-

cse-specifikus antigénnel,

61.088/SM



s s So0vw o
. e * ooenw

.
.
.
- »

bl . e o0

L
]
e

19 -

(b) human immunglobulinnal szembeni, konjugalt szekunder antitestet adunk
hozza, és

(c) meghatarozzuk az autoantitesthez kotott konjugalt szekunder antitest
mennyisegeét.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az immunoassay a
kovetkezd |épésekbdi all:

(a) human testnedvben lévd, szemlencse-specifikus antigénnel szembeni
autoantitestet reagaltatunk hordozoérészecskéken rogzitett szemlencse-specifikus
antigénnel, és

(b) meghatarozzuk a szemlencse-specifikus antigén és az autoantitest kozotti
reakcio altal okozott agglutinaciot.

6. Reagenskészlet szlirkehdlyog kifejlédéséhez vezetd nagy rizikofaktor kimu-
tatasara, amely reagenskészlet szemlencse-specifikus antigént tartaimaz.

7. A 6. igénypont szerinti reagenskészlet, azzal jellemezve, hogy

(a) szemlencse-specifikus antigent,

(b) human immunglobulinnal szembeni konjugalt szekunder antitestet, és

(c) a konjugalt szekunder antitest mennyiségi meghatarozasara szinképzd
szert tartalmaz.

8. A 7. igénypont szerinti reagenskészlet, azzal jellemezve, hogy a szemlen-
cse-specifikus antigént szilard fazison rogzitve tartaimazza.

9. A 7. igénypont szerinti reagenskészlet, azzal jellemezve, hogy a szemlen-
cse-specifikus antigént a blotting eljaras szerint membransziirdre felvive tartalmazza.

10. A 7. igénypont szerinti reagenskészlet, azzal jellemezve, hogy a szemlen-

cse-specifikus antigént hordozorészecskékhez kotve tartalmazza.
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11. Eljaras kataraktas betegek és olyan egyének kimutatasara, akiknél kifej-
|6dhet katarakta, azzal jellemezve, hogy szemlencse-specifikus antigénnel szembeni

autoantitestet hatarozunk meg a vizsgalando egyén testnedvében immunoassay-vel,

szemlencse-specifikus antigén alkalmazasaval.

A meghatalmazott
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