Immunoassay-k
A jelenleg alkalmazott klinikai laboratóriumi diagnosztikus vizsgálatok jelentős része antigén-antitest kölcsönhatáson alapul.

A vizsgálatok során alkalmazott antitestek kereskedelemben hozzáférhetőek, beszerezhetünk adott specifitású poliklonális és monoklonális ellenanyagokat. A poliklonális antitestek immunizált állatok szérumából származnak; fajidegen fehérjével történt immunizálást követően az immunizált szervezetben a vérszérumban nagy mennyiségben vannak jelen az antigén különböző, általában konformációs epitópjaival reagáló antitest molekulák. A poliklonális ellenanyagokat többnyire szekunder antitestként alkalmazzuk.  Célszerű nagytestű állatokat (sertés, kecske, nyúl) alkalmazni poliklonális antitest termelésre, mert így nagy mennyiségben állítható elő poliklonális antitest készítmény a vérszérumból. Monoklonális antitesteket hibridóma technikával állítunk elő, a kereskedelemben hozzáférhető monoklonális antitestek azonos immunoglobulin izotípushoz tartozó, azonos epitóppal reagáló antitesteket tartalmaznak, melyeket szükség szerinti mennyiségben tud előállítani a gyártó cég hibridóma sejtek felhasználásával.
Alapfogalmak: 

Antigén-antitest kapcsolat: reverzibilis, nem kovalens kölcsönhatásokon alapul.

Affinitás: Az affinitás egyetlen antigén determináns (epitóp) és egy antitest egyetlen antigén kötőhelye közötti kötőerő, mely az epitóp és az antitest közötti vonzó- ill. taszítóerők összege Az affinitás az az ekvilibrium konstans, mely az antigén-antitest reakciót jellemzi. A legtöbb antitestre nagy antigén affinitás jellemző. 

Aviditás: a több kötőhelyen mért kötőerők összege, azaz az össz kötőerő multivalens antigének és antitestek közt.

Specificitás: az antitest azon sajátossága, hogy képes csak egyetlen antigén determinánssal reagálni.  Az antitestek az eltérő antigéneket  1) azok primer szerkezete 2) izomer formái és 3) szekunder, valamint tercier szerkezete alapján képesek megkülönböztetni. 

Keresztreaktivitás 
Egy adott keresztreaktív antitest egynél több antigénnel képes reagálni. Ennek oka lehet, hogy a keresztreagáló antigén rendelkezik olyan epitóppal, melyhez hasonló egy másik antigénben is előfordul.

Antitest titer: az az utolsó hígítás,mely mellett még mérhető az antigén-antitest kölcsönhatás. 

Szenzitivitás: az a paraméter, mely kifejezi, hogy a diagnosztikus célra használt antitest mennyire érzékeny, a betegek hány %-át ismeri fel pozitívként 

Specifitás: az a paraméter, mely kifejezi, hogy a diagnosztikus célra használt antitest az egészségeseket milyen arányban ismeri fel negatívnak 

Módszerek

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A legelterjedtebben alkalmazott, antigén-antitest kölcsönhatáson alapuló nem radioaktív immunoassay az ELISA. A módszerhez 96 lyukú polisztirén alapú műanyag lemezeket használunk, melyek lyukainak elrendezése megegyezik az elsőként Takátsy által alkalmazott, 96 lyukú mikrotitrátor elrendezésével. 

Az ELISA lemez lyukainak fenekéhez fehérjéket adszorbeáltatunk. Az adszorpciót többek között “van der Waals" erők, hidrofób- és elektrosztatikus kölcsönhatások közvetítik. A lyukak oldalfalainak szabad fehérjekötő kapacitását olyan indifferens fehérjével telítjük, melyek várhatóan nem vesznek részt az immunreakcióban, tehát sem olyan antigént, sem olyan antitestet nem tartalmaznak, mely részt venne az ELISA immunreakcióban. 
Az ELISA rendszerben alkalmazott ellenanyagok lehetnek jelöletlenek vagy enzimmel illetőleg biotinnal konjugáltak. Az antitestek jelölésére leggyakrabban a tormaperoxidáz (horse raddish peroxidase, HRP) vagy az alkalikus foszfatáz (AP) enzimjelölést alkalmazzuk. Az enzim (pl. HRP) önmagában nem látható, azáltal válik láthatóvá, hogy a H2O2  és egy kolorimetriás indikátor közti elektrontranszfert katalizálja, és az oxidált kromogén szubsztrát (TMB, DAB, ABTS) színe megváltozik. Az átalakított kromogén mennyisége az abszorpciós maximumnál mért optikai denzitás mérésével követhető, arányos az enzim aktivitással. Kromogén szubsztrátok helyett alkalmazhatunk fluorogén szubsztrátokat is. 

Biotin jelzés estében a biotin-avidin illetőleg bitoin-streptavidin nagy affinitású kölcsönhatást használjuk ki. A biotin-avidin kölcsönhatás a legerősebb ismert nem kovalens fehérje ligandum kapcsolat. A tojásfehérjéből származó avidin bázikus glikoprotein, mely 30% szekvencia egyezést mutat a Streptomyces avidnii által termelt streptavidinnel, de szekunder, tercier és quaterner szerkezetük szinte teljesen megegyezik. Mind az avidin, mind a streptavidin tetramer szerkezetű, mindegyik alegység egy biotin megkötésére képes. Számos biotin képes egyetlen biotinnal jelzett fehérjéhez kapcsolódni, és így a biotinilált fehérje egyidejűleg több avidinnal is kapcsolódhat. Az avidin nagyobb aviditással köti a biotint, mint a streptavidin, de szemben a streptavidinnel az avidin glikozilezett (ezért kötődik lektinekhez is), pozitív töltéssel rendelkezik (kötődik pl. a sejtmaghoz), és hajlamosabb aspecifikus kötődésre.

Az ELISA módszerek három alaptípusát ismerjük:

1. direkt ELISA

2. sandwich ELISA

3. kompetitív ELISA assay

1. A direkt ELISA reakció során az ELISA lemez felszínéhez adszorbeáltatunk egy adott fehérjét (pl. vírus antigént), ez a coating. Majd indifferens fehérjével (pl. bovin szérum albumin) blokkoljuk a lemezt, melyet a biológiai mintával (pl. vérszérum) inkubálunk. Mosást követően a biológiai mintában található primer antitestnek megfelelő jelölt szekunder antitesttel (pl. HRP-vel konjugált anti humán immunglobulinnal inkubáljuk a lemezt. Újabb mosást követően H2O2 és kromogén hozzáadását követően a lyukakban létrejött színreakciót spektrofotométerrel mérjük adott hullámhosszon. Célszerű minden lemezen negatív (antitestet biztosan nem tartalmazó biológia mintát) és pozitív kontrollt (antitestet biztosan tartalmazó mintát) is tesztelni. Az ELISA lemezen szintén célszerű egy standard referencia szérum sorozathígítását is együtt tesztelni a vizsgálandó mintákkal, hogy kalibrációs görbét vehessünk fel, melyre az ismeretlen minták extinkció értékeit illeszthetjük.
2.   A sandwich ELISA során a lemez felületéhez elkapó (capture) antitestet adszorbeáltatunk (coating), Majd blokkolást követően a capture antitestnek megfelelő specifitású antigént (pl. citokint tartalmazó vérszérumot) inkubálunk a lemezzel. Mosást követően azonos antigénspecifiású, de az antigén más epitópjával reagáló HRP-jelölt antitesttel inkubáljuk a lyukakat. Majd H2O2és kromogén hozzáadás után a színreakciót adott hullámhosszon spektrofotométerrel mérjük. Ebben az esetben a kalibrációs görbe megrajzolásához ismert koncentrációjú antigénhígításokból álló sor adja az ismeretlennel azonos lemezen az alapot.

3. Kompetitív ELISA. Első lépésben a jelöletlen antitesteket előinkubáljuk az antigént tartalmazó biológia mintákkal, majd miután lehetőség nyílt antigén-antitest komplexek létrejöttére, az így előinkubált biológiai mintákat visszük fel az antigénnel fedett ELISA lemez felszínére. Minél több antigént tartalmaz a biológia minta, annál kevesebb antitest molekula maradt szabadon, hogy az ELISA lemezhez adszorbeáltatott antitesthez kapcsolódjék. Az ELISA reakció befejezéséhez enzimmel (pl. HRP) jelzett másodlagos antitestet, majd kromogén szubsztrátot alkalmazunk. A kompetitív eljárások előnye, hogy kis mennyiségű, jelöletlen antigén kimutatására is lehetőséget ad.
ELFA (Enzyme Linked Immunofluorescent Assay) 

	Fluorogén szubsztrátot (pl. 4 Methyl umbilliferyl phosphate (MUP)) alkalmazó ultraszenzitív rendszer.  Tekintettel arra, hogy a fluoreszcens molekulák pikomoláris mennyiségben is detektálhatók, ezért fluorogén szubsztrát alkalmazásával az immunoassay szenzitivitása jelentősen megnövelhető (pl. rotavírus kimutatás esetén az ELISA 100x-a). (R H Yolken, P J Stopa. Enzyme-linked fluorescence assay: Ultrasensitive solid-phase assay for detection of human rotavirus. J Clin Microbiol. 1979.10: 317–321.). Az ELFA fluoriméterébe kompatibilis SPR-t helyezünk (solid phase receptacle), mely olyan szolid fázisú, pipettahegyre emlékeztető tartály, melynek belső felületéhez a mérendő anyagra specifikus antitestet kötöttek. A fluoriméterbe helyezhető kazetta elválasztott rekeszeinek aljában található reagenscsík adott pozíciójában alkalikus foszfatázzal konjugált antitest, illetőleg fluorogén szubsztrát található. Az SPR-en keresztül a rendszer felszívja a vizsgálandó mintát, majd pipettahegyszerűen a kazetta üregeiből az újabb és újabb oldatokat.
	


Western blot

A módszer révén egy adott primer antitest segítségével meghatározható egy biológiai mintában található fehérje relatív mennyisége.

Sejt vagy szövet lizátumot/homogenizátumot proteázgátlókat tartalmazó puffer segítségével hozunk létre

A mintában található fehérjéket SDS poliakrilamid gélelektroforézissel választjuk különböző molekulatömegű komponensekre.

 Ezt követően átvisszük (transzferáljuk) nitrocellulóz- vagy PVDF membránra a gél tartalmát úgy, hogy a géllel megegyező pozícióban kerüljenek át a szétválasztott fehérjék. membránra.
A membrán szabad fehérjekötő felszínét indifferens fehérjékkel (pl. sovány tejpor fehérjéivel) blokkoljuk.
Majd specifikus fehérjét kötni képes primer antitesttel inkubáljuk a membránt.

Ezt követően szekunder antitestet (antitest-enzim konjugátumot) alkalmazunk, mely képes a primer antitesthez kötődni. Így rámutat arra a helyre, ahová a primer antitest bekötődött. Leggyakrabban HRP-vel konjugált szekunder antitestet alkalmazunk. A HRP katalizálja azt a reakciót, mely során a luminol oxidációja során 428nm-en fényemisszió történik, melyet fényérzékeny filmmel vagy CCD kamerával rögzítünk. Valamely housekeeping gén által kódolt fehérjére (pl. béta aktin) standardizálva elemezhetők az eredmények, melyek a fehérje relatív mennyisége mellett a fehérjék molekulatömegére nézve is információt szolgáltathatnak. 
Radioimmunoassay (RIA)

Igen szenzitív, specifikus és rendkívül olcsó módszer, mely segítségével antigének pl. hormonok koncentrációja mérhető.

Hátránya, hogy speciális berendezést (pl. gammaszámláló) igényel, és a radioaktív anyag alkalmazása miatt külön engedélyhez kötött, valamint fokozott elővigyázatosságot igényel. Egyik formája a RAST test (radioallergosorbent test).
Gyakran a fehérjék tirozinjához kötünk I125 izotópot.  A radioaktív antigént összekeverjük ismert mennyiségű antitesttel.  Majd ismeretlen antigén mennyiséget tartalmazó biológiai mintát adunk a rendszerhez, mely esetben a biológiai mintában levő (hideg, jelöletlen) antigén verseng a jelölt antigénnel az antitesthez való kötődés során. Az antitesteket megkötni képes  S. aureus Protein A sejtfalkivonata (Zysorbin) proteinA-t tartalmaz, melynek segítségével vagy anti-immunoglobulin antitestek alkalmazásával az antitestek kiülepíthetők.
ELISPOT

Indirekt immunoassay, mely egyedi sejtek által szecernált molekulák kimutatására alkalmas. A speciális, nitrocellulóz vagy PVDF membrán fenekű lyukakat tartalmazó ELISPOT lemezt steril körülmények között capture antitestekkel vonjuk be (coating), majd blokkoljuk a szabad fehérjekötő felszíneket. Ezt követően ismert számú élő sejtet helyezünk el a lyukakba tápfolyadékban, melyeket egy-két napig CO2 termosztátban, 37 oC-on tenyésztünk. Majd kimossuk a sejteket, és az általuk kibocsátott molekulákat jelzett detektáló antitesttel és oldhatatlan csapadékot adó szubsztráttal tesszük láthatóvá. 
A lemez lyukainak fenekén kialakuló színes spotokat szkennelést követően képanalizáló szoftverrel értékeljük ki. 

Igen szenzitív módszer, 1/300 000 esetében is lehetőséget a pozitív sejtek számának pontos meghatározására. 

Immuncitokémia

A módszer segítségével specifikus fehérjéket mutathatunk ki sejteken/szöveteken belül jelzett antitestek segítségével. Vizsgálhatunk metszeteket, keneteket és tenyésztett adherens sejteket, illetőleg sejtszuszpenziót tárgylemezre centrifugálva (citospin preparátumok). 

Az antigén/antitest kapcsolat láthatóvá tehető fluoreszcens festék, fémkolloid, radioaktív jelölés vagy enzim segítségével.
Sejten vagy sejtmagon belüli reakciókhoz az ellenanyag át kell, hogy jusson a biológiai membránokon. Permeabilizálás céljából detergensek (0.25% Triton X-100 vagy 0.5% saponin) alkalmazására lehet szükség. Aceton, methanol vagy ethanol fixálás esetén további permeabilizálás nem szükséges. Triton alkalmazása kerülendő, ha  membrán atigéneket szeretnénk kimutatni, mert a Triton tönkreteszi a membránokat. 

Aldehid alapú fixálószerek esetén (pl. formalin) inter- és intramolekuláris keresztkötések (metilén hidak) jönnek létre bizonyos struktúrfehérjéken belül és fehérjék között, melyek maszkírozzák a szöveti antigéneket. Ez a maszkírozó hatás függ a fixálás idejétől, a hőmérséklettől, a fixáló koncentrációjától, és a keresztkötéseket kialakítani képes lokális fehérjék mennyiségétől. A szöveti antigének demaszkírozására proteáz emésztés (pl. tripszin) vagy hevítés (pl. mikrohullámú sütőben, rövid ideig) alkalmazható.

A fagyasztott illetőleg fixált metszeteket/preparátumok tehát a fentiek alapján szükség szerint permeabilizáljuk, majd az aspecifikus kötőhelyeket blokkoljuk (bovin szérum albuminnal, 1% zselatinnal vagy 10% normál szérummal, mely a szekunder antitestnek megfelelő fajból származik). Primer, majd mosásokat követően szekunder antitesttel inkubáljuk a metszeteket. Háttérfestésnek célszerű a magokat megfesteni (pl. 0.1-1 μg/ml Hoechst or DAPI (DNA festék).  Aspecifikus festődés jöhet létre hidrofób vagy elektrosztatikus kölcsönhatások következtében. Az aspecifikus festődés többnyire egyenletes, és csökkenthető normál szérummal történő előinkubációval. Számos szövet endogén peroxidáz aktivitással rendelkezik. A metszet H2O2-vel való előkezelése (a primer antitest alkalmazása előtt) segít kiküszöbölni az endogén peroxidáz aktivitást.  Az ugyancsak számos szövetre jellemző endogén alkalikus foszfatáz aktivitás levamisole-lal történő előkezeléssel eliminálható.  Bizonyos szövetek (pl. máj és vese) endogén biotint tartalmaznak, ezért esetükben konjugálatlan avidinnel történő előkezelést célszerű alkalmaznunk.
Direkt módszer:

 

Egyetlen lépésben jelölt antitesttel (pl. FITC jelzett antitesttel) inkubáljuk a mintát. Gyors, rövid módszer, de kevéssé szenzitív.

 

Indirekt módszer:

Jelöletlen primer antitest képezi az első réteget, ez az antitest reagál a szöveti antigénnel. Ezt követően egy jelölt másodlagos antitest (második réteg) kerül felhasználásra. Ez az antitest reagál a primer antitest fajának immunglobulinjával.  Ez a módszer szenzitívebb (a jel amplifikálódik, hiszen számos szekunder antitest molekula reagál a primer antitest különböző epitópjaival). Amiatt is gazdaságos, hogy egyetlen jelölt szekunder antitest használható sok különböző primer antitest esetén második rétegként. Immunfluorescens jelölés során a jelölő fluorescens molekula FITC, rhodamine vagy Texas red, az immunenzimatikus jelölés során peroxidáz vagy alkalikus foszfatáz. 

Kontrollok:

Pozitív kontroll annak megítélésére, hogy a protokoll maga működik-e. Olyan szövetet célszerű alklamaznunk, mely esetében a reakciónak ismert módon működnie kell. 

Negatív kontroll: az antitest specifitásának megítélésére. Kihagyhatjuk a primer antitestet, illetőleg azonos fajból származó izotípus kontroll antitesttel vagy normál szérummal helyettesíthetjük.  

 

Új antitestek esetén a primer antitestnek tisztított antigénnel történő előinkubációjával gátolni kell a reakciót. 

PAP Method (peroxidase anti-peroxidase módszer):  

Indirekt technika, melyben 3 „réteg” szerepel: jelöletlen primer antitest, jelöletlen szekunder antitest, mely egyrészt reagál a primer antitesttel, másrészt hidat képez (reagál) a harmadik réteggel: ez stabil peroxidáz anti-peroxidáz komplex. A szenzitivitása kb. 100-1000x nagyobb, mert a peroxidáz immunológiailag és nem kémiailag kötött, így jóval nagyobb primer antitest hígítást alkalmazhatunk, csökkentve az aspecifikus kötődést.

 

Avidin-Biotin Complex (ABC) módszer:  

Ebben a módszerben is három réteg szerepel. Az első réteg jelöletlen primer antitest. A második rétegben biotinilált szekunder antitest található, míg a harmadik réteg avidin-biotin peroxidáz komplexet tartalmaz. 
 

Lateral flow tesztek

Napjainkban mind szélesebb körben alkalmazott egylépcsős immunkromatográfiás immunoassay/immunkromatográfiás módszeren alapuló gyorstesztek. Előállításuk olcsó, kivitelezésük perceket vesz igénybe (szemben a hagyományos assay-k órákban mérhető idejével), nem igényelnek szakértelmet, otthon is elvégezhetők, az eredmények könnyen archiválhatók. 
A módszer elve, hogy a biológiai mintába mártott tesztcsíkban kapillaritás elve alapján vándorol a folyadék. Színezett, a keresett antigénre specifikus antitesttel fedett mikroszemcsékkel (pl. latex) keveredik a minta, a benne található antigén hozzákötődik a színes mikroszemcsékhez, és vándorol a tesztcsík mentén. A tesztcsík adott pozíciójában a a csík feszínéhez az adott antigén egy másik epitópjára specifikus antitestet szárítottak. Itt tehát a színezett szemcsék összegyűlnek, amennyiben a biológiai mintában jelen van a kérdéses antigén (pl. anti-hCG-t, LH –t vagy HIV-et).  A továbbvándorló színezett szemcsék a tesztcsík mentén még egy helyen összegyűlnek, ebben a pozícióban egy anti-immunoglobulint szárítottak a felszínre, ez tehát minden mikroszemcsét megköt tekintet nélkül arra, hogy annak felszínéhez antigén kapcsolódott-e. Ez a kirajzolódó második színes csík tehát a teszt belső kontrollja.
