NS

ALFA-FETOPROTEIN VERFOLTBOL ES MAZGATVIZFOLTBOL
TORTENO KIMUTATASA MONOKLONALIS ELLENYANYAGOT
ALKALMAZS6 ELISA MODSZERREL

Doktori disszertacid

Késziilt a Szegedi Orvostudomanyi Egyetem
Igazsagligyi Orvostani Intézetében

Igazgatdé: Dr. F6ldes Vilmos
egyetemi tanar

Irta: Kurucz Eva
bioldgus

Szeged, 1984.






TARTALOM

1. BEVEZETES
1.1. Vérfoltdiagnosztika ....eeveeececeecneenns
1.1.1. A vérfoltok eldzetes vizsgalata ........
1.1.2. A vérfolt kémiai azonositd vizsgilatai..
1.1.3. Kiilonb6zd allatfajoktdl szarmazd vér-
foltok azonosit@sa .....vciveiienecnenn.
1.1.4. vérfoltok csoportmeghatarozéasa .........
1.1.5. VOBrdsvértest enzimek vérfoltbdl tdrténd

MEeghatAY0ZASaA .iivecnronrcenonncncocenns
1.1.6. Human limfocita antigének meghatarozéasa

vérfoltbol ........cc.... ceeccscetntsenann
1.2. Alfa-fetoprotein /AFP/.....eeiteineennnnnn
1.2.1. Az AFP-vel kapcsolatos els6'megfigye-

1ESeK .ttt ittt tit ettt i it e e,

1.2.2. Az AFP mint a magzati szérum f3 szérum-
fehérjéje ....c.cveeeeennecnn Cecc e
1.2.3. Elképzelések az AFP magzati élet soran
betdltdHtt szerepérdl ......cceveeennnnn.
1.2.4. A felndtt szérum AFP koncentracidjanak
ndvekedése kdros esetekben .............
1.2.5. Az AFP kimutatdsdnak médszerei .........
1.2.5.1.Immunoldogiai médszerek .......cccceeen
1.2.5.2.ImmMunoassay=K ...ccceeeeseccecescnnnanss
1.2.5.2.1. RadioimmunoassSayY cevcececsncesccocecs
1.2.5.2.2. Enzim-immunoasSSaY eecesstcsesocosscess
1.2.5.3. AFP-re specifikus monklonalis ellen-

ANYagoK ..ceecccccos cetecectseerecceanses

1.3. Monoklonalis ellenanyagok eldallitasa.....

2. ANYAG ES MODSZER
2.1. Vizsgdlati anyag ...c.ceieenectcccncnanncas
2.2, Vizsgélati MOASZEYr ...ceeeneecnnconionnnss

12.

14.



oldal

3. EREDMENYEK

3.1. A mintdk Osszfehérjetartalmanak maghata-
YO0Zasa ..... ceseresessasas e ceesaans cesens 17.
3.2. A mintdk AFP tartalmanak meghatdroziasa.... 17.
3.2.1. Ellenanyagok munkahigitaséanak be&llitésa 17.
3.3.3. AFP kalibracids gbrbe készitése ........ 18.
3.2.3. K6lddkvér szérumok és szérumfoltok AFP
tartalmdnak meghatarozasa .......cov.. .. 18.
3.2.4. Anya-’'i szérum és egészséges felndtt szé-

rum vizsgalata .....ccc000.. teseecasannn 19.
3.2.5. AFP kimutatasa kiilénb6zd ideig tarolt k&l-

Adkvér szérumfoltokbdl ......ccceeeenenn 19.
3.2.6. Magzatviz és magzatvizfoltok AFP tartalma-

nak meghatarozasa........ ceter s ecesenas 20. .
4. EREDMENYEK ERTEKELESE ...vveeeececeancecanns 20.

4.1. Az AFP meghatarozasanak jelentdsége a kri-
minalisztikai laboratériumi gyakorlatban.. 20.

4.2. Az AFP kOldokvér—, és magzatviz foltokbdl
tdrténd® meghatarozasanak lehetOsége a ta-
rolasi idd filiggvényében ........cecceeeee.. 25,

4.3. Uj mbédszer az AFP tartalom kvalitativ /sze-

mikvantitaiv/ meghatarozasara ....... eeees 26,
5. OSSZEFOGLALAS . . .c.vcvrereccnsans Ceceeseneanas 28.
6. IRODALOM ..... et eses s esasases ceescsencea eee.. 31,

7. ABRAK, TABLAZATOK, FOTO

KUOSZONETNYILVANITAS



A dolgozatban alkalmazott réviditések

AFP - alfa-fetoprotein

HLA - human limfocita antigén

PGM - foszfoglukomutaz

AK - adenilat kinaz

ADA - adenozin dezaminaz

6-PGD - 6-foszfoglukomutaz

G-6-PD - glukodz-6-foszfat dehirogenaz

VSP - vorésvértest savanyu foszfataz

EsD - eszteraz D

Gm - gamma globulinok

RIA - Radioimmunoassay

EIA -  Enzin-immunoassay 4

ELISA - Enzyme—-linked immunosorbent assay

PBS - foszfat puffer /phosphate buffered saline/
Tw - Tween 20

HRPO - tormaperoxidaz /horse radish peroxidase/

anti-AFP-33-HRPO - tormaperoxidazzal konjugadlt monoklo-

nalis ellenanyag

BSA - bovin szérum albumin
HSA - human szérum albumin
OPD - o-fenilén-diamin

World Health Organization

WHO



1. BEVEZETES

1.1. vérfolt diagnosztika

Az igazsagligyi orvostani laboratdériumok egyik te-
riilete a "bioldgiai nyomok", ezen beliil a vérfoltok
vizsgalata. Az élet, testi épség, nemi erkdlcs elleni
biincselekmények, balesetek esetén az orvosszakértdnek
el kell déntenie, hogy a helyszinen a felfogd targya-
kon talalhatdo foltos szennyezddések vértdl szarmaz-
nak—-e, emberi vagy allati eredetiliek, ha emberi, a |
vizsgalat eldtt mennyi iddvel keletkeztek, milyen vér-
csoportu egyén/ek/t31 szarmaznak, hogyan keriiltek ki
a szervezetbBl. Ezekre a kérdésekre a vérfoltok a kri-
minalisztikai laboratériumi vizsgalata adhatja meg a
valaszt.

A kriminalisztikai laboratériumokban a vérvizs-
galatoknak mar régdta kialakult rendszere van, mely az

alabbiak szerint torténik.

1.1.1. A vérfoltok eldzetes vizsgalata

A kémiai és szeroldgiai vizsgdlatok megkezdése
eldtt a nyomhordoz6 megtekintése kiilén8sen azokban az
esetekben szolgaltat informacidt, amikor a vér csep-

penés, vagy freccsenés folytan keriilt a nyomhordozédra.



1.1.2. A vérfolt kémiai azonositd vizsgalatai

A vérfolt kémiai azonositd vizsgalataira a-
zért van sziikség, mert egyes nyomhordozdk feliiletén,
kiilondsen sbtét és szennyezett anyagok esetében a vér-
foltos teriiletek nehezen vehetd8k észre és a folt kiil-
sO0 megjelenésébdl sem lehet egyértelmien elddnteni,

hogy az vértdl szarmazik-e.

Az un. tajékoztatodo prdbak
- benzidin-, fenolftalein prdba, luminolos eljaras -
pozitiv eredménye nem bizonyitja hatérozottan, hogy
a vizsgalt szennyezd0dés vértdl szarmazik, mert mas

bioldgiai eredetii anyagok is adhatnak pozitiv reakciodt.

A vér jelenlétének bizonyitséo pr o6 -
b a i a Techmann-~féle prdoba é€s a Felletar préba pozitiv
reakcidi egyértelmiien bizonyitjadk a vizsgalt folt vér-

t61 szarmazasat.

1.1.3. Kiilonb6zd allatfajoktdl szarmazé vérfoltok azo-
nositasa
Fajspecifikus antiszérumok segitségével meghatarozhaté,
hogy a kérdéses vérfolt mely &llatfajtdl szarmazik.
A klasszikus faj azonositasi un. gyiiriitesztet
Ascoli [1902/dolgozta ki.A vérfolt kivonata és a faj-

specifikus antiszérumok egymas ala rétegezése utan a



két folyadék hatarfelililetén precipitacids gylirii je-

lenik meg, ha az immunszérum a vizsgalt vérfoltra spe-

cifikus antitestet tartalmazott. |
Napjainkban is szamos kriminalisztikai labora-

torium alkalmazza Ouchterlony /[/1949/ gél diffuziéds

mbédszerét, melynek soran agargélben egyidejlileg tObb
kiilonb6z0 fajra specifikus antiszérummal vizsgalhatd
a vérfolt extraktuma.

Culliford /1964/ faj azonositasi mébédszere az

immunoelektroforézis elvén miikdédik. Az agarlemezen
parosaval parhuzamos sorokban elhelyezked6 valyulatok
az andd feldl az antiszérumot, a katdd feldl a kérdé-
ses folt kivonatat tartalmazzak. Az elektroforézis so-
ran az endozmdézis hatasara a gamma-globulinok a katédd
felé, mig a tobbi feh.:érje az andd felé mozdulnak el,
és ha a folt kivonata tartalmazza a vizsgalati savd

specifikus fehérjéjét, precipitacids csik keletkezik.

1.1.4, vérfoltok csoportmeghatadrozasa

A vérfoltbdol tOrténd vércsoportmeghatidrozast az
teszi lehetdvé, hogy a beszaradt vérfoltban az Ossze-
zsugorodott vordsvértestek antigénjei épségiiket megSr-
zik és a megfeleld antitestekkel specifikus reakciédra
képesek. Az ABO vércsoportrendszer antigénjei hOstabi-
lak és hosszu ideig megtartjak aktivitasukat,mig mas

vércsoportantigének sokkal érzékenyebbek. Az M, N, Rh
1 ¢

[l -



antigének hoénapokig is kimutathatdk vérfoltbdl, a la-
boratériumi gyakorlatban.

A vérfoltbdol t6rténd csoportmeghatarozasra éve-
kig a vérfoltban levd antigén specifikus a b s z or b
ci6Jadanak mérésén alapuld un. inhibiciés techni-
kat alkalmaztak. Ezzel a mbédszerrel Wiener /1949/

ABO, MN, Ducos és Ruffie /1954/ Rh, Jones és Diamond

/]1955/ Kell antigéneket mutattak ki vérfoltokbdl.

A vérfolt e 1l uc i 6 s alapokon t6rténd vizs-
galatat Kind /1960a, 1960b/ dolgozta ki. Ez a techni-
ka abszorbcids-elucidés médszer néven valt ismertté.

A médszer elve, hogy a vérfolton specifikusan k&6t&dd
antitest 56 °C-on levalaszthatd az antigénrdl és az
igy visszanyert antitest ismert antigén strukturaju
vérdsvértestekkel meghatadrozhatd. Ezzel a médszerrel
Pereira /1967/ A, B, H, M, N antigéneket, Bargagna és
Pereira /1967/, Lincoln és Dodd /1968/ Rh vércsoport-
antigéneket hataroztak meg vérfoltokbdl.

A szérum immunglobulinok Gm és InV antigéndeter-

mindnsok vérfoltbdél torténd meghatarozasira Nielsen és

Henningsen /1963/, Khalap /1976/ tettek probalkozasokat.

1.1.5. VbrSsvértest enzimek vérfoltbdl t6rténd megha-
tarozasa
A vbrdsvértest enzimek igazsagligyi orvostani al-

kalmazdsaban Culliford végzett uttdrd munkdt. A fosz-



foglukomutaz PGM /Culliford 1967, Adamo 1984/ az ade-
nilat kindz AK, adenozin dezaminaz ADA, 6-foszfoglu-
komutdaz dehidrogenaz 6-PGD /Culliford 1971/, vor&svér-
test savanyu foszfatdz /Wraxall 1976, Adamo 1984/ és
az eszterdz D /Parkin és Adams 1975, Adamo 1984/ vér-

foltbdl tdrténd kimutatasat valdsitottak meg.

1.1.6. Human limfocita antigének /HLA/ meghatarozasa
vérfoltbdol

A HLA antigének meghatarozasara vérfoltokbdl a
HLA antiszérumok limfocitotoxikus aktivitésénak gat~
lasa ad lehetOséget. Santora és mts. /1982/ 9 HLA an-
tigént hataroztak meg friss, 14, 60, és 90 napos Vér-

foltokbdl.

A biolégiai nyomok kémiai és fajazonositdsi vizsgalatai,
a vérfoltok csoport és enzim meghatarozasa, a krimina-
lisztikai laboratoéoriumokban mar rutinszerien alkalma-
zott mdédszerek, és fontos adatokat szolgaltatnak egy

ismeretlen vérfolt eredetérdl.

Az élet elleni biincselekmények, igy kiildndsen az uj-
sz{iildtt sérelmére elkdvetett emberdlés gyanuja esetén
felvetddik a kérdés, hogy a helyszinen talalt vérfolt az
ujsziiléttdl, vagy az anyatdl, esetleg mas felndtt

egyéntdl szarmazik-e. E kérdés megvalaszolasara ad le-
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het3séget egy, a fetdlis életre jellemzd, a magzati
keringésben jelenlevd fehérje, az az a l f a - f e -
toprotein vérfoltbdl, esetleg magzatvizbdl

tdrténd kimutatasa.

1.2. Alfa-fetoprotein /[AFP/
Az alfa-fetoprotein /AFP/ a magzati életre jel-
lemzd szérumfehérje, a fetalis élet alatt a magzati

szérum uralkoddé protein tipusa.

1.2.1. Az AFP-vel kapcsolatos elsd megfigyelések

Az AFP-vel kapcsolatos ismeréteink az elmult
20-25 év kutatésainak eredményei. Bergstrand és Czar
1956-ban k&lddkvérben papirelektroforézissel egy uj
szérum proteint mutattak ki, mely az albumin és oLl—
globulin k&zdtt lokalizalddott. Ezt az uj fehérje
frakciét alfa-fetoproteinnek nevezték el /Berstrand és
Czar 1956, 1957/. Abelev és mts. /1963/ egérben egy
olyan proteint fedeztek fel, amelyet normalis eset-
ben csak a terhességi idd alatt, illetve az ujsziilott
egérben tudtak azonositani. Ez a fehérje azonosnak mu-
tatkozott azzal a proteinnel, amelyet hepatocellula-
ris carcinomaval transzpantalt egereknél figyeltek meg.
Nemsokkal ezutdn Tatarinov [1964/ hasonld megfigye-
lésekrdl szamolt be hepatocellularis carcinomaban

szenvedd® human betegek esetében is.



1.2.2. Az AFP mint a magzati szérum f6 fehérjéje

A human AFP kb 70.000 molekula sulyu glikop-
rotein és kb. 580 aminosavat tartalmazd polipeptid
lancb6l al16 monomerei diszulfid hidakkal dimerekké
és trimerekké kapcsoldédnak /Rouslahti 1971 a, Yachnin
1977/.

A praenatalis fejlddés soran az AFP-t a mag-
zati madr parenchimds sejtjei, a szikzacskdé és igen
kis mennyiségben a gyomor-bél traktus termeli /Gitlin
1966, 1967, 1970, 1971, 1972/.

A magzati élet elsd felében az AFP az elsd és’
legnagyobb mennyiségﬁ szérumfehérje; amely a magzati
savoban mar a 4-6. héten kimutathaté. Az AFP szintézi-
se a terhesség 12-15. hetéig fokozdédik, ekkor a szérum-
globulin 90 %-at alkotja.

Az AFP szintézis a szliletéssel szilinik meg és a
szérum AFP tartalma a sziiletén utan fokozatosan lecsdk-
ken az egészséges felnOtt egyénekre jellemzd 1-10 ng/ml-es
értékre. Ez a folyamat fiiggetlen az ujsziilott érettségé-
t01l, még az id0 eldtt vilagra jottek esetén is hasonld
gyorsan csdkken a szérum AFP koncentracidja [Czeizel 1982/.

A magzati eredetii AFP az anyai szérumban is ki-
mutathatdé. Egyes szerzdk szerint az anyac¢i szérum AFP tar-
talma a magzat és az anya keringési kapcsolatabdl szar-
mazik /Sell 1974/. Az anyai szérum AFP értéke csak kis
hédnyada a magzati értéknek, és 100-500 ng/ml-es maxima-

lis értékét a 32. terhességi hét koril éri el.



A magzati AFP a fetalis élet soran a magzatvizbe
is atkeril. A magzati szérum és az amnion folyadék ko-
z6tt a koncentraciégradiens 200 : 1, az amnion folya-
dék AFP koncentracidja sokkal alacsonyabb mint a mag-
zati savoé, viszont a mennyiségi érték az amnionban és
a savOban parhuzamosan valtoznak. Az amnionfolyadék-
ban a 13-15. terhességi héten mérhetd® a maximalis AFP
koncgntrécié, melynek értéke 30-40 ng/ml /Czeizel 1982/.

A magzatviz, illetve anyai szérum abnormalisan
magas AFP tartalma az anencephalianak, spina bifidanak,
congenitalis nephrosisoknak és intrauterin magzathalal-
nak diagnosztikus jele. Ezért az anyai szérum és a mag-
zatviz szokasosnal szignifika&nsan magasabb AFF koncent-
racibéja lehetdséget nyujthat a velScsSzarddasi rendelle-
nességek in utero korismézésére [Wald 1977, Brock 1977a,

Brock 1977b, Ruoslahti 1979, Smith 1979/.

1.2.3. Elképzelések az AFP magzati élet soran betdl-
tott szerepérdl
A széleskOri vizsgdlatok ellenére nem sikeriilt mindez-
idaig azonositani az AFP fetalis élet soran betdltdtt
funkcidjat. Szﬁletett azonban néhany, kisérletes ered-
ményeken alapuld elképzelés.

Az egyik feltételzés szerint az AFP a fetélis
élet soran magzati albuminként funkcional, ugyanolyan

ozmotikus és hordz6 szerepet t8lt be a magzatban, mint
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az albumin a felnSttekben. Ezt tamasztja ala, hogy az
AFP és az albumin szerkezetileg és immunoldgiailag
nagyon hasonld /Ruoslahti 1976a/. Egyes szerzdk kimu-
tattadk, hogy a fetalis és ujsziilott allatok szérumanak
AFP koncentracidéja az albumin koncentréacidjaval for-
ditottan aranyos /Sell 1978/.

Egy méasik elképzelés szerint az AFP az immun-
valasz kontrollalasaban vesz részt. Ruer [1977/ az AFP
immunszupressziv hatasat mutatta ki néhany in vitro
immunvilaszban és feltételezi, hogy az AFP az anya im-
muntamadasa ellen védi a magzatot.

Olyan elképzelés is sziiletett, hogy az AFP az
anyaci Osztrogénekkel szemben a magzat védelmét szol-

galja /Uriel 1972/.

1.2.4. A felndtt szérum AFP koncentracidéjadnak megndve-
kedése kobéros esetekben

A magzati szérumon kiviil az AFP emelkedett szérum-
koncentracidéja figyelhetd meg olyan felndOttek esetében
is, akik hepatotoxikus agenseknek, hepatokarcinogéneknek
vannak kitéve [Kitigawa 1972, Smuckler 1976/, illetve
primer hepatocullularis carcinoméban, vagy teratocar-

cinomaban szenvednek /Abelev 1968, McIntire 1972/.

1.2.5. Az AFP kimutatasanak modszerei
Az AFP-t elOszOr detektald papirelektroforézis
bevezetése 6ta eltelt majdnem harom évtized alatt szamos

és valtozatos immunoldgiai tesztet dolgoztak ki,melyek
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érzékenysége egyre nott.

1.2.5.1. Immunoldgiai mdodszerek

Kezdetben az immunprecipitécidt és immundif-
fuzidt alkalmaztak, melyek érzékenysége 1-3 pg/ml volt.
A counterimmunoelektroforézis 100 ng/ml nagysagrendi

kimutatast tett lehetdvé [Sizaret 1971, Choen 1973/.

1.2.5.2., Immunoassay-k

A nagy specifitdst és érzékenységet biztosi-
t6 radioaktiv izccdppal, illetve enzimmel jeldlt anti-
gének és antitestek alkalmazasa az immunoldgiai techni-

kadk nagyaranyu fejlddését tette lehetdvé.

1.2.5.2.1. Radioimmunoassay-k /[RIA/

A radioaktiv izotdppal jeldlt antigéneket
vagy antitesteket haszndld radioimmunoassay-k lehetd-
vé tették mind a nagy és kis molekulasulyu anyagok
rendkiviil pontos meghatdrozasat. A 2-5 ng/ml anyagmeny-
nyiséget mar biztonsdgosan detektaldé RIA-t szamos szer-
z0 alkalmazta az AFP mérésére. Ezzel az érzékeny mod-
szerrel sikeriilt a anyai szérumban és az egészséges
felndtt vérében is jelenlévd AFP kimutatasa /Ruoslahti
1971b, Ruoslahti 1972, Seppala 1972, Chavialle 1973,

Caballero 1977/.



Bar a RIA rendkiviil érzékeny, joél reprodukal-
haté mbédszer és kiil6nOsen alkalmas sorozatvizsgalatok-
ra, specidlis miszer és anyagigénye miatt azonban nem
minden laboratérium szamara elérhetd. Ezek a meggon-
dolasok is szerepet jatszottak abban, hogy a RIA-hoz
hasonld érzékenységli és radioaktiv izotdpot nem igény-
186 enzimmel jelblt antigént vagy antitestet alkalmazd
enzim immunoassay-k az érdeklddés kdzéppontjaba keril-

tek [Kirkpatrick 1977/.

1.2.5.2.2. Enzim immunoassay-k /EIA/

Az enzim immunoassay-k esetén a kiildnbdzd
tesztekben enzimmel kdtdtt antitestet vagy antigént al-
kalmaznak. A vizsgdlatok soradn az antigén-antitest
komplex kialakulaéasa utadn a megkdtdtt vagy szabad enzim-
mel jelBlt reagens elvalaszthatd és a kotdtt vagy a
szabad enzim aktivitasa a kiilénb6zd mdédszerek valamelyi-

kével meghatdrozhaté. Az Engvall és Perlmann &ltal ki-

dolgozott enzymedinked immunosorbent assay /ELISA/ két

alapvetd tipusa a competitiv és a sandwich ELISA techni-

kadk /[Engvall 1972a, Engvall 1972b/.

Valamely antigén competitiv ELISA
moédszerrel tOrténd meghatdrozasa soran az enzimmel je-
161t antigén és a kérdéses antigént tartalmaz6é minta
verseng a reakcidtérben levd meghatarozott mennyiségi

antitest kotShelyeiért. A szabad antigént eltavolitva a



a rendszerbdl a megkdtdtt enzimmel jd51lt antigének
mennyisége az enzimaktivitds alapjan meghat&rozhatd
/1. &bra/.

A kérdéses antigén meghatarozaséanak alter-
nativ médszere a s andwich ELTISA techni-
ka /2. abra/. Ebben a valtozatban a meghatarozni ki-
vant antigénre specifikus antitestet kotilink szilard
feliilethez. Ezt reagdltatjuk az antigént tartalmazd
mintéaval, ezutdn enzimmel jeldlt specifikus antitest-
tel. Szubsztratot adva a rendszerhez az enzim-szubszt-
rdt szinreakcid a kérdéses antigén mennyiségéVel egye-
nesen aranyos.

Belanger és mts. /1973/ a patkany AFP meg-

hatarozésara mind a competitiv, mind a sandwich ELISA
technikat kidolgoztdk. A vizsgalatokat kecskében és

nyulban eldallitott patkadny AFP-re monospvecifikus an-
ti AFP-vel végezték. Az AFP meghatarozas:: ,a két méd-

rel
szer azonos érzékenységiinek bizonyult.

1.2.5.3. AFP-re specifikus monoklonalis ellenanyagok

Uotila és mts. /1980, 1981/ felismerve az

anyai szérum és a magzatviz AFP-tartalom meghatarozas
jelentOségét a vellcsdzAarddasi rendellenességek
kiszlirésére, sorozatvizsgalatokra kiilSndsen
alkalmas, nagy mennyiségben , azonos min®ségben eldallit-
hatdé és a legérzékenyebb immunoldgiai techqikék a RIA

:

és az ELISA specialis kovetelményeinek megfeleld nagy
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specificitasu és affinitédsu monoklondlis anti-~AFP

ellenanyagot allitottak el®s.

Monostori és mts. /1984/ olyan AFP specifi-
kus monoklonalis ellenanyagot készitettek, melynek se-
gitségével az AFP mérésére alkalmas szilard fazisu
sandwich ELISA rendszer allithatdé Ossze. A szerzdk a
sandwich ELISA rendszerhez sziikséges, az AFP molekula
két kiilonbbz3d antigéndeterminansaval reagald, mindkét
monoklonalis ellenanyagcteldallitottak, igy megvald-
sitottdk a ng-nyi mennyiségii AFP kimutatdsara alkalmas;
RIA és ELISA reagenseinek hazai elSéllitését és igy

kdnnyebb hozzaférhetdségét.

1.3. Monoklonalis ellenanyagok eldallitasa

Kohler és Milstein 1975-ben dolgoztak ki azt a

technikat, amellyel az ellenanyag termeld B-limfocitak
"halhatatlanna" tehetdk: mieldma sejtekkel tdrténd fuzi-
6val antitestet termeld hibrid-mieldmakka alakithatdk.
/3. abral/.

A mieldémédk A limfoid rendszer rosszaindulatu daga-
natai, amelyek az ellenanyagtermeld plazmasejtek eld-
alakjaib0l rakos atalakulasokkal képzodott, szdvette-

nyésztd tapfolyadékban is j6l szaporodd kldénok.
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Ismert ellenanyagot termeld B-limfocitdk és mie-
léma immunglobulint nem termeld sejtek fuzidja esetén
olyanhibrid-mieldma sejtek keletkeznek, amelyek meg-
Orzik a mieldma sejt korlatlan osztd6dd képességét, és
csak a limfocita partner genetikai allomanya altal meg-
hatarozott ellenanyagot termelik. Az ily mdédon eldalli-
tott egyetlen limfocita utdédai, vagyis az egy kl1ldén al-
tal termelt monoklondlis ellenanyag homogén és barmilyen

antigénnel szemben korlatlan mennyiségben &llithatd eld.

A monoklonédlis ellenanyagok aldnyds tulajdonsédgai
a konvencionalis szérumokkal szemben, hogy mindig azo-
nos Osszetételliek, - ami korlatlan mennyiségben eld-
dllithatd jol deffini&dlt molekuldkat jelent, - és az
antigén egyetlen antigéndeterminansaval reagalnak,

ezdltal példatlan specificitéssal rendelkeznek.

2. ANYAG ES MODSZER

2.1. vizsgalati anyag

Kisérleteinkhez a Szeged megyei varosi Tanacs II.
Kdorhaz Rendeldintézet NOgyodgyaszati Osztalyardl szarma-
z6 k6ldodkvér, anyai vér és magzatviz mintdkat, valamint
a SZOTE Vértranszfuzids Allomasrdl szarmazd egészséges
felndtt véradoktdl szarmazd vérmintikat hasznéltunk.
Modellkisérletiink sordn 5 egészséges felndttbdl szarma-

' !

z6 nativ vérmintat, szliléskor vett 5 anyai vérmintat,



5 k61dokvér mintat és 5 magzatviz mintdt, valamint
ezen vérek szérumdbdl és a magzatvizbdl textil, pa-
pir, misz&l és liveg nyomhordozdok felliletére készitett,
szobahdn 1 hétig, 1 hénapig, 3 hdnapig és 9 hdnapig

tarolt foltokat vizsgaltunk.

2.2. Vizsgalati mbddszer

A 50ul, 100uml, 500ul1l, és 1000ul vérszérumot ill.
mazgazvizet tartalmazd besza&ritott foltokat 1 ml 0,5 M-os
NaCl-t tartalmazd foszfat pufferrel 1 éjszakén at 4°c-on
a hordozdok felliletérdl eludltuk. Watmann sziirén szittiik
és méxrtiik az eluatumok Osszfehérje é&s AFP tartalmét.

Az eluatumok O6sszfehérje tartalmat Spectromom 196
spektrofotanéterrel 280 nm-en hataroztuk meg.

Az eluatumok AFP tartalmidt anti-AFP-1 és anti
AFP-33 HRPO monoklondlis ellenanyagokat alkalmazd szi-
lard fazisu sandwich ELISA médszerrel hataroztuk meg.

A kisérleteinkhez alkalmazott anti-AFP-1 és anti-AFP-33
HRPO nonoklonalis ellenanyagokat az MTA Szegedi Biolé-
giai Kozpont Genetika Intézetében allitottdk eld /Monos-

tori 1984/.

Lemezérzékenyités
A polisztirolbdol készililt DYNATECH mikroelisa lemezek
mélyedéseibe egyenként 100pl, pH 9,6 karbondt pufferben

2,5 pg /ml-re higitott anti-AEFP-1 monoklondlis ellen-
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anyagot pipettaztunk. A lemezeket az ellenanyaggal

1 éjszakan at 4 ©C-on inkubaltuk. A meg nem k&tddott
ellenanyagot 0,05 % Tween 20-t tartalmazdé foszfat puf-
ferrel pH 7.2 /PBS-Tw/ mostuk ki a lemezek mélyedése-

ibd1l.

Lemezteldités

A magas hatteret add aspecifikus reakcidk gatlasa ér-
dekében a polisztirol lemezeket, 0,5 % bovin szérum al-
bumint /BSA/ tartalmazdé PBS-Tw oldattal telitettik egy
é6ran at 37 °C-on. Ezutdn a lemezeket PBS-Tw pufferrel

haromszor mostuk.

Standard és ismeretlen mintakat

0,5 %-0s BSA PBS-Tw pufferrel higitottuk. Az ismeret-
len mintakban levd AFP meghatarozasdhoz tisztitott human
AFP [WHO standard/ felhasznalasaval 0-100 ng/ml koncent-
racid tartomanyban kalibracids gdrbét készitettiink. A
mintakat 1 draig 37 ©c-on inkubaltuk, majd haromszor

mostuk PBS-Tw pufferrel.

Tormaperoxidaszsz enzimme 1l Jjeldlt
anti-AFP-33 HRPO ellenanyagot 3000-szeres higitasban
pipettaztunk a lemez mélyedéseibe. 1 oran &t inkubal-
tuk 37 oC-on, a lemezrdl a meg nem kotdddtt ellen-

anyagot haromszori mosassal tavolitottuk el.

[



Szubsztradatot /60 ml szubsztrat pufferben
pH 6.0 oldott 20 mg o-fenilén-dinamin és 10 nl HZOZ/
adva a rendszerhez a kromogén szinreakcidéja 30 perc

elteltével mérhetd 4 N-os HZSO4—gyel tOrténd kezelés

utédn. A kromogén szinreakcidjat spektrofotométeren

492 nm-en hataroztuk meg.

3. EREDMENYEK

3.1. A mintak Osszfehérje tartalmanak meghatirczésa

A szérum és magzatviz mintak Osszfehérijetartal-
mat human szérum albumin kalibracids gdrbe segitségé-
vel hatAroztuk meg. [4. abra/. A felndtt egyén széruma-
ban, az anyai szérumban, a koldokvér szérumban, a mag-
zatvizben és ezekbdl a mintakbdl készitett foltok fosz-
fat pufferes eluadtumaiban mérhetd Osszfehérje tartal-

mat az 5a, S5b, 5c¢c, és 5d abrakon mutatjuk be.

3.2. A minté&k AFP tartalmanak meghatarozasa

3.2.1. Ellenanyagok munkahigitaséanak meghatarozasa
Mintaink AFP tartalmdnak meghatdrozasdhoz elsd

lépésben a szilard fazisu sandwich ELISA technikahoz al-

kalmazott két monoklonaiis ellenanyag munkahigitdsat ha-

taroztuk meg. Az ellenanyagok optimalis higitasanak be-

&llitasa soran un. sakktdbla higitast alkalmaztunk;
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az elsS ellenanyag barmely higitdsat a masodik ellen-
anyag minden higitasi értékénél vizsgdltuk, - az anti-
gén kiiloénb6zd koncentracidi mellett - a kdvetkezd szem-

pontok figyelembevételével:

Az ellenanyagok munkahigitdsat ugy valasztottuk
meg, hogy a szinreakcid értékelésekor a mért hattér /az
az extinkcibés érték, amelyet antigén jelenléte nélkiil
mériink/ a legkisebb legyen és a legmagasabb extinkcids
érték is a méréshez hasznalt miszer érzékenységi tarto-
manyaba essék. A reagenseket abban a lehetd legalacso-
nyabb koncentracidéban alkalmaztuk, ahol a reakcid mérté-

ke és értékelhet®sége még nem csdkkent.

3.2.2. AFP kalibracios gérbe készitése
Mintdink AFP tartalménak meghatarozasahoz 50.000ung/
ml-es WHO standard AFP-bdl 0-100 ng/ml higitasi tartomany-

ban kalibracibds gorbét készitettilink /6. abra/.

3.2.3. K61ldokvér szérumok és szérumfoltok AFP tartalmdnak
meghatarozasa

Kisérleteink soran 5 kdldokvér szérum AFP tartal-
mat és ugyanezen 5 k61dokvér szérumbdl textil, papir, mii-
szal és lveg nyomhordozdk felliletére készitett foltok AFP

tartalmat hataroztuk meg. A beszaritott foltok 50pul, loopl,



500ul1l, és 1000ul k61d8kvér szérumot tartalmaztak. A
foltokbd6l meghatarozott AFP értékeket az 1. tablazat-
ban foglaltuk 6ssze. A 7a abran lathatd szaggatott
egyenes a kolddkvér szérumokban mért AFP tartalmat,

a grafikonok a szérumfoltokbdl kimutatott AFP mennyi-
ségeit abrazoljak. A mérési pontok Ot kiilonbdzd szé-

rum minta atlagértékeit mutatjak.

Osszehasonlitottuk az ugyanazon egyéntdl szar-
mazb koldokvérfolt és k&61ldokvér szérumfolt eluatu-
maiban mérhetd AFP tartalmat. A parhuzamos mérési ered-

mények gyakorlatilag megegyeztek /2. tabléazat/.

3.2.4. Anyai szérum és egészséges felnOtt szérum vizs-
galata

Kisérleti rendszerilink érzékenysége lehetOséget
nyujtott az anyai szérum AFP tartalménak meghatdrozasara.
A 3. tablazat 5 kiilénb6z0O anyai szérum mintdban mért
AFP értékeket tartalmazza.

Egészséges felndtt egyének szérumabdl az alkal-

mazott mdédszerrel AFP-t nem tudtunk kimutatni.

3.2.5. AFP kimutatasa kiilonb0zd ideig tarolt kdlddkvér

szérum foltokbdl

Kisérleteink soran 50ul k&1ddkvér szérumot tar-

talmazdé foltokat vizsgaltunk 1 hetes, 1 hdnapos, 3 hodnapos
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és 9 hbénapos szobah®mérsékleten t3rténd tarolads utan.

A klildénb6zd ideig tarolt foltokban kimutatott AFP meny-
nyiségeit a 4. tablazatban foglaltuk &ssze. A foltok
eludtumaiban mért Osszfehérje tartalmat a 8. &bran,

az AFP tartalmat a 9. abran szemléltetjik. A grafiko-
nok 5 kilonb6zd k&6lddkvér szérumfolt AFP tartalmanak
atlagat abrazoljak a standard deviéacid /SD/ feltiinte-

tésével.

3.2.6. Magzatviz- és magzatvizfoltok AFP tartalménak
meghatarozasa

A 7. abran bemutatott szaggatott egyenes 5 kii-
16nb6zd magzatvizben mért AFP tartalom atlagértékét
szemlélteti. Az abran lathatd grafikonok a 100ul, 500ul,
és 1000nl magzatvizet tartalmazd foltok AFP tartalmit

mutatjak.

4. EREDMENYEK ERTEKELESE

4.1. Az AFP meghatarozasanak jelentOsége a krimina-

lisztikai laboratériumi gyakorlatban.

Modellkisérletilinkben textil, papir, miiszal és
iveg nyomhordoz6 feliiletekre kolddkvér szérum, sziilés-
kor vett anyai szérum, egészséges felndttdl szarmazd

szérum és magzatviz foltokat készitettiink. Vizsgalataink
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soran arra kerestiink valaszt, hogy a magzati ill.
ujszildétt vérben és a magzatvizben jelenlevd, a fe-
talis életre jellemzd fehérje, az alfa-fetoprotein,
a magzati eredeti magzatviz és k&1ddkvér foltokbdl
kimutathatd-e és ennek alapjan elkiildnithet8-e az
anyai ill. az egészséges felndttektdl szarmazd vér-
foltoktdl. A foltokat "optimalis" koriilmények kdzdtt
tarolva azt vizsgaltuk, hogy a magzatviz és k&1ddk-

vér foltbdl az AFP mennyi ideig hatarozhatd meg.

ElsG lépésben 50ul1, 100ul, 500ul és 1000ul k&i=
ddkvér szérumot, anyai szérumot, felndtt szérumot és
magzatvizet vittink fel textil, papir, miszal és liveg
nyomhordozd felililetekre. A foltokat foszfat pufferrel
eludltuk. Az eluatumok Osszfehérjetartalmat minden eset-
ben szérumban, ill. szérum foltban mértiik. Ugyanazon
személytdl szarmazd teljes vér és vérszérum Ssszfehér-

jetartalma gyakorlatilag azonos, de a teljes vér hemo-

globin tartalma zavarja a 280 nm-en tdrténd fehérjemérést.

Az 5a, 5b, 5c abrakon lathatd szaggatott egyenesek
a szérumokban, a grafikonok a szérumfoltokban mért Ossz-
fehérje tartalmat abrazoljdk. A grafikonokrdl leolvas-
hatd, hogy a kiilénbdzd eredetii, de azonos szérum mennyi-
séget tartalmazdé foltok fehérjetartalma azonos nagysag-
rendbe esik. A magzatvizfoltok esetében [/5d/ ezek a mé-

[l 1

rési eredmények kb. 1 nagységrendael kisebbek.
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Ugyanezen mintak AFP tartalmat monoklonalis el-
lenanyagokat alkalmazé6 szilard fazisu sandwich ELISA
mdédszerrel hataroztuk meg. A mintak méréséhez hasznalt
két ellenanyag munkahigitasat ugy hataroztuk meg, hogy
100 ng/ml-es standard AFP koncentracidénal 492 nm-en

1,0 kdriili extinkcids értéket kapjunk.

A mintdk AFP tartalmanak meghatarozasahoz kalib-
racids gorbét készitettiink /6. abra/, amely 5 parhuza-
mos mérés atlagértékeit abrazolja a standard deviacid
/SD/ feltiintetésével. A kalibracids gbdrbe a legjobban
a 10-100 ng/ml k&z6tti, k&zel lineadris szakaszan hasz-

nalhaté.

Az 50 pl, 100 pl, 500 pl és 1000 ul koldokveér
szérumot tartalmazd foltokban mért AFP értékek a 7a
abra grafikonjain lathatdk. Az eluatumok AFP tartal-
mat reprezentdld gdrbék nem kdvetik parhuzamosan a
szérumb6l meghatarozatd AFP tartalmat abrazold szag-
gatott egyenest, az 500 pl és 1000 ul szérumot tar-
talmaz0 foltok esetén attdl jelentOsen eltérnek. Mi-
vel az AFP tartalom meghatdrozasa&hoz minden esetben
az eludtumok 10-szeres higitdsat hasznaltuk, az 500 ul
és 1000 pl-nél mért értékek a kalibracids gdrbe line-

aris szakaszan kiviilre, a 100 ng/ml érték f61é estek.
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A leolvasas igy torzitja a valdsagos értékeket, az
abrardél azonban j61 lathatd, hogy mar a legkisebb
vizsgalt mennyiség, az 50 pl k&lddkvér is elegendd az

AFP vérfoltbdl tdrténd meghatarozasahoz.

Osszehasonlitva ugyanazon k&lddkvér szérumbdl és
teljes k6lddkvérbdl készitett 50 ul vért, illetve szé-
rumot tartalmazdé foltok AFP tartalmat, gyakorlatilag
azonos eredményeket kaptunk /2. tablazat/, ezért a
280 nm-en t&rténd fehérjemeghatarozas miatt a tovabbi-
akban szérumbdl és szérumfoltbdl végeztiik el az AFP

meghaté&rozasat.

Kisérleti rendszerilink mérési tartomdnya kb.
6-100 ng/ml értékek kdzé esik, de a 10 ng/ml értékek
alatti eredmények nem elég megbizhatdak. Igy az egész-
séges felndttek szérumaban 1-10 ng/ml koncentrdcidbéban
jelenlevd AFP-t az alkalmazott mdédszerrel kimutatni nem

tudtuk.

A magzati eredeti AFP a fetalis élet soran az
anyai szérumba is atkeriil, ezért az anyai szérum, illet-~
ve szérumfolt AFP tartalmat is vizsgaltuk. Szililéskor
vett Ot kiilonb6z® anyai szérum mintaban mért AFP értéket
mutatunk be a 3. tablazatban. A k61d8kvér szérumokban

mért AFP értékekkel Osszevetve, ezek az értékek kb. két-

' !



hédrom nagysagrenddel kisebbek. Az 50 pl és 100 pl k&l-
dbkvér szérumot, illetve anyagi szérumot tartalmazd
foltokat Osszehasonlitva, a magzati eredeti foltokban
az AFP j6l meghatarozhatdé, mig az anyai szérumot tar-

talmazd foltokban nem mutathatd ki.

A fetalis élet soran a magzatvizbe keriild AFP
magzatvizfoltbdl tdrténd kimutatidsa szintén a magzati
eredetre szolgaltat bizonyitékot. A kdlddkvér foltok
mellett magzatvizfoltokbdol is sikeres AFP meghataro-
zast végeztiink. A 7b abran levd grafikonok a textil;
papir, miiszal és liveg nyomhordozékdn 1lévd ot kilonbdzd
magzatvizfoltbdél kimutatott AFP atlag értékeit abrazol-
jak. Az 500 pl és 1000 ul magzatvizet tartalmazdé foltok-
bél az AFP mar biztonsagosan meghatdrozhatd, mig a
100 nl-t tartalmazd foltokban mérhetd AFP értékek a mod-

szer érzékenységi hataran allnak.

Az 5. tablazatban Osszefoglaltuk az 1 ml kd1lddk-
vérszérumban, anyai szérumban és magzatvizben, illetve
ezen mintédk foltjaiban mért 6sszfehére és AFP tartalom
minimdlis és maximalis értékeit. A 6. tdblazatban az
1 mg fehérjetartalomra vonatkoztatott AFP értékeket mu-
tatjuk be. A fenti tablazatok segitségével ismeretlen
vérfolt vizsgalata esetén a folt 6sszfehérje tartalmabdl

kovetkeztetni lehet a foltban levd vér mennyiségére,
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az AFP tartalom meghatdrozasaval pedig elkiilénithetd,
hogy a kérdéses folt anyai vagy magzati eredetii. Ez a
becslés csak abban az esetben helytalld, ha azonos fe-
hérje tartalmu foltockat hasonlitunk Ossze. Vér esetén
50ul az az anyagmennyiség, amelybdl a magzati eredet
bizonyithatdé, ami kb. lcm atmérdji vérfoltnak felel
meg. Megforditva, kb. 1 cm atmérdju vérfolt Osszfe-
hérjére vonatkoztatott AFP tartalma alapjan elddnthetd,
hogy az magzati vagy felndtt eredeti. Magzatvizfolt
esetén kb. 5-10 cm atmérdji foltra van sziikség ahhoz,

hogy a magzati eredet bizonyithatdé legyen.

4.2. Az AFP ko61lddkvér-, és magzatvizfoltbdl tOrténd
meghatdrozasanak lehetOsége a tarolasi ido fliggvényé-
ben

Az 50 pl k61ld8kvér szérumot tartalmazd foltokat
szobahOmérsékleten tSrtént 1 hetes, 1 hdnapos, 3 hdéna-
pos és 9 hoénapos tarolas utan vizsgaltuk. A textil, pa-
pir, miszal és iiveg nyomhordozd feliiletekrdl elualt
foltok Osszfehére és AFP tartalmdt hatdroztuk megqg.
A 8. abra oszlopdiagramjai a foltok eludtumaiban mért
Osszfehérje tartalmat abrazoljak a tarolasi idd figg-
vényében. A 9. abra oszlodiagramjai a foltok AFP tar-
talmat mutatjak be. A tarolasi idd eldrehaladtaval
cstkken a foltok eluatumaiban kimutathatd 6sszféhérje

és AFP tartalom. A foltok Osszfehérje tartalma 9 hénap



alatt kb. 1/6-ara, az AFP tartalom pedig az eredeti
érték kb. 1/100-ara csdkken. 500 pl magzatvizet tar-
talmazd beszaradt foltokbdl 1 hdénapos tarolds utan nem

tudtunk AFP-t kimutatni.

Harom, illetve kilenc hénap elteltével optimé-
lis koriilmények k&zti t&roléds [szobahdn, légszaraz
levegdn/ mellett az iiveg nyomhordozdn 1évsd foltok elu-
adtumaiban lényegesen magasabb fehére és AFP koncent-
racidt mértiink, mint a t&bbi nyomhordozd esetében /8.
és 9. abra/. Kilenc hbdnap eltelte qtén vizsgalva a
foltokat, a textil és iveg nyomhordozdk esetében min-
den mintadban meghatarozhatd volt az AFP tartalom. A
¥-gal jelzett oszlopdiagram a miiszalrdél eluédlt foltok
esetén azt jelzi, hogy az 6t vizsgalt foltbél négyben
a mért AFP tartalom 6 ng/ml érték ala esett és a gra-
fikon azt az egy esetet szemlélteti, amelyiknél az

AFP tartalom 9,2 ng/ml volt.

4.3. Uj mdbdszer az AFP tartalom kvalitativ szemikvan-
titativ meghatarozéasara

A tovabbiakban vizsgalataink arra irényultak, hogy
a kolddkvér szérumbdl, anyai szérumbdl, magzatvizbdl és

azok beszaritott foltjaibdél az AFP kvantitativ megha-
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tarozasara dolgozzunk ki megbizhatdé mdédszert. /5. tab-
lazat/. Eredményeink szamszerii értékei azonban arra

is lehetdséget adtak, hogy az AFP jelenlétére a szin-
reakcié megléte, vagy hianya alapjan, vagyis kvalitativ
meghatarozassal kdvetkeztesslink. Az AFP meghatirozasa-
ra kidolgozott szilard fazisu sandwich ELISA technika
soran képz0dd sarga szinreakcid ugyanis szabadszemmel

is jOl1l értékelhetd és megfeleld negativ kontroll bealli-

tasa mellett specifikus az AFP jelenlétére.

Az 1. fotdn 96 lyuku DYNATECH lemezen a kdvetkezd
mintdk esetén kapott szinreakcidk lathatdk: az 1l.és 2.
oszlopban k&1lddkvér szérumok, a 3. és 4. oszlopban
anyai szérumok, az 5. oszlopban felndtt szérumok 10-sze-
res [A,B/, 100-szoros /C,D/, 1000-szeres [E,F/ és 2000-
szeres [G,H/ higitasban, A 6. és 7. oszlop a standard
AFP feles higitasi sor parhuzamos mintait tartalmazza
100-1,56 ng/ml koncentrdcid tartoményban. A 8. és 9. és
10. oszlop textil /A, B/, papir /C,D/, miiszd4l [E,F/ és
iveg /G,H/ nyomhordozd6krdl elualt harom kiilénbdzd kd1l-
dokvérfolt eluatumait tartalmazza. A 11l. oszlop az anyai
szérum foltok, a 12. oszlop egészséges felndttdl szar-

mazd szérum foltok eluatumait foglalja magaban.

A 6. és 7. oszlopban l1évd standard AFP higitéasi

sor 100 ng/mlﬂ 50 ng/ml, 25 ng/ml és 12,5 nq/ml értékeinél
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szabadszemmel is j6l1 értékelhetd szinreakcidt latunk.

A lemezrdl jo6l felismerhetdk a k&61d6kvér szérumot
tartalmzd AFP tartalmu mintéak. Ez a specifikus szin-
reakcid lehetdséget nyujt a vérfoltbdl tOrténd AFP
tartalom mindségi meghatarozasara, a modszer leegysze-
riisitésére a szinreakcid6 meglétére /[/+/, illetve hia-
nyara /-/. A pozitiv reakcid ebben az esetben 12 ng/ml-

nél nagyobb AFP koncentraciodt jelent.

Vizsgadlataink eredményei a fenti jeldlést alkal-

mazva a 7. tablazatban foglalhatdok Ossze.

5. OSSZEFOGLALAS

1. A magzati eredeti foltokban jelenlévd AFP meg-
hatarozasara az AFP molekula két kiildnb&zd antigénde-

terminans csoportjara specifikus monoklonalis ellen-

anyagokat alkalmazd sandwich ELISA technikat dolgoztunk

ki. A kriminalisztikai vérfolt diganosztikdban Az AFP
vérfoltbdl és mazgatvizfoltbdl tOrténd kimutatasara elsd-

ként alkalmaztuk ezt az érzékeny és specifikus moddszert.

2. Kbldokvér szérum esetén mar 50 pl anyagmennyi-
séget - ami kriminalisztikai szempontdl 1 vércseppel
azonos mennyiség - tartalmazd foltbdl az AFP biztonsa-

gosan meghatarozhatd, mig hasonld nagysagu--anyai,.

\.\
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illetve egészséges felndtt szérumfoltokbdl nem mu-

tathaté ki.

3. Sikeres meghatarozast végeztiink el beszaradt
magzatvizfolbdél is, amely legalabb 500 pl magzatvizet
tartalmazott, igy a magzatvizfoltbdl torténd AFP meg-
hatarozast legalabb 10 cm atmérdjli folt esetén lehet
eredményesen elvégezni a kriminalisztikai gyakorlat-
ban. Vizsgalataink alapjan ismeretlen eredetii vérfolt
Osszfehérje tartalomra vonatkoztatott AFP tartalma
alapjan elkildnithetd, hogy a kérdéses folt ujszildtt

vagy felndtt, illetve anyai eredetd.

4. Vizsgalataink soran az AFP foltbdl tdrténd
iddbeni kimutatasat 9 hdnapot atfogd intervallumban
vizsgaltuk. 1 hoénap elteltével a foltok Osszfehérje
és AFP tartalmdban nem tapasztaltunk jelent®s valtozast.
3, illetve 9 hénap utén mind az Osszfehérje, mind az AFP
tartalom csdkkenését tapasztaltuk. 3 hdnap utdn az dssz-
fehérje tartalom kb. 1/3-ara, az AFP tartalom kb. 1/10-
ére, 9 hodnap elteltével az Osszfehérje kb. 1/6-ara, az
AFP kb. :1/100-ara csOkkent, de ilyen hosszu ideig ta-

rolt foltokban is biztonsaggal meghatarozhaté.



5. Kiilonb6zd ideig tarolt foltok esetében vizs-
galtuk az egyes nyomhordozdkrdl eludlhatd fehérje és
AFP mennyiségeit. A textil, papir és liveg nyomhordo-
z6kr6l 9 hdénapos tarolds utdn is minden esetben elu-
dlhaté fehérje. E megfigyelés nemcsak az AFP megha-
tarozas, hanem egyéb kriminalisztikai jelentO8séggel

bir6 fehérjék szempontjabdl és jelentds.

6. Az AFP mennyiségi meghatarozasahoz kidolgo-
zott mbédszert a kapott szinreakcid alapjan/annak
meglétén, vagy hianyan/ kvalitativ /szemikvantita-
tiv/ moédszerre is kifejlesztettiik./A tisztitott AFP
kalibracidés gOrbe 12 ng/ml értékénél kapott szinreak-
cid pozitiv, a 12 ng/ml AFP koncentracid alatti érté-

ket negativ értéknek fogadjuk el./

Vizsgdlati eredményeink - ugy véljik - jelentds
segitséget nyujtanak az ujsziildott sérelmére tdrtént
ember8lési esetek helyszini szemléjén talalt bioldgiai

nyomok targyi bizonyitékként tdrténd felhasznalasahoz.
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ANTIGEN MEGHATAROZASA
COMPETITIV ELISA MODSZERREL

1. Antitest kotese szilard felilethez

2.a Enzimmel jelolt ésismeretlen 2.b Enzimmel jelolt anfige'n
antigén kapcsolodasa az kapcsoloddasa az antitesthez
antitesthez

:1§rsig

l/ Enzim szubsztrat \\l

34

Szubsztrat hidrolizis = jeldlt antigen

Eltérés 33 &3b =ismeretlen antigen

1. 3bra



ANTIGEN MEGHATAROZASA

SANDWICH
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1. tablazat

K81d8kvér szérumfoltok AFP tartalma

Nyomhordozdk A foltok szérum A foltok AFP tartalma /ng/ Atlag
tartalma /pl/ 1. 2. 3. 4, 5.

50 320 380 400 270 380 350153

Textil 100 690 800 700 640 870  740%93
500 1920 1120 1840 1220 1500 1520%358

1000 2400 1400 2600 1520 1715 1945%f518

50 540 860 700 590 810  700%137

1000 880 1240 1300 780 1100 1060%224

Papir 500 1400 1000 1370 1090 1140 1200%176
1000 1640 1760 1790 1510 1800 1700%122

50 660 120 540 270 360 390%214
o 100 920 380 700 470 780 6501220
Miszal 500 1580 600 1230 800 1240 1090%389
1000 1320 940 1220 890 1280 1130200

50 940 580 870 600  8l0  760%162

Yveg 100 1060 940 1130 860 956 982%111
500 1400 1040 1310 980 1370 1120%195

1000 1320 1480 1530 1190 1480 1400%141



2. tablazat

Textil, papir, miiszal és liveg nyomhordozok feliiletérdl elualt 50 ul kdlddkvért, illetve
k81d8kvér szérumot tartalmazd foltok
AFP tartalma

Nyomhordozb Koldokvér folt Kolddkvér szérum folt
/ng/ml/ /ng/ml/

Textil 385 380

Papir 545 550

Miiszal 460 440

Uveg 410 415



3. tablazat

8t kiilénbdz8 anyai szérumban mért AFP koncentracid

Szérum minta AFP koncentracid
/ng /ml/

39
. 115
78
100
90

U bW



4. tablazat

Kildnb6zd ideig tarolt, 50 pl k8lddvérszérumot tartalmazd foltok AFP tartalma és a

Szérum minta
AFP tartalma

ng/ml
1. 22000
2. 14500
3. 29500
4. }7500
5. 26000

Nyomhordozok

textil
papir
miszal
iveg

textil
papir
miszal
iveg

textil
papir
miiszal
iveg

textil
papir
miiszal
iveg

textil
papir
miszal
liveg

1 hét
ng/ml

380
550
415
440

370
590
300
340

200
480
270
400

445
530
310
370

300
295
265
310

1,72
2,50
1,88
2,00

2,55
4,06
2,06
2,34

0,67
1,62
0,91
1,35

2,54
3,28
1,77
2,11

1,15
1,13
1,01
1,19

visszanyerés effektivitéasa.

A foltok AFP tartalma

1 hénap
ng/ml

310
500
390
400

290
520
280
310

260
470
260
370

400
500
290
34Q

270
270
250
300

%

1,40
2,27
1,77
1,81

2,00
3,58
1,93
2,13

0,88
1,59
0,88
1,25

2,28
2,85
1,65
1,94

1,03
1,03
0,96
1,15

3 hénap
ng/ml

100
110
150
350

95
78
140
190

85
60
210
260

120
150
150
250

150
119
100
200

% 9 hénap
ng/ml %

0,45 6,8 0,030
0,50 8,1 0,036
0,68 £6,0 0,027
1,59 22,0 0,10
0,65 - -
0,53 - -
0,96 - -
1,31 - -
0,28 9,0 0,030
0,20 6,0 (0,020
0,71 9,5 0,032
0,88 60,0 0,203
0,68 9,0 0,050
0,85 11,0 0,062
0,85 6,0 L0,027
1,42 22,0 0,125
0,57 6,6 0,025
0,45 7,0 0,026
0,38 46,0 0,032
0,76 18,0 0,060 .



5. tablazat

1 ml minta és 1 ml mintdt tartalmazdé beszdradt foltok Osszfehére és AFP tartalménak

Kdl1ldskvér szérum
Anyai vérszérum

Magzatviz

NV: Nem vizsgaltuk.

min.-max. értékei

Friss minta

fehérje APF

/mg / Ing/
60 - 100 14500 - 52000
70 - 120 39 - 120
10 - 20 150 - 250

Folt eluatum

fehérje AFP
/mg / Ing/
20 - 40 1000 - 2000
40 - 70 NV

4 - 7

20 - 40



6. tablazat

Friss mintdk és folt eluadtomok 1 mg fehérjére vonatkoztatott AFP tartalma /ng/:

Friss minta Folt eluatum
K61dskvér 400 25
Anyai szérum 1,5 -

Magzatviz 10 6



AFP minOségi

K61dokvér szérum
Magzatviz
Anyai szérum

Felndtt szérum

+ : AFP cc > 12 ng/ml
= : AFP cc £ 12 ng/ml
NV: nem vizsgaltuk.

7. tabléazat

kimutatasa friss és beszaradt folt mintakbél

Friss Folt eluatum
minta
/50 pl-ben/ 50 ul 100 nl 500 pl
+ +
+ - *
+ - - NV

1000 ul

NV








