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GLUTATION-S-TRANSZFERAZ EGY VAGY TOBB IZOENZIMJENEK
KIMUTATASAN ALAPULO, SZERVI ALLAPOT ERTEKELESERE
ALKALMAS, GYORS VIZSGALATI ELJARAS

KIVONAT

A talalmany targyat egy, glutation-S-transzferaz egy vagy tobb
izoenzimjének kulonb6zd bioldgiai eredetii folyadékokban torténd kimutata-
san alapulo, a vizsgalt személy szervi allapotanak gyors értékelésére alkal-
mas eljaras képezi. A szerv allapota lehet pl. egy immunolégiai vagy toxi-
kolégiai behatast kdvetod szervkarosodas. Az eljaras megvalositasa soran az
izoenzimre specifikus, annak legalabb pikomolaris mennyiségben torténd
kimutatasara elegendé érzékenység, részecskejel6lt, GST elleni antitestet
kontaktusba hozzak egy bioldgiai eredetii mintaval, amely feltehetden tar-
talmazza az izoenzimet, majd a részecskejeldlt antitest izoenzimmel képzo-
détt komplexét befogjak egy immobilizalt befogd” antitest segitségével, ami
vizudlisa észlelhetd jelet eredményez. Az eljaras lehetévé teszi GST-
izoenzimek kimutatasat és meghatarozasat jellemzoen 30 perces nagysag-
rendbe esd idétartam alatt, az immobilizalt GST elleni antitesttel valé kez-
deti kontaktustol szamitva. Az eljaras kivitelezése egyszeru, ezért pl. bete-
gek is hasznalhatjak otthonukban arra, hogy kovessék szervezetikben a

megfelelé GST-izoenzim szintjét, maj- vagy veseatiiltetés utan.
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GLUTATION-S-TRANSZFERAZ EGY VAGY TOBB IZOENZIMJENEK
KIMUTATASAN ALAPULO, SZERVI ALLAPOT ERTEKELESERE
ALKALMAS, GYORS VIZSGALATI ELJARAS

A talalmany targyat egy, szervi allapot értékelésére alkalmazhaté gyors
vizsgalati eljaras képezi glutation-S-transzferazok (GST-k) kimutatasara
és/vagy meghatarczasara. A talalmany targyat képezi tovabba egy, GST
elleni, részecskejelolt antitestet tartalmazo reagenskészlet az eljaras meg-
valésitasara.

A talalmany szerinti megoldas 6 elonye egyszerlségében rejlik, vagyis
abban, hogy kevés tudomanyos képzettséggel, vagy azzal sem rendelkez6
személyek is alkalmazhatjak sajat egészségi allapotuk nyomon kévetésére,
ugyanakkor krizisszituaciokban is gyors és hiteles informaciét nyujt.

A GST-k csaladjanak tagjai féként az o-, B-, 6-, és n-osztalyba sorol-
hato izoformak, amelyeket kilénb6zo gének kodolnak. Ezek az enzimek egy
sor xenobiotikum (idegen eredetli biol6giai anyag) eltavolitasat végzik, f6-
ként glutationhoz konjugéalva azokat. A majban legnagyobb mennyiségben
az alfa-GST («GST) talalhaté meg, egyenletes eloszlasban. Ezzel szemben
a pi-GST (1-GST) foként az epevezetéket szegélyez6 epitelidlis sejtekben
talalhato. Hasonl6 egyedi eloszlas figyelhetd meg a vese esetében, ahol az
«GST a proximalis tubulusokban helyezkedik el, a nGST eléfordulasa pedig
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a nephron disztalis tubularis régi6jara korlatozodik. Mindebbdl az a kovet-
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keztetés adodik tehat, hogy akar a plazma, akar a vizelet GST-szintjének
mérése lehetévé teszi a vizsgalt személy maja illetve veséje allapotanak
nyomon koévetését. Valoban, szamos szerz6 alkalmazott GST-méréseket
mind maj-, mind vesekarosodasok értékelésére olyan személyekben, akiken
elézéleg szervétilltetést hajtottak végre, vagy akik maj vagy vese toxinjainak
hatéséré szervkarosodast szenvedtek [Id. pl. Trull, A K. és mtsai., Trans-
plantation, 58, 1345-1351 (1994)].

Jelenleg az ilyen jellegii méréseket leggyakrabban radioimmunolégiai
vizsgalati eljarasokkal (,radioimmunoassay”, RIA) végzik. Mostanaban
azonban szamos, mikrotiter-lemez felhasznalasan alapulé enzimes immu-
nolégiai vizsgalati eljaras (,enzyme immunoassay”, EIA) valt kereskedelmi
forgalomban hozzaférhetévé a Biotrin International Limited cégtdél (Mount
Merrion, County Dublin, irorszag), amely lehetévé teszi a- és nGST-szintek
mérését biologiai eredetii folyadékokban. Ezek az EIA-k, a kezdeti kétkedés
ellenére, egyre szélesebb kérben valnak elfogadotta a tudomanyos kozos-
ségen belll [vo. Beckett, G.J. és Hayes, J.D., Advances in Clinical
Chemistry, 30, 325, (1993)]. igy tehat sokak szamara, akik ezen a tertileten
dolgoznak, a RIA jelenti az egyetien valasztasi lehetéséget a kimutatasi
modszerek kozil. Jelen pillanatban mindkét médszernek vannak korlatai,
mivel egyarant specialis felszerelés és magasan képzett, hozzaérté sze-
mélyzet szilkséges ahhoz hogy a mérés soran jelentéssel bir6 és pontos
eredmények szilessenek. Az ilyen vizsgalati eljarasok viszonylag lassuak,
elkezdésiiktdl befejezésiikig 2 oran at vagy még tovabb tartanak. Ennek
megfelelden szikség van egy, GST-k mérésére alkalmas, gyorsabban meg-
valésithaté vizsgalati eljarasra.

A GST-izoenzimek kimutatasara szolgalo eljarasok sokszor éppen egy-
re bonyolultabbak lesznek, mint azt az idofelbontasos immunofluorimetrias
vizsgalati eljaras (,Time-Resolved ImmunoFluorometric Assay”, TR-IFMA)

alkalmazasa is alatamasztja. Tianen, P. és mtsai. [Clin. Chem., 42(2) 334
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(1996)] 6sszehasonlitottak az enzimes immunolégiai vizsgalati eljarast (EIA)
és a TR-IFMA-t az a-GST esetében. Az alkalmazott EIA a Hepkit volt (a
Biotrin International, Dublin védjegye). Az eredmények azt mutattak, hogy a
mérések kozotti pontossag jobb volt a Hepkit, mint a TR-IFMA esetében.
Ugyanakkor a TR-IFMA kivitelezése munkaigényesebbnek is bizonyult a
Hepkiténél, mivel tobb ismétiést (négyet) és tobb mosast igényelt. Vilagos
tehat, hogy a GST kimutatasa és mennyiségi jellemzése érdekében végzett
jelenlegi kutatas munkaigényesebb és bonyolultabb kimutatasi rendszerek,
mint pl. a TR-IFMA kifejlesztésére koncentrait.

Szervatiiltetésen keresztiilment, vagy maj illetve vese szamara toxikus
vegylletek hatasanak kitett, és ennek kévetkeztében szervkarosodast szen-
vedett személyek allapotat gondosan nyomon kell kévetni. Ez kulonosen
igaz szervatiiltetésen keresztiiment személyek esetében, akik immun-
szuppressziv hatéanyagokkal (kilonosen ciklosporinnal) végzett, hosszu
ideig tarto terapias kezelésben részestinek az atultetés utan. Mihelyt ezek a
személyek elhagyjak a korhazat, allapotukat folyamatosan nyomon kell ké-
vetni, ami jelenleg azt jelenti, hogy gyakran vissza kell térniik a megfeleld
kérhazi egységbe, hogy a kelld GST és egyéb vizsgalati eljarasok elvegez-
hetéek legyenek. Eszerint tehat igen kivanatos volna, ilyen személyeknek
médja volna 6nmaguk allapotanak megfigyelésére, ami csokkentené a kor-
hazi latogatasok szamat, és ami még fontosabb, idejekoran jelezné a beteg-
nek és az orvosnak a beavatkozas sziikségességét, ha a GST-szint norma-
lisnal magasabb lenne.

Egy olyan eljaras tehat, amely lehetdvé tenne egy gyorsabb és egysze-
riibb megvalositasi format a GST meghatarozasara plazmaban, vizeletben
vagy mas biologiai eredeti folyadékban, mint pl. az epe, kuléndsen elonyds
lenne. mivel lehetévé tenné az orvosnak, hogy akar a sérilt beteg majanak,
akar veséjének allapotat nyomon kovesse anélkill, hogy idérablé és draga

korhazi teszteket kéne igénybe vennie.
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Egy masik tertilet, ahol erre a gyorsan megvaldsithato vizsgalati elja-
rasra szilkség van, a szervek beultetés elétti vizsgalata illetve az ex vivo ki-
sérletezés. Jelenleg nincs altalanosan elfogadott eljaras egy donorszerv ér-
tékelésére a befogadéba valo atiiltetés elott. Kovetkezéleg lehetetlen ponto-
san elére megmondani az atlltetési matét végs6 kimenetelét a donorszerv
kezdeti minéségének elbiralasa alapjan. Barmilyen eljaras, amely hozzaja-
rulna a donorszerv atiiltetés elétti értékeléséhez, nagymeértékben segitené a
mitét végsd kimenetelének becslését, és lehetévé tenné az orvos szamara,
hogy korabban beavatkozzon egy atultetés utani segité terapiaval a beulte-
tett szovet rossz mindség kévetkeztében bekdvetkezo vesztesége vagy a
kilbkddés megel6zése érdekében.

A normalis szervfenntarté miiveletek részeként a donorszervet specialis
reagensekkel hozzak egyensulyba vagy aramoltatjak at (pl. Wisconsin
Egyetem pufferrel) a szervdonorbdl végzett eltavolitas utan. Ez és mas ha-
sonlo reagensek segitenek fenntartani a szerv épségét alacsony hémérsék-
leteken (4-10°C) ex vivo miel6tt a befogadéba beliltetik azokat, és ezeket
hasznaljak arra is, hogy a tarolt szervet testhdmérsékletre (37°C) hozzak
egyenstlyba mieldtt sebészetileg beiiltetnék a befogaddba. igy az ex vivo
szovetseériilés, amit a fenti faktorok barmelyike okozhat, nyomon kovethet6 a
szerv enzimvesztése réven.

Gyors vizsgalati eljarasok ismeretesek. Az EP 0291 194 B1-es szamu
eurépai szabadalom pl. feltar (és ra oltalmat is igényel) egy analitikai teszt-
készilléket és egy, a készulék alkalmazasaval elvégezhet6é analitikai elja-
rast, amelyek megfelelnek otthoni, klinikai illetve orvosi sebészeti alkalma-
zasra, és amely a leiras szerint gyors analitikai eredményt ad, mikézben a
felhasznalotol csupan minimalis hozzaértést és részvételt kovetel. A GST-rol
azonban nem torténik emlités. A markerként alkalmazhato hormonok szintje
egy terhes nében, mint pl. az emberi magzatburok gonadotropin (HCG) al-

talaban nagyobb koncentraciéban van jelen, és igy konnyebben kimutathato,
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mint a GST-k szintje olyan tipusu betegekben, amelyekrdl az eddigiekben
beszéltink, és amelyek szamara a megemelkedett GST-szint kritikus, sét
életveszélyes klinikai esemeények elérejelzéje lehet.

A GST izoformai kdzotti killonbségtétel enzimaktivitas mérése alapjan
nehéz, mint az jol dokumentalt [Beckett, G.J. és Hayes, J.D., (1993) Id. fent].
Amint azt fent jeleztilk, mas kutatok RIA-t [Clinica Chimica Acta 184, 269
(1989)] illetve TR-IFMA-t [Tianen, P., és Karhi, K.K., Clin. Chem., 40(2), 184
(1994)] alkalmaztak GST-k kimutatasara. Ezen modszerek mindegyikével
biomolekulak igen érzékenyen kimutathatok. Azonban mindegyik moédszer
specialis felszerelést és képzett kezeloszemélyzetet kivan. A TR-IFMA-hoz
pl. egy specidlis idéfelbontasos fluoriméter kell.

Nyilvanvaloé tehat, hogy sziikség van egy olyan eljarasra, amely nem
szakértok szamara vagy krizisszituacioban is megfeleld, gyors és kénnyen
hasznalhaté. Krizisszituaciora példaként atiiltetés utani méaj- vagy vesekaro-
sodas, illetve paracetamol tuladagolasnak k6szénheto potencialis majrend-
ellenesség szolgal.

A talalmany targyat képezi tehat egy, a glutation-S-transzferaz (GST)
egy vagy tobb izoenzimjének kuldnféle biologiai folyadékokban végzett ki-
mutatasan alapuld eljaras szervi allapot gyors értékelésére személyben az-
zal jellemezve, hogy egy, részecskével jelolt. az emlitett izoenzimre specifi-
kus GST elleni antitestet - amely eléggé érzékeny ahhoz, hogy az emlitett
izoenzimet legalabb pikomolaris mennyiségben kimutassa - kontaktusba ho-
zunk az izoenzimet feltételezhetéen tartalmazo, biolégiai eredetii folyadék-
kal, majd egy immobilizalt ,befogo” antitesthez kotjuk a részecskejelolt anti-
test-izoenzim komplexet, ily modon lathaté jelet hozunk létre.

A ,gyors” a leirasban hasznalt értelemben azt jelenti, hogy a GST-
izoenzim kimutatasa vagy meghatarozasa a részecskejelSlt anti-GST-vel
jellemzéen elvégezheto egy 30 perces nagysagrendi id6tartam alatt a kez-

deti kontaktustol kezdve.
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A leirasban hasznalt értelemben szervi allapotnak nevezzik az immu-
nolégiai vagy toxikologiai sérilést kovetd szervkarosodast is.

Szakember szamara nyilvanvalo, hogy a talalmany szerinti megoldas fo
elénye egyszeriségében rejlik, vagyis abban, hogy kevés tudomanyos kép-
zettséggel, vagy azzal sem rendelkezd személyek is alkalmazhatjak sajat
egészségi allapotuk nyomon kdvetésére, illetve abban, hogy a fent leirt tipu-
su krizisszituaciokban gyors informaciét nyuijt.

Nyilvanval6, hogy sem komplikalt felszerelés, sem bonyolult laboratori-
umi miveletek nem szilkségesek a vizsgalati eljaras elvégzéséhez, az
eredmények értékeléséhez és interpretalasahoz. Az elvégzésnek és érté-
kelésnek ez az egyszeriisége szignifikans kulénbséget jelent a GST kimu-
tatasara szolgalo jelenlegi eljarasokhoz képest.

A GST elénydsen maj vagy vese eredetii aGST, nGST vagy uGST.

Legelénydsebben a GST maj vagy vese eredet(i aGST vagy nGST.

GST kimutatasara szolgalé barmely gyors vizsgalati eljaras esetében
kilénésen szikség van egy, GST-vel szemben kelld affinitasua antitestre.

Az «GST esetében egy olyan affinitasu poliklonalis antitestet termel-
tettiink, amely az aGST-t 6,5 ng/iml-es koncentracioban mutatta ki, amint azt
az alabbiakban leirjuk. Ez az antitest nagymeértékben hozzéjarul az eljaras
érzékenységéhez.

A talalmany szerinti megoldas megvalésitasa soran altalaban elény6-
sen olyan antitestet alkalmazunk, amely 5 ng/ml-es koncentraciéban mutatja
ki a GST izoenzimeket. Az antitest monoklonalis €s poliklonalis is lehet.

A szilard fazishoz kotstt GST elleni antitest elénydsen poliklonalis an-
titest, még elénydsebben poliklonalis 1gG. Egyes esetekben azonban, mint
pl. a 1GST esetében a szilard fazisu antitest elényodsen monoklonalis.

A GST elleni antitestet elénydsen ismert tipusu nitrocelluloz membran-
hoz kétjik, mint pl. amit a "Schleicher and Schuell GmbH"-tol (Németorszag)
szerezhetiink be. Az ilyen membranok természetiiknél fogva kotik a fehérjé-
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ket, kéztilk az immunglobulinokat. Szakember szamara nyilvanvalé azon-
ban, hogy szamos ismert szilard hordoz6 természetszeriileg alkalmazhat6 a
befogd antitest hordozéjaként. Ezeket a hordozékat a leirasban altalaban
szilard fazisnak nevezzuk.

Elényosen a nitrocelluléz membran porusmérete 5-10 um koz6tt van.

A nitrocelluléz membranon a nem specifikus kotddést szabadon va-
laszthatéan blokkolhatjuk a vizsgalati eljaras megvalositasi formajatol fug-
géen, amint azt az alabbiakban leirjuk. Elénydsen, a nem specifikus helyek
blokkolasat elvégezhetjik fehérjével, pl. marha szérum albuminnal vagy
tejfehérjével végzett, vagy valamilyen polimerrel, pl. polivinil-pirrolidonnal
végzett kezeléssel, magatol értetddd modon.

A szilard hordozé felépitése tébbféle lehet, pl. lehet olyan tipusu, mint
amelyet a fent emlitett EP 0 291 194 B1-es szamu eurépai szabadalom tar
fel, feltéve, hogy a GST elleni antitest rendelkezik a szlikséges specifitassal.

A GST elleni antitest specifitasan a leiras szerinti értelemben az anti-
test adott GST-hez torténd kotédésének affinitasat értjik. Ezt az affinitast a
vizsgalt anyag kimutathaté koncentracidjaban fejezzik ki elméletibb meny-
nyiségek helyett, mint pl. a specifikus affinitas (Ka) egy adott koncentracio-
nal.

A szilard fazist elhelyezhetjik egy mianyag tokban és egyik, vagy
mindkét végén ellathatjuk ,kandccal’, hogy elésegitsik az immunologiai
vizsgalati eljaras komponenseinek kromatografias mozgasat.

A talalmany szerinti eljarasban alkalmazott bioldgiai eredetti folyadék
lehet epe, plazma, szérum vagy vizelet, elény6sen plazma, szérum vagy Vvi-
zelet.

A biologiai eredetl folyadék lehet higitott vagy higitatlan(tiszta).

A biologiai eredetii folyadék lehet szerven ataramoltatott folyadék is, és
igy a talalmany szerinti eljaras alkalmas szerv ertékelésére belltetés elbtt,

vagy ex vivo vizsgalatok soran.
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Mint azt fent allitottuk, nem létezik altalanosan elfogadott eljaras donor
szervek értékelésére. Kimutattuk, hogy a gyors GST-kimutatas szerven at-
aramoltatott folyadékokban a taldlmany szerinti eljaras segitségével lehet-
séges, és ez mintegy az ex vivo szervi allapot markerének tekinthetd. A ki-
mutatas gyorsasaga lényeges ebben az esetben, mivel a donor szerv egy-
iranya és alland6 ex vivo hipoxiét szenved, amely végll irreverzibilis karo-
sodashoz vezet, azaz beiiltetésre alkalmatlanna teszi a szervet. Ezért bar-
mely, szervek allapotanak értékeleését lehetévé tevo teszt igen hasznos az
orvos szamara.

A bioldgiai eredetii folyadékot kontaktusba hozzuk a részecskejeldlt
GST elleni antitesttel olymédon, hogy a kimutatandé GST izoenzim kosson
a részecskejeldlt GST elleni antitesthez mielétt azt a szilardfazisu immo-
bilizalt antitesttel kontaktusba hoznank. Jel6loként alkalmazhato részecskék
lehetnek pl. kolloid részecskék, latex részecskék vagy fémszolok részecskéi.
Fémszolok részecskéi elénydosen 15-40 nm-es tartomanyba es6 atmeér6j
aranyrészecskék lehetnek. llyen aranyrészecskék kereskedelmi forgalom-
ban kaphatok, pl. a Janssen Life Sciences Products cég forgalmazza Oket.

A részecskejeldlt GST elleni antitestet elhelyezhetjik ugy is, hogy
szomszédos legyen barmely késziilék azon végével, amelyre a mintat fel-
vissziik, hogy a talalmany szerinti eljaras megvaldsitasa soran kontaktusba
keriiljén a biolégiai eredetii folyadékkal.

A részecskejelolt GST elleni antitest alkalmazasa azt jelenti, hogy nincs
szilkség amplifikaciés lépésre. igy tehat a GST-izoenzimek részecskejeldlit
GST elleni antitesttel végzett kimutatdsa soran a kimutatas egyszeriien a
kézvetlen antitest-antigén kélcsénhatason alapulhat, amennyiben részecs-
kejellt antitesteket alkalmazunk az antigén kimutatasa vagy a kdlcsénhatas
vizualizalasa soran az ezzel jaré elényokkel a fent leirt szituaciokban.

Mindez igen meglepd, mivel a technika allasa alapjan nyilvanvalo, hogy

a tudomanyos tarsadalomban némi kétkedés él még az EIA-k GST kimuta-
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tasara tortént alkalmazasanak tekintetében is, még akkor is, ha amplifikalé
rendszert alkalmazunk, amely néveli a kimutatas érzékenységet.

A szilard fazis barmely végének ,kanoccal” torténd ellatasa a fent leir-
tak szerint kiilonésen elénydés amennyiben egy GST elleni, részecskejelolt
lgG-t alkalmazunk, mivel elésegiti a jelolt IgG kromatografias mozgasat.
Nitrocellul6z membran esetében pl., ha kandccal latjuk el a membran min-
tafelviteli végét és a masik végét is, ezzel elésegitjilk az arannyal jeldlt, el6-
z6leg a membranra permetezett 19G kromatografias mozgasat. Tovabba
tisztitott GST-t helyezhetiink el az immobilizalt GST elleni IgG felett a
membranon, ami belsé miiveleti kontrollként miikédik a GST elleni, arannyal
jeldlt IgG konjugald funkcidjat ellenérzendbé.

A talalmany ezen megvaldsitasi médja szerint a biologiai eredetll min-
taban jelenlevd folyadék felszuszpendalja a GST elleni, arannyal jel6lt 19G-t,
és barmely jelenlevd GST-izoenzim az arannyal jelolt IgG-hez két. Ez a
komplex migral azutan felfelé vagy a membran mentén a fels6 kanéc vonzd
hatasanak eredményeképpen. Amennyiben elegendé GST izoenzim van je-
len, a GST-IgG (a GST elleni, arannyal jeldlt IgG) komplex immobilizalédik
immobilizalodik a membranra ott, ahol a kotott GST elleni IgG jelen van. Ez
pozitiv jelet eredményez, jelezve, hogy a mintaban GST van jelen. A feles-
legben levd GST elleni, arannyal jel6lt IgG konjugatum a muveleti kontroll-
ként alkalmazott GST-vel két a membranon.

Nyilvanvalé az is, hogy amikor a részecskejelolt antitestet alkalmazzuk
antigén kotésére biologiai mintaban, a kotott GST meghatarozasat egyetien
lépésben is elvégezhetjiik olyan eljarassal, amelyet ,on pot’ vizsgalati elja-
rasként irhatunk le.

A talalmany targyat képezi egy reagenskészlet GST kimutatasara szol-
galé fent meghatarozott eljaras kivitelezésére, amely tartalmaz egy, GST-

izoenzimre specifikus, GST elleni antitestet a leirdsban ismertetettek szerint.
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A leirasban ismertetett vizsgalati eljards megvalésitasi formaja kulon-
bézik a fenti EIA és RIA tipust immunolégiai vizsgalati eljarasoktol két fo
szempontbol. Elészor, az antigénkimutatas sorrendje kilénbézik amennyi-
ben a talalmany szerinti eljards megvalésitasa soran az antigén el6szor a
~ részecskejelolt antitesthez (,particle labelled antibody”, PLA) kot, majd ez az
antigén-PLA komplexet fogja be az immobilizalt befogé antitest, ami pozitiv
jelet eredményez. igy tehat nem sziikséges semmilyen k6zbensd Iépés, mint
pl. membranmosas a nem kotott anyag (pl. a vizelet, a vér vagy a szerven
ataramoltatott folyadék mas komponensei) eltavolitasa érdekében, vagy pl.
barmilyen amplifikalé reagens hozzaadasa a kotott antigén-PLA komplex
kimutatasa érdekében. A komplex valéjaban ,6ndetektalo”.

Ez az elrendezés élesen elkilénil a GST immunolégiai kimutatasara
szolgalo jelenleg hasznalatos eljarasoktol (EIA, RIA), amelyek esetében az
antigén el6szér egy immobilizalt, ,befogott” antitesttel keril kapcsolatba
majd szamos, alapos, a nem kotétt illetve zavaré komponensek eltavolitasa-
ra szolgalé mosasi muvelet utan kell hozzaadni az antitest konjugatumot
(antitest-enzim vagy radioaktivan jelolt antitest) az antigén-antitest komplex-
hez a kotott antigén kimutatasa végett. Abban az esetben, amikor antitest-
enzim konjugatumokat alkalmazunk, minden esetben egy ujabb reagens, a
szubsztrat is szilkséges, ami szines termékké alakulva jelzi a kétott enzim
jelenlétét.

Mind az enzimes, mind a radioimmunolégiai vizsgalati eljarasi modsze-
rek draga és bonyolult felszerelést kovetelnek, hogy lehetévé tegyék a ku-
tatd vagy a laboratériumi technikusok szamara a kisérleti adatok értelmezé-
sét. Amikor talalmany szerinti, gyors megvalodsitasi formaju vizsgalati elja-
rast alkalmazunk a GST immunologiai detektalasara, és az eredmenyt egy-
szeriien egy szin (csik) jelenléte vagy hianya jelzi, ez azok szamara is kény-

nyen interpretalhatd, akik nem szakértok.
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Az ismert vizsgalati eljarasi rendszerek és a talaimany szerinti eljaras
kozotti kilonbségek masik f6 teriiletét mar fent emlitettiik, ennek pedig koz-
ponti jellemvonasa az, hogy a talalmany szerinti vizsgélati eljaras megvalo-
sitasi formajaban nem szikséges a jelet amplifikalni a GST immunologiai
kimutatasa végett. Valdjaban, a talalmany szerinti megoldasban a GST
gyors kimutatasahoz sziikséges érzékenységét maga a vizsgalati eljaras
megvalositasi formaja biztositja. A részecskejelélt antitesten és a befogo
antitesten kivil nem szilkséges mas, kialsé amplifikalé reagens. A GST im-
munolégiai kimutatasara szolgalé mas eljarasok mindegyikének esetében
szilkség van valamilyen jelfelerdsitd modszerre, mint pl. egy szines termék
enzimatikus eldallitasa (EIA), fluoreszcencias jelerosités Eu®'-jel6lt antites-
tek alkalmazasaval (TR-IFMA), vagy atommag részecskeemisszidjaval kap-
csolatos jelamplifikalas (azaz radioaktiv detektalas, RIA).

Az alabbiakban megadjuk a rajzok révid leirasat:

Az 1. abra egy, a taldlmany szerinti, gyors megvalositasi formaju vizs-
galati eljaras bemutatasa, amelyet az jellemez, hogy arannyal jel6lt a-GST
elleni 1gG-t és membranhoz kotétt a-GST elleni IgG-t alkalmazunk a 2. és a
3. példaban leirt modon.

A 2. abra egy, a taldlmany szerinti, gyors megvalositasi formaju vizs-
galati eljaras bemutatasa, amelyet az jellemez, hogy arannyal jel6it a-GST
elleni 1gG-t és membranhoz kététt o-GST elleni IgG-t alkalmazunk a 4. pél-
daban leirt modon.

Az alabbiakban a talalmany szerinti megoldast példak segitségével

részletesebben is ismertetjik.
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1. példa.
«GST tisztitasa és antiszérum elballitasa tisztitott aGST segitségével

aGST tisztitasa
Az emberi majat hullaboncolas Utjan nyertik. A ma&j homogenizalasat

113,2 g maj 400 ml, alabbi 6sszetétell homogenizalé pufferhez (pH 7,2)
valé hozzaadasaval végeztiik el:

10 mM natrium-foszfat

250 mM szacharé6z

1 mM EDTA.
Ezt kovette a sejtroncsolas, ami 2 percig tartott, 4 °C-on, egy Waring (a
,Waring” védjegy) turmixgépben. A kapott homogenizatumot 11500 g-vel 10
percig centrifugaltuk, majd a felultiszot eltavolitottuk és ujra lecentrifugaltuk
48000 g-vel, 45 percig. A végsé felliliszot alaposan kidializaltuk 20 mM
Tris-HCI ellenében pH 7,8-on és 4°C-on. A dializis befejeztével a
dializatumot felvittiik egy S-hexyl-GSH-Sepharose® affinitasi oszlopra. Az
«GST specifikusan kétédott erre az oszlopra, ahonnan 0,3 mM S-hexil-GSH-
val elualtuk.

Ezutan elvégeztiik az alabbi minéségellendrzést:
1. Az igy tisztitott aGST-t SDS-PAGE-val tisztanak talaltuk.
2. A tisztitott aGST reagalt az aGST elleni antiszérummal, de a =n- vagy
uGST elleni antiszérummal nem.
3 Az izoelektromos fokuszalas két csikot mutatott 8,5-6s és 7,8-as pl-knél
(izoelektromos pontoknal). A tisztitott By (aGST) egy csikot mutatott pl 8,5-
nél. Ennek megfelelen feltételezikk, hogy a p! 7,8-as csik az aGST-t
dimerként tartalmazo B; lehet.

Emberi «GST elleni antiszérum eléallitasa

Emberi oGST elleni antiszérum eléallitasat az alabbiakban leirtak sze-
rint végeztiik el, a megadott eldirat alapjan, a feltintetett id6tartam alatt,

nyulakban (belsé azonositd: syncor G és H )
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1. nap: |
Egy nyul filébdl 5 ml preszérumot vesziink probavéreztetésként, majd

dsszekeveriink 0,5 ml emberi aGST antigént (100 pg) azonos térfogatu
Freund teljes adjuvanssal. Az antigent és az adjuvanst homogenizaljuk amig
j6 emulziét nem kapunk. Ezt a keveréket injektaljuk be azutan az elézéleg
megvagott nyul hatanak tobb pontjan, szubkutan. B
28. nap:

Egy nyul fulébdl 5 ml preszérumot vesziink probavéreztetésként, majd
osszekeveriink 0,5 ml emberi aGST antigént azonos térfogatu Freund teljes
adjuvanssal. Az antigént és az adjuvanst homogenizaljuk amig j6 emulziét
nem kapunk. Ezt a keveréket injektaljuk be azutan a nyal hatanak tobb
pontjan, szubkutan.

42. nap:

Probavéreztetésként 10 ml vért vesziink a nyul fulébol.
56. nap:

Egy masodik megerosité immunizalast végzink a nyalon a 28. napival
azonos modon.
70. nap:

Probavéreztetésként 10 ml vért veszink a nyul fllébél. Amennyiben a
titer elegendden magas, a nyulat feladldozzuk, és annyi vért veszunk, ameny-
nyit csak lehetséges.

Antitest tisztitas:

10 ml antiszérumot (nyul) felviszink egy 10 ml térfogatd Protein-A-
Sepharose oszlopra, amelyet el6zbleg sos foszfat pufferrel (,phosphate
buffer saline”, PBS) hoztuk egyensulyba. A nyul IgG (a teljes mennyiség)
kotédik a Protein A oszlophoz, és 0,1 M glicin alkalmazasaval pH 3,0-n
elualhato. A tisztasagat SDS-PAGE-vel allapitjuk meg, a miikodoképessé-

gét pedig (az anti-GST aktivitast) mikrotiter-lemez burkolassal, ,dot-blot” és
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Western-blot analizissel és direkt konjugdlassal torma peroxidazhoz
(,horseradish peroxidase”, HRP).

A mikrotiter lemez burkolasa soran az aGST elleni antitest koncentra-
ciéja 1 pg/ml volt 9,6-os pH-ju 0,1 M-os natrium-karbonat pufferben.

Az oGST elleni IgG és a HRP konjugatumanak alkalmas koncentracioja
77 ng/ml volt, egy olyan, aGST kimutatasara szolgal6 enzimes immunolégiai
vizsgalati eljarasban alkalmazva, ahol az aGST kimutatasi tartomanya 0-50
ng/ml volt. Ez az eredmény jelzi az antitest nagy érzékenységét, mivel nor-
maélisan az ilyen immunoldgiai vizsgalati eljarasokban (pl. azon EIA esetén,
amelyet a Biotrin International Limited, Mount Merrion, County Dublin, iror-
szag, a ,Mukit" markanéven hoz forgalomba, illetve mas cégek EIA-
reagenskészletei esetében is) az egyéb IgG-HRP-konjugatumok sziikséges
koncentracioja nagyobb mint 700-7000 ng/ml.

2. példa
Részecske-alapu vizsgalati eljaras aGST kimutatasara

1. Az oGST elleni 1gG-t (0,5 mg/ml PBS-ben) vonalban nitrocelluléz
membranbél kivagott szalagokra (3*8 cm) permeteztiink. A membrankeészi-
tés soran nem alkalmaztunk blokkol6 lépést. Egy ilyen |épés azonban hoz-
zajarulhat a szalagok stabilitasahoz és redukalhatja a nem specifikus k6to-
dést.

2. Az oGST elleni antitesteket (15 és 40 nm atméréjl) aranyrészecskeék-
kel valo jelolését egy szerzodéses eldallito végezte el, akinek részére mi
biztositottuk az antitestet. A jelolt antitesteket 0,1%-0s (vegyesszazalék) nat-
rium-azidos oldatban, 7,2-es pH-ju 2 mM natrium-tetraborat pufferben tarol-
tuk.

A vizsqgalati eljaras végrehajtasa

1. Az oGST-tartalmi mintakat 6sszekevertiik adott térfogatu GST elleni,
arannyal jel6lt IgG-vel a kovetkez6 oldoszer alkalmazasaval:

1% marha szérum albumin

~

R



ooooooooo

.15 -

1% TWEEN-20
PBS-ben, pH 7,2-n,
majd az alabbiakban leirtak szerint megvizsgaltuk.

2 Az elézetesen aGST elleni igG-vel burkolt (1-3 mm széles) nitrocellul6z

membrant a keverékbe meritettiik és 3-5 percig ott hagytuk.

A vizsgalat

A gyors vizsgalati eljarast a kdvetkezé mintakon végeztik el (a mintak

sorszamai 1-5-ig terjednek):

1. minta

2. minta

3. minta
4. minta
5. minta
Eredmények

1. minta

2.a-2.c.

minta

3. minta

4. minta

aGST 25 pg/mi-es (25 mg/l) koncentracioban.

Harom ismert aGST koncentraciéju, higitott vizeletminta,
rendre: a) 6,01, b) 18,34, c) 1,03 ng/ml az 1/5 aranyu higitas
elott.

A higitdszer magaban.

nGST.

«GST 50 ng/mi-es koncentraciéban (50 ug/l).

A 25 pg/ml-es minta esetében olyan jelet kaptunk, amely azt
mutatja, hogy még a normalis vizeletbeli aGST-szintnél 1000*
magasabb szintnél sem figyelhetd meg a "hook effektus” (ha-
mis pozitiv jel).

A mindharom, 1/5 aranyban higitépufferrel meghigitott vize-
letmintaban jelenlévé aGST-t kimutattuk, és a jelintenzitas az
eredeti aGST-koncentracionak megfeleld arannyal azonos
aranyu volt, harom, egymastél fuggetlen személy megfigyelé-
se szerint.

Amikor csupan a higitoszert vizsgaltuk a gyors megvalositasi
formaju vizsgalati eljarassal, nem figyeltink meg jelet.

Nem figyeltink meg jelet.
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5. minta Az oldat egy tiszta, kimutathat6 jelet adott a vizsgalati eljaras
végrehajtasa utan.

3. példa
Részecske-alapu vizsgalati eljaras aGST kimutatasara

1. Az oGST elleni IgG-t (egér eredetii, monoklonalis antitest, 1 mg/ml
PBS-ben) nitrocelluléz membranbdl  kivagott szalagokon (0,5*4 cm)
immobilizaltuk.

2. A szalagokat blokkoltuk a kovetkezképpen: 30 percig szobahémér-
sékleten 2%-os (vegyesszazalék) sovany tej és 2%-os (vegyesszazalék)
polivinil-pirrolidon 0,5% (vegyesszazalék) Tween-20-at tartalmazé sos tris
pufferrel késztilt oldataban pH 7,4-en inkubaltuk.

3. A szalagokat desztillalt vizzel oblitettik és 1 6ran keresztlil szobahd-
mérsékleten szaritottuk.

4 Az oGST elleni antitesteket (40 nm atméréjl) aranyrészecskékkel valo
jelolését egy szerzodéses eldallito végezte el, akinek részére mi biztositot-
tuk az antitestet. A jelolt antitesteket 0,1%-os (vegyesszazalék) natrium-
azidos oldatban, 7,2-es pH-ju 2 mM natrium-tetraborat pufferben taroltuk.

A vizsgalati eljaras végrehajtasa

1. Az aGST-tartalmu mintakat dsszekevertuk adott térfogatu GST elleni,

arannyal jelolt IgG-vel, 0,5% (vegyesszazalék) Tween-20-at tartalmazé, 7,4-
es pH-ju sos tris pufferben.

2 Az elézetesen oGST elleni IgG-vel burkolt nitrocellulozmembran-
szalagot a keverékbe meritettiik és 5 percig ott hagytuk.

A vizsqgalt mintak

A gyors vizsgélati eljarast a kvetkez6 mintakon végeztik el:
1. minta aGST 250 ng/ml-es koncentracidban.

2. minta A higité puffer magaban.
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Eredmények .
1. minta Az oldat egy tiszta, kimutathaté jelet adott a vizsgalati eljaras

végrehajtasa utan.
2. minta Amikor csupan a higitoszert vizsgaltuk a gyors megvalositasi
formaja vizsgalati eljarassal, nem figyeltiink meg jelet.

Az eljaras elve és az eredmeények értékelése a 2. és a 3. példak esetében

Az arannyal jelélt aGST elleni 19G felfelé vandorol a membranban. Ha
a keverékben aGST van jelen, a GST elleni, arannyal jelolt IgG aGST-vel
képzett komlexe hozzakot az immobilizalt aGST elleni 1gG-hez a membra-
non rézsaszin-piros csikot (csapadék) adva. Amennyiben nincs jelen aGST
a keverékben, a GST elleni, arannyal jel6lt IgG kromatografiasan egészen a
membran tetejéig vandorol és nem ad megfigyelhetd csikot (csapadékot).

Az eljarast bemutatjuk az 1. abrara hivatkozva is. Az 1. abran egy alta-
lanos formaban abrazolt, 10-zel jelolt, nitrocellulézmembran-szalag lathato,
amint éppen egy, 11-gyel jeldlt edényben levé bioldgiai eredetti folyadékba -
meriil, amely folyadék tartalmazza a GST elleni, arannyal jel6lt IgG-t. Az
immobilizalt «GST elleni IgG 1-3 mm-es csikja a 12-es szamnal szaggatott
vonallal van jelélve. A minta aramlasanak iranyat a 10-es nitrocellul6z
membranon nyillal jeldltuk. A GST elleni, arannyal jelolt 1IgG megkéti az
«GST-t, amennyiben az jelen van, felfelé vandorol a membranon és "befog-
ja" az immobilizalt - 12-essel jelolt - IgG. A 10-zel jeldlt nitrocelluloz memb-
rant 3-5 percig hagyjuk érintkezni a mintaval, majd eltavolitjuk, amint azt az
A és B szalagok vazlatos rajza jelzi. Amennyiben aGST jelen van, (pozitiv
eredmény) egy rozsaszin-piros csik (csapadékcsik) figyelhetd meg, az A
szalagon bemutatott médon. Amennyiben nincs jelen aGST, (negativ ered-
mény) nem keletkezik a 12-zel jelolt rozsaszin-piros csik a B szalagon be-
mutatott modon. Az 1. abran bemutatott elrendezés csupan szemlélteto jel-
legii, és egy kereskedelmi forgalomba hozhaté megvaloésitasi mad esetén a

GST elleni, arannyal jelélt IgG-t ltalaban (mint mozg6 fazist) a nitrocelluléz
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membran 13-assal jelolt mintafelviteli vége kdzelében lenne célszeri elhe-
lyezni.

A talalmany szerinti gyors megvalositasi formaju vizsgalati eljaras sa-
jatos elényei nyilvanvaloak, ugyanis csupan egyetlen 1épésbdél all a vizsgalat
végrehajtasa. Emellett nyilvanvalé az is, hogy a taldlmany szerinti gyors
megvalositasi formajua vizsgalati eljaras jelentés mértékben jobb, mint
egyéb, hagyomanyos mikrotiter-lemezen alapuld immunologiai vizsgalati
eljarasok.

4. példa
Részecske-alapu vizsqalati eljaras oGST kimutatasara

1. Az oGST elleni IgG-t (egér eredetli, monoklondlis antitest; 1 mg/ml
PBS-ben) nitrocelluléz membranbol  kivagott szalagokon (0,5*4 cm)
immobilizaltuk a szalag tetejétdl kb. 1 cm-re.

2. A szalagokat blokkoltuk a kdvetkez6képpen: 30 percig szobahémér-
sékleten 2%-os (vegyesszazalék) sovany tej és 2%-0s (vegyesszazalék)
polivinil-pirrolidon 0,5% (vegyesszazalék) Tween-20-at tartalmazé soés tris
pufferrel késziilt oldataban pH 7,4-en inkubaltuk.

3. A szalagokat desztillalt vizzel 6blitettik és 1 oran keresztill szobahé-
mérsékleten szaritottuk.

4. Az oGST elleni antitesteket (40 nm atmérgji) aranyrészecskékkel valo
jelolesét egy szerzddéses elballito végezte el, akinek részére mi biztositot-
tuk az antitestet. A jelolt antitesteket 0,1%-os (vegyesszazalék) natrium-
azidos oldatban, 7,2-es pH-ja 2 mM natrium-tetraborat pufferben taroltuk.

5. «GST elleni, arannyal jelélt antitesteket vittink fel a nitrocelluléz
membranra kb. a szalag tetejétél 3 cm-re. Az arannyal jelolt antitestek felvi-
tele elétt egy alsé réteg 30%-os(vegyesszazalék)szacharézoldatot vittunk fel

a szalag ugyanezen teriiletére, desztillalt vizben.
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A vizsqalati eljaras végrehajtasa

1. Az oGST-tartalmi mintakat felvittik a nitrocellulézmembran-

szalagokra.
A vizsgalt mintak
A gyors vizsgalati eljarast a kdvetkezé mintakon végeztuk el:

1. minta aGST 250 ng/ml-es koncentracioban, higité pufferként 0,5%
(vegyesszazalék) Tween-20-at tartalmazo sos tris pufferrel
készult, pH 7,4-es oldatban

2. minta aGST 25 ng/ml-es koncentracioban, higité pufferként 0,5%
(vegyesszazalék) Tween-20-at tartalmazd sos tris pufferrel
késziilt, pH 7,4- es oldatban.

3. minta A higité puffer magaban.

4. minta Két ismert aGST koncentraciéju, higitott szerven ataramolta-
tott folyadékminta, rendre: a) 6716, b) 29295 ng/ml, az 1/20
aranyu higitas elétt.

5. minta Harom ismert oGST koncentraciéju, higitott szérumminta,
rendre: a) 26,62, b) 119,34, c) 251,86 ng/ml az 1/20 aranyu
higitas elétt.

6. minta Harom ismert oGST koncentraciéju, higitott epeminta, rendre:
a) 7,26, b) 31,93 c) 68,12 ng/ml az 1/20 aranyu higitas el6tt.

7. minta Ismert aGST koncentracioju, higitott vizeletminta: 88,07 ng/ml
az 1/20 aranyda higitas elétt.

Eredmények

1. minta Egy tisztan észlelhet6 jelet kaptunk a vizsgalati eljaras végre-
hajtasa utan.

2. minta Egy tisztan észlelheto jelet kaptunk a vizsgalati eljaras végre-

hajtasa utan.
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3. minta Amikor csupan a higitoszert vizsgaltuk a gyors megvalodsitasi
formaju vizsgalati eljarassal, nem figyeltiink meg jelet.

4. minta Mindkét, szerven ataramoltatott folyadékmintaban kimutattuk
az aGST jelenlétét.

5. minta Nem kaptunk jelet, amikor a 26,62 ng/ml koncentracioju
oGST-t (az 1/20 aranyu higitas elott) tartalmazé mintat vizs-
galtuk, jelezve, hogy a vizsgalati eljaras nem mutatja ki a
normalis szérumszintnek megfeleld oGST-szintet. A 119,34
és 251,86 ng/ml koncentraciéju (az 1/20 aranyu higitas elott)
mintakban az aGST kimutathaté volt.

6. minta Nem kaptunk jelet, amikor az (1/20 aranyu higitas elétt) 7,26
és a 31,93 ng/ml aGST-t tartalmazé epemintakat vizsgaltuk,
ami jelzi, hogy a vizsgalati eljaras nem mutatja ki az aGST
ilyen szintjeit.

7. minta A vizeletmintaban jelenlevé aGST-t kimutattuk.

Az eljaras elve és az eredmények értékelése a 4. példa esetében

Amint a vizsgalt minta vandorol a nitrocelluléz membran mentén, keve-
redik az «GST elleni, arannyal jelolt antitesttekkel a membranszalagon. Ha
a keverékben aGST van jelen, a jelolt aGST elleni antitestek megkotik az
«GST-t antigén-antitest komlexet képezve. Ez a komplex felfelé vandorol a
szalagon és hozzakét az immobilizalt aGST elleni IgG-hez a membranon ré-
zsaszin-piros csikot (csapadék) adva. Amennyiben nincs jelen aGST a ke-
verékben, a GST elleni, arannyal jel6lt antitestek egészen a membran tete-
jéig vandorolnak és nem adnak megfigyelhetd csikot (csapadékot).

Az eljarast bemutatjuk az 2. abrara hivatkozva is. Az 1. abran egy alta-
lanos formaban abrazolt, 20-szal jeldlt, nitrocellulézmembran-szalag lathato;
21-gyel jelolt végéhez kozel a 22-vel jelolt tertiletet oGST elleni, arannyal
jelolt antitestek vannak. A 20-szal jelolt szalagon, feljebb a 23-mal jeldlt te-

rileten, egy csikban, immobilizalt, «GST elleni antitestek vannak. A mintat a
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.21-gyel jeldlt végre visszik fel, az pedig a szalag mentén a 24-gyel jel6lt
vég felé vandorol. Ekézben keveredik az aGST elleni, arannyal jel6lt anti-
testekkel a 22-vel jelolt helyen, és az aGST, ha jelen van a mintaban, koto-
dik az arannyal jelolt antitestekhez antitest-antigén komplexet alakitva ki. Ez
a komplex kotédik a GST elleni 1gG-hez, ami a 23-mal jelSlt helyen van
immobilizalva, és rozsaszin-piros vonalként jelentkezik. Amennyiben nincs a
mintaban jelen aGST, nem keletkezik ez a rézsaszin-piros vonal a 23-mal
jelolt helyen.

5. példa
Részecske-alapu vizsgalati eljaras nGST kimutatasara

1. =GST elleni IgG-t (egér eredetii, monoklonalis; 0,6 mg/ml, PBS-ben)
csopogtettiink nitrocellulozmembran-szalagokra (1 pl/potty=0,6 ng). A
membrankészités soran nem alkalmaztunk blokkolé Iépést, ennek beiktata-
sa azonban eldsegitheti a szalag stabilitasat és redukalhatja a nem specifi-
kus kotbdést.

2. aGST elleni (nyul eredetii, poliklonalis) antitesteket jel6ltink (40 nm
atmeréjii) aranyrészecskékkel egy szerzédéses elballitd segitségével, aki-
nek a részére az antitesteket mi biztositottuk. A jel6lt antitesteket 0,1%-o0s
natrium-azidban 2 mM-os natrium-tetraborat higitépufferben (pH 7,2) tarol-
tuk.

A vizsgalati eljaras |épései

1. A nGST-tartalmi mintakat (egyenként 10 pl-esek, koncentracidjuk
1-500 pg/ml) Osszekevertink egy adott térfogata (50 pl) arannyal jelolt,
nGST elleni IgG-vel és az alabbi higitdszer 140 pl-ével:

1% marha szérum albumin

1% TWEEN-20 (A %-ok vegyesszazalékot jelentenek)

PBS-ben, pH 7,2

és az alabbiakban leirtak szerint megvizsgaltuk azokat.
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2 Az elézetesen nGST elleni IgG-vel (0,6 pg/potty) burkolt nitrocelluléz

membrant a keverékbe meritettiik és 3-15 percig ott hagytuk.

A vizsgalat
A gyors vizsgalati eljarast a kévetkezd mintakon hajtottuk végre.

1-4. minta tGST-t tartalmaz6 puffer;

5. minta puffer 5nmagaban, és

5-15. minta ©GST-t tartalmazé vizelet, epe és plazma, az 1. tablazat
szerint.

A 7. és 8. mintaba (vizelet) és a 12. valamint a 13. mintaba (plazma)
tisztitott tGST-t juttattunk. Az epemintak azonban sajat pGST-t tartalmaztak.

1. tablazat
minta szama kezdeti konc. végso konc. jelenlévé meny-
(ng/ml) (ng/ml) nyiség(ng)
1 500 000 25 000 5000
2 50 000 2 500 500
3 5 000 250 50
4 1 000 50 10
5 0 0 0
6 (vizelet) 30 1,5 | 03
7 (vizelet) 1 000 50 10
8 (vizelet) 5000 250 50
9 (epe) 150 7,5 1,5
10 (epe) >5 000 >250 >50
11 (epe) 3730 186.5 37.2
12 (plazma) 1 000 50 10
13 (plazma) 5 000 250 50
14 (plazma)* 1 000 250 50
15 (plazma) 120 6 1.2

*(50 pl minta + 50 ul arannyal jel6lt, xGST elleni 1gG és 100 pl higitopuffer)



Eredmények

Az eredményeket a 2. tablazatban mutatjuk be.

2. tablazat
minta szama eredmények
1. minta igen
2. minta igen
3. minta igen
4. minta igen
5. minta nem
6. minta nem
7. minta igen
8. minta igen
9. minta nem
10. minta igen
11. minta igen
12. minta igen
13. minta igen
14. minta igen
15. minta nem

A fenti eredményekbdl lathatd, hogy a nGST kimutathaté a vizelet-, az
epe- és a plazmamintakban. A vizsgalati eljaras érzékenysége ugy tinik, 50
ng koril van, de valészini, hogy az eljaras optimalasa ezt a szintet javithat-
na. Bioldgiai mintakban azonban (pl. epében és szbveten ataramoltatott ko-
zegben) megfigyelték mar a nGST ilyen szintjét.

A vizsgalati eljaras ezen megvalodsitasi forméajaban monoklonalis-
poliklonalis antitest-szendvics alkalmazasa bizonyult szikségesnek ahhoz,
hogy kimutathassuk a nGST-t. Lehetséges azonban, hogy ha elegendéen

érzékeny poliklonalis antitestet azonositanank, ez az IgG mikodoképesnek
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bizonyulna a vizsgalati eljaras megvalositasa soran (ahogy az a fentiekben
leirt, aGST kimutatasara szolgalé gyors megvalositasi formaju vizsgalati
eljaras esetében is volt). Masik lehetoségként elképzelhetd, hogy egy
monoklonalis-monoklonalis tipusu vizsgalati eljaras szintén kielégitd ered-
mény adna.

6. példa
Részecske-alapu vizsgalati eljaras nGST kimutatasara

1. a1GST elleni IgG-t (egér eredetl, monoklonalis;0,6 mg/ml, PBS-ben)
immobilizaltunk nitrocellulézmembran-szalagokra (0,5*4 cm).

2 A csikokat blokkoltuk a kovetkezéképpen: 30 percig inkubaltuk oket
szobahémeérsékleten 2%-os sovany tej és 2%-os polivinil-pirrolidon sos tris-
pufferrel késziilt oldataban, pH 7,4-en, 0,5% Tween-20 jelenlétében (a %-ok
vegyesszazalékok).

3. A szalagokat desztilldlt vizzel 6blitettik, majd 1 6ran keresztil szari-
tottuk szobahémérseékleten.

4. 7GST elleni antitesteket jelltiink (40 nm atmérdji) aranyrészecskékkel
egy szerzédéses elballitdo segitségével, akinek a részére mi biztositottuk az
antitesteket. A jelslt antitesteket 0,1%-os natrium-azidban 2 mM-os natrium-
tetraborat higitopufferben (pH 7,2) taroltuk.

A vizsqalati eljaras |épései

1. A xGST-tartalmi mintakat dsszekevertiink egy adott térfogatu arannyal
jelolt, nGST elleni 1gG-vel 7,4-es pH-ju sos tris-puffert alkalmazva
higitopufferként, amely 0,5% (vegyesszazalék) Tween-20-at tartalmazott.

2 Az elézetesen nGST elleni IgG-vel (0,6 ug/pétty) burkolt nitrocelluléz
membrant a keverékbe meritettiik és 30 percig ott hagytuk.

A vizsgalat

A gyors vizsgalati eljarast a kovetkezé mintakon hajtottuk végre.

1. minta xGST 250 ng/ml-es koncentracidban

2. minta higitopuffer 6nmagaban
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Eredmények

1. minta: egy tiszta, detektalhaté jelet kaptunk a vizsgalati eljaras végrehaj-
tasa soran.
2. minta: nem kaptunk jelet, amikor a higitopuffert énmagaban vizsgaltuk.

Az eliaras elve és az 5. és 6. példaban kapott eredmények értelmezése

Az arannyal jelélt GST elleni IgG felfelé vandorol a membranban. Ha
xGST van jelen a keverékben, az arannyal jelolt 1IgG nGST-vel képzett
komplexe az immobilizalt nGST elleni monoklonalis IgG-hez két a membra-
non, és egy rozsaszin-piros csikot (csapadékot) hoz létre. Amennyiben nincs
a mintaban =GST, az arannyal jelolt GST elleni I1gG a kromatografiasan a
membran tetejére vandorol, ekkor nem figyelhetiink meg csikot (csapadé-
kot).

Nyilvanvalé, hogy a vizsgalati eljaras ezen megvaldsitasi formaja lé-
nyeges elorelépést jelent, ha a hagyomanyos mikrotiter-lemez alapu vizs-
galati eljarasokkal hasonlitjuk 6ssze, mivel csupan egyetlen lépésbdl all a
végrehajtasa.

7. példa
Részecske-alapu vizsqgalati eljaras nGST kimutatasara

1. xGST elleni IgG-t (egér eredetil, monoklonalis;0,6 mg/mi, PBS-ben)
immobilizaltunk nitrocelluldzmembran-szalagokra (0,5*4 cm) a szalag tete-
jétél kb. 1 cm-re eso teruleten.

2 A csikokat blokkoltuk a kovetkezéképpen: 30 percig inkubaltuk Oket
szobahémeérsékleten 2%-0s sovany tej és 2%-os polivinil-pirrolidon soés tris-
pufferrel késziilt oldataban, pH 7,4-en, 0,5% Tween-20 jelenlétében (a %-ok
vegyesszazalékok).

3. A szalagokat desztillalt vizzel oblitettuk, majd 1 éran keresztul szari-
tottuk szobahémérsékleten.

4. 1GST elleni antitesteket jeléltink (40 nm atmérdji) aranyrészecskekkel

egy szerzddéses eldallité segitségével, akinek a részére az antitesteket mi
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biztositottuk. A jelolt antitesteket 0,1%-o0s natrium-azidban 2 mM-os natrium-
tetraborat higitopufferben (pH 7,2) taroltuk.

5. Az arannyal jelolt antitesteket a nitrocellul6zmembran-szalagokra vittik
fel a szalag tetejétdl kb. 3 cm-re esé teriiletre. Az arannyal jel6lt antitestek
felvitele elétt a szalagra egy also réteget vittink fel 30% desztillalt vizzel ké-
szult cukoroldatbdl.

A vizsgalati eljaras lépései

1. A GST-tartalmi mintakat felvittiik a nitrocellulbzmembran-szalagokra.

A vizsgalat

A gyors vizsgalati eljarast a kévetkezo mintakon hajtottuk végre.

1. minta xGST 250 ng/ml-es koncentracioban, 0,5% Tween-20-at
tartaimaz6, pH 7.4-es sos tris-pufferben  mint
higitépufferben.

2. minta 2GST 25 ng/ml-es koncentraciéban, 0,5% Tween-20-at tar-
talmazo, pH 7.4-es sos tris-pufferben mint higitopufferben.

3. minta higitopuffer 6nmagaban
Eredmények
1. minta: egy tiszta, detektalhato jelet kaptunk a vizsgalati eljaras vég-

rehajtasa soran, a jel intenzitdsa pedig egyenesen aranyos
volt a tGST-koncentracioval.

2. minta: nem kaptunk jelet, amikor a higitépuffert 6nmagaban vizsgal-
tuk.

Az ejaras elve és a 7. példaban kapott eredmények értelmezése

Ahogy a vizsgalt minta vandorol a nitrocellul6zmembran-szalag men-
tén. keveredik az arannyal jelélt, nGST elleni antitestekkel a szalagon.
Amennyiben =GST van jelen a mintaban, a jel6it nGST elleni antitestek hoz-
zakotédnek a nGST-hez, és igy antigén-antitest komplex keletkezik. Ez a

komplex két azutan a szalagon immobilizalt, rGST elleni IgG-hez, rézsaszin-
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piros jelet hozva létre. Amennyiben nincs jelen a mintaban nGST, a jeldlt,
nGST elleni antitestek a szalag tetejére vandorolnak és nem figyelhetunk
meg csikot. Ez az eljaras tehat megfelel annak, amelyet a 4. példaban leir-

tunk és a 2. abran mutatunk be.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras Glutation-S-transzferaz egy vagy tobb izoenzimjének kiilénb6z6
biologiai folyadékokban térténd kimutatasara, szervi allapot gyors értékelé-
sére egy vizsgalt személyben azzal jellemezve, hogy az izoenzimre specifi-
kus, részecskejeléit, GST elleni antitestet, amely elég érzékeny ahhoz, hogy
az izoenzimet legalabb pikomolaris mennyiségben kimutassa, kontaktusba
hozunk egy, az izoenzimet feltételezhetoen tartalmazé biologiai eredetii fo-
lyadékmintaval, és a részecskejelolt antitestnek izoenzimmel képzett komp-
lexét egy immobilizalt "befogd” antitest segitségével "befogjuk”, amivel vizu-
alisan észlelhet6 jelet hozunk létre.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy GST-
izoenzimként alfa-GST-t (a«GST) mutatunk ki.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy GST-
izoenzimként pi-GST-t (rGST) mutatunk ki.

4. Az 1-3. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
GST elleni antitestként poliklonalis antitestet alkalmazunk.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy GST elleni anti-
testként egy, aGST-t 6,5 ng/ml-es koncentraciéban is kimutaté affinitasu,
aGST elleni antitestet alkalmazunk.

6. Az 1-5. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a "befogo" antitestet nitrocelluléz membranhoz kétjuk.

7. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a nitrocellul6z
membranon eléfordulé nem specifikus kétohelyeket blokkoljuk.

8. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
a biologiai eredetii folyadékot meghigitjuk.

9. Az 1-8. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy
biologiai eredetii folyadékkent epét, plazmat, szérumot vagy vizeletet alkal-

mazunk.
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10. Az 1-8-ig terjed6 igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jelle-
mezve, hogy bioldgiai eredetii folyadékként szerven ataramoltatott folyadé-
kot alkalmazunk, és az eljarast arra hasznaljuk, hogy egy szervet beliitetés
elott vagy ex vivo kisérletezés soran értékeljiuk.

11. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy részecskékként aranyrészecskéket alkalmazunk, amelyek atlagos at-
mérdje a 15 és 40 nm kdzétti mérettartomanyba esik.

12. Reagenskészlet az 1-11-ig terjed6 igénypontok barmelyike szerinti elja-
ras megvalositasara, amely GST-izoenzimre specifikus, részecskejelolt,

GST elleni antitestet tartalmaz.

A bejelentd helyett
a meghatalmazott:
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