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HOMOGENINIO IMUNOFERMENTINIO TYRIMC BODAS IR TYRIMUI NAUDOJAMAS
RINKINYS

Aprasymas

&is i3radimas skirtas homogeniniam imunofermentiniam tyri-
mui, kurio tikslas yra ligando kiekioc skystame tiriamajame pavyz-
dyje nustatymas, ir medZiagoms tokiems tyrimams atlikti.

Siame apraSyme terminas "ligandas" naudojamas pazymeti ko-
kiai ners med¥iagai (pavyzdZiui, antigenui, antik@nui),pries ku-
rig gali biti pagaminti antiligandai (pavyzdziui, antikinai ir
anti-antikGnai) ir atitinkamai i jy sferg jeina haptenai, kurie
gali blti padaryti imunogeniskais, norint gauti antikinus.

Imuninio tyrimoc metodikoje tikimasi, kad tarp tiriamo anti-
geno ir antikliny, kurie pridedami atliekant tyrimg, susadarys
kompleksas. Jo sudétis priklauso nuo antigenc kiekio: "antikilni-
nio" kompleksoc susidarymas yra kontroliuojamas.

Yra zinoma keletas imuninio tyrimo budy, kuriucse naudojami
Zymétieji antiklnai, todél jie yra analitiSkai identifikuoti.
"Sendvido" arba "Dviejy saity" metodikoje laikoma, kad susidaro
kompleksas tarp antigeno ir dviejy reagenty-antikiny. Patogus
komplekso susidarymo tarp antigeno skystame méginyje ir dviejy
reagenty-antikiiny nustatymo metodas yra vieno Zyméto reagento-
-antikino ir neZyméto reagento, kKuris susirisa su kieta faze,
panaudojimas ir komplekso atskyrimo galimybé. 5i metodika, kur
"Zyme" naudojamas radioaktyvumas, zinoma kaip imunoradicmetri-
nis tyrimas (IRMT).

Sitokioc tipo tyrimuose sunkumg sudaro pakankamai Svaraus

"Zyméto" antiklinc gavimas. Tai, nors ir imanoma, yra laborato-

riné cperacija ir aiSku yra brangi. Nesenial problema Siek tiek
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palengvéjo rySium su mcnokloniniais antikinais. "Sendvido"-tipo
imuniniai tyrimai, kuriuose tikimasi naudoti du monokloninius
antikdnus (reagentus) - Zyméta tirpy moncklonini antiking ir mo-
noklonini antiking, kuris susirisa su vandenyje netirpia kieta
faze - aprasSyti, pavyzdZiui, Europos patento Nr.0048357 aprasyme.
auk3&iau apraSytos metodikos charakteringa ypatybe yra ta,
kad paprastai yra reikalingas ilgas inkubacinis periodas, xad
pilnai jvykty (tiek, kiek jmanoma) reakcija. Taip yra dél tc
(bent 3au dalinai), kad antigenas tirpale sgveikauja su antikanu,
suris$tu kistoje fazeje.

Norint paéaiinti S$ias problemas, buvo atlikti homogeniniai
imunianiai tyrimai. Vis deélto, jy panaudojimas apsiriboja vaisty,
hormony ir plazmos paltymy nustatymu. Homogeniniai imuniniail ty-
rimai, Zinomi EMIT pavadinimu (Biochem. Biophys. Res. Commun.,
47:846, 1972), buvo sékmingai panaudoti nedideliy molekuliy -
panadSiy i stercidus hormony - nustatymui. Patobulintame EMIT me-
tode naudojamo, nustatymui fermento aktyvumas sumaZéja, kai kon-
jugatas fermentas-haptenas (E-L) yra suriStas su antiklnu (AK).
Matyt, taip yra deél to, kad arba sumazéja substrato (S) giminin-
gumas fermentc aktyviam centrui, kail yra AK, arba susidarc erd-
viniai trukdymai, arba pakinta fermento struktira. Kitas EMIT ti-
pas paremtas tuo, kad konjuguotu haptenu inhibuojamas fermenti-
nis "pédsakas". "Pédsakas" vél tampa aktyvus, jeigu antikinas
(AK) pries hapteng (L) suriSa hapteno-fermentc (E-.) konjugatg.
Sio bldo variantas buvo surastas dideléms antigeny molekuléms
(Anal. Biochem., 102:167, 1980), panasioms } IgG, taciau skelbia-
ma, kad 3ic variantc jautrumas yra maZas. Fluorescencijos su-
Zadinime ‘imuninis tyrimas (J. Bicl. Chem., 251:4172, 1976) pa-
remtas energija, kuri perducdama tarp dviejy fluorescuojaniiy
molekuliy (antikdno ir antigeno). Be to, laisvas "analitas" (ana-
lizuojamoji medzZiaga) inhibuoja komplekso tarp antiklnc ir Zy-
méto antigenc susidarymg.

Bddas, kuriame naudocjamas fermentas (ECIA)(Anal. Biochem.,
1056:223, 1979) (Appl. Biochem. Biotechnol., &, 53-64, 1981),
numato antiknc ir antigeno (Zyméto) su dviem skirtingais fer-
mentais panaudcjimg taip, kad pirmos fermentinés reakcijos pro-
duktas yra antrosios substratas. Bendras reakcijos greitis labai

padidéja, jeigu du fermentai naudojami kartu vietoj to, kad jie
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jie bty atskirai tirpale. Kitos panadios metodikos, kuricse
tyrimui naudojama antigen-zyméta fluorescenciné apsauga (Clin.
Chem., 25:1077, 1979), taip pat priimtinos démesin.

Bispecifiniai monckloniniai antikinai (BSMAK) - antikinai,
kuriuose imunoglobulino mclekules suriStos padétys resaguoja su
dviem skirtingais antigeniniais determinantais. Be to, BSMAK ga-
1i tuc padiu metu sgveikauti su skirtingais antigenais.

Bispecifiniai monokloniniai antikfinai gaunami chemiskai su-
jungiant vienvalencius fragmentus, gautus i§ dvieijy moncklcni-
niy antiklny . Alternatyvus gavimo bldas yra visy monckloniniy
antikfiny (jivairiy savybiy) kovalentinis sujungimas, panaudojant
heterobifunkcini susiuvimg. Trecias bispecifiniy monokloniniy
antikliny gavimo biddas - kryzminis sujungimas - buvo apraSytas
1983 m (Nature, 305, 537-540, 1983; Human Immunol., 12 : 213,
1985; Science, 229 : 81, 1981). Tokie antiklinai panaudoti .k&ie-
tuose" imunofermentiniucse tyrimuose ir histochemijoje, Siuose
biduose pakeiélant antikiino-fermentc kanjugatus. Taip pat buvo
pasiilyta (Biotech. Appl. and Research, Technomic, Lancaster,
U.K., p. 401-409, 1986) panaudoti bispecifinius antikdnus hcmo-
geniniuose imuniniucse tyrimuose.

Jeigu viena i hibridinio antiklno suristy padécCiy sujung-
ta su dvivalendio (arba daugiavalenéio) "analitc" (ligando)
epitopu, o kita padétis - su dvivalen&io (arba daugiavalencic)
fermento epitopu, analito buvimas, laikant galimu cikliniy komp-
leksy susidarymg, gali padidinti antikino ir fermento rysi.

Antik{iny rysSio efektyvumo padidéjimg dél cikliniy kcnmplek-
sy susidarymc apra$é kai kurie autoriai (Trends Biochem., 9, 1,
1584).

Sic i3radimc tikslas -~ surasti homogeninio imuninio tyrimo
bldg, tinkamg daugeliui ligandy.

Pagal pirmg 3io idradimo aspektg sililomas ligando, esancio
skystame tiriamajame pavyzdyje, hcmogeninio imuninio tyrimo ba-
das, } kuri jeina:

a) inkubavimas miSinic, susidedancioc 1is:

1) skysto tiriamojo pavyzdzio;
1i) tuo atveju, jeigu naudcjamas bandomasis ligandas tu-
ri tik vieng epitopg - kovalentinio ligandec junginio

su kokia nors mono=- arba poliepitopine mclekule, tu-
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rin&ia bent vieng epitopg, skirtinga nuc ligando epi-
tcpo;

2) nestabilaus fermento, kKuris yra maziausiai dimery for-
moje, arba turi maziausiai du skirtingus epitopus;

3) pirmo bispecifinio monokloninio antiklno, kuriame vie-
nas paratopas gali apsaugoti fermento aktyvumg del
ry3io su pirmu fermento epitopu, © likgs paratopas
gali sudaryti ry3j su pirmu tiriamojo ligandc epitopu;
ir

4) antro bispecifinio monokloninio antiklnc, kuriame arba
(I) tuo atveju, kai minétas fermentas yra maziausiai
dimery formoje, pirmas paratopas yra funkciSkai identis
kas auk33iau minétc bispecifinio mcnokloninio antiki-
no, galinéio sudaryti pana3y ry3i su fermentu, pirmam
epitopui, arba (ii) tuo atveju, kal minétas fermentas
turi mazZiausiai du skirtingus epitopus, pirmas para-
topas gali sudaryti ry$i su antru fermento epitopu (ne-
bi3finai fermentc aktyvumui apsaugoti), o antrasis pa-
ratopas gali sudaryti ry$i su antru, skirtingu tiria-
mojo ligando epitopu arba (kai $is ligandas turi tik
vieng epitopg) su kovalentinic junginio epitopu;

susidarant ketvirtiniam imunokompleksui;

b) sumaisius, skystos fazés, kuri yra misSinys, paveikimas
tokiomis sglygomis, kuriose kcks nors fermentas, nesan-
tis ketvirtiniame komplekse, tampa neaktyvus; ir

c) rasto fermento (jeigu yra), suriStc dalinai } ketvirti-
nj imunokompleksg, kiekio nustatymas; ligando, suristo
su Siuo kiekiu, jeigu galima, nustatymas tiriamgjame

pavyzdyje.

Naudojamas terminas "nestabilus fermentas" reiskia bet ko-
ki fermentg, kuris tampa neaktyvus b) stadijoje naudojamose sg-
lygose.

Blidas paremtas antiklino sugebéjimu apsaugoti fermento akty-
vumg, t.y. antikiino poveikiu ; fermentg, neleidZiancliu jam pra-
rasti aktyvumo b) stadijcje naudojamose sglygose. Fermentas gali
iSlaikyti aktyvumg, kai jis yra dalinai suriStas ketvirtiniame
kcmplekse; taigi, fermento, dalinai suristo komplekse, kiekis
gali buti nustatytas ir pries tai neatlikus kompleksoc disocia-

cijos. Panaudojant ketvirtiniy (cikliniy) kompleksy, paremty
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pispecifiniais antikinais susidarymg, nustatoma nestabilus fer-
mentas ir analitas; tai duoda galimybg kocreliuoti fermentinio
aktyvumc, esanlioc po denatliracijos, kieki su ligando, esancio
pavyzdyje, kiekiu. 3is principas yra jvykdomas, kadangi susicda-
res ciklinis kompleksas yra nepaprastai stabilus. Fermento mc
lekulé ketvirtiniuose kompleksuose apsaugota nuc denatdracijos
dél ry$io su bispecifianiu antiklnu, tuc tarpgu kal fermento mole~-
kulés, nedalyvaujancios ketvirtiniame imunckcmplekse, denatiruec-

9

()

jasi 3io apdorojimo metu. Be to, bet kokie n ciklinial antik

~-fermento kompleksai turi tendencijg cGisccijucti denatiira

QJOCZI

saglygose,ir stebimas fermento aktyvumo praradimas. Sis afek
didéja, kai antikiino giminingumas fermentui santykinai maza

Taigi, pasirenkant monckloninius antikinus, turincdius tam tikrg

4

giminingumg fermentui, minétg aktyvumg galima sumazinti iki

.,

i mi-
nimumo. I ketvirtinj kompleksg gali jeiti daugiau negu du bispe-
cifinial monokloniniai antik@inai. Tokiu atveju kiekvienas konm-
plekse asantis antiknas surisStas su Ligandu (arba molekuiés-li-
gando kcnjugatu) ir fermentu.

Buve pastebéta, kad "skirtingais epitopais" gali plti fun-

kcidkai identifki epitopai (bet skirtingcse ligando, ligandc-mo-
lekulés kcnjugato arba fermento padétyse) arba funkciskai skir-
tingi epitcpai.

Jeigu ligandas turi tik vieng epitopg, atitinkamas sujung-
tas ligandas (su kckia nors mcnc~ arba poli-epitopine molakule)
gali bdti lengvai gaunamas aprasytu bidu. Pagal tinkamiausig
iSradimc aspektg, "nestabilus fermentas" yra termonestabilus
fermentas. Termonestabillils fermentai - fermentai, kuriy aktyvu-
mg veikia temperatlra. Bet koks termolabilus fermentas Sildant
tampa neaktyvus. PavyzdZziui, tinkamu termclabilaus tipo fermen-
tu yra fermentas beta—gaig%ozidazé, kuri denatirucjasi nuc Si-
lumos 62 °c temperatiroje, susidarant neaktyviam fermentui.
Tinkami monckloniniai antikilinai, apsaugantys fermentg beta-

-galaktczidazg nuc temperatirinés (Siluminés) denatlracijos

~ O = _— -
62 “C temperatiiroje, aprasyti Eur. J. Immunolog., 1978, 2,
688 692 lr P-N-A-S-l USAI 78 H 2478, 1981-

Specialistui aisS<u, kad pagal $} isradimg galima lengvai
patikrinti tyrimg.



Be to, idradimas numato apripinimg medziagy, reikalingy
auk3diau apradytoms imoninio tyrimo cperacijoms atlikti, rin-
kiniu.

pagal 3i iSradimo aspekta, sillcmas rinkinys, naudcjamas
auk33iau apraSyto bldo realizavimui, } kur} jeina:

(1) nestabilus fermentas;

(ii) pirmasis bispecifinis monokloninis antik{inas; ir

(iii) antrasis bispecifinis monokloninis antikinas pagal
aukS&iau duotg aprasSymg.

I rinkini taip pat gali jeiti kovalentinis ligando jungi-
nys su bet kokia mono- arba poli-epitopine molekule, turincia
bent vieng, skirtingg nuc ligando epitopg.

I nurodytg rinkini gali taip pat jeiti tikslus (etaloninis)
tirpalas.

Pagrinéinis Sio i3radimo bGdo ir jo realizavimo priemoniy
privalumas yra tas, kad suridtas ir laisvas nestabiliis reagen-
tai yra atskiriami. Be tc, homegenini imunini tyrimg galima 1i5-
plésti ir taikyti polivalentiniams ligandams.

Ligandu gali blti antiklnas, ir Siuoc atveju pirmasis ir an-
trasis bispecifiniai monoklcniniai antikinail gaunami, iSeinant
i5 anti-antikiny.

Jeigu ligandas yra medZiaga, galinti specifis$kai susiristi
su antikdnu, pavyzdZiui, antigenas, bispecifiniu monokloniniu
antikdnu gali bGti tipiSkas bispecifinis monokloninis antikinas,
t.y. gautas, iSeinant iS monokloniniy antikiny.

I3radime sidlomas bldas turi labai platy pritaikymg, taciau,
konkrediai imant, gali biiti naudcjamas tiriant: hormonus, }skai-
tant peptidinius hormonus (pavyzdziui, tiroidus stimuliuojanti
hormong (TSH), liutenizuojanti hormcng (LH), chorionini honado-
troping (Zmogaus) (ChH), folikulus stimuliucjanti hormong (FSH),
insuling ir prolakting) arba nepeptidinius hormonus (pavyzdziui,
steroidinius hormcnus, tokius kaip kortizolis, estradiolis, pro-
gestronas ir testcsteronas, arba tiroidinius hormonus, tokius
kaip tircksinas (¢4) ir trijodtironinas), baltymus (pavyzdziui,
karcinoembrioninj antigeng (KEA) ir alfa-fetoprcteing (AFP)),

vaistus (pavyzdZiui, digoksing), cukrus, toksinus, vitaminus,
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pbaltymus, virusus - tokius kaip gripo, para-gripo, adenc-, pe

0]

ting, respiratorini ir AIDS-virusus, arba mikroorganizmus. S5p
cifiniu realizavimo atveju mes naudcjame Jji karcincembricninio
antigeac (KEA) nustatynui.

Suristas D6CY, moncklcninis antikinas (aprasytas P.N.A.S.,
USA, 78 : 2478, 198l) apsaugc E. coli beta—éalaktczidazg (GZ) nuo
termineés denatiracijos. GZ, kuri yra tetrams2rinis fermentas, -
daugiavalenté epitopo, veikiamc termines denacidracijos, atzvil-
giu.

Karcinoembrioninis antigenas (XEA) yra mcnomerinis. Iskal-
tant privalumg, kad yra du skirtingi epitopai (KEA-1l ir KEA-2),
KEA tyrimas buvo iStobulintas, panaudojant kartu dvi hibridiniy
antikiiny padétis. Kiekvienas hibridinis antikinas turejo DoCo-

S

(b

-anti-GZ surisSta padeétj, ¢ kita surisSta padétis nukreista pri
epitopg XEA-1 arba pries epitopg KEA-2.

Kiti tinkamiausi specifiniai realizavimc variantai iliust-

ruoja isradimg kaip pavyzdys.

i paveiksle schemati$kai parodomas ketvirtinis imunckomp-
leksas, sudarytas pagal i1Sradime siflomg bidg.
Toliau duodamame pavyzdyje temperatlrcs nurcdytos Celsijaus

laipsniais.

Pavyzdys
KEA imuninis tyrimas

1. Karcincembrioninio arntigeno (XKEA) gavimas

KEA iSskirtas i3 gaubtinés ir tiesiosios zarnos (colorsctal)
karcinomos Krupey et al. (Immuncchemistry, 1872, vVeol.2, p. 617-
-622) metodu, kurji iStobuliino Sluyter 2t al. (Cancer Research,
36, 1696-1704, May, 18786).

2. Fermentas beta-galaktoczidaze
Beta-galaktozidazé (tipas VI) buvo gauta iS5 Sigma. Fermen-
to axtyvumas isSmatuotas, substratu panaudojant o-nitrofenil-beta-

-galaktozidg (CNFG, Sigma).
3. Mcnockloniniai antikUnai (monospecifiniai) pries KEA
Anti-KEA-mcnokloniniai antiklnai buvo gauti pagal Kohler and

Milstein (Nature, 1975, 256, p. 495-7) metodikg. Du monokloniniai
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antikdnai atskirti, panaudojant EDISA, kuriame KEA padengiama

kieta faze. Du monokloniniai antik@nai buve pazyméti KEA-1 ir

Mo

KEA-

1. Monokloninis antikiinas (mcnospecifinis) pries beta-ga-

el

laktozidaze

Beta-galaktozidaze i35 E. Coli susicdeda i3 keturiy vienody
subvienety. Anti-beta-galaktozidazés moaokloninial antiktnail buvzo
gauti pagal Kohler and Milstoin (Zr. auk3&iau) metodikg. Gautl
anti-beta-galaktozidazés monokloniniai antikinal buve panaudcti
beta-galaktozidazés aktyvumui apsaugoti nuc terminés denatira-
cijos, kaip apradyta Celada, P.N.A.5., UsSa, 78, 2478, 1981,

vienas i% hipbridineés mases, gautos apsaugant anti-beta-galak:

tozidazés monoklonini antik@Gng, elementy buvo pazymétas D6CS.

5. Pirmcjo (KEA-1xD6C9) ir antrcjc (KEA-2xD6CY9) bispeci-
finiy monokloniniy antikiny gavimas

Bispecif&niai mcnckloniniai antikinai buvo gauti pagal Par-
ham (Human Immunol., 12 : 213, 1385) aprasSymg. I3matuotas abiely
kombinacijy - (KEA-1xD6C9) ir (KEA-2xD6CY) - hibridiniy antiki-
ny aktyvumas. Du specifiniai monokloaniniai antik@nal buvo valy-
ti jony mainy chrcmatografijos per monc-Q-dervag (Pharmacia) bi-

du, panaudojant FPLC (Pharmacia) prietaisgy.

6. Bispecifinio antiklno tyrimas

Buvo pagaminti mikroméginia: su KEA (1 gg/ml) PBS bufery-
je ir imobilizuoti BSA 1 %-niu albuminu. Hibridinis antikinas
buvo iSlaikytas léksteléje 1 valandg 37 °c temperatirocje. Per-
plovus, prideta 1 myg/ml beta-galaktczidazés 1r isiaikyta 1 val.
37 °¢ temperatiroje. Beta-galaktczidazés perteklius iSplautas
(tol, xol neliko) ir pridéta ONFG. 3palviné reakcija 37 °¢ tem-

peraticcje vyko |l valandsg.

7. Hcmogeninis imuninis cyrimas

I mikroméginius pridéta 100 pmi pagaminty bispecifiniy an-
tikuny, 50 Ml beta-galaktozidazes (l/mg/ml) ir 50 ML KEA (kon-
centracija 0-10 ﬁg/ml) 1 %-niame albumino (Zmogaus) tirpale
PBS buferyje kambario temperatiircje ir laikyta 10 minuciy. Po

.. o O, - . . . X
tc pasildyta 62 C temperatlircje (vandens voanioje) 1 valandg.
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Greitai atSaldyta vandeniu ir pridéta 50 ml ONFG ir po 20-30
minucCiy reakcija buvo sustabdyta. Optinis tankis matuotas esant
405 am bangos ligiui.

fermento aktyvumas dél ketvirtinio imunckompleksc susida-
rymo dideéjo iki 75 ng/ml KEA koncentracijos. Esant giail koncen-
tracijai, fermentc aktyvumas mazéja ir pasiekia nulil, esant
600 ng/ml, kas rodo, kad esant dideléms KEA koncentracijoms,

ketvirtinis imunokompleksas cisocijuocja.
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ISradimo apibréztis

1. Ligando, esnCic skystame tiriamajame misSinyije, hcmoge-

O

ninio imuninio tyrimoc bidas, bt e s i s kiriantis tuc,
kad i ji ieina:

a) lnkubavimas miSinio, susidedancdio i8

1) skysto tiriamojo pavyzdzZio;

1i), tuc atveju, jeigu naudojamas pandcmasis ligandas turi tik
vieng epitopg - kovalentinio ligando junginio su kokia
nors mono- arba poliespitopine molekule, turindia bent vie-
ng epitopg, skirtingg nuoc ligandc espitopo;

2) nestabilaus fermentc, kuris yra maZiausiai dimery formcie,
arba turi maziausiai du skirtingus epitocpus;

3) pirmc bispecifinic monoklcninio antikino, kuriame vienas
paratépas gali apsaugoti fermento ak:tyvumg dél rydio su pir-
mu fermento epitopu, o likss paratcpas gali sudaryti rys3ji
Su pirmu tiriamojo ligando epitopu; ir

4) antrc bispecifinic monckloninio antikino, kuriame arba
(1) tuo atveju, kai minétas fermentas yra maZiausiai di-
mery formcje, pirmas paratcpas yra funkciskai identidkas
auksciau minétc bispecifinio morcokloninio antikdno, galin-
¢ic sudaryti panaSy ry$i su fermentu, pirmam epitcsui, ar-
ba (ii) tuo atveju, kai minétas fermentas turi majiausiai

sudarytl
du sxirtingus epitopus, pirmas paratopas gali ry$i su antru
fermentc epitopu (nebltinai fermento aktyvumul apsaugcti},
© antrasis paratopas gali sudaryti ry3i su antru, skirtin-
gu tiriamojo ligandc epitopu arba (kai 3is ligandas turi
tik vieng epitopg) su kovalentinio junginio epitopu;
susicdarant ketvirtiniam imunckompleksui;

b) sumaiSius, skystos fazés, kuri yra misinys, paveikimas tokio-

mis sglygcmis, kuriose kocks nors fermentas, nesantis Ketvirtinia-

me komplekse, tampa neaktyvus; ir

c) rasto fermento (jeigu yra), surilto dalinai L ketvirtini imu-

nokompleksg, kiekio nustatymas; ligando, suridto su 3iuc kiekiu,

Jeigu galima, mustatymas tiriamajame pavyzdyje.



2. Bldas pagal 1 punktg, be s i s kiriantdis tuo,
kad nestabilus fermentas yra termiskai nestabilus fermentas.

3. BlUdas pagal 2 punkta, b e s i s kiriamntis tue,
kad termiskai nestabilus fermentas yra beta-galaktczidaze,

4. Bldas pagal 2 arba 3 punktus, b e s i s kiriaan -
t i s tuo, kad fermentas tampa neaktyvus, xai jvyksta terminé

denatdracija.

5. Bldas pacal 4 punkta, b e s is kiriantis tuo,
Lo ’ o - ; s~ On . ;

Kacd terminé denatlracija vyksta 62 ~C temperatiroje.

5. Bidas pagal bet kurji i3 1-5 punkty, b e s i s k i -
riantis tuo, kad nustatomas "analitas" yra karcincembriocni-
nis antigenas (XKEA).

7. Priemcniy, naudcjamy bido pagal bet kuri iS 1-6 punkty,
realizavimui, rinkinys, be s i sk irian¢tis tuo, kad
1 ji ieina:

(1) nestabilus farmentas:

(1i) pirmas bispecifin : monckloninis anti Aa.as ir

(1ii) antras bispecifinis monckloninis antiklinas, skirtas pa-
naudojimui pagal bst kuri i 1-6 punkt £y,

&. Priemoniy pagal 7 punkta rinkinys, be s i s k i £ian -

t 1 s tuc, kaé be tc i jas i1eina ligandc junginys su kokia ncrs
monc- arba poliepitopine molekule, kurioje yra bent vienas gprto~

pas, skirtingas nuoc ligando epitopc.
9. Priemoniy pagal 7 arba 8 opunk kKtg rinkinys, b e s i s k i -

rlantis tuo, kad i Ji ieina taip pat ir ecalcninis (tiks-
lus) tirpalas.
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(L): Poliepitopinis "analitas" (1 ir 2

- skirtingi epitcpai) arba monoepito-
pinio "analito" ir mono- arba poli-
epitopinés molekulés, skirtingos nuc

"analito", Jjunginys.

Q

A

(2) Nestabilus fermentas, turintis ma-
Ziausiai du skirtingus epitopus a ir

~

b. Fermento aktyvumas yra apsaugo-
tas, kai vienas 15 a arba b epitopy
Bispecifinis monokloninis antikiunas
su dviem skirtingomis riSanliomis

suridtas su atitinkamu antikinu.

—~
(%)
~—

padétimis, skirtoms epitcpams 1 ir a.

Bispecifinis monokloninis antikiirnas

su Gviem skirtingomis risSanliomis

i
skirtoms epitopams 2 ir b.

Ketvirtinis imuninis kompleksas (arba ciklinis tipas):

(1)

O
0

1l pav.
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