
Bevezetés

A korán felismert vastag- és végbélrákok, vala-
mint a rákelôzô állapotot jelentô polypok ered-
ményes felkutatásánál kiemelt szerepet játszik a
rejtett bélvérzés érzékeny módszerekkel történô
kimutatása (3–5, 8, 15).

Szûrési adatok és biztosan daganatos betegek
elôzetes vizsgálata szerint a széklet hemoglobin-

és albumin-tartalmának párhuzamos vizsgálata
optimális eredményt biztosíthat (10, 13). Leg-
utóbbi, világbanki támogatással megvalósult, mo-
dell értékû vastag- és végbélrákszûrésünk össze-
sített eredménye alapján, a széklet-hemoglobin
és -albumin párhuzamos kimutatásával felismert
rosszindulatú elváltozások számát duplájára nö-
velhettük (6 helyett 12 eset), a polypok számát
pedig közel másfélszeresre emeltük (41 helyett
59 felfedezett elváltozás) (1).

A székletminták albumintartalma emelkedett
lehet bizonyos egyéb, tünetekkel járó bélbetegsé-
gekben is, de a plusz klinikai vizsgálatokat ellen-
súlyozza, hogy a szûrés hatékonyságának, a korai
állapotban felismert és még eredményesen gyó-
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vérkimutatás során két antigént felismerô bispecifikus immunszérumot termel-
tek kecskékben, glutárdialdehid segítségével létrehozott hemoglobin-albumin-
komplex beoltása révén. A tisztított, kettôs antitesttartalmú immunszérumot
1196 fôbôl álló, 40 éves kor feletti szûrési csoportnál próbálták ki, Fecatest kazet-
ták felhasználásával. Eredmények és következtetések: Az immunszérum analiti-
kai érzékenysége – mindkét fehérjére – 0,5 µg/ml-nek bizonyult, amely a szûrés
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kül. Mivel az idôegység alatt elvégezhetô immunkémiai vizsgálatok száma (több-
letköltség nélkül) megkétszerezôdött, a módszer költségkímélô módon növelte a
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gyítható daganatok számának jelentôs növekedé-
sét érhetjük el a széklet-albumin egyidejû vizsgá-
latával (11, 12).

Felmerült a kérdés, hogy megoldható-e egy lé-
pésben, ugyanazon mintából egyszerre meghatá-
rozni e két vérfehérjét. Immunkémiai keresztre-
akciók lehetôsége miatt nem jöhetett szóba az ed-
dig használt anti-human hemoglobin és anti-
human albumin antiszérumok egyszerû keverése.

Olyan, kettôs antigénfelismerô immunszé-
rum elôállítása és kipróbálása mellett döntöt-
tünk, amely érzékenyen képes felismerni az em-
beri hemoglobint és albumint egyaránt.

Ismert tény, hogy az albuminmolekula anti-
genitása kiváló, erôs immunválaszt indukál. Fel-
tételezhetô volt, hogy egy antigénkeverékkel tör-
ténô állatimmunizálás során az albuminra adott
immunreakció „elnyomja” a hemoglobinra adott
választ. 

Ezt elkerülendô, az antigénkeverékbôl glutár-
dialdehid segítségével létrehozott makromoleku-
la-komplexszel immunizáltunk kecskéket. A tisz-
tított immunszérumok használhatóságát a szûré-
si gyakorlatban, összehasonlító vizsgálatokkal el-
lenôriztük.

Anyag és módszer

Két antigént felismerô immunszérum elôállítása
Az oltóanyag 4 térfogatrész tisztított humán he-
moglobinoldatot (2 mg/ml) és 1 térfogatrész tisz-
tított humán albuminoldatot (2 mg/ml) tartalma-
zott.

Az oltás elôtt 30 perccel a fenti oltóanyagke-
verékhez milliliterenként 0,1 ml 0,25%-os, fris-
sen készített (25%-os törzsoldatból hígított) glu-
tárdialdehidet adtunk. Alapos keverés után az
elegyet szobahômérsékleten állni hagytuk a fe-
hérjekomplex kialakulása céljából. Utána 5 ml-t
azonos mennyiségû Freund-adjuvánssal (komp-
lett típusú) emulgeáltunk. Kb. 45 kg-os kecskéket
oltottunk a fenti emulzióval intracutan, a test két

oldalán, oltásonként 0,5 mg antigénnel. Kéthe-
tente ismétlô oltásokat adtunk, az ellenanyag ti-
terét folyamatosan figyeltük. 5–6 oltás után (titer
legalább 1:512) az állatot elvéreztettük.

Az immunszérum tisztítása
800 ml szérumhoz állandó keverés mellett 200 g
kristályos ammóniumszulfátot adtunk szobahô-
mérsékleten. A kicsapott immunszérumot 24
óráig állni hagytuk, majd centrifugáltuk 4000 for-
dulat/perc mellett 30 percig. A csapadékot 400
ml desztillált vízzel oldottuk fel, és megismétel-
tük a fenti kicsapási eljárást 100 g ammónium-
szulfáttal. A második kicsapás után nyert csapa-
dékot dializáló hüvelybe töltöttük, és 2x2 órán át
dializáltuk desztillált vízzel szemben szobahô-
mérsékleten. Ezután egy héten át folytattuk a di-
alízist 0,05 M nátriumacetát puffer (pH=5,0) el-
len, 3 váltással, +4 fokon. Végül a csapadékos fo-
lyadékot centrifugáltuk 4000 fordulat/perc mel-
lett 60 percig. Utána a felülúszót DEAE-Sephadex
ioncserélô oszlopon engedtük át, majd az össze-
gyûlt fehérjefrakciót kisózással koncentráltuk. A
végsô dialízis 0,15 M veronalpuffer (pH=8,6) el-
lenében történt.

Az antiszérum ellenôrzô vizsgálata 
Az analitikai specificitás- és érzékenységi vizsgá-
latok agaróz-zónaelektroforézissel, immunelekt-
roforézissel és elektroszinerézissel történtek. A
két antigénnel, valamint teljes humán vérrel vé-
geztük a vizsgálatokat, a referencia antiszérumok
DAKO gyártmányú termékek voltak. 

Az elôzetes kipróbálás
1196 fôs, panasz- és tünetmentes, 40 éves életkor
fölötti lakossági csoportnál történt. A jelenlegi szû-
rési modell szerint (Fecatest vizsgálat 3 egymást
követô napi székletmintából) elvégeztük az im-
munkémiai vérkimutatást, kiegészítve az antiszé-
rumokat az új, bispecifikus immunreagenssel.

Eredmények 

Az immunizálás eredménye
2001-2002 során nagy mennyiségû két antigént
felismerô antiszérumot állítottunk elô, több lé-
pésben. A DAKO gyártmányú referenciaszéru-
mokkal megegyezô specificitású, kecskeszérum-
ból nyert tisztított keverék analitikai érzékenysé-
ge hemoglobinra és albuminra is 0,5 µg/ml-nek
bizonyult. Tapasztalataink azt mutatják, hogy az
állatok oltásához használt fehérjekomplex egy új-
fajta szignált képviselt. Az immunreakció dina-
mikája a várttal ellentétesen alakult. 

Elôször a hemoglobinra adott immunválasz
volt erôsebb, és idôben eltolódva a késôbbiek so-
rán erôsödött meg az albumin jele (1. ábra). Az el-
véreztetés idôpontjában már közel egyforma erôs
és egyaránt érzékeny precipitációs reakciót ta-
pasztaltunk a két antigénre.
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1. ábra. 
Az ellenanyag-titerek
változása
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A szûrési csoport eredménye

1196 személytôl összesen 3410 székletminta im-
munkémiai vizsgálatát végeztük el. Hemoglobin-
pozitivitást 77 személy 138 mintájánál (59,74%)
találtunk, albuminnal 136 személy 249 széklet-
mintája (61,03%) mutatott pozitív reakciót. A bi-
specifikus antiszérummal 136 személy 264 min-
tája (64,70%) bizonyult pozitívnak (2. ábra).

A vizsgált személyek közül 43%-nak egyetlen
mintája, 35%-nak 2 székletmintája, míg 22%-nak
mindhárom mintája volt hemoglobin-pozitív.

A pozitív személyek 42%-a esetén a három
székletbôl csak 1 volt albumin-pozitív, 33%-nál 2
minta, 25%-nál pedig mind a három székletminta.

A bispecifikus antiszérummal a pozitív sze-
mélyek száma változatlan maradt, bár közel azo-
nos számmal (7 illetve 8) nôtt a két, illetve a há-
rom pozitív mintát mutató személyek aránya.

Megbeszélés
Korábbi munkáink során már eredménnyel alkal-
maztunk glutárdialdehidet fehérjék összekapcso-
lására, valamint immunkémiai reakciók érzé-
kenységének növelésére (2, 6, 7, 9).

A két antigént felismerô immunszérum elôál-
lításához használt oltóanyagkomplex makromo-
lekulájába sikeresen épült be a hemoglobin. Az
oltóanyagkeverékben nagyobb részarányban biz-
tosítottunk hemoglobint, így a fehérjekomplex
térszerkezete feltételezhetôen több „receptor” ki-
alakulását tette lehetôvé erre az antigénre, ez
magyarázhatja a hemoglobinra tapasztalt erôs
immunválaszt. 

Az állatoltások során sikerült elkerülni az al-
bumin domináns reakcióját, így mindkét antigén-
re érzékenyen reagáló antiszérumokat tudtunk
létrehozni, reprodukálható módon.

Elôzetes kísérleti eredményeink szerint a
tisztított bispecifikus antiszérum-keverék szûrés-
re alkalmas. Érzékenysége megfelelô, a felismert
pozitív esetek száma nem változott a jelenlegi
szûrési modell eredményeinek tükrében. 

A rejtett bélvérzés immunkémiai kimutatá-
sán alapuló egyéb vastag- és végbélrákszûrési
módszerekkel összehasonlítva (14, 16-18) olcsó,
és egyszerûen kivitelezhetô.

Alkalmazásával megkétszerezhetô az idôegy-
ség alatt elvégzett immunkémiai vizsgálatok szá-
ma. Használatával plusz anyagköltség nélkül,
költségkímélô módon, jelentôsen növelhetô a
szûrés hatékonysága. 
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2. ábra. Immunkémiai székletvizsgálat eredménye
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