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Cél: A szerzok a széklet-hemoglobin és -albumin egyideji kimutatasara dolgoztak
ki immunkémiai eljarast és immunizalasi modszert, a vastag- és végbélrakok szt-
rési eredményességének novelése érdekében. Modszerek: A human-specifikus
vérkimutatas soran két antigént felismeré bispecifikus immunszérumot termel-
tek kecskékben, glutardialdehid segitségével 1étrehozott hemoglobin-albumin-
komplex beoltasa révén. A tisztitott, kettds antitesttartalmi immunszérumot
1196 f6bal allo, 40 éves kor feletti sziirési csoportnal probaltak ki, Fecatest kazet-
tak felhasznalasaval. Eredmények és kovetkeztetések: Az immunszérum analiti-
kai érzékenysége - mindkét fehérjére - 0,5 pg/ml-nek bizonyult, amely a szlirés
szempontjabol igen kedvez6. Tovabbd, az immunkémiai reakciok intenzitasa
fokozodott, amely novelte a kimutatas biztonsagat, a specificitas csokkenése nél-
kil. Mivel az id6egység alatt elvégezhet6 immunkémiai vizsgalatok szama (t6bb-
letkoltség nélkil) megkétszerez6dott, a modszer koltségkiméls modon novelte a
sziirés hatékonysagat. Magyar Onkoldgia 48:45-47, 2004

Objectives: The authors have developed an immunochemical procedure and an
immunisation method for the simultaneous detection of fecal hemoglobin and al-
bumin to increase the screening effectiveness of colorectal cancers. Methods: In
the human specific blood testing, bispecific immunoserum recognising two
antigens have been produced by glutardyaldehyde-hemoglobin-albumin makro-
molecule immunisation of goats. The purified and concentrated antiserum with
double antibody specifity has been checked in a screening group of 1196
individuals aged over 40 years with Fecatest reservoirs. Results and Conclusions:
The analytical sensitivity was proved 0.5 pg/ml for both proteins, which was
greatly favourable for the screening. Furthermore, the intensity of the
immunochemical reactions has grown, and it has increased the safety of the
detection without decreasing the specificity. Because the number of the
immunochemical tests that could be completed at the same time has been
doubled (without excess of cost), this method has increased the effectiveness of
the screening with taking care of expense. S Németh M, Ottd S. Production and
examination of double antigen specific immunoserum for immunochemical detection
of occult blood. Hungarian Oncology 48:45-47, 2004
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Bevezetés

A koran felismert vastag- és végbélrakok, vala-
mint a rakel6z6 allapotot jelenté polypok ered-
ményes felkutatasanal kiemelt szerepet jatszik a
rejtett bélvérzés érzékeny modszerekkel torténd
kimutatésa (3-5, 8, 15).

Sztirési adatok és biztosan daganatos betegek
elézetes vizsgalata szerint a széklet hemoglobin-
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és albumin-tartalmanak parhuzamos vizsgalata
optimalis eredményt biztosithat (10, 13). Leg-
utobbi, vilagbanki tamogatassal megvalosult, mo-
dell értékd vastag- és végbélraksziirésiink ossze-
sitett eredménye alapjan, a széklet-hemoglobin
és -albumin parhuzamos kimutatasaval felismert
rosszindulatu elvaltozasok szamat dupldjara no-
velhettik (6 helyett 12 eset), a polypok szamat
pedig kozel mastélszeresre emeltiik (41 helyett
59 felfedezett elvaltozas) (1).

A székletmintak albumintartalma emelkedett
lehet bizonyos egyéb, tiinetekkel jaro bélbetegsé-
gekben is, de a plusz klinikai vizsgalatokat ellen-
stulyozza, hogy a szlirés hatékonysaganak, a korai
allapotban felismert és még eredményesen gyo-
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gyithat6 daganatok szamanak jelent6s novekedé-
sét érhetjiik el a széklet-albumin egyidejii vizsga-
lataval (11, 12).

Felmeriilt a kérdés, hogy megoldhaté-e egy 1é-
pésben, ugyanazon mintabol egyszerre meghata-
rozni e két vérfehérjét. Immunkémiai keresztre-
akciok lehetésége miatt nem johetett szoba az ed-
dig hasznélt anti-human hemoglobin és anti-
human albumin antiszérumok egyszeri keverése.

Olyan, kettés antigénfelismer6 immunszé-
rum eléallitasa és kiprobalasa mellett dontot-
tink, amely érzékenyen képes felismerni az em-
beri hemoglobint és albumint egyarant.

Ismert tény, hogy az albuminmolekula anti-
genitasa kivalo, erés immunvalaszt indukal. Fel-
tételezhetd volt, hogy egy antigénkeverékkel tor-
ténd allatimmunizalds soran az albuminra adott
immunreakcié ,elnyomja” a hemoglobinra adott
valaszt.

Ezt elkeriilendd, az antigénkeverékbdl glutar-
dialdehid segitségével 1étrehozott makromoleku-
la-komplexszel immunizaltunk kecskéket. A tisz-
titott immunszérumok hasznalhatésagat a sztiré-
si gyakorlatban, 6sszehasonlité vizsgalatokkal el-
lenériztiik.

Anyag és modszer

Két antigént felismerd immunszérum elodllitdsa

Az oltbanyag 4 térfogatrész tisztitott human he-
moglobinoldatot (2 mg/ml) és 1 térfogatrész tisz-
titott human albuminoldatot (2 mg/ml) tartalma-
zott.

Az oltas el6tt 30 perccel a fenti oltbanyagke-
verékhez milliliterenként 0,1 ml 0,25%-o0s, fris-
sen készitett (25%-os torzsoldatbdl higitott) glu-
tardialdehidet adtunk. Alapos keverés utin az
elegyet szobahdmérsékleten allni hagytuk a fe-
hérjekomplex kialakulasa céljabol. Utana 5 ml-t

1. dbra. azonos mennyiség Freund-adjuvanssal (komp-
Az ellenanyag-titerek lett tipust) emulgealtunk. Kb. 45 kg-os kecskéket
vdltozdsa oltottunk a fenti emulzi6val intracutan, a test két
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oldalan, oltasonként 0,5 mg antigénnel. Kéthe-
tente ismétl6 oltasokat adtunk, az ellenanyag ti-
terét folyamatosan figyeltiik. 5-6 oltds utan (titer
legalabb 1:512) az allatot elvéreztettiik.

Az immunszérum tisztitasa

800 ml szérumhoz allando keverés mellett 200 g
kristalyos ammoéniumszulfatot adtunk szobahé-
mérsékleten. A kicsapott immunszérumot 24
o6raig allni hagytuk, majd centrifugaltuk 4000 for-
dulat/perc mellett 30 percig. A csapadékot 400
ml desztillalt vizzel oldottuk fel, és megismétel-
tik a fenti kicsapasi eljarast 100 g ammonium-
szulfattal. A masodik kicsapas utan nyert csapa-
dékot dializal6 huvelybe toltottik, és 2x2 6ran at
dializaltuk desztillalt vizzel szemben szobaho-
mérsékleten. Ezutan egy héten at folytattuk a di-
alizist 0,05 M natriumacetat puffer (pH=>5,0) el-
len, 3 valtassal, +4 fokon. Végul a csapadékos fo-
lyadékot centrifugaltuk 4000 fordulat/perc mel-
lett 60 percig. Utana a feliilisz6t DEAE-Sephadex
ioncserél6 oszlopon engedtiik at, majd az 6ssze-
gytlt fehérjefrakciot kisozassal koncentraltuk. A
végsé dializis 0,15 M veronalpuffer (pH=8,6) el-
lenében tortént.

Az antiszérum ellendrzo vizsgdlata

Az analitikai specificitas- és érzékenységi vizsga-
latok agaréz-zonaelektroforézissel, immunelekt-
roforézissel és elektroszinerézissel torténtek. A
két antigénnel, valamint teljes human vérrel vé-
geztiik a vizsgalatokat, a referencia antiszérumok
DAKO gyartmanyt termékek voltak.

Az elézetes kiprobalds

1196 fGs, panasz- és tiinetmentes, 40 éves életkor
folotti lakossagi csoportnal tortént. A jelenlegi szi-
rési modell szerint (Fecatest vizsgalat 3 egymast
kévetd napi székletmintabdl) elvégeztik az im-
munkémiai vérkimutatast, kiegészitve az antiszé-
rumokat az Uj, bispecifikus immunreagenssel.

Eredmények

Az immunizdlds eredménye

2001-2002 soran nagy mennyiségl két antigént
felismer6 antiszérumot allitottunk els, tobb 1é-
pésben. A DAKO gyartmanyu referenciaszéru-
mokkal megegyez6 specificitast, kecskeszérum-
bol nyert tisztitott keverék analitikai érzékenysé-
ge hemoglobinra és albuminra is 0,5 pg/ml-nek
bizonyult. Tapasztalataink azt mutatjak, hogy az
allatok oltasahoz hasznalt fehérjekomplex egy uj-
fajta szignalt képviselt. Az immunreakcié dina-
mikaja a varttal ellentétesen alakult.

El6szor a hemoglobinra adott immunvalasz
volt erésebb, és idében eltolodva a késébbiek so-
ran er6sodott meg az aloumin jele (1. dbra). Az el-
véreztetés idopontjdban mar kozel egyforma erds
és egyarant érzékeny precipitacios reakciot ta-
pasztaltunk a két antigénre.
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A sziirési csoport eredménye

1196 személytdl osszesen 3410 székletminta im-
munkémiai vizsgalatat végeztiik el. Hemoglobin-
pozitivitast 77 személy 138 mintdjanal (59,74%)
talaltunk, albuminnal 136 személy 249 széklet-
mintéja (61,03%) mutatott pozitiv reakciot. A bi-
specifikus antiszérummal 136 személy 264 min-
taja (64,70%) bizonyult pozitivnak (2. dbra).

A vizsgalt személyek koziil 43%-nak egyetlen
mintaja, 35%-nak 2 székletmintaja, mig 22%-nak
mindharom mintaja volt hemoglobin-pozitiv.

A pozitiv személyek 42%-a esetén a harom
székletbdl csak 1 volt albumin-pozitiv, 33%-nal 2
minta, 25%-nal pedig mind a harom székletminta.

A bispecifikus antiszérummal a pozitiv sze-
mélyek szama valtozatlan maradt, bar kézel azo-
nos szammal (7 illetve 8) nétt a két, illetve a ha-
rom pozitiv mintat mutaté személyek aranya.

Megbeszélés

Korabbi munkaink sordan mar eredménnyel alkal-
maztunk glutardialdehidet fehérjék osszekapcso-
lasara, valamint immunkémiai reakciok érzé-
kenységének novelésére (2, 6, 7, 9).

A két antigént felismeré immunszérum el6al-
litasahoz hasznalt oltéanyagkomplex makromo-
lekulajaba sikeresen épiilt be a hemoglobin. Az
oltéanyagkeverékben nagyobb részaranyban biz-
tositottunk hemoglobint, igy a fehérjekomplex
térszerkezete feltételezhetéen tobb ,receptor” ki-
alakulasat tette lehet6vé erre az antigénre, ez
magyarazhatja a hemoglobinra tapasztalt erds
immunvalaszt.

Az allatoltasok soran sikerilt elkertlni az al-
bumin dominans reakciéjat, igy mindkét antigén-
re érzékenyen reagdld antiszérumokat tudtunk
1étrehozni, reprodukalhaté moédon.

Elézetes kisérleti eredményeink szerint a
tisztitott bispecifikus antiszérum-keverék sztirés-
re alkalmas. Erzékenysége megfelels, a felismert
pozitiv esetek szdma nem valtozott a jelenlegi
sziirési modell eredményeinek tiikrében.

A rejtett bélvérzés immunkémiai kimutata-
san alapulé egyéb vastag- és végbélrakszlrési
modszerekkel dsszehasonlitva (14, 16-18) olcso,
és egyszerien kivitelezheto.

Alkalmazasaval megkétszerezheté az idéegy-
ség alatt elvégzett immunkémiai vizsgalatok sza-
ma. Hasznalatdval plusz anyagkoltség nélkiil,
koltségkimélé modon, jelentésen novelhets a
sziirés hatékonysaga.
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