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|.Bevezetés

Napjainkban egyre szélesebb teret hoditanak a kildnbozd
betegségek, kérokozdk immunoldgiai mddszerekkel térténd kimutatésara
szolgélé immundiagnosztikai tesztek. A legtobb ilyen teszt izotdppal jelolt
reagenseket hasznal, ami azonban egészségkarosité hatasa és koltséges
volta miatt a széleskor(l elterjedését, haszndlatat hatraltatja. Masik jelentds
korlatja ezeknek a teszteknek egyes izotopok rovid felezési idejébdl ered.

Egyérteim(, hogy az immundiagnosztikai vizsgéalatok széleskérd
elterjedésének egyik alapfeltétele olyan stabil fehérjejelold reagensek
bevezetése, melyek az egészségre nem éartalmasak, ugyanakkor megfeleld
érzékenységgel rendelkeznek.

Egy esélyes jelolt a nagy immunoldgiai cégek altal mér forgalmazott
biotin/avidin rendszer, amely érzékenysége miatt igen 6l helyettesitheti az
izotépokat. Hazai viszonylatban azonban beszerzésének magas koltségei
hatraltatjak az elterjedését.

Dr. Somlai Csaba vegyész (Szentgyorgyi Albert OTE Orvosvegytani
Intézet), elbdllitott egy Ujfajta biotinildld reagenst, biotinil-eamino-
kapronsav-o-pentafiuor-fenol észter (tovébbiakban biotin-X-opfp ), mely
tapasztalataink szerint egyszeribben és olcsdbban allithatd el mint az
irodalombd! ismert biotinil-kaproilamido-N-hidroxi-szukcinimid-észter (B-X-
NHS). 1. 4bra

Dolgozatomban ezzel az (j fehérje biotinild!é reagenssel tdrténd
fehérjejelOlés optimalizélasardl és a jelolt fehériék kulonbozd terileteken
torténd alkalmazasard! szamolok be.

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a biotin-X-opfp-vel jelolt
fehérigk minGsége a mar ismert biotinildld reagensel (B-X-NHS) jeloit
fehérjék tulajdonsagaival 6sszevethetdek.
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1.4bra: Szerkezeti képletek
A taldimany szerint a (Il) képlet(i biotint diciklohexil-karbodiimid jelenlétében

pentafluor-fenollal reagaltatjuk, majd kivant eseteben a kapott (lll) képlet(i biotin-pentafluor-
fenol észtert (biotin-opfp) e-amino-kapronsavval, a kapott (IV) képletd kapril-amido-biotint
pedig diciklohexil-karbodiimid jelenlétében pentafluorfenollal visszik reakcioba. igy
kivansag szerint vagy a biotin-opfp-t, vagy a tavolsagtart6 "szpészert" is tartalmazo biotin-
X-opfp-t (1) &llitjuk eld. Mind a (lll) képlet(i biotin-opfp, mind az (l) képletl biotin-X-opfp
alkalmas aminosavak, peptidek, fehérjék enyhe korllmények kozotti biotinildlasara. A

gyakorlatban a mar emlitett okbdl az utdbbi felhasznélasa elénydsebb.



il. Irodalmi attekintés

Két nagy csoportba oszthatiuk az immunolégidban jelenleg
hasznalatos, nem izotépos fehérje jelolé rendszereket.

A, Nagykapacitast molekulafelismerd rendszerek

Ebben az esetben a minden éI6 rendszer szerkezetének és
szervez8désének alapjdul szolgdld néhany igen specifikus és
nagykapacitasi molekula-felismerd rendszert épitenek be az immunoldgiai
eléhivérendszerek eszkdztaraba.

1, Avidin/biotin rendszer

2, Bakteridlis ellenanyagkotd sejtfal fehérjek
Protein-A és -G

3, Lektinek

4, Enzim-anti-enzim komplexek

B, Kémiai (ton el@allitott konjugatumok

Ebbe a csoportba soroljuk mindazokat a konjugatumokat, melyeket
kémiai reakcidkkal allitanak eld. Tébbnyire egy ellenanyag molekulat és
egy olyan enzimet vagy kolloidalis festék molekulat kapcsolnak &ssze,
amely a kimutatast lehetdvé teszi.

1, Enzimes konjugatumok
a, NalO4-os konjugatum
b, Konjugatumok homo- ill. bifunkcionalis
reagensekkel
2, Kolloidalis arannyal jeldlit fehérjék
3, Fluorokrémmal jeldlt fehérjék



A, Nagykapacitasi molekulafelismeré rendszerek

A /1, Avidin/biotin rendszer

Az avidin/biotin rendszer igen gyorsan valt az Enzim Immuno
Assay-k (EIA) fontos eszkdzévé. Ennek tébb oka is van:

-Az avidin kivételesen erés kdtddése a biotinhoz (Kd:10-15M)

-a biotin nagyon kdénnyen kapcsolhaté fehérjékhez anélkil, hogy

azok aktivitasat csokkentené

-az avidin nagyon stabil és tobb biotink&té helyet is tartalmaz, igy

Osszeko6td molekulanak hasznalhatd két biotinilalt molekula kozott.

Az avidin/biotin rendszer hasznélata igen érzékeny kimutatast tesz
lehet&vé minimalis hattér mellett (Becker and Wilchek 1972; Heitzmann and
Richards 1974; Heggeness and Ash 1977). A biotin egyike a B-vitamin
komplex szédmos vizoldékony faktoranak, s a karboxilaciés reakciokban
enzimek koenzimje. A (+)-biotin valeridnsav oldallancanak karboxil
csoportia kovalensen kapcsoldédik egy amid-kétésen keresztul a
karboxilalé enzimek lizil oldallancanak e-amino csoportjahoz. Az avidin anti-
bakteridlis funkcidja a biotin megkétésén alapul, igy gatol minden biotint
koenzimként tartalmazé enzimet.

Az avidint tojasfehérjébdl izolaltdk (Frankel and Conrad 1952), mely
szamos egyéb antibakteridlis fehérjét is tartalmaz (lizozim, conal-bumin). Az
avidin és a lizozim jelentés szekvencia hasonldsagaabdl kézds eredetre
lehet kdvetkeztetni (Green 1975). Az avidinhoz nagyon hasonlé fehérje a
streptavidin, melyet a Streptomyces avidinii nev(i gombabdl izolaltak
(Dunaley 1955). Funkcidjat tekintve azonos a két molekula, de
szerkezetében az avidin egy glikoprotein magas izoelektromos ponttal
(pl=10.5), mig a streptavidin nem tartalmaz cukor oldallancot, s az
izoelektromos pontja is a semleges tartomanyba esik. Ezen tulajdonségai
miatt féleg az immunhisztokémiai festésekben van hattércsokkentd hatasa
az avidinnel szemben. A nativ avidinnek 4 biotin koté alegysége van,
melyeknek mindegyike 15600 dalton molekulatdomegd (Green 1975). Az
avidin minden egyes alegysége képes egy biotinmolekulat megkdtni pH:2-
13 tartomanyban (Green 1963,1975).



Az 1 mg/ml koncehtréciéjo avidin oldat optikai denzitdsa 282 nm-en
1.54cm"" (Green and Toms 1970). A molekula erds fénnyel szemben
érzékeny (Gybrgy 1942). Definicid szerint egy egység avidin 1 g (+)-biotint
kdt meg, a legmagasabb elérhetd specifikus aktivitas az avidin ill.
streptavidin esetében 14U/mg.

Ahhoz, hogy a biotint fehérjékhez tudjuk kapcsolni, a biotin karboxil
csoportjat aktivva kell tenni a fehérjék szabad aminocsoportja felé.

Két ilyen nagy reaktivitds( biotin észtert haszndlnak altaldnosan, a
biotinil-p-nitrofenil-(BNP) észtert és a biotinil-N-hidroxi-succinimid (B-NHS)
észtert. Az utdbbi sokkal inkébb vizoldékony, ezért kénnyeb hasznéini, bar
tarolédsa éppen ezért bonyolultabb (desszikator). Mivel az avidin biotin kété
helye mélyen a molekulafelszin alatt van, ha a biotin szorosan kapcsolodik
egy ligandhoz, az avidin nem tudja megkétni azt, sztérikus gatlas I1ép fel.
Green és munkatarsai (1971) dimer biotin molekulakat allitottak eld, melyek
kdzé klldnbdzd szénatomszamu "szpészert', tavolsagtartd kart iktattak be.
Azt tapasztaltak, hogy a molekula 2 biotin végéhez csak abban az esetben
tudott 1-1 avidin molekula kotédni, ha ez a szpészer lanc 12 szénatomnél
hosszabb volt. Ezért vezették be a biotin/avidin rendszerekben az €-
aminokapronsavat mint szpészert a biotin karboxil csoportja és a reaktiv
NHS csoport kdzé (B-X-NHS-ként roviditjik) (Costello 1979, Hoffmann
1982, Leary 1983).

A/2, Bakteridlis ellenanyagkétd sejtfal fehérjék

Protein-A

A Prot.A a Staphylococcus aureus sejtfalabdl izolalt fehérje, mely
nagy affinitdst mutat sok immunglobulin (Ig) Fc fragmentjéhez (Forsgren
and Sjoquist 1966, Kronwall 1974). Becsllt molekulasilya 42000 es
56000D kozott van (Bjork 1972), pl:5.1 (Lindmark 1977). Négy fehérjekotd
helye k&zUl csak kettét tud egyszerre haszndlni, igy bifunkcionalis
vegyUletnek tekinthetd.

A Prot.A elsédlegesen az Fc régidban koti meg az |g molekuléat, a 2.
és 3. konstans régidkban (Langone 1982), igy az Ig-Prot:A kapcsolat nem
gatolja az antigén-ellenanyag kotédést. Mivel az Fc régié a kilénbdzd
ellenanyag osztalyokban és alosztalyokban nem egyforma, nem meglepd,
hogy a Prot.A is az eltéré eredetli és osztalyl ellenanyagokhoz mas-mas
er@sséggel kotédik.



Protein G

A Prot.A-hoz hasonl6 tipusu fehérjék izolalhaték més streptococcus
torzsek sejtfalabdl is. A Protein G egy 30000-35000D molekulasilyd fehérje,
melyet a Staphylococcus aureus C illetve G jeld torzseibdl izolaltak
(Kronwall 1973). Mivel elészor csak 1984-ben tisztitottak, kevésbé ismert
mint a Prot.A (Bjorek and Koronwall 1984). Jelent6sége, hogy azok az
ellenanyag osztalyok, alosztalyok amelyek egyes fajok esetében gyengén
kétédnek a Prot.A-hoz, igen jo affinitist mutatnak a Prot.G-hez. Mindkét
fehérije génjét izolaltdk, s tdltermeld tdrzsekbe épitve a mesterséges
gyartasat is megoldotték.

Mindkét fehérjének széleskor(i immunokémiai felhasznélasa
lehetséges az ellenanyag tisztitdson kivll, radioaktiv, enzim vagy
fluoreszkald részecskékkel jeloive.

A/3, Lektinek

Az eredetileg novényekbdl izolalt, hemagglutinacitért felel6s
glukoproteineket agglutininnek, fitohemagglutininnek, vagy Ujabban
lektinnek nevezziik, mivel eredetilk nem korlatozodik csak novényekre
(Gold and Balding 1975 review). A lektinek nevezéktana még nem
egységes, de alkalmazadsuk elsésorban az Aaltaluk megkotott
cukorcsoportok szerint térténik. EIA rendszerekben igen j6l hasznélhatd pl.
a (Canavalia ensiformis L.-bd! izolalt) Concanavalin-A (Con.A) lektin, mely a
peroxiddz molekula szénhidrat oldallancat ismeri fel (D-mannéz és D-
glikoz).

A Con.A négy, egyenként 26000D molekulasulyl alegységbdl all,
melyek tetramerré rendezédnek (Edmundson 1971). Minden alegység az
aktivitisdhoz nélkilondzhetetien Mn2+ és Ca2t ionokat, valamint egy
szénhidratkots helyet tartalmaz (Becker 1971).

A lektinek hasznalata EIA rendszerekben f6leg az aviditasuktdl fugg,
mivel hatékonysaguk gyakran kisebb mint azoké az ellenanyagoke, -
melyeket helyettesithetnének. JoI megvalasztott rendszerben azonban igen
j6 eredmények érhetdk el.



A/4, Enzim-anti-enzim (E-a-E) komplexek

A legspecifikusabb nagykapacitdsi molekula-felismeré rendszer
maga az immunrendszer. Mivel egy ellenanyag egyszerre tbltheti be az
antigén és az antitest funkcidjat, kivaldan alkalmas immunoldgiai eléhivd
rendszerek elballitdsdra. Az E-a-E rendszerben egy masodlagos
ellenanyag tolti be a hid szerepét, két azonos fajbdl szérmazé, de
kllénbdzd antigént felismerd Ig kdzott. Az egyik ellenanyag antigénje maga
az enzim (peroxidaz vagy alkalikus foszfataz). Ilgen nagy specificitas érhetd
el monoklondlis ellenanyagok alkalmazasaval. A monoklonélis egér PAP
(peroxidaz-anti-peroxidédz) komplex pl. immunhisztokémiai festési
eljarasokban igen érzékeny, hattérmentes jelet biztosit.

B, Kémiai tton elballitott konjugatumok

A kovetkez6 nagy csoportbarazok a konjugatumok tartoznak,
melyekben az enzimet, vagy mas jelgenerald reagenst kémiai reakcid utjan
kétik az ellenanyagokhoz, vagy egyéb fehérjékhez.

Mivel dolgozatomban az avidin/biotin rendszerrel foglalkozom,
amely a nagykapacitadst molekulafelismerd rendszerekhez tartozik, a tel-
jesség igénye nélkil csak a leggyakrabban hasznalt kémiai
konjugatumokat emlitem.

Egy ideélis konjugatum 100%-ban kapcsolja 6ssze az enzimet és az
ellenanyagot megfeleld orientaciéban az enzim aktivitas csOkkenése nélkll,
azonkivll stabil és gazdasadgosan dllithatd el6. A jelenleg ismert
konjugdtumok kozll egy sem teliesiti a fenti szigord kdveteiményeket.
Nagy kuldnbségek vannak a konjugatumok kozott hatékonysagban és
kimutathatésagban. Enzim-immuno-hisztokémiai (EIH) festésre pl. sokkal
elénydsebb egy olyan konjugatum, ahol az ellenanyag:enzim arény 1:1,
mivel ez kdnnyebben diffundal a szévetben mint egy tébb enzimet hordozé
ellenanyag. Ez utdbbi viszont az EIA mddszerekben hasznosabb.
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A modszertdl flggetienll tobb fontos paramétert kell figyelembe
venni egy optimalis konjugatum létrehozasakor. Tébbek kdzdtt:

- a konjugéacidéban résztvevd molekulak molaris koncentracidja

- a konjugaciés id§ megvélasztdsa a molaris koncentracioktdl

faggden

- a puffer oldatok tisztasaga

- az ioner@sség és a puffer oldatok pH-ja

B/1 Enzimes konjugatumok

Egy nagyon elegans és hatékony modszert fejlesztettek ki 1974-ben
Nakane és Kawaoi glikoproteinek kémiai konjugélasara, majd 1978-ban
Wilson és Nakane tokéletesitették azt.

B/1a, NalO4-0s konjugatum

Direkt konjugéacié az egyik makromolekula Na-perjodattal torténd
aktivacidja utan. ElsGsorban peroxiddz enzim konjugéldsara hasznaljak.
Optimalis kdrllmények kozott a peroxidaz molekula 90%-a konjugalddik, s
csak 10%-0s aktivitas-csOkkenés figyelheté meg. A konjugatumot egy
gondos tisztitdsi lépés soran el8szor elvélasztjgk a konjugalatian
peroxidaztdl, majd a szabad immunglobulintdl. Az elsét egy gélsziréssel,
az utdbbit affinitas kromatografiaval Con.A-Sepharose osziopon.

B/1b, Konjugatumok homo- ill. heterobifunkcionalis reagenssel

Minden keresztkGtést létrehozé reagens legaldbb két reaktiv
csoportot tartalmaz. A homobifunkciondlis reagenseknél (pl. glutéral-
dehid), ez a 2 reaktiv csoport ugyanaz, mig a heterobifunkcionélisoknél
elterd egymastdl, ezért mindkét csoport kilonbozé kérllmények kdzott
reagalhat (pl. maleimid szarmazékok).
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Elméletieg a méasodik csoport hasznalhatobb konjugatumokat
képes létrehozni. Néhany homobifunkciondlis reagenst kétlépéses
reakcidban alkalmazzék, amikor az egyik fehérie kevésbé reaktiv a
keresztkotést Iétrehozd vegyllettel. Amennyiben egylépéses reakcidban
hasznaljék, a 1étrejévé konjugatum mérete és aranyai nem kontrollélhatdoak.
Mindezek ellenére a glutéaraldehid egy széles kérben elterjedt keresztktd
reagens. Hasznélata egyszer( és gyors, féleg alkalikus foszfataz és ureaz
konjugatumok elballitaséara hasznédljgk (Morris and Saelinger 1982).
Heterobifunkciondlis reagenssel optimalisabb konjugatum hozhaté létre,
kénnyebb elkerlini a nemkivanatos keresztkétéseket, homopolimereket
(Kurstak et. al, 1975, Ishikava et.al, 1978).

B/2, Kolloidalis arannyal jeloit fehérjék

Masodlagos ellenanyagok, Prot. A vagy streptavidin kolloidéalis
arannyal konjugéalva igen j6 feloldéképességet biztositd immunhisztokémiai
festést tesznek lehetGvé. A kolloidalis arany erés, de nem kovalens
kotéssel kotédik a fehérighez, annak pl-je korlli pH értéknél. Az arany
jelolést  els6dlegesen  elektronmikroszkdpos  felvételek  festésére
fejlesztették ki (Rooth et. al, 1978), de alkalmas fénymikroszkdpos
metszetek vizsgélatara is. Nagyobb feloldast ad mint az enzim alapd
konjugdtumok, s megoldja az endogén enzimaktivitds problémajat is.
Ujabban fotokémiai eziistézéssel érzékenyebbé tudjak tenni az arany
jelolést. Az addig rdzsaszin-piros jel ezlistézéssel sotétpirostdl feketéig
er8s6dd szint ad.
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B/3, Fluorokrém jeldit fehérjék

Az ellenanyagokat kozvetlentl a fluorokrom festékekhez lehet
kapcsolni, s éI6 rendszerekben is hasznalhatok. Altalanosan négy
fluorokromot hasznélnak, ezek a fluoreszcein, rodamin, Texas Red és a
fikoeritrin. Ezek kozlUl is elsésorban a fikoeritrin és a fluoreszcein
izotiocianat szarmazékai alkalmasak a fehérjékhez t6rténd kapcsolasra.
Ezeknek a konjugatumoknak az elénye elsGsorban abban rejlik, hogy
egyszerre kétféle festésre is lehet6s6get ad. Elsdsorban fénymik-
roszkopos metszetek kettds festésére lehet hasznalni, kihasznéalva, hogy
minden fluorokrdm mas szinnel fluoreszkal. Hatranya azonban, hogy
specialis mikroszép szikséges hozz4, s a stabilitdsa is kisebb mint pl. a
biotinos jelélésé.
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I.Célkitlizés

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a felsorolt konjugatumok
széleskérben hasznalhaték mind az immunolégidban, mind mas
terlleteken. Hazai viszonylatban azonban csak néhany, a jonev( kulféldi
cégek termékeihez képest gyengébb minéségl enzim konjugatum
szerezhet6 be forintért. Az elsé (A) csoportban feisorolt nagykapacitasu
molekulafelismeré rendszerek csak valutaért kaphatdak, beszerzésik
hosszadalmas.

Célunk volt annak vizsgélata, hogy jeldlhetdk-e a biotin-X-opfp-vel
kiméletes korllmények kozétt a kildnbdzd fehériék, s a jeldlt fehérjék
alkalmasak-e érzékeny tesztrendszerek felépitésére? Végul
6sszehasonlitottuk a kllfoldrél beszerezhetd biotin-X-NHS-el és a biotin-X-
opfp-vel jel6lt fehérjéket.

Kisérleteink sorén féleg ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) rendszerekben vizsgéltuk a biotinildlt fehérjék min&ségét és
mennyiségét, valamint, hogy az (] aktiv észter megfelel-e az elbzetes
célkitlizésnek, azaz minésége Osszevethetd-e a biotin-X-NHS  aktiv
észterrel.

1A Dbiotin-X-opfp-vel vald jeldlés optimélis kérliményeinek
megallapitasa.

1,a A biotinilaldas mennyiségi viszonyai.
1,b A pH hatésa a fehérjék biotinilalasara.
1,c Az id6 szerepe a fehérjék biotin jeldlésében.

2. A biotinilalt fehérjék jellemzése:

2,a Biotinilalt BSA és Ig kimutathatésagi hatara.

2,b Biotinildlt BSA kimutatdsa immun-blotton biotinilalt B-
galaktozidaz /streptavidin komplex-szel.

2,c Higitasi kisérletek biotinilalt peroxidaz/streptavidin
komplex-el. ‘

2,d Osszehasonlitd vizsgalatok az Amersham cég biotinilélt
termékeivel.
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IV. Anyag és Médszer

Anyagok:

1, Poliklonalis immunsavdk:
Az anti-egér birka és az anti-nyll birka szérumot a Mez6hegyesi
Mez6gazdasagi Kombinat Allattenyésztési Uzeme Allitotta el6.
Az anti-tesztoszteron nyUl szérum Dr.Csernus Valér POTE ajandéka.
Az anti-ekdizon nyUl szérum Dr Szekeres Gyorgy POTE ajandéka.

2, Monoklonalis immunsavok:
Az anti-SOD (superoxi dizmutaz) egér és anti-OVA (ovalbumin) egér
ellenanyag Dr. Németh Péter, POTE Pathologiai Intézet, ajandéka.

3,Enzimek:
Tormagyokér peroxiddz (HRPO) Reanal RZ=0.5 nyers kivonatbdl
tisztitotta Dr. Hannu Niemi, Biotechnika RT., RZ=3.0, Spec. aktivitds
60-80 U/mg pirogallol egységben.
B-galaktozidaz, Kdbanyai Gydgyszerdrugyar Gydgyszerkutatd
Intézete, Spec.akt. 300000U/mg ONPG egységekben
Alkalikus foszfatdz, CALBIOCHEM 524572 kat.szam, Spec. akt.
1500U/mg PNPP egységekben.

4,Egyéb:
Protein A-Sepharose CL-4B, Pharmacia
Zselatin és BSA (Bovin Serum Albumin), Reanal
BSA haptén konjugéaciéhoz, Serva V frakcié Tesztoszteron, Sigma
20-OH ekdiszteroid, Dr.Mardy Péter, SzBK Genetika Int., ajandéka
(+) biotin,Reanal
Biotin-X-NHS, Boehringer kat. szdm 1008960
Streptavidin, Apcel
SOD (superoxi dizmutéz), Sigma
DMSO (dimetil szuifoxid), Serva
HABA (hidroxi-azo-benzoesav), pirogallol, Aldrich
ELISA lemez, Titertek, High aktivated Immuno Assay Plate Kat. szam
7717205
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5,Referencia anyagok:
Biotinilalt anti-egér birka IgG, Amersham RPN.1001
Biotinilalt peroxidaz/streptavidin, Amersham, RPN.1041
Anti-egér nyul IgG/peroxidaz konjugatum, Dakopatts, P260

6, Felhasznalt pufferek:

PBS pH:7.2 0.0075M NagHPO4 x12H20
0.0025M NaH2P0O4 xH20
0.1450M NaCl

PBS mosd: PBS+0.5M NaCl+0.05% Tween20

Citromsav-foszfat puffer pH:5.0
0.0347M citromsav
0.0667M NagHPO4x12H20

TBS pH:7.5 50mM Tris
150mM NaCl
5mM MgCl2

"Z'puffer pH:8.00.06M Na2HPO4
0.04M NaH2PO4
0.01M KCl
0.001M MgCl
0.05M B-Merkapto-etanol

7, Szubsztratok és kromogének:
ONPG 0-nitrofenil B8-D-galakto-piranozid, Aldrich
OPD o-fenilén diamin, Sigma
TMB tetra-metil benzidin, Serva
4CN 4 kloro-1-naftol, Serva
3AEC 3-amino-9-etilkarbazol, Serva
DAB diamino benzidin Sigma
H202 hidrogénperoxid, Reanal
X-Gal 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galakto-
piranozid, Biotechnika RT.
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Modszerek:

1, Immunglobulin tisztitas:

Az ellenanyagokat két lépésben tisztitottuk . El6szér 50% ammonium-
szulfattal kicsapva el6tisztitottuk a szérumot, majd alapos dializis utan
protein-A-Sepharose CL-4B oszlopon vélasztottuk el az IgG frakcidkat
(Manil,L. et.all. 1986).

}2, Fehérjék mennyiségi meghatarozasa:
Bredford szerint.
Anal. Biochem.,(1976) 72, 248

3, Fehérije biotinilalas:

0.1M NaHCO3 pH:9,0-es pufferben oldott fehérjét (1mg/ml)
szobahén 2 éran at inkubéltuk a DMSO-ban oldott biotinilalé reagessel
(Img/ml biotin-X-opfp) 5:1 térfogataranyban, majd kimerit§ dializissel
eltavolitottuk a szabadon maradt biotint. A jelolt fehérjét altaldban PBS
pH:7.2 pufferben taroltuk 1% BSA-val kiegészitve. Protedzgatiéként 0.01%
mertiolatot hasznaltunk. A részletes mennyiségi ardnyokat a kulénbdzd
fehérjék esetében a késébbiekben részletezem.

4, Biotin-X-opfp meghatarozas HABA-val:

Green, N.M. eljarasa alapjan (Biochem. J.,94, 23)

Eldsz6r kalibracidés gorbét készitettlnk. 40Qug avidint és 25l (0.25mM)
HABA oldatot 1ml PBS pH:7.2 pufferben elkevertlnk, majd abszorbcit
mértink 500nm-en. 2Qug/ml biotin oldatbd! Sul-eket mértink a fent lemeért
elegyhez, majd mértik az abszorbcidés valtozast. A biotin erdsebben
kotddik az avidinhez, ezért aranyos mennyiség( biotin analégot szorit le az
avidin molekulardl, ami fotométerrel kdvetheté szinintenzitds csékkenéssel
jar.

A vizsgélandé mintakat elészér proteindz-K enzimmel emésztettik
37°C-on 10mM Tris pH:8.0 pufferben, majd 1 6rés, 67°C-on torténd
inkubalassal hatéstalanitottuk a fehérjét emészté enzimet. Ebbdl az
emésztett fehérje oldatbdl 5-1Qu-t mértiink az avidin-HABA keverékhez, s
mértlk a biotin altal kivaltott abszorbci6é csokkenést.
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5, Enzimaktivitds mérés:
Peroxidaz:
Sigma protokoll szerint:
Reagensek: A, 0.1M KH2PO4 pH:6.0
B, 0.147M H202
C, 5% pirogallol oldat
D, desztillalt viz
1mi-es klvettdba a kdvetkezd oldatokat mértlk:
A, 0.32ml
B, 0.16mi
C, 0.32ml
D, 2.10ml
Az oldatokat dsszekevertik, és 20°C-ra allitottuk. 420nm-en a fotométert
nulldzztuk erre az oldatra, majd kozvetlenil a mérés elétt 0.10ml
megfeleléen higitott peroxiddz enzimet mértink bele. Gyorsan
Osszekevertiik, majd 15mp-enként leolvastuk az OD-t. A linedris szakaszbdl
szamoltuk az aktivitast.

AOD420/20mp

U/mg=
12x mg enzim/ml reakcid

12: a Sigma altal meghatéarozott extinkcids koefficiens.

A jeloletlen enzim 1.23mg/ml, a jelolt 0.95mg/ml fehérje tartalmi

volt.

Eredeti enzim: AA420/t=20mp =(0.0330

Biotinilalt enzim =0.0220
0.0330

Eredeti= =67.6 U/mg
12x0.00004 1
0.0220

Biotinilalt = ---- =553 U/m

12x0.0000331
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B-galaktozidaz:
Worthington Enzyme Hand Book szerint:

OD420 x 380
Aktivitas: = U/mg
t26°C(perc) x mg fehérje/reakcid

10d enzimet 20Qug ONPG-vel és 1ml Z pufferrel 26°C-on inkubaltuk a
sarga szin megjelenéséig. Stopperrel mértik a reakciéidét. Ha tul gyors a
reakcid (t < 1perc), higitottuk az enzim oldatot. 0.5ml NagCOg-al allittottuk
le a reakcidt, majd 420nm-en abszorbciét mértink. 1mg tiszta enzim
aktivitdasa max. 300000 U

A fehérjetartalom:1, biotinilalas elétt 17.3mg/ml
2, biotinilalas utan 0.7mg/ml
1a, t26°C = 3perc 1000x hig
1b, = 1perc 100x hig
2. = 3perc 100x hig

1a, OD420 =0.242
1b, OD42p =0.778
2, OD420 =0.089

0.242 x 380

1a =177186 U/mg
3x0.000173
0.778 x 380

1b, =170890 U/mg
1x0.00173
0.089 x 380

2, =161047 U/mq

3 x 0.00007
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6, Komteticios ELISA teszt:

Két kompeticids tipusu ELISA vizsgalatot végeztink, melyekben a
modszer megegyezett, csak az antigén ill. ellenanyag higitasok valtoztak.

A lemezeket BSA-hoz konjugalt B-ekdizonnalal ill. tesztoszteronnal

érzékenyitetttk PBS pH:7.2 pufferben higitva. Egy mélyedésbe 16 ill.
25ng/10Q4 oldat kerult. Két éran at 37°C-on inkubaltuk a lemezeket, majd
PBS mos¢ pufferrel 3x3 percig mostuk. A szabadon maradt kétéhelyeket
0.5% BSA oldattal telitettilk. 1 dra inkubéacié és 3x3 perc mosas utan az
anti-ekdiszteroid ill. anti-tesztoszteron nydl szérumokat mértik a
mélyedésekbe a megfelel6 szabad antigénekkel egyszerre. Az ellenanyag
a szabad antigén mennyiségétél fiuggben koétédik ki a lemezre, ahol a
biotinilalt anti-nyll birka Ig és biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex
rendszerrel hivtuk el6. A szubsztratot és a kromogént citromsav-foszfat
pufferben oldottuk. 0.003% H202 és 0.8mg/ml OPD. A reakci6t 4N kénsav
oldattal allitottuk le.
Az eredményt OD4g2nm-en olvastuk le. Minél kevesebb a szabad antigén
mennyisége, annal nagyobb OD-t kaptunk. Maximalis, azaz 100% az OD,
ha a szabad antigén mennyisége = 0. A kalibraciés gobrbe
szemilogaritmikus papiron &brazolva &ltaldban szigmoid. A pontos
méréshez a linedris szakasz hasznalhatd. Minél erésebb az ellenanyag
kétddése az antigénhez, annal meredekebb a gérbe és annal pontosabb a
mérés.

7, Western-blot - biotinilalt MS marker eléhivasa

Akrilamid gélen, toltés alapjan elvalasztott fehérie mintazatot
kapillaris transzfer segitségével vittlk at nitrocelluléz (NC) filterre (Towbin,
1979.; Gershoni, 1983.). A blottolas utan telitettilk a szabadon maradt
fehérje koté helyeket. TBS pH:7.5 pufferben oldott 3% BSA vagy zselatin
oldattal 37°C-on enyhe razogatas kdzben inkubaltuk. A nitrocelluldz filtert
nagy fehérjek6td kapacitasa miatt 2-4 6ran at telitettik.
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A tovébbiakban &ltalaban az ELISA tipus( tesztekhez hasonldan
jartunk el. Jelen esetben kézvetlenll a biotinilalt peroxidaz/streptavidin
komplexel hivtuk el6 a megfuttatott, majd NC filterre atblottolt biotinilalt
molsily fehérjéket. 1% BSA-val és 0.05% TritonX-100-al kiegészitett TBS
pufferben higitottuk a komplexet, és mostuk a filtert. A biotinilalt peroxidéz-
/streptavidin komplexel 30 perces inkubécié altaldban jo festést biztositott.
Nitrocelluldz filteren szines csapadékot adé kromogént hasznéltunk, 4CN
(4-kloro-1-naphtol): kékesfekete csapadék, szubsztrat puffere: TBS
ph:7.5+0.08% H202+0.4mg/mi 4CN. Az enzimreakciét egyszerd
csapvizes kimosdassal allitottuk le, majd a filtert szarazon, sétét helyen
taroltuk.
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V. Kisérletek és eredmények

1. A biotin-X-opfp-vel vald jelblés optimalis kérdlményeinek megallapitasa:

Vizsgéltuk a jeldlés korliményeit és megallapitottuk az optimalis
fehérje/biotin aranyt tobb fehérjére nézve, mértik a jeldiédés idétdl és pH-
tol vald fuggését, valamint enzimek esetében a streptavidinnel toérténd
komplexképzés optimalis aranyait. Végezetll a specifikus aktivitas
meghatarozasaval ellendriztik a jelolt enzimek karosodasanak mértéket.

Tébb kilénbozd fehérjét jelditink kildnbdzd mennyiségl biotin-X-
opfp-vel annak megdllapitaséra, hogy a megkdotott biotink mennyisége
befolyasolja-e a fehérjék bioldgiai funkcidjat, valamint, hogy immunoldgiai
tesztrendszerben milyen érzékenység érhetd el ezzel a modszerrel.
Biotinilaltunk BSA-t, mint enzim aktivitissal nem rendelkezd fehérjét,
immunglobulint és két enzimet.

Tormagybkér peroxidazt, mint egy alegységbdl allé és
B-galaktozidazt, mint 4 alegységbdl allé enzimet. Mindkettét gyakran
hasznéljgk az immunolégiai eléhivd rendszerekben. Az eredmények a
2.8bran és az |.tablazatban vannak Gsszefoglalva. Minden esetben azonos
kérlilmények kozott végeztik a biotinilalast, figyelembe véve, hogy a
B-galaktozidaz aktiv struktirajanak fenntartadséhoz B-merkapto-etanol és
Mgt * ionok szilkségesek. 1mg/ml-es fehérje oldatokat készitettiink 0.1M
NaHCO3 pH:9.0 pufferben, és ehhez adtuk a DMSO-ban oldott
biotin-X-opfp-t 1:12,5; 1:25; 1:50; 1:100; 1:150; B-galaktozidaz esetében
1:100; 1:140; 1:210; 1:360; 1:460; 1:700; és 1:1000 aranyban. Ugyeltiink
r4, hogy a DMSO menynyisége ne haladja meg a puffer térfogatanak
1/5-ét, klldnben az oldat pH-ja erésen lecsokken.

Szobah&mérsékleten 4 dérahosszaig inkubaltuk, majd PBS pH:7.2
pufferrel szemben legaldbb 36 O&rédn &t dializaltuk, tobbszdros
puffercserével. A B-galaktozidazt 10mM MgCl2-ot és 10mM B-merkapto-
etanolt is tartalmazé 10mM TRIS pH:7.6 pufferbe dializaltuk at. A BSA és az
immunglobulin esetében kozvetlenll a szilard fazishoz, ELISA lemezhez
kotéssel, és egy biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex-szel torténd
elGhivassal ellendriztik a biotin jeloltségét.
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2.4bra: Négy kiilénb6zé fehérje biotin-jeldltségének fiiggése a jeldl6 reagens
mennyiségétél

Erzékenyités:B-fehérjékkel

Telités: 0.5% BSA

El6hivas: biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex-szel, 1000x hig, illetve az enzim
komplexeket kdzvetlentl a szubsztratjukkal.

A részletes adatok az 1.T4blazatban talalhatok.
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1.Tablazat

A fehérje biotinilalas mennyiségi viszonyai:

Fehérje:biotin-X-opfp mdlarany

1125 1:25 1:50 1:70 1:100 1:150
B-BSA 25ng/mélyedés
AOD 1.19 1.82 1.98 1.97
% 60 92 100 99.5
ASD 0.03 0.03 0.05 0.07
B-lg 20ng/mélyedés
AOD 0.76 1.40 1.76 1.94 2.00
% 38 70 88 97 100
ASD 0.02 0.04 0.05 0.07 0.08
B-biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex 2000x hig
peroxidaz 1 g/ml streptavidin 0.6 g/ml
AOD 1.62 2.00 0.60 0.08 0.06
% 81 100 30 4 3
ASD 0.05 0.06 0.02 0.01 0.07
B-galaktozidaz/streptavidin komplex 100x hig
B-galaktozidaz 0.04ng/ml streptavidin 2.3 g/ml
Feherje:biotin
molarany AOD % ASD
1:1000 1.12 80 0.03
1:700 1.27 91 0.04
1:540 1.37 98 0.04
1:460 1.40 100 0.03
1:360 1.34 96 0.02
1:210 1.05 79 0.04
1:140 0.70 50 0.03
-1:100 0.63 45 0.02
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Mindkét esetben a vart telitési gorbét kaptuk, azaz ndvelve a biotin-
X-opfp mennyiségét, névekszik a jel, azaz egyre tdbb biotin molekula
kotddik meg a fehérjén. Immunglobulin esetében egy figgetlen kisérletben
meggy&zddtink arrdl, hogy az 1:100 fehérje/biotin-X-opfp mdlarany mellett
jelolt fehérje immunoldgiai felismerd képessége nem csdkkent.

Enzimek esetében nem elsésorban az a kérdés, hogy hany biotin-X-
opfp molekulat tudunk megkotni a fehérién, hanem hogy a megkdotott
molekuldk mennyire befolyasoljak az enzimaktivitast. Ezért nem mint jeloit
fehérjéket, hanem streptavidin komplexet képezve, magat a biotinilélt
enzim/streptavidin komplexet vizsgéltuk adott mennyiségl biotinilait
fehérjéhez kotve. Ahhoz, hogy a kildnb6zé mennyiségl biotin-X-opfp-vel
jeldlt enzimeket egymassal dssze tudjuk hasonlitani, el6bb mindegyikhez
meg kellett keresni az optimalis streptavidin koncentraciét. Az optimalis
streptavidin koncentracié azt az értéket jelenti, amelynél a streptavidin
maximalis szamu biotinilalt enzimet kapcsol 6ssze gy, hogy még elegendd
szamu fellleti elhelyezkedés(i szabad biotink6té helye marad mas, a
szilard fazishoz kotott biotin molekulakhoz vald kotédésre.

Peroxidaz enzimnél ezt az optimumot a 3.abrén mutatjuk be.

Ugyanezt a kisérletet végeztik el biotinilalt B-galaktozidaz esetében
is, majd a komplexeket hasonlitottuk dssze. Abrazolaskor 100%-nak vettiik
az adott kisérletben elért maximalis OD-t, s ehhez az "optimumhoz" képest
abrazoltuk a tobbi mérési pontot. A 2.4bran lathaté, hogy mig a biotinilélt
peroxidaz/streptavidin komplex éles csicsot ad, jelezve, hogy a megkdtott
biotin mennyisége egy bizonyos arany f6l6tt mar karosan befolyasolja az
enzim aktivitdsat, addig a B-galaktozidaz/streptavidin komplexnél a
csOkkenés csak minimalis.

B-galaktozidaz esetében dot-blot analizissel is ellenériztik a
kUldbnbdz8 moblardny mellett biotinildlt, streptavidinre optimalizalt
komplexeket 4.abra.

Enzimjeldlés esetében alapvetd kovetelmény, hogy a jeldlést olyan
korllmények kozott végezzik, amely nem kérositjia az enzimet, illetve a
jelolt fehérjét. Peroxiddz esetében pirogallol egységekben mértik az
aktivitast jeldlés el6tt és utan 5.abra.

A B-galaktoziddz aktivitasat ONPG egységekben mértik
Worthington szerint.
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3.4bra: Egy biotinildlt tormagydkér peroxiddz oldathoz tartozé optimélis streptavidin
koncentrdcié meghatdrozdsa
Erzékenyités:50ng/mélyedés biotinilalt BSA
Telités:0.5% BSA
Biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex képzés:
1 g/ml-re higitjuk az enzimet, majd 1-1 ml-eihez 0.2-1.4 g streptavidint mérink. 1
6réat inkubéljuk 4°C-on, majd eléhivjuk. Ezt a mérést minden Gjonan biotinilalt

enzim minta esetében el kell végezni.
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4.abra: Kilénb6z8 mélardny mellett biotinilélt B-galaktoziddz/streptavidin komplex Dot-
blot analizise

A nitrocelluléz filtert B-BSA-val érzékenyitettiik, telitettiik, majd 1:100; 1:210; 1:360; 1:460;
1:540 arany( komplexekkel inkubaltuk 1 6rat. A szubsztrat X-gal volt. A reakciét 1 6ra
inkub&cié utan allitottuk le csapvizes kimosassal. A komplexeket 3 higitasban hasznaltuk,
100x 500x és 1000x. A negativ héattér lyukaiban csak a telitG6 BSA-val tértént az

érzékenyités.
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A peroxidaz enzim eredeti aktivitdsa 67.6U/mg volt, jeldlés utan
55.3U/mg. A B-galaktozidéz eredeti aktivitasa 177186U/mg volt, bictinilalas
utan 170890U/mg lett. .

A biotinildlas hatdsara a B-galaktoziddz enzim 7.5%-0s aktivitas
csdkkenést mutatott, szemben a peroxidaznal mért 18%-kal.

Megmértik néhany fehérje molekulan optimalis kdrtlmények kozott
megkotétt biotink molekuldk szamat. Ebben a tesztben a biotin egy
analégjat, a HABA-t (hidroxi-azo-benzoesav) hasznaltuk, amely képes a
streptavidinnel ill. avidinnel egy sarga szin(, gyenge komplexet képezni, s
ez 500 nm-en j6! mérhetd. Ismert mennyiségl bioiin er6sebb kotdédése
révén aranyos mennyiség(i analégot szorit le, ami fotométerrel jél
kdvethetd szinintenzitds csdkkenéssel jar (Green, 1965). Ezen az alapon
pontos kalibraciés gorbe készithetd 6.abra.

Peroxidaz enzimre atlag 8-10 biotin molekulat mértiink, mig a birka Ig-ra
nézve ez az érték 80-85 volt.

1.b A pH hatasa a fehérjék biotinildlasara:

Savanyu, semleges és ligos koriimények kozott jeldltink anti-egér-
nydl immunglobulin molekulakat. 1mg/ml koncentracioju fehérje oldatot
készitettink pH:5.0 citrat, pH:7.2 foszfat és pH:9.0 karbonat pufferben,
majd 1.8mg/ml koncentraciéji DMSO-ban oldott biotin-X-opfp-bdl 200-
20Qu-t mértink hozza. 2 6ran at inkubaltuk szobahémérsékleten, majd PBS
pH:7.2 pufferbe dializaltuk at. Ezutan ELISA-ban ellendriztik, hogy milyen
mértékben jeldlédtek a fehérjék. 1000, 2000, 4000 és 8000x-esére higitott
biotinilalt immunglobulin 100-100 I-ével érzékenyitettik a lemezt, majd a
szabadon maradt fehérjek6té helyek BSA-val torténd telitése utan
blokkolas utan biotinildlt peroxidaz/streptavidin komplex-szel hivtuk el

2.tablazat.
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¢ -abra: A fehérjén megko6tédétt biotin-X-opfo mérése HABA titréldssal

Proteinaz K-val emésztett, ismert mennyiség biotinalt fehérje molekulén levd biotin-X-opfp
molekuldk szdma jél mérhetd ezen a modon. Egy peroxidaz molekulara atlag 8-10 biotin
molekula kétédik fel az optimalis mélaranyok mellett, még egy nagyobb immunglobulin

molekulan atlag 80-85 biotin-X-opfp molekulat mértiink.

Id6[perc]
10 30 60 120 240
OD4g2 1.2 1.6 1.8 >2.0 >2.0
% 60 80 90 100 100

SD+ 0.02 0.02 0.03 0.04 0.06
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2.Tablazat

Anti-egér nyul Ig biotinilalasanak pH fliggése:

Puffer Higitas

pH: 1000 2000 4000 8000
5.0 0.48 017 0.00 0.00
7.2 188 1.02 0.46 0.22
8.0 >2.0 1.72 0.87 0.43

Az adatok OD-ban vannak megadva. Ez alapjan a ligos pH tartoméany kedvez legjobban a
biotin-X-opfp molekulak kétédésének.
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1.c Az id6 szerepe a fehérjék biotin jelblésében:

Tisztitott anti-egér nydl immunglobulin molekulat 10-30-60-120-240
percig biotin-X-opfp-vel jeldltink, majd a mar emlitett médon teszteltuk a
biotinilalas hatékonysagat. Az adatokat az 7.4bran mutatjuk be.

100%-nak a 4 6ras inkubacidval elérhetd maximalis OD492nm-t
tekintettUk. 10 perc alatt mar 60%-0s jel6ltség mutathatd ki, 1 6ra malva
90% és 2 6ra mllva nem lehet kUlGnbséget kimutatni a 4 6ras inkubaciohoz
képest. Az eredmények igen gyors kinetikara utainak.

2, A biotinilalt fehérjék jellemzése:

Az optimaliz&cids kisérletek utan kiildnbdz8 rendszerekben néztik a
jelélédés hatékonysagéat. Higitasos kisérletekben vizsgaltuk a biotinilalt
fehérjék kimutathatd-sagi hatarat kilénbdzd biotinilalt enzim komplexekkel
eléhivva.

2/a A biotinilalt BSA és immunglobulin kimutathatbsagi hatara ELISA
rendszerben:

Vizsgéltuk, hogy egy optimalis korllimények kozott jeldlt BSA
molekula szilard fazishoz kdtve milyen érzékenységgel mutathatd ki egy
biotinilélt peroxidaz/streptavidin komplex-szel. A komplex-szel térténd
inkubdlas idejét 15 perctbl 24 6raig véltoztattuk. A komplex tdménysége
véltozatlan volt, 2000x-es higités. A 8.4bran egyértelmien latszik, hogy ha
a kimutathatdsagi hatart OD4g2=0.1-ben hatdrozzuk meg, akkor a
szokasos 1 6ras inkubacié mellett ebben a rendszerben 1.5ng/mélyedés
biotinilalt BSA-t tudunk kimutatni. Ha az inkubacids idét noveltlk, ez a hatar
természetszerlileg csOkkent. 3 6éranal 200pg/mélyedés, 6 Orandl
50pg/mélyedés és 24 dras inkubéacié mellett 10pg/mélyedés B-BSA-t is ki
tudtunk mutatni.

Sokszor nem a kimutatand6 anyag mennyisége a kevés, hanem az
id6. Féléras inkubacié mar 7ng/mélyedés, negyeddras inkubacié pedig
25ng/mélyedés kimutatasat is lehetévé tette. Természetesen ezek a
mennyiségek csak az ELISA lemez mélyedéseibe mért ng-ok. Mivel egy

V4

tizszeres szorzészamot kell figyelembe venni (25ng/mélyedés =250ng/ml).

/
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7 .&bra: A biotinildlds mértéke az idé figgvényében
Erzékenyités:100ng/ml B-IgG
Telités: 0.5% BSA
ElShivéas: biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex
Az adatok OD4g2-ben vannak megadva:
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8.4bra: B-BSA titréldsi gérbe kiilénbdz6 komplex inkubdcids idével
Erzékenyités: 280-0.0137ng/lyuk B-BSA

Telités: 0.5% BSA

ElShivas: biotinildlt peroxidaz/streptavidin komplex

2000x hig

Inkub&cids id6 a komplex-szel:s-24 6ra
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A tényleges kikot8désrdl nincs adatunk, de ennek mindenképpen
csak toredéke. A szilard fazihoz valé kotGdés nagymértékben fugg a
fehérje toltésétd!, pl-jétél és méretétdl. A BSA molekulanal 4x nagyobb Ig
molekulaval is végeztink hasonlé vizsgalatot, de itt az inkubécids id6t nem
valtoztattuk, végig 1 éra volt 9.abra.

Hasonld kritériumok mellett a biotinildlt-lg (nydl) kimutathatdséagi
hatara kdzvetlen kikotés mellett 5ng/mélyedés.

A fenti kisérleteket megismételtiik,-hogy a ténylegesen kikotodott
biotinilalt fehérje mennyiségérél némi fogalmunk legyen-, Ggy is, hogy 1
6rés inkubacié utan minden mélyedésbél dvatosan visszaszivtuk a fehérje
oldatot, majd egy masik lemezre adagoltuk. Ujabb 1 éra mdlva
megismételtiik az eljarast, igy az eredeti oldatot 3 lemez érzékenyitésére
hasznéltuk fel. Csak az eredeti koncentraciot ismerjik, a 2. és 3. lemezre
jutott B-BSA ill. B-lg (nyul) mennyiségére mar csak kdvetkeztethetlnk. 10.
abra.

%-0s Gsszesitésben a 3.tAblazatban részletezem az adatokat.

A tablazat adatai arra engednek kovetkeztetni, hogy a
100ng/mélyedésnél magasabb fehérje koncentracié (cc) még az 1-3
athelyezésnél is foloslegben van az optimdlis kikot6déshez, mig a
10ng/lyuk alatti cc. mér tdl hig. Az optimum valahol a 10 és 50 ng kdzott
van.

A B-BSA adatai nagyon hasonlitanak a B-ellenanyagnal
szamitottakhoz, az 500ng itt is tdl sok, a 250ng a hataron van. Az optimum
itt is 10 és 50 ng kozott van. Mindkét kisérletbél egyértelm( azonban, hogy
az optimumnal magasabb koncentracié esetén a szilard és a folyadék fazis
kdzotti egyensuly a folyadék fazis felé tolodik el, mig 10ng alatti
koncentracional inkabb a szilard fazis felé.

immun-blotton __biotinilalt

2/b, _Biotinilalt BSA __kimutatasa

galaktozidaz /streptavidin komplex-szel:

A B-B-galaktozidaz enzimet elsGsorban immunhisztokémiaban ill.
immun-blottok elhivasara érdemes hasznaini. ELISA-ban kicsit lassu a
peroxidazhoz képest. Lassibb szubsztratbontasa viszont a fent emlitett
mddszerekben elényds, kisebb hatteret eredményez. A 12.4bran lathatd
kisérletekben 100-3ng-ig felez6 higitasban B-BSA-val érzékenyitettik a
nitrocelluldz filtert, telitettlk, majd optimalis B-galaktozidaz/streptavidin
komplex-szel 1 6rét inkubéltuk. A komplex higitdsa 1:500x. A kordk
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9.abra: B-nydl Ig kimutathatésdgi hatdra 1 6ra inkubdciéval
Erzékenyités: 100-1.5ng/mélyedés immunglobulin

Telités: 0.5% BSA

El8hivas: biotinilalt peroxid4z/streptavidin komplex

2000x hig

Inkubécios id6: 1 6ra



- g

OD.qy,

30 1

2.5 1

2.0 1

4.5 1

4.0

0.5 1

oA 1

10.4bra: A szildrd fazishoz kik6tédétt B-fehérje mérése sorozat érzékenyitéssel
Erzékenyftés: 1. lemez, 500-2.5ng/mélyedés B-fehérje

2. lemez, az els6rdl 1 6ra mulva visszaszivott oldatokkal

3. lemez, a masodikrdl 1 éra mulva visszaszivott oldatokkal
Telités: 0.5% BSA

El8hivas: biotinil&lt peroxidaz/streptavidin komplex
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3.Téblazat
Biotinilalt ellenanyag és BSA sorozat-higitasos kisérleteinek eredményei:

Biotinilalt ellenanyag:

ng/mélyedés
500 250 100 50 25 10 5 25

1. 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

2. 100% 98 91% 70% 53% 46% 47% 57%
3. 95% 95% 41% 21% 16% 11% 13% 14%
Biotinilalt-BSA:
ng/mélyedés
500 250 100 50 25 10 5 2.5

1. 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
2 93% 94% 92% 71% 53% 45% 55% 56%
3. 54% 50% 31% 19% 15% 6% 9% 0%




= B =

Hattér 100 50 25 125 6.25 3.125ng

12.4bra: Dot-blot teszt B-B-galaktoziddz/streptavidin komplex-szel
Erzékenyitve: 100-3.125ng/folt B-BSA

Telités: 5% BSA

El8hivas: B-B-galaktozid4z/streptavidin komplex

500x hig
A korok kozepén lathato tliszer(i pont a Dot-blot készllék hibajabdl eredé héattér, mely a

filter ala helyezett sz(irépapirral megsziintethetd.
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kdzepén lathatd pont a késziilék hibajabdl eredd hattér, melyet a filter ala
helyezett szlrGpapirral meg lehet szuntetni.

2/c, Higitasi kisé avidin komplexel:

Higitasi kisérletekkel mindsitettik a biotinildlt peroxidaz/streptavidin
komplex-et .A biotinilalt-peroxidaz fehérjetartalma 0.95 mg/ml volt, a
strepavidin optimum 0.6mg/ml. Biotinilait fehérjével érzékenyitettink ELISA
lemezeket, 50ng/mélyedés

A szabadon maradt kotShelyek szokésos telitése utan a komplex
1000-16000x felezd higitasaival inkubdaltunk 1 6rén &t 11.4bra. Az abrardl
leolvashatd, hogy ennek a komplexnek az optimdlis higitasa 2000-4000x.
Az elérhet§ jelintenzitas természetesen flgg a kisérleti rendszertdl és az
alkalmazott szubszrattdl ill. kromogént6l.

2/d Osszehasonlitd vizsgalatok az Amersham cég _biotinilalt

termékeivel:

Osszehasonlitottuk a sajat biotinos el6hivd rend-szerinket az
Amersham cég forgalomban levd, hasonlé termékeivel. Az Amersham cég
termékei B-X-NHS aktiv észterrel vannak jelélve.

A mikrotitrator lemez mélyedésit Sug/ml szuperoxid-dizmutéaz (SOD)
enzimmel érzékenyitettiik.

A szabadon maradt aspecifikus két6helyeket BSA-val telitettik. A lekotott
enzimre az egérben termelt monoklondlis anti-SOD Ig 1:500x higitasat
tettik egy éréra. Alapos mosas utan az altalunk készitett, ill. az Amersham
cég 4dltal forgalmazott B-anti-egér birka Ig azonos, felezd Iéptékd
higitasaival inkubdltuk 1 o6rat. Mosas utdn a megfelel6 biotinilalt
peroxidaz/streptavidin  komplex 500x-os higitdsdval szintén egy Orét
inkubéltunk. Hattérként az anti-SOD ellenanyagot nem tartaimazd, telitett
lyukakat hasznaltuk. Pozitiv kontrollként a jeldletlen anti-SOD utan anti-egér
nydl Ig/peroxidédz konjugatum megfeleld higitasait hasznaltuk (Dakopatts
P260 Kat. no.).

Az azonos kérulmények kozott végzett 12 parhuzamos kisérlet atlagolt
adatai a 4.tablazatban szerepelnek.
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11.4bra: Biotinilalt péroxidéz/streptavidin komplex higitédsi gérbe
Erzékenyftés: B-BSA 50ng/mélyedés

Telités: 0.5% BSA

El8hivés: Biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex 1000-16000x hig
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4.Téblazat

Osszehasonlité vizsgélatok az Amersham cég és az altalunk elballitott biotinilalt

rendszerek kbzott:

Jeldlt Ig Biotinos rendszer peroxidaz konjugatum
higitasok sajat Amersham Dakopatts
[ng/lyuk]

500 >2.0 >2.0 1.86

250 1.85 1.62 0.92

100 1.44 1.13 0.50

50 0.80 0.65 0.28

25 0.38 0.29 0.12

Az egyes mélyedések extincidja kdzotti szdras nem haladta meg a 6%-ot. A fenti értékek a hattér
levonasa utan értenddk (atlagban 0.01-0.05).
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Mint a példaként emlitett kisérlet adataibdl is kitlnik, a biotin-X-opfp-
vel jelzett ellenanyag Gsszehasonlithatd érzékenységd a biotin-N-hidroxi-
szukcinimid aktiv észterrel jeldlt, forgalomban kaphaté azonos tipusu
ellenanyaggal.

Ezek utan a maér folyamatban levé kisérletekre probaltuk alkalmazni
a fehérjék biotinos jelblését.

3. Alkalmazasok:

3/a Kompeticibés vizsqalat ekdiszteroid kimutatasara és men
meghatarozasara patkany vizeletbd!:

Irodaimi adatok szerint egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az

él6skddé férgek fejl6désében is szerepe van a rovarok vedlési
hormonjanak a 20-OH ekdiszteroidnak (B-ekdizon) (Koolman,J. 1984;
Nirde,P. 1984.).
A gazda dllat vizeletében is megjelend B-ekdizon, amennyiben az mérhetd,
a féregfertGzés diagnosztizalasat tenné lehetévé, mar a fertézés korai
stadiumaban is. Mivel a gerincesek nem termelik ezt a hormont, a mért
ekdiszteroid szint egyértelm{en féregfertézésre utaina.

Dr.Mardy Péter és Dr.Dedk Péter (SZBK Genetika Int.) RIA (Radio
Immuno Assay) mérési modszert dolgozott ki fertézEtt llatok vérének és
vizeletének tesztelésére.

Ekdiszteroidok ellen nyllban termelt ellenanyag megfelel§ higitasait
3000cpm 3HB-ekdizonnal és a kalibracids gdrbe higitasainak megfeleld
mennyiségl hideg B-ekdizonnal inkubaltdk, majd a kotétt ill. szabad B-
ekdizont ammonium-szulfatos kicsapassal valasztottéak el. 0.1 és 3.0ng
kozotti  értékekre lineéris kalibraciés gorbét kaptak. Hagyomanyos
parazitolégiai mddszerekkel fertézotinek talalt allatok vérét tesztelve 11 és
54 nng/ml ekdiszteroidot tudtak kimutatni, mig a nem fert6zétt allatok 0.5-
Bng/mil-es hatteret adtak. 38 esetet vizsgaltak meg, ebbdl 7 esetben a
hormonszint alacsony volt, mig 6 esetben nem lehetett férget vagy petét
kimutatni a hagyomanyos médszerekkel, bar az ekdiszteroid szint magas
volt Az esetek mintegy 36%-aban bizonyult hibasnak a mérés, ami a minték
elbtisztitasat teszi szikségessé ennél a modszernél.
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Részben ezén, részben pedig az izotopos vizsgalat helyettesitésére
megprébéltuk a mddszert ELISA-ra alkalmazni. Ugyanazt a poliklonélis
anti-ekdiszteroid nydl szérumot hasznaltuk, ill. a lemezek érzékenyitésére
BSA-hoz konjugélt B-ekdizon-oximot. A BSA molekula 23 B-ekdizon-oximot
tartalmazott. Ismert koncentracioji B-ekdizon oldattal kalibraciés gorbét
készitettlink kompeticiés ELISA-ban. A lemezt 16ng/mélyedés BSA-hoz
kotott B-ekdizon-oximmal érzékenyitettik, majd BSA-val blokkoltuk a
szabadon maradt koétShelyeket. Az  anti-ekdiszteroid  poliklonalis
nyulszérumot 4000-szeresére higitottuk a 0.1% BSA tartaimu PBS pH:7.2
pufferben, majd a B-ekdizon higitasi sorozataval egyutt 50-5Qu-t mertink a
mélyedésekbe. Egy 6ras inkubacié utan alaposan mostuk a lemezt, és
biotinilélt  anti-nydl kecske Ig-nal inkubdltuk tovabb. Biotinilalt
peroxidaz/streptavidin komplexet hasznéltunk a reakcidé erdsitésére. Az
adatokat a kompetitort nem tartalmazé mintak %-aban abrazoltuk a 13.
abran.

Mivel a kalibraciés gorbe elég érzékenynek bizonyult, a
tovabbiakban féreggel mesterségesen fertézott patkanyok vizeletét
teszteltik. Ot him patkanyt fertSztink subcutan Nippostrongylus
brasiliensis petével, 2000 pete/allat. A 0-4-7-11-14 ill. 18. napon vizeletet
gytijtéttink és a hagyomanyos médon szamoltuk 1 gramm Urllékben a
peteszamot. A 18.napon a ledlt llatokban megszéamoltuk a talalt férgeket.
Két esetben, a 2. és a 4. allatban 26 ill. 2 Aspiculuris tetraptera nev( férget
is taldltunk, valészinlileg spontan fertézés kdvetkeztében.

A vizsgalatig a vizeletet 60% MeOH-ban lefagyasztva taroltuk, s
kbzvetlendl a mérés eldtt az alkohot beparldssal tavolitottuk el. Mas
elékezelést nem végeztlink. Minden méréssorozathoz készitettlink
kalibraciés gorbét, s 5Qu vizeletmintat vizsgaltunk. Az eredményeket a
5.tablazat tartalmazza.

Igen kevés mintaval rendelkeztiink, és annak is nagy része elfogyott
az elézetes RIA vizsgalatok soran. Ezért a 3. llat vizelet mintajat méar nem
is tudtuk mérni ELISA-ban, s a tdbbi mintdbdl is csak egy-egy vizsgalatot
tudtunk elvégezni. Ennek ellenére az eredmények biztatdak. A 4.napon
harom allatnal jelentds ekdiszteroid szint ndvekedést lehetett kimutatni, ami
megfelel a 7.napon mért nagy peteszamnak. Ezek szerint a beoltott 2000
pete kbzul kérlibellll 20-80 érte el az ivarérettséget, ha allatonkét atlag 100
petét szamolunk.
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Exd.o %o

o4 o2 o5 40 50 40 50  400ng|lyuk
20-0H ekdizon

13.4bra: B-ekdizon kalibréciés gérbe
Erzékenyités: 50ng/mélyedés BSA-oxim-B-ekdizon konjugadtummal
Telftés: 0.5% BSA
Kompeticié: 50 | 4000x hig anti-ekdiszteroid nydl szérum
50 | ismert mennyiség( B-ekdizon
2.ellenanyag: B-anti-nyul kecske Ig 1000x hig
El6hivés: biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex 1000x hig
Az adatokat a komprtitort nem tartalmazé mintak szézalékaban dbrazoltam.
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5.Tablazat

Féregfertézott patkanyok kisérleti adatai:

Fert6zés utani napok

4 7 11 14 18
Allat A B A B A B A B A B
1 50 0 40 8580 0 99 66 O 55 0
g 4920 0 780 8646 0O O 0 0 0 0
4 980 0 O 2871 0 O 0 0 0 0
5 5000 0 47 4059 330 132 32

A: mért ekdiszteroid (ng/ml)
B: 1g székletben szamolt pete

A 18. napon az éllatok kéziil az elsében és az 6todikben taldltak Nippostrongylus férget,
[11ill. 2]. Két esetben, a 2. és a 4. 4llatban [26 ill. 2] Aspiculuris tetraptera nev(i férget is talaltak,
valészinlileg spontan fertézés kdvetkeztében. Ennél a két dllatndl méar a "0" napos mintaban is
viszonylag magas ekdiszteroid szintet mértiink ( 80-100ng/ml). A tébbi &llatndl ez a hattér 10ng/ml
alatt volt. A tablazat adatai a hattér érték levonasa utan értenddk.
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Részben a poliklondlis antiszérummal el6forduld esetleges
keresztreakcid miatt (szteroid anyagcsere termékek), részben pedig azért,
mert a vizelet tdménysége a kildénbdz6 napokon feltehetéen nem
egyenletes, még tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

3/b, Kompeticids vizsqalatok 6ssz-tesztoszteron mennyiségi

meghatarozasara human szérumbol:

A feladat egy olyan tesztrendszer kifejlesztése, mely human vérbdl
0.3-30ng/m! tartomanyban &ssz-tesztoszteron szintet mér.

A teszt Osszeadllitdsara vonatkozdan tobb elképzelés is volt, deittis a
kompeticiés ELISA vizsgalati mddszert talaltuk a legmegfelelébbnek. A
lemezek érzékenyitésére BSA-hoz konjugélt Tesztoszteron-3-karboxi-metil-
oximot (T-3CMO) hasznaltunk. Az anti-tesztoszteron poliklonalis
nyulszérumot a POTE-en Allitottak eld, Dr.Csernus Valér laboratériumaban.
A lekotott antigén és antitest optimalis higitasat kettéshigitasos kisérletben
valasztottuk Ki.

100-75-50-25ng/mélyedés T-3CMO-al érzékenyitettik a lemezt,
majd 1000-2000-4000-8000 és 16000x higitott anti-tesztoszteron
szérummal inkubaltuk 6.tablazat.

Optimalisnak a 25ng lekotott antigént és a 4000x-es ellenanyag
higitast talaltuk. Ennél a higitasnél a legnagyobb az 50 és 25ng lekotott T-
3CMO-hoz vaié affinitds kulonbsége, a gbrbe meredeksége, 14.4bra.
Ugyanakkor az OD492 érték is még megfeleld.

Ezekkel az alap paraméterekkel &sszedllitottuk a kompeticids
kalibracios gorbét. Az érzékenyitett és telitett lemezre 0.5, 1.0, 2.0, 4.0, 10,
20, 30ng/ml tesztoszteron tdrzsoldat 50-5Qu-ét mértik, majd erre ré az
anti-tesztoszteron 2000x-es higitasabdl 5Qu-t. 37°C-on 2 drét inkubaltuk. A
reakciét kétféleképpen hivtuk elé . Egyrészt a BioRad cég peroxidézzal
konjugalt anti-nydl kecske immunglobulinjaval, masrészt az A&ltalunk
elSallitott  biotinildlt  anti-nydl  birka immunglobulin  és  biotinil&lt
peroxidaz/streptavidin  komplex-szel 15.4bra. Amint az abrardl is
egyértelmd, a kozvetlen konjugatum alkalmazasa esetén sokkal kevésbé
meredek gérbét kapunk, ami kisebb érzékenységnek felel meg. A biotinilalt
reagensekkel el6hivva a teszt ugyan 1 6raval hosszabb ideig tart, de sokkal
érzékenyebb. A 15.4brén feltUntetett 6, egymastdl flggetien gbrbe adatait a

7.tablazatban részietezem.
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6.Tablazat

Antigén/ellenanyag optimalis arany megallapitasa:

Ellenanyag higitas

1000 2000 4000 8000 16000
100 1.93 1.73 1.68 1.53 1.42
75 1.75 1.62 1.59 1.44 1.18
50 1.62 1.56 1.44 1.12 0.90
25 1.48 1.25 0.82 0.65 0.39

A baloldali oszlopban az antigén (T-3-CMO-BSA) ng/mélyedés-ben kifejezett adatai vannak

feltlintetve.
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14.4bra: Tesztoszteron teszt, antigén-antitest higitds optimalizéldsa
Erzékenyftés: 100-25ng/mélyedés T-3CMO-BSA

Telités: 0.5% BSAAnti-ekdiszteroid szérum higitas: 1000-16000x

2. ellenanyag:B-anti-nydl birka Ig 1000x

El8hivas:biotinil&lt peroxid4z/streptavidin komplex

1000x hig
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15.4bra: Ellenanyag/peroxidéz konjugétum és biotinilélt peroxiddz/streptavidin komplex
6sszehasonlitisa a Tesztoszteron tesztben
Erzékenyftés: 25ng/mélyedés T-3CMO-BSA
Telités: 0.5% BSA
Kompeticid: 50 | anti-tesztoszteron
50 | tesztoszteron, 30-0.5ng/ml
2.ellenanyag: 1, anti-nydl birka/peroxidaz konjugatum 1000x hig, (BioRad)
2, B-anti-nydl birka Ig 1000x hig
El8hivas: biotinilalt peroxid4z/streptavidin komplex-el ill. kdzvetlendl
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7.Tablazat

Tesztoszteron teszt, pufferes kalibraciéval:

ng/ml
30 10 4 2 1 0.5 "0"
oD 0.085 0.070 0.167 0.275 0.560 0.822 1.285
SD 0.006 0.008 0.012 0.029 0.051 0.067 0.058
T% 27 54 13 214 435 64 100
oD 0.043 0.092 0.180 0.340 0.622 0.862 1.433
SD 0.010 0.005 0.014 0.034 0.08* 0.012 0.023
T% 2.9 6.4 125 23.7 435 60.2 100
oD 0.082 0.077 0.178 0.323 0.599 0.830 1.200
SD 0.009 0.017 0.062 0.0837 0.055 0.097 0.189
T% 2.5 5.9 13.8 25.1 46.5 64.5 100
oD 0.060 0.120 0.255 0.457 0.855 1.145 1.693
SD 0.008 0.008 0.021 0.022 0.061 0.019 0.033
T% 3.5 7.0 15.0 27.0 505 67.6 100
oD 0.020 0.070 0.185 0.340 0.675 1.015 1.470
SD 0.009 0.014 0.017 0.016 0.021 0.031 0.016
T% 1.5 4.7 12.6 23.1 459 69 100
oD 0.020 0.070 0.180 0.335 0.575 0.877 1.320
SD 0.005 0.012 0.014 0.024 0.031 0.035 0.033
T% 1.7 5.7 13.6 254 435 66.5 100
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A kalibraciés gbérbe tesztelésére Ugynevezett vissza-méréses
kisérletet végeztink. Aktiv szénnel hormon-mentesitett human szérumban
ing/ml tesztoszteront oldottunk, majd éterrel visszaextrahaltuk. 1ml
szérumot 6ml éterrel 1 percig vortexeltink, majd a vizes fazist -20°C-on
lefagyasztottuk. A felsd, éteres fazist ledntdttlik, majd aramlé N2 gaz alatt
beszaritottuk. Az eredetivel megegyezd térfogatd PBS pH:7.2 pufferben
visszaoldottuk, majd 50-5Qu-eket teszteltink. A kompeticiés |épés
inkubaciés idejét 1, 3, 6, 9 és 21 bréra valtoztattuk, majd a biotinilalt
reagensekkel eléhivtuk. Az eredményeket a 8.tablazatban részletezem.

Az eredmények alapjan 21 érés inkubacid szikséges ahhoz, hogy a
bemért 1mg/ml tesztoszteront 90%-ban vissza tudjuk mérni. A
tesztoszteron teszt kifejlesztéséhez természetesen szamos kontroll kisérlet
szUkséges még, de az eredmények azt mutatjgk, hogy ez a rendszer
hasznalhaté hormonszint meghatérozasara.

3/c, Biotinilalt molsuly (MS) markerek alkalmazasa Western-blott
analizisben:

A Pharmacia cég MS marker kit-jét (Kat. szam: 17-0446-01)
biotinilaltuk, SDS gélen megfuttattuk, s nitrocelluldz filterre atblottoltuk. 5%-
0s BSA oldattal telitettik, majd biotinilalt peroxidéz /streptavidin komplex-
szel elbhivtuk. Szubsztratként HoO2-ot és egy vizben nem oldddd
csapadékot add kromogént vélasztottunk, a 4-kloro-1-naftolt 16.8bra. A
filteren 4 kilénbdzd mennyiségben [2, 1, 0.5, 0.25ig/minta] megfuttatott
MS marker sorozatot latunk. Az 5 er6s és az alsd halvany csik jelzik az
eredeti markereket. A kodzbUlsé csikok pedig azt, hogy a MS marker kit a
foltlntetetteken kivil szamos egyéb szennyezé fehérjét is tartalmaz. Ezek
viszont a hagyomanyos amidofekete festéssel,-amelyet a Western blot MS
markereinek megfestésére hasznalnak-, nem lathatdk. A médszer elénye a
nagy érzékenységen tll, hogy a vizsgélt mintaval egyUtt hivhatd elé a
Western-blot soran, nem igényel kiilon kezelést. Az amidofekete festéskor
a MS markereket tartalmazé csikot le kell vagni az immunreagensekkel
elGhivott részrdl, s kilén kell megfesteni. Ennek soréan a NC filter véltoztatja
a meretét, ami a molsUly pontos meghatarozasat neheziti.
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8.Tablazat
Id6 [6ra]
1 3 6 9 21
1 0.55 0.57 0.60 0.68 0.88
2 0.50 0.56 0.62 0.71 0.90
3 0.53 0.59 0.63 0.72 0.92

Az adatokat ng/ml-ben adtuk meg.
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16.4bra: Fehérje MS markerek biotinildldsa
Erzékenyités: 2-1-0.5-0.2ug biotinilalt fehérje keverék /minta
Telités: 3% BSA
El8hivas: biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex 1000x hig
Kromogén: 4CN v
MS fehérjék fontrél lefelé: Foszforilaz-B, BSA, Ovalbumin, Karbonik anhidraz, Széjatripszin
inhibitor, Laktalbumin.
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3/d, Biotinildlt DNS kimutatdsa dot-blot analizissel, _biotinilalt
' alkalikus foszfataz/streptavidin komplex-szel:

A biotinilalé reagens alkalmazhatdsaganak bizonyitdsara egy, az eddiektdl
eltéré alkalmazast is szeretnénk bemutatni. A 17.4bran egy DNS dot-blott
ldthatd. 40ng, 4ng, 400pg, 40pg, 4pg, biotinilalt, il nem biotinilalt DNS
(pBR322 plazmid) van a foltokban a NC filterre kétve. A DNS-t 80°C-on,
vakumban 2 éran at sitéttik, 5% BSA oldatban telitettilk, majd biotinilalt
alkalikus foszfataz/streptavidin komplex-szel eléhivtuk. A komplex-szel 10
percig inkubdltuk, majd «-naftil foszfattal és Fast Biue-val elbhivtuk. Az
alkalikus foszfatdz biotinilalasat dolgozatomban nem részletezem, mert
optimalizalasa még folyamatban van.

A DNS-t egy, az el6z6tdl eltéré biotinilald reagessel jeldltuk. A
reagens optimalizédlasa még szintén nem fejez6détt be.

3/e, _Immunhisztokémiai _metszet festése biotinilalt masodlagos

ellenanyaqgal és biotinilalt peroxidaz /strept-avidin komplex-szel:

A 18.4bran lathatd képet Dr.Szekeres Gyorgy (POTE Patholdgiai Int.)
bocséijtotta rendelkezésemre annak igazolasaul, hogy a vizsgélt biotinilald
rendszer hisztokémiai metszetek eléhivaséra is alkalmas.

A képen egy emberi daganatsejt csoportot latunk, melynek
citoplazmajaban az 55-57Kd citokeratin intermedier filamentumok vannak
megfestve.

A reakcidt anti-citokeratin monoklonalis ellenanyaggal (KL-1,
IMMUNOTECH) és a biotinilalt masodlagos eléhivd rendszerrel tették
lathatéva.
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17.4bra: Biotinildlt DNS el6hivdsa B-alkalikus foszfatdz/streptavidin komplexel
Erzékenyités: 40-4pg/folt B-pBR322 DNS

Fixalas: 80°C-on

Teltés: 5% BSA

El6hivas: B-alkalikus foszfataz/streptavidin komplexel

Kromogén: -naftil foszfat és Fast blue
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18.4bra: Citokeratin intermedier filamentum festése a biotinilélt m4sodlagos el6hivé

rendszerrel:

Monoklonélis ellenanyag: anti-citokeratin egér Ig

Mésodlagos ellenanyag: biotinilalt anti-egér nydl Ig

El8hivas: biotinilalt peroxidaz/streptavidin komplex

Szinreakci6: 3AEC és Ho02
hematoxilin magfestés

Nagyitas: 200x
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VI. Megvitatas

A bemutatott kisérletek alapjan elmondhatjuk, hogy a biotin-X-opfp
ligos pH tartoméanyban, 2 éras, szobahdn térténd inkubécié sorén igen j6
hatdsfokkal kovalensen kotédik a vizsgélt fehérje molekulakhoz. Az
enzimaktivitdssal nem rendelkez$ fehériék esetében a felk6téddtt biotin
molekulak egy telitési gorbe mentén ndvelik a jeldlt fehérje kimutathatdéséagat. A
fehérje:biotin MS arany a fehérje tdmegével exponencidlis aranyban ndl. BSA
esetében 1:25, mig egy 3x nagyobb ellenanyag molekula esetében 1:150.

Optimalis korllmények kozétt egy nydl immunglobulinra ténylegesen
felk6tédott biotin-X-opfp  molekuldk szama 82-83. A Calbiochem cég éltal
forgalmazott biotinilalt kecske immunglobulinra nézve ez a szam 52, B-X-NHS-
el jeldlve (Kat.szdm:401903; 401213; 401313).

Mivel egyik fehérje esetében sem ismerjik azoknak a szabad amino-
csoportot hordozé aminosavaknak a szaméat, amelyek felszini helyzetiknél
fogva alkalmasak a biotin-X-opfp molekulaval reagaini, az emlitett fehérje:biotin
aranyok csak gyakorlati jelentéségliek, messzemend kovetkeztetések nem
vonhatoék le beldle.

Enzimek esetében a biotin molekuldk kérosan befolyasoljgk az
enzimaktivitast azaltal, hogy az aktiv centrum kornyékéhez kotédve gatoljdk a
szubsztrat kotését, vagy a létrehozott igen er8s kovalens kotések
megvaltoztatiadk a molekula flexibilitisat. Mindezeket a kéaros hatasokat
azonban el lehet kerlini az optimélis fehérje:biotin MS arany gondos
megvalasztasaval.

Peroxidaz enzim esetében az 1:25 fehérje:biotin-X-opfp arény bizonyult
optimdlisnak, mig B-galaktozidaz enzimnél az 1:460. A peroxidaz igen
érzékenyen reagdl az optimumot meghaladé biotin molekuldk szédmara.
1:50-es arany mellett jeldlve (ez az optimum kétszerese) pl. aktivitasanak 60%-
at elvesziti. A galaktozidaz enzim sokkal rugalmasabb, kétszeres mennyiségl
biotinnal jeldlve is csak 20%-os aktivitds csOkkenést mutat. Ez a nagyobb
stabilitas érzékelheté akkor is, mikor a jelolt és jeldletlen molekulak enzim-
aktivitasat hasonlitjuk Gssze. Peroxidaz esetében az optimélis korllmények
kozotti jelolés is az eredetinez képest 18%-kal csOkkenti az aktivitast. A
B-galaktozidazndl ez az aktivitas csdkkenés csak 7%-0s.
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Természetesen a streptavidinel vagy avidinnel komplexet képezve ez a
veszteség tobbszordsen megtéril mindkét esetben. Egy-egy komplexben
tébb enzim molekula kapcsolédik Ossze a streptavidin hidon keresztul
egymassal, tdbbszdrésére emelve igy az egyes molekuldk aktivitdsat. Ebben
az aktivitds sokszorozasban viszont a kisebb peroxiddz molekula van
elénydsebb helyzetben kisebb molekulatdmege miatt.

Koénny( belétni, hogy ha a komplex mérete tdl nagy, kicsi az esélye a
szilard fazishoz kotétt biotin molekulédkhoz vald jutasban. Masrészt két azonos
atmérdju komplex kozll annak az aktivitdsa nagyobb, amelyet tébb, kisebb
méretl enzim alkot. Tapasztalataink is azt mutatjak, hogy a biotinilalt
peroxidaz/streptavidin komplex még igen nagy higitasban is j6I hasznélhaté
mind ELISA, mind Western-blot, vagy akar hisztokémiai metszetek eléhivasara
is. ELISA-ban és NC filteren gyakorlatilag hattérmentes jelet lehet vele elérni.
Hisztokémidban is elsGsorban az ellenanyagok tisztasdga a kritérium,
masrészt az eléforduld szdveti enzimaktivitas gatliasa.

A B-fehérje MS markerek esete is jOl bizonyitjia, hogy a biotinilalassal
olyan mértékl érzékenység ndvekedés érhetd el, mely mas mobdszerekhez
viszonyitva a hétteret is jelentdsen ndveli. Olyan kis mennyiségl
szennyez&dések is lathatéva valnak, amelyek egyéb ismert moszerekkel nem
mutathatdk ki. Ez természetesen egyben az el8nyét is jelenti a modszernek.

Sok esetben hasznos lehet a jelolédés idejének csdkkenése is. Egyes
irodalmi adatok szerint a B-X-NHS reagessel optimalisan 4 éra az inkubacids
idS. A mi méréseink szerint a biotin-X-opfp molekula mar 2 éras inkubécié alatt
maximalis jeloltséget ad. Ez klléndsen fontos olyan érzékeny fehérje
molekuldk, pl.enzimek jelolése esetén, melyek h{tétarolast igényelnek, s a
szobahémérsékleten torténd hosszu inkubéacid karositja a szerkezetlket, ezzel
egyltt az aktivitasukat. '

A titralasi gorbék bemutatasaval érzékeltetem maganak a jeldlt
fehérjének a kimutathatosagat, érzékenységét. Temészetesen mind a biotinitalt
ellenanyagot, mind a biotinilalt peroxidaz /streptavidin komplexet egy adott
feladat megoldasaval kell mindsiteni.

Az Amersham cég azonos termékeivel tortént dsszehasonlitdskor egy
direkt ELISA tipusu tesztet végeztiink. Ebben a kisérletben a mi reagenseink
titere, ha OD4g92=1.0-el szdmolunk ~2600x-0s higitdsnak felel meg, mig az
Amersham cégé 1700x-os higitassal egyenértékii ami mintegy 40%-0s
kulébnbségnek felel meg a biotin-X-opfp javéra.
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Két kompeticids teszt kalibraciés gérbéjét is bemutattam az elézd
fejezetben. Mindkét esetben egy igen érzékeny gorbét sikerult felallitanunk a
biotinil&lt masodlagos ellenanyag hasznélataval. A tesztoszteron esetében
adatokkal is alatdmasztottuk a biotinildlas érzékenység nodvelé hatasat.
Mindkét esetben tovabb folytatddik az tesztek vizsgélata, de a tovabbi adatok
nem a biotin-X-opfp alkalmazhatdsagat, inkabb a specifikus ellenanyagot
mindsitik, ezért nem részleteztem azokat.
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VIl.Osszefoglalas

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a felsorakoztatott adatok
aldtamasztjdk azt a feltevésinket, hogy a biotin-X-opfp molekulaval kiméletes
korllmények kozott, rovid reakcid idé alatt j6 hatésfokka!l jeldlheték kildnbdzd
fehérjék. A jeldlés optimalis korliményeinek betartasa a minimalisra csokkenti
a fehérjék reakcié kozbeni kdrosodasét. A kilonbdzé biotin-X-opfp-vel jeldit
fehérjék alkalmasak immunolégiai tesztrendszerek Gsszedllitdsara, a valutaért
beszerezhetd hasonld termékek helyettesitésére.
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segitségiikért mondok kdszdnetet.

Végll koszondbm Dr. Andd Istvannak (Biolégiai Tudoményok
Kandidatusa), hogy kritikai észrevételeivel segitett a dolgozat megiradséban.
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X.Tartalomjegyzék:
A dolgozatban hasznalt roviditések 1. old.
|.Bevezetés 3. old.
Il. Irodalmi attekintés 5. old.
A, Nagykapacitasi molekulafelismerd 6. old.
rendszerek
B, Kémiai Gton eléallitott konjugatumok 9. old.
I. Célkitlzés 13. old.
IV. Anyag és Mbdszer 14. old.
V.Kisérletek és eredmények 21. old.
1. A biotin-X-opfp-vel val6 jeldlés 21. old.
optimalis kérulményeinek megallapitasa
2. A biotinilalt fehérjék jellemzése 31. old.
3. Alkalmazasok 42. old.
VI. Megvitatas 57. old.
VIl. Osszefoglalés 60. old.
VIIl. Irodalomjegyzék 61. old.
A dolgozat targyaban megjelent kdzlemények 63. old.
IX. K&szdnetnyilvanitas 64. old.

X. Tartalomjegyzék 65. old.





