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vizsgalatban oldott antigén esetén
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1. Bevezetés

Az 6nallo projekt keretén beliil a feladatom antigén-antitest reakciok modellezése és a megoldasok szimbolikus
és numerikus vizsgalata oldott antigén esetén.

A szervezet reagéilasa az idegen anyagok ellen az immunvalasz, mely sejtes és kémiai részbdl all, az utébbiban
vesznek részt az antitestek, melyek reverzibilis reakciéba lépnek az antigénekkel, létrehozva az immunkomp-
lexeket. Az immunkomplex koncentracidja asszocidcid révén novekszik, disszocidcié utjan csokken, az el§bbi
masodrendt, az utobbi elsérendd kémiai reakcio.

Az ELISA egy altalanosan hasznélt analitikai biokémiai vizsgéalat. Kiilonb6z6 ELISA eljarasokat kiilonboztetiink
meg. A szilard fazisiban egy antigént rogzitliink a reakcidtartély aljara, utdna az antigénre raengednek egy
oldatot, amely olyan antitesteket tartalmaz, amik megkotik a rogzitett antigént. Az oldott fazisinal a vizsgalt
oldathoz oldott antigént kevernek, majd megvarjak az egyensiilyhoz kozeli allapotot. A kompetitiv ELISA két
lépésbdl all, az els az oldott fazis, a mésodik a szilard fazis az elsd fazis egyensilyi oldataval.

2. Az immunkomplex képz6dés dinamikija monoklonalis oldat és oldott an-
tigén esetén

Az immunkomplex-képz&dés dinamikajénak vizsgalata soran feltételezziik, hogy egy antigén és egy antitest mole-
kula alkot immunkomplexet (monovalens reagensek), az oldatban szerepld szabad antigének és immunkomplexek
eloszlasa minden idépillanatban homogén az oldatban.

Ezen felvetések mellett a monoklonalis (azonos kémiai szerkezeti antitesteket tartalmazo) oldat reakcioja oldott
antigénnel leirhaté kozonséges differencidlegyenlettel:

d[AbA
O] _ [ ab]1Ag] - kalAbAg]
ahol [Ab] a szabad antitestek koncentracioja, [Ag| a szabad antigének koncentracioja, [AbAg| az immunkomplexek
koncentracioja az id6 fiiggvényében, k,, kg az Ab+Ag = AbAg reakcio6 asszociacios, illetve disszociacios reakciose-
bességi allandoja, és érvényesek az anyagmegmaradasi egyenletek: [Ablp = [Ab]+[AbAg], [Aglr = [Ag]+[AbAg].
Ennek a differrencidlegyenletnek egyetlen immunolégiailag értelmes egyensiilyi pontja van:

1

(Abigle = 5 (LAt + gl + Kp — /([ + [Adly + Kp)* ~ alablslAgly )

k
ahol Kp = k—d a disszociacids egyensilyi allandé.

A monokloné(tllis oldat és oldott antigén esetén az immunologialag értelmes egyensilyi értéket vizsgaltuk az
In([Ag|r) teljes antigén koncentracid logaritmusa fiiggvényében, a fuggvény a szimulaciokban szigmoidnak bizo-
nyult. Az inflexiés ponthoz tartozé y = [Ag]r értékre eredményiil az

(Kp — [Ab)r) -y + ([Ablr + Kp)> = y -/ ([Ab)r + y + Kp)? — 4[Ablry (2.1)

implicit egyenletet kaptuk. Az egyenletnek a Bolzano-tétel alapjan létezik pozitiv valos megoldasa.

1. Szimulaci6. Az 1. Szimuldcio az immunkomplex képzddés sordn az egyensilyi immunkomplex koncentrdcidjdat
irja le In ([Ag|r) figgvényében monoklondlis oldat és oldott antigén esetén. Az aldbbi tabldzat tartalmazza az 1.

P

Szimuldciobeli paramétereket, itt és késébb is M = mol/dm? a térbeli koncentrdcic mértékegysége, neve molaritds.



Antitest klonok szama | [Ably (M) | k, M~ 1s71) | kg (s71)
1 1077 10° 1071

1. tablazat. Az 1. Szimuléaci6 paraméterei
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1. 4bra. Komplex koncentraciok a teljes antigén koncentracié természetes alapt logaritmusanak fiiggvényében.

Az abran latott fiiggvény szigmoid alaki, aegyenlet egyetlen valos megoldasa y = [Ag]r = 1,572303-107Y,
amelybdl az inflexios pont értéke In ([Ag]r) = —20,2707.

Ha a monoklonéalis esetben [Ab]p-t, [Ag|p-t és Kp-t is a c-szeresére noveljiik, akkor [AbAgl. is a c-szeresére
novekszik, ezért az [Ab]r és Kp adatokkal jellemzett monoklonalis oldat szigmoid gorbéjébdl a c- [Ab]y és ¢- Kp
adatokkal jellemzettét vizszintes eltolassal és fiiggSleges nyujtassal kapjuk, és ha [Ab]r valamint Kp mellett a
egyenlet megoldésa y, akkor ¢ - [Ab]p és ¢+ Kp mellett ¢-y. Az Szimuléciéban Kp értéket valtoztatva
szamos szimuléciét futattunk, hogy a monoklonalis oldatot megismerjik.

3. Az immunkomplex képz6dés dinamikéija poliklonalis oldat és oldott anti-
gén esetén
Poliklonalis oldat esetén a komplexek képzddésének dinamikajat irtuk le kozonséges differencialegyenlet-rendszerrel.

Ebben az esetben n fajta antitest molekulat vizsgalunk az oldatban, akkor a reakci6 soran n fajta antigén-antitest
komplex alakul ki. Igy n egyenletbdl allo differencidlegyenlet-rendszerrel irjuk le a reakciot:

AT b, [A4b1][Ag] — b, [Ab1 Ag
W = ka, [Aby][Ag] — ka, [Ab, Ag]

ahol [Ab;] az i. tipusu szabad antitest klonok koncentréacioja, [Ag| a szabad antigének koncentracioja, [Ab; Ag|
az 1. tipusi komplex koncentracidja az id6 fiiggvényében, kg, , kq, az Ab; + Ag = Ab; Ag reakcid asszociacios,
illetve disszociacios reakciosebességi allandoi, az anyagmegmaradasi egyenletek pedig: [Ab;|r = [Ab;] + [Ab; Agl,

aholi=1,...,n és [Ag]r = [Ag] + i [Ab; Ag].
i=1



Ezek alapjan a differencidlegyenlet-rendszer:

d[Afl;Ag] =k ([Abi]r — [Ab1 Ag)) <[Ag]T - fl [AbiAg]) ~ g, [Ab1 Ag]
d[f“;v;Ag] =k, ([Aby]r — [4b, Ag)]) ([Ag]T - é [Ab,-Ag]> ~ g [Abn Ag]

A leirtakat Matlab szoftvert hasznalva numerikus szimulaciok segitségével illusztraltuk. A mault félévben a
differencialegyenlet-rendszer egyensilyi pontjat és annak stabilitdsat vizsgaltuk. A témavezetGmmel kozosen
igazoltuk, hogy egyetlen immunolégilag értelmes egyenstilyi pont van és ez aszimptotikusan stabil. Ezen mo-
dellhez egy 10 klonbol 4llo realis szimuléaciot készitettiink. A modellben szerepld reakcid asszociacids, illetve
disszociacios reakcidsebességi allandoit egy kisérletes cikk alapjan valasztottuk. Az adatokat lognormaélis elosz-
lastiinak talaltuk, ami 6sszhangban van azzal, hogy a reakciésebességi allanddkat és a disszocidciés egyensulyi
allandot egy korabbi kisérletes cikkben lognormaélisnak igazoltak.

2. Szimulacié. A[F Szimuldcidban a nyugodt immunrendszer egyensilyi dsszes komplex koncetrdacidjat szimuld-
lom In ([Ag]r) fiigguényében 10 kion esetén, amely akkor redlis, amikor nem a teljes antigén-molekuldt nyomtatjik
ki, csak eqy részét, ami tartalmazza azt az epitdpot, ahovd az antitestek kitddnek. Az asszocidcids €s disszoci-
dcids egyensilyi dllandok lognormadlis eloszlasiak. Az [Ab;|p értékeit véletlenszerien egyenletes eloszldstuként

vdlasztottuk a [3 - Kp,; 3 - Kp,] intervallumbdl, ahol i =1,...,10. Az In([Ag]r) értéke pedig befutja a [—35; —5]
intervallumot, ahol [Ag]r mol/dm?-ben van megadva. Az . tabldzat tartalmazza az egyes klonok paramétereit.

klonok | Kp MY | ke, M7 | kg, (571 [Ab;]r (M)

AbiAg | 4,1795-10~ 11 1,17-10° 4,89-107° | 3,0701-10~ 1
AbyAg | 8,4967 - 10711 1,53 -10° 1,30-107° | 6,3058 - 10~ 11
Ab3Ag | 2,4211-10710 1,14 -10° 2,76-107% | 1,6396 - 10~10
AbsAg | 5,5679 - 10710 3,61 -10° 2,01-107* | 4,1357-10710
AbsAg | 5,8644 - 10710 5,9 -10% 3,46 -107° | 4,2186 - 10~ 10
AbgAg | 6,0588 - 1010 1,19-10° 7,21-107° | 4,0884 - 10~ 10
Abs;Ag | 1,2713-107° 1,29 - 10° 1,64-107% | 8,7705 - 10~ 19
AbgAg | 5,6716-10~10 4,02 - 10° 2,28 -10~* | 4,0396 - 10~10
AbgAg | 1,5881-10~10 4,20 - 10° 6,67-107° | 1,1855-10~10
AbigAg | 1,0417-107° 1,20 - 10° 1,25-107% | 7,7820 - 10~ 10

2. tablazat. Az 2. Szimulécié paraméterei

Az egyensilyi nemlinedris egyenletrendszer megolddsdt szimbolikusan végezzik a Matlab program segitségével.
A megoldds sordn immunoldgiai szempontbdl csak azokat a wvalds megolddsokat keressiik, amelyek mindegyik
koordindtdaja pozitiv.
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2. dbra. Komplex koncentraciok a teljes antigén koncentracié természetes alapi logaritmusanak fiiggvényében.

Az abra pontjait egy-egy szimulaciéval kaptuk. A szadmos szimulacié utan kiilonbségi hanyados monotonitasat
vizsgalva becsiltiik az inflexiés pontot. Az alakvaltast feltételezett pontja kozelében tijabb pontokban végeztiik
el a szimulaciot, ezzel pontositottuk a becslést. Ebbgl azt kaptuk, hogy az inflexiés ponthoz tartozoé y = [Ag|r
a [—19,475; —19, 425] interlvallumba esik.

4. Osszes komplex koncentracioja a teljes antigén koncentracié logaritmusa-
nak fiiggvényében

Az 6sszes komplex egyensulyi koncentracioja In([Ag|r) fuggvényében a laborkisérletekben és a szimulaciokban
is szigmoidnak bizonyult. Ezt csak monoklonalis esetben sikeriilt bizonyitanunk. Az [I] cikkbeli modell szerint
felszinre kinyomtatott antigén esetén a fix k = 1-gyel illesztett Richards-fliggvény paramétereinek immunoldgiai
jelentése van, ezért illesztettiik az oldott antigén esetében is az Gsszes komplex egyensilyi koncentracidjara
In([Ag|r) fiiggvényében Richards-fiiggvényt. Az altalunk vizsgalt modell felszinre kinyomtatott antigén esetén
bizonyos tekintetben jobb, més szempontbol kevésbé jo modellje az immunkomplex-képz&désnek, mint az [I]-beli
poliklonalis linearis modell.

A Richards-fiiggvény kovetkezd paraméterezését hasznaltuk:

1

Ria)=A- (14 (d~1) e Fam0) ™
ahol A a fels6 aszimptota értéke, d az aszimmetria paraméter, k a kezdeti kozel exponencialis névekedés ratajat
befolyéasolja d-vel egyiitt, x; az inflexioés pont.

3. Szimulacié. A[3 Szimuldcidban az[1l. Szimuldcid eredményéiil kapott szigmoid gorbére illesztettiink Richards-
fiigguényt fix k = 1-gyel, melynek paraméterei A = 1,0056 - 10710, d = 1,6941, x; = —20, 462.
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3. abra. Az 1. Szimulaci6 szigmoid grafikonjara illesztett Richards-fiiggvény.

4. Szimulacioé. A [ Szimuldcidban a[9 Szimuldcid eredményéil kapott szigmoid gorbére illesztettiink Richards-
fiigguényt fix k = 1-gyel, melynek paraméterei A = 3,7426 - 1079, d = 1,3323,z; = —20, 1163.
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4. dbra. Az 2. Szimuléci6 szigmoid grafikonjara illesztett Richards-fliggvény.

A monoklonalis és 10 klénos poliklonalis oldat eredményei utdn mono- és poliklonalis oldat adatbézist épitet-
tlink, mely szdmos kloénszému oldatot tartalmaz, hogy lassuk mit jelentenek a Richards-paraméterek az oldott
antigénes modellben. Célunk, hogy 0sszefiiggést talaljunk a Richards-fliggvény paraméterei és a poliklonélis oldat
tulajdonsagai kozott (az [I]-beli modell szerint z; és a disszociacios allando, d és az oldat heterogenitéasa kozott
van kapcsolat). Az Osszefiiggéseket majd 6ssze tudjuk vetni olyan szérumokkal végzett mérések eredményeivel,
melyek ismert kértorténetd reumatoid artritiszes betegektdl szarmaznak.
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