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1 UVOD

Zadaca imunosnog sustava je zastita organizma od vanjskih faktora kao Sto su virusi i
bakterije, koji se joS nazivaju antigeni. U svrhu odvijanja normalne imunoloske reakcije,
stanice imunosnog sustava, u koje izmedu ostalih pripadaju mastociti, intraepitelni limfociti te
T i B limfociti, medusobno komuniciraju preko signalnih molekula. Primjer takvih signalnih
molekula su citokini, mali topljivi proteini mase 5-20 kDa, koje stanice imunosnog sustava

izluCuju u svoju okolinu (Zhang i An, 2007; Charles i sur., 2014).

Iako ne postoji jedinstveni dogovor oko podijele citokina, najéesce su svrstani u skupine
s obzirom na njihovu trodimenzijsku strukturu ili prema njihovoj funkciji u organizmu. Prema
tome, jedna od podjela prema funkciji je na tzv. protu-upalne i pro-upalne citokine. Pro-upalni
citokini predstavljaju skupinu signalnih proteina koji poticu upalnu reakciju u prisutnosti
antigena. Za razliku od pro-upalnih, protu-upalni citokini imaju suprotan ucinak, odnosno
reguliraju odgovor pro-upalnih citokina kod upalnih procesa (Charles i sur., 2014; Dembic,
2015; Pikec, 2020).

Razina citokina u bioloskim uzorcima moZze dati vrijedne informacije o metabolickim i
drugim fizioloskim procesima kod oboljenja. Citokini se uglavnom odreduju u medustani¢nim
tekucinama te krvi i derivatima krvi kao Sto su serum i plazma. Citokini imaju ulogu biomarkera
u multifaktorskim oboljenjima poput karcinoma, autoimunih i neurodegenerativnih bolesti te
je za karakterizaciju takvih stanja potrebna informacija o ve¢em broju citokina u istom uzorku
(Tighe i sur., 2015). Za analizu citokina u bioloskim uzorcima u najve¢em broju slucajeva
koristi se enzimsko vezani imuno-apsorbirajuci esej (ELISA) kao pouzdana i validirana tehnika
koja omogucava odredivanje pojedinacnih citokina. Medutim, potreba za razumijevanjem
slozenih multifaktorskih oboljenja potaknula je razvoj tehnika koje karakterizira istovremeno
odredivanje veceg broja razlicitih citokina u istom uzorku (tzv. multiplex tehnike) (Tighe i sur.,
2015). U klinickoj uporabi gotovo nema tehnika za detekciju i kvantifikaciju veceg broja
biomarkera u istom uzorku. Razlog tome je Sto vecina tih tehnika nije validirana za uporabu u
Klinici (Ellington i sur., 2010).

Stoga je cilj ovog rada prikazati najceSce imunoloske tehnike za odredivanje citokina
kao biomarkera, koje se koriste i dodatno razvijaju u istrazivacke svrhe s ciliem njihova
uvodenja u klinicku praksu. Napretkom tehnologije postoje vrlo optimisticna predvidanja da
bi se tijekom vremena i ove multiplex tehnike mogle validirati za klinicku uporabu te bi bile od

velike pomodi u primjeni pravovremene i personalizirane terapije.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 Citokini i njihovi receptori

Citokini su mali cirkulirajuéi topljivi proteini koji se nalaze u svim organima, a koji imaju
ulogu posrednika u imunoloskom odgovoru. Mase citokina krecu se u rasponu od 5 do 20 kDa
te ih stanice imunosnog sustava izluuju u svoju okolinu (SinoBiological, c). Funkcija citokina
je komunikacija izmedu stanica imunosnog sustava i razlicitih tkiva, koja omogucava regulaciju
fizioloskih procesa kao Sto su metabolizam, diferencijacija i rast stanica te drugi procesi
(Dembic, 2015). Komunikacija izmedu imunosnih stanica posredovana citokinima odvija se
preko receptora koji se mogu nalaziti unutar stanice ili na povrsini stanice. Molekula koja se
veze na receptor jos se naziva i ligand. Uslijed interakcije citokina s receptorom, u stanici se
inicira kaskada enzimskih reakcija koja rezultira regulacijom prethodno spomenutih fizioloskih
procesa (Dembic, 2015; Pikec, 2020; SinoBiological, a).

Iako ne postoji jedinstveni dogovor oko podjele citokina u skupine, isti se najcesce
razvrstavaju u skupine prema njihovoj strukturi ili njihovoj funkciji u organizmu. Na primjer,
prema svojim strukturnim karakteristikama citokini su podijeljeni u skupinu tzv. interleukina
(IL), transformirajuceg ¢imbenika rasta (TNF, eng. transforming growth factor), Cimbenika
nekroze tumora (TGF, eng. tumor necrosis factor), kemokina, ali i drugih skupina. Kao primjer
podjele prema funkciji moZzemo navesti pro-upalne skupinu u koju, izmedu ostalih, pripadaju
i citokini iz IL-1 familije, IL-1a, IL-1B i IL-18 te protu-upalnu skupinu citokina kao $to su npr.
antagonist receptora za interleukin 1 (IL-1RA, eng. /interleukin-1 receptor antagonist), zatim
IL-4, IL-6 i IL-13 (SinoBiological, b; Dembic, 2015; Pikec, 2020).

Veliki broj citokina medusobno je sli¢an po svojoj strukturi i redoslijedu aminokiselina,
a neki ¢ak stupaju u interakcije s istim receptorima. Slika 1 prikazuje strukture citokina IL-18
i CCL17 koji pripadaju razli¢itim skupinama, a iz kojih su vidljive sli¢nosti izmedu relativne
blizine i gotovo okomitog odnosa alfa-uzvojnica (crveno i narancasto) i beta-ploca (plavo,

tirkizno, zeleno i Zuto) (SinoBiological, b; Dembic, 2015).
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Slika 1 Prikaz citokina: interleukin IL-8 (A) te kemokin CCL17 (B) (Herati, 2006; Emw,
2009).

Receptori su proteini koji se nalaze unutar stanica ili na povrsini stanica. Vezanje
liganda (citokina) dovodi do aktivacije receptora, Sto posredno inicira biokemijske procese u
stanici kao Sto je promjena metabolizma stanice. Samo vezanje citokina za receptore na
povrsini stanice dogada se preko izvanstani¢nog dijela receptora uronjenog u fosfolipidni
dvosloj (membranu) stanice. Receptori se dijele u nekoliko skupina na temelju homologije
(sli¢nosti) redoslijeda aminokiselina, odnosno strukturnih obiljeZja. Neke od tih skupina su:
receptori tipa I, tipa II, kemokinski receptori, TNF receptori, TGF-B receptori i superfamilija

imunoglobulina (SinoBiological, b; Brooks i sur., 2017; Pikec, 2020).

2.2 Metode detekcije

Odredivanje topljivih citokina i drugih analita u krvi, serumu ili plazmi te u
medustanicnim tekuc¢inama dobiva na sve vecoj vaznosti u proucavanju i kontroli mnogih
bolesti. Kao rezultat toga nastala je sve veca potraznja za brzim, tocnim i isplativim metodama
takvih analiza u klinickim i istrazivackim laboratorijima (Elshal i McCoy, 2006). Najvaznije
metode odredivanja citokina su imunoloske metode i metode temeljene na lan¢anoj reakciji
polimerazom (qRT-PCR, eng. quantitative real-time polymerase chain reaction). Razvojem
tehnologije, afinitetna kromatografija u sprezi sa spektrometrijom masa takoder dobiva sve

viSe na vaznosti (Kupcova i sur., 2017).

Imunoloske metode koje se koriste u klinickoj praksi uglavnom se temelje na mjerenju
jednog analita u uzorku (poznate pod Siroko koriStenim nazivom singleplex imunoeseji) s

naglaskom na ultra-osjetljive imunoeseje kao Sto je primjer odredivanje C- reaktivnog proteina
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(hsCRP, eng. high sensitivity C-reactive protein). U istrazivanjima se Cesto koriste i imuno
metode koje se temelje na mjerenju viSe analita u istom uzorku (poznate pod Siroko koristenim
nazivom multiplex imunoeseji), medutim njihova upotreba jos nije zazivjela u klini¢koj praksi

zbog strogih zahtjeva validacije istih (Kupcova i sur., 2017).

2.3 Singleplex i multiplex eseji

Singleplex imunoeseji uzimaju se kao ,zlatni standard™ u kvalitativnoj i kvantitativnoj
analizi citokina i drugih biomarkera kroz viSe od pola stolje¢a, s velikim brojem imunoeseja
dostupnih na dijagnostickom trzistu (Elshal i McCoy, 2006; Tighe i sur., 2015). Jedan od
najzastupljenijih singleplex imunoeseja je enzimsko vezani imunoapsorbirajuci esej (ELISA,
eng. enzyme-linked immunosorbent assay) koji je u klinickoj uporabi (Ellington i sur., 2010).
Medutim, kod kompleksnih i viSefaktorskih bolesti kao Sto su karcinom, autoimune i
neurodegenerativne bolesti, potrebna je analiza veceg broja biomarkera u dijagnosticke, ali i
u prognosticke svrhe radi izbora prikladne terapije, odnosno pracenja ucinka terapije (Tighe i
sur., 2015). Singleplex i multiplex metode dijele temeljni koncept odredivanja proteina, tzv.
sendvi¢ koncept (hvatajuce protutijelo — antigen iz uzorka — detekcijsko protutijelo, eng.
capture antibody — antigen — detection antibody) (Tighe i sur., 2015). Za razliku od singleplex
ELISA metoda, multiplex imunoeseji ne zahtijevaju odvijanje enzimske reakcije u analizi
citokina i mogu se koristiti i u singleplex formatu, odnosno imaju mogucnost mjerenja i samo
jednog citokina (Elshal i McCoy, 2006). S obzirom na format, multiplex imunoeseji su dostupni
kao planarni ili suspenzijski eseji (Ellington i sur., 2010). Druga prednost multiplex metoda u
odnosnu na singleplex metode je Sto imaju povecanu osjetljivost, tocnost, preciznost i nizu
granicu detekcije zbog principa na kojem se temelji sustav za mjerenje citokina. Ove prednosti
multiplex formata su razlog teznji validacije istoga za klinicka ispitivanja (Ellington i sur., 2010;
Tighe i sur., 2015).

2.3.1 Protutijelo-antigen interakcije

Princip singleplex i multiplex imunoeseja se temelji na interakcijama protutijela i
antigena (Kupcova i sur., 2017). Antigen oznacava bilo koju molekulu (patogen, toksin,
citokin) koja se moze vezati na protutijelo specificno za taj antigen. Protutijela su obrambeni
proteini imunosnog sustava, medusobno sli¢ne strukture koja nalikuje obliku slova ,Y".

Funkcija protutijela u prisustvu infektivnhog antigena u organizmu jest vezanje za taj antigen.



Prilikom vezanja, odredenim se mehanizmom infektivnost antigena zaustavi, odnosno sprijeci
se Stetno djelovanja antigena na organizam. Vezanje antigena za protutijelo se dogada preko
regije na protutijelu po kojoj se sama protutijela razlikuju, a koja je specificna za vezanje
antigena (slika 2). Samo vezanje antigena i protutijela dogada se preko slabih nekovalentnih
interakcija kao Sto su elektrostatske interakcije, vodikove veze i Van der Waalsove privlacne
sile. Postoje brojni tipovi protutijela te svako od njih ima moguénost vezanja jednog
specifi¢nog ili malog broja razli¢itih antigena (Janeway i sur., 2001).

Antigeni

Mjesto za vezanje antigena

_ \'/

Antigen

Protutijelo

Slika 2 Interakcije antigena i protutijela (NHGRI, 2007).

2.3.2 ELISA

ELISA je planarni enzimski imunoesej kojim se odreduje koncentracija jednog citokina
u uzorku. Odredivanje citokina temelji se na sustavu proizvodnje signala na principu enzimske
reakcije (Elshal i McCoy, 2006).

Postoji nekoliko formata, odnosno izvedbi ELISA s obzirom na mehanizam vezanja
protutijela i citokina. NajceSce koristena izvedba metode je tzv. sendvic (eng. sandwich ELISA)
izvedba te se u nesto manjem obimu koriste direktna, indirektna i kompetitivna izvedba (Bio-

Rad Laboratories, a).



Sendvi¢ metoda je nazvana po tome Sto nastali kompleks nakon vezanja protutijela i
citokina izgledom podsjeca na sendvi¢. Na jedan citokin vezana su dva protutijela sa suprotnih
strana, tako da se citokin nalazi u sredini kako je prikazano na slici 3C. Imunoesej se provodi
na mikrotitarskoj ploci koja se sastoji od 96 ili 384 jazice. Protutijelo, odnosno hvatajuce
protutijelo (eng. capture antibody) adsorbirano je na Cvrsti nosa¢, odnosno na unutarnju
povrsinu jazice mikrotitarske ploce (slika 3A). Potom se dodaje uzorak u kojem je prisutan
analit, odnosno citokin koji se specifi¢no veze na hvatajuce protutijelo kao na slici 3B, dok se
drugi sastojci uzorka nece vezati. U sljedecem se koraku dodaje drugo protutijelo, takozvano
detekcijsko protutijelo (eng. detection antibody) koje se takoder specificno veze na citokin
(slika 3C). Na detekcijsko protutijelo je obi¢no vezan biotin. Nakon toga se dodaje enzim
konjugiran sa avidinom/streptavidinom koji se preko biotina veze na detekcijsko protutijelo
(Bio-Rad Laboratories, a; Crowther, 2009).

Avidin i streptavidin su tetramerni proteini koji se sastoje od Cetiri identi¢ne podjedinice
te svaka od njih ima mjesto s visokim afinitetom za vezanje biotina Sto doprinosi osjetljivosti
metode. Biotin (vitamin B7) je mala organska molekula koja se kovalentno veze na detekcijsko
protutijelo. Slika 3C prikazuje molekulu biotina konjugiranu (kovalentno vezanu) na
detekcijsko protutijelo preko kojega e se vezati avidin ili streptavidin koji je konjugiran s
enzimom. Dodatkom prikladnog supstrata u jazicu, enzimskom reakcijom dolazi do stvaranja
obojenog produkta (signalne molekule, slika 3E) te se obicno intenzitet signala, odnosno
apsorbancija, moze odrediti spektrofotometrijski. Peroksidaza iz hrena (eng. horseradish
peroxidase) i alkalna fosfataza se najée$Ce koriste kao enzimi za ELISA. Sto je veca
koncentracija citokina u uzorku, to ce ih se viSe vezati na hvatajuca protutijela, odnosno to ¢e
se viSe detekcijskog protutijela vezati na vezane citokine te ¢e i apsorbancija biti veca.
Koncentracija antigena moZze se izracunati usporedbom s apsorbancijama standardnih otopina

istog antigena (Bio-Rad Laboratories, a; Crowther, 2009).
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Slika 3 Ilustracija izvedbe sendvi¢ ELISA; A) adsorpcija hvatajuéeg protutijela na jazicu;
B) vezanje analita (antigena) na hvatajuce protutijelo; C) vezanje detekcijskog protutijela
na antigen; D) vezanje enzima na detekcijsko protutijelo; E) provodenje enzimske reakcije
(obojenje otopine).



2.3.3 Planarni multiplex imunoesej

U multiplex tehnike spadaju planarni i suspenzijski formati koji se temelje na
tradicionalnim imunometrijskim principima (Yigitbasi, 2012). Planarni multiplex imunoesej
karakterizira velik broj razli¢itih hvatajucih protutijela imobiliziranih na ¢vrstoj povrsini jazice i
grupiranih u takozvana ,mikromjesta" (eng. microspots). Ovisno o izvedbi mikrotitarske ploce,
svaka od jaZica moZze sadrzavati od 1 do 10 mikromjesta kao Sto je prikazano na slici 5. Promjer
mikromjesta je do 250 uym te izmedu svakog mikromjesta u jazici postoji diskretni razmak jer
svako od mikromjesta sadrzi hvatajuce protutijelo specificno za vezanje samo jedne vrste
citokina. Drugim rijeima, broj razlicitih citokina koje je moguce odrediti u istoj jazici bit ¢e
definiran brojem specificnih mikromjesta (Ellington i sur., 2010). Sukladno tome, ova metoda
isto tako moze biti i u singleplex formatu, odnosno moze se konfigurirati tako da se mijeri
samo jedan citokin. U usporedbi s ELISA, koja je kolorimetrijska metoda s obzirom na nacin
detekcije signala, kod planarnog multiplex imunoeseja detekcija se moze temeliiti i na
elektrokemiluminiscenciji (ECL, eng. electrochemiluminescence). ECL je posljedica elektricnom
strujom potaknute oksidacijsko-redukcijske reakcije kompleksa rutenijevog iona ili molekule
komercijalno poznate pod imenom SULFO-TAG™ (Meso Scale Discovery™, MSD), prilikom
cega dolazi do emisije svjetlosti Ciji se intenzitet mjeri u svrhu kvantifikacije citokina prisutnih

u uzorku (Leng, 2008; Kupcova i sur., 2017).

Na Slici 4 prikazan je princip vezanja citokina na hvatajuée protutijelo i interakcije s
obiljezenim detekcijskim protutijelom. Rije¢ je o sendvic izvedbi slicnoj kao i kod ELISA uz
nekoliko razlika. Hvatajuce protutijelo koje je konjugirano s biotinom veze se na avidin prema
prethodno objasnjenom avidin/streptavidin-biotin sustavu. Citokin iz uzorka veze se na
specificno hvatajuce protutijelo, dok se drugi sastojci uzorka nece vezati. Mikrotitarska ploca
kod MSD platforme na dnu jaZice sadrzi ugljikovu elektrodu (slike 4 i 5). Nakon dodatka
detekcijskog protutijela konjugiranog sa signalnom molekulom SULFO-TAG™ ili kompleksom
rutenijevog iona (RU), na elektrodu se narine odredeni napon. U slucaju da se detekcijsko
protutijelo konjugirano sa signalnom molekulom nalazi u neposrednoj blizini povrSine
elektrode, struja ¢e potaknuti spomenutu oksidacijsko-redukcijsku reakciju (slika 4). Reakcija
¢e u konacnici na signalnoj molekuli prouzrociti emisiju svjetla (ECL) koje se moZe detektirati

i kvantificirati prikladnim uredajem (Leng, 2008; Meso Scale Discovery, 2019).
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konjugirano s oznakom

Y —— Analit

- ___ Biotinom konjugirano hvatajuce
protutijelo

Avidin — Avidin/Streptavidin

Elektroda

Slika 4 Ilustracija izvedbe sendvic elektrokemiluminiscentnog imunoeseja (izradeno prema

Meso Scale Discovery, 2019).
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1 mikromjesto 4 mikromjesta

7 mikromjesta 10 mikromjesta

Slika 5 Ilustracija jaZica sa mikromjestima. Mikromjesta su oznacena brojevima (izradeno

prema Meso Scale Discovery, 2019).



2.3.4 Imunoesej temeljen na mikrozrnima

Za razliku od planarnog imunoeseja, imunoesej temeljen na mikrozrnima spada u
trodimenzijski suspenzijski multiplex imunoesej u kojem se koriste mikrozrna sfericnog oblika
promjera 5.6 um koja predstavljaju ¢vrsti nosac za vezanje hvatajucih protutijela. Kao i kod
mikromjesta u planarnoj izvedbi, svako mikrozrno obiljeZeno je velikim brojem istih hvatajuéih
protutijela specificnih za vezanje citokina samo jedne vrste. Shodno tome, broj razlicitih
citokina koji se mogu mijeriti u uzorku ovisi o broju jedinstveno obiljezenih mikrozrna. Jos
jedna od platformi koja je u fokusu ovog rada, a koja se temelji na prethodno objasnjenom
principu je XMAP, proizvodaca Luminex. Sustav proizvodnje signala za detekciju i mjerenje
citokina kod Luminex imunoeseja baziranog na mikrozrnima temelji se kao i kod ELISA na
apsorpciji svjetla. Razlika je u tome Sto je na detekcijsko protutijelo vezan pigment, odnosno

fluorofor koji apsorbira svjetlost (Ellington i sur., 2010; R&D systems, a).

Sendvic izvedba je kao i kod MSD sli¢na ELISA metodi. Hvatajuca protutijela specifi¢na
za vezanje citokina dolaze vec vezana za mikrozrna. Nakon dodatka uzorka u jazicu, citokini
od interesa vezu se na specifi¢na hvatajuca protutijela (slika 6A). Potom se dodaje biotinilirano
detekcijsko protutijelo i pigment konjugiran streptavidinom (slika 6B). Na citokin vezan za
hvatajuce protutijelo veze se detekcijsko protutijelo, a na detekcijsko protutijelo preko biotina
streptavidin konjugiran pigmentom (fikoeritrin, PE). Detekcijsko protutijelo spregnuto s
pigmentom moZze posluziti za detekciju i kvantifikaciju citokina u uzorku (Yigitbasi, 2012).

Postoje dva nacina detekcije citokina u uzorku. Prvi nacin temelji se na principu
protocne citometrije pri ¢emu se svako mikrozrno pojedinacno ispituje pomocu dva lasera
prilikom prolaska kroz kapilaru. Naime, u svrhu raspoznavanja hvatajucih protutijela
spregnutih s mikrozrnima, mikrozrna su iznutra obojena kombinacijom dvije do tri
fluorescentne boje u razlicitim omjerima. Tako ¢e mikrozrna koja sadrze jedan tip hvatajuceg
protutijela prilikom obasjavanja laserskom zrakom svjetlosti valne duljine 635 nm fluorescirati
valnom duljinom specificnom za omjer udjela tih boja. Rije€ je o takozvanom spektralnom
otisku koji naposljetku omogucuje raspoznavanje citokina vezanih na povrsinu mikrozrna.
Koli¢ina prisutnog citokina odreduje se pobudivanjem fluorofora vezanog na detekcijsko
protutijelo, zrakom valne duljine 532 nm pri ¢emu se emitirana fluorescencija detektira
pomocu fotomultiplikacijske cijevi. Intenzitet signala direktno je proporcionalna kolicini
vezanog citokina (Dunbar i Hoffmeyer, 2013).
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Slika 6 Ilustracija imunoeseja temeljenog na mikrozrnima; A) dodavanje uzorka u jazice
sa mikrozrnima; B) dodavanje biotiniliranog detekcijskog protutijela i pigmenta
konjugiranog enzimom; C) identifikacija i mjerenje apsorpcije mikrosfera (svjetlom od 635
nm i 532 nm) (izradeno prema R&D systems, b).
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Detekcija citokina u uzorku moze se provesti i upotrebom analizatora na principu
magnetizma, pri ¢emu se koriste mikrozrna s magnetskim svojstvima. Magnet u analizatoru
omogucava rasporedivanje magnetnih mikrozrnaca u monosloj u komori za snimanje, dok
dvije LED diode razli¢itim valnim duljinama svjetla obasjavaju mikrozrna (slika 6C). Svjetlost
valne duljine koja odgovara crvenom dijelu vidljivog spektra (621-630 nm) pobuduje
fluorescentne boje sadrzane u mikrozrnima, a svijetlost valne duljine koja odgovara zelenom
dijelu vidljivog spektra (515 nm) pobuduje fluorofor vezan na detekcijsko protutijelo (Dunbar
i Hoffmeyer, 2013). Analogno prvom nacinu detekcije, opticki uredaj na temelju
prepoznavanja vrste mikrozrna i koli¢ine pigmenta vezanog na mikrozrno neizravno identificira

i kvantificira citokin vezan na povrSinu mikrozrna (R&D systems, b).

Prethodno su opisani temeljni principi rada 3 ¢esto koristena imunoeseja koji se temelje
na razli¢itim platformama, odnosno, metodama detekcije. U nastavku e ukratko biti rijeci o
nekim specificnim koracima koji su ukljueni u sam tijek pripreme uzorka za mjerenje, a

zajednicki su svim opisanim metodama.

Kod svakog koraka dodavanja nekog od reagensa, npr. uzorka (slika 7a) ili detekcijskog
protutijela (slika 7d) potrebno je provesti korak inkubacije (slike 7b i 7e) nakon kojeg slijedi
korak ispiranja (slike 7c i 7f) (Bio-Rad Laboratories, a; Crowther, 2009).

Nevezane komponente uzorka
Puferza ispiranje 20
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Slika 7 Ilustracija redoslijeda koraka za provedbu imunoeseja. Crna boja oznacava ovisno
0 metodi: enzim ili pigment ili ECL molekulu.
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Inkubacija je proces u kojem se odredeni sustav (npr. mikrotitarska ploca u koju je
dodan odredeni volumen uzorka) drzi na prikladnoj temperaturi kroz odredeni vremenski
period. Inkubacija sluzi kako bi doSlo do pravilne interakcije i vezanja (ovisno o kojem se
koraku radi): hvatajucih protutijela na dno mikrotitarske ploce ili za mikrozrno, vezanja
ciljanog analita za hvatajuce ili detekcijsko protutijelo ili kako bi se provelo uspjesno razvijanje
obojenja koje proizvodi intenzitet signala proporcionalnog kolicini antigena. Na primjer, kod
ELISA su potrebni odredeni temperaturni uvjeti za provedbu enzimske reakcije koji se mogu
posti¢i inkubacijom. Ispiranje je jednostavan proces koji sluzi kako bi se (opet ovisno o kojem
se koraku radi): uklonili svi sastojci uzorka koji se nisu vezali za hvatajuce protutijelo (slika
7¢) ili uklonila sva detekcijska protutijela koja nisu vezana na ,uhvacene" citokine (slika 7f)
prije samog mjerenja. Ispiranje se radi naj¢esce nakon inkubacije, tako da se iz jazica prvo
ukloni sva prisutna otopina (npr. uzorak) te se dodaje odgovarajuci volumen puferske otopine,
nakon ¢ega ponovo slijedi nekoliko uzastopnih koraka uklanjanja i dodavanja puferske otopine
za ispiranje (Crowther, 2009).

2.4 Interferencije kod imunoeseja

U usporedbi s multiplex formatima, klasicna ELISA ne moZe se koristiti u multiplex
formatu iz jednostavnog razloga Sto se signalna molekula, odnosno produkt enzimske reakcije
otpusta u otopinu, za razliku od multiplex imunoeseja, kod kojih signalna molekula ostaje

vezana na samo detekcijsko protutijelo.

Tako se multiplex formatima u teoriji moze analizirati veliki broj citokina u istom uzorku,
najve¢u prepreku validaciji multiplex formata predstavljaju problemi vezani uz kriznu
reaktivnost (eng. cross-reactivity), nespecificno vezanje i prisustvo protutijela-interferenata
(R&D systems, 2017). Kompleksne matrice poput plazme ili seruma mogu biti izvor
interferenata. Medutim treba imati na umu i ¢injenicu da i kemikalije koje se koriste prilikom
pripreme uzorka za analizu i samo mjerenje mogu biti izvor interferenata. Bez obzira na izvor
interferenata ili mehanizam kojim utjeCu na signal, interferenti mogu djelomicno ili posve
prigusiti signal, drugim rijeCima smanijiti njegov intenzitet ili ga svesti na nemjerljivu razinu.
Takoder mogu povecati signal, a da te promjene u intenzitetu signala nisu direktan odraz
promjene koncentracije samog antigena koji se odreduje. Kod krizne reaktivnosti dolazi do
interakcije izmedu hvatajuceg ili detekcijskog protutijela s molekulom razli¢itom od ciljanog
antigena, odnosno onog koji se odreduje. Takve vrste interakcija Cesto su rezultat slicnosti u
strukturi interferenata i analita (slika 8) (Leng i sur., 2008; Tighe i sur., 2015; R&D systems,
2017).
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Slika 8 Prikaz krizne reaktivnosti kod imunoeseja (izradeno prema R&D systems, 2017).
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S druge strane protutijela koja su izvorno prisutna u uzorku mogu se krizno vezati s
hvatajucim ili detekcijskim protutijelom, ali i ciljanim antigenom te tako sprijeciti vezanje
ciljanog antigena s hvataju¢im i detekcijskim protutijelom. Neki od primjera takvih interakcija
prikazani su na slici 9 A, B i C (R&D systems, 2017).
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Slika 9 Prikaz utjecaja interferenta na vezanje ciljanog antigena; A) vezanje protutijela-

interferenta na hvatajuce protutijelo; B) vezanje neciljanog antigena na hvatajuce

protutijelo; C) vezanje interferiraju¢e molekule na detekcijsko protutijelo (izradeno prema
R&D systems, 2017).
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Na slici 9A prikazano je vezanje protutijela-interferenta na hvatajuce protutijelo, pri
¢emu kompleks detekcijskog protutijela i ciljanog antigena ostaje u slobodnom obliku u
otopini. S druge strane moze doci do vezanja neciljanog antigena na hvatajuce protutijelo, pri
¢emu kompleks detekcijskog protutijela i ciljanog antigena te protutijela-interferenta ostaju
slobodni u otopini (slika 9B). Na slici 9C vidi se vezani ciljani antigen na hvatajuce protutijelo,
a da je pritom sprijeCeno vezanje detekcijskog protutijela na ciljani antigen, jer je na njega
vezana neka druga molekula prisutna u uzorku (R&D systems, 2017).

Nespecificno vezanje hvatajuéeg i detekcijskog protutijela (slika 10B) dogada se kada
dolazi do interakcija navedenih protutijela s povrSinama izlozenima uzorku (slika 10A). Te
povrsine mogu biti povrSina jazica ili povrSina mikrozrna (R&D systems, 2017). Jedan od
nacCina kako sprijeciti nespecificno vezanje je dodatak tzv. reagensa blokatora ili pufera
blokatora (eng. blocking reagents, blocking buffer), koji osiguravaju Sto nizu razinu takvih
interakcija (Chiswick i sur., 2012).

. - T
Protutijelo-
interferent Detekcijsko Protutijelo-

#

[

| - Hvatajuce
| =/ protutijelo "‘]j
///—".; ] ///J/_': 'f_\
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Hvatajuée Detekcijsko Pretutilo interferent
protutijelo  protutijelo VA (

Slika 10 Prikaz nespecificnog vezanja na povrsinu jazice; A) interakcija detekcijskog
protutijela s povrsinom jazice; B) nespecifino vezanje hvatajuceg i detekcijskog protutijela
(izradeno prema R&D systems, 2017).

Zbog navedenih razloga, analiza nekompatibilnih skupina citokina i protutijela
koristenih u analizi mozZe rezultirati rezultatima mjerenja koja su netocna i odstupaju od prave
vrijednosti. Drugim rijeCima postoji ogranicavajudi broj i kombinacija citokina koji se zajedno

mogu mjeriti unutar istog uzorka (Kupcova i sur., 2017). Takoder, navedeni razlozi su i glavni
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problem koji onemogucava uspjesnu validaciju multiplex eseja u klinicke svrhe. Zbog toga se
provode opsezna istrazivanja kako bi se ovaj problem rijesio. Jedno od djelomicnih rjeSenja
koja se koriste i preporucuju kod primjene multiplex eseja jest upotreba minimalne moguce
koli¢ine protutijela za analizu citokina. Zakljucno s time, prije nego Sto bi se multiplex eseji
uopce mogli koristiti u klinicke svrhe, potrebno je prvenstveno rijesiti osnovni problem koji je
vezan uz kriznu reaktivnost (Leng i sur., 2008; R&D systems, 2017).

2.5 Usporedba singleplex i multiplex eseja

Izbor platformi za analizu citokina ovisi o viSe faktora. U faktore ekonomske prirode
ubrajaju se minimalni volumen uzorka potreban za analizu, vrijeme trajanja analize, cijena
analize, broj moguc¢ih analita koji se mogu analizirati u istom uzorku istovremeno te
zahtjevnost metode (Leng i sur., 2008). S druge strane, faktori koji utjecu na samu kvalitetu
rezultata, kao Sto su njihova validacija, standardizacija ili kontrola kvalitete joS uvijek
predstavljaju izazov za primjenu multiplex eseja u svrhu istrazivanja, a joS vedi izazov za

njihovo uvodenije u klinicku praksu (Tighe i sur., 2015).

Najocitija prednost multiplex pred singleplex esejima jest veca koli¢ina podataka koja
se moze generirati iz istog uzorka u istom ili manjem vremenskom okviru, Sto ujedno

predstavlja i potrebu za manjim ukupnim volumenom uzorka (Gunther i sur., 2020).

Uzorak u kojem se odreduje razina citokina, cesto je pribavljen u maloj kolicini te je
vazno da imunoesej koji se koristi zahtjeva sto manji volumen uzorka za ispitivanje. Osim
toga, kako bi analiziranje bilo Sto isplativije, takoder je potrebno uzeti u obzir i vrijeme analize
(Leng i sur., 2008). Za ilustraciju prethodne tvrdnje, moze nam posluZiti istraZivanje koje su
proveli Leng i suradnici (2008). U svojem su radu usporedili koli¢éinu potrebnog uzorka za
analizu te vrijeme potrebno za samu provedbu analize primjenom ELISA kao singleplex tehnike
i dviju multiplex tehnika koje se temelje na komercijalno dostupnim platformama: tzv. MSD
esej koji se temelji na hvatajucim protutijelima imobiliziranima na povrsini jaZice te Luminex
esej koji se temelji na hvataju¢im protutijelima imobiliziranima na povrsini suspendiranih
mikrozrna (R&D systems). Za usporedbu su izabrana Cetiri citokina koja su se analizirala u
duplikatu. Pokazano je da za njihovu analizu imunoesejem ELISA bilo potrebno ukupno 1100
uL uzorka seruma ili plazme, odnosno 100-200 uL uzorka po jazici za svaki citokin i 6 sati za
cjelokupnu provedbu analize ispitivanja po jednom citokinu. Prema tome ukupno vrijeme za
odredivanje koncentracije sva Cetiri citokina iznosi 24 sata. Za razliku od singleplex tehnike,

prema istrazivanju Leng i sur. (2008), multiplex metode s moguénoscéu istovremene analize
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Cetiri citokina u istom uzorku zahtjeva ukupno 25 pL uzorka seruma ili plazme po jazici.
Konacan volumen za odredivanje istih u duplikatu iznosi 50 pL te vrijeme za provodenje
cjelokupne analize sva Cetiri citokina iznosi oko 4,5 sati. Prema tome, proizlazi da primjena
multiplex metoda dovodi do ustede volumena uzorka od oko 95 % u odnosu na ELISA metodu
te se logi¢no usteda povecava s povecanjem broja analiziranih citokina. Osim toga za analizu
Cetiri citokina bilo je potrebno pet puta manje vremena primjenom multiplex metodama u

odnosnu na singleplex metodu.

Veliki broj radova objavljenih u zadnjih dvadesetak godina posvecen je usporedbi
performansi singleplex i multiplex metoda. Usporedbe su se u najvecem dijelu odnosile na
parametre za njihovu validaciju kao Sto su granica detekcije i kvantifikacije, to¢nost, preciznost
te usporedbu samih rezultata, odnosno koncentracija citokina iz istih uzoraka (F.D.A, 2018).
Pokazano je da razlicite platforme imaju i razli¢itu razinu pouzdanosti i performansi izrazenih
kroz validacijske parametre. Dodatno, odredeni je broj radova bio fokusiran na
medulaboratorijsku varijaciju analize te na utjecaj pred-analitickog dijela procesa analize na
same rezultate. Na primjer, jedan od problema je degradacija citokina enzimima iz skupine
proteaza. Aktivnost proteaza se zbog toga inhibira dodatkom prikladnog inhibitora (Bio-Rad
Laboratories, b). Drugi vazni parametri koji su se testirali vezani su uz korake pretpripreme
uzorka za analizu, njihovu stabilnost u razlic¢itim uvjetima pohrane ili utjecaj ponavljanja ciklusa

otapanja i smrzavanja na njihovu stabilnost.

Tako su Christiansson i sur. (2014) proveli odredivanje veéeg broja citokina u plazmi
36 pacijenata s mijeloicnom leukemijom te su usporedili rezultate dobivene sa singleplex
ELISA i dvama multiplex esejima (Luminex i MSD platforme) sljedeci upute proizvodaca.
Rezultati su pokazali da se platforme medusobno razlikuju po osjetljivosti, odnosno broju
uzoraka u kojima je bilo moguce detektirati ciljane citokine Sto je bilo najocitije u slucaju
citokina IFN-y, IL-8 i IL-6. Tako je npr. IFN-y detektiran u svim uzorcima s Luminex
platformom, dok samo u 32 % uzoraka s MSD platformom, a tek u nekoliko uzoraka s ELISA.
Za razliku od IFN-y, u slucaju IL-8, MSD platforma kojom se mogao mijeriti citokin u svim
uzorcima pokazala se osjetljivijom od Luminex platforme u kojoj je IL-8 detektiran u tek 50 %
uzoraka. Obje multiplex platforme su se pokazale usporedive s obzirom na broj uzoraka u
kojima je detektiran IL-6, u 43 % do 54 % uzoraka. IL-8 i IL-6 nisu detektirani niti u jednom
uzorku s ELISA.

Slicna istrazivanja vezana uz validaciju dviju multiplex platformi, Luminex i MSD provel
su Chowdhury i sur. (2009). Usporedba je provedena za sedam citokina koji su odredivani u

puliranim uzorcima krvne plazme uzetih od zdravih ljudi. Opcenito je detekcijski raspon
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koncentracija bio veéi kod MSD platforme, iako ta Cinjenica mozda nije od velike vaznosti, s
obzirom da je uzorke u kojima se mjere citokini moguce razrijediti. Granica kvantifikacije za
sve citokine bila je niza kod MSD platforme u usporedbi s Luminex platformom, drugim rije¢ima
pokazala se osjetljivijom metodom, a faktor razlike kretao se u rasponu od 1,8 za TNF-a do
20,6 za IFN-y. Pri tome treba napomenuti da se granica kvantifikacije kod imunoloskih metoda
odreduje za svaku mikrotitarsku ploc¢u na temelju uzoraka slijepe probe i to obi¢no dva uzorka.
Za usporedbu preciznosti izmedu dva eseja, u uzorke plazme dodana je poznata koncentracija
standarda citokina koji su analizirani na razli¢itim mikrotitarskim plo¢ama i u razli¢ite dane.
Ponovljivost, izrazena kao koeficijent varijacije (%) unutar istog dana na jednoj mikroploci po
svakom eseju bila je za oba eseja i za sve citokine ispod 20 %, Sto je unutar kriterija
prihvatljivosti od 25 %. S druge strane, ponovljivost medu danima na dvije koncentracijske
razine bila je razlicita za razliCite citokine. Tako je npr. u slucaju IL-4 i IFN-y za obje
koncentracijske razine ponovljivost bila unutar kriterija prihvatljivosti od 25 %. NajloSija
ponovljivost medu danima pokazana za IL-12 koja je bila oko 85 % kod Luminex eseja, dok
je kod MSD eseja bila oko 38 %. Za razliku od IL-12, kod IL-10 je bilo obrnuto, ponovljivost
na visoj koncentraciji je za Luminex bila oko 4 %, a za MSD esej oko 75 %. Tocnost mjerenja
kod viSe koncentracijske razine bila je usporediva za oba eseja, medutim kod nize
koncentracijske razine, MSD esej se pokazao kao tocniji s time da je razina tocnosti ovisila o
citokinu. Usporedbom odredenih koncentracija IL-8 u uzorcima krvi s oba eseja pokazala je
da se apsolutne vrijednosti razlikuju, Sto znaci da se odredene koncentracije dobivene dvama
esejima ne mogu usporedivati, medutim relativne promjene, odnosno odnosi i trendovi su
usporedivi izmedu dvaju eseja. Sumarno, svaki od eseja ima prednosti i nedostatke pred
drugim esejem. Dok se MSD esej pokazao osjetljiviji i tocniji, Luminex esej je iskazao vecu

preciznost.

U novijem radu Malekzadeha i suradnika (2017) takoder su usporedene dvije platforme
po svojim performansama, Luminex i MSD. Za validaciju i njihovu usporedbu mjerena su Cetiri
citokina (IL-1B, IL-6, IL-8 i TNF-a) u krvnom serumu i cerebralnoj tekuéini pacijenata s
multiplom sklerozom. Opcenito, oba eseja su pokazala usporedive performanse koje se odnose
na tocnost, preciznost i granicu detekcije unutar zadanih kriterija istrazivanja za obje vrste
bioloskih uzoraka. Medutim, MSD se pokazao tocnijim i preciznijim esejem od Luminexa, dok
je razlika u granici detekcije i kvantifikacije je bila zanemariva.
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3 Zakljucak

ELISA kao pouzdana i validirana tehnika kojom se mogu odredivati pojedini citokini,
koristi se kao ,zlatni standard" u klinickoj praksi. Medutim, zbog potrebe za boljim
razumijevanjem kompleksnih bolesti, potaknut je razvoj metoda, odnosno eseja koje
karakterizira istovremeno odredivanje veceg broja razliitih citokina unutar istog uzorka, tzv.
multiplex metode. Iako se na trziStu nalazi veliki broj komercijalno dostupnih multiplex
platformi za takvu analizu, neznatan broj istih se nalazi u klinickom okruzju s obzirom na to
da postoje odredeni problemi koji utjecu na analizu, zbog ¢ega je validacija multiplex metoda
za klinicke svrhe i otezana (Tighe i sur., 2015).

Jedan od najvecdih problema koji predstavlja prepreku u validaciji su krizne reakcije,
odnosno medu-interakcije razli¢itih reagensa, ukljucujuéi protutijela i same citokine, odnosno
druge proteine u uzorku, zbog Cega i dolazi do odstupanja mjerenih rezultata od prave
vrijednosti. Bez obzira na nedostatke multiplex metoda, postoje brojne prednosti nad
singleplex metodama, kao Sto je ELISA (Leng i sur., 2008; Tighe i sur., 2015).

Za razliku od singleplex formata imunoeseja, multiplex imunoeseji zahtijevaju manje
vremena, manje fizickog rada, cijena analize veceg broja citokina je manja te trose znatno
manju koli¢inu bioloSkog uzorka pri analizi. Osim toga, multiplex u odnosnu na singleplex
metode imaju povecanu osjetljivost, tocnost, preciznost i granici detekcije zbog principa na
kojem radi sustav za mjerenje citokina. Ove prednosti multiplex metoda su razlog teznje
validaciji istih u klinicke svrhe (Leng i sur., 2008; Kupcova i sur., 2017). Brojna istrazivanja su
takoder potvrdila da se apsolutne vrijednosti dobivene razlic¢itim esejima ne mogu direktno
usporedivati. Medutim, kada su u pitanju relativne promjene razina citokina, pokazano je da

su za odreden broj istih, neke platforme usporedive (Chowdhury i sur., 2009).

S obzirom na napredak tehnologije postoje optimisti¢na predvidanja da bi se tijekom
vremena multiplex tehnike mogle validirati za klinicku uporabu kako bi se mogla poduzeti
pravovremena terapija kod multifaktorskih bolesti koje zahtijevaju analizu veéeg broja
citokina. Jasno razumijevanje faktora koji utjeCu na parametre validacije moze pomodi
istrazivanjima pri procjenjivanju razlicitih multiplex imunoloskih tehnika te unaprjedivanju

strategija za optimizaciju i dostizanje kriterija za kliniku uporabu (Tighe i sur., 2015).
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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