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1. BEVEZETÉS

1.1. Vérfolt diagnosztika

Az igazságügyi orvostani laboratóriumok egyik te­

rülete a "biológiai nyomok", ezen belül a vérfoltok 

vizsgálata. Az élet, testi épség, nemi erkölcs elleni

bűncselekmények, balesetek esetén az orvosszakértőnek

el kell döntenie, hogy a helyszínen a felfogó tárgya­

kon található foltos szennyeződések vértől származ-

nak-e, emberi vagy állati eredetűek, ha emberi, a

vizsgálat előtt mennyi idővel keletkeztek, milyen vér- 

csoportu egyén/ek/tői származnak, hogyan kerültek ki

a szervezetből. Ezekre a kérdésekre a vérfoltok a kri­

minalisztikai laboratóriumi vizsgálata adhatja meg a

választ.

A kriminalisztikai laboratóriumokban a vérvizs­

gálatoknak már régóta kialakult rendszere van, mely az

alábbiak szerint történik.

1.1.1. A vérfoltok előzetes vizsgálata

A kémiai és szerológiai vizsgálatok megkezdése 

előtt a nyomhordozó megtekintése különösen azokban az 

esetekben szolgáltat információt, amikor a vér csep- 

penés, vagy freccsenés folytán került a nyomhordozóra.
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1.1.2. A vérfolt kémiai azonositó vizsgálatai

A vérfolt kémiai azonositó vizsgálataira a- 

zért van szükség, mert egyes nyomhordozók felületén,

különösen sötét és szennyezett anyagok esetében a vér­

foltos területek nehezen vehetők észre és a folt kül­

ső megjelenéséből sem lehet egyértelműen eldönteni, 

hogy az vértol származik-e.

tájékoztató próbákAz un.

- benzidin-, fenolftáléin próba, luminolos eljárás - 

pozitiv eredménye nem bizonyltja határozottan, hogy 

a vizsgált szennyeződés vértol származik, mert más

biológiai eredetű anyagok is adhatnak pozitiv reakciót.

A vér jelenlétének

a Techmann-féle próba és a Felletár próba pozitiv 

reakciói egyértelműen bizonyítják a vizsgált folt vér-

bizonyitó pró­

bái

tői származását.

1.1.3. Különböző állatfajoktól származó vérfoltok azo­

nosítása

Fajspecifikus antiszérumok segítségével meghatározható, 

hogy a kérdéses vérfolt mely állatfajtól származik.

A klasszikus faj azonosítási un. gyürütesztet 

Ascoli /1902/dolgozta ki. A vérfolt kivonata és a faj- 

specifikus antiszérumok egymás alá rétegezése után a
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két folyadék határfelületén precipitációs gyűrű je­

lenik meg, ha az immunszérum a vizsgált vérfoltra spe­

cifikus antitestet tartalmazott.

Napjainkban is számos kriminalisztikai labora­

tórium alkalmazza Ouchterlony /1949/ gél diffúziós 

módszerét, melynek során agargélben egyidejűleg több 

különböző fajra specifikus antiszérummal vizsgálható

a vérfolt extraktuma.

Culliford /1964/ faj azonosítási módszere az

immunoelektroforézis elvén működik. Az agarlemezen 

párosával párhuzamos sorokban elhelyezkedő vályulatok 

az anód felöl az antiszérumot, a katód felöl a kérdé­

ses folt kivonatát tartalmazzák. Az elektroforézis so­

rán az endozmózis hatására a gamma-globulinók a katód 

felé, mig a többi feh. :érje az anód felé mozdulnak el,

és ha a folt kivonata tartalmazza a vizsgálati savó

specifikus fehérjéjét, precipitációs esik keletkezik.

1.1.4. Vérfoltok csoportmeghatározása

A vérfoltból történő vércsoportmeghatározást az 

teszi lehetővé, hogy a beszáradt vérfoltban az össze­

zsugorodott vörösvértestek antigénjei épségüket megőr­

zik és a megfelelő antitestekkel specifikus reakcióra 

képesek. Az ABO vércsoportrendszer antigénjei hostabi- 

lak és hosszú ideig megtartják aktivitásukat,mig más 

vércsoportantigének sokkal érzékenyebbek. Аг M, N, Rh
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antigének hónapokig is kimutathatók vérfoltból, a la­

boratóriumi gyakorlatban.

A vérfoltból történő csoportmeghatározásra éve­

kig a vérfoltban levő antigén specifikus a b s z о r b 

ciójának mérésén alapuló un. inhibiciós techni­

kát alkalmazták. Ezzel a módszerrel Wiener /1949/

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

/1955/ Kell antigéneket mutattak ki vérfoltokból.

A vérfolt e 1 u c i ó s alapokon történő vizs­

gálatát Kind /1960a, 1960b/ dolgozta ki. Ez a techni­

ka abszorbciós-eluciós módszer néven vált ismertté.

A módszer elve, hogy a vérfolton specifikusan kötődő 

antitest 56 °C-on leválasztható az antigénről és az

igy visszanyert antitest ismert antigén struktúrájú 

vörösvértestekkel meghatározható. Ezzel a módszerrel

Pereira /1967/ A, B, H, M, N antigéneket, Bargagna és

Pereira /1967/, Lincoln és Dodd /1968/ Rh vércsoport­

antigéneket határoztak meg vérfoltokból.

A szérum immunglobulinok Gm és InV antigéndeter­

minánsok vérfoltból történő meghatározására Nielsen és

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

1.1.5. Vörösvértest enzimek vérfoltból történő megha­

tározása

A vörösvértest enzimek igazságügyi orvostani al­

kalmazásában Culliford végzet,t úttörő munkát. A fősz-
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foglukomutáz PGM /Culliford 1967, Adamo 1984/ az ade-

nilát kináz AK, adenozin dezamináz ADA, 6-foszfoglu-

komutáz dehidrogenáz 6-PGD /Culliford 1971/, vörösvér­

test savanyu foszfatáz /Wraxall 1976, Adamo 1984/ és 

az eszteráz D /Parkin és Adams 1975, Adamo 1984/ vér­

foltból történő kimutatását valósították meg.

1.1.6. Humán limfocita antigének /HLA/ meghatározása

vérfoltból

A HLA antigének meghatározására vérfoltokból a 

HLA antiszérumok limfocitotoxikus aktivitásának gát­

lása ad lehetőséget. Santora és mts. /1982/ 9 HLA an­

tigént határoztak meg friss, 14, 60, és 90 napos vér­

foltokból .

A biológiai nyomok kémiai és fajazonosítási vizsgálatai, 

a vérfoltok csoport és enzim meghatározása, a krimina­

lisztikai laboratóriumokban már rutinszerűen alkalma­

zott módszerek, és fontos adatokat szolgáltatnak egy

ismeretlen vérfolt eredetéről.

Az élet elleni bűncselekmények, igy különösen az új­

szülött sérelmére elkövetett emberölés gyanúja esetén 

felvetődik a kérdés, hogy a helyszínen talált vérfolt az 

újszülöttől, vagy az anyától, esetleg más felnőtt 

egyéntől származik-e. E kérdés megválaszolására ad le-

0>%
A A-<?7
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hetoséget egy, a fetális életre jellemző, a magzati 

keringésben jelenlevő fehérje, az az alfa f e

vérfoltból, esetleg magzatvizboltoprotein

történő kimutatása.

1.2. Alfa-fetoprotein /AFP/

Az alfa-fetoprotein /AFP/ a magzati életre jel­

lemző szérumfehérje, a fetális élet alatt a magzati 

szérum uralkodó protein tipusa.

1.2.1. Az AFP-vel kapcsolatos első megfigyelések

Az AFP-vel kapcsolatos ismereteink az elmúlt

20-25 év kutatásainak eredményei. Bergstrand és Czar 

1956-ban köldökvérben papirelektroforézissel egy uj 

szérum proteint mutattak ki, mely az albumin és 

globulin között lokalizálódott. Ezt az uj fehérje 

frakciót alf a-fetoproteinnek nevezték el /Berstraid és

Czar 1956, 1957/. Abelev és mts. /1963/ egérben egy

olyan proteint fedeztek fel, amelyet normális eset­

ben csak a terhességi idő alatt, illetve az újszülött 

egérben tudtak azonosítani. Ez a fehérje azonosnak mu­

tatkozott azzal a proteinnel, amelyet hepatocellula- 

ris carcinomával transzpantált egereknél figyeltek meg. 

Nemsokkal ezután Tatarinov /1964/ hasonló megfigye­

lésekről számolt be hepatocelluláris carcinomában

szenvedő humán betegek esetében is.
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1.2.2. Az AFP mint a magzati szérum fő fehérjéje

A humán AFP kb 70.000 molekula súlyú glikop- 

rotein és kb. 580 aminosavat tartalmazó polipeptid 

láncból álló monomerei diszulfid hidakkal dimerekké

és trimerekké kapcsolódnak /Rouslahti 1971 a, Yachnin

1977/ .

A praenatalis fejlődés során az AFP-t a mag­

zati már parenchimás sejtjei, a szikzacskó és igen 

kis mennyiségben a gyomor-bél traktus termeli /Gitlin

1966, 1967, 1970, 1971, 1972/.

A magzati élet első felében az AFP az első és 

legnagyobb mennyiségű szérumfehérje, amely a magzati

savóban már a 4-6. héten kimutatható. Az AFP szintézi­

se a terhesség 12-15. hetéig fokozódik, ekkor a szérum-

globulin 90 %-át alkotja.

Az AFP szintézis a születéssel szűnik meg és a

szérum AFP tartalma a születén után fokozatosan lecsök­

ken az egészséges felnőtt egyénekre jellemző 1-10 ng/ml-es 

értékre. Ez a folyamat független az újszülött érettségé­

től, még az idő előtt világra jöttek esetén is hasonló 

gyorsan csökken a szérum AFP koncentrációja /Czeizel 1982/.

A magzati eredetű AFP az anyai szérumban is ki­

mutatható. Egyes szerzők szerint az anyaci szérum AFP tar­

talma a magzat és az anya keringési kapcsolatából szár­

mazik /Sell 1974/. Az anyai szérum AFP értéke csak kis 

hányada a magzati értéknek, és 100-500 ng/ml-es maximá­

lis értékét a 32. terhességi hét körül éri el.
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A magzati AFP a fetális élet során a magzatvizbe 

is átkerül. A magzati szérum és az amnion folyadék kö­

zött a koncentrációgrádiens 200 : 1, az amnion folya­

dék AFP koncentrációja sokkal alacsonyabb mint a mag­

zati savóé, viszont a mennyiségi érték az amnionban és 

a savóban párhuzamosan változnak. Az amnionfolyadék-

ban a 13-15. terhességi héten mérhető a maximális AFP

koncentráció, melynek értéke 30-40 ng/ml /Czeizel 1982/. 

A magzatviz, illetve anyai szérum abnormálisán

magas AFP tartalma az anencephalianak, spina bifidáriak,

congenitalis nephrosisoknak és intrauterin magzathalál­

nak diagnosztikus jele. Ezért az anyai szérum és a mag­

zatviz szokásosnál szignifikánsan magasabb AFP koncent­

rációja lehetőséget nyújthat a velőcsőzáródási rendelle­

nességek in utero kórismézésére /Wald 1977, Brock 1977a,

Brock 1977b, Ruoslahti 1979, Smith 1979/.

1.2.3. Elképzelések az AFP magzati élet során betöl­

tött szerepéről

A széleskörű vizsgálatok ellenére nem sikerült mindez­

idáig azonositani az AFP fetális élet során betöltött 

funkcióját. Született azonban néhány, kísérletes ered­

ményeken alapuló elképzelés.

Az egyik feltételzés szerint az AFP a fetális

élet során magzati albuminként funkcionál, ugyanolyan 

ozmotikus és hordzó szerepet tölt be a magzatban, mint
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az albumin a felnőttekben. Ezt támasztja alá, hogy az 

és az albumin szerkezetileg és immunológiailag 

nagyon hasonló /Ruoslahti 1976a/. Egyes szerzők kimu­

tatták, hogy a fetális és újszülött állatok szérumának

AFP

AFP koncentrációja az albumin koncentrációjával for­

dítottan arányos /Sell 1978/.

Egy másik elképzelés szerint az AFP az immun­

válasz kontrollálásában vesz részt. Auer /1977/ az AFP

immunszupressziv hatását mutatta ki néhány in vitro 

immunválaszban és feltételezi, hogy az AFP az anya im­

muntámadása ellen védi a magzatot.

Olyan elképzelés is született, hogy az AFP az

anyari ösztrogénekkel szemben a magzat védelmét szol­

gálja /Uriel 1972/.

1.2.4. A felnőtt szérum AFP koncentrációjának megnöve­

kedése kóros esetekben

A magzati szérumon kivül az AFP emelkedett szérum­

koncentrációja figyelhető meg olyan felnőttek esetében

is, akik hepatotoxikus ágenseknek, hepatokarcinogéneknek

vannak kitéve /Kitigawa 1972, Smuckler 1976/, illetve

primer hepatocullularis carcinomában, vagy teratocar-

cinomában szenvednek /Abelev 1968, Mclntire 1972/.

1.2.5. Az AFP kimutatásának módszerei

Az AFP-t először detektáló papirelektroforézis 

bevezetése óta eltelt majdnem három évtized alatt számos

és változatos immunológiai tesztet dolgoztak ki,melyek
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érzékenysége egyre nőtt.

1.2.5.1. Immunológiai módszerek

Kezdetben az immunprecipitációt és immundif-

fuziót alkalmazták, melyek érzékenysége 1-3 pg/ml volt. 

A counterimmunoelektroforézis 100 ng/ml nagyságrendű

kimutatást tett lehetővé /Sizaret 1971, Choen 1973/.

1.2.5.2. Immunoassay-k

A nagy specifitást és érzékenységet biztosi­

tó radioaktiv izotóppal, illetve enzimmel jelölt anti­

gének és antitestek alkalmazása az immunológiai techni­

kák nagyarányú fejlődését tette lehetővé.

Radioimmunoassay-k /RIA/

A radioaktiv izotóppal jelölt antigéneket 

vagy antitesteket használó radioimmunoassay-k lehető-

1.2.5.2.1

vé tették mind a nagy és kis molekulasulyu anyagok 

rendkivül pontos meghatározását. A 2-5 ng/ml anyagmeny- 

nyiséget már biztonságosan detektáló RIA-t számos szer­

ző alkalmazta az AFP mérésére. Ezzel az érzékeny mód­

szerrel sikerült a anyai szérumban és az egészséges 

felnőtt vérében is jelenlévő AFP kimutatása/Ruoslahti

1971b, Ruoslahti 1972, Seppala 1972, Chavialle 1973,

Caballero 1977/.
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Bár a RIA rendkívül érzékeny, jól reprodukál­

ható módszer és különösen alkalmas sorozatvizsgálatok­

ra, speciális műszer és anyagigénye miatt azonban nem

minden laboratórium számára elérhető. Ezek a meggon­

dolások is szerepet játszottak abban, hogy a RIA-hoz 

hasonló érzékenységű és radioaktiv izotópot nem igény­

lő enzimmel jelölt antigént vagy antitestet alkalmazó

enzim immunoassay-k az érdeklődés középpontjába kerül­

tek /Kirkpatrick 1977/.

1.2.5.2.2 Enzim immunoassay-k /Е1А/

Az enzim immunoassay-k esetén a különböző

tesztekben enzimmel kötött antitestet vagy antigént al­

kalmaznak. A vizsgálatok során az antigén-antitest

komplex kialakulása után a megkötött vagy szabad enzim­

mel jelölt reagens elválasztható és a kötött vagy a

szabad enzim aktivitása a különböző módszerek valamelyi­

kével meghatározható. Az Engvall és Perlmann által ki­

dolgozott enzyme-linked immunosorbent assay /ELISA/ két

alapvető tipusa a competitiv és a sandwich ELISA techni­

kák /Engvall 1972a, Engvall 1972b/.

Valamely antigén competitiv ELISA

módszerrel történő meghatározása során az enzimmel je­

lölt antigén és a kérdéses antigént tartalmazó minta 

verseng a reakciótérben levő meghatározott mennyiségű

antitest kötőhelyeiért. A szabad antigént eltávolitva a
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a rendszerből a megkötött enzimmel jelölt antigének 

mennyisége az enzimaktivitás alapján meghatározható

/1. ábra/ .

A kérdéses antigén meghatározásának alter­

nativ módszere a sandwich ELISA techni­

ka /2. ábra/. Ebben a változatban a meghatározni ki-

vánt antigénre specifikus antitestet kötünk szilárd

felülethez . Ezt reagáltatjuk az antigént tartalmazó 

mintával, ezután enzimmel jelölt specifikus antitest­

tel. Szubsztrátot adva a rendszerhez az enzim-szubszt-

rát szinreakció a kérdéses antigén mennyiségével egye­

nesen arányos.

Belanger és mts. /1973/ a patkány AFP meg­

határozására mind a competitiv, mind a sandwich ELISA

technikát kidolgozták. A vizsgálatokat kecskében és

nyulban előállított patkány AFP-re monospecifikus an­

ti AFP-vel végezték. Az AFP meghatározás- ' ,a két mód- 

szer'azonos érzékenységűnek bizonyult.

1.2.5.3. AFP-re specifikus monoklonalis ellenanyagok

Uotila és mts. /1980, 1981/ felismerve az

anyai szérum és a magzatviz AFP-tartalom meghatározás 

jelentőségét a velőcsőzáródási rendellenességek

kiszűrésére, sorozatvizsgálatokra különösen

alkalmas, nagy mennyiségben , azonos minőségben előállít­

ható és a legérzékenyebb immunológiai technikák a RIA

és az ELISA speciális követelményeinek megfelelő nagy
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specificitásu és affinitásu monoklonális anti-AFP

ellenanyagot állítottak elő.

Monostori és mts. /1984/ olyan AFP specifi­

kus monoklonális ellenanyagot készítettek, melynek se­

gítségével az AFP mérésére alkalmas szilárd fázisú

sandwich ELISA rendszer állítható össze. A szerzők a

sandwich ELISA rendszerhez szükséges, az AFP molekula

két különböző antigéndeterminánsával reagáló, mindkét

monoklonális ellenanyagot előállították, igy megvaló­

sították a ng-nyi mennyiségű AFP kimutatására alkalmas *■»t,

RIA és ELISA reagenseinek hazai előállítását és igy 

könnyebb hozzáférhetőségét.

1.3. Monoklonális ellenanyagok előállítása

Köhler és Milstein 1975-ben dolgozták ki azt a

technikát, amellyel az ellenanyag termelő B-limfociták 

"halhatatlanná" tehetők: mielóma sejtekkel történő fúzi­

óval antitestet termelő hibrid-mielómákká alakíthatók.

/3. ábra/.

A mielómák A limfoid rendszer rosszaindulatu daga­

natai, amelyek az ellenanyagtermelő plazmasejtek elő- 

alakjaiböl rákos átalakulásokkal képződött, szövette­

nyésztő tápfolyadékban is jól szaporodó kiónok.
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Ismert ellenanyagot termelő B-limfociták és mie-

lóma immunglobulint nem termelő sejtek fúziója esetén

olyanhibrid-mielóma sejtek keletkeznek, amelyek meg­

őrzik a mielóma sejt korlátlan osztódó képességét, és

csak a limfocita partner genetikai állománya által meg­

határozott ellenanyagot termelik. Az ily módon előállí­

tott egyetlen limfocita utódai, vagyis az egy klón ál­

tal termelt monoklonális ellenanyag homogén és bármilyen 

antigénnel szemben korlátlan mennyiségben állítható elő.

A monoklonális ellenanyagok alőnyös tulajdonságai 

a konvencionális szérumokkal szemben, hogy mindig azo­

nos összetételüek, - ami korlátlan mennyiségben elő­

állítható jól deffiniált molekulákat jelent, és az

antigén egyetlen antigéndeterminánsával reagálnak,

ezáltal példátlan specificitással rendelkeznek.

2. ANYAG ÉS MÓDSZER

2.1. Vizsgálati anyag

Kísérleteinkhez a Szeged megyei városi Tanács II.

Kórház Rendelőintézet Nőgyógyászati Osztályáról szárma­

zó köldökvér, anyai vér és magzatviz mintákat, valamint 

a SZOTE Vértranszfuziós Állomásról származó egészséges

felnőtt véradóktól származó vérmintákat használtunk.

Modellkísérletünk során 5 egészséges felnőttből szárma- 

zó nativ vérmintát, szüléskor vett 5 anyai vérmintát,
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5 köldökvér mintát és 5 magzatviz mintát, valamint 

ezen vérek szérumából és a magzatvizből textil, pa- 

pir, műszál és üveg nyomhordozók felületére készitett, 

szobahőn 1 hétig, 1 hónapig, 3 hónapig és 9 hónapig 

tárolt foltokat vizsgáltunk.

2.2. Vizsgálati módszer

A 50,ul, 100^1, 500yl, és lOOCtyil vérszérumot ill. 

mazgazvizet tartalmazó beszáritott foltokat 1 ml 0,5 M-os 

NaCl-t tartalmazó foszfát pufferrel 1 éjszakán át 4°C-on 

a hordozók felületéről eluáltuk. Watmann szűrőn szittük

és mértük az eluátumok összfehérje és AFP tartalmát.

Az eluátumok összfehérje tartalmát Spectromom 196 

spektrofotcméterrel 280 nm-en határoztuk meg.

Az eluátumok AFP tartalmát anti-AFP-1 és anti

AFP-33 HRPO monoklonális ellenanyagokat alkalmazó szi­

lárd fázisú sandwich ELISA módszerrel határoztuk meg.

A kísérleteinkhez alkalmazott anti-AFP-1 és anti-AFP-33

HRPO nonoklonális ellenanyagokat az MTA Szegedi Bioló­

giai Központ Genetika Intézetében állították elő /Monos­

tori 1984/.

Lemezérzékenyités

A polisztirolból készült DYNATECH mikroelisa lemezek 

mélyedéseibe egyenként lOOpl, pH 9,6 karbonát pufferben 

,2,5 pg /ml-re higitott anti-AFP-1 monoklonális ellen-
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anyagot pipettáztunk. A lemezeket az ellenanyaggal 

1 éjszakán át 4 °C-on inkubáltuk. A meg nem kötődött 

ellenanyagot 0,05 % Tween 20“ttartalmazó foszfát puf- 

ferrel pH 7.2 /PBS-Tw/ mostuk ki a lemezek mélyedése­

iből .

Lemeztelités

A magas hátteret adó aspecifikus reakciók gátlása ér­

dekében a polisztirol lemezeket, 0,5 % bovin szérum al­

bumint /BSA/ tartalmazó PBS-Tw oldattal telitettük egy 

órán át 37 °C-on. Ezután a lemezeket PBS-Tw pufferrel

háromszor mostuk.

Standard és ismeretlen mintákat

0,5 %-os BSA PBS-Tw pufferrel higitottuk. Az ismeret­

len mintákban levő AFP meghatározásához tisztított human

AFP /WHO standard/ felhasználásával 0-100 ng/ml koncent­

ráció tartományban kalibrációs görbét készítettünk. A 

mintákat 1 óráig 37 °C-on inkubáltuk, majd háromszor

mostuk PBS-Tw pufferrel.

Tormaperoxidáz enzimmel jelölt

anti-AFP-33 HRPO ellenanyagot 3000-szeres higitásban 

pipettáztunk a lemez mélyedéseibe. 1 órán át inkubál­

tuk 37 °C-on, a lemezről a meg nem kötődött ellen­

anyagot háromszori mosással távolitottuk el.
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Szubsztrátot /60 ml szubsztrát pufferben

oldott 20 mg о-fenilén-dinamin és 10 ^ilpH 6.0

adva a rendszerhez a kromogén szinreakciója 30 perc 

elteltével mérhető 4 N-os H2S0^-gyel történő kezelés 

után. A kromogén szinreakcióját spektrofotométeren

492 nm-en határoztuk meg.

3 . EREDMÉNYEK

3.1. A minták összfehérje tartalmának meghatározása 

A szérum és magzatviz minták összfehérjetartal- 

mát human szérum albumin kalibrációs görbe segitségé-

л».

vei határoztuk meg. /4. ábra/. A felnőtt egyén szérumá­

ban, az anyai szérumban, a köldökvér szérumban, a mag-

zatvizben és ezekből a mintákból készitett foltok fosz­

fát pufferes eluátumaiban mérhető összfehérje tartal­

mat az 5a, 5b, 5c, és 5d ábrákon mutatjuk be.

3.2. A minták AFP tartalmának meghatározása

3.2.1. Ellenanyagok munkahigitásának meghatározása

Mintáink AFP tartalmának meghatározásához első

lépésben a szilárd fázisú sandwich ELISA technikához al­

kalmazott két monoklonáiis ellenanyag munkahigitását ha­

tároztuk meg. Az ellenanyagok optimális higitásának be­

állítása során un. sakktábla higitást alkalmaztunk;
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az első ellenanyag bármely higitását a második ellen­

anyag minden higitási értékénél vizsgáltuk, - az anti­

gén különböző koncentrációi mellett - a következő szem­

pontok figyelembevételével:

Az ellenanyagok munkahigitását úgy választottuk 

meg, hogy a szinreakció értékelésekor a mért háttér /az 

az extinkciós érték, amelyet antigén jelenléte nélkül

mérünk/ a legkisebb legyen és a legmagasabb extinkciós 

érték is a méréshez használt műszer érzékenységi tarto­

mányába essék. A reagenseket abban a lehető legalacso-■k#

nyabb koncentrációban alkalmaztuk, ahol a reakció mérté­

ke és értékelhetősége még nem csökkent.

3.2.2. AFP kalibrációs görbe készitése

Mintáink AFP tartalmának meghatározásához 50.000>ig/ 

ml-es WHO standard AFP-ből 0-100 ng/ml higitási tartomány­

ban kalibrációs görbét készítettünk /6. ábra/.

3.2.3. Köldökvér szérumok és szérumfoltok AFP tartalmának

meghatározása

Kísérleteink során 5 köldökvér szérum AFP tartal­

mát és ugyanezen 5 köldökvér szérumból textil, papir, mű­

szál és üveg nyomhordozók felületére készített foltok AFP 

tartalmát határoztuk meg. A beszáritott foltok 50pl, lOOpl,
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500pl, és lOOOjul köldökvér szérumot tartalmaztak. A 

foltokból meghatározott AFP értékeket az 1. táblázat­

ban foglaltuk össze. A 7a ábrán látható szaggatott 

egyenes a köldökvér szérumokban mért AFP tartalmát,

a grafikonok a szérumfoltokból kimutatott AFP mennyi­

ségeit ábrázolják. A mérési pontok öt különböző szé­

rum minta átlagértékeit mutatják.

Összehasonlitottuk az ugyanazon egyéntől szár­

mazó köldökvérfolt és köldökvér szérumfolt eluátu-

maiban mérhető AFP tartalmat. A párhuzamos mérési ered-•»

mények gyakorlatilag megegyeztek /2. táblázat/.

3.2.4. Anyai szérum és egészséges felnőtt szérum vizs­

gálata

Kísérleti rendszerünk érzékenysége lehetőséget 

nyújtott az anyai szérum AFP tartalmának meghatározására.

A 3. táblázat 5 különböző anyai szérum mintában mért

AFP értékeket tartalmazza.

Egészséges felnőtt egyének szérumából az alkal­

mazott módszerrel AFP-t nem tudtunk kimutatni.

3.2.5. AFP kimutatása különböző ideig tárolt köldökvér

szérum foltokból

Kísérleteink során 50pl köldökvér szérumot tar­

talmazó foltokat vizsgáltunk 1 hetes, 1 hónapos, 3 hónapos
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és 9 hónapos szobahőmérsékleten történő tárolás után.

A különböző ideig tárolt foltokban kimutatott AFP meny- 

nyiségeit a 4. táblázatban foglaltuk össze. A foltok 

eluátumaiban mért összfehérje tartalmat a 8. ábrán,

az AFP tartalmat a 9. ábrán szemléltetjük. A grafiko­

nok 5 különböző köldökvér szérumfolt AFP tartalmának

átlagát ábrázolják a standard deviáció /SD/ feltünte­

tésével .

3.2.6. Magzatviz- és magzatvizfoltok AFP tartalmának

meghatározása

A 7. ábrán bemutatott szaggatott egyenes 5 kü­

lönböző magzatvizben mért AFP tartalom átlagértékét

szemlélteti. Az ábrán látható grafikonok a lOOpl, 500pl, 

és lOOopl magzatvizet tartalmazó foltok AFP tartalmát

mutatják.

4. EREDMÉNYEK ÉRTÉKELÉSE

4.1. Az AFP meghatározásának jelentősége a krimina­

lisztikai laboratóriumi gyakorlatban.

Modellkísérletünkben textil, papir, műszál és 

üveg nyomhordozó felületekre köldökvér szérum, szülés­

kor vett anyai szérum, egészséges felnőttől származó 

szérum és magzatviz foltokat készítettünk. Vizsgálataink
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során arra kerestünk választ, hogy a magzati ill. 

újszülött vérben és a magzatvizben jelenlevő, a fe-

tális életre jellemző fehérje, az alfа-fetoprotein, 

a magzati eredetű magzatviz és köldökvér foltokból 

kimutatható-e és ennek alapján elkülönithető-e az

anyai ill. az egészséges felnőttektől származó vér­

foltoktól. A foltokat "optimális" körülmények között 

tárolva azt vizsgáltuk, hogy a magzatviz és köldök­

vér foltból az AFP mennyi ideig határozható meg.

Első lépésben 50pl, lOOpl, 500pl és lOOQpl kői-- 

dökvér szérumot, anyai szérumot, felnőtt szérumot és 

magzatvizet vittünk fel textil, papir, műszál és üveg 

nyomhordozó felületekre. A foltokat foszfát pufferrel 

eluáltuk. Az eluátumok összfehérjetartalmát minden eset­

ben szérumban, ill. szérum foltban mértük. Ugyanazon 

személytől származó teljes vér és vérszérum összfehér-

jetartalma gyakorlatilag azonos, de a teljes vér hemo­

globin tartalma zavarja a 280 nm-en történő fehérjemérést.

Az 5a, 5b, 5c ábrákon látható szaggatott egyenesek 

a szérumokban, a grafikonok a szérumfoltokban mért össz- 

fehérje tartalmat ábrázolják. A grafikonokról leolvas­

ható, hogy a különböző eredetű, de azonos szérum mennyi­

séget tartalmazó foltok fehérjetartalma azonos nagyság­

rendbe esik. A magzatvizfoltok esetében /5d/ ezek a mé­

rési eredmények kb. 1 nagyságrenddel kisebbek.
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Ugyanezen minták AFP tartalmát monoklonális el­

lenanyagokat alkalmazó szilárd fázisú sandwich ELISA

módszerrel határoztuk meg. A minták méréséhez használt

két ellenanyag munkahigitását úgy határoztuk meg, hogy 

100 ng/ml-es standard AFP koncentrációnál 492 nm-en

1,0 körüli extinkciós értéket kapjunk.

A minták AFP tartalmának meghatározásához kalib­

rációs görbét készitettünk /6. ábra/, amely 5 párhuza­

mos mérés átlagértékeit ábrázolja a standard deviáció

/SD/ feltüntetésével. A kalibrációs görbe a legjobban 

a 10-100 ng/ml közötti, közel lineáris szakaszán hasz­

nálható .

Az 50 pl, 100 pl, 500 pl és 1000 pl köldökvér 

szérumot tartalmazó foltokban mért AFP értékek a 7a

ábra grafikonjain láthatók. Az eluátumok AFP tartal­

mát reprezentáló görbék nem követik párhuzamosan a

szérumból meghatározható AFP tartalmat ábrázoló szag­

gatott egyenest, az 500 pl és 1000 pl szérumot tar- 

talmazö foltok esetén attól jelentősen eltérnek. Mi­

vel az AFP tartalom meghatározásához minden esetben 

az eluátumok 10-szeres higitását használtuk, az 500 ^pl 

és 1000 pl-nél mért értékek a kalibrációs görbe line­

áris szakaszán kivülre, a 100 ng/ml érték fölé estek.
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A leolvasás igy torzitja a valóságos értékeket, az 

ábráról azonban jól látható, hogy már a legkisebb 

vizsgált mennyiség, az 50 pl köldökvér is elegendő az 

AFP vérfoltból történő meghatározásához.

Összehasonlitva ugyanazon köldökvér szérumból és 

teljes köldökvérből készitett 50 pl vért, illetve szé­

rumot tartalmazó foltok AFP tartalmát, gyakorlatilag 

azonos eredményeket kaptunk /2. táblázat/, ezért a 

280 nm-en történő fehérjemeghatározás miatt a további­

akban szérumból és szérumfoltból végeztük el az AFP

meghatározását.

Kisérleti rendszerünk mérési tartománya kb.

6-100 ng/ml értékek közé esik, de a 10 ng/ml értékek 

alatti eredmények nem elég megbizhatóak. így az egész­

séges felnőttek szérumában 1-10 ng/ml koncentrációban

jelenlevő AFP-t az alkalmazott módszerrel kimutatni nem

tudtuk.

A magzati eredetű AFP a fetális élet során az

anyai szérumba is átkerül, ezért az anyai szérum, illet­

ve szérumfolt AFP tartalmát is vizsgáltuk. Szüléskor

vett öt különböző anyai szérum mintában mért AFP értéket

mutatunk be a 3. táblázatban. A köldökvér szérumokban

mért AFP értékekkel összevetve, ezek az értékek kb. két-
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három nagyságrenddel kisebbek. Az 50 pl és 100 pl köl­

dökvér szérumot, illetve anyagi szérumot tartalmazó 

foltokat összehasonlitva,a magzati eredetű foltokban

az AFP jól meghatározható, mig az anyai szérumot tar­

talmazó foltokban nem mutatható ki.

A fetális élet során a magzatvizbe kerülő AFP

magzatvizfoltból történő kimutatása szintén a magzati 

eredetre szolgáltat bizonyitékot. A köldökvér foltok

mellett magzatvizfoltókból is sikeres AFP meghatáro­

zást végeztünk. A 7b ábrán levő grafikonok a textil,

papir, műszál és üveg nyomhordozókon lévő öt különböző

magzatvizfoltból kimutatott AFP átlag értékeit ábrázol­

ják. Az 500 pl és 1000 pl magzatvizet tartalmazó foltok­

ból az AFP már biztonságosan meghatározható, mig a 

100 pl-t tartalmazó foltokban mérhető AFP értékek a mód­

szer érzékenységi határán állnak.

Az 5. táblázatban összefoglaltuk az 1 ml köldök-

vérszérumban, anyai szérumban és magzatvizben, illetve 

ezen minták foltjaiban mért összfehére és AFP tartalom

minimális és maximális értékeit. A 6. táblázatban az

1 mg fehérjetartalomra vonatkoztatott AFP értékeket mu­

tatjuk be. A fenti táblázatok segítségével ismeretlen 

vérfolt vizsgálata esetén a folt összfehérje tartalmából 

következtetni lehet a foltban levő vér mennyiségére,
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az AFP tartalom meghatározásával pedig elkülöníthető, 

hogy a kérdéses folt anyai vagy magzati eredetű. Ez a 

becslés csak abban az esetben helytálló, ha azonos fe­

hérje tartalmú foltokat hasonlítunk össze. Vér esetén

50pl az az anyagmennyiség, amelyből a magzati eredet 

bizonyítható, ami kb. lem átmérőjű vérfoltnak felel 

meg. Megfordítva, kb. 1 cm átmérőjű vérfolt összfe-

hérjére vonatkoztatott AFP tartalma alapján eldönthető,

hogy az magzati vagy felnőtt eredetű. Magzatvizfolt

esetén kb. 5-10 cm átmérőjű foltra van szükség ahhoz,

hogy a magzati eredet bizonyítható legyen.

4.2. Az AFP köldökvér-, és magzatvizföltből történő

meghatározásának lehetősége a tárolási idő függvényé­

ben

Az 50 pl köldökvér szérumot tartalmazó foltokat 

szobahőmérsékleten történt 1 hetes, 1 hónapos, 3 hóna­

pos és 9 hónapos tárolás után vizsgáltuk. A textil, pa- 

pir, műszál és üveg nyomhordozó felületekről eluált 

foltok összfehére és AFP tartalmát határoztuk meg.

A 8. ábra oszlopdiagramjai a foltok eluátumaiban mért 

összfehérje tartalmát ábrázolják a tárolási idő függ­

vényében. A 9. ábra oszlodiagramjai a foltok AFP tar­

talmát mutatják be. A tárolási idő előrehaladtával

csökken a foltok eluátumaiban kimutatható összfehérje

és AFP tartalom. A foltok összfehérje tartalma 9 hónap
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alatt kb. 1/б-ára, az AFP tartalom pedig az eredeti 

érték kb. 1/100-ára csökken. 500 >д1 magzatvizet tar­

talmazó beszáradt foltokból 1 hónapos tárolás után nem

tudtunk AFP-t kimutatni.

Három, illetve kilenc hónap elteltével optimá­

lis körülmények közti tárolás /szobahőn, légszáraz

levegőn/ mellett az üveg nyomhordozón lévő foltok elu-

átumaiban lényegesen magasabb fehére és AFP koncent­

rációt mértünk, mint a többi nyomhordozó esetében /8. 

és 9. ábra/. Kilenc hónap eltelte után vizsgálva a 

foltokat, a textil és üveg nyomhordozók esetében min­

den mintában meghatározható volt az AFP tartalom. A

x-gal jelzett oszlopdiagram a műszálról eluált foltok 

esetén azt jelzi, hogy az öt vizsgált foltból négyben 

a mért AFP tartalom 6 ng/ml érték alá esett és a gra­

fikon azt az egy esetet szemlélteti, amelyiknél az 

AFP tartalom 9,2 ng/ml volt.

4.3. Uj módszer az AFP tartalom kvalitatív szemikvan- 

titativ meghatározására

A továbbiakban vizsgálataink arra irányultak, hogy 

a köldökvér szérumból, anyai szérumból, magzatvizből és 

azok beszáritott foltjaiból az AFP kvantitatív mégha-
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tározására dolgozzunk ki megbízható módszert. /5. táb­

lázat/. Eredményeink számszerű értékei azonban arra

is lehetőséget adtak, hogy az AFP jelenlétére a szin- 

reakció megléte, vagy hiánya alapján, vagyis kvalitatív 

meghatározással következtessünk. Az AFP meghatározásá­

ra kidolgozott szilárd fázisú sandwich ELISA technika

során képződő sárga szinreakció ugyanis szabadszemmel

is jól értékelhető és megfelelő negativ kontroll beállí­

tása mellett specifikus az AFP jelenlétére.

Az 1. fotón 96 lyuku DYNATECH lemezen a következő

minták esetén kapott szinreakciók láthatók: az l.és 2.

oszlopban köldökvér szérumok, a 3. és 4. oszlopban 

anyai szérumok, az 5. oszlopban felnőtt szérumok 10-sze- 

res /А,В/, 100-szoros /С,D/, 1000-szeres /E,F/ és 2000- 

szeres /G,Н/ higitásban, A 6. és 7. oszlop a standard

AFP feles higitási sor párhuzamos mintáit tartalmazza

100-1,56 ng/ml koncentráció tartományban. A 8. és 9. és 

10. oszlop textil /А, В/, papir /C,D/, műszál /E,F/ és 

üveg /G,H/ nyomhordozókról eluált három különböző köl- 

dökvérfolt eluátumait tartalmazza. A 11. oszlop az anyai 

szérum foltok, a 12. oszlop egészséges felnőttől szár­

mazó szérum foltok eluátumait foglalja magában.

A 6. és 7. oszlopban lévő standard AFP higitási 

sor 100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml és 12,5 ng/ml értékeinél
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szabadszemmel is jól értékelhető szinreakciót látunk. 

A lemezről jól felismerhetők a köldökvér szérumot

tartalmzó AFP tartalmú minták. Ez a specifikus szin-

reakció lehetőséget nyújt a vérfoltból történő AFP 

tartalom minőségi meghatározására, a módszer leegysze­

rűsítésére a szinreakció meglétére / + /, illetve hiá­

nyára /-/. A pozitiv reakció ebben az esetben 12 ng/ml- 

nél nagyobb AFP koncentrációt jelent.

Vizsgálataink eredményei a fenti jelölést alkal­

mazva a 7. táblázatban foglalhatók össze.

5. ÖSSZEFOGLALÁS

1. A magzati eredetű foltokban jelenlévő AFP meg­

határozására az AFP molekula két különböző antigénde­

termináns csoportjára specifikus monoklonális ellen­

anyagokat alkalmazó sandv/ich ELISA technikát dolgoztunk

ki. A kriminalisztikai vérfolt diganosztikában Az AFP

vérfoltból és mazgatvizfoltból történő kimutatására első­

ként alkalmaztuk ezt az érzékeny és specifikus módszert.

2. Köldökvér szérum esetén már 50 jil anyagmennyi­

séget - ami kriminalisztikai szempontól 1 vércseppel 

azonos mennyiség - tartalmazó foltból az AFP biztonsá- 

meghatározható, mig hasonló nagyságú anyai,.gosan
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illetve egészséges felnőtt szérumfoltókból nem mu­

tatható ki.

3. Sikeres meghatározást végeztünk el beszáradt

magzatvizfolból is, amely legalább 500 ^il magzatvizet 

tartalmazott, igy a magzatvizfoltból történő AFP meg­

határozást legalább 10 cm átmérőjű folt esetén lehet

eredményesen elvégezni a kriminalisztikai gyakorlat­

ban. Vizsgálataink alapján ismeretlen eredetű vérfolt

összfehérje tartalomra vonatkoztatott AFP tartalma

alapján elkülöníthető, hogy a kérdéses folt újszülött 

vagy felnőtt, illetve anyai eredetű.

4. Vizsgálataink során az AFP foltból történő

időbeni kimutatását 9 hónapot átfogó intervallumban 

vizsgáltuk. 1 hónap elteltével a foltok összfehérje 

és AFP tartalmában nem tapasztaltunk jelentős változást. 

3, illetve 9 hónap után mind az összfehérje, mind az AFP 

tartalom csökkenését tapasztaltuk. 3 hónap után az össz­

fehérje tartalom kb. 1/3-ára, az AFP tartalom kb. 1/10- 

ére, 9 hónap elteltével az összfehérje kb. 1/6-ára, az 

-1/100-ára csökkent, de ilyen hosszú ideig tá­

rolt foltokban is biztonsággal meghatározható.

AFP kb.
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5. Különböző ideig tárolt foltok esetében vizs­

gáltuk az egyes nyomhordozókról eluálható fehérje és 

AFP mennyiségeit. A textil, papir és üveg nyomhordo­

zókról 9 hónapos tárolás után is minden esetben elu­

álható fehérje. E megfigyelés nemcsak az AFP megha­

tározás, hanem egyéb kriminalisztikai jelentőséggel 

biró fehérjék szempontjából és jelentős.

6. Az AFP mennyiségi meghatározásához kidolgo­

zott módszert a kapott szinreakció alapján/annak 

meglétén, vagy hiányán/ kvalitatív /szemikvantita-

tiv/ módszerre is kifejlesztettük./А tisztitott AFP

kalibrációs görbe 12 ng/ml értékénél kapott szinreak­

ció pozitiv, a 12 ng/ml AFP koncentráció alatti érté­

ket negativ értéknek fogadjuk el./

Vizsgálati eredményeink - úgy véljük - jelentős

segítséget nyújtanak az újszülött sérelmére történt

emberölési esetek helyszíni szemléjén talált biológiai 

nyomok tárgyi bizonyítókként történő felhasználásához.
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650-220

1090-389
1130-200

660 270 360
100 920 380 700 470 780

Műszál 500 1580 600 1230 800 1240
1000 1320 940 1220 890 1280

+50 870940 580 810600 760-162
982-111

1120-195
1400-141

100 1060
1400
1320

1130940 860 956üveg
500 1040 1310 9 80 1370

1000 1480 1530 14801190



2. táblázat

Textil, papir, műszál és üveg nyomhordozók felületéről eluált 50 >il köldökvért, illetve
köldökvér szérumot tartalmazó foltok 

AFP tartalma

Köldökvér szérum folt 
/ng/ml/

Köldökvér folt 
/ng/ml/

Nyomhordozó

380385Textil
550545Papir

Műszál
Üveg

440460
415410



3. táblázat

őt különböző anyai szérumban mért AFP koncentráció

AFP koncentráció 
/ng/ml/

Szérum minta

391.
1152.

783 .
1004.

905 .



4. táblázat

Különböző ideig tárolt, 50 ;j1 köldövérszérumot tartalmazó foltok AFP tartalma és a
visszanyerés effektivitása.

Szérum minta 
AFP tartalma 

ng/ml

Nyomhordozók A foltok AFP tartalma
3 hónap % 
ng /ml

1 hét 
ng/ml

1 hónap 
ng/ml

9 hónap 
ng/ml %

% %

1. 22000 textil
papir
műszál
üveg

380 1,72
2,50
1,88
2,00

310 1,40
2,27
1,77
1,81

100 0,45 6,8 
0,50 8,1 
0,68 <6,0 
1,59 22,0

0,030
0,036

40,027
0,10

550 500 110
415 390 150
440 400 350

textil
papir
műszál
üveg

370 2,55
4,06
2,06
2,34

290 2,00
3,58
1,93
2,13

95 0,65
0,53
0,96
1,31

2. 14500 590 520 78
300 280 140
340 310 190

textil
papir
műszál
üveg

200 0,88
1/59
0,88
1,25

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

260 85 0,28 9,0 
0,20 <6,0 
0,71 9,5 
0,88 60,0

0,030
<0,020
0,032
0,203

3. 29500 480 470 60
270 260 210
400 370 260

textil
papir
műszál
üveg

445 2,54
3,28
1,77
2,11

400 2,28
2,85
1,65
1,94

120 0,68 9,0 
0,85 11,0 
0,85 <6,0 
1,42 22,0

0,050
0,062

<0,027
0,125

4. 17500 530 500 150
310 290 150
370 34Q 250

textil
papir
műszál
üveg

300 1,15
1,13
1,01
1,19

270 1,03
1,03
0,96
1,15

150 0,57 6,6 
0,45 7,0 
0,38 <6,0 
0,76 18,0

0,025
0,026

<0,032
0,060

5. 26000 295 270 119
265 250 100
310 300 200



5. táblázat

1 ml minta és 1 ml mintát tartalmazó beszáradt foltok összfehére és AFP tartalmának
min.-max. értékei

Folt eluátumFriss minta
fehérjefehérje AFPAPF
/mg/ /ng//mg/ /ng/

Köldökvér szérum 

Anyai vérszérum 

Magzatviz

20 - 40 1000 - 200060 - 100 14500 - 52000
39 - 120 40 - 70 

4-7
70 - 120 NV

20 - 4010 - 20 150 - 250

NV: Nem vizsgáltuk.



6. táblázat

Friss minták és folt eluátomok 1 mg fehérjére vonatkoztatott AFP tartalma /ng/:

Folt eluátumFriss minta

Köldökvér 

Anyai szérum 

Magzatviz

400 25
1,5

10 6



7. táblázat

AFP minőségi kimutatása friss és beszáradt folt mintákból

Friss
minta

/50 pl-ben/

Folt eluátum

50 pl 100 pl 500 pl 1000 pl

Köldökvér szérum 

Magzatviz 

Anyai szérum 

Felnőtt szérum

+ + + + +
+ + + +
+ NV NV

+ : AFP cc > 12 ng/ml 
- : AFP cc ^ 12 ng/ml 
NV: nem vizsgáltuk.






