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1. BEVEZETES ES ALAPOK
(PALLINGER EVA)

Kérnyezetiink nem steril, azonban az ember és a patogénekben gazdag kérnyezete kzott egyensulyi
allapot van. Ennek az egyensulyi allapotnak a fenntartasaért az immunrendszer a felels. Az
immunrendszer feladata a szervezet kilsé és belsd karositdé hatédsokkal szembeni védelme, az
immunvalasz pedig nem mas, mint a védekezés folyamata. A technikai fejlédés kovetkeztében
megvaltozott életkdrilmények immunrendszeriinket hatalmas kihivas elé allitjak: alkalmazkodnia kell
pl. a nagyvarosi kornyezet és az utazasi szokasok atalakulasa miatt megvaltozott patogén
.palettahoz” és expoziciéhoz (mutans torzsek, gyogyszer rezisztens torzsek, stb.).

Az immunrendszer azon szervrendszereink egyike, mely mikédésének a célja a szervezet
identitasanak fenntartasa. Feladatat azért tudja ellatni, mert képes a szervezet sajat anyagait az
idegen anyagoktdl, ill. a szervezetre veszélyes anyagokat a veszélytelenektél megkulénboztetni. Az
idegen anyag felismerése immunvalaszt valt ki, ami azonban az idegen anyag természetétdl, ill. az
aktualis kornyezeti és élettani hatasoktél fiiggéen effektor valaszban (az idegen anyag
eliminalasaban), immuntolerancia, vagy bizonyos esetekben immunoldgiai ,némasag”’, azaz
ignorancia kialakulasaban nyilvanulhat meg.

Az immunrendszer legfontosabb jellemz6i: a specifitas, a szenzitivitds, a szelektivitas és az

immunoldgiai memoria.

1.1. Immunolégiai alapfogalmak
1.1.1. Velesziiletett és szerzett immunitas

Az immunrendszer mikodése 2 pilléren nyugszik: az egyik a velesziletett, a masik a szerzett
immunitas. A velesziiletett (természetes; nem-specifikus) immunvalasz gyors, a kérokozék behatolasa
utdn azonnal, perceken-6rakon belll kialakul. Nem antigén-specifikus reakcid: a kérokozok
azonositasa széles patogén-specificitasu mintazat-felismerd receptorok segitségével torténik (PAMP-
PRR). Kialakulasaért az idegen anyagokat és koérokozdkat bekebelezni képes szdveti falosejtek
(makrofagok, granulociték), a dendritikus sejtek, a természetes 6l8sejtek (natural killer, NK), valamint
a kulénb6z6 testnedvekben jelenlévd komplement rendszer miikddése a felelds. Lezajlasat nem
koveti immunoldgiai memdria kialakulasa.

Ezzel ellentétben a szerzett (adaptiv; specifikus) immunitasra jellemzd, hogy késleltetett: a
valaszreakcid a koérokozok megjelenése utan csak napokkal, ill. hetekkel mutathatd ki. Antigén-
specifikus reakcio, melyet a szlk patogén-specificitasu specifikus antigén-receptorok (BCR, TCR)
aktivalédasa indit el. Lezajlasat immunolégiai memoéria kialakulasa koveti. Legfontosabb sejtes
résztvevéi a T és a B limfocitak.

Az immunvalasz az idegen anyag (sejt / korokozo) felismerését és a felismerést kdvetd valaszreakciot

jelenti.
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1.1.2. Mit ismer fel az immunrendszer?

Az immunrendszer antigéneket ismer fel. Antigénnek nevezink minden strukturat, amely képes
immunvalaszt kivaltani. Az antigén molekula azon részlete, amely a specifikus receptorok altal
felismerésre keril, az antigén determinans, vagy mas néven epitép. Egyetlen antigén tébb epitépot

is tartalmazhat. Az epitépok

feltérképezésének  diagnosztikus  és L Antitest 1

terapias jelentésége van. (1.1. abra) Ha Antitest 4 0

az antigén a sajat szervezet strukturaja,
Antigén M

akkor autoantigénrdl, ha ugyanazon faj ™ epitépok

/ M 7
Ag kotShelyek
0

egy masik, genetikailag eltéré egyedeébdl

7
szarmazik, akkor alloantigénrél, ha Antitest 2

N

pedig masik faj eredetld, akkor Antitest 3

xenoantigénrdl beszélink.
1.1. abra: Antigén és epitopok

1.1.3. Milyen struktiarak révén ismerik fel az immunrendszer sejtjei az
antigéneket?

Az antigének felismerésére alkalmas receptorokat nagy altalanossagban 2 csoportba sorolhatjuk: 1) a
patogének egyes csoportjaira altalanosan jellemzd strukturak felismerésére alkalmas mintazat
felismerd receptorokra (PRR), és 2) az egyedi koérokozok felismerésére alkalmas specifikus
receptorokra.

A mintazat felismeré receptorok elsésorban a nem specifikus immunrendszer sejtjein talalhatok meg,
mig a specifikus antigénreceptorok a T- és a B limfocitak felszinén (TCR és BCR). Fontos kiemelni,
hogy minden limfocita csak egy adott antigén egyetlen epitopjanak felismerésére alkalmas receptort

expresszal.

1.1.3.1. Mintazat felismero6 receptorok (pattern recognition receptors: PRR)

A mintazat felismer6 receptorok a patogénekre jellemzé altalanos strukturdkat (PAMP = pathogen-
associated molecular patterns), és a sejtek stressz hatasara kialakuldé megvaltozott mintazatat
(DAMPs = danger-associated molecular patterns) ismerik fel. Patogénekkel asszocialt struktira lehet
pl. a Gram negativ baktériumok sejtfalanak egyik dsszetevéje, az LPS, a mikrobidlis nukleinsavak és
peptidek, stb.

Stressz indukalta veszély szignalt (DAMP) jelenthetnek az intracellularis fehérjék, pl. a h&sokk
fehérjék, a HMGB1 (chromatin-associated protein high-mobility group box 1), az extracellularis matrix
fehérjéi, a hugysav, a kiszabadult DNS, stb. DAMP-ként nagyon sokféle molekula viselkedhet, az
adott szoveti reakcidban ,megjelend” molekulak tipusat elsGsorban a lokalis sejtdsszetétel hatarozza

meg.

11



1.1.3.2. T sejt receptor (TCR)

A T limfocitak felszinén expresszalddo, valamely antigén egyik peptid epitdpjat specifikusan felismeré
strukturat T sejt receptornak nevezziik. (Az &ltalanosan elterjedt TCR rovidités az angol T Cell
Receptor kifejezésbdl szarmazik.) A TCR-on keresztlil torténé felismerés feltétele az antigén
feldolgozasa és MHC molekula jelenlétében térténd bemutatasa. Azokat a sejteket, amelyek képesek
az idegen anyagok felvételére, feldolgozasara és a T sejtek felé torténd bemutatasra, professzionalis
antigénprezentald sejteknek (APC) nevezziik. Professzionalis APC-k a dendritikus sejtek (DC), a
makrofagok (Mf) és a B limfocitak. Vannak nem professzionalis APC-k is: ezek csak aktivalédasuk
utédn jelenitik meg a felszinlkdn az antigén bemutatdshoz elengedhetetlen MHC molekuldkat.
Idetartoznak a fibroblasztok, bizonyos epitél sejtek (pl. a timusz és a pajzsmirigy hamseijtjei), a

pancreas béta sejtjei és az endotél sejtek.

1.1.3.3. B sejt receptor BCR

Az aktivalt B limfocitakbdl differencialodd plazmasejtek altal termelt, nagyméretli glikoproteineket
ellenanyagnak, vagy mas néven antitestnek, vagy szolubilis immunglobulinnak nevezzik. Az
ellenanyagok egyarant jelen vannak a vérben és a bioldgiai folyadékokban, feladatuk a szervezetbe
juté bakterialis vagy viralis antigének megkotése. A B limfocitak felszinéhez kotétt immunglobulin, mint
jelfelismerd, a hozza kapcsolédd 2 heterodimer molekulaval (Iga-IgB), mint jeltovabbitd, alkotja a
BCR-t.

1.1.4. Milyen kovetkezményei lehetnek az antigének felismerésének?

Amint azt mar kordbban dsszefoglaltuk, az immunrendszer valaszadasa két utvonalon keresztil
valésul meg: a gyorsan kialakuld természetes és a lassabban létrejovd specifikus immunvalaszon
keresztul.

A specifikus immunvalasz lehet ellenanyagok altal kdzvetitett (humoralis) és sejtkdzvetitett (cellularis).
A B sejtek aktivacidja az antigén felismerésével indul, amit klonalis szaporodas, centroblaszt
kialakulas, intenziv mutacidkkal jaré6 osztédas és a nagy affinitasu receptorral rendelkezé B sejtek
kiszelektalodasa kovet. Ez utan jénnek létre az ellenanyag termelé plazmasejtek és a memdriasejtek.
A T limfocitak antigénnel torténd talalkozasa soran ugyancsak megfigyelhetd a klonalis sejtproliferacio
és a memoria sejtekké torténd atalakulas, de emellett a sejtek aktivacidja szabalyozé fehérjék
(citokinek) termel&dését és az effektor funkcidk beindulasét is elinditja. Mar itt érdemes megjegyezni,
hogy a T és a B limfocitak k6zott szoros egylttmikoddés van: a dendritikus sejtek mellett a B sejtek is
bemutatjak a felismert, felvett és lebontott antigénjeiket MHC-II expressziojuk révén a T sejteknek
(professzionalis APC-k), ugyanakkor a T sejtek az aktivalodasuk utan olyan citokineket is termelnek,
amelyek elengedhetetlenek a B limfocitak differencialddasahoz és funkcionalis épségéhez.

Klinikai szempontbdl 1ényeges megismerkedni az aktiv és a passziv immunitds fogalmaval. Aktiv

immunitas alakul ki, ill. hozhaté létre, ha a szervezetbe immunogének (patogének: fertézés vagy
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véddoltas) jutnak be. Passziv immunitast ezzel szemben egy mar immunizalt egyed immunoldgiailag
kompetens sejtjeinek és/vagy ellenanyagainak (szérumdénak) a recipiens szervezetbe juttatasaval

lehet kivaltani.

1.1.5. Lokalis immunvalasz

Az immunsejtek sokféleségének és szoros egyuttmikddésiknek a megismerése az orvosi szemlélet
kialakulasaban nagy jelentéségl. Ezt az immunvalasz lokalisan zajl6 esemény sorozatan keresztll
szeretnénk szemléltetni.

A szbveti sériilés terililetén kérokozok és kilonféle irritald agensek jutnak a szervezetbe. A kérdés
természetesen az, hogy kik és hogyan reagalnak erre? A szdveti sérilés az esetek tobbségében
egyutt jar az érpalya sérilésével, vagy legalabb is az érpalya atereszté képességének fokozoédasaval.
Ennek kdvetkeztében a vér alakos elemei és plazma kerll szévetek kézé. Az extravazacio mind a
sejtes, mind a szolubilis elemek miikddésére hatassal van.

A szbvetek kdzé kikerll6 vérlemezkék az els6k kozott aktivalodnak. Aktivaciojuk elésegiti az alvadasi
rendszer beindulasat. Ez egyrészt atjarhatatlan és feloldhatatlan fibrinhal6 kialakulasat eredményezi,
amely mechanikus akadalyt képez a kérokozékkal szemben, masrészt ugyanez a fibrinhal6é és az
aktivalddott trombocitak képezik a trombus-alapot is, amely a sérllt érpalya elzarasara szolgal. Nem
szabad azonban elfelejtenlink azt sem, hogy a trombocitakbdl szamos olyan bioldgiailag aktiv anyag
szabadul fel, amely a kérnyezé sejtek mikodésére hatassal van, tehat szabalyozoé szerepiik is van.

A kikerul® plazma tartalmazza a komplement rendszer elemeit is. Az aktivalodé komplement rendszer
sokféle feladatot 14t el. A keletkez6 C3a és Cba fragmensek kemotaktikus hatasuak pl. a neutrofil
granulocitakra nézve. A C3b opszonizalja a baktériumokat és ezdltal elsegiti az eliminacidjukat.
Ugyanakkor szamos szoveti immunsejt, a DC-k, a makrofagok, a hizosejtek és granulocitak is
rendelkeznek C3b — kotd receptorokkal, tehdt ezeknek a sejteknek a mikddését is befolyasolja.
Végul, de nem utolsé sorban a komplement aktivaciés utvonal végén képz6dé membran attak
komplex (MAC) direkt citolitikus hatasu.

A szdvetek kdzé kijutd neutrofil granulocitdk elsGsorban effektor funkciot latnak el: képesek
bekebelezni a kérokozdkat, de reaktiv oxigén intermedier (ROI) termelésik és proteolitikus enzim
kibocsatasuk révén extracellularisan is pusztitjak a bekerllt baktériumokat. Természetesen ez szoveti
sérlléssel is jar. A keletkez8 szdvettdrmelék eltakaritasaban a makrofagok jatszanak szerepet. Fontos
azonban tudnunk azt is, hogy a szdveti makrofagok és a dendritikus sejtek a felvett idegen anyagokat
képesek bemutatni a tobbi sejtnek, vagyis antigén prezentald tulajdonsaguak (professzionalis APC-k).
Ezzel bekerllnek a képbe a limfocitak, hiszen a bemutatott antigéneket a limfocitak ismerik fel.
Tulajdonképpen ugy is fogalmazhatnank, hogy ezzel 6sszekapcsolédott a nem specifikus és a
specifikus immunvalasz. Mindez vilagosan szemlélteti, hogy az immunrendszer sejtjei nagyon
szorosan egyuttmikoédnek, mikddésik szabalyozza / meghatarozza a kdrnyezd sejtek funkcionalis

aktivitasat és ezaltal, tulajdonképpen barmelyikik kiérdemelheti a megtisztel6 karmesteri cimet.
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1.1.6. A felismerés és a valasz feltétele a talalkozas

A specifikus immunvalasz kialakulasanak feltétele, hogy az antigének felismerésére képes limfocitak
eljussanak az antigénekhez. Ennek érdekében a T és a B limfocitak folyamatosan 6rjaratoznak. Ez a
folyamat a limfocita recirkulacié (homing).

1.1.6.1. Limfocita recirkulacio

A limfocita recirkulacié soran a naiv / sziiz limfocitak (amelyek még nem talalkoztak az antigénnel) az
elsédleges nyirokszervekbdl a véraram uUjan eljutnak a masodlagos nyirokszervekbe / szdvetekbe,
majd onnan, ha nem tértént antigén expozicid, a nyirokutakon keresztil visszajutnak a véraramba és
folytatjak a jarérozést.

A vérarambdl torténd kilépésuk a nyirokszdévet magas endotéllel bélelt venulain (HEV) keresztul a
legeredményesebb, de nemcsak a HEV-en keresztiil mehet végbe. A folyamatot szOvet-specifikus
adhézios molekulak szabalyozzak. (lasd TK 3.1. fejezet)

Ha a limfocitdk a masodlagos nyirokszervekben talalkoznak a nekik megfeleld, specifikus antigénnel,
akkor aktivalédnak. Aktivacidjuk egyrészt sejtproliferaciéban és effektor sejtté  toérténd
differencialédasban nyilvanul meg, masrészt megvaltozik a vandorlasi képességuk is. A vandorlasi
képesség megvaltozasa a sejtfelszini adhéziés molekula mintazat megvaltozasanak kovetkezménye.
Ez teszi lehet6vé, hogy a szdvet-specifikus kemokinek iranyitasa alatt az extra-limfoid szévetekbe

vandoroljanak és kozvetlenll a ,tamadas” helyszinén fejtsék ki effektor feladataikat. (1.2. abra)

ELSODLEGES
NYIROKSZERVEK

|
.

gordilés
’@aktlva(:loadhéz]é e
szovet-specifikus
kemokinek MASODLAGOS \']
NYIROKSZERVEK HEV

(szovet-specifikus
adhézios molekulak)

Agexpozicio

1.2. abra: Az immunsejtek recirkulacidja
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1.2. Az immunrendszer szervei

Az immunrendszer, vagy ahogyan korabban nevezték, a nyirokrendszer, az elsédleges (k6zponti) és a
masodlagos (periférias) nyirokszervekbdl all. A kézponti nyirokszervek kdzé tartozik a csontvel§ és a
timusz (csecsem&mirigy). Itt képzédnek és részben itt differencidlédnak az immunrendszer sejtjei.
Ezekben a szervekben térténik meg az immunglobulin gének, illetve a TCR gének atrendezddése.
Vagyis itt alakulnak ki az antigén felismerésére képes, egyedi, specifikus receptorral rendelkezd, érett
B- és T limfocita klonok, és itt tanuljak meg a limfocitak felismerni a sajat struktudrakat.

A masodlagos, vagy periférids nyirokszervek csak részben alkotnak jol kdrulhatarolt, 6nall6 szervet,
tobbséglk a szervezetben testszerte, a kdrokozok lehetséges és legvaloszinlibb behatolasi kapuinak
kozelében elhelyezkedd nyirokszovet. A periférias nyirokrendszer része a lép, a féregnyulvany
(vakbél, appendix), a mandulak (tonsilla) és a nyirokcsomok (lymphoglandulae), de idetartoznak a
tapcsatorna, a légutak és a hagyivarszervek nyalkahartyajaban, ill. a bérben elhelyezkedd
nyirokszdvetek is. Ezek a szervek a nyirokerek (vasa lymphatica) utjan allnak kapcsolatban
egymassal. A nyirokerek a periféria fel6l gyllnek 6ssze, a f6 nyirokerekben egyesiinek (truncus
lymphaticus dexter és ductus thoracicus), s végul a vérpalyaba torkollnak.

Az immunrendszer mikodésének megértése szempontjabdl fontos kiemelni, hogy a masodlagos
nyirokszervek kozé tartoznak a folyamatos Grjaratot végzé limfocitak és ellenanyagok is.

Roéviden 6sszefoglalva tehat: mig az elsédleges nyirokszervek feladata az immunrendszer sejtjeinek
Jermelése”, addig a masodlagos nyirokszervek biztositjak a helyszint a limfocitdk és az antigének

talalkozasanak.

1.2.1. Nyirokcsomo

paracortex, interfollikularis tér
T sejtek
dendritikus sejtek

folliculus
B sejtek

medulla
plazmasejtek
makrofagok

1.3. dbra: A nyirokcsomo szerkezete
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A nyirokcsomok apré, babhoz hasonlé alaku strukturak, amelyek testszerte megtalalhatdk, azonban a
szervezet egyes terlletein feldusulnak, pl. a hénalji, az agyéki (inguinalis), a nyaki (submandibularis)
és az aorta kortli (paraaorticus) régidkban. Ezen régiok vizsgalata a rutin fizikalis vizsgalat része.

A nyirokcsomoknak 2 fé funkcidja van: 1) fagocita sejtjei a mikroorganizmusokat és a szervezetbe
kerllt korpuszkularis természetl idegen anyagokat tavolitjak el; 2) itt toérténik a felvett idegen anyagok
bemutatasa az immunrendszer szamara (antigén-prezentacio).

A nyirokcsomok tokkal korulvett szervek, amelyek, hasonléan a léphez, kétészdvetes gerendak
(trabekulak) altal részekre vannak osztva. A trabekulak kozti alapallomany, a parenchyma harom

részbdl all: a kéregbdl (cortex), a parakortikalis régiobdl és a veléallomanybdl (medulla). (1.3. abra)

1.2.1.1. A nyirokcsomoét alkoté sejttipusok

A nyirokcsomé anatomiailag elkllonithetd terlletein kilonb6zd sejttipusok helyezkednek el:

A kéregben B limfocitak és makrofagok (jarulékos sejtek) vannak. A B sejtek a magas endotéllel
boritott (HEV) vénakon keresztil jutnak be a nyirokcsomékba, ahol a follikulusokban dusulnak fel. Az
antigén stimulus hatasara aktivaléodé B sejtek megmaradnak a nyirokcsomokban és osztédni
kezdenek, mig a stimulalatlan B sejtek visszatérnek a keringésbe. Az aktivalédott B sejtek a follikulus
centrumaban helyezkednek el és a centrum germinativum elnevezési koézponti allomanyt alkotjak.
Ezt veszi korll a naiv B sejteket és a kevés T sejtet tartalmazé marginalis zéna. Az aktivalédott és
blasztos transzformacion atesett B sejtek elhagyjak a follikulust és a parakortikalis ill. a medullaris
szinuszokba jutnak. Ezekbél a sejtekbdl alakulnak ki az ellenanyag termel6 plazmasejtek és a
memoria B sejtek.

A parakortikalis és az interlobularis régié a T sejtek és a dendritikus sejtek talalkozasi helye. Ide
érkeznek meg a perifériardl a dendritikus sejtek, és itt mutatjak be a felvett antigénjeiket a specifikus T
sejteknek.

A medulla plazmasejtekben gazdag. A plazmasejtek altal termelt ellenanyagok az efferens nyirokéren

keresztul hagyjak el a nyirokcsomoét.

1.2.1.1.1. Orszemnyirokcsomé
A legtdbb rosszindulatu daganat sebészi kezelésének szerves része az elvezetd nyirokcsomo

régidjanak muitéti eltavolitasa, az ugynevezett regionalis blokkdisszekci6. A beavatkozas célja
egyrészt a betegség lokalizacidjanak regionalis kontrollja, masrészt a regionalis stadium-
meghatarozas (volt). Mivel a regionalis blokkdisszekcid szévédményekkel, illetve kedvezétlen
kovetkezményekkel jarhat, s6t az ennek alapjan végzett regionalis stadium meghatarozast sem tartjak
ma mar megfelelének, ezért az 1990-es években kidolgoztak és azdéta a klinikai gyakorlatba is
bevezettek egy Uj regiondlis stadium-meghatarozasi eljarast: az érszemnyirokcsomé-biopsziat. Ennek
az a lényege, hogy a mtét el6tt vagy kdzben feltérképezik a daganat nyirokelvezetését, és eltavolitjak
az elvezetés elsd allomasat, az un. 6rszemnyirokcsomot. Ennek az egy vagy néhany nyirokcsomonak
a részletes patoldgiai vizsgalata pontosabban jelzi a régié daganatos statuszat, mint a korabban
alkalmazott rutineljaras, és emellett lehet6séget biztosithat a régid szelektiv sebészi, illetve

sugarkezelésére is.
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1.2.2. Csontvelo

A vorGs csontvel a vérképzés helyszine. Amint azt részletezni fogjuk a késébbiekben, a vérképzés
egyetlen hemopoietikus &ssejtbdl alakul ki. (A k6zds hemopoietikus 8ssejteket szamos névvel illetik: a
totipotens &ssejt kifejezéstél kezdve, az angol ,hematopietic stem cell” (HSC) elnevezésig, de az
anatomia tankényvekben még tovabbra is a haemocytoblast elnevezést hasznaljak.)

Leegyszeriisitve a folyamatot, a hemopoietikus 6ssejtek limfoid és mieloid progenitorokka
differencialédnak. A mieloid sejtek és a B limfocitak érése a csontvelében zajlik, mig a T sejtek
el6alakjai a timuszba vandorolnak és ott differencidlédnak. A monocita eredetl mononuklearis

fagocita rendszer sejtjei végs6 érésiiket a periférias szévetekben érik el. (1.4. abra)

B-sejtvonal

[ lymphoid 6ssejt ]&

[t T-sejtvonal |

thymus

haemopoieticus

dsseijt

rdentrikus sejt

W L. makrofag

granulocita

periférids
szovetek

eritrocita

myeloid Gssejt ]<

megakariocita

voros csontveld

1.4. abra: Hematopoezis a csontvel&ben

1.2.3. Lép

Szervezetink legnagyobb nyirokszerve, a |ép, a bal hypochondrium-ban (a hastreg bal felsé
quadransaban) helyezkedik el. Kétészdvetes tok veszi korll, amelybdl ereket tartalmazé gerendak
(trabekulak) indulnak a lép belsejébe. A trabekulak kozoétt elhelyezkedé parenchymat 2 allomany
alkotja: a voros és a fehér pulpa. Mindkét alapallomany vazat retikularis kdtészovet képezi.

A vords pulpa vérrel telt szinuszoidokat (specidlis, kitagult erek) tartalmaz. F& feladata az eléregedett
vorosvertestek kiszlrése (filtracio).

pulpa periarteriolaris része az un. periarteriolaris htvely (PALS), amely féként T limfocitdkban gazdag.
A B sejtek a fehér pulpa limfoid follikulusaiban dusulnak fel. A follikulusok kérul elhelyezkedd
marginalis zona jellegzetes sejtjei a dendritikus sejtek és a nagyobb méretli (aktivalodott) limfocitak
(1.5. &bra).
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1.2.4.

Az ellls6 mediasztinumban elhelyezkedd csecsem&mirigy nevét onnan kapta, hogy mérete
csecsembkorban a legnagyobb, majd életiink soran egyre csdkken. Ennek ellenére funkcidjat teljes
élettartamunk alatt megtartja. A timusz a T sejt differencialédas helyszine. Az éretlen T-sejtek a
timuszban tanuljak meg felismerni a szervezet sajat strukturait, tovabba itt jelennek meg a felszinikon
az érett T-sejtekre jellemzd, egyedi T-sejt-receptorok és a CD4 ill. a CD8 jarulékos molekulak is. AT

sejtek differencialédasat nagyfoku sejtpusztuldas kiséri: az osztédott ill. differencialodott sejtek

limfoid follikulus
B-sejtek

Fehér pulpa

periarteoléris hively = .
(PALS) s I

T-sejtek

DC

. »Voros pulpa
; wt, Mf

1.5. abra: A lép szerkezete

Timusz

mindossze 1-2 szazaléka kerUl ki érett T limfocitaként a perifériara.

A csontvel6bdl érkezé T sejt progenitorok osztddadsa a kéreg allomanyban, a szubkapszularis
régidoban kezdédik el. Itt alakulnak ki a CD4-/CD8- kettés negativ (DN) T sejtek, amelyek aztan a
kéregben a vel6allomany felé haladva pozitiv szelekcién mennek keresztll. A kéreg-veld hatart mar
CD4+/CD8+ kettds pozitiv (DP) sejtként érik el. A veléallomanyban torténik a negativ szelekcio,

mikdzben az érés soran elveszitik vagy a CD4, vagy a CD8 molekulaikat és érett, egyszeresen pozitiv

(SP) Thiill. Tc sejtekké alakulnak (1.6. abra).
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1.6. abra: A csecsem&mirigy szerkezete
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1.2.5. Nyalkahartya asszocialt nyirokszovetek: MALT

Az elnevezés az otthont add szervtdl figg, BALT-rél, ha a horgé nyalkahartyaban van, vagy éppen
GALT-rdl, ha a gyomor-bél traktusban talalhatd, stb.

A vékonybél nyalkahartyajaban a nyirokszovet limfoid aggregatumok (nyiroktlisz6k) formajaban
talalhaté meg. Ezek a tisz6k az un. Peyer plakkok. A hamban nagy mennyiségd, un. intraepitelialis
limfocita (IEL) mutathato ki. Az epitél sejtek egy része specialis funkciét ellatd, un. M sejtté alakult at.
Az M sejtek felveszik az antigéneket a bél lumenbdl és tovabbitjak a Peyer plakkokban elhelyezkedd
immunsejtek felé. Az antigénnel torténé talalkozas hatasara megkezdédik a Peyer plakkok naiv ill.

memoria B sejtjeinek aktivaléddsa, ami aztdn a mezenteridlis nyirokcsomoékban teljesedik ki (1.7.

abra).
VILLUS "
/ CCR9 aEp7 1\ BEL LUMEN
®e
l osq ) v
° #=— E-kadherin ) )
CCL25 ‘- Glikolalix
M | Kefeszegély

Intraepielialis
limfocita

_ sejt l
(Pt 2wl
" { J
S &
"

LAMINA
PROPRIA

Lamina propria
limfocita

1.7. abra: A GALT szerkezete

Az aktivalodott B sejtek felszinén integrinek
jelennek meg, melyek segitségével, miutan a Sl

. , . .. aktivacié
ductus thoracicus-on és a véraramon keresztl adhézi6

visszajutottak a bélbe, koétddni tudnak a @ 4tlépés
bélszévet HEV (high endothel venule) sejtjeihez @ /\

R ——
és kifejthetik effektor funkcidjukat (1.8. abra). ‘ ( ‘
A nyirokszervek és szbvetek lokalizacidjaval, szelektinek ,

kemokinek
. . R , i és

szerkezetével és szdvettanaval részletesebben Cerioki, eceptorok
az anatémia foglakozik. LFA-1€>ICAMI

integrinek

CDil(PECAMl)

v
JAMS . nction adhesion molecute)

3 . . integrinek
1.8. abra: Extravazacioé a HEV-en keresztil
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1.3. Azimmunrendszer sejtjei

Az immunrendszert dinamikusan valtozé sejtdsszetétel jellemzi. Altalanossagban igaz, hogy a sejtek
az immunrendszer elsédleges szerveiben, a csontvelében és a timuszban képz&dnek, de végsé
érésiket csak a periférias nyirokszervekben, vagy éppen kodzvetlenll az immunvalasz helyszinén érik
el. Kategorizalasuk sokkal inkdbb a funkciondlis tulajdonsagaik alapjan, mint a morfolégiajuk szerint
torténik. Az immunsejtek mennyiségenek csdkkenése és funkciondlis zavara immunhianyos allapot
kialakulasahoz vezet.

Az immunrendszer sejtiei egy kozds csontvelbi 6ssejtbdl szarmaznak. Ez a sejt dnmeguijitd
képességén kivil differencialodasra is képes. A differencialédas 2 iranyu: egyarant belSle alakul ki a
mieloid és a limfoid vonal. A mieloid vonal a granulocita — eritrocita — monocita — megakariocita
koléniaformalé egységb6l a csontvelében fejlédik ki. A limfoid progenitorok harom iranyba
differencialédnak. Egy részik a csontvel6ben marad, bel6lik alakulnak ki a B sejtek. A masik résziik a
timuszba vandorol, ezekbél lesznek a T sejtek és az NKT sejtek. A harmadik részikbél
differencialédnak az NK sejtek, azonban ennek helyszine mind a mai napig nem tisztazott.

A vérképzés szabalyozasaban direkt sejt-sejt interakciok (csontveldi stroma — hemopoietikus sejtek),
citokinek és névekedési faktorok ill. alacsony molekulasulyd biogén aminok jatszanak szerepet.

Az utdbbi években szamos Uj szempont mertlt fel a vérképzéssel kapcsolatban. Ezek leglényegesebb
vonasa az, hogy eltlinni latszanak a merev kategéridk, azaz egyre inkabb ugy gondoljak, hogy a
progenitor sejtek elkotelezettsége nem visszafordithatatlan, hanem az aktualis élettani allapottol
fuggben tdbbiranyu differencialddast tesz lehetévé.

A vérképzd rendszer sejtieinek azonositdsa a morfoldgiai és citokémiai tulajdonsagaik mellett
elsdsorban a felszini és citoplazmatikus fehérje mintadzatuk révén lehetséges. Az 1980-as években
egy nemzetkdzi munkaértekezleten egységesitették a fehérvérsejtekre jellemzé differencidlodasi
markerek / antigének nevezéktanat. Ez lett a ,Cluster of Differentiation”. (lasd az Aramlasi

citometriardl szol6 fejezetben).

1.3.1. Az immunrendszer sejtjeinek vizsgalata

Az immunrendszer sejtjeinek vizsgalata tobblépcsds folyamat. A qualitativ és quantitativ vérkép
vizsgalat segitségével meghatarozhat6 a keringé fehérvérsejtek mennyisége és megoszlasa, esetleg
kiszlirhet6k kéros morfoldgiaju sejtek is. Lényegesen invazivabb beavatkozas a csontveld aspiracia ill.
biopszia, amelyet els6sorban a malignitdsok igazolasara és kizaradsara végeznek el (pl. valamely
sejtvonal hianya, vagy koros felszaporodasa).

Az immunrendszer sejtjeit érinté megbetegedések kezelésének és a progndzis megallapitasanak
alapvet6 feltétele a kérosan mikoédd sejtek pontos azonositasa. Erre szolgalnak a a citokémiai
vizsgélatok, az aramlasi citometria és az immunhisztokémia. Az immunrendszer sejtjeit érintd
malignitasok igazolasara és prognosztikai megitélésére alkalmasak a citogenetikai és a molekularis

genetikai vizsgalé modszerek.



1.3.1.1. Vérkép és csontveld kenet vizsgalatok

A quantitativ vérkép vizsgalat eredményének értékelésekor két szempontra kell kildndsen figyelni: 1)
ha a quantitativ vérképben semmiféle eltérés nincs, az még nem zarja ki sem az immunhianyos
allapotok, sem a malignus hematoldgiai betegségek fennallasat. 2) Lehetnek olyan eltérések a
quantitativ vérképben, amelyek nem patolégias folyamat kovetkezményei: pl. a terhesség
elérehaladtaval, fiziolégias korilmények kozott is jelentds foku leukocitézis figyelhetd meg, aminek
azonban semmiféle hematoldgiai korkép nem all a hatterében.

A qualitativ vérkép értékelésével kapcsolatban ugyanarra a két dologra érdemes gondolni, mint amit a
quantitativ vérkép vizsgalat eredményének értékelésekor kiemeltiink: 1) ha a qualitativ vérképben
semmiféle eltérés nincs, az még nem zarja ki sem az immunhianyos allapotok, sem a malignus
hematologiai betegségek fennallasat. 2) Lehetnek olyan eltérések a qualitativ vérképben, amelyek
nem patolégias folyamat kdvetkezményei, pl. akut nagyfoku vérvesztést kdvetéen, vagy gyulladasos
allapotokban a csontvel6bdl kompenzatérikusan fokozddik a sejtkiaramlas, ami éretlenebb sejtalakok
perifériara jutasat eredményezheti (balra tolt vérkép).

A csontveld kenetek értékelése soran a kdvetkez6 3 dologra kell figyelni: 1) Valamennyi sejtvonalhoz,
ill. érési stadiumhoz tartozo sejtalak jelen van-e a mintaban? 2) Milyen a kiilonféle sejtvonalak ill. érési

alakok egymashoz viszonyitott aranya, 3) Vannak-e kéros sejtalakok a vizsgalati mintaban?

1.3.1.2. Citokémiai reakciok

A sejtvonal eredet megallapitdsanak egyik lehetséges, és olcs6 moddszere a citokémiai reakcidok
elvégzése. A szamos citokémiai reakcié (Sudan black B festés, MPO  kimutatas, nem-specifikus
észteraz reakcid, a-naftilbutirat észteraz reakcio NaF gatlassal és anélkul, PAS, stb.) kdzul mindéssze

kett6t szeretnénk kiemelni:

1.3.1.2.1. PAS reakcié
A PAS reakcié nem specifikus, mert mind a mieloid, mind a limfoid eredet(i sejtek citoplazmajaban

tarolt glikogént kimutatja. Azonban amig a mieloid sejtek és az érett limfocitak citoplazméja
homogénen festddik, addig a limfoblasztok durva rogds szemcsézettséget adnak, igy elkuldnitésuk

lehetéveé valik.

1.3.1.2.2. Nem-specifikus észterdz reakcié
A nem-specifikus észterdz reakciét a mieloid sejtek citoplazmajaban talalhat6é észteraz enzimek adjak.

A reakci6 elvégzése utan tehat elkildnithetdk lesznek a mieloid és a limfoid eredetl sejtek. Mivel a
monocitak plazmajaban talalhaté enzimek miikddése gatolhaté natrium fluoriddal (NaF), de a
granulocitaké nem, ha elvégezziik a reakciét NaF gatlassal és anélkil is, akkor elkilonithetjik a

kétféle mielod populaciot, a monocitakat és a granulocitakat.

1.3.1.2.3. Aramldsi citometria
Aramlasi citometridaval a sejtfelszini és citoplazmatikus fehérje mintazat feltérképezése révén

(immunfenotipizalas), az immunrendszer sejtjeit differencialtsagi és aktivaltsagi allapotuk alapjan
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jellemezhetjik (1.9. abra). (Az aramlasi citometria alkalmazasi lehetéségeit az 5. fejezetben
targyaljuk.)

CD3-

.
.

Plazmasejt

1.9. abra: Immunfenotipizalasi markerek

1.3.1.3. Immunhisztokémia

A szolid szovetek immunfenotipizalasat immunhisztokémiai modszerrel végzik. A modszer részletes

leirasa egy késobbi fejezetben talalhaté meg.

1.3.1.4. Genetikai vizsgalatok

Az immunrendszer sejtjeinek kéros mikoédését genetikai mddszerekkel is lehet vizsgalni. Az
immunsejtek funkcionalis zavara megjelenhet immunhianyos korképek ill. a sejtek malignus elfajulasa
formajaban. A molekularis genetikai modszerek, mint a citogenetika, a FISH, a PCR vagy akar a teljes
génexpresszios mintazat feltérképezésére alkalmas génlapka technikak, napjainkban mar az
immunrendszer rutin vizsgaldémaodszerei kézé tartoznak. (Ezeknek a mddszereknek a részletes leirasa

a Genetika jegyzetben talalhaté meg.)

1.4. Milyen médon kommunikalnak az immunrendszer sejtjei?

Nem lehet elégszer hangsulyozni, hogy az immun szervrendszert, mint funkciondlis egységet, a
szervezetben gyakorlatilag mindendtt jelen 1évé kilénalld sejtek, szdvetek és szervek dsszehangolt
munkaja / mikddése alakitja ki. Ez pedig csak folyamatos kommunikacio révén valésulhat meg.

Hosszu idén keresztll ugy gondoltdk, hogy a sejtek kozti parbeszéd alapjaban véve kétféle médon
valésulhat meg: egyrészt ismert volt, hogy az egymas mellett elhelyezked6 sejtek kilonféle sejtfelszini
strukturaik révén koélcsdnhatasba kerlilhetnek egymassal, ez a sejt-sejt kapcsolédason alapuld
juxtakrin vagy kontakt kommunikécié. (Az immunrendszeren bellli direkt sejt-sejt interakcid kivald
példaja a T limfocitak és az APC-k kapcsolédasa, amely elengedhetetlentl szikséges a T sejtek

antigén-specifikus aktivalédasahoz.) A masik lehetéség a sejtekbdl kibocsatott kilonféle anyagok
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(szolubilis hirvivék) révén kozvetitett lizenet atadas. A sejtek altal szecernalt anyagok a szoveti
diffuzid, a nyirokkeringés, vagy éppen a véraramlas révén jutnak el azokhoz a kdézeli (parakrin) vagy
tavoli (endokrin) célsejtekhez, ahol kifejtik hatasukat. (Az immunrendszer miikédése szempontjabol
nagyon fontos szolubilis szabalyozé molekulak pl. a citokinek.) A sejtek kozti parbeszédnek egy
harmadik, nem kevésbé fontos formaja, a mikrovezikulakon (MV) keresztiil torténé lGizenet atadas. A
MV-k a sejtek altal kibocsatott csomagok, amelyek a felszinikon szallitott fehérjékkel a célsejtek
receptoraihoz kapcsolédhatnak, vagy a belsejikben széllitott anyagokat (RNS, fehérje) a célsejtbe
juttatva fejthetik ki hatasukat. Egyes esetekben beleolvadnak a célsejt membranjaba, és igy a
fehérjéiket atadjak a célsejtnek. Ezt ugy is mondhatjuk, hogy megvaltoztathatjak a célsejt fenotipusat.
A MV-k 30-1000 nm méreti, kett6s lipidréteggel korilvett részecskék, amelyek felszinén specifikus, a
donorsejtre jellemzé fehérjemintazat mutathaté ki. Belsejikben citoplazma van, amely fehérjéket,
nukleinsavakat és mas egyéb anyagokat tartalmaz. Jelen ismereteink szerint gyakorlatilag barmely
sejt képes MV kibocsatasra, leggyakrabban aktivacié hatasara, de akar nyugalmi allapotban is.
Napjainkban a MV-k vizsgalatara féként aramlasi citométert és elektronmikroszképot hasznalnak.
A MV-k Uzenetkdzvetitésének legjelentésebb vonasai a kévetkezdk:

1. Mivel membranjukban tébb fehérjét szallitanak, hatasukat komplex fehérjemintazat révén
fejtik ki. Ugy is mondhatnank, hogy egyidejii stimulélé és kostimulalé hatasuk van.

2. Mivel az lUzenetet membranhoz kotott fehérjék kozvetitik, ezért a hatas idétartama megné.
(A hatas idétartamanak fontos szabalyozo szerepe van)

3. A MV-k belsejében olyan anyagok is atjuthatnak egyik sejtbél a masikba, amelyek
fiziolégias korilmények kozott nem diffundalhatnak szabadon a szovetek kozott, hiszen ezeket az

immunrendszer idegennek ismerné fel. llyenek pl. a nukleinsavak.
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2. ANTITEST-ANTIGEN KOLCSONHATASON ALAPULO

MODSZEREK |.
(BUZAS EDIT)

A jelenleg alkalmazott klinikai laboratériumi diagnosztikus vizsgéalatok jelentés része antigén-antitest
koélcsénhatason alapul, ez indokolja, hogy ezeket az alapvetd mddszereket sorra vegyik.

A vizsgalatok soran alkalmazott antitestek kereskedelemben hozzaférheték, hasonléan a kémiai
reagensekhez. Antitestek elGallitasara és forgalmazasara szakosodott cégek sora kinalja a kiilénbdzé

specifitdsu poliklonalis €s monoklonalis ellenanyagokat.

2.1. A diagnosztikus célra hasznalt antitestek jellemzbi

A poliklonalis antitestek immunizalt allatok szérumabdl szarmaznak; fajidegen fehérjével tortént
immunizalast kévetéen az immunizalt szervezetben, a vérszérumban nagy mennyiségben vannak
jelen az antigén tébb kiilénbdz6, altalaban konformacids epitdpjaival reagalé antitest molekulak. A
poliklonalis antitestek sokféle B sejt/plazmasejt termékei. A szérumbdl izolalhaté antitestek tébbféle
antitest osztalyba tartoznak, tébbféle affinitas jellemzi Oket, és antigénspecifitasukat illetéen is
heterogének, a kivant specifitas mellett mas antigénekkel is reagalnak. Egyetlen oltast kdvetéen
zdmében IgM tipusu antitestek termel6dnek (primer immunvélasz), mig tébbszoéri ismételt oltast
kovetéen az IgG valik a dominans antitest osztallya a szérumban. A poliklonalis ellenanyagokat
tébbnyire szekunder antitestként alkalmazzuk. Célszerli nagytestl allatokat (sertés, kecske, nyul)
alkalmazni poliklonalis antitestek termelésre, mert igy nagy mennyiségben Aéllithaté el poliklonalis
antitest készitmény a vérszérumbdl. Csak 0Osszehasonlitasképpen: nyudl esetében 15 ml, egér
esetében 0,3 ml, patkany esetében 2 ml, tengerimalac esetén 5 ml, horcsdg esetén 0,3 ml, birka
véreztetésekor 200-600 ml, kecskébdl 150-400 ml, 16bél 500-7000 ml szérum nyerhetf. Az
immunizalandé faj kivalasztasakor tovabbi Iényeges szempont az antigén és az immunizalando
szervezet koOzotti filogenetikai tavolsag. A poliklonalis ellenanyagok el6allitasa viszonylag kis
koltségigényl, és 4-8 hetet vesz igénybe. A leggyakrabban polikondlis ellenanyag termelése céljabdl
immunizalt faj a nyul, melybél vérvételenként kb. 250 mg antitest nyerhet6. A nyudlban termelt
poliklonalis antitestek szekunder antitestekként jol alkalmazhatéak az egér eredeti monoklonalis

antitestekkel egyutt (2.1. abra és 2.1-2. tablazat).
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A poliklonalis antitestek X
kiilonb6zé epitépokat s
ismernek fel \( ’

s

A monoklonalis antitestek @
egyetlen epitépra

specifikusak \\_

%%

2.1. abra: Monoklonalis és polikonalis antitestek

Jelolés Példa Alkalmazas

FITC (fluoreszcein izotiocianat)
PE (fikoertitrin)
Flourokrom Immuncitokémia
rhodamin

Texas voros

Peroxidaz (HRPO) ELISA [kolorimetrias vagy

Enzim kemilumineszcens (CLIA)] és ELISPOT,

Alkalikus foszfataz (ALP) immunoblot

Indirekt immuncitokémia (detektalas

Biotin Biotin avidinnel vagy sterptavidinnel konjugalt
enzimmel)
Aranykolloid Aranykolloid Elektronmikroszkopos immuncitokémia
Radioaktiv jeldlés 125 RIA és IRMA

2.1. tablazat: Az antitestekkel konjugalt néhany gyakori jelz6molekula.
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Enzim

Szubsztrat

Peroxidaz (HRPO)

DAB (diaminobenzidin): barna

AEC (aminoetil-karbazol): voros

True Blue: kék

Luminol: lumineszcens

Alkalikus foszfatat (ALP)

NBT (nitroblue tetrazolium): kék

BCIP (bromo-kloro-indoil foszfat): kék

Dioxietan szarmazékok: lumineszcens

2.2. tablazat: Néhany gyakori enzim-szubsztrat rendszer.

A monoklonalis antitesteket szovettenyésztéi koriilmények kozott, hibridéma technikaval allitjuk eld
tumorsejtek és plazmasejtek szomatikus fazidjaval. A fuzié eredményeképpen létrejott, immortalizalt
hibriddma sejtek mindegyike azonos monoklonalis ellenanyagot termel. A monoklonalis ellenanyagok
el6éallitasa atlag 3-6 honapot vesz igénybe. A kereskedelemben hozzaférhetd monoklonalis antitestek
azonos immunglobulin izotipushoz tartoz6, azonos epitéppal reagalé immunglobulinok, melyeket
szilkség szerinti mennyiségben tud el6allitani a gyartdé cég hibridébma sejtek felhasznalasaval. A
monoklonalis ellenanyagoknak nem csak az az elénye, hogy sziikség szerinti mennyiségben allithatdk
elé, hanem, hogy a termelt immunglobulinok azonosak, és ez kiiléndsen fontos standard klinikai
diagnosztikai tesztek esetében és antitest terapia esetén. A kereskedelemben hozzaférhetd antitestek

hatalmas valasztékat talalhatjuk meg a http://www.antibodyresource.com/onlinecomp.html webcimen,

amelyen keresztul 184 cég teljes antitest valasztékat érhetjuk el.

2.1.1. Alapfogalmak

Antigén-antitest kapcsolat: reverzibilis, nem kovalens kélcsénhatasokon alapul.

Affinitas: az affinitas egyetlen antigén determinans (epitop) és egy antitest egyetlen antigén kétéhelye

kozotti kotberd, mely az epitop és az
antitest kozotti vonzo- illetve taszitderék
Osszege Az affinitds az ekvilibrium
konstans, mely az antigén-antitest reakciét
jellemzi. A legtdbb antitestre nagy antigén
affinitas jellemzé.

Aviditas: a tobb kotéhelyen mért kétéerdk
Osszege, azaz az dsszkotéeré multivalens

antigének és antitestek kozt (2.2. abra).

Monovalens affinitas
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Multivalens
aviditas

2.2. abra: Affinitas és aviditas


http://www.antibodyresource.com/onlinecomp.html

Specificitas: az antitest azon sajatossaga, hogy képes csak egyetlen antigén determinanssal
reagalni. Az antitestek az eltér§ antigéneket 1) azok primer szerkezete 2) izomer formai és 3)
szekunder, valamint tercier szerkezete alapjan képesek megkilénboztetni.

Keresztreaktivitas: egy adott keresztreaktiv antitest egynél tdbb antigénnel képes reagélni. Ennek
oka lehet, hogy a keresztreagald antigén rendelkezik olyan epitéppal, melyhez hasonlé egy masik
antigénben is eléfordul.

Antitest titer: az az utolso higitas, mely mellett még mérhetd az antigén-antitest kélcsénhatas.
Szenzitivitas: az a paraméter, mely kifejezi, hogy a diagnosztikus célra hasznalt antitest mennyire
érzékeny, a betegek hany %-at ismeri fel pozitivként.

Specifitds: az a paraméter, mely kifejezi, hogy a diagnosztikus célra hasznalt antitest az

egészségeseket milyen aranyban ismeri fel negativnak.

2.1.2. Az antitestek jelolési lehetoségei

Ahhoz, hogy az antigén lokalizaciéjat és / vagy mennyiségét meg tudjuk allapitani, az antitesteket
lathatova kell tenniink. Ehhez kiilonb6z6 jelzé (marker) molekulakat hasznalunk (2.3. abra).

enzim : ‘p‘ﬁv ng,i > fluorokrém

&) i
P PO

2.3. abra: Gyakoribb jelz6molekulak

2.2. Modszerek
2.2.1. Aramlasi citometria

Napjainkban a klinikai laboratériumi gyakorlatban az egyik legelterjedtebben alkalmazott, antigén-
antitest kolcsdnhatason alapuld immunoassay. Az aramlasi citometria jelentésége, széleskori
felhasznalhatésaga és a moédszertani komplexitasa miatt kilon fejezet témajat képezi, ezért e helyen
nem foglalkozunk vele bdvebben, jollehet egyértelmiien az immunoassay-k kategdriajaba sorolhaté

modszer.

2.2.2. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A legelterjedtebben alkalmazott, antigén-antitest kdlcsdnhatason alapuld6 nem radioaktiv
immunoassay az ELISA. A mddszerhez 96 (8x12) lyuku polisztirén alapt mianyag lemezeket (ELISA



plate) hasznalunk, melyek elédjének az els6ként a magyar szarmazasu dr. Takatsy Gyula altal 1951-
ben alkalmazott 6 x 12 lyukat tartalmazd mikrotitrator lemez tekinthetd.

Az ELISA lemez lyukainak aljahoz és oldalahoz fehérjéket adszorbealtatunk. Az adszorpciot tébbek
k6zott van der Waals erdk, hidrofdb- és elektrosztatikus kdlcsonhatasok koézvetitik. A lyukak
oldalfalainak szabad fehérjek6td kapacitasat olyan indifferens fehérjével telitjiik, melyek varhatdéan
nem vesznek részt az immunreakcioban, tehat sem olyan antigént, sem olyan antitestet nem
tartalmaznak, mely részt venne az ELISA immunreakcidban. Erre a célra szarvasmarha (bovine)
szérum albumint vagy zselatint alkalmazhatunk.

Az ELISA rendszerben alkalmazott ellenanyagok lehetnek jeldletlenek vagy enzimmel illetbleg
biotinnal konjugaltak. Az antitestek jelolésére leggyakrabban a tormaperoxidaz (horse raddish
peroxidase, HRP) vagy az alkalikus foszfatdz (AP) enzimjeldlést alkalmazzuk. Az enzim (pl. HRP)
onmagaban nem lathatd, azaltal valik lathatova, hogy a H,O, és egy kolorimetrias indikator kozti
elektrontranszfert katalizalja, és az oxidalt kromogén szubsztrat (TMB, DAB, ABTS) szine
megvaltozik. Az atalakitott kromogén mennyisége az abszorpciés maximum érték mellett mért optikai
denzitdas mérésével kovethetd, aranyos az enzim aktivitdssal. Kromogén szubsztratok helyett
alkalmazhatunk fluorogén szubsztratokat is.

Biotin jelzés estében a biotin-avidin illetéleg bitoin-streptavidin nagy affinitast  kélcsénhatast
hasznaljuk ki. A biotin-avidin kdlcsonhatas az egyik legerésebb ismert nem kovalens fehérje ligandum
kapcsolat. A tojasfehérjébdl szarmazé avidin bazikus glikoprotein, mely 30% szekvencia egyezést
mutat a Streptomyces avidnii altal termelt streptavidinnel, de szekunder, tercier és quaterner
szerkezetlk szinte teljesen megegyezik. Mind az avidin, mind a streptavidin tetramer szerkezet,
mindegyik alegység egy biotin megkodtésére képes. Szamos biotin képes egyetlen biotinnal jelzett
fehérjéhez kapcsolddni, és igy a biotinilalt fehérje egyidejlleg tdbb avidinnal is kapcsoldédhat (2.4.
abra). Az avidin nagyobb aviditassal kéti a biotint, mint a streptavidin, de szemben a streptavidinnel az
avidin glikozilalt (ezért kétédik lektinekhez is), pozitiv téltéssel rendelkezik (kétédik pl. a sejtmaghoz),
és hajlamosabb aspecifikus kétédésre.

A mintdkkal &ltalaban 2-3 parhuzamos mérést végzink, és ezek atlagaval szamolunk az értékelésnél.

r

57
avidin. [)———]B biotin 2
streptavidin [DE:]

Streptavidin: nem glikozilalt

szemben az avidinnel, neutralis, enZlm j [: EL'L flurokrom
kevesebb aspecifikus kotédés F E
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2.4. abra: Biotin — avidin rendszer

biotinilalt antitest
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Az ELISA mddszerek harom alaptipusat ismerjik:
1. indirekt ELISA
2. szendvics ELISA
3. kompetitiv ELISA assay

2.2.2.1. Indirekt ELISA reakcio

Az indirekt ELISA reakcié soran az ELISA lemez felszinéhez adszorbealtatunk egy adott fehérjét (pl.
virus antigént), ez a coating. Majd indifferens fehérjével (pl. bovin szérum albumin) blokkoljuk a
lemezt, melyet a bioldgiai mintaval (pl. vérszérum) inkubalunk. Mosast kdvetdéen a biolégiai mintaban
talalhatd primer antitestnek megfelel6 jeldlt szekunder antitesttel (pl. HRP-vel konjugalt anti human
immunglobulinnal) inkubaljuk a lemezt. Ujabb mosast kévetéen H,0, és kromogén hozzaadasat
kovetden a lyukakban létrejott szinreakciot spektrofotométerrel mérjik adott hulldamhosszon. Célszer(
minden lemezen negativ (antitestet biztosan nem tartalmaz6 biolégia mintat) és pozitiv kontrollt
(antitestet biztosan tartalmazé mintat) is tesztelni. Az ELISA lemezen szintén célszerii egy standard
referencia szérum sorozathigitasat is egyutt tesztelni a vizsgalandé mintakkal, hogy kalibraciés gorbét

vehesslnk fel, melyre az ismeretlen mintak abszorbancia értékeit illeszthetjik.

2.2.2.2. Szendvics ELISA

A szendvics ELISA soran a lemez feliletéhez elkapd/elfogdé (capture) antitestet adszorbealtatunk
(coating), majd blokkolast kovetéen a capture antitestnek megfeleld specifitasu antigént (pl. citokint
tartalmazdé vérszérumot) inkubalunk a lemezzel. Moséast kdvetéen azonos antigénspecifiasu, de az
antigén mas epitépjaval reagalé HRP-jeldlt antitesttel inkubaljuk a lyukakat. Majd H,O, és kromogén

hozzaadéas utan a szinreakciét adott hullamhosszon spektrofotométerrel mérjik (2.5. dbra).

Indirekt ELISA |
Antigén |. Antitest Il. Antitest Kromogén
coated well (minta) enzimmel jelslt hozzdadasa
e
blokk moséds § « & moséds § g o @
LR R L STOP :
* mosds A
\Q/
Sandwich ELISA |
Mo;gmggfnis Antigén II: Antitest” Kronjog,én
(minta) enzimmel jelolt hozzdadésa

coated well
P N

blokk 0

|f °f|m“5‘5|m"5\"5‘| SCE &

2.5. abra: Indirekt és szendvics ELISA elve
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2.6. abra: ELISA standard sor

2.2.2.3. Kompetitiv ELISA

Els6 Iépésben a jeldletlen antitesteket elSinkubaljuk az antigént tartalmazd bioldégia mintakkal, majd

miutan lehetéség nyilt antigén-antitest komplexek létrejéttére, az igy elSinkubalt biolégiai mintakat

visszuk fel az antigénnel fedett ELISA lemez felszinére. Minél tébb antigént tartalmaz a biolégia minta,

annal kevesebb antitest molekula maradt szabadon, hogy az ELISA lemezhez adszorbealtatott

antitesthez kapcsolddjék. Az ELISA reakcid befejezéséhez enzimmel (pl. HRP) jelzett masodlagos

antitestet, majd kromogén szubsztratot alkalmazunk (2.7. abra). A kompetitiv eljarasok elénye, hogy

kis mennyiségd, jeldletlen antigén kimutatasara is lehet6séget ad.

Erzékenysége miatt szolubilis fazisban talalhaté kis mennyiségii antigén
kimutatdsahoz hasznaljak. A mintaban jelenlevd ismeretlen mennyiségfi,
oldott antigén hozzakot az ellenanyagokhoz, és igy gatolja

azok kotédését a szilard fazishoz kotott tisztitott antigénhez

100% |- —~ccm-mmmmmmmmmmmemae
90% maximalis

kotédés

Antitest
kotédés

o
X

Novekvé antitest higitas —

!

ALKALMAZOTT ANTITEST HIGITAS

Antigén

2.7. dbra: A kompetitiv ELISA elve
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2.2.2.4. Mire kell figyelniink az ELISA kivitelezése soran? Mi okozhat
problémat?

Pontatlan reakciot eredményezhet, ha nem elégséges a lyukak kimosasa (mosdéfolyadék térfogata
és/vagy az aztatasi id6 elégtelen), ha a lyukakat a mosasi illetéleg inkubacios lépések kdzott nem
sikertl maradéktalanul kiUriteni, ha nem cseréllink pipettahegyet a mintak kdzétt, ha nem végzink
parhuzamos vizsgalatokat, ha nem sikerlll légmentesen lezarni a plate-et az inkubaciés Iépések
soran.

Amennyiben a szinreakcié gyenge vagy egyaltalan nem jon létre, célszerli az antitest konjugatum és a
szubsztrat oldatot 1:1 aranyban egy kilén csbben Osszekeverni, amikor is létre kell jonnie a
szinreakcionak. Tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt antitestek alkalmazasa soran a reakcid
elmaradasanak oka lehet, ha a szubsztrat oldat tarolasara nem soététben kertilt sor, illetéleg, ha az

alkalmazott H,O, oldat régi és részben elbomlott.

C-Anca P-Anca Anti-Cardiolipin IgG
Anti-Cardiolipin IgM

ss/DNA ds/DNA Jo-1

. Histone Complex

Autoimmun
) . Immune Complex
diagnosztika ) o
Anti-Thyroid Microsomal
Anti-Mitochrondrial SSa SSb ANA, SM
Sm/RNP Thyroglobulin Anti Thyroglobulin

Gliadin IgG, IgA, IgM

Androstenedione
FSH, HCG, HGH, LH, Estradiol, Estriol Progesterone 17-OH
Progesterone

Endokrinolégia
Free-Testosterone

Testosterone

Cortisol, TSH, T3, T4, TPA
Mikrobioldgiai Anti-HBsAg; Anti-HCV; Anti-HIV; Anti-HEV IgM; Anti-HAV IgM, IgG;
vizsgalatok Anti-tuberculosis 1gG; Anti-syphilis; anti-EBV; Anti-Rotavirus

AFP, CEA, ferritin
HCG, b-HCG, PAP,
PSA, Free PSA

Tumor

diagnosztika

2.3. tablazat: Példak ELISA alapu diagnosztikus tesztekre

2.2.3. ELFA (Enzyme Linked Immunofluorescent Assay)

Fluorogén szubsztratot (pl. 4 Methyl umbilliferyl phosphate (MUP)) alkalmazé ultraszenzitiv rendszer.
Tekintettel arra, hogy a fluoreszcens molekulak pikomolaris mennyiségben is detektalhatok, ezért

fluorogén szubsztrat alkalmazasaval az immunoassay szenzitivitasa jelentésen megndvelheté (pl.
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rotavirus kimutatds esetén az ELISA szazszorosa). Az ELFA fluoriméterébe kompatibilis SPR-t
helyeziink (solid phase receptacle), mely olyan szolid fazisu, pipettahegyre emlékeztets tartaly,
melynek belsé feliiletéhez a mérendé anyagra specifikus antitestet kotottek. A fluoriméterbe
helyezhetd kazetta elvalasztott rekeszeinek aljaban talalhaté reagenscsik adott poziciéjaban alkalikus
foszfatazzal konjugalt antitest, illetéleg fluorogén szubsztrat talalhaté. Az SPR-en keresztiil a rendszer
felszivja a vizsgalandé mintat, majd pipettahegyszerlien a kazetta Uregeibdl az Ujabb és Ujabb
oldatokat (2. 8. abra).

Antitesttel el6re bevont belsd
feliilet pipettahegy

SPR
. \e\e
\\,b\)\ev
E i )1 KO
. 7= > SPRY)
e BB S \
Z = , ‘ : ’
A 3 minta d » SUBSZTRAT
4 4 Ly L 4 l‘ | “Uo. 5 v
/ & Hog, A4S w7
@ _ plL szérum | | Py o
y s l Ss2, 6
5 _ < 4
Q
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Kazetta, kamréinak aljan beszéritott P BE enzimmel konjugalt antitest
reagenseket tartalmazé reagens csk ugyanazon antigén

masik epitopja ellen

2.8. abra: Az ELFA modszer elve

2.2.4. ELISPOT

Indirekt immunoassay, mely egyedi sejtek &ltal szecernalt molekulak (leggyakrabban citokinek)
kimutatasara alkalmas. A specialis, nitrocelluléz vagy PVDF membran feneki lyukakat tartalmazé 96
lyuka ELISPOT lemezt steril korilmények koézott capture antitestekkel vonjuk be (coating), majd
blokkoljuk a szabad fehérjekoté felszineket indifferens fehérjét (pl. bovin szérum albumint) tartalmazé
pufferrel. Ezt kdvetben ismert szamu él6 sejtet ( limfocitakbdl 1-300 000 sejtet) helyezink el a
lyukakba tapfolyadékban, és a sejteket egy-két napig CO, termosztatban, 37 °C-on tenyésztjik. Majd
kimossuk a sejteket, és az altaluk szecernalt, és a capture antitestek altal megko6tott molekulakat
jelzett detektald antitesttel és oldhatatlan csapadékot ad6 szubsztrattal tessziik lathatéva (2.9. abra).
Kiszaritas utan a lemez lyukainak fenekén lathatd szines spotokat szkennelést kdvetéen képanalizalo
szoftverrel értékeljuk ki.

Igen szenzitiv mdédszer, 1/300 000 arany esetében is lehetéséget a pozitiv sejtek szamanak pontos

meghatarozasara.
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2.9. abra: Az ELISPOT moddszer elve

2.2.5. Immuno blot (Western blot)

A modszer révén egy adott primer antitest segitségével meghatarozhaté egy biolégiai mintaban
talalhaté fehérje relativ mennyisége. Sejt vagy szovet lizatumot / homogenizatumot proteazgatiokat
tartalmaz6 puffer segitségével hozunk létre. A mintdban talalhaté fehérjéket SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel valasztjuk szét kulonb6z6 molekulatdmegli komponensekre. Ezt kdvetéen
atvisszlik (transzferaljuk) nitrocelluléz- vagy PVDF membranra a gél tartalmat ugy, hogy a géllel
megegyez6 pozicidban kerlljenek at a szétvalasztott fehérjék. membranra. A membran szabad
fehérjekotd felszinét indifferens fehérjékkel (pl. sovany tejpor fehérjéivel) blokkoljuk. Majd specifikus
fehérjét kotni képes primer antitesttel inkubaljuk a membrant. Ezt kdvetéen szekunder antitestet
(pontosabban antitest-enzim konjugatumot) alkalmazunk, mely képes a primer antitesthez kétédni. igy

rdmutat arra a helyre, ahova a primer antitest bek6t6détt (2.10-11. abra).
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2.10. abra: A Western blot elve
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2.11. abra: A Western blot Iépései
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Leggyakrabban HRP-vel konjugalt szekunder antitestet alkalmazunk. A HRP katalizalja azt a reakciot,
mely soran a luminol oxidacidja soran 428nm-en fényemisszid torténik, melyet fényérzékeny filmmel
vagy CCD kameraval rogzitink (2.72. abra). Valamely housekeeping gén altal kédolt fehérjére (pl.
béta aktin) standardizalva elemezheték az eredmények, melyek a fehérje relativ mennyisége mellett a

fehérjék molekulatomegére nézve is informaciét szolgaltathatnak.
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jelzett antitest gf .
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f
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2.12. abra: A kemilumineszcencias detektalas elve

2.2.6. Radioaktiv jelolésen alapulé médszerek
2.2.6.1. Radioimmunoassay (RIA)

Igen szenzitiv, specifikus és rendkivil olcs6 mddszer, mely segitségével antigének pl. hormonok
koncentracidja mérhetd6. Hatranya, hogy specialis berendezést (pl. gammaszamlald) igényel, és a
radioaktiv anyag alkalmazasa miatt kilén engedélyhez kotott, valamint fokozott elévigyazatossagot
igényel. Egyik formaja a RAST test (radioallergosorbent test).

125 izotopot. A radioaktiv antigént 0sszekeverjik

Gyakran a fehérjék tirozin aminosavahoz kotunk |
ismert mennyiségi antitesttel. Majd ismeretlen antigén mennyiséget tartalmazé bioldgiai mintat adunk
a rendszerhez, mely esetben a bioldgiai mintaban levé (hideg, jeldletlen) antigén verseng a jeldlt

antigénnel az antitesthez val6 kétédés soran (2.13-14. abra).

radioaktivan jelzett

solid fazis . .
A : radioaktivan jelzett ioh
(cséfelszin) antitestj antitest ant(l,g;r;cer")
T ;
B =\ =
° 125 = M\ o 125)
‘9’ analit
LN
antitest precipitatum
immunoradiometric assay radioimmunoassay
»sandwich” médszer, radioaktivan jelzett antigén
radioaktivan jelzett antitesttel verseng az antitest kotdhelyeiért
a mintdban levé jeléletlen
antigénnel

2.13. abra: Az IRMA és a RIA elve
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2.14. abra: RIA

Az antitesteket megkétni képes S. aureus Protein A sejtfalkivonata (Zysorbin), melynek segitségével
vagy anti-immunoglobulin antitestek alkalmazédsaval az antitestek killepithetdk, elvalaszthaték a

jeldletlen antitestektdl és mérhetdek.

2.2.6.2. Immunoradiometric assay (IRMA)

Ebben a rendszerben polisztirén csdvek belsd fellletéhez kotétt monoklonalis antitesteket

alkalmazunk. A betegek mintait radioaktivan (I'*®

-dal jelolt) antitestekkel inkubaljuk. A mintakban
talalhaté antigénhez egyidejlileg kétédik az immobilizalt (csé falahoz koétott) jeldletlen és az oldatban
talalhatd, radioaktivan jelzett antitest. igy végeredményben szilard fazishoz kétott komplex jon létre. A
le nem kétd8d6 jelzett antitesteket mosassal eltavolitjuk. A csévekben mérheté radiaktivitas aranyos a
betegekbdl szarmazé minta antigéntartalmaval. A kvantitativ kiértékelés ismert mennyiségl antigének

felhasznalasaval készilt standard gorbe segitségével torténik.

2.2.7. Immuncitokémia (Immunhisztokémia)

A moddszer segitségével specifikus fehérjéket mutathatunk ki sejteken / szdveteken belil jelzett
antitestek segitségével. Vizsgalhatunk metszeteket, keneteket és tenyésztett adherens sejteket,

illetéleg sejtszuszpenziét targylemezre centrifugalva (citospin preparatumok).
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Az antigén / antitest kapcsolat lathatéva teheté fluoreszcens festék, fémkolloid, radioaktiv jeldlés vagy
enzim segitségével.

Sejten vagy sejtmagon bellli reakciokhoz az ellenanyag at kell, hogy jusson a biolégiai membranokon.
Permeabilizalas céljabdl detergensek (0.25% Triton X-100 vagy 0.5% saponin) alkalmazasara lehet
szUkség. Aceton, methanol vagy ethanol fixalas esetén tovabbi permeabilizalas nem szikséges.
Triton alkalmazasa kertlendd, ha membran antigéneket szeretnénk kimutatni, mert a Triton
tonkreteszi a membranokat.

Aldehid alapu fixalészerek esetén (pl. formalin) inter- és intramolekularis keresztkotések (metilén
hidak) jonnek létre bizonyos strukturfehériéken belll és fehériék kozott, melyek maszkirozzak a
szbveti antigéneket. Ez a maszkirozé hatas fligg a fixalas idejétél, a hdmérséklettdl, a fixaldszer
koncentracidjatdl, és a keresztkdtéseket kialakitani képes lokalis fehérjék mennyiségétél. A szoveti
antigének demaszkirozasara proteaz emésztés (pl. tripszin) vagy hevités (pl. mikrohulldmu sitében,
révid ideig) alkalmazhatd.

A fagyasztott illetéleg fixalt metszeteket / preparatumok tehat a fentiek alapjan sziikség szerint
permeabilizaljuk, majd az aspecifikus kotéhelyeket blokkoljuk (bovin szérum albuminnal, 1%
zselatinnal vagy 10% normal szérummal, mely a szekunder antitestnek megfelel6 fajbdl szarmazik).
Primer, majd mosasokat kovetéen szekunder antitesttel inkubaljuk a metszeteket. Hattérfestésnek
célszerli a magokat megfesteni (pl. 0.1-1 pg/ml Hoechst vagy DAPI (DNS festékkel). Aspecifikus
fest6dés johet létre hidroféb vagy elektrosztatikus kolcsonhatasok koévetkeztében. Az aspecifikus
fest6dés tobbnyire egyenletes, és csokkenthetd normal szérummal térténé elbinkubacioval. Szamos
szovet endogén peroxidaz aktivitassal rendelkezik. A metszet H?O%vel valé elSkezelése (a primer
antitest alkalmazasa el6tt) segit kikiisz6bdIni az endogén peroxidaz aktivitast. Az ugyancsak szamos
szbvetre jellemz6 endogén alkalikus foszfatdz aktivitas levamisole-lal torténd el6kezeléssel
eliminalhaté. Bizonyos szovetek (pl. maj és vese) endogén biotint tartalmaznak, ezért esetikben

konjugalatlan avidinnel térténé el8kezelést célszerl alkalmaznunk.

2.2.7.1. Direkt moédszer

Egyetlen lépésben jeldlt antitesttel (pl. FITC jelzett antitesttel) inkubaljuk a mintat. Gyors, révid,

specifikus médszer, de kevéssé szenzitiv.

2.2.7.2. Indirekt moédszer

Jeldletlen primer antitest képezi az elsd réteget, ez az antitest reagél a szdveti antigénnel. Ezt
kovetben egy jeldlt masodlagos antitest (masodik réteg) kertl felhasznalasra. Ez az antitest reagal a
primer antitest fajanak immunglobulinjaval. Ez a mddszer szenzitivebb (a jel amplifikalédik, hiszen
szamos szekunder antitest molekula reagal a primer antitest kilonbdzd epitépjaival). A miatt is
gazdasagos, hogy egyetlen jeldlt szekunder antitest hasznélhaté sok kulénbdz6 primer antitest esetén
masodik rétegként’. Immunfluoreszcens jeldlés soran a jeldld fluoreszcens molekula FITC, rhodamin

vagy Texas voros, az immunenzimatikus jel6lés soran peroxidaz vagy alkalikus foszfataz (2.15. abra).
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2.15. abra: Az immuncitokémia elve

2.2.7.3. Kontrollok

Pozitiv kontrollt alkalmazunk annak megitélésére, hogy a protokoll maga mikddik-e. Olyan szovetet
célszer( alkalmaznunk, mely esetében a reakcionak ismert médon mikdodnie kell.

Negativ kontroll: az antitest specifitasanak megitélésére alkalmazandé. Kihagyhatjuk a primer
antitestet, illetéleg azonos fajbdl szarmazé izotipus kontroll antitesttel vagy normal szérummal
helyettesithetjik.

Uj antitestek alkalmazéasa esetén a primer antitestnek tisztitott antigénnel térténd elinkubacidjaval

(kimerités) gatolni kell a reakciot.

2.2.7.4. PAP Method (peroxidase anti-peroxidase médszer)

Indirekt technika, melyben 3 ,réteg” szerepel: jeldletlen primer antitest, jeldletlen szekunder antitest,
mely egyrészt reagal a primer antitesttel, masrészt hidat képez (reagal) a harmadik ,réteggel”: ez
stabil peroxidaz anti-peroxidaz komplex. A szenzitivitasa kb. 100-1000x nagyobb, mert a peroxidaz
immunoldgiailag és nem kémiailag ko6tétt, igy joval nagyobb primer antitest higitast alkalmazhatunk,

csOkkentve az aspecifikus kotédést.

2.2.7.5. Avidin-Biotin Complex (ABC) moédszer

Ebben a médszerben is harom ,réteg” szerepel. Az els6 ,réteg” jeldletlen primer antitest. A masodik
.rétegben” biotinilalt szekunder antitest talalhatd, mig a harmadik ,réteg” avidin-biotin peroxidaz

komplexet tartalmaz.

2.2.7.6. Fluoreszcencia mikroszkop és lézer konfokalis mikroszkopia

A fluoreszcens (immuncitokémiai) mintak vizualizalasahoz fluoreszcens mikroszkép szikséges.
A fluoreszcencia mikroszkopban a megvilagitd rendszerbdl érkezd kisebb hulldmhosszusagu

gerjeszté fényt (altalaban UV, mely karositana a szemet) az objektiv és az okular k6zé helyezett
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szinsz(r§ elnyeli, a megfigyeld szemét vagy a fényérzékeny filmet csak a minta altal kibocsatott
hosszabb hullamhosszisagu fény éri el. Ezzel lathatova tehetbk a preparatumban lévé fluoreszkald
strukturak.

Ez a fluoreszcencia szarmazhat természetes sejtkomponensekbdl (autofluoreszcencia, pl. A vitamin)
vagy fluorokromokkal (fluoreszkalé festékkel) megfestett sejtalkotokbdl (lasd fent). Egyes
fluorokrémok valtoztatjak a kibocsatott fény hullamhosszat (szinét) a pH vagy a Ca’" koncentracio
fliggvényében. Ezek felnasznalhatok a sejten beliili pH vagy Ca*™ koncentracié mérésére.

Szintén fluoreszcens optikaval van felszerelve a lézer konfokalis mikroszkép (LCM). Ebben az
eszkdzben egy nagyon vékony lézer nyaldb pasztazza végig a mintat. A Iézer sugar fokuszpontja a
minta mélységében is valtoztathatd, a preparatum rétegeirdl nyert informacié szamitégépben tarolhaté
és Osszesithetd (2.16. &bra). igy vastagabb mintak is vizsgalhatok a harmadik dimenzio
informacidinak elvesztése nélkil. A szamitégép altal rekonstrualt kép tv monitoron jelenik meg. Ezzel

a moédszerrel helyettesithet6é az igen id6- és munkaigényes sorozatmetszés és 3D-rekonstrukcié.

anti-tubulin
mitotikus sejt

PMT detektor|

apert(ira |

lézer

fokuszsik — _ leképzett
] térfogat

Konvencionalis fluoreszcens
dikroikus tiikér | mikroszképos kép

z-kontroll

fokuszsik — J - leképzett
térfogat

Konfokélis mikroszképos kép

2.16. abra: A lézer konfokalis mikroszkop miikddéséenk elve

2.2.8. Lateral flow tesztek

Napjainkban mind szélesebb korben alkalmazott egylépcsés immunkromatografias immunoassay /
immunkromatografias modszeren alapuld gyorstesztek. Elballitasuk olcso, kivitelezésik perceket vesz
igénybe (szemben a hagyomanyos assay-k 6rakban mérhetd idejével), nem igényelnek szakértelmet,
otthon is elvégezhetbk, az eredmények kdnnyen archivalhatok.

Az alaptechnoldgiat az 1960-as években fejlesztették ki, de az elsé lateral flow alapu terhességi teszt
csak 1988-ban kertlt kereskedelemi forgalomba. Az6ta a lateral flow teszteket igen széleskdrben

alkalmazzak klinikai, allatgyogyaszati, mezégazdasagi, élelmiszeripari és kérnyezetvédelmi célra.
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A moddszer elve, hogy a biolégiai mintaba martott tesztcsikban kapillaritas elve alapjan vandorol a

folyadék. Szinezett, a keresett antigénre specifikus antitesttel fedett mikroszemcsékkel (pl. latex)

keveredik a minta, a benne talalhatdé antigén hozzakotédik a szines mikroszemcsékhez, és vandorol a

tesztcsik mentén (2.17-18. abra).
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2.17. abra: Antitesttel fedett latex gyongy
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2.18. abra: A lateral flow teszt elve

A tesztcsik adott pozicidjaban a csik felszinéhez az adott antigén egy masik epitdpjara specifikus

antitestet szaritottak. Itt tehat a szinezett szemcsék dsszegyliinek, amennyiben a biolégiai mintaban

jelen van a kérdéses antigén (pl. anti-hCG-t, LH-t vagy HIV-et). A tovabbvandorl6 szinezett szemcsék

a tesztcsik mentén még egy helyen d6sszegylilnek, ebben a pozicidban egy anti-immunoglobulint

szaritottak a felszinre, ez tehat minden mikroszemcsét megkot tekintet nélkil arra, hogy annak

felszinéhez antigén kapcsolddott-e. Ez a kirajzoléd6 masodik szines csik tehat a teszt belsé kontrollja.
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A tejesség igénye nélkil néhany kereskedelmi forgalomban elérheté lateral flow teszt: H. pylori I9G, H
pylori antigén (székletbdl), terhességi teszt, rotavirus, adenovirus, RSV, széklet hemoglobin,

Sterptococcus, morfin, E. coli O157.

2.2.8.1. Multiplex immunoassay rendszerek

A kozelmultban mind elterjedtebbé valt a multiplex immunoassay-k alkalmazasa.
A multiplex rendszerek elényei a kovetkezékben foglalhatok 6ssze:
1. nagy atereszt6képesseégli vizsgalati rendszereket jelentenek
2. alkalmazasuk esetén kisebb térfogatd mintara van sziikség
3. id6 és koltséghatékony rendszerek
4. lehetdséget nyujtanak arra, hogy egy adott molekula szintjét tdbb masikéval egyutt mérjuk
5. lehet6séget teremtenek arra, hogy kilénb6zd fehérjéket széles dinamikus tartomanyban

mérjunk

Kereskedelmi forgalomban vannak olyan multiplex rendszerek (pl. Proteome Profiler Arrays),
melyekben membranokra duplikatumban elére felvittek gondosan kivalasztott specifitasi elfogé
(capture) antitesteket. Ezek a rendszerek kemilumineszcens kimutatasi elven alapulva mikddnek.

Léteznek 96 ,Antibody Array” rendszerek, mely esetében 96 Ilyuku microplate alapu rendszerben
tébbféle molekula parhuzamos kimutatasara nyilik lehetéség (Mosaic™ ELISAs). A mozaik ELISA
rendszerek esetében a 96 lyuku lemezek egy-egy lyukanak fenekére akar 8-16 antitestet is kéthetlink
egy-egy kicsi foltszer(i pozicidban. Arra is van méd, hogy 384 lyuku lemez formatumban, egy-egy
lyukban akar 25 kilénbdzd capture antitest foltszerl felvitele utan végezzink vizsgalatot. Minden
egyes folt kulénbdzd capture antitestet vagy fehérje populaciot képvisel. Ezekben a rendszerekben is
kemilumineszcens jel detektalasara kerul sor, és a digitélis kameraval régzitett kemilumineszcens kép

alapjan torténik a kiértékelés.

2.3. Az alkalmazandé immunoassay kivalasztasanak szempontjai

1. A legegyszerlibb és legolcsébb vizsgalat a lateral flow gyorstesztekkel végezhetd.
Amennyiben beszerezheté a vizsgalni kivant molekulakra specifikus, pl. terhesség vagy
fert6zések kimutatasara szolgalé gyorsteszt, percek alatt, szakképzettség nélkil kaphatunk
valaszt igen-nem tipusu kérdésekre.

2. Amennyiben szérumban vagy vérplazmaban talalhaté antitestek vagy antigének szintjét
kivanjuk meghatarozni, de kereskedelmi forgalomban levé gyorsteszt nem all rendelkezésre,
az ugyancsak viszonylag egyszer( és olcsé ELISA reakci6 az elsédleges valasztas. Szikség
lehet az antitestek (és antitest izotipusok) szintienek meghatarozasara immundeficiencia
gyanuja esetén, fertézéses allapotokban, allergias és autoimmun megbetegedésekben. E
mellett antitestszint méréssel kovethetjilk nyomon az immunszuppressziot. Osszeallithatunk
magunk ,hazilagosan” is ELISA rendszert, ebben az esetben kilén be kell szereznlnk a plate-

eket, az antigént, a szekunder antitest konjugatumot, valamint pozitiv és negativ kontroll
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szérumot vagy plazmat a vizsgdland6 mintdk mellett. Joéval koltségesebb, ha
kereskedelemben hozzaférheté ELISA kit-et valasztunk. Ebben az esetben ugyanakkor
standard és optimalizalt ELISA reakciokat végezhetiink a gyarté altal javasolt protokoll
alapjan. Rutin diagnosztikus tesztként a kereskedelmi kitek alkalmazasa garantalja a standard
és reprodukalhaté méréseket.

Amennyiben az ELISA érzékenysége nem elegendd, a RIA valasztandé modszer (pl.
hormonszintek meghatarozasara). A RIA viszonylag olcsé eljards, de az alkalmazott
radioaktiv anyagok miatt elévigyazatossagot és specialis miiszer hatteret (gamma-szamlalo)
igényel.

Autoimmun diagnosztikaban elengedhetetlen az indirekt immuncitokémia alkalmazasa
antinuklearis, szervspecifikus autoantitestek vagy pl. ANCA (anti neutrophil cytoplasmaticus
antitest) kimutatasara.

Amennyiben sejtszuszpenziok sejtjeit szeretnénk mérni az aramlasi citometriat alkalmazzuk.
Rutinban sejtfelszini antigének (CD antigének) azonositasa alapjan limfocita alpopulacidkat
azonosithatunk. A mddszerrel kuldn fejezet foglalkozik.

A Western bolt vizsgalatokat id6 és munkaigényes voltuk miatt rutinvizsgalatok céljara nem
alkalmazzuk, kiegészité/diagndzist megerdsitd tesztként illetéleg kutatasi célra alkalmazzuk.
ELFA rendszert laboratériumi rutindiagnosztikaban alkalmazzak (egyeteminkén is).
Erzékeny, standard technika, mely azonban specialis miiszer hatteret igényel.

Az ELISPOT vizsgalatok alkalmazasa a fenti modszerekhez képest viszonylag kevéssé
elterjedt. Bizonyos molekulakat (elsésorban citokineket) szecernald sejtek szamanak
meghatarozasaval elsésorban cellularis immunoldgiai vizsgalatokra alkalmazhaté. Kutatasi
célu felhasznalasa soran fert6zéses, tumoros, allergias és autoimmun allapotokban
detektalhatjuk az ELISPOT rendszer alkalmazasaval a specifikus immunvalaszt. Az ELISPOT
igen fontos alkalmazasi terillete a vakcinafejlesztés soran (virus illetéleg tumor elleni vakcina
tesztelése), illetbleg a T sejt reaktivitas monitorozasa specifikus immunterapia soran.

A multiplex vizsgalatok — annak ellenére, hogy viszonylagosan gazdasagos mérési
lehet6séget kinalnak nagyszamu paraméter egyidejlleg t6rténd meghatarozasara -
Osszességlkben mégis igen magas koltségigényliek, ezért jelenleg els6sorban az

alapkutatasban alkalmazzuk &ket.

2.4. Feladatok

2.4.1.1. Lateral flow assay

1)

2)

Ismeretlen vizelet mintdkbdl hatdrozzak meg kereskedelmi forgalomban kaphato lateral flow
assay segitségével, hogy melyik szarmazik terhes nétél!

A 2.3. tablazatbdl valassza ki, hogy min alapszik ez az eljaras!
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2.4.1.2. Indirekt immuncitokémiai preparatum tanulmanyozasa

3) Figyelje meg fénymikroszkoppal az inzulin tartalmu sejteket a hasnyalmirigy metszetében!

Az eljarashoz human hasnyalmirigy paraffinba agyazott metszeteit hasznaltuk. A paraffin kioldasa
utan a metszeteket (egérben termelt) human inzulin ellenes antitestekkel inkubaltuk. A pufferoldatban
torténd mosast kdvetden biotin jeldlt (I6ban termelt) szekunder ellenanyagot hasznaltunk. Mosas utan
a szendvics negyedik tagjaként a metszeteket sztreptavidin-peroxidaz konjugatummal kezeltik. (A
szendvics tagjai: antigén, primer antitest, biotin jeldlt szekunder antitest, sztreptavidin-peroxidaz
konjugatum). Ezt kdvetéen a peroxidaz enzim aktivitasat lila szin(i csapadék formajaban hivtuk elé.
Hattérfestésként a sejtek magjait metilzdlddel festettik meg.

Az indirekt immunreakcié eredménye:

A hasnyalmirigy Langerhans szigeteinek béta-sejt csoportjai lila szinliek (2.19. &bra). A festédés a

citoplazmaban kis szemcsék (szekrécios granulumok) formajaban lathato.

masodlagos antitest
peroxidaz enzimmel jelolt

egér ellenes antitest (16)
elsédleges antitest

anti-human inzulin (egér)
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2.19. abra: Az indirekt immuncitokémia elve és alkalmazasa a hasnyalmirigy inzulint termel&
sejtjeinek a kimutatasara

43



3. ANTITEST-ANTIGEN KOLCSONHATASON ALAPULO

MODSZEREK II.: IMMUNSZEROLOGIA
(FALUS ANDRAS, NAGY GYORGY)

A szeroldgia eredetileg a vérszérum vizsgalatat, annak modszereit jelentette. Ma mar kicsit szélesebb
értelemben hasznaljak ezt az elnevezést, hiszen hasonldé moddszerek alkalmazhatdék egyéb
testfolyadékok (vizelet, liquor) analizisére is. Az oldott fehérjék vizsgalatara szolgalé néhdny modszert

(ELISA, RIA, immunoblot) az el6z8 fejezetben targyaltunk.

3.1. Immunkomplex és immunprecipitatum

Az antigének nagy része jelentds szamu kulénb6z6 antigén determinanssal rendelkezik, tovabba az
antitestek egy része (kiléndsen a pentamer IgM) egyszerre tébb antigénhez is koétédhet. igy
antigéneket és antitesteket tartalmazé immunkomplexek allhatnak 6ssze. Clemens von Pirquet és
Schick Béla irta le elsé alkalommal (1906-ban), hogy gyermekek immunizalasa léban termeltetett
diftéria antiszérummal az immunizalast koévetd 7-14 napon nagy mennyiségl immunkomplex
megjelenésével jaré un. szérumbetegséghez vezet', Pirquet és Schick feltételezték, hogy a
betegséget a gyermekekben a loszérum ellen termel6d6 antitestek okozzak, oly mdédon, hogy az
antitestek az altaluk felismert antigénekkel immunkomplexet alkotva kildnb6z6 szervekben
lerakddnak. Evtizedekkel késébb Gertmuth és Dixon a szérumbetegséget nyulban vizsgalva igazolta
Pirquet és Schick hipotézisének helyességét. Gertmuth és Dixon kisérletei soran nyulak idegen
eredetll, példaul szarvasmarha szérumot kaptak. Az idegen eredetl antigének szintje folyamatosan
csokkent, majd 10-12 nappal a szérum beadasat kdvetden igen gyors antigén csokkenést mértek.
Ezzel egy id6ben a nyulakban az idegen eredetli antigének ellen antitestek termelédnek,
immunkomplexek alakulnak ki, amelyek kilénb6z8 szervekben, példaul a vesében lerakddtak. Az
immunkomplex szint csokkenéssel a tlinetek megsziinnek, Ujabb idegen fehérje expozicidval
ismételten indukalhatd a betegség. Ha mérjik az allatokban az idegen antigén, antitest és
immunkomplex szintet, a betegség harom szakaszat kulonithetjik el: kezdeti antigén tulsuly,
equivalencia és antitest tulsuly. Az elsd szakaszban kevés immunkomplex képzédik antitestek
hianyaban, a masodik szakaszban kevés a szabad antigén, vagy antitest és magas immunkomplex
szint mérhetd, mig a harmadik szakaszban nagyméretli immunkomplexek képz8dnek folyamatosan
csokkené mennyiségben, majd az immunkomplexek eltlinnek a keringésbél. Az immunkomplexek
proinflammatdrikus hatasa jelentds részben komplementaktivalé képességiuk kovetkezménye.
Kisérletesen indukalt szérumbetegségben a C3 és C4 komplement proteinek szintje a komplement

aktivacidval parhuzamosan csokken.

! Schick Béla magyar szarmazasu gyermekgyogyasz, Balatonboglaron sziiletett, Ausztriaban nétt fel és a Mounth Sinai
Korhazban dolgozott New Yorkban.
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A szérumbetegség emberben Schick és Pirquet eredeti medfigyelései szerint tobbnyire lazzal,
lymphadenopathiaval, polyarthritissel, proteinuriaval és utrcicariaval jar. 7-14 nap alatt az antigén
koncentracié csokkenés és az antitest koncentracio-névekedés az immunkomplex képz&déshez
optimalis mennyiségli antigén / antitest aranyhoz vezet, ezért alakul ki ebben az idészakban a
betegség. Az immunkomplexek az antigének és antitestek oldhaté komplexei és mennyiségik
fligg a rendelkezésre allé antigének és antitestek aranyatél. Az ellenanyag, vagy az antigén
mennyiségének ndvelésével (ellenanyagtulsuly, antigéntulsuly) az immunkomplexek mennyisége
csokken (3.7 abra).

: ellenanyagtalsaly | EKVIVALENCIA ! antigéntalsaly
Sle] A
csapadék p :
A |
)
TN
kevés
csapadék
sok a antigéntdlsaly
csapadék
9 i’/
N7
I o
kevés :
csapadék 1 1 >

novekvé ellenanyag mennyiség

3.1. dbra: Az immunkomplex-képz6dés koncentracioviszonyai

Az immunkomplex képz&édést befolyasolja a pH, hdémérséklet, sdkoncentracié, az antitetsek
szerkezete (monomer, dimer, pentamer). Az immunkomplexek kicsapédasa precipitaciohoz vezet,

mely szabad szemmel is lathato. A

antigén

precipitatum oldhatatlan csapadék. \_ 4  antitest
Sejtekkel  Gsszemérhet méreti agglutinacié \,‘//‘:\/(Q//
antigének Osszekapcsolodasat 2 aﬁ 76 o,;\ '
agglutinacionak nevezzik (3.2. /}/_‘\—0 i
abray). ”r f

3 precipitacio,
3.2 abra: immunkomplex képzédés
Agglutinacié és precipitacio
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Antigén, antitest kdtés gyors és reverzibilis reakcid, melyet nem kovalens kapcsolatok hoznak létre,
igy ionos kotés, van der Waals kotés és hidrogénhid (3.3. abra). Szamos, a napi gyakorlatban és a

kutatasban alkalmazott médszer alapul antigén / antitest reakcion.

antigén antitest
NH,
—CH, —OH **» O =C — CH,— CH ,— hidrogén kotés
~-CH, —CH, ~“NH3* “O :
( CH CH 10Nos >
= kotés
—CH,
N y ; 5
=Gl hidroféb
CH; CH; kolcsonhatasok

CH;— CH— CH,
van der Waals

-CH—CH;3 CH;— CH kolcsonhatas
|
CH CH
O
7 : 5
CH, C % H:N CH» jonos kotes
\

3.3 abra: Antigén és antitest kozotti kémiai interakciok

Az immunkomplexek biolégiai hatasait megszabja, hogy milyen affinitassal koétédnek sejtfelszini
receptorokhoz (példaul Fcy receptorral rendelkezd fagocitakhoz), milyen mértékben rakdédnak le
szervekben, szdvetekben (pozitiv téltésli immunkomplexek nagyobb valészinliséggel rakdédnak le a
glomerolusokban) és mennyire hatékonyan aktivaljak a komplementrendszert. A komplementrendszer
a természetes immunrendszer részét képezd, kaszkadszerlien aktivalédo, hdére igen érzékeny
enzimrendszer (lasd a komplement rendszerrdl sz6l6 4. fejezetet is).

Az immunkomplexek eltavolitasaban jelent6s szerepet jatszanak a vordsvértestek felszinén 1évd
komplement receptorok. Amint emlitettik, az immunkomplexek komplementet aktivalnak és igy
gyakran komplement komponenseket is tartalmaznak. A vérosvértestek felszinén I1évé CR1 receptorok
megkotik a C3b, C4b komplement proteineket tartalmazé immunkomplexeket, majd a majon athaladva
az immunkomplexek a Kupffer sejtek Fc receptorara kerilnek, hiszen ezek a receptorok nagyobb
affinitdssal kotik az immunkomplexeket, mint a CR1 receptor. Az immunkomplexek atadasa nem jar a
vorosvértestek karosodasaval, igy a szabadda valé kétéhelyeken ujabb immunkomplexeket tudnak
megOtni és a majba szallitani.

Egyes autoimmun betegségekre is komplement eltérések jellemzbek, kulonésen szisztémas lupus
erythematosusban (SLE) van kozponti szerepe a komplementrendszer aktivacidjanak. Az SLE
szisztémas autoimmun korkép, kuléndsen jellemzd ebben a betegségben az autoantitestek széles
spektruma, ezek koéziul a sejtmag alkotdk ellen termel6dd antitestek (anti DNS, ANA) a betegség
diagnoézisanak felallitdsdban is fontos. Az SLE szinte minden szervet megbetegithet, klinikailag

legfontosabb a vese és kézponti idegrendszeri érintettség (3.4. abra).
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FZ;’ kozponti idegrendszer

4 bér (jellegzetes ,pillangé” az arcon)

£ 'RV pleura, pericardium
XY
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szervet veszélyeztetheti altalaban enyhébb tiinetek

3.4 abra: Az SLE

A Kkil6nbdzb6 szervekben lerak6dd immunkomplexeknek alapvetd szerepik van a betegség
patogenézisében, az SLE az immunkomplex betegségek prototipusa. SLE-ben jellemzb a C3 és C4
komplement komponens alacsony szintie a fokozott komplement aktivacié miatt, tovabba a
komplement aktivacié soran keletkez6 komplement fragmentumok, hasitasi termékek szintje is
magasabb SLE-ben (pl. C4a, szolubilis terminalis komplex). A keringéd immunkomplexek szintje
magas SLE-ben (ebben fontos szerepe van a termel6d6 autoantitesteknek), fokozott a klasszikus és
az alternativ Gt aktivacid mértéke is. SLE-ben folyamatosan fokozott immunkomplex képz&dés
mérheté a betegek nagy részében, ez korrelal a komplement aktivacioval, de fliggetlen a betegség
klinikai aktivitasatdl. A fent emlitett CR1 receptorok alacsonyabb szintjének szerepe lehet az SLE
patomechanizmusaban. Ritka betegség a teljes C1q hiany, ez 90 szazalékos valészinliséggel SLE-
hez vezet. A C2 és C4 faktor hidnya gyakoribb, az esetek 33-75 szazalékaban ezek is SLE-hez
vezethetnek. Az immunkomplexek a keringésbél f6ként a monocitdkon talalhaté Fc receptorokhoz
kotédve Urilnek ki. A gyengébb immunkomplex koétédést eredményezé immunkomplex

polimorfizmusok (pl. FcyRIl és FcyRIll receptor polimorfizmusok) hajlamosithatnak SLE-re (3.5. bra).

immunkomplex komplement klasszikus Gt aktivacié

FcyRlla 131aa hisztidin/arginin
IlgG2 kotés gyengébb - IC clearance

lupus nephritis antitest )

._._.{w/ -
FcyRllla 176aa valin/fenilalanin ti receptor
IgGl, 1gG3 - IC clearance — "| S

lupus nephritis effektor sejt

3.5. abra: Az immunkomplexek komplement aktivacidjat befolyasolé genetikai polimorfizmusok
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Béta laktam  antibiotikumok, szulfonamidok, tiazid diuretikumok szintén vezethetnek
szérumbetegséghez. Fokozott immunkomplex képz&déshez jellemzd szamos mas immunmedialt
kérképre is, igy cryoglobulinemiaban, rheumatoid arthritisben, vagy leukocitoklasztikus vasculitisben.

Immunkomplexek mérésére szamos maddszert dolgoztak ki, de még nem all rendelkezéstinkre olyan
megbizhaté mddszer, amivel a kilénb6zé méretli és dsszetételli immunkomplexek szintjét pontosan
meérni  lehetne. Immunszuppresszié (szteroid kezelés) tobbnyire hatékony immunkomplex

betegségekben.

3.2. Kéetdimenzios immundiffuzio

Kétdimenziés egyszeri immundiff(zié Kétdimenzidés kettés immundiffizid
Mancini mddszer Ouchterlony médszer

mi [ta r:ilv;a

minta

agar6z gélbe keverve van az antigén / ellenanyag agar6z gél, a mintat (ellenanyag /antigén) kozépre

meghatdrozandé ellenanyagot /antigént vissziik fel és koriilete korbe a lyukakba kiilonb6z6
az agarba vajt lyukakban vissziik fel antigént / ellenanyagot, vagy ugyanazon

antigént / ellenanyagot kiilonb6zé koncentraciéban
az antigén és az ellenenanyag taldlkozasa
precipitaciés iv kialakuldsat eredményezi

OAD DA® Ox®
A

anti-1-At anti-1,2-At anti-1,2,3-At

e ® o

Il o

antigén koncentracié

c00 OO

precipitaciés gyiirti atmérsje

Az antigén koncentracié és a precipitdciés gyiri Az antigént tartalmazé lyuktél egyenld tavolsdgra elhelyezett
méretének kapcsolata. A nagyobb koncentréciéja ellenanyagok kiilonb6zé koncentraciéban. Az antigén és az

antigén a lyuktél messzebbre véndorolva éri el ellenananyag taldlkozasa precipitaciés iv kialakuldsat eredményezi,
azt az egyens(lyi allapotot, ahol a megfeleld ebbdl az ellenanyag koncentraciéra kovetkeztethetiink. Forditva,
ellenanyag-mennyiséggel precipitdtumot képez. az antigén koncentrdcié meghatadrozasara is alkalmas a médszer.

3.6 abra: Immundiffuzio

Mindkét modszer az antigén-antitest agargélben torténd precipitacids reakciojan alapul.
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Radialis immundiffaizié soran (Mancini moédszer) az antitest oldatot meleg (de nem forrd) folyékony
agaréz gélbe keverik, majd ezt Ontik targylemezre és hagyjak megszilardulni. Az agaréz gélbe
lyukakat vagunk és az antigén oldatokat ezekbe a lyukakba pipettazzuk. Nedves kamraban két-harom
napig hagyjuk diffundalni (amig az antigén antitest egyensuly kialakul és precipitatum képz&dik.
Ezutan fixalas, szaritas és festés (pl. Coomassie) kovetkezik. Minél tébb az antigén, annal nagyobb
korben diffundal szét az oldata a precipitatum kialakulasaig, tehat a kor terlilete aranyos lesz az
antigén koncentracioval (3.6. abra) Antitest koncentraciét lehet igy méri, ha az agaréz gélbe
immunglobulin ellenes antitesteket keverunk.

A kétdimenzios kettés immundiffazié soran (Ouchterlony moédszer) agaréz gélbe lyukakat vagunk,
egy lyukat az antigénnek és tobb ettél a lyuktdl egyenlé tavolsagra lévéket az antitesteknek (vagy
forditva). Példaul az antigént a centralis lyukba, mig az ismeretlen antitest mennyiséget tartalmazé
vizsgalandd mintat felezd higitasban a koriv mentén elhelyezkedd lyukakba ontik. Inkubaciét, fixalast,

Precipitacios titernek nevezziik azt a legnagyobb antitest-higitast, amely még precipitacioét hoz létre.

3.3. Szérum elektroforeézis

A klinikai napi gyakorlat részét képezi a szérum Osszfehérje meghatarozas. Egészséges felnétt
szérumanak o6sszfehérje tartalma 60-80 g/l, ennek legnagyobb része (35-50g/l) albumin. Ha az
Osszfehérje szint 60 g/l alatti, vagy 80 g/l folotti értéket mutat, szérumfehérje elektroforézist kell
végezni a fehérje tartalom pontosabb azonositasara. A szérum eletroforézis a fehériék azon
tulajdonsagan alapul, hogy elektromos térben toltésiik és méretilk szerint vandorolnak. igy a fehérjék
elektroforetikus mobilitasuknak megfeleléen szétvalnak. Ezt kdvetéen fehérjefestési mddszerekkel (pl.
Coomassie Brilliant Blue) a kulénb6zd mobilitasu fehérjék lathatéva tehetSek. Leggyorsabban
vandorol elektromos térben a (tiroid hormonkété) prealbumin frakcid, mig a leglassabb az
immunglobulin frakcié vandorlasa. A

prealbumin frakcié nagyon halvany, normal szérum, elektroferotikus mintazat

L, A i . és denzitometrias diagram
az abrakon nem lathaté. Igy

elektroforézis  soran  elkdlundlé
frakciok albumin, alfa globulinok (pl. .’
coruloplazmin,  alfa-1-antitripszin, (|

Iiporoteinek), béta glObUlinOk (p| [ A szérum ELFO-t Altaldban

enyhén alkalikus kozegben

transzferrin és beta-2- mikroglobulin) (OH:B.6) vé ik
pH:8,6) vegezziik.

és gamma globulinok : s =
. lobulinok A albumin u’l a2 B1,2 ','T Ezen a pH-an a legtobb
(|mmungo ulind ) z j_’I E ﬁ l‘ = fehérje a pozitiv elektréda
elektoforetogrammokat az jobb és S £ ESEE ¥ felé mozdul el.
S 23588 =
qvantitativ  kiértékelhetéség miatt 2 Egpsl 2
. (1 s . € g88f v
denzitometraljak (3.7. abra). §3EE g
3 £ E
o E

3.7. abra: Szérum elektroforézis
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Az albumin szint csékkenésének hatterében allhat nephrosis szindréma, majbetegség, vagy kronikus
gyulladasos betegség. Az alfa és béta globulinok mennyiségének eltérése szintén jelenthet
betegséget. Poliklonalis gammopatiak esetében a gamma-globulinok relativ arany megndvekszik,
kiemelkedd hegyes csucs (M-spike) nélkill. Kréonikus majbetegségben nem gamma-globulinok
mennyisége tobb, hanem az egyéb plazma fehérjék termelédnek kisebb mennyiségben. A gamma-
globulink ténylegesen emelkedettek lehetnek krénikus gyulladas (SBE: subacute bacterial
endocarditis, fert6zés (pl. AIDS) esetén vagy autoimmun betegségekben.

Monoklonalis gamma globulin szaporulat tarsulhat malignus haematolégiai betegségekhez. igy
példaul myeloma multiplexben egy malignus B limfocita klon proliferaciéja azonos immunglobulin
lancok termeléséhez vezet. Ennek kovetkeztében magas szérum Osszefehérje szintet mérink,
gyakran normal tartomanyba es6 albuminszint mellett. Myeloma multiplexben vérosvértest sullyedés
jelentésen gyorsult (jellemzéen 100mm/éra folotti érték), ugyanakkor a gyulladast jelzé CRP értéke a
normal tartomanyban van az esetek jelentés részében. Magas slillyedés és dsszfehérje mellett normal
CRP szint esetén myeloma multiplexre gondolni kell. Ebben a kérképben a gyorsult sillyedés oka
nem a gyulladas, hanem a termel6dé monoklonalis immunglobulin, amely a vordsvértest sillyedést
befolyasolja. Hegyes csucs (M-spike) a gamma régidban monoklonalis gammopatiara utalhat, gyakran

plazma sejtes myeloma okozza. A tdbbi gamma fehérje és albumin altalaban csokkent (3.8. abra).
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3.8. abra: A szérum elektroforetogram maodosulasai kilénb6z6 korképekben



A moddszer specialis formaja a 2 dimenzios (2D) elektroforézis (3.9. abra). 2D elektroforézis soran a
mintak 6sszetevéi izoelektromos pontjuk és molaris tdmeguk szerint két iranyba is elvalnak egymastol.
igy lehetévé valik a klasszikus Western blot moédszerrel nem elkiilénithet fehérjék azonositasa is.

Kiértékelése bonyolult, ezért a kutatasban hasznaljak.
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3.9. abra: Kétdimenzids elektroforézis

3.4. Immunelektroforézis és immunofixacio

Az elektroforézisek specidlis formaja az immunelektroforézis is, mely alkalmas az immunglobulin
lancok mennyiségi eltéréseinek diagnosztizalasara. Az immunelektroforézis sordn az elektroforetikus
fehérjeszétvalasztast immundiffizids eljarassal (lasd fenn) kombinaljak. Immuneletroforézis soran
a beteg széruma reagal anti-immunglobulin antitestekkel, a precipitaciés ivek méretébdl
kovetkeztetnek az immunglobulinok mennyiségére. A precipitacios ivek alakjanak és méretének
megvaltozasa diagnosztikus értékii lehet. Nehézlanc és koénnydlanc specifikus monoklonalis
antitestekkel azonosithatjuk az egyes szérum protein frakcidkat. A koros fehérjék azonositasahoz
szilkség lehet a vizsgalandd mintak higitasara, a normal fehérjefrakcidk ilyenkor fokozatosan
elttinnek, mig a kéros proteinek nagy mennyiségik miatt a higitott mintakban is jelen lehetnek (3.10.

abra).
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3.10 abra: Immunelektroforézis

Szérum immunfixacio

HYDRAGEL 9 IF sebia
AELP G A M K LAELP G A M K LIELP G A M K LA
¥ 71 8 | 9
-~ -
- ' - .
U TR B L
V. AV. 5'. 61
| [ . - l —— ¢
[\ A.. . .A . . .A
¥ 1y 2| a3l
- - =
= i e
- - l L] S
-A.. . -A . ..A
Y 1

Vizelet immunfixacio

e n i !

i | = |
e x - #

. ] L ]
ELP GAM K L K Lf ELP GAM K L Kf Lf

Bence Jones proteinuria

nincs szabad konnyt lanc
szabad konnyd lanc driil

3.11. abra: Immunofixacio

Immunfixacié soran agar6z gélben futtatjadk meg elektromos erétérben a mintakat. Ezt kdvetdéen ezt

kovetben specifikus antitesttel atitatott celluléz csikot helyeznek a gélre. Antigén antitest komplex jon

52



létre a megfuttatott fehérjék és az antitestek talalkozasanal. Az immunfixacidnak elénye az

immunelektroforézissel szemben hogy gyorsabban

kivitelezhet6, jobban reprodukalhatd,

érzékenyebb, kdnnyebben értékelhetd és részben automatizélhaté médszer (3.11. abra).

3.5. Rakéta elektroforeézis

Az ellenanyagot az agar6z gélbe keverik, a mérend6é mintat (antigént) pedig lyukakba helyezik el (a

radialis immundiffiziéhoz hasonldan), de ezek
utan elektromos arammal (elektroforézissel)
segitik az antigén mozgasat, ami igy nem
korkorésen, hanem egy iranyba térténik. Ebben
az esetben is a precipitatum altal hatarolt terdlet
lesz aranyos az antigén mennyiségével, de jo
kozelitést ad a csucsok magassaga is (3.12.

abra).

a precipitaciés cslicsok magassaga

aranyos az antigén koncentracidjaval

3.12 abra: Rakéta immunelektroforézis

3.6. Ketdimenzios immunelektroforézis

3.13. abra: Kétdimenziés immunelektroforézis

3.7. Turbidimetria és nephelometria

Ebben az esetben az elsd
dimenziéban egy szérum
eletroforézist végeznek, majd erre
merélegesen (masodik dimenzid)
polivalens antitest tartalmu agaréz
gélbe vandoroltatjak az
elektroforézissel szétvalasztott
fehérjéket. Nagyon latvanyos képet
kapunk, de a kiértékelés
bonyolultsdga miatt rutinban nem

hasznalatos (3.13. abra).

Antigén, antitest kapcsolédason alapuld rutin klinikai gyakorlatban is alkalmazott modszerek a

turbidimetria és a nephelometria. Kolloid oldaton atbocsatott fény intenzitdsa a kolloid részecskék

fényszordsa miatt gyengil. A fény intenzitdsdnak gyengllése aranyos az oldat turbiditasaval

(zavarossagaval). Tehat a turbidimetrianal az atbocsatott fény csdkkenését mérik. Meghatarozandé
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szérumfehérje és a mddszer soran alkalmazott (monoklonalis, vagy poliklondlis) antitest antigén
ellenenyag komplexet hoz létre, ennek fényatereszt6 képességén alapulé médszer a turbidimetria.
Allandé ellenanyag koncentracié mellett az antigén koncentracié ndvelésével fokozodik az oldat
zavarossaga, igy standard gorbe vehetdé fel. Ennek alapjan az ismeretlen antigén koncentracio
meghatarozhaté. A turbidimetria érzékenysége hozzavetéleg 50 ug/ml.

A nephelometria a kolloid részecskéken szort fény mérésén alapuldé médszer. A nephelometria nagy
érzékenységl, specialis formaja a Iézernefelometria, ahol lézerfény a fényforras. Nephelometriaval,
vagy turbidimetriaval szérumfehérjék koncentraciéja meghatarozhato, igy gyakran alkalmazzk ezeket
a moddszereket albumin, immunglobulin, transzferrin, liporotein, vagy komplement fehérjék mérésére.
Turbidimetria néhany alkalmazasanal nem szikséges antitest igy a modszer alkalmazhatd baktérium
novekedés mérésére, ezen keresztll antibiotikum érzékenység megallapitasara, vagy veéralvadas

vizsgalata soran alvadasi id6 meghatarozasara (3.14. abra).

Vizsgaland6é antigénre specifikus antitest és az
antigén altal létrehozott immunkomplex fény-
szérasan alapul mindkét médszer. Napi
rutinban is alkalmazott vizsgalatok

[N | N
Turbidimetria: Nefelometria:
érzékenység: 50 pg/ml érzékenység: 1 pg/ml
szérumban, liquorban nagy kis koncentracidji szérum és liquor
mennyiségben jelen lévé fehérjék, gyégyszer szintek mérése.
fehérjék vizsgalata. A szért fény intenzitasat méri.

Fényintenzitds csokkenést mérjiik.

3.14. abra: Turbidimetria és nefelometria

3.8. A szerologiai modszerek alkalmazasa

Immundiffazid: pl: bakteridlis, viralis és gomba antigének jellemzésére
- radialis egyszerli (Mancini-mddszer): antigének mennyiségének o6sszehasonlité vizsgalata,
szérum fehérjék (immunoglobulin izotipusok [IgM, IgG, IgA], akut fazis fehérjék, transzferrin,
komplement komponensek) mennyiségi meghatarozasa kulénbdzd testfolyadékokban,

ellenanyagok mennyiségi meghatarozasa
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- radialis kettds (Ouchterlony mddszer): precipitaciéos ekvivalencia zéna becslése, precipitald
ellenanyagok relativ szintjének (titerének) meghatarozasa, allandé ellenanyag koncentracié mellett
az antigén mennyisége is megbecsilhet6

Elektroforézis:
- immunoelektroforézis: szérum fehérjék frakcidkra valé elvalasztasa, plazmasejt rendellenesség
(myeloma multiplex, elsédleges amiloidézis) soran képz6ddé, monoklonalis eredeti
immunoglobulinok kimutatasa
- rakéta elektroforézis: antigén/ellenanyag koncentracié meghatarozasa
- két-dimenzids elektroforézis: elektroforetikus mobilitas alapjan szétvalasztott frakciok (pl:

fehérje 0sszetételének kvantitativ és kvalitativ vizsgalata.

A vorosvértest membran szamon autoantigént tartalmaz, ezek koézil a legjobban ismert és
legfontosabb az A és B agglutinogén. Ezek jelenléte, vagy hianya alapjan 4 f& vércsoport tipust
kulonboztetliink meg: A, B, AB és 0 vércsoportot. Az A és B vércsoportok kialakulasat kodominansan
0roklédo specifikus enzimek iranyitjak. A baktériumok és virusok felszinén a human AB antigénekhez
hasonl6 szerkezetii glikoproteinek talalhaték. A 0 vércsoportlu egyének (nincs A és B antigén sem a
vorosvértestek felszinén) anti-A és anti-B antitesteket is termelnek. Az A vércsoportd egyének anti-B,
a B vércsoportuak anti-A, mig a 0 vércsoportuak anti-A és anti-B antitesteket is termelnek. Az anti-A

antitest a B csoportu vorésvérsejtek agglutinaciojat és haemolizisét okozza, hasonloképpen az anti-B

antitest az A csoportu voérosvértestek agglutinacidjaval és haemolizisével jar (3.15. abra).
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Ma mar csak elvi lehetéség, rutinban kizarélag csoportazonos (ABO és Rh) vér transzfundélhatd!

3.15. abra: ABO inkompatibilitas
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Az ABO antigének mellett klinikailag legjelentésebb az Rh antigén (nevét rhesus majomrél kapta).
Szamos antigén tartozik az Rh antigének kdzé, ezek kdzil a D antigén antigenitéasa a legkifejezettebb.
Rh negativ egyénekben nincs anti-D antitest, ugyanakkor anti-D termelédés indukal D-pozitiv
vorosvértestek transzfuzidja. Ha Rh negativ anya Rh pozitiv magzatot hordoz, a sziilés soran Rh
pozitiv magzati vér kerllhet az anyai keringésbe, ezzel anti-D antitest-termelést indukalva. Az anti-D
antitest IgG, a placentan atjut. igy Rh negativ anya ismételt Rh pozitiv terhessége soran az anti-D
antitestek a magzatba kerllve Ujszlldttkori haemolitikus betegséget okozhat. A szilést kdvetden

alkalmazott Rh immunglobulin gatolja az anyai anti-D antitest-termelést (3.16. abra).
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3.16. abra: Ujsziildttek hemolitikus anémiaja és a kezelés elve.

3.9. Agglutinacié tipusai és alkalmazasa

Sejtes elemek és ellenlk irdnyul6é antitestek reakcidjat agglutinaciénak nevezzik (3.17 abra). 1gG
jelenlétében is létrejohet agglutinacié, de a pentamer szerkezetl IgM a leghatékonyabb agglutinald
antitest. Az agglutinacié kialakulasahoz optimalis antigén antitest arany szikséges, antitest tulsuly,

vagy az agglutinalodé sejtes elemek tulsulya esetén nem alakul ki agglutinacio. Direkt agglutinacio
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soran az antigén az agglutinalandé partikulum része. Direkt agglutinacié toérténik direkt Coombs teszt
soran, hiszen a vordsvértestek az ellenik iranyulé antitestekkel be vannak boritva. A vordsvértest

szuszpenzidhoz adott anti immunglobulin antitest agglutinalja a vorésvértesteket.

antigéntalsaly ekvivalencia  ellenanyagtdlsily
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3.17. abra: Agglutinacio

Indirekt agglutinaciérdl beszéllink, ha az antitestek kotédését kdvetden, azok térbeli elhelyezkedése
miatt nem alakul ki agglutinacid, csak az antitestekkel reagalé masodik antitest kdtédését kdvetéen
(3.18. abra). Passziv agglutinacio esetén partikulumhoz (latex, birka vorosvértest) mesterségesen
kétnek antigént. Megfeleld antitest jelenlétében agglutinacié alakul ki. Ha a rendszerhez a kotott
antigén szolubilis formajat adjak, az agglutindcié dozisfuggd gatldsat eredményezi. Passziv
agglutinaciéval meghatéarozhato tébbek kdzott proteinek szintje. A rheumatoid faktor (az antitestek Fc
része ellen termel6dd kilénbdzé izotipusu antitestek, rheumatoid faktor pozitivitds jellemzd
rheumatoid arthritisre, szisztémas lupus erythematosusra, de kialakulhat fert6zéseket kdvetden is)
koncentracio mérés lehetséges latex szemcséhez kapcsolt IgG alkalmazasaval, vagy hemolizinnel
érzékenyitett birka vorosvértestek agglutinacidjaval (Rose-Waaler tesz). A napi gyakorlatban a

rheumatoid faktor szintet ELISA mddszerrel, nephelometriaval, vagy turbidimetriaval torténik.

Direkt Indirekt

pl. ABO vércsoport pl. Rh vércsoport
meghatarozas meghatarozas

3.18. Direkt és indirekt agglutinacié
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3.10. Feladatok

Valaszolja meg az alabbi kérdéseket az Ujsziilbttek hemolitikus anémiajaval kapcsolatban!

1) Miért nem alakul ki az elsé Rh+ magzattal szemben immunreakci6?

2) Van-e kivétel az el6z6 szabaly aldl, miért van / nincs?

3) Miért adunk anti-D 1gG-t profilaktikusan?

4) Miért véd az ABO-inkompatibilitds az Rh-inkompatibilitas kdvetkezményeit61?

5) Miért ritkdbb az ABO-inkompatibilitasbdl eredé hemolitikus betegség?
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4. A KOMPLEMENT RENDSZER GYAKORLATI

VONATKOZASAI
(BUZAS EDIT)

4.1. Bevezetés

Napjainkra — csaknem egy évszazaddal a komplement rendszer felfedezése utadn — egyértelmivé valt,
hogy a komplement rendszer funkciéi messze tulmutatnak a kérokozék eliminalasan. A komplement
rendszer szerepet jatszik az elpusztult sejtek maradvanyainak valamint a fert6z6 agensek
eliminalasaban, 6sszehangolja az immunrendszeri folyamatokat, és vészjeleket kild, mely altal
hozzajarul az immunhomeosztazis fenntartasahoz.

Bar az apoptotikus sejtek felszinét is felismerik mintazatfelismeré fehérjék, ennek ellenére szabalyozé
fehérjék képesek megakadalyozni a komplement aktivaciét. igy a komplement opszonizalé hatasa
hozzajarul az apoptotikus testek ,csendes” eliminaciojaban.

A komplement kaszkadban szamos mintazat felismeré molekula vesz részt. A C1q felszinhez kotott
IgG-t és IgM-et kot, de e mellett C-reaktiv proteint (CRP) és patogénekkel asszocialt molekularis
mintazatokat (PAMP-okat) is, a mannoz kété lektin (MBL) szénhidrat mintazatot ismer fel, a fikolinok
(1, 2 és 3) szintén szénhidratmintazat felismeré molekulak, a properdin mind PAMP-okat, mind
szbvetkarosodassal asszocidlt molekularis mintazatokat (damage associated molecular pattern,
DAMP) képes felismerni. A CRP ugyancsak mind PAMP-okat, mind DAMP-okat képes felismerni az
apoptotikus és mikrobialis sejteken, a complement factor H-related protein (ACFHR-4) pedig monomer
CRP-t juttat a nekrotikus sejtekre

Szamos hatasra képes aktivalodni a komplement rendszer. Korabban ugy vélték, hogy a komplement
aktivacié kulonb6z6 dtvonalak linearis kaszkadjaként értelmezheté. Mai értelmezésink szerint
azonban inkabb halézatként foghat6 fel, mely mas rendszerekkel szorosan egyuttmikodik.

I. A leg6sibb komplement aktivacids mechanizmus koézillk az alternativ dtvonal, melynek
aktivaldodasa az alternativ C3 konvertaz komplexet hozza létre.

Il. A masik jol ismert aktivaciés Ut a klasszikus utvonal, mely filogenetikailag fiatalabb, és amelyrél
mara ismertté valt, hogy nem csak az IgM és IgG klaszterek képesek aktivalni, hanem a C1q igen
sokrét(i mintazatfelismerési kapacitasa révén részben koézvetlenil tud mikrobialis vagy apoptotikus
sejtfelszinre  kotédni, részben endogén mintazatfelismer6 receptorokon  keresztil  (pl.
immunglobulinokon, CRP-n keresztiil).

lll. A harmadik, lektin utvonal aktivaciéjaban az MBL és a fikolinok (mint endogén mintazatfelismerd
receptorok) jatsszak a kulcsszerepet, melyek els6dlegesen szénhidrat mintadzatokat ismernek fel. A
lektin utvonal a C4 hasitasa révén C4b keletkezést eredményezi, innentdl kezdve a klasszikus és

lektin utvonalak megegyeznek.
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4.2. A komplement rendszer miik6désének vizsgalata

A komplement fehérjéket elsésorban a majsejtek termelik. A komplement fehérjék a szérum globulin
frakciojanak 12-15%-at teszik ki, tehat igen nagy mennyiségben vannak jelen, azonban egészséges
szervezetben funkcionalisan inaktiv allapotban vannak. Megfeleld inger hatasara aktivalédva
hatékonyan képesek baktériumokat, gombakat és virusokat pusztitatni, illetéleg immunkomplexeket
eliminalni.

A legegyszeriibb modon vordsvértest lizis révén, a kiszabaduld hemoglobin alapjan demonstralhatjuk

a komplement aktivaciot (4.1. abra).

birka vt + anti birka vvt antitest

T I
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birka vvt + anti birka vvt antitest
+ human szérum

birka vt + anti birka vvt antitest
+ 56°C 30™-ig elSinkubalt human szérum
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>

szérum komplement tartalmanak hatasara az antitestek altal kotott
vorosvértestek lizise kovetkezik be (Hgb szabadul ki). Hé
hatasara a komplement inaktivalédik.

4.1. abra: Komplement medialta vorosvértest lizis

e Amennyiben a birka vordsvérsejteket anti-birka vordsvértest antitestekkel inkubaljuk, nem
torténik lathatd valtozas az inkubacio hatasara. llyen poliklonalis antitestekhez ugy juthatunk,
hogy el6zetesen birka vordsvértestekkel immunizalunk pl. nyulat, kecskét, és az immunizalt
allat vérszérumat hasznaljuk fel poliklonalis antitestforrasul.

e Ha azonban a birka vorosvértestek és az anti-birka vordsvértest antitestek mellett human
szérumot is adunk a rendszerhez, j6l lathaté hemolizis kdvetkezik be, hemoglobin szabadul ki,
mely elszinezi az inkubacié soran alkalmazott puffert.

e Ha a birka vorosvértesteket anti-birka vorovértest antitestekkel és e emellett még 56 °C-on 30

percig elinkubalt human szérummal inkubaljuk, nem kdvetkezik be a viordsvértestek lizise.
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A komplement rendszer fehérjéi hére érzékenyek, mintavételkor a szérumokat minimalis ideig
tarthatjuk szobahdn, célszer(i a -70°C-on torténd tarolas. A komplement rendszer fehérjéi 30° 56°C-on
héinaktivalédnak, mikdzben a szérum mas fehérjéi, pl. az antitestek nem karosodnak.

Az 56°C-on 30 percig végzett komplement inaktivaciot a mindennapi szévettenyésztéi gyakorlatban is
felhasznaljuk. A tenyésztéshez hasznalt tapfolyadék kiegészitésére magzati borjusavét alkalmazunk.
A magzati borjusavé komplement tartalmat a fenti médon inaktivaljuk, miel6tt a savét hozzaadjuk a
szOvettenyésztéi tapfolyadékhoz. Ezaltal megakadalyozhaté, hogy komplement altal kozvetitett
sejtlizis és/vagy opszonizacio kdvetkezzék be a tenyészetekben.

A Klinikai laboratériumi gyakorlatban szlikség lehet a vérszérum komplement aktivitasanak a
meghatarozasara. Szem elétt kell azonban tartanunk, hogy a komplementfehériék mennyiségét egy
adott pillanatban a szintézislik és a komplement rendszer aktivaciojaval dsszefliiggd felhasznalédasuk

mértéke egyarant befolyasolja.

4.2.1. A CH50 érték és mérése

A CH50 értéke annak a szérumhigitasnak a reciproka, mely az antitesttel fedett birka vérosvértestek
50%-at lizalja (4.2. abra). A CH50 mérés a klasszikus komplement-aktivacio mérésére alkalmas. Azt
tiikrézi, mely mértékben képes a szérum komplement tartalma birka vordsvértesteket lizalni. Ertéke
csokken, ha az egyes komplementfehérjék hianyoznak vagy felhasznalédnak (pl. komplement
deficienciakban és bizonyos vasculitisekben).

A CH50 értékének meghatarozasahoz nyulban termelt ellenanyaggal fedett birka vorosvérsejtekkel
aktivaljuk az emberi szérum komplement rendszerét. A MAC komplex kialakulasdnak kdvetkeztében
hemoglobin szabadul ki a vorésvértestekbdl, ennek mennyiségét spektrofotométerrel hatarozhatjuk
meg. Az dsszkomplement szint (titer) a vordsvérsejt lizis mértékével jellemezhets (4.1. tablazat).

A CH50 meghatarozaséara szolgal6 rendszerben tehat anti-birka vorésvértest antitestekkel fedett birka
vorosvértesteket inkubalunk a vizsgaland6 vérsavok sorozathigitasaival. Vizsgaljuk a kilénb6zé

szérumkoncentraciok mellett bekovetkez6 vorosvértest lizist.

CH50 normal értékei

Szérum CH50 142-279 CH50 egység/mL
Egyéb testnedvekben A fenti 1/3-a, 1/4-e

C1 szint 16-33 mg/dL

C3 szint férfi:  88-252 mg/dL

né: 88-206 mg/dL

C4 szint férfi.  12-72 mg/dL
né: 13- 75 mg/dL

4.1. tablazat: A CH50 normal értékei.
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A birka vOrosvértest-anti-birka vordsvértest komplexhez adott savé mennyisége és a hemolizis
mértéke kozti Osszeflggést szigmoid gorbe irja le (Van Krogh egyenlet). Ennek logaritmikus

EM — ERK/ELK =Yy,

E: extinkcid

M: minta

RK: reagens kontroll szérum nélkul
LK: lizis kontroll, desztillalt viz
y*100: lizis %

A birka vorosveértest lizist spektrofotometriasan kovethetjiik a szabad hemoglobin alapjan. Azt a
plazmamennyiséget, mely mellett 50%-o0s birka vordsvértest lizis kdvetkezik be, tekintjik 1 CH50
egységnek. Minthogy a CH50 goérbe nem linearis, ahhoz, hogy jelentds CH50 eltérések

mutatkozzanak, nagyfoki komplement felhasznalasra kell, hogy sor keriljon (4.2. abra).

CH50 meghatérozés Eu-EpuE =¥ ¥© 100 = lizis %
- reagens kontroll (RK): szérum nélkiil ) /

- lizis kontroll (LK): deszt.viz

- minta (M) higitasi sor —/_/T.

-CHSD-F'I mi i x mi
4.2. abra: Szérum CH50 meghatarozas (vorosvértest lizis)

4.2.2, LiposzO6ma immunoassay

A CH50 meghatarozasara szolgdld alternativ eljards soran DNP (dinitrophenol) hapténnel fedett
felszinl liposzémaékat alkalmazunk. A liposzomak belsejébe zartan G6PDH enzim talalhat6. Anti-DNP
antitestek hozzaadasaval antigén-antitest komplexek joénnek Iétre a liposzémak felszinén.
Amennyiben aktivalédik a komplement, ugy a liposzéma fala felnyilik, a G6PDH kiszabadul, és a
bekdvetkez6 NAD—NADH redukcio kdvetkeztében a 340 nm-en mérhet6 abszorbancia a komplement
aktivitassal ardnyos mértékben megnd (4.3. abra).

A leggyakrabban tapasztalt CH50 eltérés esetén a mért érték magasabb a normal értéknél, ugyanis a
legtobb komplement fehérje akutfazis fehérje is egyben. Természetesen eléfordul a normal értéknél
szignifikansan alacsonyabb CHS50 érték is, ez altaldban immunoldgiai megbetegedésre utal
(immunkomplex megbetegedések, SLE). Az alacsonyabb CH50 szint rekurrens sinopulmonaris
bakterialis fertézésekre, Neisseria altal okozott meningitisre vagy sepsisre hajlamosit. Ugyanakkor a
normal CH50 érték minddssze azt bizonyitja, hogy valamennyi komplement komponens jelen van,
ugyanis az egyes komplementfaktorok szintje jelentés mértékben csdkkenhet a nélkil, hogy a CH50
aktivitas valtozna. Minthogy gyulladasos betegségekben a szintézis fokozddik, ezért a normal értékek

nem jelentik, hogy nincs komplement altal kozvetitett szdvetkarosodas. Kulénbdz6 gyulladasos
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arthritisben (pl. rheumatoid arthritisben vagy gonococcus arthritisben) szenvedd betegek esetében a
gyulladt iziletben lokalisan felhasznalodik a komplement, e miatt a synovialis folyadékban csdkkent
CH50 aktivitas és komplementfehérje szint lehet mérheté, mikozben a szérumban normal lehet a
komplement szint.

A
wt ellenes antitest
N\ (hemolizin) T save
+ = (ebben mérjik a
% a komplement aktivitast)
l hemolizis
hemoglobin meghatarozas
B
liposzéma liposzéma membran
Ay ‘ellenes antitest )
+ savd
+ : (ebben mérjik a
g a komplement aktivitast)
* lipolizis
G6PDH meghatarozas
C
aggregalt Ig
/ + savo
\_J \ (ebben mérjiik a
/ \ﬂ a komplement aktivitast)
)=,
i c aktivacio
| sC5b-9 meghatarozas

4.3. abra: Szérum CH50 meghatarozas kiilénb6zé mdodszerekkel
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4.2.3. Az alternativ komplement aktivacio vizsgalata

Ha Ca®* kelatorral (pl. EGTA) elvonjuk a Ca”" ionokat (melyek elengedhetetlenek a klasszikus uthoz),
ugy az alternativ ut szelektiv médon vizsgalhaté. E kézben biztositanunk kell a B faktor miikédéséhez
elengedhetetlen Mg** ionokat.

Az alternativ utat mosott nydl vorosvértestekkel is vizsgalhatjuk szenzitizacié (antitestekkel vald

inkubalas) nélkil is. Ebben a rendszerben az ugynevezett AP50 értéket hatarozhatjuk meg.

4.2.4. A lektin Gt vizsgalata

A lektin ut vizsgalatahoz els6ként azt kell kizarnunk, hogy a szérumban talalhaté manndéz-specifikus
antitestek révén a klasszikus ut aktivalédott. Erre alkalmas egy C1qg-t felismeré és blokkolo
monoklonalis ellenanyag (Mab 2204). Bar a klasszikus ut gatlasa mellett a lektin és az alternativ Gt
egyarant aktivalédhat, azonban az alternativ aktivacio csak toményebb (1% feletti) szérum
jelenlétében mérhetd, szemben a lektin-fliggd Uthoz sziikséges 0,1-1% kdzotti savd koncentracioval.

Ennek alapjan a lektin és az alternativ ut elkilonithetd.

4.2.5. Komplement konvertaz assay (CCA)

A komplement rendszer azaltal is aktivalodhat, hogy a vért gydgyaszati segédanyagokkal vagy
eszkOzokkel inkubaljuk. Az enzimkaszkad természetes szabalyozdja az enzimek instabilitasa. E
szabalyozé mechanizmusok elégtelenné valhatnak, ha olyan felszint alkalmazunk, mely aktivalja a
komplementet. Ezért sziikséges a komplement konvertaz aktivitdst megvizsgalni a gyogyaszati
segeédanyagok és eszkdzok fellletén, hogy megitélhessik azok ,hemokompatibilitasat”. A vizsgalatra

kromogén szubsztrat felhasznalasaval kolorimetrias mérést alkalmazhatunk.

4.2.6. Komplement fehérjék kimutatasara alkalmas egyéb eljarasok

1. A komplement fehérjéket kimutathatjuk pl. C3 ELISA-val. Az in vivo komplementaktivacié
vizsgélatara az aktivaciés termékeket vagy a képz6dd komplexeket szelektive felismerd
ellenanyagok hasznalhatok.

A sejtek C3 és egyéb komplement fehérje termelését vizsgalhatjuk RT PCR-rel is.

3. Vizsgélhatjuk tovabba a sejtfelszinre lerakddott (ahhoz kovalensen kétédott) C3-at aramlasi
citometrigval.

E mellett tanulmanyozhatjuk a komplement receptorokat RNS és fehérje szinten is.

Alkalmazhatunk az immunkomplexek kimutatdsara komplement konszumpcios tesztet (4.4.
abra). Amennyiben a vizsgalandé mintdban jelen van antigén-antitest komplex (az
ugynevezett immunkomplex), ugy az a mintdkhoz adott komplementet megkéti (felhasznalja),
a mintdban nem marad szabad komplement fehérje. Ha a komplement vizsgélati
rendszerekben gyakran alkalmazott birka vordsvértest-anti-birka vorésvértest komplexet
hozzaadjuk a mintdkhoz, ott kdvetkezik be hemolizis, ahol eredetiieg nem volt elég
immunkomplex a komplement megkdtésére, igy a szabadon maradt komplement hozza tud

kapcsolddni a birka vordsvértest-anti-birka vorésvértest komplexhez annak lizisét okozva.
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Amennyiben a vizsgalandé mintaban jelentés mennyiségli immunkomplex volt jelen, ugy a
komplement felhasznaldédik, nem marad szabad komplement, igy hemolizis sem kdvetkezik
be.

antigén 8
8 immunkomplex
8
+ komplement
L ™) -

L
nincs W
komplement “ W komplement
kozumpcié 0 M kozumpcid
S P
48

+ indikator sejt

—

sejt lizis nincs lizis

4.4. abra: A komplement konszumpciés teszt elve

6. Komplement aktivaciés ELISA
A moddszertan leirasa Zwirner (Zwirner et al. 1989) nevéhez fiz6dik, aki elséként figyelte meg
a komplement komponensek egész soranak lerakodasat megfelel6 mianyag felszinre. Ennek
alapjan a kulénb6z6 komplement aktivaciés utak vizsgalatara ELISA mddszereket
fejlesztettek. Az IgM-mel bevont felszineken a klasszikus, a Salmonella typhi LPS-sel bevont
felszinen az alternativ ut vizsgalatara nyilt lehet6ség. Vagy C9 neoepitéppal, vagy
properdinnel reagalé monoklonalis alkalmazasaval mérhetjik a komplement aktivaciét. A
lektin ut vizsgalatara egyszeriien kivitelezheté manndézzal bevont felszineken, amennyiben
anti-C1q antitesttel blokkoljuk a klasszikus utat. Az ugynevezett Wielisa® alkalmazasaval
(Wieieslab, Lund, Svédorszag), harom ELISA kombinacidjaval valamennyi utvonal vizsgalhato
(4.5. abra). A Wielisa alkalmazasa soran komplement aktivaciot indukalunk megfeleld médon

bevont mikrolemezen, majd a keletkez6 terminalis komplexet detektaljuk. A
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komplementaktivacié iranyitasa a puffer és a higitas fokanak megvalasztasaval térténik (Ca™,
Mg ** sziikséges a klasszikus, lektin és terminalis Ut mikédéséhez), a Mg™* (EGTA mellett)
elegendd az alternativ miikddéséhez, a klasszikus és lektin ut: 1:100 vagy magasabb higitas
mellett is mikodik, az alternativ: 1:20 alatt mikodik. A Wielisa® elénye, hogy nem teszi

szllkségessé birka vorosvértestek felhasznalasat, és mindharom aktivaciés utat méri.

Klasszikus t Lektin Gt Alternativ Gt

™S e “| ™A Lc3 ] \
SR \(JICANTINY A J

~ICI| — — ».;C9| ‘-P '-r DI B" v »,\C9
Clars) e 8/ [MBL/MASPs) = ( {C8)~ AN A~ A
(N ~lcel ~ lcel
c5 (@ \ &3 ] fc5

IlgM Mannan LPS

4.5. abra: Komplement-aktivacios ELISA

4.2.7. Egyéb, komplementtel kapcsolatos médszerek

1. Az immunkomplexek ELISA alapu kimutatasara alkalmas ELISA rendszerekben anti-C3 vagy
anti-C1q antitestet koétink az ELISA lemez felszinéhez. A bek&t6ddtt immunkomplexeket
jelzett anti-immunglobulin antitesttel detektalhatjuk (4.6. &bra).

2. A HLA tipizalasra mikrolimfocitotoxicitasi teszt végezhet6. A mddszer a HLA tipizalas
ugynevezett szeroldogiai modszerei koézé tartozik, melyek egykor az ,aranystandardot”
jelentették a HLA tipizalasban. Ma inkdbb molekuléris biologiai modszereket alkalmazunk
helyettik. A mikrolimfocitotoxicitasi teszt soran az e célra alkalmazott, ugynevezett Terasaki
plate-eken talalhaté lyukakba a tipizalandé személyekbél szarmazé, vérbél izolalt (Ficoll
gradiensen szeparalt) limfocitakat pipettazzuk. Antigénfelismerés esetén a megfelelé6 HLA-
specifitasu ellenanyag hozzakotédik a sejtekhez. A tipizald savok toébbszor terhes nékbdl vagy
tobbszorés  vératdmlesztésen atesett személyekidl szarmazhatnak. Nyulszérumot
alkalmazunk komplement forrasul, mely aktivalédik, amennyiben az ellenanyag HLA
antigénhez kotédott a sejtek felszinén. Ekkor a komplement aktivacié eredményeképpen lizis
kovetkezik be, a sejtmembran permeabilissa valik vitalis festékek szamara. A bejutd ethidium

bromide vagy tripan kék festése alapjan detektalhaté a bekdvetkezett lizis.
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antigén
C3

anti C3

\?— jelzett antitest

DN

Xi

= .! > ——— immunkomplex

Clq

anti Clq

4.6. abra: Szérum immunkomplexek ELISA alapu kimutatasa

4.2.8. A komplement rendszer elemeinek vizsgalata kiilonb6z6
korallapotokban

1. Herediter angioneuroticus oedema (HANO) I. tipus: C1-inhibitor aktivitds és antigén alacsony,
C4 alacsony, CH50 alacsony, C3 és C1q a referencia tartomanyban

2. AANO-C1-INH (Autoimmun eredetli angioneuroticus oedema): C1-inhibitor aktivitas csokkent,
anti-C1-INH antitest pozitiv, CH50 alacsony, C4 és C1q alacsony, C3 a referencia
tartomanyban

3. Hemolitikus urémias szindroma (HUS) (atipusos lefolyassal), hatterében a komplement

alternativ Ut szabalyozasi zavara all

4.2.8.1. Esetismertetés: HANO

19 éves nBbeteg enyhe zavartsaggal, sulyos hasi fajdalommal, és 12 6raja fenndll6 émelygéssel és
hanyassal kerll a slrg6sségi osztalyra. Arrédl szamol be, hogy korabban jelentkeztek mar hasi
fajdalmai és kéz/labduzzanata, melyek esetében élelmiszerallergiara gondoltak. Az ilyen tlnetek
egyuttes jelentkezése az utébbi idében gyakoribba valt. Urticaria sohasem tarsult a tlinetekhez. A
beteg arrdl is beszamol, hogy édesapjanak is voltak hasonld panaszai. A beteg laztalan, vérnyomasa
75/40 Hgmm, pulzusa 120/perc.

A korképet Osler irta le 1888-ban, herediter angioneuroticus oedemarél, autoszomalis dominans

Oréklédést C1 inhibitor deficienciardl van sz6. Rekurres epizédokként jelentkezik a nem viszketd
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szubkutan vagy szubmukozalis oedema. Tipikus el6fordulasi helyei: karok, labak, labfej, belek,
genitalia, torzs, arc, nyelv vagy gége. Eléfordulasi gyakorisaga ~ 1/50 0000. A tinetek tipikusan
gyermekkorban jelentkeznek elészor, pubertas koril romlik az allapot, és fennall az élet végezetéig.

A tiinetek hatterében a C1 inhibitor génjének mutacioi allnak (napjainkig mintegy 150 kilonb6zé
mutaciét azonositottak HANO-s betegekben).

A C1 inhibitor altal gatolt proteazok a kévetkezdk: a C1-komplex két alegysége (C1r, C1s), valamint a
kallikrein, a plazmin, az aktivalt XIl. faktor (FXIla) és az aktivalt XI. faktor (FXla).

Bér az |-es (az esetek 85%-a) és a ll-es tipusu (15%) HANO klinikailag nem kulonithetd el egymastdl,
azonban mas mutaciok &llnak a két tipus hatterében. Az l-es tipusban létrejovd fehériék nem
szecernaldédnak kell6 hatékonysaggal, ezért a C1 inhibitor szintje antigénként és aktivitast tekintve is
csokken. A ll-es tipusi HANO esetében termel6dé mutans fehérje szecernaldédik ugyan, de funkcidja
karosodik. igy ebben az esetben normal a C1inhibitor antigén szintje, funkciéja ugyanakkor jelentésen
csokkent.

C1 inhibitor hianyaban a HANO-s rohamok idején a plazma proteolitikus kaszkadjai aktivalodnak, és
elsésorban a bradikinin a felel6s a megndvekedett érfal permeabilitasért HANO-s rohamok soran (4.7.

abra).

Kaszkadrendszerek C4\
Komplement C1 T» aktivalt C1 < C2a4b —» (3 —» C5—» (9

C1-INH c2< l

C2b Sejtlizis

Fibrinolitikus Plazminogén Plazmin
/ CI-INH l
C2-kinin

Hfa Gl

Kinin Prekallikrein * » Kallikrein —» (1

CI-INH

Kininogén  Bradykinin

Véralvadasi XI. faktor X. faktor —» Trombin —» (1

C1-INH /\

Fibrinogén Fibrin

4.7. abra: A HANO patomechanizmusa és az oedema kivaltasaban szerepet jatszé provokald
tényezdk
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A HANO diagnézisa akkor vetddik fel, ha visszatér6 angioedemas rohamok jelentkeznek hasi
fajdalommal, urticaria nélkul. Jellemzé az alacsony C4 antigén szint normal C1 és C3 szintek mellett.
Kezelés: intravénas tisztitott C1 inhibitor potlas (500-2000 Units) vagy rekombinans C1 inhibitor
alkalmazasa. Hatas: gatolja a plazma kallikreint, a Xlla és a Xla alvadasi faktorokat, a C1s-t, a C1r-t, a
MASP-1-et, a MASP-2-6t, és a plazmint.

4.3. Feladatok

Valaszolja meg az alabbi kérdéseket!

1) Az emelkedett vagy csokkent CH50 érték lehet a gyakoribb? Mi okbdl?

2) Mire utalhat a csokkent CH50 érték?

3) Mit mondhatunk ki teljes biztonsaggal, ha az 6sszkomplement (CH50) érték normal
tartomanyba esik?

4) Melyik komplement fehérje van jelen a legnagyobb koncentraciéban?

5) Mire utal a C3 és C4 egylttes csokkenése?

6) Mire utal, ha a C3 szint csokken, a C4 érték viszont normal tartomanyba esik?

7) Csokkent CH50 titer és komplement fehérje szint jellemzi pl. a rheumatoid arthritises vagy
gonococcus arthritises synovialis folyadékmintakat.

8) Milyen lehet a betegek szérumszintje?

Irodalom:

Farkas H. A herediter angioneuroticus oedema patomechanizmusa és az oedema kivaltdsaban
szerepet jatszd provokald tényez8k. Magyar Immunolégia 2002;1 (1): 5-11.

Zuraw BL. Hereditary Angioedema. New England Journal of Medicine 2008; 359:1027-103.
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5. ARAMLASI CITOMETRIA
(PALLINGER EVA)

A proteomikai vizsgalatahoz szilkséges laboratériumi metodikak (immunanalitikai moddszerek,
tomegspektrometria, monoklondlis ellenanyaggyartas, stb.) kidolgozasa soha nem latott lehetéségeket
nyitott a diagnosztikaban. Az eredmények értékelésekor azonban szdmos nehézséggel Kkell
szembenézni, hiszen a sejtek fehérje dsszetétele nemcsak sejttipusonként tér el, de azonos sejten
belll is, id6rél idére, s6t az aktualis funkcionalis allapottdl, vagy a kdrnyezettdl fliggden valtozik. A
detektalt adathalmaz bioldgiai értelmezése tehat molekularis sejtbioldgiai, ,citomikai” (cytomics)
ismereteket igényel. A proteomika és a citomika dsszekapcsolasara alkalmas laboratériumi modszer
az aramlasi citometria, amely lehetévé teszi egyedi (individualis) sejtek egyideji funkcionalis és
morfolégiai jellemezését.

A aramlasi citometria kezdetektdl a nagy ateresztéképesseégi (High throughput screening method =
HTS) modszerek kozé tartozik, hiszen igen rdvid id§ alatt (néhany perc), tobb ezer sejt
multiparaméteres detektalasara képes. Erre a gyodgyaszatban kialakult szemléletvaltas, a személyre-
szabott gyogyitas igényének megfogalmazdodasa miatt egyre nagyobb sziikség van. A HTS metodikak
felgyorsitjak a biomarker kutatast (Uj diagnosztikus és prognosztikus paraméterek), lehetévé teszik a
gyogyszerhatasok molekularis nyomon kovetését (egyéni érzékenység és hatasfok), és a betegségek

molekuléris patomechanizmusanak pontosabb feltérképezését (Uj terapias célpontok).

5.1. Bevezetés

Az aramlasi citometria (flow cytometry: FCM, FACS: fluorescence-activated cell sorting) kilénallo
sejtek rendkivil gyors, multiparaméteres (fizikai és / vagy kémiai tulajdonsagok), quantitativ
vizsgalatara alkalmas laboratériumi eljaras. Az analizalni kivant sejtek morfologiai vagy funkcionalis
megkllonboztetésére fluoreszkald festékkel torténd jeldléseket alkalmaznak. Az elékészitett sejteket
Iézer sugér vilagitjia meg, a készilék pedig a |ézer indukalta optikai jeleket detektalja és dolgozza fel.
Az aramlasi citometria felhasznalasaval lehetévé valik a kuldénféle sejtpopulaciok azonositasa és
szeparalasa (,sorting”) az immunfenotipus vagy akar a funkcionalis allapot alapjan is.

Az 1940-es években kezd8dott torténete Ota az aramlasi citometria jelentés valtozasokon ment
keresztlil. A készlilékek eleinte csupan a fényszoras és az elektromos impedancia mérésének elvén
miikodé sejtszamlalok voltak, melyeket a késébbiekben tovabbfejlesztettek a fluoreszcens jelek
detektalasara is. A rutin vizsgalatokra hasznalt aramlasi citométerek altalaban 1 lézerforrassal
rendelkeztek, és a sejtméret és a granulaltsdg mérésén kivil 2-6 fluoreszcens festéket tudtak
megkUlénbdztetni egyszerre, ami sejtenként 4-8 kiuldnféle paramétert jelentett. Az aramlasi citometria
mar ezekben a korai években megkezdte térhoditasat az orvosi diagnosztika terlletén: ekkor

els6sorban a keringd leukocitak 1-, 2-szinl immunfenotipizalasara hasznéltak. Ezzel szemben
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napjainkra mar széles korben elterjedtek a szolubilis molekulak mérésére alkalmas mikrogydngy-
alapu detektald rendszerek (Cytometric Bead Array =CBA; microsphere-based flow cytometric assay),
a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET = fluorescence resonance energy transfer)
kifejlesztésével lehetévé valt molekularis interakcidk (pl. protein-protein kdlcsonhatasok) jellemzése,
és a foszforlilalt (modositott) fehérjék specifikus felismerésére képes ellenanyagok megjelenésével
nyomon kovetheték pl. a sejten bellli jelatviteli-, vagy metabolikus utvonalak is. Az egyidében
detektdlhaté szinek szamanak ndvekedése (10-17 szin detektalasa egyszerre) lehetévé tette az
intracellularis fehérjék kimutatdsanak immunfenotipizalassal térténé kombinalasat, vagyis a
proteomikai vizsgalatok sejtszinten torténd kivitelezését. Ezzel az aramlasi citometria a citomika
diagnosztikus arzenaljaban nélkllézhetetlenné valt.

A sejtek funkcionalis és morfoldgiai karakterizalasa mellett az aramlasi citometria egyediilallé médszer
abban a tekintetben is, hogy rajta kivil nincs masik olyan késziilék, amely jol definialt sejtpopulaciokat
(pl. a differencialodasi antigének expresszidjaval azonositott sejteket) nagy sebességgel és

tisztasaggal lenne képes szétvalogatni (sejtszeparalas, ,sorting”).

A flow cytomerias mérések soran leggyakrabban a kdvetkez6 kérdésekre keresnek valaszt:
1. Jelen van-e a keresett sejt (pl. immunfenotipus alapjan definialt populacié) a vizsgalati
mintaban?
Milyen aranyban (abszolut mennyiségben) van jelen a keresett sejt a vizsgalati mintaban?
3. Hanyféle sejtpopulacié azonosithato (pl. méret és granuldltsag szerint, immunfenotipizalassal,
a funkcionalis allapot alapjan, stb.) a vizsgalati mintaban?

4. Milyen a detektalt sejtek funkcionalis allapota?

5.2. Az aramlasi e el
citométer 2

fékusz 0
s e sziirék
L fotodetektorok
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egységei a kovetkezok:

1) folyadék rendszer,
2) optikai rendszer, ‘

lézerforras(ok) Q

| FSC

3) elektronika, FlA

g

4) analizal6 egység, Q

FL2

5) sejtszeparator (,sorter”)
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5.1. abra: Az aramlasi citométer S8C

funkcionalis egységei
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1) A folyadék rendszer biztositia a

sejtek aramlasat, szerepe a sejtek
gerjesztés helyére torténd eljuttatasa. A
készilékben keringé izoténias puffer
(,sheath fluid”)

révén az aramlasi

hidrodinamikus
fokuszalas cella
kézepére iranyitja a sejteket, amelyek a
folyadékaramlas és az aramlasi cella
kialakitott

hatasara ,libasorba” allnak, igy a cella

specidlisan formajanak

kdzepére fokuszalt Iézernyalab
egyenként, optimalis energiaval tudja
gerjeszteni 6ket (5.2. abra). A rendszer
zart: a készulékben kering6 folyadék és
a sejtszuszpenzidé a mérést kdvetben
egy cs6rendszeren keresztll a hulladék

tartalyba (waste) kerdil.

2) Az optikai rendszer 1) a sejtek megvilagitasara és a fluoreszcens festékek gerjesztésére alkalmas

fényforras(ok)bdl, 2) a gerjeszté fénynyalabok fokuszalasahoz sziikséges lencserendszerbdl, 3) az

emittalt fény detektalasara szolgalé fotodete

(iranyito) tikor-rendszerbdl all.

3) Az elektronika alakitja at a detektalt fényjeleket a szamitdgépes feldolgozashoz sziikséges digitalis

jelekké (ADC = analdg digitélis konverzio).

4) Az analizalé rendszer (szamitdgép) gondoskodik az adatok 6sszegyljtésérdl, tarolasardl, a képi

lézer sugéar aramlési cella (flow cell)

/

hidrodinamikus fékuszalas

burok folyadék
(sheath flow)

', «——— minta dramlés
‘
9

@
.

minta fevételi pont | ¢ ¢
[ I

5.2. abra: Hidrodinamikus fokuszalas

ktorokbol és 4) az emittalt fény utjat meghatarozo

megjelenitésrél és az értékeléshez sziikséges szoftveres feldolgozas lehetéségeirdl.

5) Sejtszeparator (,sorter”)

Technikai szempontbdl a sejtszeparalasra alkalmas FACS készllékek 2 csoportba sorolhatok: 1)

mechanikus elven mikodok, és 2) elektrosztatikus elven miikédok. (5.3. abra)
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sejtek

5.3a abra: Sejtsze

catcher tube
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A szétvalasztds alapja lehet
barmely, a készllékkel
detektalhaté paraméter: a
sejtméret és a granulaltsag
(FSC/SSC, lasd késb6bb), vagy a
fluoreszcens jelolésekkel

azonositott tulajdonsagok.
aramlasi
cella

5.3b abra: Elektrosztatikus
sejtszeparalas
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5.2.1. Képi megjelenités (data display)

| MINTA

A detektalt jelek képi megjelenitése hisztogramok vagy felh6képek (dot plot) formajaban torténik.

5.2.1.1. Hisztogram

A hisztogramok egyetlen paramétert, altalaban valamelyik detektalt fluoreszcens jel intenzitasat

jelenitik meg a sejtszam fliggvényében. Bioldgiai értelemben a hisztogramok értékelésével jol definialt

sejtpopulacidk intra- vagy extracellularis markereirél kaphatunk qualitativ és quantitativ informaciét (pl.

membran fehérjék expresszidjanak jelenléte és mértéke). (5.4. abra)
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5.4. dbra: Hisztogram



A hisztogramok Osszehasonlitasanak igen latvanyos maddja az egymasra vetitett bemutatas, az un.
soverlay” abrazolas. Ebben az esetben kiilonb6zé mintak azonos fluoreszcens jelolésébdl szarmazo
gbrbék ugyanabban a koordinata rendszerben kerlinek abrazolasra, igy a jelintenzitasbeli eltérések

(azaz az expresszio mértékének eltérései) azonnal lathatéva valnak. (5.5. abra)
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5.5. abra: Overlay hisztogram

Az ,overlay” hisztogramok 3 dimenziés abrazolasa lehetévé teszi a gdérbék kozti nagyon Kkis

kuldnbségek illusztralasat is. (5.6. abra)
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5.6. abra: 3D hisztogramok (balra)
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5.2.1.2. Felhokép (dot plot)

A felh6képeken ugyanarrdl a sejtrél szarmazé 2 detektalt paraméter egymas fliggvényében kerll
abrazolasra. A kép minden sejtet kiulénalld pontként jelenit meg. A felhdképek lehetévé teszik
kulénféle markerek (paraméterek) egyittes jelenlétének kimutatasat (pl. ko-expresszid), ami bioldgiai

szempontbdl a sejtpopulacidk, és alcsoportok pontosabb azonositasat jelenti. (5.7. abra)
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5.7. abra: ,Felhékép” (dot plot)
A nehezen elkilonithetd populaciok szétvalasztasat konnyiti meg a felhdképek specialis

megjelenitése, az un. ,kontur kép” (contour plot) és a ,denzitas kép” (density plot). (5.8. abra)

T T T
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T
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FSC-Height FSC-Height

»denzitds kép” »kontar kép”

5.8. abra: ,Kontur kép” (contour plot) és a ,denzitas kép” (density plot).
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5.2.1.3. Kinetikai mérések (time-based collection)

Az id6, mint detektadlhaté paraméter felhasznalasaval kinetikai mérések végezhetSk (pl.
enzimaktivitds), illetve jellemezhet6 a vizsgélt biologiai folyamatok dinamikaja (pl. fluoreszcens
ligandok bekotédése). Mivel a kinetikai méréseknél a detektalt fluoreszcencia nagysagat
nagymértékben meghatarozza a stimulus ota eltelt id6, ezért az 6sszehasonlithatosag érdekében
bevezették az un. ,time-window analysis-t”, vagy mas néven ,fixed time flow cytometry-t’. Eszerint a
mérést a kezelés / stimulacié utan nagyon pontosan meghatarozott idével kell elkezdeni, f6ként, ha
gyors sejtvalaszokat kivanunk detektalni. A mérések idétartama is meghatarozott.

A kinetikai mérések abrazoldsa soran az abcisszan az idd, az ordinatan a fluoreszcencia intenzitas

jelenik meg.

5.3. A FACS eredmények értelmezése

5.3.1. Méret és granulaltsag

A sejtek morfolégiajardl, méretikrél és granulaltsagukrol, a sejtfelszinrél és a sejtalkotérészekrol
szorodo fény detektalasaval kapunk felvilagositast. A sejtmérettel aranyos, a sejtfelszinrél kis szogben
sz6rodo fényt, a megyvilagitd 1ézernyalab elé helyezett fotodiédaval mérik, ezért ennek eléreszoras (FS
= FSC = forward scatter; FALS = forward angle light scatter) a neve. A sejtorganellumokrdl nagy
szogben szorédo fényt érzékeld fotoelektronsokszorozot (PMT = photomultiplier tube) a gerjeszté
Iézer nyalab Utjara merélegesen, oldalt helyezik el, ezért ezt oldalszérasnak (SS = SSC = side scatter;
RALS = right angle light scatter) hivjdk. Az el6reszéras és az oldalszéras, tehat a méret és a
granulaltsag egymas fliggvényében torténd abrazolasaval kapott felhdkép, az ,FS/SS dot plot”. Az
,FS/ISS dot plot” analizisével nemcsak morfolégiai informaciét kapunk a sejtszuszpenzio
Osszetételérél (heterogenitasardl) és az egyes sejtpopulaciék egymashoz viszonyitott ardnyardl (pl. a
periférias vér leukocita populacioi), de a sejtek morfolégiai valtozédsai tajékoztathatnak a funkcionalis
allapotukrél (pl. viabilitas, sejtpusztulas, aktivacid, osztédas, stb.), sét utalhatnak patolégias

folyamatok fennéllasara is (pl. blasztok jelenléte a periférids vérben) (5.9. abra).
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Az ,FS/SS” felh6kép szolgaltatja az alapot a sejtek tovabbi vizsgalatahoz is, hiszen ezt hasznaljak fel

a vizsgalni kivant populaciok definialasara, a ,kapuzas”-ra (,gating”). (5.70. abra)
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5.10. abra: ,Kapuzas” (gating).

5.3.2. Fluoreszcencia

A sejtekr8l nyerhetd informacidé megsokszorozhaté fluoreszcens jeldléssel. A fluoreszcencia, mint
jelenség azt jelenti, hogy egy anyag gerjesztés hatasara fényt bocsat ki. Fluoroférok azok a
molekulak, amelyek képesek egy adott hullamhossziusagu fényt elnyelni (abszorpcid), majd a
megvilagitast (gerjesztést) kdvetben fényt kibocsatani (emisszid). Az emittélt foton energiaja mindig
kisebb, tehat hulldamhossza mindig nagyobb, mint a megvilagité fényé (Stokes térvény Id. Orvosi

biofizika tankdnyv).



Szamos fluoreszcens festék létezik, melyek egy része kozvetlenil és specifikusan képes kotdédni
sejtalkotorészekhez vagy molekulakhoz, masokat ellenanyagokhoz kapcsolva immunfestésre
hasznalnak. Az aramlasi citometriaban alkalmazhatd fluorokromok szama a készilékekbe épitett
|ézerforrasok szamanak novelése (tobb hullamhosszon torténd gerjesztés lehetésége) és Uj, pl. 2
fluorofér 6sszekapcsolasaval létrehozott tandem festékek kifejlesztése révén folyamatosan né. A
gerjesztés soran a tandem festékek elsd tagja altal emittalt fény gerjeszti a hozza kovalensen kotott
masodik molekulat (akceptor), amelybdl a detektalandd fény szarmazik. Mivel a tandem festékeket
ugy allitjak O0ssze, hogy az els6 tagjuk a FACS készlilékekbe ,konvencionalisan” beépitett |ézerek
hullamhosszan (488nm) gerjeszthetd, ezért hasznalatuk nem igényli Uj 1ézerforras beépitését, vagyis

széles kdrben alkalmazhato (5. 1. téblazat).

Gerjeszt6é hullamhossz: 488 nm (kék lézer)

PE-TX red (ECD; fikoeritrin - Texas voros
tandem)

PE-Cy5 (fikoeritrin - Cy5 tandem)
PerCP (peridinin klorofil A protein)

PerCP-Cy5.5 (peridinin klorofil A protein
komplex - Cy5.5 tandem)

PE-Cy7 (fikoeritrin - Cy7 tandem)
Gerjeszt6 hullamhossz: 633 nm (piros lézer) | APC (allofikocianin)
APC-Cy7 (allofikocianin - Cy7 tandem)

Gerjeszt6é hullamhossz: UV/Lila tartomany

Alexa fluor 405
Pacific Blue

5.1. tablazat: A FACS mérésekhez leggyakrabban hasznalt fluoreszcens festékek

A diagnosztikus mérések soran f6ként a kullonféle sejtpopulaciok jelenlétének kimutatasa,
mennyiségik (aranyuk) meghatarozasa, ritkabban funkcionalis allapotuk jellemzése a cél. Ezt
altaldban immunfenotipizalassal, azaz a sejtfelszini vagy a sejten bellli fehérjék antigén-antitest
reakcion alapul6 jeldlésével (fluorokrémmal konjugalt monoklonalis antitestek felhasznalasaval)
végzik.

Egyetlen fluorokrom alkalmazasa esetén a detektalt fluoreszcens jel hisztogramon jelenik meg. A
fluoreszcencia intenzitds alapjan a hisztogramrol leolvashatd, hogy a vizsgalt sejt specifikusan
megkototte-e a hozzaadott antitestet, vagy sem. Ez bioldgiai szempontbdl arrél ad felvilagositast,
hogy a vizsgalt sejtek expresszdljak-e a keresett antigént (pl. differencialédasi vagy aktivacios

markert), vagy sem (,igen —nem” valasz). A hisztogramok szamszer( értékelése (a gorbe alatti terilet
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meghatarozasa) a pozitiv (a keresett fehérjét expresszald) és a negativ (a keresett fehérjét nem
hordozd) populaciok %-os aranyardl is felvilagositast ad. A detektalt fluoreszcencia intenzitas mértéke
a megkotott fluoreszcens festékkel, vagyis kdzvetve a megkotott antitestek szamaval aranyos. Ez
biolégiailag azt jelenti, hogy minél nagyobb fluoreszcens jelet detektalunk, annal nagyobb mértékben
expresszalja a vizsgalt sejt a keresett antigént. Ismert mennyiségl fluoreszcens festékkel jeldlt
kalibracios gyongyok alkalmazasaval lehetéség nyilik a fehérje expresszid6 szamszer(

meghatarozasara is (5.11. abra).

Technikai vonatkozasok
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5.11. abra: Fehérje expresszié szamszerli meghatarozasa gyongyok alkalmazasaval

Tekintettel arra, hogy a sejtcsoportok korrekt azonositasa csak tébb fehérje egyideji jelenléte alapjan
lehetséges (fehérje mintazat), az egyszin(i festéseket egyre inkabb felvaltjak a tébbszinl jeldlések
(kGl6nb6z6 hullamhosszon emittald festékek parhuzamos alkalmazasa). Tobbszords jeldlések
alkalmaval a detektalt fluoreszcenciak egymas fiiggvényében, felhdképeken abrazolédnak. A
felhéképekrél, hasonléan a hisztogramokhoz, kiderithetd az expresszid megléte, ill. hianya (,igen-
nem” valasz), szamszer(sithet6 a vizsgalt antigéneket hordozé sejtek aranya (%), a fluoreszcencia
intenzitds meghatarozasaval megallapithaté az expresszid mértéke, és nem utolsésorban kiderithetd
a ko-expresszio (5.12. abra).

Mivel a fluoroférok nem egy diszkrét hullamhosszon bocsatjak ki a fényt, hanem széles savban, ezért
tébbszinl jeldlések esetén spektralis atfedésekkel kell szamolni. Ezek kikliszébdlésére szolgal a

fluoreszcencia kompenzacio.
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5.12. abra: Ko-expresszio abrazolasa

5.4. Mintaelbkeészités diagnosztikus FACS meérésekhez

5.4.1. Sejtszuszpenzio készités

Mivel aramlasi citométerrel csak kulonallé sejteket lehet vizsgalni, ezért egyrészt leggyakrabban az
eleve szuszpenzié formajaban nyerhetd bioldgiai mintakat (pl. periférias vér, csontvel6 aspiratum,
liquor, vizelet) hasznaljak, masrészt szolid szdvetek esetében a minta el6készités els6 lépése a
sejtszuszpenzid elballitasa. A sejtszuszpenzidk elbéllitasanak sokféle moddszere ismert (pl.
mechanikus szétvalasztds, emésztés), de ezek részletezése jelen 6sszefoglald kereteit meghaladja.
Annyit azonban mindenképpen érdemes megemliteni, hogy a szbvetek szétvalasztasanal térekedni
kell az egyes sejtek épségének és felszini fehérje mintazatuk intaktsadganak megmaradasara, hiszen

ez a vizsgalat elvégzésének és értékelhetéségének egyik feltétele.

5.4.2. Eritrolizis (erythrolysis)

A periférias vérmintak és a csontvel6 aspiratumok elékészitése soran sziikséges a ,nagy tébbségben”
jelen levd vordsvértestek feloldasa (lizalas, erythrolysis). Az eritrolizisnek szamos mddszere ismert
(hipotdnias oldattal, ammaodnium-klorid oldattal, stb. torténd lizalas), amelyek részletes leirasa helyett a

szakirodalomra utalunk.

5.4.3. Fluoreszcens jelolés

A sejtek fluoreszkald festékkel torténd jeldlése technikai szempontbdl alapvetéen kétféle lehet: 1)

alkalmazhatunk valamely sejtalkotorészhez ill. molekuldhoz specifikusan két6dni képes fluoreszkald
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anyagot (direkt / kdzvetlen festés), vagy 2) megjeldlhetjik a sejt valamely strukturajat (antigénjét) a

hozza specifikusan k6t6dé, fluorokrommal jelzett ellenanyaggal (immunfenotipizalas).

5.4.3.1. Kozvetlen jelolés

A Kklinikai laboratériumi gyakorlatban leggyakrabban alkalmazott kdzvetlen festési eljaras a DNS
tartalom propidium jodiddal (PI) toérténé jeldlése. A Pl sztéchiometrikus médon (5 bazisparonként 1 Pl
molekula) képes beépiilni a kettésszali DNS ill. RNS molekulakba, igy RN-az kezelés utan, PI
festéssel lehetéség nyilik a DNS tartalom quantitativ mérésére és sejtciklus analizisre. (5.13. abra)

Kbzvetlen jelbléssel jellemezhetd szamos esetben a sejtek funkcionalis allapota is, pl. fluoreszcens
szubsztratokkal az enzimek aktivitasa, a sejtmembran megvaltozott lipid JOsszetételének
detektalasaval az apoptozis, oxigén gyokokre érzékeny fluorokromokkal a reaktiv oxigén intermedier

(ROI) termelés, stb. kdvetheté nyomon.
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5.13. abra: Fluoreszcens jel6lés a DNS tartalom kimutatasara

5.4.3.2. Immunfenotipizalas

A sejtek fluorokrdmmal konjugélt antitestekkel térténd jeldlése soran a specifitast az antigén—antitest
kotédés biztositja. A fluoreszcens festék és a specifitast biztositd monoklonalis (ritkabban poliklonalis)

antitest kapcsolata szerint megkllonboztetiink direkt és indirekt immunfenotipizalasi technikakat.

Direkt immunfenotipizalas esetében a fluorokrémot a vizsgalni kivant antigénre specifikus antitesthez
(primer / els6dleges antitest) kapcsoljak, mig indirekt eljaras esetében a primer antitest jeldletlen,
ezért a lathatova tételéhez valamilyen masodik, jelzett antitestre van szikség (szekunder /
masodlagos jelzett antitest). Az indirekt jel6lés specialis lehetbsége a biotinildlt primer antitest
hasznalata, aminek a lathatova tételéhez fluorokrommal konjugalt streptavidin hasznalhato. (5.14.
abra) Mindkét technikai megoldasnak vannak el6nyei: direkt jelolés esetén kisebb az aspecifikus
bekotédés veszélye, az indirekt festés pedig felerGsiti a detektalandoé jelet, hiszen 1 elsédleges,

antigén-specifikus ellenanyaghoz egyidejiileg tobb szekunder antitest is bekotédhet.
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Biotin-sztreptavidin
Direkt jelolés Indirekt jelolés jelolési rendszer

I -
o J £ = @

antigén antitest fluorokrém sztreptavidin biotin

5.14. abra: Antitesttel torténd jeldlések

A klinikai gyakorlatban az immunfenotipizalas a legelterjedtebb, vagyis féként a sejtfelszini és a sejten
bellli fehérje mintazat alapjan azonositjak és jellemzik a sejteket.

A fehérvérsejtek vizsgalata soran felfedezett antigéneket az 1980-as évek o6ta nemzetkozi
munkaértekezletek (International Workshops on Human Leukocyte Differentiation Antigens) keretén
belll vetik 6ssze és csoportositjak. A besorolasra kerllé antigének a kénnyebb azonosithatosag
kedvéért egy szamot kapnak, melyet a “Cluster of Differentiation” kifejezés roviditéséhez, a ,CD”
elnevezéshez kapcsolnak. A sorrendben kilencedik munkaértekezletet 2010-ben, Barcelonaban hivtak
Ossze, ekkor az azonositott és besorolasra kertilt leukocita antigének szama 363 volt (CD363) (5.2.
tablazat).

Mieloid sejtek Limfocitak
Ossejt marker | Granulocita | Monocita Magakariocita Eritrocita | T sejt B sejt NK sejt

CD34 ic MPO CD14 CD41 Glikoforin A CD2 CD19 CD16
CD117 CD13 HLA-DR CD61 CD71 CD3 CD20 CD56
CD133 CD33 CD4 CD42a CD4 CD22

CD15 CD13 CD33 CD8 HLA-DR

CD11b CD33 CD13 CD5 CD79a

CD16 cD7 | (CD10)

5.2. tablazat: A legfontosabb CD markerek

5.5. A aramlasi citometria alkalmazasi teriiletei

Az aramlasi citometria felhasznalasi terlleteit didaktikai szempontbdl kétféleképpen mutatjuk be: 1)

metodika kézpontu felosztas; 2) klinikai alkalmazasok.
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5.5.1. Metodika kozpontu felosztas

(A felsorolt csoportositas a teljességre valo térekvés nélkil készult.)

5.5.1.1. Fehérje kimutatasok

FACS moddszerrel egyarant lehetéség van a fehérjék specifikus és nem-specifikus kimutatasara. A

specifikus detektélds immunoldgiai alapokon nyugszik, a vizsgalni kivant fehérjéket (mint antigéneket)
fluoreszcensen jeldlt ellenanyagokkal jeldlik meg (immunfenotipizalas). Nem specifikus kimutatast az
amino-, vagy a tiol-csoportok in situ detektalasaval lehet végezni, ami azonban ,csak” a fehérje
jelenlétére, mennyiségére és lokalizacidjara ad valaszt, azonban az dsszetételre nem. Ugyanakkor
mindkét modszer alkalmas a receptor-ligand koélcsonhatasok jellemzésére, hiszen amino-reaktiv
fluorokromok hasznalhaték kilonféle ligandok jelzésére is, ill. a tiol-reaktiv anyagok alkalmasak a
fehérjék konformacié valtozasainak detektalasara is.

Specialis lehetéségeket nyitott meg a Zold Fluoreszkald Fehérje (Green Fluorescent Protein = GFP)
felfedezése, mely sikeresen hasznalhatd a transzfekciok hatasfokanak detektalasara. A transzfekcio
soran a GFP-t kédol6 gfp gént kdzvetlenll a vizsgalni kivant fehérje stop kodonja elé épitik be, igy
amikor a fehérjét kddold gén atirédik, a GFP-t kddold gén is at fog irédni, tehat a sejtben megjelenik a
fluoreszcens fehérje. A fluoreszcencia megléte tehat a vizsgalni kivant fehérjét kddold gén sikeres
expressziojat bizonyitja. Ha a gfp cDNS-t egy promoéter régié utan épitik be, a GFP mindig meg fog
jelenni, amikor a promoter aktivalédik, igy a gén expresszidjanak szabalyozasa is tanulmanyozhato. A
GFP riporter-plazmiddal torténé kotranszfekcidénak tovabbi elénye, hogy szortolassal szelektalni lehet
a sikeresen transzfektalddott sejteket.

Néhany patolégias allapot diagnézisahoz vagy prognosztikus megitéléshez bizonyos fehérjék
sejtfelszini expresszidjanak a mértékét kell ismernink. Egyes esetekben elegendd, ha ki tudunk
mutatni kilénbséget a koros sejtek és az egészséges sejtek kozott: pl. a leukocita adhézids
deficiencia (LAD) I. tipusaban a CD11b ill. a CD18, Il. tipusban pedig a Lewis X antigén szializalt
formajanak csokkent expresszidja detektalhaté a neutrofil granulocitakon. Spondylitis ankylopoetica-
ban (Bechterew kor) éppen ellenkezéleg, a HLA-B27 fokozott expresszidjanak van prognosztikus
jelentésége. Ismertek olyan klinikai allapotok is, amelyekben valamely expresszalt protein abszolut
szamanak ismerete az iranyadod: pl. szeptikus allapotban a monocitak HLA-DR és a granulocitak
CD64 (FcyRI) expresszidjanak quantitativ meghatarozasa alapvet6 fontossagu a folyamat
kimenetelének megitélésében. A fehérje expresszié szamszer(i meghatarozasara ismert mennyiségi

fluoreszcens festékkel jeldlt kalibraciés gyongyoket hasznalnak (5.74. abra).

5.5.1.2. Szintézis vizsgalatok

Fluoreszcens ,épit6kdvek” (pl. nukleotidok, monoszacharidok, zsirsavak, stb), vagy a sejtekbdl
fiziolégiasan hidnyz6é anyagok felhasznélasaval Uj molekulak képz6dése is nyomon kdvethetd. PI.

timidin-analégok (5-brém-2"-dezoxiuridin = BrdU, etinil dezoxiuridin = EdU, stb) inkorporaciojaval

sejtciklus analizis végezhetd (5.75. abra).
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5.15. abra: Sejtciklus-analizis BrDU beépllés mérésével

5.5.1.3. Enzimaktivitas mérések
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5.16. abra: Beta-glukoronidaz enzimaktivitas mérése
Fluoreszcens szubsziratok felhasznalasaval az enzimaktivitas méréseket él6 sejtekben, in situ

koralmények kozott is el lehet végezni. A tdbb paraméter egylttes detektalasa lehet8séget nyujt a
sejtpopulaciok egyidejli azonositasara, azaz sejt-specifikus enzimaktivitas meghatarozasra is.
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Fluoreszcens szubsztratokkal tobbek kdzott vizsgalhatok mar glikozidazok, foszfatazok, peptidazok,
proteazok és oxidazok is. Bioldgiai szempontbdl ezek a mérések a sejtmikddés széleskorl
jellemzését (metabolikus Utvonalak, jelatvitel, aktivacio, stb.) teszik lehetdvé (5.16. abra).

5.5.1.4. Nukleinsav vizsgalatok

Fluoreszcens nukleinsav festékek segitségével a sejtek DNS és RNS tartalma (sejtciklus és
sejtpusztulas) vizsgalhatd. A nem-permeabilis nukleinsav festékek alkalmasak a sejtek
életképességének (viabilitds) detektalasara is. Diagnosztikus szempontbél DNS tartalom
meghatarozast leggyakrabban a tumorsejtek osztédasi képességének kimutatasara vagy a kezelést
kovetd sejtpusztulas mértékének meghatarozasara hasznaljak, mig az RNS tartalom detektalasaval
azonositjak pl. a retikulocitdkat. A nukleinsav tartalom detektalasanak mikrobioldgiai jelentésége is
van, hiszen egyrészt a mikrébak életképességének ismerete (viabilitas vizsgalatok) el6re jelezheti a
fert6zés kimenetelét, masrészt nyomon kdvetheté a fertézott sejtek nekrdzis vagy apoptdzis révén

torténd pusztulasa is.

5.5.1.5. Sejtalkotorészek vizsgalata

Szamos aramlasi citométerre adaptalt specifikus sejtorganellum kimutatasi rendszer ismert. Pl.
fluoreszcens jeloléssel vizsgalhatd a citoszkeleton in vivo dinamikaja, fluoreszcens lipid analégokkal
nyomon kovetheté a plazmamembran és a citoplazmatikus membran-rendszerek miikddése, de

fluoreszcens zsirsavakkal vizsgalhatok a jelatviteli Utvonalak és a sejtaktivacio is.

5.5.1.6. Funkcionalis vizsgalatok

Az éaramlasi citométerrel detektalhaté funkcionalis mérések sokfélesége miatt, els6sorban a
lehet6ségek felsorolasadra szoritkozunk és az egyes moédszerek részletezésében az immunolégia
gyakorlat anyagara utalunk.

> Viabilitas

» Sejtosztddas / sejtciklus

» Apoptodzis (kaszpaz-aktivitas, mitokondridlis membran depolarizacié, TUNEL = Terminal
DeoxynucleotideTransferase dUTP Nick End Labeling modszer)
Fehérjeszintézis (pl. citokin termelés)
Fagocitézis és endocitozis
Jelatvitel (pl. fluoreszcens zsirsavak, anti-foszfoprotein antitestek, stb)

Citoplazmatikus ion-koncentraciok (ion-szenzitiv fluoreszkalé festékek)

YV V V V V

Transzport fehérjék miikddése (fluoreszcens szubsztratok hasznalata pl. multidrug
rezisztencia = MDR kimutatasara)

Reaktiv oxigén gyokok (ROI) és nitrogén monoxid (NO) detektalasa

Fém-ionok mérése (Ca®*, Mg®*, Zn®* indikatorok)

pH detektalas

YV V V V

Membranpotencial mérés
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> Kinetikai mérések (pl. enzimaktivitasok idébeni detektalasa)

> a sejtek redox allapotanak meghatarozasa (tiolok és diszulfid kétések quantitativ mérése)

5.5.1.7. Molekulak relativ tavolsaganak meghatarozasa: FRET

Molekulak relativ tavolsaganak meérésére 2 fluoreszcens festéket hasznalnak egyszerre. A donor
fluorokrom a gerjesztésre hasznalt fény hullamhosszara érzékeny, az akceptor a donor altal emittalt
hullamhosszra. Ha a 2 molekula elég kézel van egymashoz, akkor a donor altal kibocsatott fény
gerjeszti az akceptort, tehat a mérés soran az akceptor fluoreszcenciaja jelenik meg. Ha a 2 molekula

tavol van egymastol, akkor a mérés soran a donor fluoreszcenciaja detektalhaté (5.17. abra).

akceptor
festék
donor
festék

sejtmembran \
A donor és az akceptor
tavol van egymastal,
nincs FRET

5.17. abra: Molekulak relativ tavolsaganak mérésére

5.5.1.8. Szolubilis molekulak mérése (mikrogyongy-alapa detektalo
rendszerek)

Szintetikus mikrogydngyok felszinéhez kotétt molekulak (fehérjék, oligonukleotidok, lipidek és
szénhidratok) segitségével lehetéség van kilonféle szolubilis analitok specifikus megkdtésére. A
méretbeli detektalhatésagot a mikrogydngydk, az analitok megkilonbdztetését a kulonb6zd szini

fluorokrommal konjugalt detektalé ellenanyagokkal térténd eldhivas biztositja. A vizsgalat el6nye,

hogy alkalmazasaval

nagyon kis mennyiségi \ )
= 0/ AN\

mintabdl tobbféle analitot !

lehet egyidejileg,

P

‘ analitot specifikusan felismerd
guantitativan kimutatni (pl. \

Z: & ellenanyag 1
= S

s J
510 citokin 25 "2’;‘ A

fluorokréommal jelzett specifikius

szérumbol). A  modszer & \F _/ ellenanyag 2

érzékenysége megegyezik EQ’ ‘

az ultraszenzitiv  ELISA /’-: ‘
analit

rendszerekével (pg/ ml

tartomany) (5.18. abra). 5.18a abra: Mikrogydngy alapi modszerek elve
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5.18b abra: Mikrogyongy alapu mérés

5.5.1.9. Abszolit sejtszam meghatarozas

Ismert mennyiségi polisztirén referencia gyongyok belsd standardként torténé felhasznalasaval

abszolut sejtszam meghatarozas végezhet6 (5.19. abra).



Kiiszib érték referencia gyongy

5.19. abra: Sejtszam mérés
FL1+/ polisztirén referencia gyongyok
standardként torténd

tormelék felhasznalasaval

FL1

Osszegylijtott gyongy : Osszes gyongy a mintaban
= kapun beliil szamolt sejtek : Osszes sejt a mintaban

5.5.1.10. Sejtszeparalas
A flow cytometrias sejtszeparalas elényei a hagyomanyos modszerekkel szemben:

e A sejtpopulacidk és szubpopulaciok szétvalasztasa multiparaméteres kritériumok alapjan
torténik (FS/SS; fluoreszcencia).

e A szeparalas sebessége egyedilalléan nagy: tébb mint 100000 sejt / sec, mikdzben a
hatékonysag (tisztasag) meghaladja a 95%-t.

e A modern késziilékek alkalmasak a nagyon alacsony aranyban jelen 1év6 sejtek (< 0,1% /
minta) biztos szeparalasara is (,rare event sorting”), aminek igen nagy jelentésége van pl.
a minimalis rezidualis betegség monitorozasban, vagy az autoldg transzplantaciéhoz
szilkséges ritka 6ssejt / progenitor sejt izolaldsban.

e A szortolas steril korlilmények kozott is végezhetd, igy a kivalogatott sejtek

tovabbtenyészthetdk, klonalisan felszaporithatok.

5.5.2. Korképek szerinti felosztas
5.5.2.1. Malignus hematoldgiai betegségek

5.5.2.1.1. Diagnosztika és differencial diagnosztika

Az aramlasi citometria szempontjabdl a rosszindulati vérképzdrendszeri megbetegedések
diagnosztikaja és a differencialdiagnosztikaja a sejtvonal eredet és az érési stadium megallapitasan
alapul, amelyet a sejtfelszini és citoplazmatikus antigének (CD markerek) kimutatasaval végeznek.
Mivel a sejtfelszini antigének tdébbsége egy sejtvonal tobb érési stadiumaban, esetleg tobbféle
sejtvonalon is kimutathatd, ezért diagnosztikus céllal csaknem mindig multiparaméteres méréseket
kell végezni. A megfeleld diagnosztikus és differencial diagnosztikus értékkel rendelkez6, lehetség
szerint kéltségtakarékos, a laboratériumok kozotti 6sszehasonlitasra alkalmas mérési rendszereket
konszenzus protokollokban foglaltak 6ssze.

A konszenzus protokollok tébb tipusa hasznalatos:



e Az “alappanel’ célja a klinikai

kép, a citologia, a citokémia, akut leukémia |

esetleg a genetikai

vizsgalatok alapjan felallitott mieloid eredetii limfoid eredeti
diagnézis megerdsitése. Az HLA-DR HLA-DR
immunfenotipizalashoz Egﬁ, (D13 TdT

viszonylag kevés sejtfelszini D15

és intracellularis  markert CD41 B sejtes ‘ T sejtes

hasznal fel. Célia a mieloid biycea CD19 CD2
és a limfoid eredet (00 e
CD7

elkulénitése, valamint a

" I CD10+ CD10-
legalapvetébb prognosztikai (CALLA+) (CALLA-)
markerek (pl. a CD10 =
CALLA) expresszidjanak
vizsgalata (5.20. abra). 5.20. abra: Alappanel malignus hematoldgiai betegségekhez

e A Kkibdvitett konszenzus protokollok célia a pontos stadiumbeosztdas megallapitasa. Az
immunfenotipizalaskor vizsgalatra kerllnek a sejtvonal specifikus differencialédasi markerek
mellett az egyes sejttipusok érettségi allapotara jellemzd, valamint a prognosztikaban jelentés
antigének is. A malignus klén immunfenotipusanak egyre pontosabb ismerete révén az aramlasi
citometriat a diagnozis felallitasa mellett a rosszindulati hematoldgiai betegségek monitorozasara,

a terapias hatékonysag felmérésére és a recidivak korai felderitésére is hasznaljak.

5.5.2.1.2. Minimalis rezidualis betegség diagnosztikaja
Az MRD (minimal residual disease) a terapia ellenére megmaradd, de klinikai tineteket nem okozé

allapot. Kimutatasaban a FACS mddszer elénye a gyorsasag és a nagyon nagyszamu sejt
vizsgalatanak lehetésége (500.000-1.000.000 / vizsgalat), hatranya a molekularis genetikai

vizsgalatokhoz képest kisebb érzékenység.

5.5.2.1.3. Recurrens hematolégiai betegségek kimutatasa
Habar a leukémiak Ujra-megjelenésének kimutatasaban a f6 szerep a molekularis biolégiai

modszereké, a multiparaméteres immunfenotipizalasnak a szerepe sem elhanyagolhat6. Elényei és

hatranyai megegyeznek a MRD kimutataséival.

5.5.2.1.4. Terapia iranti érzékenység vizsgalata (MDR = multidrug resistance)
Aromlasi citometriaval a terapia hatékonysaganak megitélésére tobbféle lehetéség kinalkozik: 1)

monitorozhatd a diagnozis alapjaul szolgald malignus sejtek mennyisége, a kéros és az ép sejtek
aranyanak alakulasa (immunfenotipizalas), 2) vizsgalhaté a gyégyszer-rezisztenciaval dsszefiiggésbe
hozhat6 membranfehérjék jelenléte (immunfenotipizalas) és 3) nyomon kdvethet§ a rezisztencidért
felelés fehérjék pumpafunkcioja (funkcionalis vizsgalati modszer) (5.21a. abra). A transzport fehérjék
funkcionalis aktivitasat fluoreszcens szubsztratjaik felhasznalasaval lehet detektalni. A fluoreszcens

anyaggal feltoltott sejtek fluoreszcenciaja a transzport-fehérje mikodésének hianyaban magas (nem
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5.21a. abra: MDR membranfehérjék immunfenotipizalasa
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5.21b-c. abra: MDR fehérje funkcionalis jellemzése



5.5.2.2. Immunhianyos korképek

Immunhianyos allapotok az immunrendszer egy vagy tébb sejttipusanak mennyiségi vagy funkcionalis
zavara kovetkeztében kialakuld, az immunrendszer elégtelen miikddésével jellemezhetd korképek.
Kialakulasuk szerint velesziiletett és szerzett formai kilonboztetheték meg. A tlineteket az érintett
sejttipusok morfolégiai és/vagy funkcionalis valtozasai okozzak.

Az immunrendszer vizsgalatanak célkitlizései:

e adiagnozis feldllitasa (az immunrendszer betegségének kimutatasa)
e akorkép jellemzése
e a betegség aktivitasanak nyomon kovetése

e aterapias valasz monitorozasa

5.5.2.2.1. Fenotipus vizsgalatok az immunhianyos allapotok diagnosztikajaban és
nyomon kévetésében

Keringd limfocita szubpopulaciok egymashoz viszonyitott aranyanak vizsgalata (pl. T-B
sejtarany, CD4:CD8 arany, stb.)

e Keringd limfocita szubpopulaciok jellemzése (pl. memoria sejtek jelenlétének kimutatasa;
aktivalt limfocitak azonositasa, antigén-specifikus limfocitak jelenlétének kimutatasa, stb.)

e CD4+ / CD3+ T helper sejtek mennyiségének vizsgalata HIV fertézésben, a folyamat
aktivitasanak nyomon kovetésére (az abszolut CD3+/CD4+ Th sejtszam monitorozasanak
terapias vonzata van: a WHO (World Health Organization) 2010 allasfoglalasa szerint a HIV
fertzésben szenvedd betegek antivirdlis kezelését meg kell kezdeni, ha a CD4+ limfocita
szam <350 sejt /mm?ala siillyed).

e Fagocita képesség vizsgalata

e ROI (reaktiv oxigén intermedier) termelés vizsgalata

e Citokin termeld képesség vizsgalata

o NK sejtek citotoxikus aktivitasanak vizsgalata

e Sth.

5.5.2.3. Autoimmun betegségek

Az aramlasi citometriat a szervezet sajat antigénjei ellen iranyuld, szévetkarosodashoz vezetd, kéros
autoimmunitas vizsgalataban tobbféleképpen is fel lehet hasznalni. Ki lehet mutatni a keringd
autoantitestek jelenlétét, detektalni lehet az autoimmun folyamatban részt vevé sejtek szamat és

funkcionalis allapotat, ill. monitorozni lehet a folyamat aktivitasat.

5.5.2.3.1. Autoimmun betegségek diagnosztikaja
A kering6 autoantitestek kimutatasanak egyik lehetséges mddszere a mikrogydngy alapu detektalas.

Az autoantigénnel fedett fluoreszcens miianyag részecskék felszinéhez a beteg szérumabdl bekét6dé
autoantitesteket mas hullamhosszon emittalé fluorokrommal konjugalt anti-human IgG ellenanyaggal
teszik lathatéva. Mivel a fluoreszcens partikulumokat meg lehet kilénboztetni a fluoreszcencia

intenzitasuk szerint, ezért egyszerre tobb autoantitest mérésére van lehetéség (pl. dsDNA, SSA, SSB,
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Sm, Sm/RNP, Scl70, Jo-1, stb). A vizsgalat elényei: 1) a gyorsasag (nem kell 6sszevarni tébb beteg
vizsgalati mintajat, mint pl. az ELISA rendszerek esetén), 2) a szikséges minta mennyiség alacsony
(= 25 — 30 pl), 3) tdbb autoantitest mérhetd szimultan (>10).

A kering6 autoantitestek kimutatdsanak specidlis lehetésége, amikor a beteg szérumaban jelen 1évd
ellenanyagokat egészséges egyénbdl izolalt sejtekhez koétik, majd fluorokrémmal konjugalt anti-human
immunglobulinnal hivjak el6. Ezt a médszert alkalmazzak pl. autoimmun trombocitopeniakban (ITP), a

vérlemezkékhez specifikusan kapcsolodé autoantitestek kimutatasara.

5.5.2.3.2. Az autoimmun betegségek aktivitasanak nyomon kovetése
Az autoimmun folyamatban szerepet jatszd sejtpopulaciok (regulatérikus T sejtek, Th17 limfocitak,

stb.) aranyanak és abszolit mennyiségének, esetleg aktivaltsadgi allapotdnak monitorozédsa
hozzasegithet a betegség progndzisanak megitéléséhez. Fontos azonban hangsulyozni, hogy a
periférias vérben keringé limfocita szubpopulacidk jellemzése nem mindig reprezentalja a betegségre
jellemzé szdveti lokalizaciét. igy pl. rheumatoid arthritis esetén célszeriibb az iziileti folyadék, sclerosis
multiplex esetén a liquor, stb. sejtdsszetételét vizsgalni.

Napjainkban egyre inkabb felismerik az aktivalt és elpusztulé sejtekbdl szarmazd, membrannal
korllvett részecskék, a mikrovezikulak klinikai jelentéségét. Szamos koézlemény utal arra, hogy
plazma szintjiuok megnd aktiv autoimmun folyamatokban, sét jelenlétik biomarkerként is

felhasznalhat6. A mikrovezikulak vizsgalatanak legelterjedtebb mddszere az aramlasi citometria.

5.5.2.4. Szervtranszplantacio

A sikeres szerv transzplantacié egyik alapfeltétele az immunolégiai kilokédés (rejectio)
megakadalyozasa. Az alkalmazott immunszuppressziv kezelések azonban a transzplantalt betegeket
fogékonnya teszik a fert6zésekre. Az aramlasi citometria segitségével a transzplantaltak immunoldgiai
valaszreakcioi tdbb ponton is monitorozhatdk: 1) kimutathatok és osztalyozhatok az alloreaktiv
ellenanyagok, igy azonosithatdk a ,nagy rizikéju donor — recipiens parosok”, 2) kontrollalhatok a sejtes
immunvalasz komponensei (rejekcié versus infekcio: differencial diagnézis), 3) TCR analizis

segitségével meghatarozhato a transzplantacioé hatékonysaga.

5.5.2.4.1. HLA-asszociacio
Mivel egyes korképek és a HLA-haplotipus kdzott szoros 6sszefliggés mutathatd ki, ezért a HLA-

antigének sejtfelszini expresszié vizsgalatanak klinikai jelentésége van. A napi gyakorlatban a
limfocitak HLA-B27 expresszidjanak a FACS analizise terjedt el leginkabb, amit féként Morbus

Bechterew (spondylitis ankylopetica) csaladi halmozddasaban vizsgalnak.

5.5.2.5. Fertozések nyomonkdvetése

Napjainkra a nukleinsav kimutatason alapuldé mdédszerek a rutin mikrobioldgiai diagnosztika részét
képezik. Szamos elénylk mellett (felgyorsitjak a diagnosztikat, javitjak a specifitast és lehetévé teszik
olyan patogének azonositasat is, amelyek nem, vagy csak nagyon nehezen tenyészthetdk, pl.

Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis, stb), nem szabad elfelejteni, hogy egyrészt a
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nukleinsav kimutatasa nem egyenértéki a szaporodni képes korokozok jelenlétével, masrészt ezek a
metodikak nem teszik elérhetévé a gazdaszervezet immunrendszerének gyors monitorozasat! Eppen
ennek az lUrnek a poétlasa révén valt a mikrobioldgiai diagnosztika hasznos eszkdzévé az aramlasi
citometria. A FCM legnagyobb elénye a nukleinsav detektalason alapulé technikakkal szemben, a
mikroorganizmusok egyedi, sejtszintl kimutatasa. Gyorsasaga révén — a minta laboratériumba
juttatasat kovetd 2 oran belul eredményt adhat — kiemelt jelentéségre tehet szert a lassan névé
mikrobak, a mycobacterium térzsek és a gombak kimutatdsdban. Mivel a megfelel§ metodika (minta
elékészités) megvalasztasaval alkalmas a patogének pontos azonositdsara, igy kiléndsen jol
hasznosithaté a kevert populaciok okozta fertézések diagnosztikajaban. Nem utolsé sorban lehetévé
teszi a fert6zott szervezet immunrendszerének monitorozasat (specifikus ellenanyagok kimutatasa,
citotoxikus immunvalasz detektalasa) és az antimikrobialis kezelés nyomon kovetését is.
Az aramlasi citometria mikrobioldgiai alkalmazasi lehetéségei:
e Mikrobak azonositasa
1. Heterogenitas vizsgalatok (fényszoras detektalasa; specifikus fluorokrémok
felhasznalasa; fluoreszcens Gram festés)
2. Monoklonalis ellenanyagok felhaszndldsa a mikrobioldgiai diagnosztikaban:
immunfenotipizalas
3. Mikroorganizmusok és a gazdaszervezet kdlcsOnhatasainak vizsgalata
4. Mikrobak  azonositasa  fluoreszcens  festékkel konjugalt  olginukleotidok
felhasznalasaval, ill. a nukleinsavak kimutatasara alkalmas fluorokrémok segitségével
o Mikroorganizmusok élettani allapotanak vizsgalata
1. Eletképesség vizsgalatok
2. Mikrébdk funkciondlis vizsgélata (membranpotencidl mérés, enzimaktivitas
meghatarozas, stb.)
e Szeroldgiai vizsgalatok
e Antibiotikum érzékenység vizsgalatok
e Mikroorganizmusok szeparalasa dramlasi citométerrel (,szortolas”)

e Immunstatusz monitorozas

ABSZOLUT INDIKACIO RELATIV INDIKACIO

Malignus hematoldgiai kérképek differencial Autoimmun betegségek

diagnosztikaja

MDR vizsgalat Fert6zések

HIV fert6zés HLA-asszociacio

Transzplantacio el6készitése és nyomon kdévetése | Tumor prognosztika (DNS tartalom / sejtciklus)

Immunhianyos allapotok Retikulocita szam meghatarozas

PNH diagnosztika (CD55, CD59 expresszio) Trombocita funkcié vizsgalata

5.3. tablazat: Az aramlasi citometria klinikai indikacios teriletei
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5.6. Minéségellendrzés (quality control)

Az aramlasi citometriaban szikséges minéségellenérzésnek egyarant ki kell terjednie a készilék
(instrumentalis QC) és a minta ill. a mintaval kapcsolatos munkafolyamatok ellendrzésére (bioldgiai
QC). A készlléket érintd ellen6rzd vizsgalatok kdzott vannak napi és havi gyakorisaggal elvégzendd
miveletek. Ezek eredményei adnak felvilagositast a mlszer érzékenységérdl és stabilitasardl. Klinikai
szempontbdl nagy jelentGsége van a mintael6készités validalasanak. Immunfenotipizalaskor, a
jelélésre hasznalt ellenanyag a molekula az Fc részével is kotddhet a sejtekhez, amennyiben a
vizsgalt sejtek felszinén jelen vannak Fc receptorok (pl. granulocytak, NK sejtek, stb.). Ennek az
aspecifikus kotédésnek a kimutatasara izotipus kontroll antitesteket hasznalnak. Az izotipus kontroll
ellenanyag Fab része valamely, a vizsgalt sejtben biztosan nem expresszalédé (altalaban egy masik
faj antigénjét felismer6) molekulara specifikus, igy a mintaban 1év6 sejtekhez csak aspecifikusan, azaz
az Fc részen keresztil képes koétddni. Ennek megfeleléen az izotipus antitest jellés utan detektalt

fluoreszcencia felhasznalhato a ,valédi” jelolés fluoreszcenciajanak értékelésében (5.22. abra).

600

specifikus (CD3) At

480
.

izotipus At

360
.

Counts

aspecifikus

specifikus

120
5

kotédés kotédés

102
CDIAPC

5.22. abra: Izotipus kontroll jeldlés

5.7. Laboratériumi normal értékek
A felnétt egyének keringd limfocita alcsoportjainak laboratériumi referencia tartomanyait az 5.4.

tablazat tartalmazza.

CD3+ CD19+ CD3+/CD4+ CD8+/CD4+ CD3-/CD56+
Limfocita CD4: CD8
T sejt B sejt Th sejt Tc sejt NK sejt
x1000/mikroliter 1,14-3,38 0,78-2,24 0,08-0.49 0,49-1,64 0,17-0,88 0,9-5,0 0,08-0,69
% 53-83 5-21 30-59 10-40 5-32

5.4. tablazat: Felnéttek kering6 limfocita alcsoportjainak laboratériumi referencia tartomanyai
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6. IMMUNIZALAS
(BUZAS EDIT)

Az immunterapias eljarasok soran az immunrendszer mikddését mesterségesen modositjuk.
Immunszupresszidval elérhetd:
» az autoimmun folyamatok gatlasa (pl. methotrexat a sejtciklus S-fazisanak gatlasaval RA-ban
gatolja a szinovialis sejtek szaporodasat)
» az allergias folyamatok gatlasa (pl. glikokortikoidok allergias reakcidban gatoljak a
gyulladasos citokinek termel6dését)
> a transzplantacios tolerancia Iétrehozasa (pl. ciklosporin gatolja az IL-2 termelést, ezaltal a T-
sejt proliferaciot).
Immunmodulacidval elérhetd:
» a TH1/ TH2 egyensuly eltolasa autoimmun vagy allergias korképekben (pl. anti-TNF kezelés
RA-ban)
» az ellenanyagvalasz izotipus megoszlasanak megvaltoztatasa allergias korképekben (pl.
allergén specifikus deszenzitizalas).
Immunstimulaciéval elérhetd:
> atumorsejtek elleni valasz el6segitése (pl. melanédmaban IL-2 terapia segiti a tumor ellenes T-
sejt szaporodast)

» a koérokozok elleni valasz elGsegitése, a vakcinaciéval.

6.1. Immunizalas
6.1.1. Az immunizalas célja és gyakorlati kivitelezése

Fajidegen antigénekkel toérténd immunizaldssal hozhatjuk létre az immunassay-kben szekunder
antitestként alkalmazott poliklonalis ellenanyagokat. Ugyancsak poliklonalis ellenanyagot allithatunk
el6, amennyiben birka vorosvértestekkel immunizalunk (pl. nyulat, sertést, stb.). A Iétrejott anti birka-
vorosvértest antitesteket széles kdrben alkalmazhatjuk a komplement rendszer vizsgalatara.

A monoklonalis antitestek eléallitasanak is alapvetd |épése az immunizalas. Elsésorban egereket
alkalmazunk erre a célra. Amennyiben az immunizalt szervezetbdl vett vérmintaban (vérszérumban)
magas titerben van jelen az immunizalé antigént felismerni képes antitest, ugy az immunizalt egér
hozzuk létre a monoklonalis antitesteket termel6 hibridémakat (tovabbi részletet 1asd a 8. fejezetben).
Megfeleld genetikai hajlamot mutatd ragcsalékban (elsésorban egerekben és patkanyokban)
antigénekkel térténd immunizalassal — pl. autoimmun — megbetegedések allatkisérletes modelljei
indukalhaték. Ezek a modellek lehet8séget teremtenek arra, hogy standard és kontrollalt kérilmények

kozott vizsgaljuk az adott betegségre jellemz6 pathomechanizmus.
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llyen immunizalassal indukalt betegségmodellek pl. adjuvans arthritis (AA), kollagén altal indukalt
arthritis (CIA), antigén altal indukalt arthritis (AA), proteoglikan altal indukalt arthritis (PGIA), gluk6z 6
foszfat izomeraz arthritis (GPIA). A sclerosis multiplex széleskérben vizsgalt modellie az
experimentalis allergias encephalomyelitis (EAE).

Nagyon fontos alkalmazasi terllete az immunizalasnak a vakcinafejlesztés, annak is a

preklinikai/allatkisérletes fazisa.
6.1.2. Az adjuvansok, szerepiik és formulazasuk

Neutralis Mikrogémbok = Sék, Kationos ISCOMSs Viz/olaj Olaj/viz PRR/TLR Szaponinok
liposzéméak 1um-1mm aluminium liposzomak emulzi6  emulzié agonistak

T,1 vagy
2 1 Tl 152 T 1712
Depé/hordozé Immunstimuldtor és hordozé Immunstimulator

6.1. abra: Adjuvansok (Ref.2. alapjan)

Az antigénbemutatod sejteken kildnféle receptorokat vehetuink célba az immunizalas soran alkalmazott
adjuvanssal. Minden antigénbemutatd sejtféleség masféle receptorkészlettel rendelkezik, melyek
egymas jelatviteli folyamatait is szabalyozhatjak sejten bellli parbeszéd (crosstalk) révén. A
szintetikus mintazatfelismerd receptor agonistak pl. Pam3Cyws, MPL (monophosphoryl lipid ) és LPS
(lipopolysaccharide) analégok, Polyl-C, imidazoquinolinok, szintetikus oligonukleotidok, DAP
(diaminopimelic acid), MDP (muramyl dipeptid) fontos komponensei az adjuvansoknak. A sejtfelszini
és endoszomalis mintazatfelismerd receptorok célbavételével képesek a TH1 és/vagy TH2
immunvalaszt elsegiteni. A citoszélban talalhatd NOD-like receptorok (NLR) és a RIG-like helikazok
(RLHs) az intracellullaris baktérium- és viruseredeti jeleket képesek érzékelni. Bar az e receptorokon
keresztil haté szintetikus agonistak fejlesztésével kapcsolatosan kevesebb eredmény all
rendelkezéslnkre, bizonyos agonistdkat pl. MDP mar sikerrel alkalmaztak allatorvosi célokra. A
C-tipusu lektin receptorok (CLR) és a scavenger receptorok fokozzak az antigénkotést és
prezentalast, igy hozzajarulhatnak a tolerancia kialakulasat elkeriilé stimulaciés hatasokhoz. Végiil a
TREM receptorok (triggering receptors expressed on myeloid cells) szintén szerepet jatszanak a
gyulladas kezdeti szakaszaban, azonban ligandjaik egyel6re ismeretlenek.

Hagyomanyosan leggyakrabban a komplett Freund adjuvanst (CFA, Complete Freund Adjuvant)
alkalmazzuk adjuvansként, viz az olajban emulzié formajaban alkalmazzuk. A CFA eldlt, kiszaritott
mycobactériumot tartalmaz, altalaban Mycobacterium tuberculosist, ezzel szemben az ugynevezett
Inkomplett Freund adjuvans (Incomplete Freund adjuvant, IFA) nem tartalmaz mycobacteriumot. A
CFA emberben igen kifejezett imnmunogenitasa miatt nem alkalmazhaté adjuvansként.

Szintén gyakran alkalmazott adjuvansok az aluminium foszfat és az aluminium hidroxid (Alum),

melyeket human vakcinakban is gyakran alkalmazunk. Tovabbi adjuvansok a liposzomak és az
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ISCOM-ok (immunostimulating complexek). Az ISCOM-ok 40 nm atmérdji képletek, melyek spontan
keletkeznek, amennyiben koleszterin, foszfolipideket és szaponinokat megfelel6 aranyban kevertnk
Ossze (6.1 &bra).

6.1.3. Az immunizalas hatékonysagat befolyasol6 tényezok

Az immunizalas hatékonysagat szamos modon fokozhatjuk:

1. Adjuvans alkalmazasaval, mely egyrészt depdképzés révén biztositja a fenntartott antigén
felszabadulast. Masrészt a természetes immunitas mintazatfelismerd, vészjelzd receptorainak
ligandjat tartalmazé adjuvansok fokozzak az immunizalt szervezet antigénbemutaté sejtjeinek
MHC és kostimulaciés molekula expresszidjat, és ez altal fokozzak az antigénbemutatas
hatékonysagat.

2. Az immunizalas hatékonysaga novelhetd azzal, hogy az antigén gazdaszervezetétél
filogenetikailag tavoli szervezetet immunizalunk, melyben varhatéan kisebb tolerancia
figyelheté meg az immunizaldé antigénnel szemben.

3. Novelheté az immunizalas hatasfoka, ha az adott antigén szerkezeti és aminosav
Osszetételbeli sajatsagai alapjan (pl. varhaté MHC-ko6tédés alapjan) prediktalt ,leger6sebb”
(immunodominans) epitépokkal végezziik az immunizalast.

Optimalis antigén dozist valasztunk.

Optimalis immunizalasi (oltasi) moédot valasztunk.

6.1.4. Antigének és epitopok funkcionalis csoportositasa

Ismert, hogy a T sejtek rovid linearis peptid epitdpokat ismernek fel. Ezekkel szemben az antigének
determinansai kozil a térszerkezeti elemek (konformacids epitopok) képezik az antitestek altal
felismert B sejt epitopok tulnyomé tdbbségét, ezek az epitdépok jellemz6 mddon denaturacié soran
elvesznek. A B sejt epitdpoknak csak kis hanyada linearis peptid epitop. A fehérjetermészeti
lineéris peptidszakaszt ismerik fel, a nativ molekuldval nem reagalnak. Keletkezhetnek tovabba olyan
antitestek, melyek mind a nativ, mind a denaturalt lineéris peptidszakaszt felismerik.

Az antigének enzimhatasra bekdvetkezett szerkezeti moddosuldsa Uj epitopok kialakulasat
eredményezheti, enzimek hatdsara (pl. protedz vagy glikozidaz hatasra) tehat neoepitép strukturak

jéhetnek létre.

6.1.5. Az oltas maddja

Az intravénas oltas egyenesen a Iépbe, masodlagosan a nyirokcsomokba juttatja az antigént. Olajos
emulzidk esetében nagy az embolizacié veszélye, és nem képzédik antigéndepd. Fokozott az esély
tolerancia vagy anafilaxis kialakulasara. Legfeljebb liposzomak és Alum esetében alkalmazhato.

Gyakrabban alkalmazhaté emlékeztet6 (booster) oltasra adjuvans nélkil. Ekkor a meméria sejteket

aktivaljuk, melyek esetében nincs vagy kicsi az igény a kostimulaciora.
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Intradermalis oltas: gyakran alkalmazzuk. Lassan szivodik fel az antigén a véraramba, azonban
gyorsan elviszik a Langerhans sejtek a regionalis nyirokcsomokba. Hatranya, hogy az oltds helye
kifekélyesedhet.

Szubkutan oltas: konnyl kivitelezhetésége miatt a talan leggyakrabban valasztott immunizalasi ut,
mely révén nagy mennyiségi oltéanyagot juttathatunk be egyszerre. Az antigén lassan (elsésorban a
nyirokutak révén) szivédik fel, a felszivodas természetesen fligg az oltas helyének vérellatasatél. Ez a
vélasztand6 immunizalasi mod, ha nagy az anafilaxis veszélye. Elvandorolhat az oltéanyag a bdr alatti
térségben.

Intramuszkularis oltas: gyors antigén felszivodashoz vezet mind a véraramba, mind a nyirokutakba.
Azonban a felszivddas fligg az antigén méretétdél. Megfelelé Ut kis molekulatomegi, potencialisan
irritalé hatast molekulak oltasara, mig nagy molekulak valészin(i médon elsésorban a fasciak mentén
talalhaté nyirokutak révén szallitddnak el. Nagy mennyiség olthaté be igy, de hatrany az elhuzédé
felszivodas a fasciak mentén, melynek gyulladas és esetlegesen idegek érintettsége lehet a
koévetkezménye. F6 hatrany, hogy az oltas helye nem monitorozhato.

Intraperitonealis oltas: ragcsalék oltasanak gyakori Utja. A nyirokutak révén gyorsan a
nyirokcsomokba jut az antigén. Nagy mennyiségl, sokféle adjuvans olthatd igy. De booster oltasnal

nagy az anafilaxis veszélye a vérpalyaba torténé gyors felszivédas miatt.

Irodalom:

Mayer L, Shao L. Therapeutic potential of oral tolerance. Nature Reviews Immunology 4, 407-419,
2004.

Guy B. The perfect mix: recent progress in adjuvant research. Nature Reviews Microbiology 5, 505-
517, 2007
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7. VAKCINACIO
(HOLUB MARIANNA CSILLA)

A vakcinacio lehet terapias és prevenciés beavatkozas.
A terapiaban, az oltéanyag a fert6zést, megbetegedést kdvetéen adando:
> afert6zést kdvetden
- passziv immunizalas
Az ellenanyagot, ami hiperimmunizalt allatbdl vagy az adott antigénre immunizalédott, - pl. az
adott fertézésen atesett emberbdl szarmazoé kész antigénspecifikus 1gG, azokban az esetekben
alkalmazzuk, amikor nincs idé megvarni, hogy kialakuljon a sajat adaptivimmunvalasz.
El6nye:
- gyors védettséget biztosit
Hatranya:
- aveédettség atmeneti, mivel nincs memoaria valasz (az 1gG fél életideje 7-23 nap),
- az ellenanyag eliminacidja, neutralizaciéja révid id6 alatt bekdvetkezhet,
- anem sajat ellenanyag hiperszenzitivitasi reakciot, fajspecifikus immunvalaszt valthat ki.
Indikacio:
- pl. kigydomaras esetén,
- pl. bizonyos esetekben jarvanyos majgyulladasos beteg (Hepatitis A fert6zés) kdrnyezetében
éléknél (pl. immunszuprimalt személyek, csecsemok),

- pl. bizonyos esetekben tetanusz ellen (pl. nem kérhazban sziletett Ujszilottek).

- megbetegedést kovetden
- dendritikus sejt vakcinacio: kronikus megbetegedéseknél pl. tumorvakcinak.
- idiotipus vakcinacio: kizarélag B-sejtes tumorok esetében alkalmazhat6 terapia
- adoptiv sejt-transzfer: hisztokompatibilis donortél szarmazé immunkompetens sejtek
(csontvel6i vagy timuszbdl szarmazdé limfocitak) bevitele,

pl. bizonyos tumoroknal; gyermekkori kongenitalis sejtes immundeficiencia esetén.

A prevencio soran, a fert6zést megel6zéen modositjuk az immunrendszer mikddését:
- aktiv vakcinalas

Cél:

- a specifikus antigén-felismeré készlet aranyanak ndvelése

- specifikus immunolégiai memoéria létrehozasa

A hatékony oltdanyag tulajdonsagait a 7.1 tablazat foglalja 6ssze.
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A HATEKONY OLTOANYAG TULAJDONSAGAI

Biztonsagos Nem okozhat betegséget v. halalt.

Protektiv El6 kérokozo altal elsidézett betegséggel
szemben véd.

Hosszu tavu védelem Evekig tart6 védettséget ad.

Serkenti a neutralizalé antitesteket Bizonyos kérokozok (pl. poliovirus) olyan sejteket
fertéz (pl. neuronok), amelyek nem pétolhaték.
Neutralizal6 antitest megel6zi ezeknek a
sejteknek a megfert6z6dését.

Serkenti a protektiv T-sejteket Bizonyos kérokozok (pl. intracellularisok) sejt-
medialta immunvalasszal hatékonyabban
eliminalédnak.

Gyakorlati szempontok Bioldgiai stabilitas, kdnnyl bevitel, kevés
mellékhatas, olcsé elallitas.

7.1. tablazat: A hatékony oltéanyag tulajdonsagai.

7.1. Aktiv vakcinalas

7.1.1. Az aktiv vakcinacio jelentos részében elsodleges antitest
valaszt valt ki az oltéanyag

Az elsédleges immunvalasz kialakulasahoz, az antitesttermelés megindulasahoz, az immunizalast
kovetden legalabb 5-10 nap szikséges. Az immunvalasz soran adott mennyiségd, jellemzéen az IgM
osztalyba tartozé antitestek termel6dnek. Affinitdsuk atlaga nem nagy, vannak koéztik koran
termel6dd, az affinitasérésen még at nem esett plazmasejtek altal termelt antitestek, az id6
elérehaladtaval aztan kialakulnak az antigénhez nagyobb affinitassal kapcsol6dd, az affinitdsérésen
atesett plazmasejtek &ltal termelt antitestek is. Az immunizalas soradn aktivalt B-sejtekbdl
differencialédé memoaria B-sejtek a biztositék arra, hogy ha a valds fert6z6 mikroorganizmus keril be
a szervezetbe, arra mar a masodlagos immunvalasz alakul ki. Ennek soran joval hamarabb — 1-3 nap
alatt — jonnek létre a

legjellemz6bben IgG tipusu A

szekunder valasz
antitestek. Ezek mennyisége és

affinitdsa is joval nagyobb, mint

primer valasz
az elsédleges immunvalasz

soran képzddotteké, mivel az IgM

ellenanyagszint

elsédleges immunvalasz soran

zajlo affinitdsérés utan alakultak

ki azok a memoriasejtek, 5 10 15 20 TZS 30 n:\pok
amelyek most aktivalodtak. LA” antigén A" és B
(7.1. és 7.2. abra). antigén

7.1 dbra: Az els6dleges és masodlagos immunvalasz soran
termel6dd immunglobulinok, a preventiv vakcinacié célja
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7.2. abra: Ugyanarra az antigénre kialakulo elsédleges és masodlagos B-sejtes immunvalasz lefutasa

Elsédleges Masodlagos
Immunizalas utan 5-10 nap 1-3 nap
A valasz amplitudéja kisebb nagyobb
Antitest izotipus IgM >> IgG Tobb IgG

(bizonyos esetekben IgA, IgE)

Antitest affinitas

Kisebb atlag affinitas

Nagyobb atlag affinitas
(affinitas érés)

Antitest variabilitas

Nagyobb variabilitas

Kisebb variabilitas

7.2. tablazat: Els6dleges és masodlagos antitest valasz 6sszehasonlitasa.

Az aktiv vakcinacidkor hasznalt molekulak ugyanugy antigének a szervezet szdméra, mint a valddi

fert6z6 agensek. A vakcinaciokor hasznalt molekulak epitdpjai kozll az u.n. protektiv epitop

azonositasalfelhasznalasa a cél, mivel ez az a nagyon egyedi csak erre a molekulara specifikus

molekularis felszin, amihez az an

titest kapcsolodik.

A vakcinaciokor hasznalt antigének lehetnek T-dependens (TD) vagy T-independens (TI) antigének. A

T-dependens antigének miatt szikség van nemcsak az ellenanyagokat gyartd B-, hanem a specifikus

effektor Th-sejt repertoir Iétrehozasaéra is.

Mind a két esetben specifikus meméria jon Iétre, ami az aktiv vakcinacio alapvet6 célja.



Azt az antitestet, amely a patogénhez valé kapcsolédasa révén meggatolja a patogén elterjedését a
szervezetben, neutralizalé antitestnek hivjuk. A neutralizalé6 antitestek a korokozok hatasait
semlegesitik, pl. egy virus gazdasejten valé megtapadasat elézik meg. A neutralizalé antitestek kozott
is vannak olyanok, — ill. olyan nem-neutralizalé antitestek is vannak, — amelyek a virusfert6zott
sejthez tapadva azok
- eltavolitasat teszik hatékonyabba (pl. az FcR medialta fagocitozis fokozasaval.)
- meggatoljak a virusnak a gazdasejtben zajlé replikacidjat (pl. a jelatviteli folyamatok
gatlasaval)
- meggatoljak a virusrészecskék gazdasejtbdl valé kiszabadulasat, illetve sejtrél-sejtre vald
terjedését (pl. az expresszalddo virusfehérjék sztérikus 6sszekapcsolasaval) (7.3. abra).

neutralizalé
antitest NS
A L " 1
(anti-Env) j\\‘\' neutralizd®® . véd a fertézéssel
~ szemben

komplement-medialt
lizis és fagocitézis

neutralizalé
antitest

(anti-Env) 3\\

fert6zés

fert6zott sejt lizise

nem-neutralizalé
antitest §; »

virus replikacié
(pL: anti-NS1) ¥

‘gétlasa

_virus kibocsatas
gétlasa

nem-neutralizalé ¢,
antitest A

(anti-Env) =

" sejt-sejt kozti
atvitel gatlasa

7.3. abra: Az antitestek antiviralis hatasai

Az antigén stimulusra kialakul6 elsédleges immunvalasz soran képz8d6 specifikus antitestek
megjelennek a szérumban, ezt nevezzik szeropozitivitasnak. A vakcinacié hatasosséagat is jeldli, ha
a szérumban megjelenik a specifikus antitest, azaz az immunizalt személy szeropozitiv az
oltéanyaggal bevitt antigénre. Az oltas el6tt mért és az oltds utan mért ellenanyagszint valtozas a
szerokonverzio6.

A hatékony oltbanyag azonban nem csupan kivaltja, hanem olyan mennyiségben valtja ki az
antitesttermelést, hogy az hatékony védelmet biztositson a megbetegedés ellen. Ezt nevezzik

szeroprotekcionak. Az oltas utan mért antitestek hatékony védelmet ado szintje oltbanyagonként
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(antigénenként) kulénbozik: Pl. Hepatitis A esetében 20 mlU/ml; Hepatitis B esetében 10 miU/ml.

(mIU/ml = milli-international units per milliliter)

7.1.1.1. A T-sejtes memoria kialakulasa elo6feltétele a hatékony T-dependens
B-sejt valasznak.

Mesterségesen kivalthaté T-independens B-sejt valasz:

A T-sejt — B-sejt kapcsolatban esszencialis szerepet tolt be a CD40-CD40L kdlcsénhatas.

Az egyik igéretes vakcina-fejlesztési stratégia mesterséges CD40 ellenes antitest hasznalataval
szimulalja a T-sejtek fel6l érkezd kostimulaciét. igy a B-sejt plazmaseitté valé differencialédasa idében
nem flgg a T-sejtek aktivalédasatdl (T-independens), igy sokkal hamarabb alakul ki a B-sejt valasz.
Kontraindikacidja az eljarasnak, hogy poliklonalis B-sejt aktivacidhoz, extrém esetben a T-sejtes

memoria teljes eltinéséhez vezethet. (7.4. abra)

CD4* T-sejt +, APC
F \ Elény:
fiziologias szabalyozas

Hatrany:
sziikséges CD4* T-sejt segitsége,
immunvalasz korlatozott

APC

El6ny:

erés immunvalasz,

fiiggetlen a CD4* T sejtektdl

Hatrany:

poliklonalis B-sejt aktivacio,
autoimmun szindrémak?
csokkent T-sejt-memoria?

7.4. abra: A CD40 szerepe a TD B-sejt kostimulacidban, és a mesterséges CD40 elleni antitest hatas
elényei és hatranyai

7.1.2. Az antitest valaszt kivalté vakcinacio mellett bizonyos
esetekben a sejt-medialta immunvalasz kialakitasa a cél

A T-sejtes valasz harom fazisa:

e klonalis expanzié az antigén jelenlétében,

e az antigén eltavolitasa utani kontrakcio (apoptézissal),

e fennmarad6é memoria.
A CD8+ sejtek a CD4+ sejtektél némiképp eltéréen viselkednek ebben a harom fazisban. Egyrészt a
CD4+ T-sejt valasz magnituddja jellemzdéen alacsonyabb, mint a CD8+ valaszé, masrészt a
kontrakciés fazis is kevésbé kifejezett, mint a CD8+ sejtek esetében. Feltételezhet6, hogy a CD4+

memoria T-sejtek szama az idd elérehaladtaval lassan csokken. (7.5. abra).
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Expanzié Kontrakcié Meméria
i l l
| 1 1 1

virus-
terhelés

CD8* T sejtek

CD4+* T sejtek
\

CD4+ T-sejt
memadaria
elvesztése?

nagysagrend

id6

7.5. abra: CD8+ és CD4+ T-sejtes antiviralis valasz fazisai

CD8+ sejtek esetében a harom, id6ben egymast kovetd fazis a kovetkezéképpen alakul. (7.6. abra)

Aktivalas Expanzié Kontrakcié Korai meméria  Késéi memoria

nem antigén apoptotikus

et _oc o QO 0

(@) NG o < O 0 d a’
QW’«G%*CMOQ QAo - o OXQ %) e

CcD127 o o o o o @ |

antigén-specifikus ’“0 O q Q’o o

nafv CD8* T-sejt meméria

e ) INF-y-t termels CD8* T-sejt o INF-y-t és TNF-et termels CD8' T-sejt o INF-y-t, TNF-et és IL-2-t termels CD8* T-sejt
7.6. abra: CD8+ T- sejt valasz szakaszai

1. A vakcinaciét (vagy fert6zést) kdvetéen a dendritikus sejtek kdzremikddésével lezajlik az
aktivacié. Ez akar 2 6raval az antigénstimulus utan bekdvetkezhet. (CD4+ T sejtek esetében
hosszabb idé mulva — min. 6 éra -, és nagyobb antigén-koncentracionak kell jelen lennie. A
CD4+ sejtek a kostimulaciéra is érzékenyebbek.)

2. Az expanzio soran kialakul az elsédleges immunvalasz. A sejtek az aktivaciot kdovet 24 ora
elteltével 6-8 odranként osztddnak (ez a CD4+ sejtek esetében lassabb lUtemben zajlik.)
Funkcionalisan kulénb6z6 elsédleges Tc effektorsejtek alakulnak ki: legtébbje IFN-gamma
termel6 sejt, vagy TNF-termeld citolitikus sejt.

3. A kontrakcié soran az elsédleges CD8+ T-sejtek 90-95 %-a apoptdzissal elpusztul.
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4. Az apoptézist elkeriild sejtek képezik a korai elsédleges CD8+ memodriasejt repertoirt. A

memoriasejtek szama ezaltal fligg az effektorsejtek szamatol. Minnél tébb effektorsejt alakult
ki, annal toébb (5-10%-uk) memoriasejt jon létre. Sejtfelsziniikdn a naiv CD8+ sejtekre jellemzé
molekulak expresszalédnak, és IFN-gamma mellett (ugyanazon sejtek) TNF-alfat is
termelnek.

Az IFN-gamma és TNF-alfa mellett IL-2-t is termel6 memoéria T-sejtek 6nmeguijulasra
képesek, a hossz( tavia CD8+ meméria sejtek nagyobb részét ezek teszik ki. Onmeguijitd
képességuik adja a magyarazatat annak, hogy miért az antigén eltavolitdsa utani 2-3 napban

talalhatok meg legnagyobb szamban egy adott patogénre specifikus CD8+ memoriasejtek.

A T sejtek szama az antitestszinthez hasonldan valtozik az elsédleges és a masodlagos immunvalasz

soran. Az elsédleges immunvalaszban szerepld effektor T-sejtek szama kevesebb, mint a masodlagos

immunvalaszban kialakuloké. A memoria T-sejtek szama is hasonléképpen a B-memodria sejtekéhez

az els6édleges immunvalasz utan kevesebb, mint a masodlagos immunvalasz utan.

Az ismételt — emlékezteté vakcinacidkor (a masodlagos immunvalasz soran) a T-sejtek kontrakcios

fazisa elhizédik, a masodlagos memodriasejtek nagyobb szamban alakulnak ki, mint az els6dleges

immunvalaszkor, de csdkkent Gnmegujulé képességgel (IL-2 termeld) rendelkeznek.

A masodlagos immunvalaszt kdvetéen évek alatt kialakuld hosszu tavu memdriasejtek koézott joval

nagyobb aranyban vannak dnmegujulé képességii CD8+ kés6i memoria T-sejtek (7.7. abra).

antigén specifikus
CD8* T-sejetek szdma

Els6dleges CD8* memdria T-sejtek

IL-2-t termeld

boooé o Qg%o* _,@édg_,%érgg

e e Q0 00" Q20  &o0,
effektor valasz meméria / w

valasz CD62L \/o 0 0««

Ja— CD8* meméria ~ (/]

elsédleges T-sejt meméria
meméria
vélasz

Méasodlagos CD8* meméria T-sejtek

&0
L d i d )
1. talélkozds 2. taldlkozas \ o —_—

id6 (® Q

Korai meméria Késbi meméria
(hénapok) (évek)

7.7. abra: Elsédleges — masodlagos CD8+ T-sejt memdria kinetikaja

7.1.2.1. A T-memoriasejtek tipusai

Az els6dleges immunvalasz soran kialakuld effektor T-sejtekbdl kétféle memdriasejt differencialédik,

amelyeket funkcidjuk illetve a felszinikdn expresszalédé homing receptoraik alapjan kilénboztetnek

meg (7.8. abra)
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» Tcu: centralis memoria T-sejt

e Foleg CD4+ follikularis Th.

e Sejtfelszinén expresszalédé molekulai (pl. a naiv T-sejteken is jelenlévé CCR7, és CD62L/L-
szelektin) lehetévé teszik a HEV-en at torténé migraciét a masodlagos nyirokszervekbe — igy
a Tcw a nyirokcsomoban, mandulakban, Iépben, ( és vérben keringve) taldlhaté meg.

e A naiv T-sejteknél szenzitivebb az antigénekre.

e A naiv T-sejteknél kevésbé kostimulacié dependens.

e A naiv T-sejteknél er6sebben expresszalja a CD40L-t (ez mint kostimulaciés feedback hat a
B-sejtekre, dendritikus sejtekre).

o Antigénstimulusra féleg IL-2-t termel, ezzel sajat magat meguijitja, ill. IFN-gamma vagy IL-4
termel6 effektor sejtté alakul.

» Tgu: effektor memoria T-sejt

e Lehet CD4+ Thl, CD4+ Th2, CD8+ Tc (felszini kemokinreceptoraik alapjan kulonitheték el).

e Felszinén olyan kemokinreceptorok, adhéziés molekuldk vannak, amelyek elsésorban nem a
HEV-en at zajld6 masodlagos nyirokszervekbe iranyulé vandorlast, hanem a gyulladt
szdvetekbe iranyuld vandorlast segitik. igy a TEM a tiidében, majban, bélrendszerben és
ugyancsak a lépben (ill. keringve a vérben) talalhato.

e Antigénstimulusra gyorsan, orakon belill reagal és a megfelel§ effektor T-sejtté alakul:

IFNgammat, vagy IL-4-et, vagy perforint/granzimot termel.

CD62L

o

- CD40L expresszié , "
- B-sejt, DC kostimulacié 7.8. abra: Centralis

- nyirokcsomé follikulusokban memoria Th (TCM) és
effektor memoria Th
o Sejt (TEM) kialakulasanak
feltételezett mddija,
el6fordulasa és
legfontosabb
funkcionalis jellemzdi

elsé
talalkozas T
antigénnel ¢

naiv T sejt effektor
T sejt

~ azonnali effektor funkcié

J ~ tiidében, bélben, majban

Te, sejt

Miutdn a memoria T-sejtek kialakulasa legféképpen az els6dleges stimulustdl fligg, és mivel az
egyszer aktivalt sejtek programozva folytatjdk az expanziés és kontrakcids fazist, illetve a
memoriasejtek kialakulasa programozva folyik, az oltasi naptarban az egy oltasra vonatkozé
megadott intervallumokat minimumként kell felfogni, amelyek nem csokkentheték, de
meghosszabbitasuk altalaban nem zavarja az immunvalasz kialakulasat. Ez egyben azt is jelenti,

hogy ha az immunizalasi program barmely okbdl hosszabb idére megszakad, az oltast nem kell Ujra

106



kezdeni, hanem folytatni kell. A masodlagos memoria T-sejtek minden esetben ugyanolyan nagy
szamban jénnek létre.

Az oltasi ellenjavallatok kozott szerepel a lazas allapot. Akut lazas betegségben oltani tilos, a
lazas betegség gyogyulasa utan az oltas elvégezhetd. Ez egyrészt azzal magyarazhato, hogy az
oltasi reakciok kozt gyakran szerepel lazas allapot, ami a szervezetet tovabb terheli, masrészt az
eredendd lazas allapot elfedheti az oltdéanyag mellékhatasait.

Ugyanakkor az oltas hatasossagara is befolyassal van, mivel az akut gyulladas szabalyozza a CD8+
T-sejtek memoriasejté alakulasat.

Akut fert6zés esetén gyulladasos citokinek kapnak szerepet az aktivacidban részt vevé dendritikus
sejtek érett antigénbemutatd sejtekké toérténd atalakulasaban. Mind virusos, mind intracellularis
bakterialis fert6zés esetén az expanzios fazisban létrejott effektor CD8+ T-sejtek a kontrakcios
fazisban atadjak helylket a memodria sejteknek, de bizonyos szamban még jelen vannak a
szervezetben.

Ha a vakcinacidkor egyéb fertézés miatt gyulladas all fenn, a folyamatos stimulus miatt nagyobb
aranyban maradnak fenn effektor T-sejtek. Proliferacios ratajuk magas, a vakcina antigénre specifikus
T-sejtek aranya a populacioban kihigul, viszont az effektor CD8+ sejtek citolitikus hatasainak
kovetkezményei terhelik a szervezetet. A memodriasejtek szama ezzel szemben alacsony, a
gyulladasos (nem homeosztatikus) citokin kérnyezetben funkcionalisan karosodnak, pl. nem képesek

onmegujitasra — apoptoézis ratajuk magas.

7.2. Eletkorfiiggé oltasi stratégidk a B-sejt repertodr életkor fiiggd
kiilbnb6z6sége miatt

Kilénb6zb okok miatt, mind a csecsemd szervezete, mind az id6és (65 év feletti) szervezet gyenge
immunvalaszt alakit ki az 0j, idegen antigénekre, tehat a vakcindkra is. Ezért mindkét korcsoportban
olyan vakcindkat kell fejleszteni, ami ndveli a neutralizal6 antitestmennyiség.

Csecsemo®korban a csontvel6 nagy szamban hoz létre eltérd specificitasu naiv B-sejteket. Az életkor
elérehaladtaval a B-sejt képz&dés sebessége csdkken, a csontvelében zsirlerakddasok jonnek létre,
kevesebb teret hagyva a B-sejt képz6désnek. A tér funkcionalisan is csdkken, a nagyobb szamban
el6fordul6 memdriasejtek, és a monoklonalis IgG-t termel6 plazmasejtek miatt. Ezért az életkor
elérehaladtaval az uj antigénekre bekbévetkezd B-sejt valaszképesség is csokken.

Mivel az 1gG féléletideje 21-30 nap, a csecsemdk anyai eredetll védettsége (a placentan atjuté anyai
IgG) a sziletés utan gyorsan csokken, sajat B-sejt repertoiruk fejletlensége miatt gyengébb
immunvalaszt adnak a fert6zésekre. Jellemz6en csecsemOkori fert6zés a Hib, a rotavirus, a
Salmonella, ami ha késébbi életkorban éri az embert, nem okoz (csak extrém esetekben) halalt. Mivel
csecsemobkorban szoptataskor az anyatejjel az IgG mellett atjuté IgA osztalyl anyai antitestek is
védenek a fert6zd antigének ellen, az anyatejes taplalas biztositja a fertézés elleni védelmet, mintegy
passzivan immunizalja a csecsemé szervezetét. Evoluciésan ez lehet a magyarazata annak, miért

nem ugyanolyan hatékony a csecsem®é immunvalasza, mint a feln6tt szervezeté.
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Idéskorban az Uj antigének mellett olyan fertézések is problémat okoznak, amiken mar atesett a
szervezet, idéskorban a tlinetek mégis sokkal sulyosabbak, szdmos olyan fert6zés okoz halalt, amely

a fiatalabb felnétt szervezet szamara nem veszélyes, pl. influenza.

7.2.1. Miért okoz a vakcinacioé problémakat csecsemokorban?

Egyrészt a csecsemdkori masodlagos nyirokszervekben nagyon kevés marginalis zéna B-sejt (MZB)
van, ami poliszacharid tartalmu Tl — antigének (pl. Hib vakcina) jelenlétében plazmasejtté alakulhatna.
A kostimulaciés molekulak nem, vagy tul alacsony szamban expresszalédnak a B-sejteken, a
dendritikus sejt-T-sejt- B-sejt kdlcsdnhatas kisebb eséllyel lesz eredményes a TD- protein antigének
(pl. kanyaré-morbilli vakcina) altali stimulust kdvetéen.

A follikularis dendritikus sejtek éretlensége miatt a germinalis centrumokban végbemené affinitasérés,
szomatikus hipermutacié, immunglobulin osztalyvaltas alacsonyabb hatasfokl, ennek kovetkeztében
a B-sejtek jellemzéen memodriasejtté differencialédnak, nem plazmasejtté. igy az elsédleges
immunvalaszkor termelédé antitestmennyiség is alacsony marad.

A kevés plazmaseijt kisebb eséllyel jut el a csontvelébe, ott kevesebb, a differencialédasahoz
szikséges faktort termel, hogy hosszu életli plazmaseijtté alakuljon.

Masrészt az anyai szervezetbdl szarmazé antitestek hozzakétédhetnek a vakcina antigénekhez, igy
semlegesitik, miel6étt a gyermek immunrendszere talalkozna vellk.

Bar a nagy affinitasu BCR-rel rendelkezé B-sejtek plazmasejtté alakulasa (igy az antitesttermelés)
limitalt, a védettség magalapozasat az alacsonyabb affinitasi BCR-rel rendelkezd B-sejtek
memoariasejtté valasa biztosithatna. A csecsemdkorban kialakult memdariasejtek élete azonban — még
nem tudni miért- nem élethosszig tartd. (Csecsemdékorukban Hepatitis B fert6zésen atesett

személyekben felnétt korukban nem lehetett kimutatni a védettséget.)

7.2.2. Oltasi stratégiak csecsemok és idosek esetén

e A naiv B-sejt aktivaciot serkent6 stratégia: a hatékonysag érdekében névelni kell a vakcina
elérhetéségét pl. Uj adjuvansok alkalmazasaval, az immunmodulacié serkentésével: pl Hib
vakcinacional ma mar nem a tiszta poliszacharidot tartalmazé vakcinat alkalmazzak, hanem
diftéria fehérjéhez mint carrierhez kovalensen kapcsolt Hib kapszularis poliszacharid tartalmu,
un. konjugalt vakcinat.

e A naiv B-sejtek masodlagos nyirokszervekbe vandorlasat, a germinalis centrumok
kialakulasanak esélyét serkentd stratégia: nagyobb antigén-dozissal, vagy vakcinadepot-val
(pl. a Fluval-P vakcinaban az aluminium foszfat gél olyan adjuvans, ami a vakcina fehérjéit
lassan szabaditja fel), vagy az alapimmunizacidkor tébbszoéri oltassal lehet biztositani a
folyamatos antigénstimulust. Pl. a csecsemd&kori Di-Per-Te vakcinacié alapimmunizalaskor
(elsédleges stimulus) is harom egymast kovetd oltast jelent (I/a, I/b, l/c) 2, 3 és 4 hénapos

korban.
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A B-sejt aktivacidjat serkentd stratégia: mind a nagyobb antigéndézis, mind a hatékonyabb
adjuvans alkalmazasa elényds.

A plazmasejtté differencialédas serkentése szintén a hatékonyabb adjuvansok alkalmazasaval
érhetd el.

Hogy a memdriasejtek valasza id6skorban is el6hivhaté legyen, azt felnéttkori

ismétlboltasokkal, ismételt alacsony dézisu antigénnel kell biztositani: pl. a tetanuszoltast

ajanlatos 10 évente ismételni.

7.3. A vakcinak tipusai

Egész (teljes) vakcinak:

€16, attenualt
inaktivalt
élé, rekombinans

Alegység vakcina:

protein
szintetikus peptid
DNS (RNS)

Ugyanarra a fert6z6 mikroorganizmusra kilénb6zé

gyartok,

kalénbdz6

tipust vakcinakat

fejleszthetnek ki. Erre j6 példa a 2009-2010-es influenza szezonra kifejlesztett, engedélyezett H1N1

influenzavirus elleni oltéanyag.

Inaktivalt (elolt)
virusokat tartalmazé
teljes virusvakcinak

Detergens kezeléssel
feldarabolt, inaktivalt
virus részecskéket
tartalmazé hasitott
(split) virusvakcinak.

Tisztitott
hemagglutinint és
neuraminidazt
tartalmazé subunit
(felszini antigén)
vakcinak, amelyekbdl
a tobbi virus
komponenst
eltavolitottak
(inaktivalt).

El, legyengitett
(cold-adapted) virus
vakcinak, melyek
gyengitett (nem
patogén) teljes virust
tartalmaznak

Baxter (EMEA),

Omninvest + Al-foszfat
adjuvans (Hungary),

Cantacuzino
(Romania)

8 gyart6é Kinaban,
CSL (Ausztrélia, USA)
Sanofi Pasteur (US),
Green Cross (Korea),

GSK+ASO3 adjuvans
(EMEA, Kanada)

Novartis (USA)

Novartis + M59

adjuvans (EMEA)

Medimmune (USA)

Microgen
(Oroszorszag)

7.3. tablazat: Engedélyezett monovalens pandémias influenza oltéanyagok a 2009-2010-es influenza
szezonra WHO tablazata.
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7.4. A vakcinafejlesztés iranyai

1. Jelenlegi vakcinak tokéletesitése
2. Uj vakcinak fejlesztése

3. Empirikus médszerek — biotechnoldgiai vakcinafejlesztés

Az Uj generaciés vakcinak kifejlesztésénél mindig az immunogenitas nodvelése, és a toxicitas

kikuszobolése a f6 cél.

Az immunogenitas noveléséhez tervezéskor nemcsak a megfelel6 epitépot, hanem a megfeleld

adjuvanst és a célbajutas maodijat is megfeleléen kell kivalasztani

A toxicitas kikliszoboléséhez, vagyis hogy az uUjonnan fejlesztett oltéanyag biztonsagos legyen,

biztositani kell, hogy:

e az alkalmazott adjuvans ne valtoztassa meg az oltdbanyaggal elérni kivant immunvalaszt
(TH1/TH2),

e neidézzen el autoimmunitast (molekularis mimikri),

e nelegyen szennyezett (virus, prion),

e ne épiljon be a genomba (onkogének aktivalasa).

7.4.1. Jelenlegi vakcinak tokéletesitése

El6, attenualt vakcinaval é16, csokkentett virulenciaju kérokozdéval szemben alakitunk ki védelmet.

Ez lehet az eredeti kérokozd, aminek csdkkentik a virulenciajat, vagy olyan, hozza kdzeli rokonsagot
mutatd mikroorganizmus, ami keresztreakcio révén ad védettséget.

Pl. influenzaoltashoz a virusok legyengitését nem-emberi sejtekben vald tenyésztés soran érik el,
hanem olyanban, ami eredetileg nem gazdaszervezete a virusnak (pl. majom eredet(i sejtek). A virus
mutacidk soraval adaptaldédik a masik gazdaszervezetben valé szaporodashoz, igy elérheté olyan élé
virusvaltozat, ami emberi sejtekben nem szaporodik. Ez lesz az oltbanyagban hasznalt él6, attenuélt
kérokozd. Ez a virus is fertézi a gazdaszervezetet, de nem tud elszaporodni benne. Azzal azonban,

hogy bekertilt a szervezetbe az antigén, az immunrendszert mozgdésitja (7.9. abra)

A kérokozé virus izoldlasa Az izolalt virust A virus szamos mutécion ment A virus mar nem szaporodik tovébb
fert6zott, human majom sejtvonalba keresztiil, amelyek lehetévé teszik, az emberi sejtekben, (attenualt)
tenyésztett sejtekbél juttatjuk be hogy j6l szaporodjanak a majom sejtekben fgy hasznélhat6, mint vakcina

|

7.9. abra: Virusok legyengitése nem emberi sejtekben valé tenyésztéssel
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Az attenuaciét mesterséges mutagenezissel, géndeléciéval is el lehet érni. Mivel az
influenzatérzsek évrél évre masok, tervezett , L,

_ . . _ Izolalt patogén virus
mutagenezissel — a varhatd leggyakoribb
antigénepitép-valtozat létrehozasat célozva —
valtoztatjiak az oltdbanyagban talalhatd virust
(7.10. abra). (Természetesen folyamatosan

ellendrizni kell, hogy egy uUjabb mutacidval,

rekombinaciéval nem nyeri-e vissza a
virulencijat.)
J6 példa az attenualt koérokozéval vald Izolalt gén

véddoltasra, és az Uj vakcina fejlesztésekre o
Receptor-koté

valé torekvésre a BCG vakcina. A Bacillus ' ~ protein
Calmette-Guérin/ tuberkulézis elleni oltéanyag

L 3 3 . . = Virulencia
deléciokkal modositott Mycobacterium bovis é§§

torzset tartalmaz, ami a kdzds epitopok miatt S

- ,‘\\\p
e . . , RS Core protein
kivaltia az M. tuberculosis elleni immunvalaszt

is. A (pl. magyar) lakossag teljes oltottsaga,

Muténs virulencia Hidnyzik a virulencidért
génszakasz felelés génszakasz

elvileg teljes védettsége mellett a tuberkuldzis
egyre terjed. Miutan Osszehasonlitd genetikai
vizsgalatokat végeztek a kiloénb6zé BCG
vakcinatérzsek és a M. tuberculosis térzsek
kozt, azt az eredményt kaptak, hogy

valészinilleg a laboratériumi tenyésztés soran

kialakult adaptacié miatt olyan valtozasok jottek
letre BCG vakcinatérzsekben, amelyek a Az ebbél ereds virusok életképesek, immunogének,
p s . de avirulensek, fgy, mint vakcinat, lehet hasznélni
gazdaszervezetben vald szaporodasi képesség
csokkenesével jartak. Emiatt az oltashoz 7.10. abra: Teljes inaktivalt, nem patogén mutansok
hasznalt attenualt kérokoz6 nem alakitja ki a kifejlesztésének lehetséges madja

megfelel6 védelmet.

Subunit, aleqység vakcina esetén a patogénnek csak egy specifikus komponensét tartalmazza az

oltéanyag. Ez olyan molekula, vagy makromolekularis fragmentum, ami a protektiv epitopot
tartalmazza. PI. influenza elleni oltdanyagok kézt van, ami tisztitott hemagglutinint és neuraminidazt
tartalmaz (felszini antigén) a tdébbi virus komponenst eltavolitottak.

Az alegység vakcinak hatékonysaga névelésére j6 példa a csecsemdkorban adott Hib (Haemophilus
influenzae B okozta csecsemdkori meningitis, epiglottitis elleni oltdéanyag) vakcinak uj generacioja. Az
eleinte elGallitott a H. influenzae kapszularis tisztitott poliszacharidjat tartalmazdé oltéanyag nem
bizonyult elég immunogénnek (lasd. Az immunrendszer életkori sajatossagaival foglakozé
bekezdésnél). A jelenlegi anti-Hib vakcinaban a poliszacharid kovalensen egy hordozéfehérjére van
kotve. Ez a konjugatum vakcina egyesiti a TD és Tl immunvalaszt egyarant kivalté kdvetelményeket.

A carrier fehérje PRP-D (poliribozilribitol-diftéria) toxoid mozgdsitja a specifikus T-sejteket, amelyek



citokintermelésikkel olyan mikrokdrnyezetet teremtenek a Hib- poliszacharidot felismeré B-sejtek
szadmara, hogy az immunvalasz hatékony lesz. (A PRP-D toxoid egy exotoxin, aminek a toxicitasat

formaldehiddel megsziintették, az immunogenitasa azonban megmaradt.)

7.4.2. Biotechnoldgiai vakcinafejlesztés

A rekombinans protein_vakcinakat ugy hozzak létre, hogy a patogén mikroorganizmus jellemzé

részletét expresszaltatjak legtobbszor élesztékben. llyen a hepatitis B elleni jelenlegi vakcina is, ami
az élesztében termeltetett egyik virus burokfehérjéjét tartalmazza.

Ujabban a kutatasok elétérébe kerlilt a ndvényi sejtekben, génmddositott ndvényekben torténd
expresszio, amivel akar a szajon at adhaté, ,ehet6 vakcinat” lehet eléallitani. Pl. a kolera toxin B-t
burgonyaban expresszaltattak, ami keringd és lokalis antitest termel&dést valtott ki az ezzel a
transzgenikus burgonyaval taplalt egerekben.

Az Uj generacios vakcinak fejlesztésénél megcélzott fokozott immunogenitas alapja a megfeleld

epitop, és a megfelelé6 adjuvans kivalasztasa is. A kisérleti stadiumban lévé szintetikus peptid

vakcinaknal a megfelel§ T és B-sejt epitdpok azonositasa/létrehozasa képezik a vakcina alapjat.

A vakcinak eléallitasa, a protektiv T-sejt epitop
Bizonyos HLA molekuldk nagyobb affinitassal kotik
azokat a nonapeptideket, melyeknek
méasodik aminosava prolin

kivalasztasa torténhet hagyomanyos, vagy in silico

maodon.

Hagyomanyos maédon:

e laboratériumban szaporitjak, majd egyenként
izolaljdk azokat az antigén komponenseket,
melyek a vakcina

fejlesztés  alapjaul

szolgalnak,

e szisztematikusan megszintetizéljak az atfedd Masodik aminosavként prolint tartalmazé

peptiddarabokat,

tesztelik immunogenitasukat.

Reverz - in silico vakcinolégia segitségével:

a patogén ismertté valt genomjabdl indulnak ki;

a genomialis szekvencia bioinformatikai
elemzése utan kerdl sor a kivalasztott
szekvencia megklonozasara (azaz él6 sejt
DNS-ébe integraltatiagk, majd a sejt
osztédasaval a szekvenciat is felszaporitjak)
és expresszaltatasara (azaz a bevitt DNS
alapjan fehérjét termeltetnek),

amit immunogenitasi tesztek kdvetnek.

7.11. abra: A reverz — in silico immungenetika
alkalmazasa, mint a malaria elleni véddoltas
kifejlesztésének egyik lehetséges utja
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Az epitdp predikcido egy masik fejezet témaja, ezért most roviden csak a malaria elleni véddoltas
Populaciés vizsgalatok alapjan bizonyos, hogy a HLA-B53 MHC valtozat asszocial a malaria elleni
védettséggel. A HLA-B53 olyan nonapeptidet két, amelynél a 2. pozicidban prolin van. A malaria
kérokozojanak peptidkdnyvtarabdl szamtalan peptidet lehet valasztani, amelyeknél a masodik helyen
van prolin. Megszintetizaljak a lehetséges peptideket, amelyeket aztan tesztelnek, hogy kétnek-e a
HLA-B53-hoz. Ha igen, tesztelik, hogy malariaval fert6zott emberek T-sejtjein kivaltja-e a proliferaciot.
Ha igen, a peptid alkalmas oltéanyagnak. Mivel azonban csak a HLA-B53-hoz két, ezért azoknal,
akiknek nincs ilyen MHC-juk, hatastalan. Ezért nem elég egy, hanem tébb kildnbdz8, a populaciéban
nagy gyakorisaggal el6fordul6 MHC-hoz koté protektiv T-sejt epitdpot kell azonositani és szintetizalni,

majd ezek elegyébdl késziteni oltéanyagot.

Masik megoldas az epitop affinitas novelés (epitdp-enhancement).

MHC affinitds ndvelés: A populaciéban nagy gyakorisaggal el6forduldé MHC molekulakroél tudhato,

hogy az altaluk koétott peptid melyik / milyen aminosavat kétik leginkabb (horgonyzé aminosav). A
vakcinaciora alkalmas peptidet lehet Ugy szintetizalni, hogy a f6 horgonyzé aminosavat kicserélik (a
leggyakoribb MHC-knak megfelel6en), mig a TCR felé néz6 aminosav az eredetinek megfeleléen
immunogén marad. A bemutatas hatékonysaga ezzel né, tébbféle MHC tudja a TCR-nek bemutatni.

TCR affinitas novelés: pl. Tumorvakcinak kifejlesztésénél cél a tumor epitépot felismeré T-sejtek

szamanak novelése. A peptid TCR felé es6é aminosavainak modositasaval elérhetd, hogy egy
specialis tumorspecifikus T-sejt populacié aktivalédjon. Az epitopok TCR felé néz6 aminosavainak
kulénb6z6 moédositasaival az is elérhetd, hogy tébb, kis és nagy affinitdsu T-sejt is aktivalédjon.

A virus vakcina fejlesztés egyik kisérleti stratégiaja szerint tdbbféle virustérzsre is jellemz6 aminosav
mintazatot szintetizalnak egy peptiden belll (u.n. peptidkimérat hoznak létre), ezzel elérhetd, hogy
eltérd virustdrzseket ugyanaz a specidlis T-sejt-populacié ismerjen fel.

A szintetikus peptid(ek) a szervezetbe kerllve 6nmagaban nem eléggé immunogén - csak MHC-n
bemutatva valt ki T-sejt valaszt, ehhez be kell juttatni a sejtekbe. A probléma egyik megoldasa pl. az
un. ISCOM (immune stimulatory complex) alkalmazasa. Ez egy, a liposzémahoz hasonld
képz6dmény, itt azonban a lipid carrierként egy rétegben zarja kézre a peptideket, amelyek sejtekbe
jutédsa igy membranfuziéval torténik. A citoplazmaba jutott peptidek aztdn az endogén antigén
feldolgozasnak megfeleléen fejez8dnek ki az MHC-n.

A DNS - vakcina génmanipulacioval eléallitott rekombinans DNS.

Legegyszeriibb valtozata egy olyan bakterialis plazmid létrehozasa, ami tartalmazza azt a gént,
amelynek terméke kivaltja az immunvalaszt. Ez a rekombinans plazmid DNS in vivo él6 szervezetbe
bejuttatva in situ expresszalédik a sejtek felszinén és antigénspecifikus valaszt valt ki. A nem metilalt
bakterialis DNS adjuvansként szolgal. Szamos elénye van, pl. kdnnyen eléallithaté nagy mennyiségi
tiszta DNS, ami biztonsagos, hiszen csak egy mikrobialis gént tartalmaz. (7.12 abra)

Az egy gén modszer mellett kisérletek folynak az expresszidos kdnyvtarral térténd immunizalasra is,

mikor egy genom fragmenseit hordoz6 plazmidkeverékekkel térténik az immunizalas.



Az influenza virus A plasmid beoltasa egérbe Influenza virussal Virus titer mérése
hemagglutinin génjének megfertézzikk az egeret
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7.12. abra: A protektivimmunvalasz kivaltasa mikrobidlis antigént tartalmaz6 DNS vakcinaciot
kovetben

Bar még human szervezeten nem hasznaljak, allatkisérletekben a DNS vakcinat intramuszkularisan
oltjak génpuska médszerrel. Ennek Iényege, hogy nm-es nagysagu aranyrészecskék felszinére kétik a
tisztitott DNS-t, amelyet hélium segitségével 16nek a béron at az izomba. A DNS mind a bér, mind az

izomsejtek sejtmagjaba bejut.

7.4.3.  Uj vakcinak fejlesztése

A vakcinacié soran az antigén megfeleld célbajuttatasa mindig kritikus pont.

Immunizalas dendritikus sejtekkel: A dendritikus sejtek felhasznaldsa vakcinaciéra az egyik

legbiztosabb mddja az antigén célbajuttatasanak.

A sajat szervezetb8l szadrmaz6 monocitak in vitro dendritikus sejtté valé differencidltatdsa utan (lasd
szbvettenyésztés fejezet) az antigénpeptidekkel ex vivo feltoltott autoldég dendritikus sejteket a
szervezetbe oltjak. Az antigénpeptiddel feltdltott dendritikus sejtek valés immunvalaszt valtanak ki,
viszont patogén hidnyaban nincs gyulladasos citokin kérnyezet az aktivalédé T-sejtek korlul. Ennek
kovetkeztében az effektorok gyorsan eltinnek, a memdriasejtek kialakulasa erételjesebb. A
dendritikus sejtekkel valé immunizalast féleg tumorvakcinak esetében fejlesztik, mivel a tumor ellen a
hatékony cellularis immunvalasz indukalasa sziikséges.

Idiotipus vakcinacid: kizardlag B-sejtes tumorok esetében alkalmazhaté terapia, amelyben a vakcina

alapja a malignus B-sejt BCR-e.

Mivel a B-sejt BCR-e minden klén esetében mas idiotipusu, minden betegben mas BCR-t hordoz6 B-
sejt a malignitas ered6je. Az eljaras igy személyreszabott terapiat tesz lehetévé, mivel a beteg
nyirokcsomajabdl eltavolitott, az adott személyben malignussa valt specifikus B-sejtek adjak a vakcina
alapjat. Ezekbdl a sejtekbdl - a hibriddma létrehozasaval nagy vonalakban egyezé mddon — ex vivo
szolubilis antitest szekréciét idéznek el6, amelyeket egy nagyon immunogén hordozéval
konjugaltatva, visszaoltanak a betegbe. Az immunogén hordozémolekula aktiv immunvalaszt valt ki,
melynek soran a sajat eredet(i antitest antigénfelismeré régidjara, mint epitopra, specifikus B-sejtek is

aktivalédnak, és gyakorlatilag autoantitesteket termelnek. Ezek az anti-idiotipus antitestek nagyon
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specifikusan csak a malignus B-sejt klonok felszinén taldlhaté BCR-rel kétédnek és megjeldlve ezeket

valtjak ki az effektor immunvalaszt.
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8. SEJTTENYESZTES
(TOTH SARA)

8.1. A sejttenyésztés definicidja, tipusai, formai

A szerv-, szbvet- és sejttenyésztés olyan in vitro (= livegben) technikak, amikor mesterséges, azaz
laboratériumi korilmények kozott tartjuk fenn és/vagy szaporitjuk az éllati vagy ndvényi eredetl
mintakat.

A tovabbiakban az allati / human mintékra vonatkozé tudnivalokat 6sszegezziik.

A minta szarmazhat egy mitét soran, vagy koézvetlenul a halal utan eltavolitott anyagbdl, vagy
biopsziabdl.

) A szervtenyésztés valdjdban csak a szervet alkotd sejtek tulélésének biztositasa, legtdbbszor
a megfeleléen kisméretli, embrionalis szervek esetén alkalmazzak, itt korlatozott sejtszaporodas és
differencialédas is megfigyelheté.

. A szovettenyésztés soran egy kisebb, a szervezetbdl eltavolitott, szévetminta fenntartasaral,
és sejtjeinek korlatozott szaporitasarol van szo.

. A legaltalanosabban alkalmazott eljaras a sejttenyésztés, amikor egy szévetbdl (egészséges
vagy tumoros) izolalt sejteket tartanak fenn és szaporitanak.

A sejttenyésztés 3 tipusa: a primer tenyészet, a sejttérzs és a sejtvonal.

e A primer tenyészet tulajdonképpen minden tenyésztés kezdete, ekkor kozvetlendl a
szervezetbdl szarmazd minta sejtjeit szeparaljuk egymastdl és az extracellularis matrixtdl ugy,
hogy csak lehet6leg egyféle sejttipus legyen jelen a tenyészetben. Amennyiben a
kérulmények megfelel6ek, a sejtek nemcsak tuléinek, hanem szaporodnak és a sejttipusnak
megfelel6 fizioldgias jellemzdket is mutatjadk. Amennyiben a sejtek szaporodnak és tovabb
tenyésztheték, két lehetdség all eld.

e Vagy un. sejttdrzs jon létre, amely korlatozott ideig tarthatd csak fenn (néhany hét, maximum
néhany hoénap), de a fiziologias jellemzdket megtartia és a sejtek kromoszéma szama is
normalis, a fajra jellemzé marad.

e Vagy sejtvonal jon létre, ami un. transzformalddott sejtekbdl all. Ezek altaldban aneuploidok,
azaz kromoszdmaszamuk eltér a fajra jellemz6tdl, és halhatatlanok, vagyis korlatlan ideig
(évekig, évtizedekig) fenntarthatok, s sem a fizioldgias illetve sem a szdveti jellemzék nem
mind talalhatéak meg. A transzformdcié bekdvetkezhet spontan az in vitro tenyésztés soran,
vagy mar a primer tenyészet is eleve transzformaldodott (pl. tumor) sejtekbdl indult. A
legismertebb human sejtvonal taldn a Hela, amelyet Henrietta Lacks cervikalis
adenocarcinoma sejtjeibdl alapitottak 1951-ben.

Mind a sejttorzsek mindpedig a sejtvonalak sejtjeit 10 % krioprotektiv anyagot (ez altalaban DMSO

vagy glicerin) tartalmazé médiumban lefagyasztva, folyékony N»-ben, -196 °C-n un. sejtbankokban
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hosszu ideig tarolhatjuk. A nagy nemzetkdzi sejtbankok (www.atcc.org és www.hpacultures.org.uk)

pedig annak a lehet6ségét teremtik meg, hogy ugyanazon a biolégiai objektumon végezzenek el

bizonyos kisérleteket, pl. gydgyszerteszteléseket, kiilonb6z6 foldrajzi helyen és idében.

A sejttenyészetek a kiindulasi mintatol fliggéen lehetnek:

» vagy monolayer (egysejtsoros)

» vagy szuszpenzids tenyészetek
A monolayer tenyészetek esetében a sejtek szoros sejt-sejt és sejt-matrix kapcsolatot igényelnek,
azaz valamilyen aljzatot és matrixot kell biztositanunk e letapadasfiiggé sejtek tenyésztéséhez.
A szuszpenzids tenyészet elsGsorban a hemopoetikus sejtekre jellemz8, amelyek sem matrixot nem
igényelnek, sem szoros sejt-sejt kapcsolat nem jellemzi 6ket. Ritkabban az erésen transzformalt
sejtek is fenntarthatok szuszpenzidban, mivel az ilyen sejtvonalak sejtjei mar elvesztették a normalis
sejteket jellemz6 un. kontaktgatlast (siirliségfliggd szaporodas) is. A kontaktgatlas azt jelenti, hogy a
normalis, letapadasfiiggé sejtek szaporodva elébb-utdbb elérik egymast, azaz egy sejt szamos masik
sejttel fog érintkezni, ekkor ezen sejtek tovabbi szaporodasa gatlodik, de egyéb funkcidik nem
sérllnek. Ezzel szemben a transzformalt sejtekre nem jellemz6é a kontaktgatlas, vagyis egymast
elérve tovabb osztédnak, igy egymas tetejére néve tobb sejtsoros tenyészetet hozatnak létre, sét a

legextrémebb esetben szuszpenzidba jutva is tovabb szaporodnak.

8.2. A sejttenyésztés kornyezeti feltételei

A sejtek tenyésztéséhez — azaz miikddésiknek fenntartasahoz illetve szaporodasuk biztositasahoz —
az él6 szervezetben meglévd korlilményeket kell a leheté legpontosabban utanozni. Azaz mind a
fizikai (pl. hédmérséklet, CO, koncentracid) mind a kémiai (pl. kémhatas, a tapanyagok megfeleld
koncentracidja) mind pedig a biologiai (pl. extracellularis matrix) paramétereknek az él6 szervezetre

jellemzé értékeket kell elérni vagy ahhoz kdzeliteni (8.1. tablazat).

OLDOTT SEJTEK ES MATRIX FIZIKAI
ANYAGOK | SEJTKOLCSONHATASOK | KOLCSONHATASOK PARAMETEREK
Tapfolyadék Sejtkdlcsénhatas: Tenyésztd felllet pl. Hémérséklet
Szérum homoldg = sejt denzitas, mpanyag, UV?Q' membranok, | pH (indikator+puffer)
Hormonok heterolog = egydtt-tenyésztes mikrogyongyok Oxigén/széndioxid konc.
Névekedési (co-culture) bevonat (coat) pl. kollagén, Paratartalom

ok & 4 zselatin,
faktorok Metab?lltf)k és terr.nekek’ foodor nyer (tplélc Ozmolaritas
Letapadasi autokrin és parakrin hatas sejtréteg) Statikus vagy dinamikus
faktorok Anyagcsere rata tenyészet

Matrigel, Biomatrix

8.1. tablazat: A sejttenyésztés kdrnyezeti feltételei.

Az allati sejtek tenyésztéséhez folyékony vagy ritkabban, elsésorban a hemopoetikus sejtek
esetében, fél-folyékony (szemi-szolid) tenyészté kozeget, un. médiumot hasznalunk. Ezek

szintetikus médiumok, azaz ismert az Osszetételik, és tartalmazzak a sziikséges sokat,
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aminosavakat, vitaminokat, szénhidratokat, nukleotidokat. Az energiat biztosit6 szénhidrat
leggyakrabban glukéz, ritkabban galakiéz vagy fruktéz. Az atlagos cukortartalom 1,0 g - 4,5 g/l. A
magasabb cukortartalom altalaban a gyorsan proliferald6 embrionalis vagy tumorsejtekhez vagy a
glukézt gyorsan metabolizald, erds glikolitikus aktivitasu sejtekhez szikséges. Ezen kivil valamilyen
puffer (pl. NaHCO; vagy HEPES) és indikator (leggyakrabban fenolvérds) is van bennlk. Ez utdbbiak
szerepe az anyagcsere nyoman bekdvetkezé pH valtozasok mértékének tompitasa, illetve nyomon
kovetése. Az optimalis pH 6,8-7,2 a legtdbb sejttenyészet szamara.

Mivel a sejtek normalis miikédéséhez bizonyos fehérjékre (pl. névekedési faktorok stb.) és lipidekre is
szlkség van ezeket is biztositani kell, leggyakrabban allati szérum hozzaadasaval. A legtdbb allati és
emberi sejt szamara megfelel6 az 5-10 % fotalis borjusavét (FBS) [fetal calf serumot (FCS)]
tartalmazo tapfolyadék. Azért nem human savét hasznalunk, mert ennek hozzaférhetésége korlatozott
és biztonsagi kockazata is nagyobb. Ezen tulmendéen a fotalis savo ellenanyagtartalma elenyészé, és
héinaktivalassal a komplementrendszer aktivalédasa is kiklszobolhetd. Mivel a savd pontos
Osszetétele sarzsrol sarzsra valtozhat, 1évén egy nem szintetikus adalék, igy a benne 1évé névekedést
serkentd és gatlé faktorok aranya is eltérhet, ezért célszer(i az egyes sarzsok mintait a beszerzés el6tt
a kivant sejttenyészeteken letesztelni. Bar a szérumot gondosan ellenérzoétt, erre a célra tenyésztett
nyajak egyedeibdl nyerik és a mikrobidlis (baktérium - mycoplasma is -, virus, prion és gomba)
kontaminacio elkerllésére szigoruan ellenérzik, a legkényesebb sejtkultirakhoz olyan tertletrél, pl.
Dél-Amerikabdl szarmazo savé ajanlott, ahol BSE soha nem fordul elé. Eppen ezek miatt a sajatsagok
/ problémak miatt egyre intenzivebben kezdenek szintetikus — tehat ismert 6sszetételli — savopotiokat
hasznalni, amelyeknek széleskor( elterjedését éppen igen magas aruk hatraltatjia. Sok esetben un.
kondicionalt médiumot is hasznalnak, ami nem mas, mint egy sejttenyészetrdl levett ,hasznalt’
médium, amelybe az adott sejtek kilonféle, kémiailag akar még nem definialt, anyagot bocsatanak ki.
Ezt akar ugyannak a sejttipusnak, akar egy masik sejtfajtanak a minél sikeresebb tenyésztéséhez a
friss, szintetikus tapfolyadék kiegészitéjeként alkalmazzak.

A sejttenyésztés soran a sejtek felhasznaljak a rendelkezésre allo tapanyagokat, s ezzel egyidejiileg
anyagcseretermékeiket is a tenyészt6kdzegbe bocsatjak. Az emiatt ,kimerilt” tapfolyadékot altalaban
2-3 naponként el kell tavolitani és frissel pétolni, ez a tapfolyadékcsere.

Mivel a fenti kériimények alkalmasak a prokariéta baktériumok szaméra is, ezért a kontaminacio
elkerulésére kulénds gondot kell forditani. Vagyis szigoruan steril kdrnyezet (steril fulkék, un.
laminaris boxok, biztositotta munkatér) és steril oldatok, eszkdzdk szikségesek a sikeres
tenyésztéshez.

Ami a fizikai paramétereket illeti, a legtdbb sejttipus szamara megfelel6 a 37°C és az 5% CO,-ot
tartalmaz6 80-90% paratartalmu atmoszféra. Ez un. CO, termosztatok révén biztosithatjuk. Az O,
koncentracié nem limitald tényez6, mert a légkéri O, bdéségesen elegendd a legtdbb sejt szamara.
Ugyanakkor a szervezetben el6forduld, tehat a sejtek szamara szikséges ~5% CO, koncentracid
sokszorosa a légkorre jellemz6 (0,035%) koncentracidnak. Néhany esetben, pl. a molekularis
biolégiaban hasznalatos bizonyos transzfekcids rendszereknél (kalcium-precipitacié) a szokasos 5%-

nal alacsonyabb CO, koncentracio a kivanatos.
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A sejtek tenyésztéséhez ma mar egyszer hasznalatos mlanyag edényeket, pl. Petri-csészéket,
flaskakat hasznalunk. Ezek drtartalma, felllete (a monolayer tenyészetek esetében) a kisérleti
elrendezéstdl figgden valtozé lehet, az egészen kicsi, 200-800 ul-estél a tobb literes Grtartalmu
sejtgyarakig. A kereskedelmileg kaphaté edények felllete oly médon elékezelt, hogy biztositsa a
legtdébb sejttipus szamara kedvezd adheziv fellletet. Azonban bizonyos sejtek érzékenyek a
megfelel6 extracellularis matrix jelenlétére, ezért kildonb6zd matrix komponensekkel (pl. kollagén,
laminin, ornitin stb.) bevont tenyészt6edények is kaphatdk. A jol proliferalé monolayerben névé sejtek
esetében a felilet is limitald lehet, hiszen ez el6bb-utébb egyszerlien elfogy, igy sziikséges a
tenyészetek megosztasa, az un. passzalds vagy szubkultivalds. Ez azt jelenti, hogy a sejteket
enzimatikusan (pl. tripszinnel vagy tripszin-EDTA-val) el kell tavolitani a felszinrél. Némely primer
sejtkultura esetében, amely nem embrionalis, hanem felnétt szervezetbdl szarmazé sejteket tartalmaz,
a sejtek altal termelt extracellularis matrix gazdag lehet kollagénben, ekkor a sejtek szubkultivalasara
olyan enzimkeveréket hasznalunk, amely kollagenazt és esetleg DNazt is tartalmaz. Ez utdbbi az
esetlegesen jelenlevd elpusztult sejtekbdl kiszabadult DNS lebontasahoz sziikséges. Vannak olyan,
altalaban gyorsan nové, pl. tumor eredetli sejttenyészetek is, amelyek passzalasahoz 0,02 %-os
EDTA oldat hasznalata, tehat egy egyszeri ca* megkotés is megfeleld. A legérzékenyebb sejtekhez,
illetve amikor kis mennyiségben el6éforduld sejtfelszini molekulak vizsgalata a cél, a fenti célokra
valaszthatunk a kereskedelemben hozzaférhetd, kilénbdzé nem enzimes rendszereket is. Amikor a
sejtek levalnak a felszinrél — errél mikroszképos ellenérzéssel gy6z6diink meg —, a tovabbi emésztést
leallitiuk. Ez tOorténhet a meglehetésen draga, specifikus tripszin inhibitor alkalmazasaval, vagy
koltségkimélébben az adott sejttipushoz hasznalt fehérjetartalmi, azaz savés médiummal. Az ily
modon szuszpenziéba kerllt sejteket lecentrifugalva, majd a fellluszét eléntve megszabadulunk
nemcsak a mar feleslegessé valt enzimes keveréktél, de a sejttdrmeléktél is. Az Gledékben 1évd izolalt

sejtekhez friss médiumot adva Ujabb tenyészeteket indithatunk.

8.3. A sejtszam valtozasa és sejtszamolas

A kilénbozb kisérleti elrendezésekben fontos, hogy azonos szamu sejtet helyezziink a parhuzamos
tenyészetekbe, hiszen csak igy nyerhetink statisztikailag is értékelhet§, megbizhatéan
O0sszehasonlithatd eredményeket. Ehhez viszont meg kell szdmolnunk az adott sejtszuszpenziéban
lévé sejtek (akar eleve szuszpenzidéban néttek, akar a szubkultivalas soran vittik szuszpenziéba az
eredetileg monolayerben nové sejtjeinket) szamat. Ez hagyomanyosan hemocitométerrel torténik,
bar Ujabban kulénb6z6 automatakat is hasznalhatunk erre a célra. A hemocitométerben megszamolt
sejtszam alapjan kikalkuldlhaté (8.1. &bra) az 1 ml szuszpenziéban lév6 sejtek szama. Mivel a
tenyésztés szempontjabol az 6sszsejtszamnal fontosabb az él6 sejtek szama, ezért elsésorban ezt
kell meghatarozni. Az élésejtek mennyiségének meghatarozasara leggyakrabban a tripankék
kiszoritdsose(exkluziés) moédszert hasznaljak. 0,04%-os tripankék oldattal festve a sejteket (1:10 a
sejtszuszpenzid-festék arany), csak a halott sejtek festédnek, mivel az élék sejtmembranjan a festék
nem jut keresztil. (Ebben az esetben az 6sszsejtszam meghatarozdsahoz hasznalt képletben még

egy 10x faktor (a festék altali higitasé) is szerepel.)
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Tehat az 1 ml-ben Iév6 sejtek szama = a hemocitométer harmas vonallal hatéarolt teriiletén észlelt

nem-—kék sejtek szama x 1 0" x 10.

Burker kamra

Sl

1mm

az 1lmm?-en szdmolandé sejtek

/ Hr— H elhelyezkedd
fedélemez 2 sejteket

sejt szuszpenzié ' 0 beleszamoljuk
,ﬁ% o) ~ ) d
L - X

\ G 0 o) X elhelyezkeds
sejteket

0,1mm ( 0 nem

szamoljuk bele

O

A 3 vonallal hatérolt négyzet Gssztérfogata =
1mm?2 x 0,1mm = 0,1mm3= 10“ml
(= 0,1cm x 0,1 cm x 0,0lcm = 10“ cm?® = 10“ml)

Masfajta hemocitométerek

Neubauer tokéletesitett modositott Thoma
Neubauer Fuchs-Rosenthal

8.1. abra: Hemocitométerek

A hemocitométerrel torténd szamlalas idéigényesebb, tébb tapasztalatot igényel, és nagyobb teret
enged az egyéni megitélésnek, hogy — pl. egy csomdsodasra hajlamos sejttipus esetében — mit
értékellink, és egyaltalan el tudjuk-e kiloniteni a sz6l6 sejteket a kisebb sejtcsoportoktol. Ugyanakkor
az automata sejtszamlalok elég szigoru meérettartomanyban szamolnak (pl. vezet6képesség vagy
fényszoras alapjan) és minden a megadottdl eltérd nagyobb sejtet — pl. az osztédas anafazisdban 1évé
elongalédott vagy mutacié miatt aneu- vagy poliploidda valt sejtet — kiszlrnek, igy egy esetleg
heterogén sejtpopulaciét homogénként kezelnek. Masrészt az automatak esetében nincs méd az
adott sejtpopulaciot esetleg jellemz6 morfoldgiai valtozasok / eltérések megfigyelésére sem. Tehat a
sejtszamolas modszerét mindig az adott labor igényeinek, a személyzet tapasztaltsaganak, a hasznalt
sejttipusoknak (pl. a hemopoetikus sejtekbdl allo, szuszpenzids tenyészetek szamlalasa jobban

automatizalhato) és a kisérletek iranyanak megfeleléen kell megvalasztani.
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8.4. Sejtszeparalas és szelekcio

Sokszor a kiindulasi primer tenyészet még heterogén, hiszen az eredeti szdvet is tdbbféle sejttipust
tartalmaz, viszont a vizsgalatokhoz csak egy meghatarozott sejt- féleségre lenne szikség. Ehhez
vagy az adott sejttipus valamilyen specifikus sejtfelszini markere ellen termeltetett ellenanyagot
hasznaljuk fel, vagy a sejttipusok

elkllonitése a méretik alapjan —

slrliséggradiens(en torténo) —

centrifugalassal torténik Ebben

az esetben leggyakrabban

L
F|COLL®—t, nagy hl'gl'tott centrifugélas ’/ ptazma ——
" . ; ; telies | — >
molekulatomegd, elagazo, vér
Al i S — fehérvérsejtek
neutralis, vizoldékony T ehérvérsejte =
poliszacharidok elegyet 1 Ficoll

hasznalnak a sdriiséggradiens Ficoll L
\/ \j—— vorosvértest
|étrehozasara. (8.2. abra)

8.2. abra: FICOLL® siiriiséggradiens centrifugalas

A leggyakoribb, ellenanyag felhasznalasan alapul6 eljaras ma a MACS mikrogyongy0s negativ vagy
pozitiv szelekciés eljaras (8.3. abra), amikor olyan ellenanyaggal jeldlt magneses részecskéket

hasznalnak, amelyek a sejtek sejtfelszini markereihez kétédve azokat magnesesen jeldlik.

mégneses Negativ szelekcié Pozitiv szelekcio
/ mikrogyongy
J \» —— ellenanyag ]
- magnes
Mégneses jelolés Mégneses szeparalds A jelolt sejtek kinyerése
Egy rovid inkubéciés A sejteket MACS magne- Ha az oszlopot kivesszik
lépésben mikrogyon- ses szeparatorba helye- a magneses szeparatorbdl,
gyodkkel méagnesesen zett oszlopon kiilonitjik a visszatartott magnesen
jelolitk a sejteket. el Az atfoly6 frakci6 mar = jelolt sejtek egyszer(ien
nem tartalmazza a jelolt kifolynak.

sejteket.

8.3. abra: Magneses sejtszeparalas
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Ez a jelolés nem valtoztatjia meg sem a jelolt sejt szerkezetét, sem a funkciojat, sem az aktivitasat.
Negativ szelekcié esetén a minta sejtjeit MACS magneses szeparatorba helyezett oszlopon kulonitjiik
el. Mig a magnes altal megkotott jelolt sejtekre a késébbekben nem lesz sziikség, addig az atfolyd
frakciora, ami mar nem tartalmazza a jeldlt sejteket, igen. Ezzel tulajdonképpen megtisztitottuk a
mintat a vizsgalatot zavard, nem kivanatos sejtektdél. A pozitiv szelekci6 soran a magneses
szeparatorba helyezett minta jeldlt sejtjeire lesz sziikség. llyenkor az atfolyd frakciét elontjik, majd az
oszlopot a szeparatorbol kivesszikk. igy a magnes eréterén kivill a magnesesen jeldlt sejtek
visszafolynak a csé aljara, ahonnan ez a dusult frakcié O6sszegyljthetd és tovabbi vizsgalatokra
felhasznalhaté.

Ezen kivll csontveldi, illetve periférias vérsejtek esetén a rozettaképzésen alapuld, szintén
antitesteket felhasznalé modszer is alkalmas a kivant sejttipus elkilonitésére (8.4. abra). Ekkor olyan
specifikus tetramer ellenyag komplexet hasznalnak (pl. RosettaSep®), amely keresztkétéseket hoz
Iétre a nem kivant sejtek és a vords vértestek kozott. Ezek a keresztkotott sejtekbdl allé csoportok
rozettaként lathatéak a fénymikroszkdpban, innen az eljaras neve. Az ezt kdvetd slirliséggradiensen
torténd szeparalas utan, a centrifugacsé aljara lellt rozettak felil, a gradiensiknek megfeleld
poziciébdl a kivant sejtek a tovabbi vizsgalatok céljara O0sszegyljtheték. Hasonloképpen a jelolt
ellenanyagokat felhasznalé FACS eljaras is alkalmas a kivant sejtek elkllonitésére (lasd az 5.

fejezetben).

nem kivant
sejt

'J(' vorosvértest _.* ‘a
o

Tetramer antitest komplex

anti-sejt L322 anti- glikoforinA

4'A

8.4. abra: Rosetta-képzés

Fehérvérsejtek esetében a kilonbdzé limfocitak szelektiv felszaporitasara is van méd. Mivel a

periférias vérben lévd limfocitak a sejtciklus Gy fazisaban vannak, igy megfelel6 indukald szerrel (pl.

ConA vagy LPS) csak a T- vagy csak a B-limfocitdk blasztositasa, tehat Gy-bdl G, fazisba vitele, s

ezaltal felszaporitasa is lehetséges (8.2. tablazat).
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Mitogén Célsejt
Konkanavalin A (ConA)
Fitohemagglutinin (PHA)
Alkérmos (Pokeweed, PWM) | T- és B-sejtek
Lipopoliszacharid (LPS) B-sejtek

T-sejtek

8.2. tablazat: Mitogének

Ez az eljaras bar hasonlit az antigén altal kivaltott T-sejt proliferaciéhoz, aspecifikus, azaz ebben az
esetben az 6sszes T-sejt blasztosodik, nem csak az adott antigénre specifikusak. A limfocitak névényi
lektinnel  (phytohaemagglutinin, PHA) toérténd blasztositasat hasznaljak fel a  rutin
kromoszomavizsgalatokhoz is, hiszen igy viszonylag fajdalommentesen, egyszerl vérvétellel nyert
periférias vérbdl sok osztddo limfoblaszthoz lehet jutni mar 48-72 éra tenyésztést kdvetéen is. Tehat a
karyotipizalashoz sziikséges mennyiségl metafazis igy hamar rendelkezésre all.

Bizonyos csontvel6 eredetli sejtpopulaciok elklldnitésére alkalmas egyszerl eljaras az egyes
sejttipusok eltéré sejtadhézéjan alapul. Ebben az esetben a frissen izolalt csontvel6i monocita —
makrofag populacié viszonylag gyorsan letapad a tenyészté edény aljahoz, mig a limfocitak,
granulocitdk nem. igy néhany 6ras inkubacié utan a tapfolyadék eldntésével megszabadulhatunk a le-

nem-tapadt sejtektél, s tovabb tenyészthetjiik a feldusitott makrofag frakciot.

8.5. A sejttenyészetek felhasznalasa

A szévettenyésztési modszerek jelentésége elsésorban abban van, hogy segitségukkel lehetévé valik
az allatkisérletek egy részének, illetve az etikai, erkodlcsi és térvényes okokbdl nem kivitelezhetd
emberkisérletek kivaltasa. A kisérletek pontosan tervezhetéek és reprodukalhatéan kivitelezhetéek.
Sokféle sejt- és szbvetféleség az egész szervezet bonyolult kdlcsdnhatasaibdl kiszakitva hozzaférhetd
a legtobb sejtfunkcié vizsgalata szamara, s6t a differencialt sejtek specialis életm{ikddései is
tanulményozhaték rajtuk. Ugyanakkor ez egyben egyik korlatja is lehet az in vitro tenyésztési
modszereknek, hiszen a sejtek viselkedését a szervezetben sok mas sejt(tipus) befolyasolja, ezért a
kapott adatokat nem lehet egy az egyben az in vivo allapotokra vonatkoztatni. Ennek kikliszdbdlésére
egyre gyakrabban alkalmaznak un. ko-kultivaciés rendszereket, amikor kulénb6z6 sejttipusokat
egymastol térben - egy membran inzerttel - elvalasztva egyltt tenyészthetiink, s igy a sejtek, pl.
szolubilis molekulak altal kdzvetitett, kdlcsdnhatdsa nyomon kdvethetévé valik.

Tovabbi megfontolast igényel, hogy kilénésen a sejtvonalak hosszabb tenyésztési ideje utan
szamottevd lehet a mutaciodk felhalmozédasa, és szelekcid is felléphet. Ma mar elmondhatjuk, hogy a
sejtvonalak mintegy spontan evolvalédhatnak az in vitro kordlmények kozoétt, tehat nem feltétlendl
jelent standard rendszert ugyanannak a sejtvonalnak az alkalmazasa. Ismeretes, hogy az egyes
széles korben felhasznalt sejtvonalak egy un. modalis kromoszémaszammal rendelkeznek, amely a
tenyészetre jellemz8 kromoszémaszam, s el is térhet az adott faj kromoszémaszamatdl. Ez a szam
CHO sejtvonal esetében 20 (holott a kinai hdrcsdgre jellemzd kromoszéma szerelvény 2n = 22, Hela

sejteknél pedig 56, ami tavol all a normalis human kromoszémaszamtdl 2n = 46).
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Ezért vjabban fokozott figyelmet forditanak a primer sejttenyészetekre és a sejttérzsekre. Ma méar
egyre tobb sejtbank tarol és forgalmaz ilyen, tulajdonsagaiban a normalishoz kdzelebb all6 sejtet/

sejttorzset.

8.5.1. Plating efficiencia meghatarozasa

A plating efficiencia (PE) egy olyan mérészam, amely megadja, hogy egyetlen egy Kkilltetett (plated)
sejtbdl hany sejtkolonia ered. A mddszer kelld érzékenysége folytan alkalmas az egyes sejttipusok
tapanyagigényének meghatarozasara, a kllénb6zb savd sarzsok alkalmassaganak ellenérzésére,
vagy akar a citotoxicitas méréseére.

PE = a koldéniak szama / a kililtetett sejtek szama x 100.

8.5.2. Sejtproliferacido/szaporodoképesség meghatarozas

A sejtek proliferald képességét elsésorban a tenyészetekhez hozzaadott kilonb6zd anyagok —
citokinek, novekedési faktorok —, illetve kisérleti rendszerekben a tesztanyagokkal kapcsolatosan
szokas ellendrizni. A proliferacio illetve az ennek ellentéteként megjelend citotoxicitas mérésére
szamos kilénb6z6 eljaras kinalkozik.

Az eljarasok lehetnek direktek, amikor kézvetlenll mikroszkoppal, pl. hemocitométerrel ellenérizzik a
sejtszam valtozasat, vagy valamilyen automata sejtszamlalét hasznalunk. Az eljarasok masik
csoportja az indirekt eljarasoké, amikor vagy egy radioaktiv izotép beépulését koévetjik, vagy amikor
a sejt egy enzimjének metabolikus aktivitasvaltozasat kévetjlik nyomon.

Az indirekt eljarasok kozil a legismertebb és egyben a legrégibb a timidin inkorporacioés esszé.
Ebben az esetben radioaktiv izotdppal jelolt H3-timidint hasznalunk. Ekkor a timidin a sejt DNS-ének
replikacidjakor beépil az ujonnan szintetizalt DNS szélba, s igy az inkorporacié mértéke aranyos lesz
a DNS replikaciok, és ezzel az osztdédasok szamaval. A kezelt és kezeletlen sejtek sejtlizatumabol
szcintillaciés, PB-szamlaléval meghatarozva a radioaktivitas mértékét, kovetkeztethetiink a teszt
anyagnak a sejtproliferaciéra gyakorolt hatasara.

Mivel az utébbi években egyre inkabb térekednek a radioaktiv anyagok nem-radioaktivval val6
kivaltasara, ezért egyre tdbb olyan proliferacios esszét fejlesztettek ki, amelyek mas elven mikoédnek.
Ezek egyike az un. 5-brém-dezoxiuridin (BrdU) inkorporaciéon alapuld vizsgalat. A BrdU egy timin
analég, amely az S-fazisban beépul a DNS-be, majd pedig egy jelolt anti-BrdU antitestet hasznalva,
immuncitokémiaval kimutathaté lesz — sejtlizis nélkiil — a jeldlt és jelletlen sejtek aranya, s igy a
kezelés hatasa. Ujabban egy fluorokrémmal (5-etinilil-2-dezoxiuridin) jellt nukleozidot hasznalnak,
igy még ellenanyagra sincs szilkség a proliferacios véaltozasok kézvetlen nyomon kdvetéséhez.

Ezzel szemben az indirekt proliferaciéos esszék masik nagy csoportja a mitokondridlis enzimek
aktivitasvaltozasat méri. Az un. MTT esszé soran a vizoldékony MTT (egy tetrazolium s6) molekula az
élé sejtek mitokondrialis enzimjeinek (dehidrogenazok) k&észdnhetéen oldhatatlan lilasbarna
formazanna alakul at. Ezt szolubilizalva, majd 570 nm-n fotometralva megmérhetjuk a formazan
koncentracidjat, ami aranyos lesz az é16 sejtek szamaval.

Azonban fontos észben tartani, hogy a metabolikus valtozasokon alapuld sejtszam meghatarozasokat

ajanlatos valamilyen direkt vagy bazisanalogon alapuld indirekt eljarassal ellendrizni, mert
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eléfordulhat, hogy a tesztanyag kdzvetlenll a mitokondridlis enzimre hatva a formazan mennyiségét
anélkil csokkenti, hogy cstkkentené a sejtek szamat. Ugyanakkor azt is hangsulyozni kell, hogy a
sejtszam azért is csOkkenhet, mert a tesztanyag egyszerlien toxikus, igy a sejtszam csdkkenése nem

a proliferacié csokkenésének, hanem a sejtek halalanak tudhato be.

8.5.3. Citotoxicitas mérés

Bar a sejtproliferacio és a sejtpusztulas Osszetartozé jelenségek, a kisérletek céljatdl és a
tesztanyagtol fliggéen az esszék soran vagy az él6 sejtek szama a fontos, vagy példaul Uj
tumorellenes szerek vizsgalatakor a sejtek pusztulasanak mértéke kerll az el6térbe. A fentebb
emlitett sejtproliferacios eljarasok egy részében ismert szamu sejtbél kiindulva egyidejlleg
kovetkeztethetlink a proliferald, tehat az él6 sejtek szamara és az elpusztultakéra is (pl. a plating
efficienca vagy az MTT esszé). A citotoxicitasi vizsgalatok egy masik része a sejtmembran
integritasanak ellenérzésén alapul. llyen a sejtszamolas kapcsan korabban emlitett tripankék festés,
ahol csak a mar nem ép membranu, tehat nem é16 sejtek veszik fel a festéket, vagy ilyen az dramlasi
citometria kapcsan targyalt propidium jodidos festés, amely szintén csak a halott sejtek membranjan
jut keresztil. Mas citotoxicitasi modszerekkel olyan anyagok membranon keresztili transzportjat
nézik, amelyek a sejten beliil nem aktivak, de a sejtbdl kijutva igen vagy forditva. llyen a laktéz-
dehidrogenaz, vagy az él6- illetve holt-sejt proteazok.

A legujabb modszerek kozé tartozik a letapadd sejtek esetében az elektromos impedancia mérésén
alapuld eljaras (pl. ECIS; lasd a 9. fejezetben), amikor a sejtek pusztulasanak inkabb a kinetikajat
latjuk, mint pusztan a végeredményt, azaz az elpusztult, letapadni mar nem tudé sejtek szamanak

ndvekedésébdl adédo impedancia csokkenést.

8.5.4. A monoklonalis antitestek gyartasa

Myeloma sejtek Myeloma sejtek és sejtvonalak elkiilénitése

immunizalas B sejt izolalds lépbél tenyésztése B sejtek fazidja (klénozas)
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8.5. abra: A hibrid sejtek szelekcidja
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A szuszpenzids sejttenyészetek egyik kiemelked6 fontossagu felhasznalasi terlilete a monoklonalis
ellenanyagok el6allitasa. Ennek soran a megfelelé antigénnel immunizalt allat Iépébdl ellenanyag-
termel6 B-sejteket izolalnak, majd ezeket polietilén-glikol vagy Sendai virus felhasznalasaval
(sejtmembran destabilizaldk) fuzionaltatjak korlatlan szaporodoképességlii myelomasejtekkel (B-
sejtvonal). Ezek a myelomasejtek 6nmagukban nem termelnek ellenanyagot az antigén ellen, és
hianyzik beldlik vagy a HGPRT (hipoxnatin-guanin-foszforibozil transzferaz) vagy a TK (timidin-kinaz)
enzim. A keletkezett hibrid sejtek egy része rendelkezni fog mind a korlatlan szaporoddképesség,
mindpedig az ellenanyag-termelés képességével (hibridéma). Ezeket a hibrid sejteket egy un. HAT
szelekcids eljaras soran (8.5. abra) a nem-hibrid-sejtektél elkllonitve felszaporithatjuk. A szelekcids
eljaras soran a sejteket hipoxantin-aminopterin-timidin (HAT) médiumba helyezzik. A szelekcids
mediumban a hibridizacios partner sejtek kihalnak, mert

1) alép eredeti B-sejtek csak korlatozott szamu DNS replikaciora (DNS szintézisre) képesek (primer

sejt tenyészet).
2) a myeloma eredetli mutans sejtekben nem mikddik a DNS szintézis alternativ utja, a TK vagy a
HGPRT hianyanak készénhetben illetve az aminopterin gatolja a DNS szintézis klasszikus utjat.

igy a HAT médiumban csak a hibrid sejtek élnek tul, mert ezek heterozigétak akar a HGPRT-re, akar
a TK-ra nézve, s igy képesek az alternativ DNS szintézisre, tehat a sejtproliferaciora is.

Majd ezek kozil a hibriddma sejtek koziil egy-sejt-klbnozassal s az azt koveté ELISA-val
kivalaszthatjuk az egy antitest-kdtéhelyre (epitdépra) specifikus (monospecifikus) ellenanyagot
termeléket, amelyek bioreaktorban valé tomegtenyésztése lehetévé teszi a nagy mennyiségl

monoklonalis ellenanyag-gyartast.

8.6. Specialis tenyésztési tipusok

Bar a legtdobb esetben a hagyomanyos Petri-csésze vagy sejttenyészt6é flaska megfelel a kisérleti /
vizsgalati céloknak, vannak olyan esetek, amikor egyetlen sejttipusbdl rendkivil nagyszamu sejtre van
szilkség. Ezekhez a tenyészet milyenségétél fiiggben — letapadd vagy szuszpenziés — mas-mas
koltséghatékony eszkdzdket fejlesztettek ki. Ez azt jelenti, hogy viszonylag kevés tapfolyadék, szérum
és egyéb adalék alkalmazasa mellett lehet sok millié sejtet egyidejlleg fenntartani. A szuszpenzios
kulturak esetében ilyen az un. spinner flaska, az adherens tenyészetekben pedig, az un. forgé palack
vagy roller bottle. Az elébbinél a palack belsejébe, a sejtszuszpenzidba nyuld forgd kar egyenletesen
és folyamatosan keveri a sejteket és a tapfolyadékot, ezzel minden egyes sejt szamara egyenletes
tapanyag ellatottsagot biztositva. A masodik esetben a letapado sejtek egy megfeleld nagy fellletl
hengeres tenyésztd edény belsd felszinére tapadva viszonylag kis mennyiségl tapfolyadék filmréteg
alatt névekednek. A palackot a berendezésbe helyezve az egyenletes forgas biztositja, hogy a sejtek
folyamatosan hozzdjussanak a szikséges mennyiségl tapanyaghoz, és ugyanakkor ki se
szaradjanak. igy mindkét esetben a felszaporitds (scale up) nagyon kedvezé sejt / tapfolyadék arany
mellett lehetséges. Az ilyen sejtfelszaporitas specialis esete a un. mikrogyongyokon (Cytodex) vald
tenyésztés. llyenkor a tenyésztéfellilet extrém megndvelését teszi lehetévé az adott mennyiségi

tenyészt6 médiumba helyezett gydngy, amelyeket egy spinner flaskdban mozgatva, hamarosan
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teliesen bendhetnek a sejtek. Mivel a tépfolyadék aramlik, igy a gydngyfelileten noévé sejtek
egyenletesen vehetnek fel és adhatnak le anyagokat.

Hasonlo elveken alapulnak a statikus és a dinamikus sejtgydrak is. Ez utdbbiak esetében a Iégzési
gazok folyamatos cseréje is biztositott.

Bioreaktorokat hasznalnak a nagy mennyiségi monoklondlis ellenanyag elldallitasara, vagy
genetikailag modositott eukaridta sejtek felszaporitasaval bizonyos rekombinans fehérjék, pl. inzulin,
novekedési hormon termeltetésére. A gyodgyaszatben jelentbés szerepe lehet, pl. a majsejt-
reaktoroknak, amelyek dinamikus kulturai szervdonor hianyaban alkalmasak lehetnek a beteg vérének
detoxikalasara, és ezaltal életének meghosszabbitdsara a donor szerv megérkezéséig.

A szemi-szolid médium, egy metilcelluléz alapu fél-folyékony tap, amely nem engedi a sejtek
aljzathoz tapadasat, de biztositia a tapanyagokat és utanozza a csontvel6i kornyezetet, ezért
altalaban a hemopoetikus &ssejtek tenyésztéséhez hasznaljak.

A csontveld 6ssejtekbdl kiindulva a megfeleld citokinekkel kiegészitett fél-folyékony médiumban
meghatarozott sorrendben jelennek meg a differencialédé hemopoetikus sejtek. El6sz6ér az eritroid
progenitorok, majd a CFU-GEMM granulocita, eritrocita, monocita, makrofag, azaz a multipotens
progenitorok koléniai jelennek meg, végll a fejlédési potenciak szlkilésével eljuthatunk az unipotens,
mar csak egyféle sejttipust, pl. makrofag vagy monocita tartalmazoé sejt koloniakig.

Embrionalis éssejtek tenyésztése soran egy masik specialis tenyésztési technikara van sziikség. Ebben
az esetben a sejteket egy ndvekedésében vagy besugarzassal, vagy MMC (mitomycin C) kezeléssel
gatolt masik sejtrétegre szélesztik. Az ily modon létrehozott un. taplalé sejtréteg vagy feeder layer, az
embrionalis 6ssejtek differencialatlan, tehat pluripotens allapotban tartasahoz sziikséges faktorokat —
citokinek, névekedési faktorok — termeli, anélkil, hogy tulnéné a szaporitani kivant éssejtet. E rendszer
legnagyobb problémajat az jelentette, hogy mind az egér, mind pedig a human embrionalis &ssejteket
egér fibroblaszt feederen tenyésztették. Az ebbdl adddéd fajidegen kontaminacié kockdzata a human
embrionalis ssejtek terapias alkalmazasanak egyik legnagyobb akadalyat jelentette. Ezért ma mar jél

definialt szintetikus, extracellularis matrixot hasznalnak az egér, taplalé sejtréteg helyett.

8.7. Szuszpenzids tenyészetek sejtjeinek vizsgalata

8.6. abra: A sejtszam véltozasa az id6

fuggvényében
3, platé fazis ggveny
A sejttenyészetek vizsgalatara a legalkalmasabb
E 2. lo ; .
ﬁ fézisg tanpéclifi[e idépont az un. log fazis (8.6. abra), amikor a
@ sejtpusztulas sejtek szama exponencidlisan né. Az ezt

megel6zb, a tenyészet inditasat kdvetd un. lag

1. lag fazis (vagy késlekedd) fazisban a sejtek a

idé szubkultivalast kovetéen regeneraldédnak,

névekednek, majd proliferalni  kezdenek.
A log fazist kévetd platé fazisban, a tapanyagok és adherens sejtek esetében a szabad felllet

fogytédn a sejtek szaporodasa lelassul, majd megall, s a sejtszam egy rovidebb ideig konstans. Ha
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ekkor nem torténik tapfolyadékcsere, illetve a sejteket nem osztjak szét Uj tenyészetekre, akkor az
utolsé un. pusztulasi fazisba jutva a sejtek pusztulni kezdenek, és a sejtszam folyamatosan csodkken.
Az adherens sejteket fénymikroszkopban in situ vizsgalhatjuk immuncitokémiaval és citoldgiai
festésekkel. Az él8, adherens sejttenyészetek vizsgalatara az inverz(fény)mikroszképot (8.7. abra)
és a videomikroszkoépiat haszndljak. Ezzel szemben a szuszpenzidban névé sejteket valamilyen
technikaval targylemezre kell vinni ahhoz, hogy fénymikroszképban vizsgalhatéak legyenek. llyen

eljaras a kenet, a vastagcsepp készités és a citocentrifugalas.

T _lathats g,

fény
‘! — — a\hH
fény ,‘\ 3

8.7. abra: Az inverz mikroszkép elve

Il

A kenet készitéskor (8.8. abra) altalaban nagy

sejtszamu sejtszuszpenziébdl indulnak ki, és ennek

egy kis mennyiségl mintgjat targylemezre /
cseppentve egy masik targylemezzel egy- e "

sejtréteggé (monolayer) szélesztik. A vastagcsepp

preparatum esetében a kiindulasi sejtszuszpenzié

hig, s ennek kis térfogatat egyszeriien targylemezre kicseppentés
cseppentik.
Citocentrifugalas soran a kiindulasi

sejtszuszpenzié sirliségétdl figgben a kisebb vagy

nagyobb térfogatd mintat egy specialis L-alaku 0.4

télcsérkébe juttatjak, amelyb8l az Osszes sejt a [ )

centrifugalis er6 hatasara a mogé helyezett
targylemez egy kb. 0,5cm atmérdji foltjara jut. A
fenti eljarasok barmelyikével targylemezre vitt sejtek
szaradasat majd fixalasat kdvetden, a preparatumok - —
a kivant moédszer alkalmazasa utan mikroszképban

vizsgalhatok.

| )

kihGzas

8.8. abra: A sejtkenet készités lépései
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8.8. A sejttenyésztés alkalmazasi lehetéségei

A sejttenyészetek sejtjeit a legkiilonfélébb maddokon vizsgalhatjuk (8.3. tablazat) a hagyomanyos fény-
és elektronmikroszképos technikak alkalmazasatél a modern molekularis bioldgiai modszerek
felhasznalasaval végzett, pl. génexpresszids, vizsgalatokig. A sejttenyésztési modszerek tették
lehetévé az embriondlis, majd a felnétt és végil az indukalt pluripotens &ssejtekkel végzett
vizsgalatokat, a differencialodott 6ssejtek, és altalaban véve a sejttenyésztés révén felszaporitott,

meghatarozott tipusu vagy éppen genetikailag médositott / korrigalt sejtek pedig o¢riasi tavliatokat

Kornyezetei kolcsonhatasok

> Fert6zések (virus, baktérium,
» parazita)

» Toxikolégia

» Immunolégia

» Karcinogenezis

» Xenobiotikumok biotranszformacioéja

Genetika

» Transzformacio

> Seijtfuzié

> Sejtciklus
Sejtbiolégia

> Sejt-sejt és sejt-matrix kolcsdnhatasok
» Génexpresszio

> Sejtproliferacio

» Differenciacio

» Sejt-migracio, -invazio

Intracellularis aktivitas

» DNS transzkripcio

» RNS metabolizmus

> Fehérjeszintézis

> Intermedier anyagcsere

Biotechnolégia / Tissue engineering

> Citokinek/ndvekedési faktorok, hormonok, ellenanyagok termeltetése
> Mesterséges szovetek

8.3. tablazat: A sejttenyésztés alkalmazasi lehetéségei.



9. AZ IMMUNSEJTEK MIGRACIOJA, HOMING ES

GYULLADASOS EXTRAVAZACIO
(KOHIDAI LASZLO)

9.1. Bevezetés

A sejtek migraciora valdé képessége mind egysejtiiek, mind magasabb rend(i szervezetek esetében
alapvet6 fontossagu folyamat. A sejtek filogenezis korai szakaszaban kialakult aktiv helyvaltoztaté
képessége jarult hozza mar ahhoz is, hogy a primitiv sejtes szervez&6dési fokan allo él6lények
érzékenyen és hatasosan tudjanak kilonbséget tenni a kornyezetiikben jelen lévdé és szamukra
életfontossagu molekulak (pl. taplalék molekulak), illetve veszélyt jelents toxikus agensek kdzott. A
szignalszelekcios elmélet szerint a sejtmozgast kivaltd molekularis szignalok érzékelésére képes
receptorok és intracellularis jeltovabbité mechanizmusok is nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy
sejtieink nem csupan érzékelni képesek a kdrnyezet karos, illetve kedvez6 jeleit, de intracellularis
hatasaik révén el is kuldniulhettek az egyes valaszok kialakitasara képes nagy jeltovabbitd
mechanizmusok. E folyamat révén — dontéen a sejtmigracio indukalhatésaga révén -, szelektalddtak a
sejtek intracellularis biokémiai folyamataira specialis hatassal |évé molekulak az egy szerl taplalék
molekulaktol, s alakulhattak ki az olyan nagy jelmolekula csaladok (pl. hormonok, citokinek, lektinek),
melyek biolégiailag aktiv hatasai nagyban meghatarozzak az ember egészséges és koros allapotanak
szamos jellemzd reakcidjat.

A fentiekben véazolt és napjainkban mar molekularis halézatok szervezettségi szintjén is értelmezett
rendszer fontos elemeként tartjak szdmon a sejtmigraciot, mint olyan alapvetd sejtélettani reakciot,
mely alapvetd élettani folyamatok (pl. megtermékenyités, angiogenezis) iranyité eleme éppugy, mint
ahogyan jelen van a koértan és klinikum szamos esszencialis folyamataban (gyulladasok, tumorok
attétképzése, atheroszklerozis) és célpontja a terapia egyes formainak is (szelektiv gyégyszer-
célbajuttatas).

Az alabbi rovid osszefoglald véazlatos attekintést nyujt magardl a sejtmigraciorél, mint bioldgiai
alapjelenségrél, attekinti annak legfontosabb immunoldgiai, kértani és klinikai aspektusait, s egyben
kisérletet tesz néhany médszer bemutatésa révén a migracié laboratériumi mérésének gyakorlatarol is

képet adni.

9.2. A sejtmigracio fé formai

megkllonboztetlink (i) kineziseket melyek esetében a mozgas iranya nem fligg a kivalté inger
koncentracidjatél, tehat random és (ii) taxisokat, melyeknél a koncentracio-gradiens jelenléte
meghatarozo és az elmozdulas vektorialis jellegl. (9.1. abra)
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Kinezis Taxis
(random) (vektoralis)
A
(irdny) i (frekvencia) L Kemota)(lsJ Haptotaxis { NekrotamsJ
- A

9.1. abra: Sejmozgasok fébb formai prokyota és eukaryota sejtekben

hoc iranyarél (kemo-~) is.
Taxisok esetében a folyadéktérben oldott anyagok altal kivaltott (kemotaxis) forma mellett,
megkulonboztetjuk a felszinhez koétotten kialakuld gradiens altal kivaltott mozgast (haptotaxis) és

egyes elpusztulo sejtekbél felszabadulé anyagok altal indukalt mozgasokat (nekrotaxis). (9.2. abra)

Kemotaxis
(vektorialis)

- Kemoattrakta
fluid fazisban

Kemokinezis
(random)

<4 1)

Kemoattra

J®

Haptotaxis

—

— Kemoattraktanst
felszinhez kototten

Nekrotaxis

- Nekrotizalé sejtek
+felszabadulé anyagaik

Iy a i
o) Ol

9.2. abra: Sejtek kémiai anyagok altal kivaltott mozgasai
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9.3. A kemotaxist kivalto molekulak

Hatasuk alapjan ezek az anyagok két f csoportba oszthatok:

(i) kemoattraktansok azok, melyek hatasara a sejtek a novekvd koncentracié-gradiens iranyaba

mozdulnak el;

(ii) kemorepellensek azok, melyek hatasara a sejtek menekilnek, tehat a csokkend koncentracio-

gradiens iranyaba mozdulnak.

A kemotaxist kivaltd anyagok igen széles skalan mozognak. Egészen egyszeri ionok és viszonylag

kis molekulak (pl. aminosavak) éppugy hathatnak erés kemoattraktans vagy repellens szerként, mint a

viszonylag nagyméretlek (pl. kemokinek, szintetikus gyogyszerek)

A biolégidban, illetve az élettan — kértan — immunoldgia terlletén vizsgalva az egyes kemotaxist

kivalté anyagokat egyértelmien lathatd, hogy vannak U.n. professzionalis kemoattraktans molekulak

(pl. formil-Met-Leu-Phe, kemokinek, complement 5a).

Fentiek azonban nem zarjak ki annak lehetéségét, hogy mas molekulak, melyek elsédleges funkcidja

nem a kemotaxis indukcioja, szintén kemoattraktansak / kemorepellensek legyenek (pl. hormonok)

A kemokinek négy alosztalyanak
besorolasa a peptidek
szerkezetét meghatarozéd egy,

diszulfid hid

elhelyezkedése, illetve a centralis

illetve két

ciszteinek kozotti tavolsag
alapjan torténik.

Funkcio szempontjabdl
kulénésen érdekes a CX3C
csoport, mely tagja(i) a C-
terminalis  hidroféb  doménje
révén a membranba is

kihorgonyzédhat(nak) és ezaltal
j6 példajat adjak a haptotaktikus
migraciot indukalo

ligandumoknak. (9.3. abra)

CXC kemokin

B reds
CC kemokin

citoplazmatikus

mucin
karboxil farok

domén

COOH

transzmembran
régié

t g
T
o———§
>

>

t\, |
K 4% 9333

7

. membran
c.\ S CoOH

9.3. abra: Kemokinek osztalyozasanak molekulaszerkezeti alapja
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9.4. Kemotaxis receptorok

A kemotaxis kivaltdsaért a torzsfa egyes szintjein més-mas jellegzetes ligandum-membranreceptor
interakciok szelektalodtak, mint a sejtek migracidjat leghatasosabban kivaltani képes molekuléris
szintl kapcsolatok. A prokaryota sejtek esetében a mar fentiekben is emlitett viszonylag egyszer(
molekulakat (pl. egyszerli cukrok, aminosavak illetve ezek di- vagy ftrimerjei) kotni képes
transzmembran fehérjék (pl. aszparaginsav Tar-receptor) tekintheték a leghatasosabban mikodé,
motilitast befolyasolé kemotaxis receptornak. Szerkezetik négy jol elkllonithetd funkciot betdltd
domainbdl tevédik dssze: (i) az extracellularis térbe nyuld, ligandumot kotd rész; (i) az u.n. ,coiled
coil” domain; (iii) a receptor aktivalédasaért és a szignaltovabbitasért felelés metil-csoportokat kotd
régio; valamint (iv) a citoplazmaba nyulé és kemotaktikus proteinek poszforilacidjat kivalto
szignalizaciés domain. Fontos észrevenni, hogy mar e receptorok esetében is megfigyelheté a
magasabb rendliek receptorainal gyakran leirt jelenség, mely a dimerizalddott receptor komplexek
nagyobb aktivitasat mutatja.

Magasabb rendliek, igy az emberi szervezet szamos sejtiének felszini membranjaban is
megtalalhatok azok a kemotaxis receptorok, melyek a bakteridlis fert6zések esetében a
baktériumokbdl felszabaduld jellemzd révid formilalt metionint tartalmazd peptidek (jellegzetesen
formil-Met-Leu-Phe) kétésére képesek. E receptorok mar a 7TM receptor-csaladba tartoznak, s ligand
kétésukben a 2.-3., illetve 4.-5. transzmembran domain kozétti extracellularis peptidhurkok, illetve az
1. transzmembran domain extracellularis glikozilalt szekvenciaja jatszik dontd szerepet.

A fentihez hasonlé 7TM receptor kéti a C5a peptidet, ennek esetében azonban az 1. és a 6.-7. domain
kozotti extracellularis peptidhurok segiti a ligandum kotését.

A fenti két kemotaxis receptor intracellularis szignalizaciéjat a receptorok intracellularis C termindlis
peptidlanca trimer G-proteinhez kototten inditia, mig a sejten bellli jeltovabbitasban szamos
szignalizaciés halézat vesz részt (pl. PLC-PIP2-IP3-Ca’"; Ras/Raf-MEK1/MEK2-ERK1/ERK2; MEKK-
MEK3-p38-MAPK)

Inaktiv allapot emeep Ligand kotés emep Aktiv allapot

NH, NH, NH,

" kemokin

g

<l ¥ A kemokin

N % w‘ it T - fé,
A A A SRR
\

s’s’ss | 3"3 }}
o 144
Gla)

1

2:
ﬁ ‘ szignal

szignél C_ Prarrestin o

9.4. abra: Kemokin receptorok jeltovabbitd mechanizmusai
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A kemokin receptorok is a 7TM receptorok csaladjaba tartoznak. A ligandum koétésében itt is fontos
szerepet jatszik a receptor N-terminalisan elhelyezked® extracellularis lanca, valamint a 2.
extracellularis hurokhoz valé kétédeés.

Az intracellularis szignalizaciot a trimer G-protein és a receptor 2. intracellularis hurkan elhelyezkedd
DRY szekvencia interakcioja inditia be. A rendszer GTP altali aktivalasaban a receptor
intracellularisan elhelyezkedd C-terminalis lancvége jatszik szerepet. E szakasznak foszforilacioja
béta arrestinnel torténé kapcsolddast kdvetden tovabbi szignal érték( jelet general. (9.4. abra)

Fenti interakcidok mellett tdbb kemokin esetében (pl. IL8) leirtak, hogy a kemokin receptor kdzvetlen
kézelében a membran extracellularis felszinén elhelyezked6 GAG molekuldk is fontos szerepet

toéltenek be a ligand-receptor komplex stabilizalasaban.

9.5. Az emberi szervezet motilitast mutato sejtjei és mozgasformaik

i “Qpeeess— proteaz
~ ’

P

o—— integrin

— integrin

—3>

mesenchymalis

it S pl. limoficita
migracio

améboid
migracié

kadherinek

integrin
proteaz
>
<
7 W " ©_A
< O TS w
O %@ -
o —4 ~ € €0
(1) ) X & L

kollektiv migracié —>

pl. tumor sejt

Spaargaren
e of lymphocyte homing
9 3102-3111

9.5. dbra: Az emberi szervezet sejtjeire jellemz6 mozgasformak

A magasabb rendii szervezetek esetében szamos sejt szerepel az egyes kemokinek célsejtjeinek
listajan. Ezek kozll élettani és klinikai szempontbdl is a legfontosabbak: a neutrofil granulocita,
monocita, limfocita, eozinofil granulocita és az erek endotélje.

A magasabb rendlekben megfigyelhet f6 migraciés mechanizmusok koézul jél elkuldnithetd az u.n.
mesenchymalis forma, melyben a sejtek polarizalédasat az integrinek altali kikotés és a sejtek altal

termelt extracellularisan hatdé protedzok aktivitdsa hatarozza meg. Ettdl eltéré a klasszikus améboid
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migracié, melyben a kdérnyezet vazelemeinek bontdsa nem jatszik jelentés szerepet. Az utdbbi
években leirt Uj mozgasforma az U.n. kollektiv migracio, melyben egymassal sejtkapcsold strukturak
altal Osszetartott sejtcsoportok egyiittes menetelése figyelheté meg. Ez utdbbi eset figyelheté meg
embrionalis szOvetek morfogenezise soran (Id. endothél) és egyes daganatok ndvekedése esetében
is. (9.5. abra)

9.6. Sejtmotilitas és az immunvalasz

Az immunrendszerben migraciét mutatdé szamos sejtcsoport kdzil a limfocitak és a dendritikus sejtek
(DC) migracidjanak példain jol tanulmanyozhatjuk a folyamat sokoldalusagat, sejtszintl
szabalyozasanak Osszetettségét.

Ennek soran nyomon kdvethetd egyrészt a DC-progenitor-éretlen DC — érett antigén-prezentalé DC
Utja, mely a csontvel6bdl a nem-limfoid szévetek kozbeiktatasaval jut el az immunszervekhez. A 9.6.
abra jol mutatja azt a folyamatot, melynek fontos része az aktivalt T sejtek migracioja és cirkulacidja

az egyes szervek kdzott.

Pz
DC progenitor ) Csontvel6

-
DC progenitor | ’

‘ ~ éretlen DC

‘:\/ Nyirokcsomé

érett DC i
antigén prezentalas o, ;"’;
PO o=
;/ﬁ>r X\"

CoN
- 0 Periférias szovetek

9.6. abra: Limfocitadk és dendritikus sejtek f6 migracids utvonalai

9.6.1. Limfocitak transzendotelialis migracidja

A fentiekben vazolt folyamat az egyes szdveti terekben mar sokkal arnyaltabb képet mutat. A migracié
immunoldgiai/kértani szempontbdl legfontosabb felszineit az erek endotélje jelenti, ezen a hatalmas
felszinen torténik a periférias szdvetekben szamos sejtpopulacio iranyitott migracidja (homing,

gyulladasos folyamatok), melynek soran egyes sejtpopulaciok a lokalisan expresszalt membran
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komnponensek (pl. adhéziés molekulak) és fluid fazisban lévé indukalé faktorok (pl. kemokinek,
bakterialis peptidek) hatasara elhagyjak az érrendszert vagy éppen oda térnek vissza.
A posztkapillaris venulakban a limfocitak transzmigraciojakor az egyes fazisok kialakulasat az alabbi
molekularis mechanizmusok teszik lehetévé (9.7. dbra):
1. Rolling - szelektin-szialomucin kapcsolat (vagy integrin alfadbéta1 és alfadbéta7)
2. Aktivalas — az endotél heparanszulfat proteoglikanjai (HSPG) éltal bemutatott kemokinek a
kemokin receptorokkal kapcsolédnak, aktivaljak a limfocitakat
3. Adhézié — az aktivalas eredményeként fokozott affinitasu és aviditasu integrinek jelennek
meg a limfocitak felszinén. Ezek az endotélen 1évd ligandjaikkal (ICAM, VCAM stb.)
kapcsolddnak mely az adhéziot szorossa teszi.
4. Diapedesis — a junkcionalis adhéziés molekulakkal (JAM, PECAM-1=CD31) torténd

eredményezik.

Gordiilés Aktivacié Tapadas Atlépés

kemokin ~ aLf2
receptor

\ \\
l' \ MAdCAM
ICAM VCAM JA
=Lt

M
\

9.7. abra: Limfocitak transzendotelidlis migracioja

A limfocitak migracidja er6sen adhéziés molekulak, kemokinek és kemokin receptorok altal
szabdélyozott.

A naiv T sejtek homingja és masodlagos immunszerveken keresztili recirkulacidja lehetséges, mivel
integrin alfadbeta7-t (mucosa) és L-szelektint (nyirokcsomok) is expresszalnak. Az aktivalt T sejtek
gyulladas helyére térténé migracioja szamos receptor-ligandum paros kapcsolédasat foglalja magaba:
szelektin-szialomucin, integrin alfadbetal-VCAM-1, integrin alfadbetal-CS-1, és CD44-hialuronsav. A
T sejtekbdl kialakult memodria sejtek esetében a megjelené ,homing signature” egy specifikus
adhézids és kemokin receptor profil, mely képessé teszi 6ket szelektiv, szovetspecifikus migraciora.

A naiv B sejtek ko-expresszaljak az L-szelektint és az alfabbéta7 integrint, mely képessé teszi Oket
arra, hogy a mucosaba és a periférias nyirokcsomokba egyarant eljuthassanak. A Peyer plakkok
germinalis centrumaiban lezajlé reakciék a memoria B sejtek alfadbéta7 integrin expresszidjat idézik
el6. Ezek a sejtek azutan IgA-t szecernaldé plazmasejtekké differencialédnak. A memoaria B sejtek

dontd hanyada azonban a nyirokcsomokbdl szarmazik és 1gG-t szecernald plazmasejtekké
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differencialédik. Ezek a sejtek CXCR4-et, alfadbéta integrint és LFA-1-et expresszalnak, melyek a
csontvel6be to6rténé hominghoz szikséges. A csontvel6ben ezek a sejtek hosszu-életi

plazmasejtekké alakulnak.

9.6.2. Dendritikus sejtek migracidés Gatvonalai

A DC-k csontvel6bdl torténd kiaramlasukat kovetéen a vérkeringés uatjan érik el az egyes
célszerveket/szOveteket. Ezek kozil kiemelt jelentéségl a thymus, a nyirokcsomok, a |1ép valamint a
bér. Mig a plazmacitoid DC-ek mind a négy f6 célszervbe jutnak, a thymus és a lép esetében ezek
mellett konvencionalis DC-ek (cDC), a nyirokcsomdék és a bér esetében prekurzor DC-ek is

megjelennek. Az egyes célszervekben eltérd receptor-ligandum kolcsonhatasok biztositjak a DC-ek

célba juttatasat. Nyirokcsomok és thymus esetében kiemelt jelentéségi a VLA4-VCAM1 és a PSLG-1
— CD62 (E/P) kapcsolat, mig lép follikulusaiban a CXCR5-CXCL13, a fehér pulpa periarteriolalis
limfatikus hivelyeiben a CCR7-CCL19/CCL21 koélcsénhatasok a legjellemzébbek. A bérben, illetve a
gyulladasos folyamatok soran a kapcsolatok hosszu sorat irtak le, melyek kézil a fentiekben mar
emlitett PSLG-1 — CD62 (E/P), CXCR1-fraktalkin, CCR6-CCL20 és CCR2-CCL2 a legjellemzébbek.

szabalyozasara (9.8. abra).

2. Subcapsularis sinus - Perifollicullaris area
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Alvarez D, Vollmann EH, von Andrian UH.
Mechanisms and consequences of dendritic cell migration.
Immunity. 2008 Sep 19;29(3):325-42.

9.8. abra: Dendritikus sejtek nyirokcsomon beliili migracioja
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Nyirokcsomo esetében a belépd afferens nyirokérbdl a subcapsularis szinusz terébe jutdé DC-k kéreg
parosok interakcidja iranyitja. Ezt kovetéen a DC-k a perifollikularis térbe jutnak majd innen a CXCR5-
CXCL13 kemokin interakcié hatasara migralnak a nyirokcsomo follikulusanak T és B sejtes areajaba.
A T sejtes zonaban elhelyezkedd CCR7 receptort expresszalé DC-ek CCL19-et kibocsatd sejtek,
illetve a HEV-ek kérnyezetében nagy koncentraciéban megjelend CCL21 hatdséara alakitanak ki a DC-
kben gazdag réteget a HEV-ek koriil. Az efferens nyirokerek kornyezetében az szfingozin 1-foszfat,
mint kilépési szigndl hat a DC-kre, mig az el8bbiekben mar emlitett CCL19 és CCL21 mint visszatartd,
retencios szignalok hatnak.

A Dbér igen érdekes példajat adja az emberi szervezet esetében a sejtmigracionak, mivel a
testfelszinhez igen kozeli hamrétegekben jar6r6zé DC-ek is képesek viszonylag révid idén belll a
nyirokrendszer kdzponti elemeiig eljutni, s ezaltal lehetéséget adnak mind kisérletes, mind terapias
beavatkozasokra.

A hamban elhelyezkeddé DC-ek fiziolégias allapotban is képesek a mikrobak altal megtamadott
sejtekbdl felszabadul6 egyes anyagok (TNFa, IL-1b, PAMP) detektalasara, ezek mint migracios
szignal hatnak ezekre a sejtekre. Fenti folyamat részeként a DC-ek E-cadherin kétédéseit bontjak, s
ezaltal valnak a sejtek mobilizalhatova. A bérbél induld migracio kdvetkezd 1épése a bazdlis membran,
illetve az ehhez asszocialddd extracellularis matrix (ECM) elemeinek bontasa, melyben matrix
metallo-proteinazok (MMP2, MMP9) vesznek részt. Ugyanekkor a sejtek frontalis migracios felszinén
kemokin receptorok is megjelennek (CXCR4, CCR7, CCRS8), melyek a megfelelé kemokinek
(CXCL12, CCL21, CCL1) igen kis koncentracidinak érzékelése révén segitenek a migracio iranyanak
megvalasztdsaban. A bér alatti kotészdveti térbe érve a DC-ek az afferens nyirokerek endotéljéhez
tapadnak, mely folyamatban a CCR7-CCL21, VLA-4 — VCAM-1, LFA-1-ICAM-1 mellett a fentiekben
mar emlitett szfingozin 1-foszfat szignal és az endotél promiszkuus kemokin receptora (D6) is
szerepet jatszanak. A folyamat befejezd 1épése a DC-ek internalizacidja a nyirokérbe, melynek

lumenében is a CCL21 segiti a vandorlast.

9.7. Sejtmotilitas (kemotaxis) mérésének moédszerei

A sejtmozgas mérése — mint azt a fenti fejezetekben is lathattuk — szdmos immunoldgiai szempontbdl
fontos sejtélettani allapot elemzésére adhat lehet6séget. A mérések soran tébbek kdzott mod van (i)
eltérd sejtpopulaciok elkulonitésére; (ii) egyes sejtcsoportok migracios aktivitdsanak referencia
ligandumok (pl. fMLF, IL-8) segitségével torténé meghatarozésara; (iii) egyes testfolyadékok vagy
azokbdl izolalt anyagok kemotaktikus hatasainak elemzésére; (iv) Uj, gyogyaszati szempontbdl fontos
anyagok, gyogyszer-jelolt molekulak hatasvizsgalatara is. A medfelel6 modell-sejtek, illetve a
megfelel vizsgalati technikak kivalasztasa nagy koériltekintést igényel, hiszen a rendelkezésre allo
modszerek tarhaza igen széles ugyan, azonban a jol megfogalmazott kérdésekre rendszerint csak

néhany technika alkalmazasaval kaphatjuk a legmegfelelébb valaszt.

138



A 9.9. dbra a kemotaxis mérése esetén megkulonbdztethetd két alapvetéen kilénbdzé rendszert
mutatja, melyek a sejtek mozgastipusatdl — lasd 3 dimenziéban vagy 2 dimenziéban mozognak-e —

fliggéen alkalmazhatok.

Reverzibilis rendszer Irreverzibilis rendszer

4
|
%
!

9.9. abra: Sejtmigracié mérésére alkalmas rendszerek 6 tipusai

Mig a reverzibilis rendszerben a sejtek egy szabad mozgastérben helyezkednek el és az elSkisérletek
soran beallitott inkubaciés idé alapjan hatarozzuk meg az optimalis vizsgélati id6t (egyébként nagy a
visszaaramlé sejtekre az esély), a filterrel elvalasztott rendszerekben minimalis a sejtek
,visszavandorlasanak” esélye. Ezekben a rendszerekben a koncentracié gradiens fennmaradasa
szabja meg meddig is folytathato a kisérlet, amennyiben mar a koncentracio gradiens kiegyenlit6dott,
nem kemotaxist, hanem kemokinetikus aktivitast fogunk mérni.

A kemotaxist mutatd sejtek aktivitasat, a kemotaxis indukélhatésagat szamos maodszerrel mérhetjik.
Az ezek altal szolgaltatott informacié mennyisége és a modszerek eredményessége azonban nem all
aranyban. A legtébb informéciét szolgaltatd modszer (pl. Dunn-kamra) csak viszonylag kevés sejt
mérését teszi lehetévé, mig a receptorkétés vizsgalatok, melyek 10° sejt felett mérnek, rendszerint
csupan egy adatot szolgaltatnak.

Fentiek is jelzik, hogy a leghatasosabbak a tObb paraméteres vizsgalatok, melyek szamos maddszert
alkalmazva értékelik a vizsgalt anyagot vagy a modell-sejt kemotaktikus valaszkészségét. Az
alabbiakban csupan néhany jellemzd technikai megkozelités ismertetésére szoritkozhatunk, s egyben

felhivjuk a figyelmet a szakirodalom e téren megjelent 6sszefoglalé munkaira.

9.7.1. Reverzibilis rendszerek

Az ebbe a modszertani csoportba sorolt vizsgaldeljarasok médot adnak arra, hogy az allab képzédés
révén, amdéboid mozgassal migralé vagy csillos / ostoros sejtek mozgasat elemezzik.

A szakirodalom altal leghosszabban fennmaradé (kb. 24 6ra) koncentracié gradiens(i technika a 9.10.
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abran bemutatott Dunn-kamra. Az
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9.10. abra: A Dunn-kamra szerkezeti vazlata és
mozgasat képes fenntartani. kiértékelésének elve

A sejtek felszinen torténé elmozdulasanak mérésére az egyik legrégebben alkalmazott technika a
9.11. abran bemutatott agar-lemezes eljaras. A modszer csupan egy a szamos hasonlo, kiilénbdzé
furatokat és csatornakat alkalmazé kemotaxis assay kozll. Az agarlemezes technika esetében egy
olyan sejtes assay-rél van sz6, melynek alapelve visszavezethetd az immunolégiaban alkalmazott
hasonlé technikakra, ahol ellenanyag — antitest interakcidok bemutatasat és mérését végzik hasonlé
rendszerekben. A mddszer kvalitativ jellege mellett a dA és dK tavolsagok mérésével kvantitativva is
teheté.
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9.11. abra: Sejtmigracio mérése 3-furatu, agar-lemezes technikaval

A szabad folyadéktérben csillék vagy ostorok segitségével elmozduld sejtek migraciéjat igen gyakran
mérik az u.n. kapillaris technikak valamelyikével. Ezek esetében olyan vertikdlisan elrendezett
kétkamraju vizsgalatokrdl van sz6, melyeknél altalaban az alsé kamraban helyezkednek el a vizsgalni
kivant sejtek, mig ezek felett, a sejtes fazissal érintkezd kapillarisban talalhaté a vizsgalandé anyag. A

vizsgalt anyag vonz6 vagy taszitd hatasat a sejtekre a kapillarisban talalhatd sejtek szamanak



meghatarozasaval allapitjak meg. A modszer pontossaga nagyban ndvelheté mikroliteres pontossagu
folyadéktereket biztositdé mikropipettakkal, melyek a rendszer kapillarisaiként alkalmazhatok.

A reverzibilis rendszerek esetében egyre gyakrabban talalkozunk gyari kiszerelésekkel, melyek
pontossaga biztositja a mérés eredményességét. llyen az utdbbi évek soran megjelent két lemez is
(ibidi GmbH, Németorszag), melyek a felszinhez kototten, illetve a szabad folyadéktérben migralo
sejtek esetében is jol alkalmazhaté (9.12. abra). A mbdszer lényege egy olyan csatorna és
kamrarendszer kialakitasa volt, melynek specialis fed6lemeze lehetdvé teszi a sejtek gazcseréjét, s
igy zart térben, de fizioldgias korulmények kdzott vizsgalddhatunk. A sejtek egy csatorna feltdltése
révén kerllnek a rendszerbe, mig annak két oldalan mas-mas karakter(i anyagokkal telithetd terek
helyezkednek el. igy a sejtek mozgasat a vizsgalandé anyagok befolyasoljak és 12-24 6ras inkubaciok
soran a csatorna két oldalan mar jelentés sejtszambeli eltérések alakulnak ki, melyet egyszeri
sejtszamolassal, video-mikroszkopizalassal és szamitdégépes sejtkovetd eljarasokkal egyarant
kiértékelhet;jik.

kemoattraktins mérdfelszin
sejtekkel

C f \ (0,15u0) referencia anyag
- 40 pl 40 pl
- Cy L <toa

9.12. abra: ibidi kemotaxis kamra szerkezete (A) és miikodésének elve (B, C)

9.7.2. Irreverzibilis rendszerek

A Boyden-kamra (9.13. &bra) taldn a legszélesebb kdérben alkalmazott kemotaxist mérd technika,
melyet 1962-ben irt le Stephen Boyden. Elve egy két-kamras rendszer, melyet a vizsgalandé sejtek
szamara csak aktiv mozgdassal atjarhato filter valaszt el. A sejtek a fels§ kamraban helyezkednek el,
mig a vizsgalt anyagot az alsé kamraba tesszik. Kell§ inkubacids id6 megvalasztadsa esetén a sejtek
a filter pérusaiban kialakulé koncentracié gradiens mentén az als6 kamraba vandorolnak. A kamra
nem csak egyedi, de akar 96-kamras lemezhez kapcsolddo kivitelben, G.n. multiwell rendszerben is jol
mikodik, s ezaltal lehetéséget ad a migracidés kisérletek soran mindig megkovetelt nagyszamu
parhuzamos vizsgalat elvégzésére. A sejtek migracidés valaszat egyszer(i sejtszamlalassal, egyes
sejtekre specifikus enzimek kimutatasaval (Id. MTT) vagy a sejtekben kimutathaté ATP
meghatarozasaval értékelhetjik ki. A mddszer hatranya, hogy egy kamra csak egyetlen mérési

pontnak felel meg, igy megbizhaté eredményt csak sok kamra egyuttes alkalmazésakor kapunk.
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A fentiekben bemutatott Boyden kamra hatranyait igyekezett kiklisz6bdlni a G.n. transwell assay,
melyben egyszerre 6-12-24-96 mérés is elvégezhetd. Alapelve hasonld, itt is filter valaszt el egy
sejtekkel telt felsd és egy a vizsgald anyaggal toltott also teret. A kiértékelés vagy az also6 térbdl, vagy
magabdl az elvalaszto filterbdl torténik, az ebbe migralt sejtek ugyanis jol megfesthetk és ez a réteg,
mint egy vastag szoveti metszet értékelhetd ki. Hatranya a Boyden kamraval szemben, hogy igen
nehéz a sejteket tartalmazo tér és a kulsé tér kozotti folyadéknivé pontos bedllitasa. Szemmel alig
vagy nem is lathatd eltérések olyan nem kivant, atmeneti folyadékaramlasokat okozhatnak, melyek
szennyezhetik a sejtes teret a vizsgalt anyaggal, illetve megnehezitik a gradiens kialakulasat.

A legujabban kifejlesztett Chemo Tx modszer (NeuroProbe, USA) egyesiti a Boyden kamra és a
transwell rendszerek elényds tulajdonsagait (9.74. abra). A légmentesen lezart tér kikliszobdli a
folyadékterek kozotti nem kivant aramlasokat. A huzamosabb ideig hasznalhaté kamra valtozat (ld.
bal fels6 kép) mellett 2008 6ta hozzaférhetd az egyszer hasznalatos valtozat is. A kiértékelés médja
hasonlé a Boyden-kamranal leirtakhoz.

izolalé gyfri .
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9.14. abra: Multiwell kemotaxis assay és Chemo Tx technika



9.7.3. In vivo technikak

Egész dllat kisérletek sordn gyakran alkalmazzak a tumoros szdvetbdl el6éallitott ECM koncentratumot,
a Matrigelt, mint a migralé sejtek mozgasanak utvonalat add, a sejteket mivi szévetként befogadd
halézatot. Ezt az anyagot hasznaljak az U.n. korong-assay-k, melyekben filterekkel lezart és
Matrigellel és vizsgalati anyaggal t6lt6tt korongot implantalunk a kisérleti allatba. Tébb nap elteltével a
korong kivétele utan az abba migralt sejtek szama, illetve az egyes sejtpopulaciok aranya is
meghatarozhatd. Az 9.1. tablédzat a Matrigel ECM keverék felhasznalhatésagi korlataira utal. Mint jél
lathatd, ez szamos ndvekedési faktort a biolégiai hatasok kivaltasahoz képest jelentds
koncentraciéban tartalmaz, s ez egyes vizsgalatok esetében kifejezetten hatranyos is lehet. Ennek
felismerése vezetett a redukalt mennyiségli ndvekedési faktorokat tartalmazé Matrigel-ek
bevezetéséhez (GFR = growth factor reduced), bar mint lathaté ebben az esetben sem tekinthet6k
teliesen novekedési faktoroktdl mentesnek a preparatumok, s ez érthetd is, hiszen ezek adjak a
Matrigel nagy kemoattraktans jellegét és biztositjak a bevandorolt sejtek esetében pl. az érképzédés

indukciojanak humoralis elemeit.

Nivekedési faktor Konc-entrécic’) Koncen-trécié
Matrigel-ben GFR Matrigel-ben
EGF 0.5-1.3 ng/ml < 0.5 ng/ml
bFGF <0.1-0.2 pg/ml n.d.
NGF < 0.2 ng/ml < 0.2 ng/ml
PDGF 5-48 pg/ml <5 pg/mi
IGF-1 11-24 ng/ml 5 ng/ml
TGF-b 1.7-4.7 ng/ml 1.7 ng/ml

GFR — novekedési faktor szint csokkentett; n.d. — nem detektalhatd

9.1. tablazat: Matrigel preparatumok névekedési faktor tartaima

Az in vivo assay-k kOzé tartozik egy masik igen 6tletes modszer is, mely Sephadex gyéngyodket juttat a
kisérleti allat intraperitonealis terébe. A hashartya két lemeze kozti térben e gyodngyok erds
sejtmigraciot indukald hatdsuknal fogva sejtszaporulatot idéznek el6. Amennyiben a Sephadex
gybngyok felszinéhez kulénb6zd anyagokat kotlink, az anyagok kemotaxist kivalté hatasa is
elemezhetd. A kiértékelés 6-48h elteltével a hasri folyadék leszivasaval térténik. Ennek sejtszama és
sejtpopulacidi jol vizsgalhatok.

A technikak e csoportjaban targyaljuk a kemotaxis vizsgalatok egyébként kuldn fejezetét jelentd
sebgyodgyulasi vagy ‘wound healing’ assay-ket. Ezekben leggyakrabban hamsejtekbdl kialakitott
konfluens rétegek ,sértését” kdvetben azt vizsgaljak, hogy milyen gyorsan kdzeledik egymas felé a két
sebzési felszin. A modszer kezdetleges és igen bizonytalanul kivitelezhetd eljarasa volt az, amikor
pipettak mlanyag csucsait alkalmaztak a ,seb” elkészitésére. Ennél Iényegesen megbizhatdbb
technikat dolgoztak ki olyan 24-48-96 tiivel ellatott platform kialakitasaval, mely egy jol kontrollalt
nyomas mellett elmozdulva egyszerre sérti akar 96 kamra aljan a kialakitott hamfelszineket. A high

throughput screening (HTS) technikdk el6térbe keriilése a kétkamras assay-khez hasonldan itt is
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megfigyelhetd, mivel megfelel6 er6sségli aram rovid ideig alkalmazott impulzusa szintén képes
sejtrétegeken ,sebeket” ejteni, ezek kiértékelésére az impedancia alapi mérések (Id. alabb)

alkalmazhatok.

9.7.4. LegGjabb technikak

Az impedancia alapu mérések az Ivar Giaver Nobel-dijas fizikus altal bevezetett mddszerhez
kothetdk, mely a kemotaxis bevezetd szakaszanak szamité sejtadhézid6 és maga a migraciod
vizsgalatara is egyarant alkalmas. Alapelve szerint, valtakozé aramu aramkoérbe kapcsolt méré
elektrod esetében az annak felszinén kitapadd sejtek (mint j6 szigetelé anyagok) fokozodd ohmikus
ellenallast (R) és impedancia (Z) értéket eredményeznek. Ennek alapjan jol mérhetévé valik egyes
sejtek adhézidés képessége és annak indukalhatdésaga vagy gatlasa is. A modszer a kitapadt sejtek
sejtek mikromozgasai (micromotion) allnak. A modszer egyik f6 értéke még, hogy az egyes

folyamatok valos ideji mérésben (real-time) kdvetheték akar tébb napon at is (9.15. abra).
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9.15. abra: ECIS technika elvi alapjainak bemutatdsa. A médszer kilénbséget tesz az elektréda
fedettség (sejtszam) és sejt-sejt kapcsolatok (barrier funkcid) szempontjabdl is (fels6 panel); a
méresek kis fellletl mérd elektrod felszinén torténnek 8-16-96 kamraban (bal oldalt, alul); a technika
segitségével jol elkilonithetdk a sejtek kitapadasi dinamikajanak eltérései és a kitapadast kdvetéen a
sejtek egyedi mozgasai is (jobb oldalt alul)

A fenti mddszer tovabbfejlesztésével alakultak ki azok a Boyden kamra elvén mikodé HTS
rendszerek (XCELLigence — Roche), melyekben a két kamrat elvalaszto filtert elektrodok halézzak be.

igy a sejtek migraciojukkor elektromos jelet generalnak és a sok atvandorlé sejt egyedi jelének
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dsszege, mint a mért impedancia értékének emelkedése aranyos lesz a pozitiv valaszt adoé sejtek
szdmaval.

Pont-szer(i elektrédokat alkalmazva a technika képes konfluens sejtrétegeken pontokban a sejtek
eltavolitasara (Id. sebgydgyulasi vizsgalatok). Az ezt kdvetd sejtmigracio, mely a felszabadult felszin
iranyaba torténik szintén jol kovethetd, tehat ezaltal a sebgydgyulasi assay eddig legobjektivebb
mérési eszkdzét sikerllt kifejleszteni.

A kemotaxist végz6 sejtek vizsgalatanak alapja a folyadéktérben egyenletes gradiensek kialakitasa.
Ennek a célnak az elérésében segitenek az uj technika, a mikrofluidika eszkdzei, melyek
polidimetilsziloxan (PDMS) felhasznéalasaval, elére megtervezett csatornarendszerekben higitjak a
vizsgalandé anyagokat. Ugyanez a PDMS technika képzi az alapjat a ,lab-on-chip” rendszereknek is,
melyek, mint ahogyan a név is utal erre, komplex laboratériumi eljarasok kivitelezését teszik lehetévé
targylemez méretli vizsgalé-egységekben. A 9.16. abran bemutatott modszer egy olyan PDMS alapu
rendszert mutat, melyben horizontalis elrendezésben talalhatdé két kamra, s ezeket egy
nyomasviszonyokra érzékeny lemez valasztja el. A két kamra feltdltését kovetben, a lemezre
gyakorolt szivoer6 fokozasaval éllithatjuk be az anyagok keveredésének mértékét és ezaltal a
gradiens kialakulasat. Ezt kdvetben a kézéps6 — gradienst tartalmazo - valydba helyezve a sejteket
mar jOl vizsgalhaté azok koncentracio-fliggd migracidja. A 14. abra alsé része a PDMS technika 6

Iépéseit is bemutatja, pl. a jelen esetben alkalmazott két profil hogyan 6ntheté ki.

1 [
| ' | | I , a két kamra kozott
P<O P>0 j6l szabélyozhaté

dinamikaval

gradiens alakul ki

a megszilardult PDMS rétegek

kamrarendszerekké allithatok
> < ) ossze

el [ — — ]

PDMS réteg felhelyezése

maszk készitése \g
|

© Kohidai L. 2006

9.16. abra: A PDMS technika segitségével kialakitott kemotaxis karma.
Az egyes profilok kidntésének menete (alul)

Az 0.n. intravitalis mikroszképia szintén jol alkalmazhaté migralé sejtek vizsgalatara. A méddszer
kulonosen alkalmas él6 allat vagy viszonylag nagyobb szervrészlet fixald és antikoagulans szerek

adasa nélkdli tanulmanyozasakor. Az eljaras lelke maga az extrém gyors zaridével mikédé kamera,
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melynek segitségével kifejezetten a vaszkularis folyamatok, pl. sejtek érfalhoz térténé adhézidja,
érfalon keresztuli transzmigracié vizsgalhaté.

E fejezet végén egy olyan eljarast is bemutatunk, mely ma a mozgoé sejtek elmozdulas-vizsgalatara
hasznalt egyik legérzékenyebb technika, a traction force microscopy (TFM) (9.17. abra). Elvi alapjat
az amdboid mozgassal migral6é sejt és a kitapadasi felszin kdzott képz6d6 erék képezik, tehat az,
hogy a sejt a fokalis kontaktusok révén az egyes kitapadasi helyeken a mozgas soran erét fejt ki az
alatta Iéve rétegre. Az er6k a mozgasi felszint boritd mikrotlik sokasagaval valnak mérhetévé — azok
meghajlasanak iranya az elmozdulas negativ vektorat, az elhajlas mértéke a kifejtett erd nagysagat

mutatja. Utébbi nagysaga emberi fehérvérsejtek esetében a nN-os (nano Newton) skalan mozog.
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9.17. abra: A traction force microscopy alkalmazasakor a sejtmozgas soran keletkezd erék
bemutatasa (A); ezen erék jelentkezése egy sejt elmozdulasakor (B); a mérés alapjaul szolgalo
mikrotlik és a mozgo sejt kapcsolatanak bemutatasa (C)

9.7.5. Egyéb migraciovizsgalathoz kapcsolodo eljaras

A mozgo sejtek vizsgalata természetesen nem csupan maganak a mozgasnak a vizsgalatat jelenti,
hanem a receptorok és ligandumok molekularis szintl kimutatasat, illetve az azokért felelés gének
expresszalédasanak RNS szintli elemzését is. A mddszer alapja, hogy a keresett RNS-t el8sz6r
antiszenz, jeldlt parjaval hibridizaljuk, majd olyan RN-azt alkalmazunk, mely csak az egyszald RNS-
eket emészti. Az igy kapott kétszalu, és jelolt molekulak jol elkildnitheték a minta tébbi emésztetlen
elemétél. A modszert alkalmazva szamos kit-et allitottak 6ssze, igy piaci forgalomban van kemokinek

és receptoraik mRNS-eit kimutatd RPA-kit is.
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9.8. Kerdesek — Feladatok

Vélaszoljon az alabbi kérdésekre!

1) Az emberi szervezet sejtjei a migracié milyen formait képesek kialakitani?

2) Melyek tekinthetd6k az emberi szervezetben haté legjellemz8bb migraciot kivalté molekula-
csoportoknak?

3) Miben térnek el egymastdl az egyes kemokin-csoportok?

4) Milyen szignalizaciés mechanizmus jellemzé a kemokin-receptorokra?

5) Mit neveziink kollektiv migraciénak?

6) A dendritikus sejtek nyirokcsomon bellli vandorlasat milyen receptor-ligandum kélcsénhatasok
szabalyozzak?

7) Mely migraciot vizsgald technikak esetében adott a HTS kiértékelés lehetésége?

8) Vannak-e bakterialis peptidek érzékelésére alkalmas kemotaxis-receptorok az emberi
szervezetben?

9) Mi az elvi alapja az ECIS technikanak?

10) Mondjon egy példat a lab-on-chip alapu migraciomérérsre!
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10. AUTOANTITESTEK VIZSGALO MODSZEREI, HLA

TIPIZALAS
(NAGY GYORGY, PAL ZSUZSANNA)

10.1. Autoantitestek és azok vizsgalo eljarasai

10.1.1. Az autoantitestek keletkezése, jellemzoi

A B-sejtek antitest diverzifikaciés képessége hatékonyan véd a bennlinket tamadé szamtalan
patogénnel szemben. A B-sejt aktivacio folyaman az antitestek egyrészt egyre jobban tudjak kétni az
antigéneket a szomatikus hipermutacio révén, masrészt az izotipusvaltas soran keletkezd 1gG, IgA és
IgE molekuldk mas-mas effektor funkcidkat kolcséndznek a képzddétt antitesteknek. Am a
patogénekkel szembeni hatékonyabb védelem veszélyeket is rejt magaban, mivel a fenti
diverzifikaciés mechanizmusok révén az autoantitestek létrejottét is maga utan vonja.

Autoantitestek mindannyiunkban vannak. Azonban az emberek csupan 5%-aban alakul ki autoimmun
megbetegedés. Ezek |étrejotte ugyanis egy tobbtényezds folyamat, genetikai, kdrnyezeti, hormonalis,
és epigenetikai tényez6k vesznek részt a betegségek kialakulasaban. Az autoantitesteket két nagy
csoportra oszthatjuk: természetes és patolégias autoantitestek. A természetes autoantitestek B1
sejtek (CD5+ és CD5-) altal termelt polireaktiv antitestek, melyek nagy mennyiségben fordulnak el6 az
emberi szérumban és vitalis, konzervalt fehérjék ellen termelédnek. A sajat struktdrak védelmét
szolgaljdk, az immunolégiai homunculus felépitésében vesznek részt, tovabba elsédleges védelmi
vonalat képeznek egyes patogének ellen. Altaldban IgM és IgA tipustak és nem, vagy csak
korlatozott mértékben esnek at szomatikus hipermutacion. A B-1a sejtek az embrionalis majbdl a
peritoneadlis és pleura Uregekbe kerllnek, itt a B-1a sejtek csak az elhalt sejtek poétlaséara, limitaltan
osztdédnak és folyamatos az antitest termelés.

A patoldgias autoantitesteket a B2 sejtek termelik. Tdébb bizonyiték is van arra, hogy ezek az
antitestek lokalisan termel6dnek. Rheumatoid arthritisben pl. a synovialis membranban, myasthenia
gravisban a thymusban lehetnek ektdpias germindlis centrumok. Sclerosis multiplex esetében
intratecalisan IgG termelést lehet kimutatni gerincvizbél. A patoldgias autoantitestek nagy affinitasuak,
IgG, IgA és IgM tipusuak lehetnek, szintén magas koncentraciét érhetnek el a szérumban. Mivel
képzddésik és a célszerv karosodasa koOzott latencia telik el, illetve az altaluk elSidézett
szervkarosodashoz a szervet alkotd sejtek egy jelent6s részének mar el kell pusztulnia, hogy a
funkcidcsdkkenés észrevehetd legyen (pl. I. tipusu diabetes mellitusban pancreas a B-sejtjei ellen
termel6dott antitestek esetén), igy a szérumban korabban kimutathatéak lehetnek, mint ahogy az
autoimmun betegség manifesztalddna. A patolégias autoantitestek kimutatasanak elérejelzd,
prognosztikai szerepe lehet, de segithet a kimutatasuk a betegség diagnosztizaldsaban, lefolydsanak

megitélésében, valamint a terapia hatékonysaganak lemérésében is.
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Az autoantitestek tdbb lehetséges mechanizmus altal johetnek 1étre. A fertézések tobbféle modon is
indukalhatjak a képz&édésuket pl.

1. molekularis mimikri altal. llyen a Campylobacter jejuni fert6zést kovetéen kialakulod
polyneuropathia, a Guillane-Barre szindréma.

2. A fert6zések indukalhatjak az MHCII fokozott expresszidjat is, vagy a ko-stimulalé molekulak
kifejez6dését, melyek altal az addig kiiszob alatti antigén inger fokozédik, amely az addig nem
reagalo Th sejteket aktivalja.

3. Egyes agensek, pl. az Epstein-Barr virus a B-sejtek polyclonalis aktivacidjat idézi eld, vagy a
szuperantigének polyclonalis T-sejt aktivaciot okozhatnak.

Az antigén processzalas illetve prezentalas koros volta is vezethet autoimmun korképek
kialakulasahoz pl. Bechterew-koér (lasd késébb). A myasthenia gravis a neuromuszkularis junkcié egy
autoimmun betegsége, melyben a harantcsikolt izom kilénb6z8 komponensei ellen termelédnek
ellenanyagok, ezek a neuromuszkularis transzmissziét akadalyozasaval idézik elé a betegségre
jellemzé kéros izomgyengeséget. Ebben a betegségben a thymus szerepe kitiintetett. A fiatal betegek
nagy részének thymus hyperplasiaja van, az dssz beteg populacié 8-10%-a thymomaban szenved. A
thymus hyperplasias betegekben a nikotinerg AChR ellen torténik szenzitizaci6. A thymomas
betegekben a thymusban zajl6 szelekciés mechanizmusok sérlilinek és autoreaktiv T-sejtek kerlilnek
ki a perifériara. A thymusbeli fejlédés karosodasat egyetlen génhiba is eléidézheti: az AIRE gén
mutacidja recessziv formaban az APECED (autoimmun polyendocrinopathia, candidiasis,
ectodermalis dysplasia) szindromat okozza. Az apoptotikus sejtek elégtelen eltavolitasa intracellularis
antigének felszabadulasaval jarhat, s pl. systemas lupus erythematosusban (SLE) anti-dsDNS
antitestek képz6déséhez vezethet. Szintén SLE-hez vezethetnek egyes gydgyszerek, pl. procainamid
vagy hydralasin hasznalata, melyek DNS metildazok kifejez6désének megvaltoztatasa altal, a DNS
metilaciot befolyasoljak, s igy epigenetikai Uton, egyes, a betegség patomechanizmusaban résztvevé
gének kifejez6dését befolyasoljdk. A szekvesztralt antigének kiszabadulasa is vezethet
autoimmunitashoz pl. sympathias ophtalmopathia.

Ugyanigy, a regulatoros T-sejtek helytelen mikddése is el6segitheti az autoimmun koérképek
kialakulasat. A jellegzetesen Treg-ekben expresszalodd Foxp3 génjének mutacidja pl. autoimmun
betegségek tlunetegyutteséhez az IPEX (immundiszregulécid, polyendocrinopatia, enteropathia X-hez
kotott) szindrémahoz vezet. Erdekes médon a B-sejtek antitest diverzifikalasaban kulcsfontossagu
molekulajanak z AlD-nak a mutaciéja nemcsak hyperlgM szindromat okoz. AID gén kiltott egerekben
az autoimmun betegségek kifejlédése is gyakoribb.

Az apoptozist elszenvedd sejtbél tdbb anyag kiszabadulhat, pl. coiled-coil konformaciét tartalmazé
fehérje strukturak, melyek immunreakciot valthatnak ki. Az autoantitest termel6dését kivalté molekulak
az idegen antigénhez hasonld mdédon mikédhetnek valdszinlileg az éretlen dendritikus sejtek
aktivalasan keresztul. Két autoantigén, a hisztidil-transzfer RNS szintetaz (abran His-RS) és az
aszparaginil-transzfer RNS szintetdz (Asn-RS) a CC-kemokin receptor 5-6n illetve 3-on keresztil
hatnak az éretlen dendritikus sejtekre, mely azok érését serkentheti feltehetéen mas citokinek és

kemokinek kozremlkodésével. Az érett dendritikus sejtek mind T-sejt dependens, mind T-sejt
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independens mdédon elésegitik az autoantitestek termel6dését. (BAFF: B-cell activating factor, APRIL:

a proliferation-inducing ligand)

10.1.2. Autoimmun betegségek jellemzoi

Az autoimmun betegségek lehetnek szisztémasak és szerv specifikusak. Szisztémas autoimmun
betegségek kozil leggyakrabban fordulnak elé a Sjogren syndroma, a rheumatoid arthritis, illletve az
SLE. A szerv specifikus autoimmun betegségek altalaban egy szervet karositanak, pl a thyreoid
stimulalé hormon receptor ellenes (anti-TSHR) antitestek a pajzsmirigyet, vagy példaul a nikotinerg
acetil-kolin receptor (AChR) ellenes antitestek az izmot. A fenti két autoantitest példa arra is, hogy
milyen mechanizmus &ltal befolyasolhatjak antitestek a szervek mikddését: mig az anti-TSH antitest
stimulalja a TSH receptorokat ezzel autoimmun thyreoiditist hozva létre, addig az AChR ellenes
antitestek gatoljak az ACh receptorokon keresztil a jelatvitelt, ezzel gatolva a neuromuszkularis
transzmissziot. Flggben attél, hogy milyen izotipusuak a termelt autoantitestek, a karositas
mechanizmusa is mas lehet. Az AChR ellenes antitestek IgG1 illetve 1gG3 tipusuak, melyek
komplement aktivalasra képesek, de részt vehetnek az ADCC indukcidjaban és el6segitik a
receptorok sejtekbe térténd internalizaciojat is. A mysthenia gravis egy masik altipusaban egy masik
izom komponens, a muscle-specific kinase (MuSK) ellenes antitestek a jellemz&ek, melyek az IgG4
alosztalyba tartoznak és egy posziranszlacios moédosulas kovetkeztében nem aktivalnak
komplementet. Itt a kdrosodas valésziniileg a MuSK fokozottabb lebomlasara vezethetd vissza.
Szisztémas autoimmun betegségben szamos autoantitest lehet jelen, de autoantitestek fertézésekben
is létrejohetnek, melyek a késébbiekben nem okoznak autoimmun betegséget.

Amennyiben autoimmun betegségre van gyanu, a klinikai gyakorlatban az egyes betegségekben
leggyakrabban eléfordulé autoantitestek meghatérozaséat lehet kérni. Azonban az autoantitestek
jelenléte nem feltétlentl specifikus egy autoimmun betegségre, a lelet pozitivitdsa mindig egyutt
értékelendd a klinikummal, minthogy ezt késébb latni fogjuk

Példaként a kdvetkezdkben 2 szisztémas (SLE és RA) autoimmun betegségen keresztlil mutatjuk be
a kulénb6zd autoantitest kimutatd eljarasokat, a szervspecifikus betegségeket megemlitjik, és

kiemelten foglalkozunk a myasthenia gravis-szal.

10.1.2.1. A systemas lupus erythematosus (SLE)

Az SLE féként fiatal, 20 és 50 év kozotti nék betegsége. Bar az autoimmun betegségek nagyrésze
altalaban gyakrabban érintenek ndéket, ebben az autoimmun betegségben a legmarkansabb ez a
jellegzetesség, ugyanis a né: férfi arany 9:1. A prevalencia n6kben 1: 800-1000, de szamuk
emelkedik. Az SLE az immunkomplex betegségek prototipusa. Szervi érintettségtél fliggéen
valtozatos tinetek jelentkezhetnek pl. arthritis, pleura gyulladas és vizenyd, szivritmus zavar, laz,
faradékonysag, gyengeség, pillangd -arcpir, nephritis, vérszegénység, Raynaud fenomén,
idegrendszeri tlinetek, pl. vasculitis (ér gyulladas). Szamos autoantitest termelédhet: pl. antinuklearis
antitest (ANA), reumatoid faktor (RF), anti-C1q (komplement), vérosvértest ellenes antitest, kettés

szalu DNS ellenes antitest (anti-ds-DNS) (10.7. abra), valamint gyakori a cryoglobulinok jelenléte,
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melyek immunoglobulinokbdl allé komplexek, melyek alacsony hdmérsékleten kicsapddnak a

szérumbol.
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10.1. abra: Laboratériumi markerek az SLE lefolyasanak megitélésére

10.1.2.2. Az ANA

Az ANA (antinuklearis antitest, régen ANF, azaz antinuklearis faktor) olyan antitestek gydjténeve,
melyek a sejtmag kilonb6z6 komponensei ellen iranyulnak. Ezek az SLE-n tal szamos mas
autoimmun és fert6zéses betegségben is megjelenhetnek. SLE-re jellemzd lehet pl. anti-kromatin,
anti-dsDNS (azaz kettdsszali DNS ellenes antitest), anti-hiszton, anti-Sm (=anti-Smith, snRNP
fehérjék ellen). Systemas sclerosis (SSc) a bdr és egyes bels6 szervek sclerosisaval jaré szisztémas
autoimmun korkép, jellemz8 a betegségre az anti-Scl-70 (topoizomeraz 1 ellen) és az anti-centomer
antitestek jelenléte. Szemszarazsag és szajszarazsag jellemzd a Sjogren szindromara, a
betegségben gyakran talalkozunk SS-A és SS-B antitestekkel. Ritka szisztémas autoimmun betegség
a polymyositis, mely izomlaz szeri fajdalommal, magas kreatinin kinaz szinttel jar. Polymyositisben a
betegek egy részében anti-Jo1 (hisztidin tRNS ligaz) antitestek mérhetéek a szérumbdl.

A fenti autoantitestek jelenlétét egyfeldl indirekt immunfluoreszcenciaval (IIF) mutathahatjuk ki, illetve
kés6bb, a kiulénb6zé antitestek pontos titereit ELISA-val hatarozzak meg.

A HEP2 (epidermoid carcinoma, larynx, human, HelLa markers) sejtvonalon végzett
immunfluoreszcencia az antinuklearis antitestek kimutatasara a szlirésre alkalmas, un. screening
tesztek k6zé tartozik. A higitott vizsgalandé szérumot a sejtekhez adjak, majd jeldlt anti-human IgG-
vel mutatjak ki a bekotott antitesteket. |IF vizsgalatnal meg kell adni a hasznélt szérumhigitast, a
fest6dés mintazatat (nukleolaris, granuléris, homogén, periférias), illetve meg kell mondani pontosan
melyik magkomponens ellen iranyul az antitest. 1:40 szérumhigitas alatti pozitivitas normalis, de a
laborteszt ugy van beallitva, hogy 1:160-as higitas mellett a populacié 5%-a pozitiv eredményt adjon
(amennyiben valaki ilyen higitdsban pozitiv, de klinikai tinetei nincsenek és granularis festédést
latunk, valdészin( a reakcio alpozitiv). Homogén magfestédést ad pl. az anti-dsDNS ellenes antitest
SLE-ben, periférias magfestédés jellemz8d pl. a hiszton-ellenes antitestek jelenléte esetén (SLE,

szisztemas sclerosis), foltos vagy granularis magfestédést latunk pl. a nuklearis riboproteinek ellen
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iranyulé antitestek jelenléte esetén (SLE, scleroderma, kevert két6szOveti betegség, Sjogren), de
egészséges emberekben is eléfordulhatnak, illetve aspecifikusan, virusfertézések utan. Nukleolaris
magfestédés pl. a topoizomeraz ellenes antitestek jelenlétekor figyelheté meg pl. sclerodermaban. IIF-
et hasznalhatnak még pl. szervi érintettség (vese vagy bér) esetén immunkomplex kimutatasara az
adott szerv biopszias anyagabdl.

Amennyiben a sz(révizsgalat pozitiv, antigén specifikus vizsgalatokat kell végezni annak
felderitésére, hogy az ANA gyijtéfogalomba tartoz6é antitest sokasag kozul melyik antitest valdban
pozitiv. Ezt pl. ELISA, immundiffizio, Western-blot technikdkkal hatarozzuk meg (ezekrél mar
korébban volt sz6 a jegyzetben).

Az autoantitestek jelenléte nemcsak a diagnézishoz fontos, hanem egyes autoantitestek titerének
valtozasa a betegség aktivitasarol, a terapia hatékonysagarél is informacioét ad. Pl. ha az anti-dsDNS
ellenes antitest titer csokken és ezzel egyitt a szérum komplement szint emelkedik, akkor a betegség
remisszioba kerll, a terapiank hatékony. Mas autoantitestek jelenléte, pl. a kromatin-ellenes antitest

gyakrabban fordul elé lupus nephritisben, tehat a veseérintettséget prognosztizalja.

10.1.2.3. A cryoglobulinok és a cryoglobulinok kimutatasa

A cryoglobulinok keringé immunoglobulinok, melyek 37 fok alatti h6mérsékleten precipitalédnak,
felmelegitve ismét feloldédnak

Fontos megemliteni, hogy a cryoglobulinok az autoimmunbetegségekre nem specifikusak, malignus
haematoldgiai betegségekben illetve fert6zésekben pl. hepatitis C esetében is jelen lehetek.

Toébb alcsoportjuk ismeretes: |. monoclonalis 19G, Il polyclonalis IgG és monoclonalis IgM, I
polyclonalis IgM rheumafaktor

A cryoglobulinok jelenlétének kimutatasa régen koriiményes és hosszu idét igénybevevd feladat volt.
A vizsgalandd szérumot 37 °C-on szeparaltdk, majd 2-7 napig 4 °C —os hitében tartottak. Ha
precipitatum képzddoétt, 4 °C-on centrifugaltdk, a fellluszot eltavolitottdk és fizioldgias s6 oldattal
potoltak. Ha 37 °C-on a precipitatum feloldodott, cryoglobulin volt

Ma mar immunelektroforézis vagy immunfixacié segitségével mutatjak ki a jelenlétiket. Ezekkel a
modszerekkel a cryoglobulin alosztalyat is meg lehet hatarozni és a vizsgalat hossza is joval révidebb.
Egyes autoantitestek jelenlétének az SLE-ben prediktiv szerepe van, ugyanis a betegség elsé
tineteinek megjelenése elbtt akar évekkel is pozitivak lehetnek. Az anti-Ro (=SSA) akar 10 évvel, az

anti-dsDNS antitest és az anti-Sm antitest a betegség megjelenése el6tt évekkel pozitiv lehet.

10.1.2.4. Rheumatoid arthritis:

Az izllet destrukcidjaval jaré izlleti és szinovidlis membrant érintd autoimmun gyulladas. Az észak-
amerikai és eurodpai felnétt lakossag kdrében prevalenciaja 1:100. A betegség szisztémas, izlleten
kivdli (0.n. extraarticularis) manifesztaciéi is lehetnek, melyek leggyakrabban a betegségre jellemz8
autoantitestekkel rendelkezd, uUn. szeropozitiv betegekben figyelhetéek meg. Szisztémas tlnetek
lehetnek pl. a pericarditis, tiid6 fibrosis, szaraz szem, polyneuropathia. Gyakori az ANA, RF és anti-
ciklikus citrullinalt peptid ellenes antitest (anti-CCP) jelenléte (10.2. 4bra). Ujabban a citrullinalt

vimentin és citrullinalt alfa-enolaz ellen is kimutattak autoantitesteket RA-ban.
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10.2. abra: Citrullinacio

A fenti felsorolasbdl kitlinik, hogy egyre tobb citrullinélt fehérje epitop ellen talalnak antitestet RA-ban.

A citrullinacié egy poszttranszlaciés médosulas, citrullin specifikus tRNS nincsen, igy a polipeptidekbe

sem tud citrullin aminosav beépllni. Az argininbdl keletkezik egy enzimatikus folyamat hatasara,

melyet a peptidil-arginil-deiminaz (PAD) nevii enzim katalizal. Irodalmi adatok szerint citrullinalt

antigének patogenetikai tényzéként szerepelhetnek RA-ben. Ismert tény, hogy a dohanyzas az RA

rizikotényezdje. Kiséreltek kimutattak, hogy a dohanyzas a citrullinacié mértékét fokozza, ezzel érheti

el rizik6fokozo hatasat.

Az anti-CCP antitest kildbndsen korai RA-ban diagnosztikus értéki, de szintje a betegség aktivitdsaval

nem korrelal. A reuma-faktor

(RF)

az lg ellen termel6dd nehéz lanc

kotohely

antitest (10.3. abra), az RAs

betegek 80%-aban pozitiv lehet, ™ koénnyti lanc

/ A
de nem specifikus RA-ra, egyéb

autoimmun betegségben, illetve

kalonb6z6  fertbzésekben is
emelkedett lehet az értéke. Az szénhidrat /‘
egészséges felndttek 10%-aban /& Fc rész,

lehet pozitiv. Ha RA-ban az

értéke magasabb, destruktivabb 10.3. abra: A reuma-faktor (IgM) és kot6dése az

korlefolyast prognosztizal. A RF autoantigénjéhez (IgG)

IgG antitest molekula

meghatarozas modszerei:

1. Latex agglutinacios teszt: A vizsgalando vérmintat human antitesteket (IgG) tartalmazo latex
gyongyokkel keverik. Amennyiben RF jelen van a mintaban, a gyongydk agglutinalnak. Ezt a
modszert szlirésre hasznaljak.

Ehhez hasonlé volt a Rose-Waaler teszt, ahol nem latex gydngyoket hasznalnak, hanem birka
vorosvértesteket.

2. Nephelometria (a jelenleg gyakrabban hasznalt modszer, szenzitivebb a latex

agglutinacional): A vizsgalt vérmintahoz human IgG-t adnak. Ha a vérben RF jelen van, akkor
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komplexek képz&édnek, amelyek a nephelométerben a lézerfényt masképp szorjak, mintha
nincsenek jelen. Minél tébb az RF és a képz8dott komplex anndl jobban szoérjak a fényt, amit
a készulék detektal.
3. ELISA médszer
Az anti-CCP ellenes antitest a betegek 65%-aban fordul eld, de specificitasa 95%. Anti-CCP
antitesteket ELISA-val mutatjak ki. RA-ban RF és anti-CCP antitest megjelenhet évekkel az els6

tinetek el6tt.

10.1.2.5. Szerv specifikus autoimmun betegségek

Szerv specifikus autoimmun betegségek kozé tartozik pl. az autoimmun thyreoiditis, a pemphigus
vulgaris, vagy pl. az autoimmun myasthenia gravis.

A myasthenia gravisban az AChR ellenes antitestek talalhatéak meg a betegek 80%-aban. AChR
ellenes antitestet radioreceptor assay-vel mutatjak ki (10.4. abra). A vizsgalandd szérumhoz jelzett

125

antigént adnak (altalaban ““’I alpha-bungarotoxinnal jel6lt AchR-t). Amennyiben van AChR ellenes

antitest a szérumban, ezek Osszekapcsolédnak, komplexet képeznek. Ezeket anti-human IgG-vel
precipitaljak. A nem koétott antigén illetve szérum komponenseket kimossak, és a komplexben maradt,

precipitalt radioaktivitast gamma szamlaloval mérik.

szérumban [évé
TSH receptor ellenes

autoantitest i
H

biotinilalt, rekombinans
TSH receptor ellenes ,g'
antitest mosas o mérés

' ﬁ: y szamlaléban

streptavidinnel
bevont csé

125]-dal jelzett borja TSH

a csé fellletén kotott radioaktivitds
forditottan ardnyos a minta
anti-TSHR koncentréciéjaval

a mintaban lévé anti-TSHR és a mintahoz
adott biotinalt anti-TSHR vetélkedik a
125]-dal jelzett TSH kotéséért

10.4. abra: A radio-receptor immunesszé (RRA) elve

A Hashimoto thyreoditisre jellemz& thyreoperoxiddz ellenes antitestek meghatarozasa radio-
immunassay-vel térténik a klinikai gyakorlatban (lasd korabbi fejezetek).

Napjainkban a humoralis immunvalasz komplexitasanak jellemzésére az antigén array-k elterjedése
jellemzé. A mddszer lényege, hogy egy adott autoimmun betegségben a potencialis epitdpokat egy

mianyag, vagy uUveg lemezre hibridizaljak. Az aspecifikus kétédést BSA-val vald el8inkubacioval
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gatoljak. Ezutan a lemezhez a beteg szérumat adjak, majd mosast kdvetben festékkel jeldlt anti-
human IgG-vel vagy IgM-mel reagaltatjak. A szineket egy array leolvasén olvassak be és elemzik. igy
a betegségre jellemzd tdbb potencialis epitdppal szemben is vizsgalhaté a minta. Tovabba tébb
betegségre jellemzé potencialis epitdép vizsgalataval autoimmun betegségek egész sora vizsgalhato.
Olyan antigén array-k kidolgozasa is folyamatban van, ahol nemcsak a szérumban talalhaté antitest

jelenlétét, hanem komplement aktivalé hatasa révén funkciojat is tudjak majd mérni.

10.2. HLA tipizalas

Az MHC rendszer részét képezik. Az emberi HLA gének a 6. kromoszoma révid karjan talalhatéak
meg. Az altaluk kddolt fehérjék 6 funkcidja a ,sajat” és idegen fehérjék felismerésének szabalyozasa.
Az MHC géneknek két nagy osztalya van (710.5. abra):

- MHC I: HLA A, B,C gének tartoznak ide, minden magvas sejt felszinén expresszalédnak beta2-
mikroglobulinnal egyitt (melynek génje a 15. kromoszéman talalhatd). A sejtben talalhato sajat
peptideket mutatjak be CD8+ T-sejteknek.

- MHC II: 5 nagy csoportja van, ebbdl az utolsé kett6 nem szignifikans: DR, DQ, DP, DM, DO.
Antigén prezentald sejtek felszinén expresszalédnak, egy alfa és egy béta lancbdl allnak,
mindkettének két-két doménje van. A béta -1 domén egy hipervariabilis régiét tartalmaz. CD4+ T

helper sejteknek prezental antigént és az altalanos immunvalasz inicialasaban vesz részt.

anyai 6-os kromoszéma

B2 mikroglobulin
(15-6s kromoszéma)

HLA-A

apai 6-os kromoszéma

10.5 abra: Az MHC gének osztalyozasa

10.2.1. A HLA rendszer nomenklataraja

A HLA rendszer nomenklatirdja a tipizald6 mébdszerek fejl6édésével valtozik, pontosabba valik.
Régebben a szeroldgiai teszteket hasznaltak, a technika fejlédésével ma mar molekularis metodikakat

alkalmaznak (lasd késébb).
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HLA-A: HLA- A |I6kusz

HLA-A1: szeroldgiailag definidlt antigén. A szeroldgiai médszerek kis felbontasu tipizalasra nem
alkalmasak. A molekularis modszerek elterjedésével lehetett egyre nagyobb felbontast elérni.
HLA-A1*: a csillag a molekularis technikakkal meghatarozott allélt jelenti.

HLA-A1*0101 —4 szamjegy: jobb felbontasu, szekvencia variaciok az allélek kodzott, melyek
aminosav cserében nyilvanulnak meg

HLA-A1*010101-6 szamjegyes felbontas: szekvencia variacié, mely aminosav cserét nem okoz.
HLA-A1*01010101-8 szamjegyes felbontds-szekvencia variacié az intronokban vagy

szabalyozé régidkban.

10.2.2. Tipizalé modszerek
10.2.2.1. Szerolégiai

Régen ez volt a ,gold standard”, mara helyuket a molekularis modszerek veszik at.

-
v

)
Ficoll-os panel /-
szepardlas =/ /-
teljes vérbél !

Komplement dependens citotoxicitds modszerét felhasznalva. A betegbdl életképes limfocitakat
nyerunk (Ficollozassal). Microlymphocitotoxicitasi teszt: A limfocitakat HLA ellenes antitesttel
inkubdljuk pl. anti-HLA-DR. Amennyiben a limfocitdn van HLA-DR, az antitest bekotédik. Majd
valamilyen komplementeket tartalmazé anyagot, leggyakrabban nyul savét, adunk a rendszerhez.
A membranhoz kapcsolt antitest aktivalja a komplementet, az sejt lizist okoz és a membran

atjarhatéva valik bizonyos festékek szamara, pl. triptan-kék. A sejteket mikroszképpal vizsgaljuk

(10.6. abra).
B27 pozitiv antitest
limfocitak reakcid komplementer
kapcsolodas
anti-HLA-B27
1 ﬁ T a tripAnkék megfesti
. ~\\ 2N\ Y a sériilt sejteket
\; y
-/ b \
L5 | { .

monoklonélis
sejtek

ellenszérum

. |
az eld sejtek
nincs fényesek

i anti-HLA-B7 2 komplementer
B27 pozitiv nincs kapcsolodas
limfocitak reakcid

10.6. abra: Mikrocitotoxicitasi teszt (Terasaki)

Ervek a modszer mellett: olcsd, nem kell hozza nagy apparatus. Ellen: nagy mennyiségli vér
szukséges, él6 limfocitakbdl kell kiindulni, ritka HLA tipusokra nem mindig van megfeleld tipizald

antitest.
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Kevert limfocita kultira (Mixed Lymphocyte Culture): Két egyén (pl. a beteg illetve egy
laboratériumban fenntartott, ismert, pl. HLA-Dw-t expresszald) limfocitait 6sszekeverik egy Petri
csészébe és par napig egyitt inkubaljak 6ket sejttenyészetben. Amennyiben az ismeretlen (pl. a
betegbdl szarmazd) limfocita nem hordoz HLA-Dw-t, ami a teszt limfocitan megtalalhato, akkor a
limfocita stimulalt allapotba kerdl, proliferalni fog, melyet timidin inkorporacié alapjan mérnek
(10.7. abra).

Csak MHCII meghatarozasara alkalmazzak, transzplantacié esetén helye van a Kklinikai
gyakorlatban. Homogén tipizald sejt populacié fenntartasat igényli szdvettenyésztd

laboratériumokban. 1zotépos vizsgalat.

nem noévekedett cpm

' » beépitették
5 nap (*H)-thymidine a DNS-be
r -+ _—) -
B , 12-18 6ra
monoklonalis
sejtek
Yo, ismeretlen Dw3/Dw3
i \:‘t{:“”ﬂ” HTC
S

HTC

Ficoll- panel
) s, oomene IR
teljes vérbol +
) 12-18 éra
ismeretlen Dw4/Dw4
HTC

emelkedett cpm

HTC: human T-sejt

1.7.abra: Kevert limfocita kultara (MLC)

10.2.2.2. Molekularis metodikak

JO6 mindségl genomialis DNS-bél kell kiindulni az 6sszes alabbiakban felsorolt modszer esetén.

Torténetileg '80-as évek végén restrikcidés fragment hossz polimorfizmus (RFLP), 90-es években PCR

alapu modszerek elterjedése a jellemzd.

RFLP: A genetikai polimorfizmusrdl kvantitativ adatok nyerheték a restrikciés fragmentumok
hosszanak elemzésével. A restrikcids enzimek a DNS-en belll meghatarozott szekvenciaju 4-8
nukleotid nagysagu szakaszt ismernek fel, és a DNS szalat e szakasz meghatarozott pontjanal
hasitjak. Ha két DNS molekula a hasitasi szekvencian belll csak egy nukleotidban is kiilénbozik,
akkor az enzim ezen a szakaszon nem hasitja az egyik DNS-t, és a két DNS minta kozott
kulénbség lesz a keletkezd fragmentumok hosszaban.

PCR SSOP (Sequence Specific Oligonucleiotide Probes): A specifikus oligonukleotid probak egy
nejlon membranhoz vannak kétve, ehhez adjak hozza a beteg jel6lt DNS-ét. (részletesebben: A
beteg DNS-ét PCR-rel amplifikaljak biotinilalt primer parral (ez lesz a jel6lés), majd hibridizaljak az
oligonukleotid prébakat tartalmazé membrannal. A felesleg és aspecifikus kotédés lemosasa utan
streptavidin-HRP enzimatikus reakciot végeznek).

Elény: kis mennyiségl vér, nem kell él6 sejt, masnap is feldolgozhatd, sok minta tesztelhet6

egyszerre. Hatrany: j6 min6ségl DNS kell, ismerni kell a pontos szekvenciat.
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e Szekvencia specifikus primerek: SSP: Mind HLAI és Il osztdlyok meghatarozdsara alkalmas. Az
adott primer parok ugy vannak tervezve, hogy specifikus allélokat amplifikaljanak. A végterméket
agaroz gélen futtatjak, a kilonbdzé fragmensek méret alapjan szétvalnak. A méretet molekulasuly
markerek segitségével hatarozzuk meg.

e Sequence Based Typing (SBT): PCR amplifikaciot kdvetéen a bazis sorrend meghatarozasa
szekvenalassal, majd az eredmény 6sszevetése a nagy adatbazisokban talalhaté szekvenciakkal.

Ezekrél a modszerekrél részletesebben mas targyak kereteiben tanulnak.

10.2.3. Szovet és szerv transzplantacio

A transzplantacid malignus hematolégiai betegségek, végstadiumu vesebetegségekben, sulyos
cardiomyopathiakban stb. valamikor az utolsé esély a beteg szamara. Manapsag egyre nagyobb
hasnyalmirigyet, vékonybeleket, csontvel6t, bért, inakat, vesét transzplantalnak. Az idealis az lenne,
ha a beteg szamara olyan donort talalnank, aki teliesen HLA identikus. Az egypetéji ikrek kdzotti
donacidt, illetve bizonyos HLA identikus testvérparokat leszamitva ez ritkan adatik meg. Bar a HLA
azonossagra térekednek, a kiilénb6z6 szovetek esetén megengedhetd, hogy egy-egy HLA kiilénb6z8
legyen (mismatch), ugy hogy a szovet illetve a beteg tulélése nem csodkken szignifikdnsan. Nagyon
sulyos esetekben ez egy realis alternativa lehet. Mivel a szul6ktél a gyermekek a haplotipust 6roklik,
igy transzplantacié esetén 25% az esély, hogy a testvér hasonl6 HLA konstellacioval rendelkezik.
Malignus hematoldgiai betegség esetén nem fontos a vércsoportegyezés, hiszen a recipiens eredeti
csontvelejét besugarzassal elpusztitigk és a kapott sejtek fogjak a csontvel6t repopulalni. Mivel
azonban a vércsoport antigéneket nemcsak a vordsvértestek, hanem az érfal endothel is
expresszalhatja kis mértékben, ez ellen indulhatna graft-versus-host reakcié. igy a beteg
immunszupressziv kezelést kap még a belltetést kdvetéen. A vese transzplantacié esetén mind a
HLAI, mind a HLAIl gének szerepe fontos a vércsoport antigének mellett, de kiemelt szerepe van a
HLA-DR tokéletes egyezésének. A sulyos GVHD kialakulasanak valdszinlisége annal nagyobb, minél

tébb HLA mismatch van a donor és recipiens kdzott.

10.2.4. Rheumatoid arthritis genetikai és HLA asszociacioja

Rheumatoid arthritisben erés a HLA asszociacio, a betegek akar 30%-a is HLADRB1 pozitiv lehet. Ma
ez az ismert leger6sebb genetikai asszociaci6 RA esetén, bar a genom szinti asszociacios
vizsgéalatok (genome wide asszociation study azaz GWAS) érgjaban egyre tobb gén valik ismertté,
ami szintén szerepet jatszik ebben a betegségben. Azonban a HLA-DRB1 allél asszocial azonos
(QKRAA vagy QRRAA) azonosak az RA-val asszocialéo HLA-DRB1*01 és HLADRB1*04 allélek k&zott.
Ezt a szuszceptabilitasi I6kuszt hivjak ,shared epitope”-nak. Ismertek azonban egyéb gén
polimorfizmusok is, melyek rheumatoid arthritisre hajlamositanak pl. a protein tirozin foszfataz non-
receptor 22 (PTPN22, T sejt receptor szignalizaciés ut komponense) és a Cytotoxic T-lymphocyte
antigen 4 (CTLA-4, T-helper sejteken expresszalddik, aktivaciot gatld jeleket kdzvetit). Mindkét gén

polimorfizmusai tébb autoimmun betegséggel is asszocialnak.
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Erdekességképpen a HLADRB1 énmagéban is hajlamosit az anti-CCP pozitiv RA kialakulasara, és
additivan hat a dohanyzassal, mint rizik6faktorral. Mig pl. a PTPN22 egyes polimorfizmusai

onmagukban is predisponalnak RA-ra.

10.2.5. Spondylitis ankylopoetica (SPA, Bechterew-kor)

Gyulladasos betegség, mely az axidlis izliletek (gerinc) lassu és fajdalmas elcsontosodasaval, a
gerinc mozgasainak beszlkulésével jar, rokkantsaghoz vezet. Jellemzd a betegségre a sacroiliacalis
izllet progressziv gyulladasa, melynek jellegzetes radiologiai képe alapveté a betegség
diagnoézisaban. Csaladi halmozodast mutat, nagyon jellegzetes a HLA-asszociacio (HLA-B27), a
kaukazusi betegek 90%-a HLA-B27 pozitiv, de autoantitestek nem jellemzbek. A betegség
prevalencidja 0.25-0.5%. Altalaban 40 év alatti férfiakat érint a betegség (férfiakban a betegség
hétszer gyakoribb, mint nékben). A betegek derékfajdalomra panaszkodnak, mely pihenéskor vagy
altalaban reggel, ébredés utan kifejezettebb, mozgasra enyhil. Az inak és iziletek elmeszesedése
hosszu folyamat. A betegségre jellemz6 lehet még egyéb inak és iziletek fajdalma, aorta billenty(
elégtelenség, iritis (szivarvanyhartya-gyulladas).

vizsgaltak, és kiderdlt, hogy a HLA B27 transzgén patkany, tehat az, ami tébb HLAB27-et hordoz,
SPA szer(i betegségre hajlamos. Ha ugyanezt a patkdnymodellt keresztezik egy olyan
patkanytorzzsel, mely nem hordozza az MHCI masik jelentés komponensét, a beta2 mikroglobulint, a
patkany akkor is arthritises lesz. Ha a HLA B27 transzgén patkanyokban depletaljak a CD8+ T
sejteket, akkor sem gyoégyulnak meg. Ebbdl kdvetkezik, hogy a betegség kialakulasaban nem a
citotoxikus T-sejtek aktivacidjanak van szerepe, illetve, hogy a HLA-B27 beta2 mikroglobulin nélkul is

expresszalodik, és betegséget okozhat (10.8. abra).

a HC-B27 kapcsolédik
az NK és/vagy T-sejtek receptoréval

HC-B27 homodimer expresszié

citokin termelés
meméria vagy effektor
funkcié

‘ HC-B27
homodimer
j (kéros)

receptor

g{ 827 B
- (normal) j-t

10.8. abra: A HLA-B27 megvaltozott expresszidja az SPA kialakuldsaban
(McMichael and Bowness Arthritis Res 2002 4:S153 alapjan)
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A HLA tdbb, més betegéggel is erésen dsszefugg. llyen pl. az inzulin dependens diabetes mellitus
(IDDM), vagy a mar korabban is targyalt RA és Bechterew-kér. Myasthenia gravisban a fiatalkori, anti-
AChR pozitivitassal jard esetek eltérnek pl. a anti-MuSK pozitiv esetekétdl, mely mas mechanizmust
feltételez a két betegség kialakulasardl. A narcolepsia egy ideggydgyaszati betegség, mely hirtelen
REM fazisokkal jar, ami miatt a beteg a legvaratlanabb kérilmények k&zott kontrollalhatatlanul
elalszik, jellemzi az ébredési bénulas, azaz felkelés utan percekig nem tud megmozdulni és a
kataplexia, azaz a stressz hatasara provokalt hirtelen izomtonus vesztés illetve a hipnagog
hallucinaciék (a REM fazisban, az almokban (illetve az alom-ébrenlét hataran, elalvas elétt=hipnagog)
tapasztalt extrém maddon életszerli érzékcsalddas (hallucinacid)). A betegség etioldgidja ismeretlen,
de taladltak orexin ellenes antitesteket ezekben a betegekben, ami valamilyen immunoldgiai
mechanizmust feltételez. Azonban nemcsak autoimmun betegségekben fontos a HLA rendszer,

hanem a korabban mar emlitett szdvet- és szerv-transzplantacidoban, és apasagi vizsgalatokban is.
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11. AZ IMMUNRENDSZER TULMUKODESE I.: ALLERGIA
(HOLUB MARIANNA CSILLA)

A tulérzékenységi reakciokat Gell és Coombs négyféle csoportba sorolta a mechanizmus, a keletkez6
effektor molekulak, a résztvevé sejtek és a folyamat kialakulasanak idétartama szerint. A mai klinikai
gyakorlat — ahogy ez a jegyzet is - altalaban ezt a felosztast hasznalja, de ahogy a tulérzékenységi
reakciok kivaltd okait és molekularis mechanizmusait egyre inkabb megismerjik, ez a kategorizalas
valtozhat. Példaul angol — nem amerikai — szakirodalomban gyakran talalkozhatunk 5. tipusu
tulérzékenységgel, ami a klasszikus felosztasban a 2. tipusu tulérzékenységi reakciok kézé van
besorolva.

A 11.1 tablazat foglalja 6ssze a Gell és Coombs felosztasa szerinti négy tulérzékenységi tipust.

Tipus Reakcié Id6zités

I. allergia- anafilaxis IgE medialt antigén-antitest reakcié. > 30 perc

Sejtfelszinhez kotott antigénekhez, vagy
II. citotoxikus szbveti antigénhez specifikusan két6dé Orak
IgG ellenanyagok.

Kering6 antigén-antitest komplexek

Ml immunkomplex rakodnak le a szévetekben. Orak

IV. sejt-medialta (késai) T-sejtes valasz az antigénre 1-3 nap

11. 1. tablazat: A tulérzékenységi reakciok négy tipusa

A négy tipusnal az emelked szamozassal megegyezé moédon egyre hosszabb id6 alatt alakulnak ki
az allergén expozicio utani tinetek, az I. tipust azonnali, a IV. tipust késéi tulérzékenységi reakcionak
nevezzik. A klinikai tinetek sulyossaga forditottan aranyos a szamozassal, azaz az azonnali reakcio
kivaltotta tiinetek percek alatt akar halalhoz is vezethetnek. Ezért az orvosnak nagyon révid ideje van

a tinetek kezelésére, mérséklésére.

11.1. Az allergias reakcié kialakulasa
Az allergén legfontosabb biolégiai hatasa, hogy IgE medialta Th2 tipust immunvalaszt valt ki, s

ezzel altalanossagban gyulladasos reakciét okoz.

1. fazis: szenzitizacid: (genetikailag prediszpozicionalt egyénben) (11. 1. abra)
Az allergénre leginkabb jellemz8 paraméterek a kdvetkezdk:
e nagyon kis mennyiségben is kivaltja a reakcioét (pl. a parlagfii pollenjébdl elegendd 1ug/év)

e nem feldolgozott, intakt molekula
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e Altaldban kis molekulasulyu szolubilis molekula, amely kiszaradt formaban nagyon stabil lehet.
llyen a poratka urilékének leggyakoribb allergén komponense a 15 kD sulyd Der pl. (Nevét a
haziporatka latin nevébdl — Dermatophagoides species kapta.)

e a szervezettel valo érintkezés/belépés helye leggyakrabban a nyalkahartya felszine (pl.
légz6ham), ahol a nyalkahartyafelszinre kerll6 kiszaradt allergén is jol oldodova valik. Vannak
allergének, amelyek enzimatikus aktivitasukkal névelik a belépés esélyét. A mar emlitett poratka
urtlék Der pl allergén komponense cisztein-szerin proteaz aktivitassal bir, ami a tidd epitélsejtek
koézti tight junction kapcsolatok membrankomponenseinek (okkludin, klaudin) elbontasaval ndveli a
bronchialis permeabilitast, az allergének kénnyl bejutasat a szubepitelialis zonaba, a dendritikus

sejtekhez.

allergén

/l !
B-sejt T-sejt

epitép 1 epitép

DC “ A\\(,)

. differenciacié
a—

aktivacié

memoria T-sejtek

Naiv T-sejt 2

H

11.1. abra: Az allergias reakcio szenzitizacios fazisa

Az allergének nemcsak a szervezetbe valé kdnnyebb bejutast, hanem az antigén felvételt, az antigén
prezentaciot, és a T sejt aktivaciét is el6segithetik. A héaziporatka allergén Der pl proteolitikus
tulajdonsaga révén az epitélsejtek PAR-2 (protease activated receptor 2) molekuldjara hatva pro-
inflammatorikus citokinek szecernalasat valtja ki (IL-6, IL-8, GM-CSF). Ez a mikrokoérnyezet kedvez a
gyulladasos folyamat kivaltdsanak. A haziporatka Urulék az allergén mellett tartalmaz olyan
adjuvansként szolgalé molekulakat, amelyek megkdnnyitik a dendritikus sejtek altali felvételt. llyen a
bakterialis DNS, az endotoxin. Amennyiben a TLR-4-hez kotétt endotoxin van tdlsulyban, gy az a
Th2 tipust, amennyiben a TLR-9-hez k6t6 hipometilalt DNS van tulsulyban, az a Th1 valaszt segiti
elé. Tehat az allergén el6segitheti a dendritikus sejtek (vagy mas APC), és az allergénnek megfelel
BCR-( (IgM-tipusu) B-sejt altali felvételét is.

Az APC és B-sejt altal felvett és feldolgozott allergén megfelelé Th2 sejteknek bemutatva (TCR
felismeri) IL-4 és IL-13 termeléshez vezet.

Az IL-4 és IL-13 az allergénre specifikus B-sejtek kdrnyezetében immunglobulin osztalyvaltashoz
vezet: IgE antitest termel&dik. Az IgE két8dhet nagy affinitdsu receptorahoz (FceRl), ami a hizésejtek,

a bazofilek, eozinofilek és a dendritikus sejtek felszinén, vagy kis affinitasu receptorahoz (FceRll), ami
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a B-sejteken talalhaté. Ez utobbi mintegy kostimulaciés autokrin hatasként serkenti tovabb az IgE
termelést.

A Der pl amellett, hogy hat az epitél sejtekre, kdzvetlenul szerepet jatszik a B és T sejt aktivacidban is
(a B sejteken talalhaté CD23, illetve a T-sejteken jelen 1évé CD25 proteolitikus hasitasaval.)

Bizonyos allergének, igy a Der pl is képesek IgE-tél fliggetlenul a hizésejt és bazofil granulocitak IL-4,

IL-13 termelését is kivaltani.

2. fazis: Azonnali reakcio:

Az allergénre specifikus IgE memoéria B-sejtek és memoria T-sejtek (kostimulaciéhoz kell) vannak a
szervezetben. Ezek aktivalodasa vezet az allergénnel valo ismételt talalkozaskor nagy mennyiségi
IgE- termeléséhez (11. 2. abra)
Az azonnali reakciot azonban a hizdsejten mar jelenlévd IgE-ket keresztkoété allergének valtjak ki. A
degranulacio kovetkeztében preformalt (pl. hisztamin) és Ujonnan szintetizalt (pl. leukotriének)
mediatorok szabadulnak fel a hizésejtekbél, amelyek lokalisan hatnak a kdrnyezd szdvetekre. A
mediatorok legfontosabb hatasai, hogy:

e az érfal permeabilitasat novelik

e Kkivaltjak a simaizom 6sszehuzodast

o fokozzak a nyalkatermel6dést

e gyulladasos sejteket vonzanak az allergénexpozicio helyére.

3. fazis: Késdi reakcio:

A késGi reakci6 az allergén bekerllését kdvetden érak mulva (2-24 éra) alakul ki (11. 2. bra).
Egyrészt a hizésejtek az allergén hatasara a lipoxigenaz, ciklooxigendz utvonal aktivalasaval és
megvaltozott génexpresszidéval is valaszolnak, ami lipidmedidtorok és uUjabb Th2 citokinek
termeléséhez, felszabadulasahoz vezet, amik a folyamat fenntartasaért felelések.

Masrészt az allergénspecifikus Th sejtekbdl és hizosejtekbél felszabadulé IL-5 az eozinofileket
aktivalva (melyek felszinén az allergén specifikus IgE-t FceR koti), eozinofiliat alakithat ki. Az eozinofil
granulocitak tovabbi proinflammatorikus medidtorokat - leukotriének, kationos fehérjék, eozinofil

peroxidaz, eozinofil neurotoxin, és tovabbi IL-13-at, IL-5-6t termelnek.
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Azonnali reakcié Késéi reakcié

{ allergén proliferacié
S —_—
1 W
‘I
A
L — T-sejt
} epitép
i
{ B APC:
3 B-sejt, DC
{ makrofag
{ degranulécié
L_‘ l allergén IL-5
nyélkahartya M « -
hamszovet Hisztamin, stb. ___—— eozinofil
11. 2. abra: Az allergias reakcio effektor fazisa
11.1.1. Az allergia tiinetei

Az allergén tipusa és a szervezetbe vald bekerllése megszabja az allergias valasz lefolyasat, amit a

11.2. tablazat 6sszegez.

SZINDROMA GYAKORI A BELEPES HELYE, VALASZ
ALLERGENEK MODJA
akut urtikaria rovarcsipés, bérre kertlve a véraram, ératereszt6 képesség
(csalankiltés) latex lokalis fokozddasa
étel allergia féldimogyord, szajon at hanyas,
halak, kagylo hasmenés,
tej, tojas pruritisz (viszketés),
urtikaria (csalankiutés),
ritkan anafilaxis
allergias rinitisz pollen, levegbvel érintkezd orr nyalkahartya 6déma,

(szénanatha)

hazi atka trilék

nyalkahartyafelszinen
at

orr nyalkahartya irritacio:
viszketés, orrfolyas; allergias
konjunktivitisz

allergids asztma

allatszor,
pollen,
hazi atka urtlék

belégzéssel

légutak szikuilete,
fokozott nyalkaképz8dés,
légutak gyulladasa,
dyspnea (zihal6 légvétel),
kéhogés

szisztémas
anafilaxis

gyogyszerek,
allati mérgek,
féldi mogyordé

intravénasan vagy
kdzvetlendl a
szajnyalkahartyan at
torténd felszivodassal

a véraram, ératereszt6 képesség
szisztémas fokozodasa,
trachealis okkluzié (elzarédas),
keringés dsszeomlasa,

kéma,

halal

11.2. tablazat: Allergia tipusok

11.1.2. Az allergias tiinetegyiittes kialakulasaért felelos anyagok
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A hizésejt degranulalédas hatasa fligg a szoveti kdrnyezettdl:

e Az emésztérendszerben a megndvekedett emészténedv szekrécid és perisztaltika eredményeként
hanyas, hasmenés, haspuffadas, hasi gércsok kisérik.

e A légutakban a légutak atmeérdjének csokkenése, megndvekedett nyakszekrécid, ennek
eredményeként kbhogés, mellkasi szoritoérzés, sipold légzés, zihal6 l1égvétel kiséri.

e A vérerekre hatva megndvekszik a vératdramlas és az érpermeabilitas, ennek kdvetkeztében
szOveti 6déma, gyulladas jon létre, az antigénszallitas a nyirokcsomodkba hatékonyabba valik.

A kllénb6zb szoveti kdrnyezetben bekdvetkezd valtozasokra jo példa az urtikaria és az angioedema.

Mindketté ugyanugy alakul ki, azaz viszketd kivorosodott foltok jelennek meg atmenetileg, ezek szélei

nem éles hatarral emelkednek ki a kornyezetUkbd&l. Az urtikdria a dermisz 6démaja, mig az

angioedema a szubkutan szévet 6démaja (11. 3. abra).

A vérbe juté allergének hatasara anafilaxia alakul ki, aminek soran két vagy tébb szervrendszer is

érintett:

e A kapillaris permeabilitas megné, 6déma alakul ki, a szdvetek (pl. a nyelv) megduzzadnak, a
vérnyomas csokken, a szovetek oxigenizacidja csokken, anafilaxias sokk, eszméletvesztés alakul
ki.

e Léguti simaizom kontrakcié kévetkeztében bronchokonstrikcid, nehézlégzés, sipolo 1égzés kiséri.

e A belek simaizom kontrakcidja miatt hanyas, hasmenés kiséri.

9 allergén

9 . ." *  hisztamin

hizésejt

11.3. abra: A csalankittés (urtikaria) kialakulasa: a hisztamin okozta megndvekedett érpermeabilitas
kovetkeztében alakulé ki a dermisz 6démaja.

11.1.2.1. A hizésejtbdl felszabadul6é anyagok

e enzimek:
pl. triptaz, kimaz, amelyek hatasara a kot6szovet atrendezddik, a bronchus-tagitdé peptidek
lebontasa miatt bronchospasmus alakul Ki.

o toxikus mediatorok:
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pl. hisztamin, hatdsara megnd az érpermeabilitas, né a simaizom kontrakcio, viszketést okoz a
bérben;
pl. heparin, ami alvadasgatlo.
e citokinek:
pl. IL-4, IL-13, amik Th2 stimulal6 hatasuak;
pl. IL-5, ami az eozinofil granulocitakat stimulalja;
pl. TNF alfa, ami az endotéliumra és szamos immunsejtre hatva gyulladasserkentd hatasu.
¢ kemokinek:
pl. CCL3, ami monocitakat, makrofagokat, neutrofileket vonz.
o lipid mediatorok:
pl. leukotriének amelyek hatdséra szintén né a simaizomkontrakcio, az érpermeabilitas, és a
nyalkaszekrécio;
pl. PAF (platelet activating factor), ami leukocitdkat vonz, emellett a neutrofileket,

eozinofileket, és a vérlemezkéket aktivalja.

11.1.2.2. Receptorok

Az allergias reakcio soran felszabaduldé anyagok hatasukat receptoraikon at fejtik ki, sokszor egymas
hatasat erésitve.

A hisztamin receptorai a bérben, gasztrointesztinalis rendszerben, szivben, érrendszerben, tidd

simaizmain, csontvel6i sejteken, lépsejteken, periférias érzéidegsejteken egyarant megtalalhaték. Az

allergias reakcidban a hisztamin 3 féle receptora is szerepet jatszik:

- a H1 receptoron at: az érpermeabilitas fokozédasa, vazodilatacio, szaporabb szivverés, a horgdk
és az emésztérendszer simaizomkontrakcidja a legfébb hatas.

- a H2 receptoron at: az érpermeabilitas fokozdédasa, a gyomorsaviermelés fokozddasa,
légzdrendszeri nyalkatermelés fokozddasa a legfébb hatas.

- aH4 receptoron at: bérviszketés, eozinofilek és hizdsejtek toborzasa a legfébb hatés.

(A kdzponti idegrendszeri lokalizacioju H3 receptor nem jatszik szerepet az allergias reakciéban.)

A lipid mediatorok (prosztaglandin és leukotrién) allergias reakciéban a bdrben, a tudd

simaizomsejtjein, és az érrendszerben megtalalhatd receptoraikon at fejtik ki hatasukat. Ennek
legsulyosabb, a reakcid soran kialakuld kévetkezménye a tidd simaizmainak 6sszehuzodasa, de a
lipidmediatorok — a hisztamin mellett - az érpermeabilitds fokozasa révén a csalankiutés

kialakulasaban is szerepet jatszanak.

11.1.3. Allergias keresztreakcio
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Evolliciésan konzervalt hevein domén

Természetes gumiban (atex) (N —
(Hev b. 6.01) hevein domén C-termindlis domén (PR-4)
(Hev b. 6.03)
) 1
(Hev b. 6.02)

Avokiddban Kitnéz | | S

(PR-3) katalitikus domén
itindz Il. -

11. 4. abra: Példa élelmiszer és nem élelmiszer allergének kozti keresztreakciéra: ugyanaz a hevein
domén talalhaté a zoldségek |. osztalyu kitinazaban és a természetes gumiban.

Az immunrendszer nem tesz kildnbséget, és allergias reakciét ad kuldonb6z6, de molekularisan
hasonlé antigénekre. A leggyakoribb keresztreakciok latex és gyumolcs, illetve pollen és gyumolcs
kozt alakulnak ki.

Néhany példa:

Bikkfa pollen — alma, korte, 6szibarack, mogyoro, did, foldimogyoro, zeller

Ffélék pollenje — narancs, gérégdinnye, paradicsom, foldimogyoré

Latex — banan, avokado, kivi, gesztenye, papaja, fige (11. 4. abra).

Az élelmiszer-allergiasok 70 %-a keresztreakcié miatt mutat oralis allergias szindromat.

Az elsddleges élelmiszerallergiaban a szenzitizal6 és az allergias reakciét kivaltd allergén ugyanaz.

Az allergén szajon at keril be a szervezetbe, élelmiszer allergénként szenzitizal, majd tovabbi
expoziciokor oralis illetve szisztémas anafilaxias reakciot valt ki.

Mésodlagos élelmiszerallergidban a szenzitizal6 és az allergias reakciot kivaltd allergén kalonbdzik. A

szenzitizal6 allergén nem élelmiszer, inhalacidval, vagy b6rén at kerill be a szervezetbe. A szgjon éat
bekerild molekularisan hasonlé nem-szenzitizalé élelmiszer allergén keresztreakcié révén viszont
kivaltia az allergias reakciét. llyen gyakori masodlagos élelmiszerallergiat kivaltdé anyag az
egészségugyi dolgozoknal kdrnyezeti tényezdként jelenlévd, természetes gumiban talalhaté latex (az
orvosi gumikeszty(i leggyakoribb anyaga). A latex allergénje, a kitin kétd tulajdonsagu hevein domén,
megtalalhatd szamos gyumolcs - példaul az avokadod -, |. osztalyu kitinaz enzimjében is. Az ilyen

evoluciésan konzervativ allergiat kivalté molekuldkat panallergénnek nevezik.

11.1.4. Elelmiszer intolerancia és élelmiszer allergia

Az élelmiszerek gyakran valtanak ki allergias reakciét, de nagyon hasonlo tiinetekkel jar az élelmiszer
intolerancia is. Az élelmiszer intolerancia nem azonos az élelmiszer allergiaval.

1. Tulérzékenység, ha az immunrendszer szerepet kap a reakcidban:
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- A valddi élelmiszer tulérzékenységi reakcidk tébbnyire IgE mediélta hizésejt degranulaciéval jaro
események. Az |. tipusu élelmiszerallergia, ahogy azt el6z6leg lattuk, lehet els6dleges, vagy
masodlagos.

- Van azonban nem IgE, hanem T-sejt medialta élelmiszer tulérzékenység is (glutén szenzitiv
coliakia). Lasd késébb a IV. tipusu hiperszenzitivitas c. fejezet alatt.

2. Intolerancia, ha az immunrendszer nem jatszik szerepet a reakcioban:

- A nem immunrendszer medialta élelmiszer tulérzékenység lehet anafilaktoid reakciét kivalto, szintén
hizésejt degranulaciéval jaré pszeudoallergia. Lasd kovetkezd bekezdés.

- Az élelmiszer intolerancia hizésejt degranulécio nélkdl is kialakulhat.

Egy példa erre a tejérzékenység. Amig a tejallergia csecsemdkorban alakul ki, és oka a tehéntej
fehérjéje (kazein) altal kivaltott kéros reakcio, a tejérzékenység oka a tejcukor (laktdz) lebontasi
képesség életkor elére haladtaval valé csokkenése/eltlinése. A felnéttkori laktdéz lebontd képesség
hianyanak hatterében a laktaz (tejcukorbontd) enzim génjének szabalyozé régidjaban talalhato

genetikai polimorfizmus all.

11.1.5. Anafilaktoid reakcié / Pszeudoallergia

Az immunrendszer pszeudoallergiaban gyakorlatilag kimarad a tiinetek keletkezésébdl, mert a kivalté
anyag direkt, IgE-fliiggetlen moédon is képes hizésejt- vagy bazofil degranulaciét, vagy membran-
felszakadast el6idézni, s ezaltal hisztamin kiaramlast produkalni. A reakciét igy mar az elsé
talalkozaskor kivaltia az antigén. Az alabbi tablazat foglalja 6ssze, hogy melyek a leggyakoribb

anafilaxias illetve anafilaktoid reakciét kivalté anyagok.

Anafilaxias / allergias / IgE-medialt Anafilaktoid direkt hizésejt szekrécié /
pszeudoallergia

« Elelmiszer (mogyord, tengeri ételek) + Gyogyszerek (pl. NSAID, aszpirin)

» Gyogyszerek (pl. beta-laktam + CT/MR kontrasztanyag

antibiotikumok) » Fizikai faktorok (mozgas, meleg, hideg)
* Rovarcsipés (méh, darazs, hangya) + Magas hisztamintartalmu ételek
» Latex vorosbor

» Dbakterialis hisztidinbontas (halmérgezés — magas
hisztidintartalmu halak nem megfeleld taroldsa utan)

11.3. tablazat: Anafilaxiat és anafilaktoid reakciot kivaltd leggyakoribb anyagok

11.1.5.1. Gyogyszer kivaltotta pszeudoallergia

Orvosi szempontbol magas kockazati tényezének szamitanak e tekintetben a CT és MRI vizsgalatok.
Az intravénasan bevitt kontrasztanyag ugyanis a paciensek 10 %-aban okoz anafilaktoid reakciot. A
mechanizmus még nem ismert, hogyan, feltételezhetéen a kontrasztanyag ionos 0Osszetétele,
ozmotoxicitasa, kemotoxicitdsa befolyasolja a sejtmembranok, igy a hizédsejtmembran stabilitasat.

Ritkabban nem szteroid gyulladasgatlé gyogyszerek (pl. Ibuprofen), és acetilszalicilsav (pl. Aspirin) is
okozhatnak anafilaktoid reakciét. Feltételezések szerint ennek molekularis alapja, hogy ezek a

gyogyszerek a COX-1 enzim gatldsaval a prosztaglandin szintézist felfiggesztve, a lipoxigenaz
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medialta leukotrién szintézis felé toljdk el az arachidonsav metabolizmust. Ennek kdvetkeztében az
antiinflammatorikus  prosztaglandin  mennyiség (PGE2) csokken, a proinflammatorikus
leukotriénszintézis (LT-A4, -B4,-C4, -D4) né. Az ilyen gyogyszerekhez kémiailag igen hasonld

szintetikus ételfestékek (pl. Tartrazin/E102) is ugyanezt a hatast valthatjak ki.

11.1.5.2. Elelmiszer kivaltotta pszeudoallergia

Pszeudoallergiat okozhat magas hisztamintartalmu élelmiszer (pl. vorésbor). Normalis korilmények
koézt a hisztamint a szervezet aminoxidazok segitségével lebontja. Az élelmiszerrel bevitt hisztamin
metabolizmusdban szerepet jatsz6 enzim a DAO (diaminoxidaz), legnagyobb mennyiségben a
vékonybélben expresszalodik. Az extracellularis kdrnyezetben évd hisztamint képes semlegesiteni,
meggatolja a hisztamin transzepitelialis felszivodasat. Azoknal, akiknek a DAO enzim-aktivitasa
csOkkent, vagy hianyzik szervezetikbdl az enzim, az élelmiszerrel bevitt hisztamin bekerll a
keringésbe, ahol ugyanolyan hatast fejt ki, mint az endogén mdédon felszabadulé hisztamin. A DAO
csokkent aktivitasa, vagy elégtelen mennyisége lehet velesziletett enzimdeficiencia, vagy lehet
gasztrointesztinalis betegség (pl. Crohn betegség) eredménye, aminek soran az enterocitak kevés
DAO-t termelnek. Ritkan DAO blokkold gyogyszerek (pl. cefalosporin antibiotikumok), vagy
élelmiszerek (pl. ugyancsak a vordsbor) feleldsek a csokkent hisztaminbontd képességért. A
genetikailag meghatarozott DAO mikdodési hiany miatt kialakulé hisztaminérzékenység gyakorlatilag
metabolikus betegség, kimutattdk, hogy bizonyos SNP-k a DAO génjében Kkorrelalnak
gasztrointesztinalis megbetegedések eléfordulasaval.

(A keringésbe jutd, majd a sejtek altal felvett hisztamint a metabolizmusban szerepet jatsz6 masik,
intracellularis enzim, a HNMT (hisztamin-N-metiltranszferaz) bontja. A HNMT a majban talalhaté meg
legnagyobb mennyiségben.)

Bizonyos élelmiszereknek a nem megfelel6 tarolasa utan lesz olyan magas hisztamintartalma, hogy
az egyébként normalis DAO aktivitasi egyéneknél is hisztaminmérgezést okoz. Leggyakoribb példa
erre a halmérgezés — ami nem tévesztendd dssze a halakban és tengeri allatokban talalhaté fehérjék
elleni valodi allergiaval, bar a klinikai tinetek, amiket kivaltanak, egyeznek. Halmérgezéskor a magas
hisztidintartalmt halakon elszaporodé baktériumok dekarboxilaljak a hisztidint, amibél hisztamin
keletkezik. (A mar keletkezett hisztamint se f6zéssel, se fagyasztassal, se fistoléssel nem lehet
késébb semlegesiteni/eltavolitani.)

Bizonyos alacsony hisztamintartalmu élelmiszerek is (pl. citrusfélék, eper) is kivalthatjdk az
anafilaktoid reakciét -még nem tisztazott modon-, a duodendlis hizésejtek membranjanak
destabilizalasaval, ami a hizésejtek tdmeges degranulacidjat okozza.

Gyakorlati, klinikai szempontbdl Iényeges, hogy azoknal a pacienseknél, akiknél fennall a hisztamin-
érzékenység, CT és MRI kontrasztanyagot nem, vagy ha elkerllhetetlen, csak megfelel6 antihisztamin

kezelés utan szabad alkalmazni.

11.1.5.3. Fizikai faktorok és érzelmi stressz altal kivaltott pszeudoallergia
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Pszeudoallergiat okozhatnak fizikai faktorok mozgés, meleg, hideg, valamint stressz is. Minden
esetben a hizésejtek degranulacioja all a hattérben, de a pontos kivaltd6 mechanizmus még nem
ismert. A tinetek sosem olyan sulyosak, mint a gydgyszerek vagy élelmiszer kivaltotta, nyalkahartyan
at hato faktorok esetében. Leginkabb csak csalankiiités formajaban jelennek meg a tiinetek.

A mozgas altal kivaltott u. n. kolinerg urtikaria a test h6szabalyozasi valaszaval 6sszefliggésben alakul
ki. Az elnevezés tapasztalati tényezén alapul, mivel ezeknél a pacienseknél acetilkolin injekcio
ugyancsak kivaltia a csalankiutést. Ugyanakkor nem tudni, hogy az acetilkolinnak mi a szerepe a
tinetek kialakulasaban.

Hidegallergiat kivalthat barmilyen hideg fizikai kdzeggel vald érintkezés: hideg idGjaras mellett a
Iégkondicionalas, hideg élelmiszer/ital fogyasztasa, hideg vizben Uszas, még a hideg verejték is. A
mechanizmus, hogy miért destabilizalédik a hizésejt membranja, még nem feltart. A melegallergiat
ellenkez6képpen 43°C feletti kbzeggel valo érintkezés valtja ki, ugyancsak ismeretlen modon.

Nagyon ritkan fordul el az érzelmi stressz, lelki nyomas miatt kialakulé pszeudoallergia.

11.1.6. Napallergia

A napsugarzas altal kivaltott urtikariaval azért érdemes kilon bekezdésként foglalkozni, mert bar
fizikai faktor valtja ki, IgE-medialta hizésejt degranulaciét okoz. Az u.n. fotoallergének széles
spektrumba tartoznak (290-800 nm), s attdl fliggben, hogy jellemzden melyik hulldamhosszba tartozé

valtja ki a reakciot, kiilénbdztetik meg altipusait.

11.2. Az allergia diagnozisa

A diagnosztikus tesztek egyrészt a hizosejt degranulacidja soran felszabaduld anyagokat, masrészt
az allergénre specifikus IgE antitesteket mutatjak ki.

Az IgE figgetlen pszeudoallergiat a hizésejt degranulacidja soran felszabadulé anyagok — pl. az
emelkedett hisztaminszint - kimutatasaval egyidejlleg a szérum DAO szint mérésével lehet kimutatni.

A mai klinikai gyakorlatban a kovetkez6 allergiatesztek a leggyakoribbak:

1. szérum triptaz szint mérése

2. vizelet hisztamin szint mérése (azért nem a szérumban Iévét mérik, mert a szérumban a hisztamin
féléletideje — percek —, tul rovid)

3. borpréba / Prick teszt: intradermalis antigén felvitel utan in vivo méri a hizésejt degranulacioé
mérteket a szenzibilizalt személy bérében.
Az antigén felvitelt régebben injekcids tlvel végezték, ma mar szamtalan felviteli mod létezik.
Leggyakrabban az antigén kivonatba martott Morrow-Brown tit (Prick landzsa) hasznaljak, de
van, ahol a beteg bérét egy tdbbfejes, eszkbzzel karcoljak meg, egyszerre, paralel vive fel tdbb

antigénkivonatot. (Multi-teszt médszer: http://www.lincolndiagnostics.com/)

Az antigéneket tartalmazé kivonat mellett negativ kontrollként PBS-t, pozitiv kontrollként
meghatérozott mennyiségl hisztamint tartalmazé oldatot is tartalmaz egy-egy allergén-szet. Az

altalanos bdrprébatesztek 20 kulénbdzd altalanos allergén kivonatat tartalmazzak (regionalis

171


http://www.lincolndiagnostics.com/

pollenek, macska-/kutyaszér, atkakeverék, penészgomba, tej, tojas, toll), de vannak specialis

allergéntesztek is. (http://www.frank-diagn.hu/main.php?mi=allergen&kod=LOFA)

15 perccel a felvitel utan kell leolvasni a reakciot, ennyi id6é alatt a hizésejtek degranulalédasa
lokalis duzzanat kialakulasahoz vezet. A tesz pozitivnak akkor tekinthetd, ha a duzzanat atmérdje
meghaladja a 3 mm-t. Az alabbi tablazat mutatja, hogy mi alapjan jeldlik a reakciét egy kereszttél

négy keresztig.

+++ = pozitiv kontrollal megegyezé atmérd

++++ = atmérd nagyobb a pozitiv kontrollnal

++ = atmérd a pozitiv kontroll 2/3-a

+ = atmérd a pozitiv kontroll 1/3-a

Vannak allergiak, amit csak ezzel a mddszerrel lehet kimutatni (pl. napallergia), viszont az IgE

fliggetlen anafilaktoid hatast anyagok is adjak a reakciot.

A paciens szérumabdl az allergénspecifikus IgE jelenlétét tobbféle modszerrel is ki lehet mutatni:

4.

RAST (RadioAllergoSorbent Test): in vitro allergén specifikus IgE mérés.

Az allergének egy palcan papirkorongokra vannak kotve.

- Az allergéneket tartalmazoé palcat belemeritik a paciens vérmintajaba, igy az inkubaciés id6 alatt
a specifikus IgE-k hozzakétédnek az allergénhez.

- A nem specifikusan kot6dé antitesteket kimossak.

- A palcat ezutan radioaktiv anti-IgE antitestet tartalmazé oldatban inkubaljak.

- A nem specifikusan kot6dé antitesteket kimossak.

- A palcat leolvassak - gamma szamlaloval hatarozzak meg az értékeket.

A bérprébaval szemben elénye, hogy nem terheli e beteget a reakcid, valamint egyszerre joval
tobb antigént is lehet tesztelni. A gydgyszerallergiakat leggyakrabban ezzel a médszerrel mutatjak
ki.

Lateralis immunkromatografia: in vitro allergén specifikus IgE mérés

A moddszert mar az Antitest-antigén koélcsdnhatason alapulé médszerek fejezetben (2. fejezet)
targyaltuk. Itt a szolubilis detektormolekula az allergén, ez két hozza a péciens specifikus IgE-
jéhez, majd egyltt vandorolnak. Egy masodik, helyhez kotott IgE specifikus antitest megfogja a
vandorldé komplexet, egyuttal szinreakcié jon létre, ami szemmel lathaté elszinez6dést okoz a
membranon (megjelenik egy csik).

A RAST teszt mddositott valtozata az allergén specifikus sandwich immunoassay. A mddszert
mar a 2. fejezetben targyaltuk. Jelen esetben is szilard felszinre kotott antigének a vizsgalni
kivant allergének, amihez hozzakoétnek a beteg szérumaban talalhaté IgE-k. Ezeket a mar ismert
modon masodlagos antitesttel detektaljak. A masodlagos antitest enzimmel jeldlt, szinreakciét ad.
Allergén microarray: Molekularis klonozassal elallithaték rekombinans allergének, melyek
azokat az epitdpokat tartalmazzak, amelyek a leginkabb jellemz8ek egy-egy allergénre. Ezeket
multi-allergén tesztrendszerekben lehet hasznalni, ilyen az allergén microarray. Egy liveglapra
nyomtatjak, azaz koétik, a szolubilizalt allergénepitopokat, inkubaljak a paciens szérum IgE-ivel,
majd fluoreszcensen jel6lt anti-human IgE-vel detektaljak. A fluoreszcencia intenzitast leolvasva

egy szoftver értékeli ki az adatokat. Elénye, hogy egy vizsgalattal mutatjak ki az allergias paciens
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Lallergén profiljat’, amelynek soran az is meghatarozhatd, hogy egy allergén melyik epitépja valtja
ki leginkabb a reakciét. (11.5. abra)

Allergén forrasok
fak fiivek élelmiszer atkak macska kutya méh

<®%ﬁ =

Rekombinédns allergén molekuldk
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R. Valenta
The future of antigen-specific immunotherapy of allergy
Nature Reviews Immunology 2, 446-453 (June 2002)

11. 5. abra: Allergén profil kimutatasa allergén microarray-vel

8. Immuno RCA (rolling circle DNA amplification): A paciens szilard fazison 1évé allergénhez ko6té
szérum IgE-jét egy oligonukleotid szallal konjugalt antitest ismeri fel. Az oligonukleotid szalhoz
hozzaadnak egy komplementer cirkularis DNS-t, majd DNS polimeraz és nukleotidok jelenlétében
DNS amplifikacio,- gyakorlatilag PCR-, zajlik le. Ennek eredménye tdbb szaz, folytonos szalat
alkotd6 DNS szakasz-ismétlédés, amelyhez a reakcié végén fluoreszcensen jeldlt komplementer

prébak kapcsolédnak, ezt detektéaljuk.

11.3. Az allergia terapiaja:

A paciens lehet oligo- vagy poliszenzitizalt, azaz csak egy vagy kevés, illetve sok kuldnféle allergénre
érzékeny.

Oligoszenzitizalt paciensnél az allergén kerllése, az allergén-specifikus illetve az antitest-
immunterapia, poliszenzitizalt paciensnél a tinetek megszlintetését célzé6 gyoégyszeres terapia vezet

célra.

11.3.1. Gyogyszeres terapia

A gyoégyszeres terapia a hizésejtek degranulaciéjat, a felszabadult anyagok hatasat gatolja, illetve a
mar kialakult tineteket forditja vissza. (11.6. abra) A tlnetek sulyossagatédl fuggden, megfelel

protokoll szerint killdnb6z8 gydgyszereket kell adni a paciensnek.
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- Adrenalin: az egyetlen olyan fizioldgias antagonizalé hatbéanyag, ami a hisztaminnal ellentétes
folyamatokat inditva el szlinteti meg a tliineteket. Anafilaxias reakciokor az els6 adandé gydégyszer.
Alfa receptor agonistaként 0sszehlzza az ereket, ezaltal megszlinteti az értagulatot, cstkkenti az
6démat, gatolja a viszketést.

Beta receptoron at relaxalja a simaizmokat - tagitja a légutakat, megsziinik a gasztrointesztinalis
gorcs; noveli a szivizom-6sszehuzodas erejét - gyorsabban ver a sziv, emelkedik a vérnyomas; a
hizésejtek sejtmembranjanak hisztamin-permeabilitisa csdkken - meggatolia a hisztamin és
leukotrién kibocsajtast, csokkenti a gyulladasos valaszt.

Mivel a mar keringésbe kerllt hisztamin sejtekhez kot6édését nem gatolja, viszont a sejtek
hisztaminra adott valaszaval ellentétes valaszt valt ki, folyamatosan kell adni (10-15 percenként),
amig a hisztamin hatasa tarthat.

Nagyon alacsony vérnyomasnal, vagy ha a beteg allapota rosszabbodik, intravénasan adjak minden
10-20 percben.

Antihisztaminok: hisztamin receptorokhoz két6d6 farmakoldgiai antagonistak, amik gatoljak a

hisztamin receptorhoz koétését, s ezzel az altala kivaltott folyamatok kialakulasat. A mar
bekdvetkezett hisztamin-medidlta reakcidkat nem szintetik meg, ezért anafilaxias reakcidkor

adrenalin utan kell adni.

Glukokortikoidok: altalanos immunszupresszansok és gyulladasgatlok (figgetlenil a gyulladas
okatol.) Gatoljak a gyulladasos citokinek termelédését: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IFN-y.
Gatoljak a leukocitak/ gyulladasos sejtek kemotaxisat, adhéziodjat, érpalyabdl szovetekbe
vandorlasat, a fagocitézist.

Hatasuk molekularis hattere:

1. gyulladasos citokin gének expresszidjanak gatlasa.

2. a természetes immunrendszer sejtjeinek annexin-1 (lipocortin-1) expressziojat és kibocsajtasat
serkentik. Az annexin parakrin és autokrin Uton is hat. Foszfolipaz-A2 (PLA;,) gatloként gatolja az
eikozanoid szintézist, azaz megszlinteti a prosztaglandin és leukotrién termel&dést.

- Kalcium és natrium-kromoglikat: hizésejt membranstabilizalok, gatoljak a degranulaciot.

- leukotrién antagonista: lipoxigenaz-gatlé, a leukotrién-termelést csékkenti
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11.6. abra: Az allergia gyogyszeres kezelése: A kilonb6zd gyogyszerek szerepe a hizésejt
degranulalédas gatlasaban / felszabadult anyagok hatasanak gatlasaban. Az adrenalin hatasai
nincsenek az abran feltintetve (lasd széveg)

11.3.2. Immunterapia: (hiposzenzitizalas/deszenzitizalas)

e allergén specifikus immunterapia:

Akkor indokolt, ha egy-két allergénre érzékeny a paciens.

Az eljards soran leginkabb higitott allergénnel szubkutan oltanak, majd minden ujabb oltassal
ndvelik az allergénkoncentraciot 12 héten at. Utana évekig (min. 3 év) havonta a legmagasabb
allergéndozist adjak fenntartd kezelésként. Mindig kérhazi feligyelet alatt végzik a terapiat, az
esetlegesen kialakul6 anafilaxias veszély miatt.

A terapia soran megvaltozik mind a cellularis, mind a humoralis immunvalasz, tolerancia alakul ki.
Mivel higitott allergént juttatnak be a szervezetbe, nem azt az adagot, ami a leger6sebb reakciot
valtja ki, gyulladasos szignal hianyaban az allergénepitéppal talalkozé dendritikus sejtek nem
valnak teljesen érettekké. A ddzis névelésével az immunrendszer T sejtjeinek aranya megvaltozik.
A részlegesen érett dendritikus sejtek kostimulacios molekulai tolerogén kdlcsénhatasba lépnek a
nyirokcsomoi T-sejtekkel. Ennek kdvetkeztében né a funkciondlis (periférian kialakuld) IL-10 és
TGF-beta termelé Treg sejtek (Tr1) szama (a Th2 szam csokken). Emellett, az emelkedd
antigéndozisra a monocitak, makrofagok, B-sejtek IL-10 termelése is né. A fenti citokinek gatoljak
az effektor T-sejteket, a gyulladasos reakcidkat, s ugyanakkor az immunglobulin osztalyvaltast az
IgA, IgG felé toljak el. Ezek versengenek az IgE-vel az allergénkotésért, igy csokken az IgE

medialta azonnali hizésejt és késdbbi eozinofil- reakcio.
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Folynak klinikai probalkozasok szublingvalis immunterapiara is, amikor szajon at juttatjadk be az
allergént. Az eljaras bizonyitottan biztonsagosabb a szubkutdn mddszernél, nem okoz anafilaxias
reakciot. Felné6tteknél hatékonysaga az eddigi eredmények szerint azonban elmarad a
szubkutanétél. Csecsemo&kori tejallergiaban viszont sikerrel alkalmazzak. A gyermekek nagy
hanyada 7 éves korara ,kindvi’ az ételallergiakat (tej, eper...), mivel a folyamatos kis dozisu
allergén jelenléte segit a természetes tolerancia kialakulasat. Mivel a csecsem&k immunrendszere
éretlen, a szajon at egyre nagyobb dézisban adott tehéntej fehérjéjére a vart természetesen is
kialakulé tolerancia kialakulasat segitik el6, ami a szubkutan eljarassal megegyez6 modon alakul ki
(11.7. abra).
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11. 7. abra: Allergén specifikus deszenzitizalas: a szenzitizal allergén ismételt adasa az allergén
specifikus 1gG termel6désének fokozddasat eredményezi, ami az IgE-vel verseng az allergén kotésért
(blokkold antitest).

o profilaktikus vakcinacié: A jové immunterapiaja. Csecsemdkorban hipoallergén allergénepitoppal

IgG specifikus immunglobulin-termelést lehet kivaltani, ezzel megel6zhet6 a szenzitizacié és az IgE
specifikus reakcié. gy az IgE szint végig alacsony marad a természetes allergén jelenlétében is.

o Antitest terdpia: monoklondlis IgE specifikus antitest kezelés: a keringd IgE-hez, vagy az
allergidban szerepet jatszé citokinekhez kétve akadalyozza meg a reakcid kialakuldsat. Anti IgE-t
csak a legsulyosabb kortikoszteroidokra nem reagal6 allergias asztmasoknal alkalmazzak, a

citokinellenes antitest-terapia jelenleg még kisérleti stadiumban van.

11.4. Feladatok
11.4.1. Allergias reakcio

1) Mikor zajlik le a szenzitivizacio?
2) Miért tinetei az azonnali allergias reakcidonak a kdvetkez8k: arc 6démaja, torokszoritas,

hanyas?
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3) Hogyan definialja az anafilaxias rekciot?

4) Miért kap az anafilaxias tiineteket mutat6 paciens adrenalint?

5) Miért kap az anafilaxias tiineteket mutaté paciens glikokortikoidot?
6) Miért kap az anafilaxias tlineteket mutaté paciens antihisztamint?

7) Miért ismétlédhet meg az allergias reakcié 6rakkal az allergénnel valo talalkozas utan?

11.4.2. Diagnozis

8) Mire utal a szérum triptaz és vizelet hisztamin emelkedett értéke?

11.4.3. Terapia

9) Miért j6, hogy emelkedik a paciens allergén-specifikus IgG szérum szintje deszenzitizalast

kovetéen?
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12. AZ IMMUNRENDSZER TULMUKODESE II.: lI-IV-ES

TiPUSU TULERZEKENYSEGI REAKCIOK
(HOLUB MARIANNA CSILLA)

A 1. és lll. tipusu tulérzékenységi reakciok szintén antitest-antigén kdlcsdnhatason alapulnak. Az
antigén és antitest altal formalt immunkomplexek azonban a két folyamatban kulénbdzéképpen
alakulnak ki. A ll. tipus esetében az antitestek a sejtek (szévetek) felszinén fixalt antigénekhez kétnek,
a lll. tipus esetében az antigén szolubilis, igy a kialakuld6 immunkomplexek a keringésben sejtektdl

fliggetlenil, szabadon keringenek.

12.1. Il. tipusu tulérzékenység

Az immunkomplexeket sejtfelszini vagy szoveti antigének, és a hozzajuk specifikusan két6dé 1gG
ellenanyagok alkotjak. Az antigének lehetnek extrinsic, a szervezetbe kivilrdl bekerulé, idegen, de a
sajat sejtekre rakotédd antigének, vagy a sejtek felszinén megjelend sajat, intrinsic antigének. Az
antitest rakotédése kovetkeztében tobbféle mechanizmus is kialakul:

e az antigént kifejezd, antitesttel boritott sejtek érzékennyé valnak a komplement fliggé lizissel, az
antitest medialta cellularis citotoxicitdssal (ADCC) és/vagy az antitesttel valé opszonizaciot kbvetd
fagocitozissal szemben. Ezek az effektor mechanizmusok a sejt pusztulasahoz vezetnek.

e a szOveti sejteken kifejez6d6 antigének antitesttel boritva frusztralt fagocitézist valtanak ki, amely
soran a fagocita sejtekbdl litikus enzimek szabadulnak ki. Ennek sordn nemcsak az adott sejt,
hanem a kdrnyezetében Iévf sejtek egyarant karosodnak, azaz szévetkarosodas alakul ki.

e Bizonyos esetekben az ellenanyag gatolhatja, vagy stimuldlhatja az antigént kifejezd sejt
funkcidjat (pl. acetilkolin-receptor blokkolé autoantitestek Myasthaenia gravisban (MG) nem
.engedik” az acetilkolin receptorhoz valdé kapcsolédasat). llyenkor is felléphet direkt szdvet
karosodas. (MG-ben példaul a posztszinaptikus véglemez komplement medialta pusztulasa

acetilkolin-receptor vesztéssel jar, ami a depolarizacié elégtelenségéhez vezet).

12.1.1. Extrinsic antigén altal kivaltott II. talérzékenység (példak)
12.1.1.1. Ujsziiléttek haemolitikus anémiaja

Vordsvértestek szétesésével jard allapot ujszuldttekben. A terhesség sordn a magzatbdl az anya
vérébe a méhlepényen keresztil olyan vérdsvértestek kertilhetnek be, amelyekben az apatdl 6rokolt
antigének vannak, és igy az anya szervezete szamara testidegenek. Az anya szervezete ezekkel az
antigénekkel szemben antitesteket termel, amelyek a méhlepényen atjutva karositjagk a magzat
vorosvértesteit, és a magzat haemolitikus betegségéhez vezetnek. A termel6dé antitestek az elsé
magzatra nincsenek hatassal, csak az ezt kdveté magzatok fejlédését befolyasolhatjak. (Hasonld

folyamat jatszédhat le akkor is, ha a terhes né testidegen antigént tartalmazé vératdmlesztésben
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részesul. A természetesen meglévd vércsoport ellenanyagok, vagy a kordbbi vératdmlesztést
kovetden kialakult antitestek mar az els6 magzatot is karosithatjak.)

Leggyakoribb oka az anyai-magzati Rh ¢sszeférhetetlenség. Az Rh vércsoportot a D antigént kddolo
RHD gén és az RHCE gén egylttesen alakitja ki. A leggyakoribb Rh+ kaukazoid vércsoport az DCE
(D+), mig az Rh- (D-) az dce.

Ritkabban ABO vércsoport dsszeférhetetlenség, és Kell antigén (CD238) dsszeférhetetlenség is lehet
oka a magzati hemolizisnek, a tiinetek enyhébbek, és nem sulyosbodnak a tébbedik terhességnél.

A hemolizis tlineteként megjelend Gjszuléttkori sargasag a vordsvértestek szétesésbdl adodoé bilirubin
felhalmozodasnak kdszénhet6. A maj nem képes Iépést tartani a bilirubin epébe valo kivalasztasaval,
ez okozza a bér sargas elszinez6dését. (A bilirubin magas szintje agykarosodast, siiketséget is

okozhat). A fototerapia, amiben az ilyen Ujsziilotteket részesitik, a bilirubin lebomlasat segiti eld.

12.1.1.2. Szervatiiltetéskor fellépé II. tipusu tulérzékenység

U.n. transzfuziés reakcié alakul ki, ha a donor és a recipiens ABO vércsoportja nem egyezik.

Hiperakut allograft kilokédést a donor allogén HLA-ja, mint antigén, valtja ki.

12.1.1.3. Gyogyszer altal kivaltott II. tipusi talérzékenység

Gydgyszer altal kivaltott Il. tipusu tulérzékenységi reakcidk soran a vér alakos elemeire koétédé
gyogyszermolekulak okozzak a kering6 sejtek karosodasat.
e Haemolitikus anémia: a gyogyszer,

. v e , . bgyszer molekula
ami a vOrosveértestekhez kot, §O8

</
o o D ., © \
jellemzden penicillin szarmazek </
(tetraciklin, eritromicin).
vérlemezkékhez kot, jellemzéen

gybgyszer altal
ini 5 s fedett vvt
kininszarmazék. s
e Agranulocitézis: a gyogyszer, ami a 5

granulocitakhoz kot, jellemzéen

e Trombocitopénia: a gyoégyszer, ami a

2L
PAN

; :‘; 0}#‘5‘;5
pirazolon szarmazék (aminophenazon, 2 k_\ I\
noraminophenazon) (12. 1. abra). ) . 7N
gyogyszer altal fedett vvt, gyégyszgr ellenes
12.1. abra: Példa gyogyszer altal kivaltott gydgyszer ellenes antitest antitest

, iz L. L, extravascularis hemolizis
II. tipusu tulérzékenyseégi reakciora

12.1.2. Intrinsic antigén - Autoantitest komplex kialakulasa
kovetkeztében kivaltott betegségek (példak)

12.1.2.1. Goodpasture szindroma

Itt az antitest az u.n. Goodpasture antigénhez kot (ami a IV. tipusu kollagén alfa3 lancanak egyik
doménje), ami a vesében a glomerolusok bazalis membranjan, a tidében az alveolusokon fejezddik

ki, igy ezek a szervek karosodnak.

179



12.1.2.2. Myasthaenia gravis (MG)

Az acetilkolin-receptor elleni gatlé autoantitest a neuromuszkularis kapcsolatokban kifejez6d6
posztszinaptikus membranreceptorhoz kotddik, ezzel az ingeruletvezetést blokkolja. Mivel a betegség
sok esetben thymus neoplasiaval, vagy hyperplasiaval jar egytt, feltételezhetd hogy az autoantitestek
kialakulasanak oka egy, az acetilkolin receptorral homolog fehérje tumoros szovetekre jellemzé tulzott
jelenléte a timuszban. Az erre szenzitizal6dé nagy szamban létrejové tumorspecifikus helper T-sejtek
segitik a nagy affinitasu 1gG-t termelé plazmasejtek kialakulasat. A feltételezést alatamasztja, hogy
mikor a terapia soran a betegekbdl eltavolitottak a timuszt, és sejtjeit szuszpendalva in vitro
tenyésztették, anti-acetilkolin receptor antitestek spontan szintézise volt megfigyelheté. Az MG anyak
esetében 1:8 aranyban sziletnek atmenetileg (2-3 hétig tarté) MG tiineteket mutaté Ujszllottek, ami

az autoantitest placentan valo atjutasara utal.

12.1.2.3. Basedow-kor

A TSH-receptor elleni serkentd autoantitest a TSH-t mimikalja, ezzel a pajzsmirigyet tulzott mikoédésre
készteti, ami hyperthyreosist okoz. A serkentd autoantitestek terhességben a placentan atkerilve az
Ujszulott neonatalis hyperthyreosisahoz vezethetnek. Ezért kilondsen fontos a terhesség alatt az ilyen

anyak hormon és antitestszintjének kovetése.

12.1.3. Diagnozis

1. Sejteket fedd antitestek kimutatasa (az UjszUl6tt/ szervatiltetett vagy transzfundalt beteg/
gyogyszerelt beteg/ autoimmun beteg szervezetében)
Agglutinaciés direkt vizsgalattal:
- Coombs teszt vagy DAT (direct antiglobulin test):
Az antitesttel fedett sejtek a Coombs reagenssel reagalva agglutinalédnak. (A Coombs
reagens kecske szérum, ami anti-human IgG/IgM/C3 antitestet tartalmaz).
- Mikro-oszlop teszt:
Az antitesttel fedett sejteket ravissziik az oszlopban egy magas denzitdsi médiumra, ezen
atcentrifugdzva kapcsolédnak a médiumban 1évd anti-huméan IgG/IgM/C3 antitestekkel. A
kovetkezd centrifugacios lépésnél az oszlop aljan 1évé gélen csak a nem agglutinalt sejtek
tudnak atjutni. Ha a sejtek antitesttel fedettek, és agglutindlédtak, fennmaradnak a géloszlop
tetején.
2. A szérumban szabadon keringd antitestek kimutatasa (terhes anya/ szervatiiltetésre varé
recipiens/ gyégyszerelendd beteg szervezetében)
Agglutinaciés indirekt vizsgalattal:
- Indirekt Coombs teszt:
A szérumhoz, amiben az antitest talalhaté hozzdadjak az Rh+/ donor/ beteg vérét, aztan a

Coombs reagenst. A szérumban lévd antitest jelenlétét az agglutinacio jelzi.
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12.1.4. Terapia

Az els6dleges cél, az antitest antigénhez valé kapcsolédasanak megakadalyozasa. Két példaval

illusztraljuk, milyen immunoldgiai alapu beavatkozas szlinteti meg a tlineteket.

1.

Rh inkompatibilitas esetén esetében

profilaktikus anti-D IgG-t (Rh-immunglobulint) magzati vt

adnak az Rh- anyanak intramuszkularis
injekcié formajaban, 72 ¢6ran bellil az elsé
gyermek sziiletése, vagy esetleges spontan SV anti-D lgG
vagy mavi abortusz utdn. A kovetkezé Y
terhesség megfeleld  szakaban  szintén | FeyRIlb

elvégzendd a profilaxis. Az anyai Iépbe kerild

osztddas
magzati wvt-k igy a mesterségesen bevitt megall
antitesttel lesznek fedettek, amely: R\
- el6segiti a magzati vvt-k fagocitézissal valo )
o ] . Antitest-feedback

eltavolitasat, igy nem kerilnek

kapcsolatba az anya D antigén specifikus 12.2. abra: Az anti-D immunglobulin negativ

B-sejtjeivel. kostimulaciés hatasa

- amennyiben mégis talalkoznak a specifikus anyai B-sejtekkel, az epitépokat fedik a
mesterségesen bevitt antitestek, igy az anyai antitestek nem férnek hozzajuk.

- amennyiben mégis kapcsolatba keriilnek az anyai B-sejtek az epitéppal, a vvt-k felszinén mar
ott 1évd mesterségesen bevitt antitestek negativ feedback-kel megakadéalyozzdk a B-sejt
osztodast. (12.2. abra).

serkent6 és gatlo autoantitestek okozta betegségekben az okokat (autoantitestek képzddését)

megsz(intetni egyelére nem/részlegesen tudjuk csak.

A gatld autoantitest jelenlétében kialakuld Myasthenia gravisos betegeknél az okok

megszlintetése bizonyos esetekben a timusz eltavolitasaval érhetd el, mas esetekben a sajat

acetilkolin életidejének ndvelésével, kolineszterdz inhibitorok adasaval kezelheték a tinetek. A

betegség sulyos fellangolasakor plazmaferezissel tavolitjak el, vagy intravénasan adva gétlo

antitesttel gatoljdk az acetilkolin receptor elleni antitesteket. Természetesen mas, nem

immunoldgiai alapu gydgyszeres terdpia is hasznélatos a tinetek mérséklésére.

12.2. lll. tipusu hiperszenzitivitas

Az immunkomplexek antigénjei lehetnek exogének — pl. gyégyszerek, koérokozo eredetliek —, vagy

endogének, mint pl. a DNS szisztémas lupus erythematosusban (SLE). Az antigének mennyisége

altalaban meghaladja a ra specifikus antitestek mennyiségeét.

Az alacsony affinitdsu antitest kedvez az immunkomplex betegség kialakulasanak: rossz hatasfoku az

eliminaciéhoz, ez kedvez a termel6désének, a keringésben maradasanak és immunkomplex formalé

képességének.
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A kialakulo immunkomplexek mérete is befolyasola a betegség kialakulasat. A nagyobb
immunkomplexeket a fagocitak jobb hatasfokkal kebelezik be, tavolitjak el a keringésbdl, mint a
kisebbeket.

A szovetkarositdo immunkomplexek:

e a vérben képzbédnek, majd a keringésbdl kilépve, késébb az erek falaban lerakédnak. A
kationos antigéneket tartalmazé immunkomplexek nagyobb aviditassal kétnek az erek falaban
és a vese glomerolusaiban talalhaté negativ toltési membrana basalishoz. A lerakédas
mértéke fligg az immunkomplexek méretétdl (kisebbek tovabb vannak a keringésben,
nagyobb eséllyel rakédnak le), 6sszetételétdl is. Ezt nem az antigén, hanem az antitest szabja
meg. A legtipikusabb, a szovetkarositast leghatékonyabban el6idézd antitest az 1gG, néha
IgM, legritkabban IgA is talalhaté a komplexekben.

e Insitu, az antigénlokalizacio helyén alakulnak ki.

A lerakodott immunkomplexek gyulladasos folyamatot inditanak el. Az immunkomplexek aktivaljak a
komplement rendszert (gyulladasos sejtek kemotaxisa, toborzasa fokozddik), a neutrofil és bazofil
granulocitakat (FcyRIlll-on at) és a trombocitakat. A vérlemezkék és bazofil granulocitak altal
kibocsajtott vazoaktiv aminok az érfalak permeabilitasat novelik, a lerakédott immunkomplexekhez
vandorlé neutrofilek frusztralt fagocitézissal karositjak az immunkomplex kornyezetében lévé sejteket,

szovetet. A szévetkarosodas mechanizmusa fliggetlen a lerakodas helyétol.

A szOvetkarosodas kdévetkezménye fligg a lerakodas helyétdl. Az eldfordulasi gyakorisag szerint

leginkabb a bért, kevésbé a vesét, a gasztrointesztinalis rendszert, az izlleteket, legkevésbé a
kbzponti idegrendszert érintik a lerakodasok. Az érfalban lerak6dd immunkomplex esetén vasculitis, a
vese glomerolusainak bazalmembranjaban lerak6ddk esetén glomerulonephritis, az iziletek
szinovidlis membranjaban lerakddéknal arthritis alakul ki.
Példabetegségek:
e Arthus reakcidé — bdrben alakul ki, jellemz&en 1gG-vel 1étrejott komplexek miatt.
e Henoch-Schdnlein purpura (vérzés) — bért, vesét érinti, IgA-val létrejott komplexek miatt.
o Fert6z6 betegségeket kdvetben, mikor a patogén nem eliminalddik - pl. torokgyulladas utén
poszt streptococcalis glomerulonephritis vagy endocarditis
e SLE - kronikus, szisztémas autoimmun megbetegedés, ami a vesét, izlleteket, bért és a sziv
hajszalereit, valamint a serosus felszineket egyarant érinti.
e Akut szérum betegség — szisztémas, IgG-vel létrejott komplexek miatt kialakulé vasculitis,

glomerulonephritis, arthritis.

12.2.1. Lokalis III. hiperszenzitivitasra jellemz6 példabetegség

Farmertidd — a megbetegedés gyakori mez8gazdasagi munkat végz8é, takarmannyal napi
rendszerességgel talalkozé emberek kozt, innen szarmazik az elnevezés.

Az antigén jellemz8en a bepenészedett szénabdl szarmazéd baktérium — Thermoactinomyces —, ami
belélegezve kerll a szervezetbe. Az |. tipusu hiperszenzitivitastdl eltér6en nagy mennyiségben
talalhaté meg a paciens kdrnyezetében.

A betegség tlinetei: (lokalis) gyulladasos tiinetek, ebben az esetben a tidé gyulladasa (pneumonitis).
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Az immunoldgiai diagnézishoz a baktérium elleni antitest, ill. a baktérium antigén kimutatasara
alkalmas tesztek hasznalatosak:

e immundiffazié: precipitacios teszt

e komplement fixaciod

e latex agglutinacio

12.2.2. Akut szisztémas III. hiperszenzitivitasra példabetegség

Szérumbetegséq:

A kivalto antigén lehet gyodgyszer, pl. penicillin.
A tlnetek 7-10 nappal az antigén expozicié utan alakulnak ki: vasculitis, glomerulonephritis, arthritis.

Az immunologiai diagnozis az elézéekkel egyezé (lasd lokalis Il. tip. hiperszenzitivitas)

12.2.3. Kronikus szisztémas III. hiperszenzitivitasra példabetegség

Az SLE esetében az antigén endogén nuklearis antigén. Ez a betegség a 10. fejezetben kerilt
targyalasra.

Mivel az 1., a ll. és a lll. tipusu tulérzékenység kialakulasanal egyarant antitestek jatszanak szerepet,
és sok esetben ugyanaz az antigén is lehet kivaltd ok (pl. penicillin), fontos ismerni a f6ébb

kulonbségeket. Ezeket a 12.1 tablazat tinteti fel.

lll. tip. gyoégyszer l. tip. gyogyszerallergia Il. tip. gyogyszer
okozta szérum betegség okozta anémia
Penicillin Penicillin Penicillin
U U U
Penicillin-protein Penicillin-protein Penicillin-vvt
U U U
19G IgE IgM, 1gG
U U U
1gG immunkomplex IgE-Hizoseijt Komplement
a kerinﬁ;ésben U
Lerakodas és Szisztémas Vvi. lizis

szovetkarositas

12.1. tablazat: I-1ll. tipusu tulérzékenység

12.2.4. Terapia

A lokalis és akut megbetegedéseknél a kivalté anyag kerlilése vezet leginkabb célra. Emellett a
gyulladas gydgyszeres gatlasa mellett, sulyos esetekben a plazmaferezist, mint a keringd
immunkomplexek eltavolitasanak maddjat alkalmazzak. Krénikus esetekben (pl. SLE) immunoldégiai
terapiaként az 6. fejezet keretein belll targyalt moédon B-sejt blokkolé antitesteket és a B-sejt
kostimulaciéjaban szerepet jatszé molekulakat (pl. CD40L) blokkol6 antitesteket alkalmaznak, amivel
lecsdkkenthetd a B-sejtek, ezen bellil az autoantitestek termeléséért felelés B-sejtek szama. Korai és
preklinikai kiprobalas alatt allnak olyan terapidk is, amelyek a tolerancia kialakitasat célozzak az

ismert antigének ellen.
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12.3. IV. tipusu hiperszenzitivitas — késoéi tipusu tulérzékenység

Késébi tipusu, mert 12 éranal hosszabb id6, de akar hetek is kellenek a tlinetek kialakulasahoz.

Az antigén nem antitestekkel kapcsolédik, hanem sejtes immunvalaszt valt ki: a reakci6 CD4+,
CD8+ T-sejtek, makrofagok és bazofil granulocitak kézremikddésével alakul ki.

A szenzitizacidban a CD4+ Th1 sejtek jatszanak antigén felismerésikkel szerepet. Az antigén
expozicié helyén altaluk kibocsajtott citokinek (IFN-gamma, IL-2, TNF-beta, TNF-alfa, GM-CSF, IL-3)
karosodast okozzak.

Az alabbi tablazat a IV. tipusu tulérzékenység harom altipusanak jellegzetességeit foglalja 6ssze.

SZINDROMA

ANTIGEN

KOVETKEZMENY

Késai tipusu tulérzékenység
(szoros értelemben vett DTH)

Fehérjék:

Rovar fehérje
Mikobakterialis fehérje
(tuberkulin, lepromin)

Lokalis bérduzzanat:
Eritéma (b&rpir)

Induracié (megkeményedd
bérfelllet)

Sejtes beszlir6dés
Dermatitis

Haptének: Lokalis bér reakci:
Pentadeka-katekol (mérges Eritéma
szbmorce anyaga) .
Kontakt tulérzékenység parafeniléndiamin Sejtes beszlrédés
Hélyagok

Kis fém ionok: i o
Intra-epidermalis gocok

Nikkel, krom
A vékonybél mikrobolyhok
Glutén szenzitiv enteropétia = atrofidja
P Gliadin (gabonafehérje) Alultaplaltsag

Coliakia = lisztérzékenység Hasnyalmirigy exokrin

szekrécidja karosodik

12.2. tablazat: A IV. tipusu tulérzékenység altipusai

12.3.1. Keésoi tipusu talérzékenység borteszt

Ezeket a bdrteszteket a klinikumban arra alkalmazzak, hogy kimutassak a mar lezajlott, vagy aktualis
fert6z6 betegségeket, az altaluk bejutatott antigéneket. Ha a szervezet mar taldlkozott a fert6z6
agenssel, akkor a T-sejtes memaria révén intenziv bérreakciot ad a kérokozoéra jellemzé antigénre. (A
vizsgalattal azt nem lehet pontosan eldonteni, az illetd aktualisan szenved-e a betegségben, vagy mar
atesett rajta és védettsége van). A bértesztnél felhasznalt anyag lehet a tuberculin — TBC kimutatasra
(Mantoux préba), a lepromin - lepra kimutatasra, a histoplasmin — Histoplasma capsulatum nev(
gombafaj okozta megbetegedés — féként tudéfertézés kimutatdsara, vagy a candidin — Candida
gombafert6zés kimutatasara.

Diagnosztikai példa: Tuberkulin proba / Mantoux préba (12.3. abra)

A TBC fert6zés ill. Magyarorszagon a BCG véddoltas eredményességének kimutatasara alkalmas.
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A vizsgalat soran a bérbe (intracutan) juttatnak injekciés tlivel egy specialis, a tuberkul6zist okozo

Mycobacter tuberculosis (TBC) baktériumbdl készitett, nem kérokozé kivonatot. Ez lehet OT= old
tuberkulin, a baktérium in vitro tenyésztési médium koncentratuma, amiben M. tuberculosist
tenyésztettek, vagy gyakrabban purified protein derivative (PPD), szintén a tenyésztési médiumbdl
precipitalva. Az immunsejtek az injekcido helyén duzzanatot hoznak létre és gyulladasos elvaltozast
okoznak, mely attol fliggéen, hogy az illeté egészséges, aktualisan beteg-e vagy korabban volt
tuberkulézisos, kildnb6z6 méretil

. . . Intracutan antigén bevitel
lehet. A gyulladasos elvaltozas csak =

napok mulva éri el a legnagyobb

kiterjedését, ezeért az eredményt "E\ , /
. ’ . T ——— 8
rendszerint 3-5 nap mulva olvassak =

Mycobacterium

le. Ha valakinél a fert6zés mar
korabban létrejott, a szervezet

érzékenyebb a korokozd ellen és

hevesebben reagal az abbdl készitett
kivonatra (T-sejtes memédria). Az

egészségesek bérén az induracio

(megkeményedett bérkiemelkedés) az negathv reakcié pozitiv reakcié
5 mm-es atmér6t nem haladja meg, (induratio atméréje)
fertézé té b 10 . )
ertzés esetén azonban  (10mm) 12.3. abra: Tuberkulin / Mantoux préba
meghaladja. A bé6rpir 6nmagaban

nem szamit.

12.3.2. Kontakt talérzékenység / kontakt dermatitisz

Kontakt tulérzékenység / kontakt dermatitisz soran haptének — olyan kis molekulak, amik 6nmagukban
nem valtanak ki immunvalaszt - kapcsolédnak hozz4 a sajat fehérjékhez.
A leggyakoribb kontakt dermatitiszt kivalté anyagok lehetnek

o fémek, pl. a b6r cserzésekor hasznalt kobalt, a bizsukban 1évé nikkel,

e novényi olajok, pl. a mérges szdmdrcében megtalalhaté urushiol (pentadeka-katekol)

e szintetikus anyagok pl. a szinintenzitast néveld parafeniléndiamin (szintén PPD-nek roéviditik,
de nem tévesztendé Ossze a purified protein derivative-val) kozmetikai, ruha és szérme
festékekben.

A dendritikus sejtek ezeket felveszik és bemutatjak CD4+ és CD8+ T-sejteknek, amelyek haptén-
peptid specifikus effektor T-sejtekként a nyirokcsomékbdl a bérbe vandorolnak. A kévetkezd
expozicidkor a haptén-peptidek a lokalis, bérben 1évd effektor T-sejteknek bemutatva valtjak ki a T-
sejtek aktivacidjat, és a lokalis effektor hatasokat.

Diagnosztikai példa: Epikutan bérteszt (Patch-teszt) kontakt dermatitiszre

Epikutan bértesztnél a hat bérére a leggyakoribb allergénekkel atitatott tapaszt ragasztanak, amit 48

O0ra mulva levesznek. A reakci6 eredményének leolvasasat 96 ora (4. nap-6. nap) mdulva is

megismétlik.
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A leggyakrabban hasznalt diagnosztikai standard sorokban a leggyakoribb kontakt dermatitiszt okozé
anyagok (33 allergén) vannak. Léteznek specialis tapaszok is: a fogaszati sor - fogaszatban hasznalt
anyagokra (15 allergén alapsor, + 8 allergén kiegészit6 sor), egy masik a fémallergia kimutatasara (24
allergénnel a teljes sorozat) alkalmas, de gydégyszerekbdl, ételadalékokbdl, fertétlenitékbdl,
festékekbdl, illatanyagokbdl stb. szarmazoé mintat tartalmazo sorok is léteznek. A gyarilag forgalmazott
sorokat u.n. finn chamber formaban hozzak forgalomba. A leolvasasnal a bérpirt és a helyi duzzanatot

egyarant figyelembe kell venni.

12.3.3. Glutén szenzitiv enteropatia

A tulérzékenység kialakulasaért egy 33 aminosavbdl allé peptid felelés, ami a gluténbdl alakul ki. A
glutén (sikér) a buza, az arpa, a rozs és a zab magjaban talalhaté gliadinbdl és gluteninbdl allé
fehériekeverék.
A gliadin az emésztéskor egy 33 aminosavas peptidre hasad, ami képes koétddni a szdveti
transzglutaminaz (tTG: tissue transglutaminase) nevii enzimhez. A tTG deamidalja a gliadinpeptidet,
negativ toltést biztositva neki. Bizonyos HLA-molekulak, a lamina propria antigénprezentald sejtjein
expresszalddva ezeket a negativ toltésl gliadinpeptideket tudjak bemutatni a T-sejteknek. Azoknal az
egyéneknél, akik ilyen HLA-haplotipussal rendelkeznek (ilyen a DQ2 vagy DQ8, amiket a HLA-DQA1
és HLA-DQB1 allélok kédolnak), a glutén reaktiv T-sejtek aktivalédnak, citokineket pl. IFN gammat
termelnek, s ezzel gyulladasos folyamatot inditanak el a bélben (colidkia). A gyulladasos folyamatok
soran a gyulladt bélterileten talalhaté plazmasejtek antitesteket és autoantitesteket kezdenek el
termelni.
A felmerilé coliakia diagnézisahoz el6szor szeroldgiai vizsgalatokat végeznek el (természetesen a
diagnozis felallitdsahoz egyéb vizsgalatok is sziikségesek, pl. vékonybél-biopszia szévetmintavétellel
a gyulladasos — boholyatréfias allapot igazolasara).
A glutén szenzitiv enteropatia diagnézisdban haszndlatos szeroldgiai, cdlidkia-specifikus ellenanyag-
vizsgalat:
A tesztek a vérszérumban lévé IgA vagy IgG tipusu antitestek kimutatasat célozzak:

e (gliadin-ellenes (AGA)

e deamidalt gliadin peptid antitest (a-DGP)
A gliadinra adott immunvélasz soran keletkezett antitestek kimutatédsa azért is fontos, hogy a
betegséget el lehessen kuloniteni a glutén beviteltél teljesen fliggetlen, de ugyancsak
bélboholy-atréfiaval jaré egyéb betegségektdl

e endomysium-ellenes (EMA)
Az endomysium a vékonybél finom izomrostjait kérilvevé koét6szoveti fehérje. Az anti-
endomysium antitesteket a bélfalak folyamatos karosodasara véalaszként termeli a szervezet.
(Az EMA antitestek kimutatdsat a vékonybélbdl nyert szévetmintan is elvégezhetik)

e transzglutaminaz-ellenes. (a-tTG)
A (sajat) transzglutaminaz a hozza kapcsolodd (idegen) gliadinpeptiddel halézatos
szerkezetet alkot, az igy keletkez6 autoantigén nagyon stabil szerkezetd.

Az anti-tTG és anti-EMA antitestek ugyanazt a szévetkarosodast jelzik.
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Az antitestek koncentraciéja a vérben, aranyban all a betegség sulyossagaval, és jol lehet belble a
kovetkeztetni a betegség lefolyasara.
Az IgA vizsgalatok specifikusabbak (helyi mucosalis plazmasejtek termelik), az IgG valtozatot az IgA

vizsgalat kiegészitéseként szoktak végezni.

12.3.4. Terapia

A leghatékonyabb terapia itt is, mint eddig is, a kivalté anyagok, pl. fémekkel val6 érintkezés
elkerllése, vagy a gluténmentes diéta. A gyulladast csOkkentd gydgyszeres terapia mellett az
immunoldgiai terapia, mint a T-sejtes valasz gatlasa immunszupressziv szerekkel (ciklosporin) is
hasznalatos. Emellett évrél évre Ujabb anyagokat fejlesztenek ki a T-sejtes valasz gatlasara, melyek
példaul a B7 kostimulacios molekula blokkolasaval, vagy az IL-2 receptor blokkolasaval fejtik ki
hatasukat. A patogén T-sejtek toleranciajanak kialakitasa a legujabb terapias cél, de klinikai

eredmények ezzel kapcsolatban még nincsenek.
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13. IMMUNOLOGIAI TERAPIAK
(NAGY GYORGY, PALLINGER EVA, PAL ZSUZSANNA)

A gyogyitas célja a betegségek megel6zése és kezelése, a kezelés célja pedig a betegség okanak
megszlntetése. Az orvostudomany tdbb évezredes tdrténetében szamos kezelési modszert
alkalmaztak, amelyek k6z6s vonasa a ,,primum nil nocere”, azaz, a sohasem artani elve volt.

Habar a gydégyszerkutatok térekvése a mellékhatas-mentes gydgyszerek kifejlesztésére iranyul, még
napjainkban sem biiszkélkedhetiink ilyenekkel. Ugy tiinik, a hatds és a mellékhatds egymastol
elvalaszthatatlanok. A kezelés célja persze minden esetben az, hogy a valasztott terapia hatasa
megelézze a mellékhatasokat.

A molekularis genetika robbanasszer( fejlédése (1990 és 2003 kozoétt, a Human Genome Project
eredményeként ismertté valt a telies human genom) Ilehetévé tette a betegségek
patomechanizmusanak molekularis szintl feltérképezését és Uj terapias célpontok felfedezését. A
molekularis ,ujjlenyomatok” felhasznalasaval megalkotott gydgyszereken alapul a célzott molekularis
terapia és a személyre szabott gydgyitas.

A teljes human genom-szekvencia feltérképezése a gydgyszertervezés mellett a gyodgyszer kiprobalas

és bevezetés folyamatat, ill. a terapias hatékonysag nyomon kovetését is forradalmasitotta.

13.1. Alapfogalmak

Immunterapia (= bioterapia, biolégiai terapia)

Az immunoldgiai terapiak a szervezet sajat immunrendszerének mikddését befolyasold kezelési
modok. Céljuk az immunvalasz médositasa (normalizalas, stimulacié, szuppresszid, stb.) annak
érdekében, hogy a szervezet 6nmaga, hatékonyan tudja felvenni a harcot a betegséggel szemben.
Biolégiai valaszt médosité szerek (biological response modifiers = BRMSs)

A biolégiai valaszt mddosité szerek olyan molekulak, amelyek az egészséges szervezetben is
szintetizalodnak, habar élettani koncentraciéjuk altalaban nagyon alacsony. Hatékonyan aktivéljak a
szervezet valaszreakcidit a fert6zések és a patoldgias folyamatok elleni védekezés soran. Terapias
felhasznalasukat az teszi lehetévé, hogy modern laboratériumi mddszerekkel nagy mennyiségben
allithatok el6.

Nanotechnolégia az orvostudomanyban

A nanotechnolégia atomi szintl (100 nm alatti mérettartomény), iranyitott épitkezést jelent. A
nanomedicina 2 terlletre fokuszal: a gydgyszeres terapiara és a képalkotd eljarasok fejlesztésére. A
nanotechnolégia terapias alkalmazasanak legfébb célja a meglévdé gyodgyszerek hatasfokanak
novelése, amit a hatdéanyag felszivodas és leadas javitasa (csokkenthetd a dozis) és a szOveteloszlasi
sajatsagok optimalizalasa révén (célzott célba juttatas) kivan megvalésitani. Lehetséges elényei

kozott tarthatjuk szamon az oldékonysagi és stabilitasi problémak kikiiszobdlését, a korabban
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nehézkesnek itélt beviteli utak kiaknazasat (inhalacidos és intranazalis utvonalak) és a terapias
beavatkozasok individualizalasat.

A nano-gyégyszerek kozos jellemzdje, a multimodularitas és a multifunkcionalitas. A multimodularitas
azt jelenti, hogy a nano-gyégyszerek legkisebb, vizoldékony eleme tdbb, egymastdl fliggetien funkciét
ellatd modulbdl all. A gyogyité funkcidért a hordozé egység felszinéhez kotétt, vagy a belsejében
szallitott, hagyomanyos gyogyszermolekula felelés. A kiegészité modulok segitik a felszivodast, a
metabolizmust, javitjak a szdveteloszlast és biztositjak a specifikus célbajuttatast. A nanorészecskék
felszerelhet6k jelad6é csoportokkal is (pl. fluoreszkalé csoporttal), igy nyomon kdvethetSk az altaluk
el6idézett valtozasok.

A technoldgia pl. forradalmasithatja a neuropszichiatriai kérképek gyogyitasat, hiszen lehetévé teszi a
gyogyszerek vér-agy gaton torténd athatolasat, ami alapvetd feltétele a sikeres gyogyszeres
terapianak.

Biolodgiai gyogyszerek (biologikumok)

Biologiai gydgyszerek néven kulonitik el azokat a terapias szereket, amelyek hatdanyagai bioldgiai
forrasbol szarmaznak (pl. rekombinans DNS technoldgia -Genetic engineering-, ,biolégiai tzemek”),

vagy valamilyen biolégiai mintabdl vontak ki 6ket. Leggyakrabban makromolekulak, féként fehérjék.

13.2. Célzott molekularis terapia (CMT, targeted molecular therapy,
targeted therapy)

A célzott molekularis terapia a sejtek azon strukturai és mechanizmusai ellen iranyul, amelyek féként
patologias allapotban fejez6dnek ki, azonban a fizioldgiasan miikddé sejtekre nem jellemzék. Ezaltal,
szemben a hagyomanyos gyogyszereléssel, a célzott molekularis terapia elsésorban a célsejteket
(target) tamadja, de az egészséges sejteket nem veszélyezteti. Ez a mellékhatasok spektrumanak
szlikilését és a kezelés hatékonysaganak fokozédasat eredményezi.

A CMT fogalmat leggyakrabban a daganatterapiakra vonatkoztatjdk. A CMT hatasa a tumorsejtek
novekedése szempontjabdl esszencialis molekularis Utvonalak gatlasa, ill. akadalyozasa révén valésul
meg, szemben a hagyomanyos kemoterapias szerekkel, amelyek a nagy osztdédasi képességi
sejteket is elpusztitjak.

A CMT eszkoéztarat 2 6 csoportba lehet sorolni: 1) kis molekulak (small molecules) és 2) monoklonalis
ellenanyagok. A kis molekuldk (<500 dalton) nagy affinitassal tudnak fehérjékhez, nukleinsavakhoz
vagy poliszacharidokhoz kétédni. Kétddésuk megvaltoztatjia a célmolekuldk aktivitasat vagy funkcidjat.
A kis molekulasuly lehetbvé teszi szamukra a gyors &tjutdst a plazmamembranon, ezért
intracellularisan is kifejthetik hatasukat. (A monoklonalis ellenanyagok terapias jelentéségét a 3.2.1.

fejezetben részletezzik).

13.2.1. Iranyitott célbajuttatas

A napjainkban hasznalt gyégyszerek tébbsége a véraramon keresztll érkezik el arra a helyre, ahol a
hatasat ki kell fejtenie. Ez azt jelenti, hogy egyrészt a szikséges hatas eléréséhez nagy

koncentracioban kell bejuttatni 6ket a szervezetbe, hiszen a véraramban felhigulnak, masrészt
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nemcsak ott fejtik ki a hatasukat, ahova szantak O&ket. Megfogalmazdodott tehat a specifikus
célbajuttatéds igénye. Az elgondolas szerint a ,jelzéssel’ ellatott hatéanyagok a jelz6anyag révén
ismerik fel a célsejteket, specifikusan csak hozzajuk koétédnek, igy a szallitott gydgyszer hatasa
lokalizalhatd. Ezzel csokkentheté a bevitt dozis, optimalizalddik a szbveti eloszlas és drasztikusan

csokkennek a mellékhatasok.

13.2.1.1. Célbajutattas monoklonalis ellenanyagokkal

A gyoégyszerekkel, radioaktiv részecskékkel vagy toxinokkal konjugalt monoklonalis ellenanyagok
gyakorlatilag szallitbeszkdznek (homing device) tekinthetdk, amelyek a terapias szereket kdzvetlendl
a kivant hatas helyére juttatjak. Elénylk, hogy jelentésen megndvelik a terapias hatékonysagot és
csokkentik az egészséges sejtek gyogyszer okozta karosodasat. Mellékhatasaik elsGsorban a

monoklonalis ellenanyaghoz kotétt hatéanyagok fajtajatol fugg (13.1-2. abra).

13.1. abra:
Célbajutattas
monoklonalis
ellenanyagokkal

Direkt citotoxicitas Immunvéalasz modulacié

»Csupasz mAt”
A citokin

gyégyszer o | p effektor

sejt
,I ]
radioaktiv y
izotép b »
({ At-ligand

faziés fehérje

13.2. dbra: A
neutralizalé antitest
lehetséges
hatasmechanizmusa:
kompeticié a liganddal

,Csupasz antitest”

pl. neutralizalé
% antitest
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A konjugalt monoklonalis
ellenanyagok altal kozvetitett
kezelési mobdokat a célba
juttatandd anyag tipusa alapjan
osztalyozzak. A  radioaktiv
részecskeékkel konjugalt
monoklonalis antitest-kezelés a
radioimmun-terapia (pl.
Ibritumomab tiuxetan,

Tositumomab) (13.3. abra),

a kemoterapias szerekkel

konjugalt monoklonalis
ellenanyagokkal végzett kezelés
a kemo-immun terapia (jelenleg
meég kisérleti fazisban van) (13.4-
5. abra), illetve a bakteridlis
(diphtheria toxin, pseudomonas
exotoxin) vagy noévényi (ricin A,
saporin)  toxinokkal konjugalt
ellenanyagokkal végzett kezelés
az immuntoxin terapia (pl.

gemtuzumab ozogamicin, BL22).

Egy lépcsds” ,Két 1épcsés”

"

A

7
célpont

radioaktiV

4
7

célpont

kézvetlen
toxikus hatés

13.3. abra: A radioimmunterapia elve radioaktiv
enzim

gyoégyszer elsalak
(hatastalan)

aktiv gydgyszer
(hatasos)

célpont

13.4. abra: Az immunotoxin terapia elve

A B

liposzéma

aktiv gyégyszerek,
. nukleotidok
szallitasa

13.5. abra: Liposzomalis gyogyszer-célbajuttatas

toxikus hatas



13.2.1.2. Célbajuttatas peptidekkel

Mivel a gyogyszerek célpontjai leggyakrabban a citoplazmaban, vagy a sejtmagban elhelyezkedd
molekulak, a célzott terapia megtervezésének kulcskérdése a hatéanyag sejtekbe térténd bejuttatasa.
A sejt-permeabilis peptidek (cell penetrating peptides = CPPs) felfedezése lehetévé teszi gydgyszerek
és mas, pl. jelz6 anyagok atjuttatasat a nagyon specifikus szelektivitasu sejtmembranokon. A CPP
orvosi alkalmazasanak 2 kiemelt terlilete van: a képalkotas és a molekularis radioterapia. Napjaink
kutatasai a szovet-specifikus CPP-konstrukcidk kifejlesztésére iranyulnak (pl. szdvet-specifikus

enzimekkel aktivalhaté CPP kifejlesztése, stb.)

13.2.1.3. Kemotaktikus célbajuttatas (chemotactic drug targeting)

Az immunolégiai alapu terapiak specidlis formaja a kezelni kivant célsejtek mozgatasa,
odacsalogatasa a terapias szer kozelébe. A kezelésben hasznalt konjugatumok a kévetkezé
részekbdl allnak: 1) hordozé (carrier), amely egyben az internalizaciét is meghatarozza, 2) a
kemotaktikusan aktiv ligand, amely a célsejtre hat (a célsejteket csalogatja, vagy éppen a nem
kivanatos sejteket eltaszitja) 3) a célba juttatni kivant gyégyszer, és 4) a gydgyszert a hordozéhoz
kapcsold szekvencia (spacer).

13.3. Immunterapia

Az immunoldgiai terapiakat tobbféleképpen csoportosithatjuk. Aszerint, hogy a kezelés mennyire
tdmaszkodik a szervezet sajat immunrendszerének mikddésére, megkuldnbdztethetink aktiv és
passziv immunterapiakat, a kivaltott hatas alapjan pedig beszélhetiink immunstimulaciorél és
immunszuppressziorél. Mind az aktiv, mind a passziv immunterdpia megvalésulhat stimulacié és

szuppresszio forméjaban.

13.3.1. Aktivimmunterapia

Az aktiv immunterdpidk olyan beavatkozasok, amelyek a gazdaszervezet sajat immunrendszerét
.vetik be” a betegségek ellen, igy a szervezet az alkalmazott kezelés segitségével 6nmaga, aktivan
harcol a gyoégyulas érdekében. Aktiv immunterapiat lehet kialakitani valamely célmolekula (target)
elleni immunvalasz indukciéjaval (pl. vakcinalas), az immunvalasz hatékonysaganak novelésével (pl.
az antigénbemutatas fokozasaval), de akar az immunvalaszt szabalyoz6 mechanizmusok
kontrollalasaval, gatlasaval is (pl. tolerancia indukcio).

Aktiv immunterapiat leggyakrabban akut és krénikus fert6z6 betegségek, ill. egyes kronikus

megbetegedések (pl. daganatok) kezelése soran alkalmaznak.

13.3.2. Preventiv (profilaktikus) vakcinak

Az akut, életet veszélyeztetd fert6zések elleni védekezésben eldlt vagy legyengitett (attenuéalf)

kérokozdkat tartalmazo preventiv vakcinakat alkalmaznak. Els8sorban az olyan virusfert6zések
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megelézésében van jelentéségik, amelyek utan hosszu tavd immunoldgiai védettség marad vissza
(pl. fekete himl6, veszettség, tifusz, kolera, HBV, diftéria, tetanusz, stb). A preventiv vakcindkat
egészséges szervezetbe juttatidk be, a betegség kialakulasanak megel6zésére. Ezek a
konvencionalis, a fert6z6 agenssel torténé talalkozas el6tt adott, profilaktikus vakcinak nagyon
hatékonyan csokkentik a morbiditast és az incidenciat. Létezik azonban egy kivétel a preventiv
vakcinak kozott, a veszettség elleni oltas, amelyet a virusfert6zés utan kell alkalmazni.

A krénikus betegségek elleni kiizdelemben kevésbé hatékony az aktiv immunizacié. Napjainkban
féként azokra a koérképekre fokuszalnak a gyogyszerfejlesztések soran, amelyek hatterében
virusfertézés mutathaté ki: pl. majrak (HBV, HCV), méhnyakrak (HPV), Burkitt limféma és Hodgkin koér
(EBV), T sejtes leukémia és limféma (HTLV-1), stb. Ezeket, a tdbbségében daganatok kialakulasanak
megelézésére hasznalt vakcinakat (cancer preventive vaccines) meg kell kildnbdztetni a betegség

fennallasakor alkalmazott, un. terapias vakcinaktdl (cancer treatment vaccines).

13.3.3. Terapias vakcinak

Terapias vakcinak kifejlesztésének célja a lassu, krénikus lefolyasi megbetegedések hatékonyabb
gyogyitasa (pl. daganatok, autoimmun betegségek, AIDS, tuberculosis, malaria, stb.). A terapias
vakcinak arra késztetik a beteg szervezetet, hogy terapias ellenanyagokat termeljen, igy a betegség
sulyossaga csdkkenjen. A terapias vakcinak gyakorta ugyanazokat a célmolekulakat mutatjak be az
immunrendszernek, mint amelyeket a passziv immunterdpiaban a monoklondlis antitestek
megcéloznak. A terapias vakcinak kifejlesztésének legnagyobb problémajat az jelenti, hogy adjuvans
adasa nélkul kell a kivant hatast (kell6 mértéekl immunvalaszt) elérni.

A napjainkban alkalmazott egyik terapias vakcinaval pl. hatékonyan befolyasoljak a subokban zajlé
sclerosis multiplex lefolyasat. Ez a készitmény egy, a bazikus mielinproteinnel hasonlésagot mutato
szintetikus  kopolimert, a glatiramer-acetatot (TEVA: Copaxone) tartalmazza. Habar
hatdsmechanizmusa még nem teljesen ismert, feltételezik, hogy részben a Th1/Th2 egyensuly
regulatérikus Th2 iranyba torténé eltoldsaval gatolja a gyulladast, ill. glatiramer-acetatra specifikus

szuppresszor T sejteket indukal.

13.3.3.1. A vakcinak hatékonysaganak novelése

13.3.3.1.1.  Adjuvansok
A vakcina-fejlesztés kulcskérdése, hogy az alkalmazott antigének milyen mértékli és id6tartamu

ellenanyag valaszt képesek kivaltani. Az idealis természetesen az lenne, ha életfogytig tarté védettség
alakulna ki. Mivel azonban a vakcinakban hasznalt természetes vagy rekombinans fehérjék
immunogenitasa gyakorta alacsony, a vakcinaciot kulonféle immunvalaszt fokoz6 szerrel egylttesen
alkalmazzak. A humoralis és cellularis immunvalasz fokozasanak egyik lehetséges médja az
adjuvansok hasznalata. Leggyakrabban aluminium-hidroxidot vagy aluminium-foszfatot hasznalnak,
de alkalmasak a feladatra az olaj-viz emulzidk is. Habar az adjuvansok hatasmechanizmusa még
napjainkban sem tejesen ismert, valészinUsithetd, hogy lassitjiak az antigén felszabadulasat
(depdhatas), igy az immunkompetens sejtek szamara torténd antigén-bemutatas elhuzodik, és az

immunvalasz fokozddik. Az is igazolast nyert, hogy az adjuvansok az immunrendszer mikodését nem

193



antigén-specifikus modon stimulaljak. Ebbdl kiindulva sikerllt kimutatni, hogy hatasukban jelentés
szerint a 2-es és a 4-es tipusu TLR receptorokon keresztil torténd stimulacié hatasara fokozédik a
TNF-a szekrécid, az INOS expresszié és az APC-k (DC-k és Mf-k) vandorlasa. A TNF-a szekrécio
novekedése fokozza a tumorban Ujonnan képz6dott erek citotoxikus szerekkel szembeni
permeabilitasat is, igy felerésitve azok hatasukat. Az INOS expresszié fokozéodasa miatt megné a NO
termelés, a NO pedig apoptdzist indukal a kemoterapia rezisztens tumorsejtekben. A DC-k és a Mf-k
vandorlasi képességének fokozddasa elésegiti az antigén prezentaciot a tumorszdvetben, kdzvetve
tehat a tumor-specifikus citotoxikus T sejt valaszt. Klinikai megfigyelés szerint a parenteralis TLR2/4
agonista kezelés javitja azoknak a daganatos betegeknek a tulélését, akiknek a kemoterapias kezelés
ellenére visszaesésik (relapszus) volt. Részben ennek a felismerése eredményezte az olyan
nanopartikulum-alapu vakcinak kifejlesztését is, amelyek TLR4 és TLR7 ligandot tartalmaznak. Ezek a
tapasztalatok szerint nagyfoku és élethosszig tartdé neutralizalé ellenanyagvalaszt indukalnak.

Napjainkban egyre nagyobb érdeklédés kiséri a liposzomak adjuvansként torténé alkalmazasat is.

13.3.3.1.2. Az APC funkcié fokozasa
A tumor-ellenes vakcinak hatasfoka novelhet oly modon is, ha az antigén-bemutato sejtek (APC), pl.

a dendritikus sejtek mikodését fokozzak. Erre tobbféle lehetéség kinalkozik, pl. serkentheté a DC-k
ndvekedése és differencialédasa (pl. ndvekedési / aktivacids faktorok hozzaadasaval), ndvelhet6 a
DC indukalta T sejt aktivitds (pl. a stimulaciés és kostimulaciés utvonalak indukcidjaval; a gatlé
utvonalak blokkolasaval), fokozhat6é az antigén-bemutatd képességiik (pl. a DC-k feltdltése szintetikus
peptidekkel; viralis ill. tumor antigének transzdukcidja; tumorsejtekkel torténd fuzid). Az ennek
kovetkeztében kialakuld hatékonyabb tumor-antigén bemutatas hatékonyabba teszi a tumor-ellenes

immunvalaszt.

13.3.3.1.3. A citotoxikus T sejtek miik6désének fokozasa
A tumor-asszocialt antigénekre (TAA) specifikus citotoxikus T sejtek mikddésének fokozasaval is

novelheté a terapia effektivitasa. Alapvetéen kétféle stratégia létezik a tumorsejtek elleni cellularis
immunvalasz novelésére: 1) a T sejt receptoron (TCR) keresztil torténé stimulacio és 2) a
kostimulacié fokozasa. A TCR-on keresztul torténd aktivaciét a legmegfelelébb antigén-struktura
kivalasztdsaval lehet elérni. Ez nem koénnyl feladat, hiszen a tumorok gazdaszervezet elleni
védekezésének része éppen az is, hogy antigénjeik csak alacsony hatékonysagu immunvalaszt
indukalnak. Ennek kiklszdbodlését célozta meg egy Uj tudomanyag, az epitép tervezés (epitope

engineering).

13.3.3.2. Citokinek az aktiv immunterapiaban

A citokinek az immunvalasz szabalyozasa révén potencialis terapias szernek tekintheték szamos
kérképben, pl. a daganatok kezelésében. Hatasmechanizmusuk sokféle: fokozhatjak a tumor-ellenes
immunvalaszt, de kézvetlen hatassal lehetnek magukra a daganatsejtekre is. Pl. a TNF és az IFN az

MHC expresszié fokozasaval noveli a tumorsejtek ,lathatésagat’, azaz az immunrendszer altali
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felismeréslket. Masok, mint a TNF és a TRAIL direkt tumorsejt pusztité hatassal rendelkeznek. Az IL-
2, az IL-4, az IFN-pB és az IL-12 fokozza a citotoxikus T sejtek aktivitasat és proliferaciojat, stb.

A citokineket felhasznaljak az adoptivimmunterapiakban is.

13.3.3.3. Tolerancia indukcio

Az immunoldgiai tolerancia antigén altal el6idézett fajlagos valaszképtelenség. Habar fiziolégiasan a
.sajat struktdrak” indukaljak, kialakulhat idegen antigénekkel szemben is (egyes baktériumok és
virusok, pl. a Mycobacterium leprae, tolerancia indukcioval védekezik a gazdaszervezet
immunrendszerével szemben). Tolerancia indukciét elséként transzplantacid utan, az idegen szdvetek
elleni immunvalasz védelmében alkalmaztak. Napjainkban egyre t6bb, az immunrendszer
hiperreaktivitasaval jaré kérképének (pl. autoimmun betegségek, allergia) kezelésében is bevezették.
Az immunologiai tolerancia terapias indukcidjara tobbféle lehetéség van: 1) T sejt deplécid
monoklonalis ellenanyagokkal (pl. anti-CD3), 2) kostimulacié gatlasa (anti-CTLA-4), 3) szolubilis
antigén adagolas, 4) a citolitikus T limfocitak és az NK sejtek aktivitasanak gatlasa szolubilis HLA-I

adasaval, 5) kevert kimérizmus kialakitasa, 6) regulatérikus T sejt indukcio.

13.3.3.4. Sejt-alapi immunterapiak

A tumor-ellenes immunvalasz sejtes és molekularis mechanizmusainak ismerete olyan terapias
probalkozasokat inditott el, amelyek a daganat kérnyezetében levdé immunsejtek mikodését
valtoztatjak meg. Hatasmechanizmusuk szerint ezek, az un. sejt-alapu immunterapiak 3 csoportba
sorolhatok: 1) a tumor ellenes effektor valaszt serkentése, 2) bispecifikus antitestek alkalmazasa, 3) a

daganatok lokalis védelmi mechanizmusanak, a tumor indukalta immuntolerancianak a gatlasa.

13.3.3.4.1. A tumor ellenes effektor valaszt serkentése
Az adoptiv transzfer, a DNS-vakcinacié és a DC vakcinacio soran valamilyen médon a tumor ellenes

effektor valaszt serkentik. Adoptiv transzfer esetében a beteg T limfocitait izolaljak, majd in vitro
kortlmeények kozott aktivaljak, ill. modositjak. Az in vitro T sejt aktivacié leggyakrabban alkalmazott
maodja a tumor antigénnel és egyideji IL-2 kezeléssel kivaltott aktivacio. A T sejtek mddositasanak
masik, elvi lehet6sége, a daganatsejtre specifikus TCR-ral torténd transzfekcio. Mindkét esetben az in
vitro aktivalt, ill. modositott, vagyis a tumor ellen érzékenyitett T sejteket transzfunzidval juttatjak
vissza a betegbe.

A DNS vakcinacié soran a hibas gént izolaljak, plazmidba Ultetik és igy juttatiak be a beteg
szervezetébe.

DC vakcinacio soran a beteg egyén periférias vérébdl monocitakat, a daganatabdl pedig tumorsejteket
izolalnak. A monocitakbdl in vitro kérilmények kozott, citokin koktél jelenlétében (IL-4, GM-CSF)
dendritikus sejteket differencialtatjak. A dendritikus sejteket tovabbra is in vitro korilmények kozott a
beteg sajat tumorabdl kivont tumor-antigénekkel stimulaljak, igy hozva létre érett, antigén prezentald
dendritikus sejteket. Ezeket, az immunrendszer stimulaciéjara alkalmas sejteket transzfuziéval
juttatjak vissza a szervezetbe. Mind az adoptiv transzfer, a DNS-vakcinacio és a DC vakcinacio létezé

terapias lehet6ség, de alkalmazasuk eltérpll a daganatok monoklonalis antitest terapiaja mellett.

195



13.3.3.4.2.  Bispecifikus antitestek alkalmazasa
A bispecifikus antitesteket olyan, enzimatikus mddszerrel hasitott monoklonalis ellenanyagok Fab

régidinak 6sszekapcsolasaval allitjiak elé, amelyek egyik része a célsejtet (pl. tumorsejtet), a masik
része az eliminaciot végzé effektor sejtet ismeri fel specifikusan. Ez praktikusan annyit jelent, hogy a
bispecifikus ellenanyag fizikai kézelségbe hozza az elpusztitandd és a pusztitast végzd sejteket,

vagyis el6segqiti az effektor sejtek hatékony miikédését.

13.3.3.4.3. A tumor indukdlta immuntolerancia a gatldasa
A lokalis immuntolerancia megvaltoztatasat célzé kezelések iranyulhatnak a daganatsejtek

immunoldgiai felismerésére (pl. a tumorsejteken expresszalddé antigének maoddositasa az
immunogenitas fokozasa érdekében), vagy a tumor koérnyezetében levé limfocitak mikddését gatlo

mechanizmusok kikapcsolasara (pl. Treg gatlas, CTLA4 gatlas).

13.4. Passzivimmunoterapia

A passziv immunterapia soran az immunrendszer laboratériumi korlilmények kozott szintetizalt
alkotéelemeit, leggyakrabban monoklonalis ellenanyagokat hasznalnak fel a kezelésre. A passziv
immunterapia nem stimuldlja a gazdaszervezet immunrendszerét annak érdekében, hogy aktivan

harcolni tudjon a fennall6é betegség ellen.

13.4.1. Monoklonalis ellenanyagok a terapiaban

A monoklondlis ellenanyagok a szervezetben termel6dé antitestekkel azonos modon fejtik ki
hatdsukat. Ezek, az un. ,csupasz’” antitestek felhaszndlhaték az immunvélasz gatlasara és
serkentésére is. A terapids hatékonysag fokozasara a monoklonalis antitesteket gyakorta modositjak.
A moddositds altaldban konjugécid, vagyis toxinok, radioaktiv izotépok (magas doézisu o és B
sugarzok), gyogyszerek, '
vagy az immunvalaszt SEit
modulalé anyagok (pl.

A bispecifikus monoklonalis At
Osszekapcsolja a célsejtet és
az effektor sejtet

citokinek)  hozzakoétése

az ellenanyaghoz. Egy 3 Q

kilénleges technikai / .‘ OKS)

megoldas a bispecifikus %/ 0] 1
% granzim

antitestek elballitasa. = LSS perforin

(13.6. abra) Q az effektor mechanizmusok
Q0O kozvetleniil a
Q célsejtet karositjak

tumorsejt,

13.6. abra: A bispecifikus antitestek hatasmechanizmusa
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13.4.1.1. A monokonalis ellenanyagok eléallitasa

A monoklonalis ellenanyagok eléallitasa: ,,antitesttermelé gyarak”

A monoklondlis ellenanyagok el6allitdsat a hibridoma technika kifejlesztése tette lehetévé. A
hibridoma technika, az 1970-es évek legnagyobb biotechnoldgiai felfedezése, Georges J.F. Kdhler és
César Milstein nevéhez fliz6dik. Munkajukat 1984-ben a “Fizioldgia és orvostudomany” szakteriletén
Nobel dijjal jutalmaztak. A technika kialakitasa egy olyan dlom beteljesulése, ami lehetévé teszi elére
meghatarozott specifitasi monoklonalis antitestek ipari méreti eléallitasat.

A hibridomakat immunizalt laboratériumi egér 1épébdl izolalt aktiv B limfocitak és hosszu élettartama,
immortalizalt daganatsejtek (mieloma sejt) mesterséges fuzidjaval allitiak elé. Mivel genetikai
allomanyuk a fuzidban résztvevé 2 sejt genetikai allomanyanak keveréke, ezért rendelkeznek mindkét
,SzUl6-sejt” tulajdonsagaival. A tumorsejttél a normal sejtnévekedés szabalyait felrigd, folyamatos
osztddasi képességet, a B limfocitatdl pedig a specifikus immunglobulin termel6 képességet oroklik. A
hibridomak altal termelt antitestek valamennyi tulajdonsagukban (specifitas, izotipus) megegyeznek a
fuzidhoz hasznalt aktiv B sejtek altal termelt ellenanyagokkal. Antigén felismeré képességiket az
immunizalashoz hasznalt antigén determinans hatarozza meg.

elektromos- ill. magneses tér létrehozasaval indukalt fuziok is. A PEG erds dipodlus tulajdonsaga révén
megbontja a sejtek vizburkat, igy el6segiti az egymas kozelében Iévé sejtek membranjai kozti
kolcsbnhatast és a membran fuzié kialakulasat. A fuzié indukcié utan optimalis esetben is csak 1-2%
lesz a kivant hidridomak aranya, ezért a sejtkultirat a nem fuzionalt sejtektél és az azonos sejtek
fuziéjabol szarmazé hibridektdl meg kell tisztitani.

A szelekcidval kivalasztott hibridomak ellenanyag termelésének ellenérzése (ELISA, FACS) utan a
sejteket klbnozzak, majd felszaporitjak.

Nagy mennyiségli monoklonalis ellenanyag el6allitadsara alkalmas ,antitesttermeld gyarakat” tdbbféle
modon lehet Iétrehozni: 1) a hibridoma sejtek in vitro kériimények kozott torténé szaporitasaval, 2)
fermentor tenyészetek kialakitasaval, 3) a hibridoma sejtek kisérleti egérbe torténd oltasaval. Az elsd
két megoldas soran a keletkezett antitestek a sejttenyészet fellliszéjabdl, a harmadik esetben az
egér hasturegi folyadékabdl (aszcitesz) nyerhetdk ki (Lasd 8. fejezetben).

A génsebészet szerepe a monoklonalis ellenanyagok eléallitasaban

A génsebészet olyan biotechnoldgiai eljaras, melynek sordn a biolégiai informaciét hordozé DNS
molekulat megvaltoztatjak, pl. idegen DNS-darabot kapcsolnak hozza. A valtoztatas természetesen a
DNS informacioé tartalmanak atkddolasat, kovetkezésképp a végtermék, pl. a kodolt fehérje
megvaltozasat is jelenti.

Génsebészeti mddszerekkel sikerllt a human ellenanyagokkal 90%-o0s azonossagot mutaté
humanizalt antitesteket (kimérakat) eléallitani, amelyek terapias céllal a szervezetbe juttatva mar nem
valtanak ki hiperreaktiv valaszt és amelyek eliminacidja megkdzeliti a szervezetben termel6dd sajat
immunglobulinok kinetikajat. A kimérdk olyan human immunglobulinok, melyekben az antigén
megkotésére szolgald variabilis régiot, vagy a komplementaritasért felelés CDR régiét cserélték ki.

Tovabbi fejl6dési lehetdséget jelenthet olyan transzgenikus &llatmodellek kifejlesztése, amelyek



alkalmasak a human immunglobulinokkal teljes mértékben megegyezd antitestek termelésére (13.7.
abra).

13.7. abra:
Génsebészetileg
maodositott
immunglobulinok
nevezéktana
(végzddések): egér

egér immunglobulin humén immunglobulin immunglobulin — ...omab,
human immunglobulin -
...umab, kiméra

X 5 immunglobulin - ...ximab,
jf % ( 4 humanizalt immunglobulin

N\

humanizalt monoklonalis ellenanyagok

- ... zumab

,,CDR-beiiltetett”

kiméra immunglobulin humanizalt immunglobulin

13.4.1.2. A monoklonalis antitest terapia veszélyei

Mivel a monoklonalis ellenanyagok gyartasa kezdetben egyet jelentett az egér monoklonalis antitestek
gyartasaval, a rutinszer(i alkalmazhatésagig szamos akadallyal kellett megklzdeni. Az egér
monoklonalisok immunvalaszt valtottak ki az emberi szervezetben, ami rdévidtavon az életet
veszélyeztetd akut hiperreaktivitasban (anaphylaxias shock), hosszutavon - az immunolégiai memoria
kialakuldsa miatt (az egér immunglobulinokat felismeré human ellenanyagok - HAMA - termelése) - az
ismételt beadas uténi gyors, akar a terapias hatast megel6zd eliminaciéban nyilvanult meg. A
mellékhatasok felszamolasa és a gyogyité hatas fokozasa érdekében sziikségessé valt a humanizalt

monoklonalis ellenanyagok el&allitasanak kifejlesztése, amit génsebészeti mdédszerekkel végeznek.

Tovabbi lehetbség az életid6 megrovidul (13.8. abra).
ellenanyag fragmentumok
nehézlanc
terapias felhasznalasa. varibilis régié .
(VH) nehezlanf: n

Ezekben az esetekben a konst?gs)fego
hatéanyag az antigént
felismer6 Fab régi6. A /\ &/
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|
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javitja a penetralé telies mértd egylanci ellenanyag antigén-koté
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képességet, ugyanakkor a

gyorsabb eliminacié miatt az 13.8. abra: Monoklonalis ellenanyag fragmentumok
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13.4.1.3. Monoklonalis antitestek a gyégyitasban

13.4.1.3.1. Terapias antitestek a reumatolégiaban
Monoklonalis antitestek hasznalata a napi gyakorlatban is elterjedt Az onkolégia mellett a

reumatolégiai betegek ellatasaban alkalmazzak féként a terapias antitesteket.
A tumor necrosis alfa (TNF) alapvetd szerepet jatszik szamos gyulladasos reumatologiai
betegségekben. TNF proinflammatorikus citokin, szamos Uton fokozza a szdvetekben, synovialis

térben zajlé gyulladast.

13.4.1.3.1.1 Rheumatoid arthritis patomechanizmusa, proinflammatorikus citokinek
szerepe a betegség patogenézisében

A rheumatoid arthritis (RA) szisztémas autoimmun kérkép, elsésorban a kezek és labak izuletinek
fajdalmaval, duzzanataval jar, mely tobbnyire szimmetrikusan alakul ki. A kéz és lab kisiziiletek mellett
gyakran érintett izliletek: csukld, kdonyok és térd. RA-ben az érintett izliletekben a gyulladas miatti
fokozott osteoclast aktivitds erosiok kialakulasahoz vezet, amely jol lathaté az érintett izlletekrél
készilt MR felvételen. A betegség az érintett izliletek destrukcidjahoz vezethet, ma is a rheumatoid
arthritis a munkaképesség csdkkenés egyik leggyakoribb oka. Az izlileti érintettség mellett tovabba a
tartésan fennallé gyulladas jelentds cardiovascularis rizikéval is jar. Erdekes médon a gerincet
megkiméli a betegség, kivéve az atlantoaxialis izlletet, ahol a proliferalé gyulladasos szdvet
gerincvel® kompressziot is okozhat. A betegek 60-70 szazaléka nd, a betegség 30-40 éves korban
jelentkezik leggyakrabban. Jellemz8, hogy a betegek a kezek reggeli merevségére panaszkodnak,
melynek id6tartama aranyos a betegség aktivitasanak mértékével. A betegség aktiv stadiumaban
tobbnyire gyorsult a vvt. siillyedés és magasabb a CRP szint. Jellemz6 a betegségre a magas
rheumatoid faktor szint és a citrullinalt proteinek ellen termel6dé (anti CCP) antitestek magas szintje is
(ldsd az autoantitestekrdl szold fejezetet is). A dohdnyzas jelentds rizikot jelent RA-re. RA
patomechanizmusaban legfontosabb proinflammatorikus citokinek: IL-1, IL-6, IL-17, IL-18, IL-33, TNF.
Antiinflammatorikus citokinek: IL-10; IL-35.

13.4.1.3.1.2 TNF kozponti szerepe RA-ben
A TNF legfontosabb fiziolégids szerepe, hogy segiti a szervezet védekezését a legkilénb6z8bb

fert6zések ellen, tovabba gatolja a tumorok ndvekedését is. William B. Coley New Yorkban dolgozé
sebész a 1890 korul megfigyelte, hogy sulyos nem operalhaté tumorokban szenved6 néhany betege
nagyobb eséllyel gyogyult meg akkor, ha sulyos fert6zésen is atestek betegséguk soran. Ezért 6
maga fecskendezett egyes tumoros betegekbe baktériumokat, amennyiben a beteg a fert6zést tulélte,
javult a tumor tulélésének az esélye is. A fert6zések altal kivaltott erételjes immunvalasz, igy a TNF
termelés segitheti a tumoros betegségbdl a gyogyulast, ezért lehetett a sulyos fert6zést tuléld
betegeknek jobb gydgyhajlama a tumort illetéen. 1985-ben jéttek ra, hogy a tumoros betegekbdl izolalt
cachektin és a TNF azonos. Gyulladasos autoimmun betegségekben is fokozott a TNF termel&dés,
tumoros betegségek és fert6zések mellett. A RA kezelésében az 1990-as évek végeéig féként a
szteroidok, nemszteroid gyulladascsokkent6k és citosztatikumok hasznalata terjedt el. Az elsé

kisérleteket egy ezektdl eltérd Uj modszerrel, citokinek antitestekkel térténd blokkolasa iranyaba az
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1980-as évek végeén torténtek. Marc Feldmann és Sir Ravinder Maini professzorok azt figyelték meg,
hogy RA-es betegek térdprothesis miitét soran eltavolitott synovialis mintai folyamatosan, napokon at
jelentés mennyiségi IL-1 et termelnek. Az IL-1 az erosiok kialakulasaban alapvet6 citokin. Feldmann
és Maini professzor az eddig hasznalt gyulladascsokkentd gyodgyszerek helyett citokinek elleni
poliklonalis antitestekkel probaltak meg csdkkenteni az IL-1 termelést. A kiprébalt antitestek kézul a
TNF blokkolas bizonyult a leghatékonyabbnak, TNF blokkol6 antitest igen hatékonyan gatolta a RA-es
betegek synovialis mintainak IL-1 termelését. Ez volt az elsd kisérlet, ami a TNF blokkolasra mint
potencialis terdpias lehetéségre hivta fel a kutatdk figyelmét. Késébb, human gydgyszervizsgalatok is
alatamasztottdk a TNF blokkoldk kivalé hatékonysagat a gyulladas csokkentésére és a radiologiai
progresszié csokkentésére RA-ben. A TNF blokkolas ma vilagszerte igen elterjedt a RA kezelésében.
Londonban, a Kennedy Intézetben dolgozé kutatdk Marc Feldmann és Sir Ravinder Maini Gttoré

munkat végzett a TNF blokkolas kifejlesztésében. Munkajukért 2003 Albert Lasker Dijat kaptak.

13.4.1.3.1.3 Jelenleg elérheté TNF blokkolé gyégyszerek
Magyarorszagon is torzskonyvezett TNF blokkolé gyogyszerek: 1: részben egér, részben human

monoklonalis intitest infliximab inflzid, 2: teliesen human, subcutan injekcié formajaban alkalmazhato
monoklonalis antitest adaluminab, 3: polietilén glikollal konjugalt monoklonalis antitest (sc. injekcid)
certolizumab pegol, 4: human monoklondlis sc. antitest golimumab, 5: anti TNF antitest él
immunglobulin fuziés protein etanercept (sc. alkalmazhatd). Magyarorszagon jelenleg kézel 3000 RA-
es beteg kap TNF blokkolé kezelést. A jelenleg érvények szakmai ajanlasok szerint azok a betegek
kaphatnak Magyarorszagon TNF blokkold kezelést, akiknél a klasszikus betegségmddositd

gyogyszerek (pl methotrexat) nem kelléen hatékony.

13.4.1.3.1.4 TNF blokkol6é gyogyszerek mellékhatasai
A TNF blokkolas legfontosabb mellékhatasa, hogy fert6zésekre hajlamosit. Gyakorlatilag mindenféle

bakterialis, virusos és gombas fert6zés esélye n6 TNF blokkolas soran. A leggyakrabban felsé Iéguti
fertzésekkel taldlkozunk. Legnagyobb jelentésége a TBC fert6zésnek van, TNF blokkolds soran
gyakrabban fordul el6 TBC fertézés, f6ként az extrapulmonalis forma gyakoribb. Ezért a TNF blokkol6
kezelésben részesiilé betegek folyamatos pulmonoldgiai ellenérzés alatt allnak. A TNF blokkolas
részben a gamma interferon (IFN gamma) termelés gatldsan keresztil hajlamosit TBC re. Az IFN
gamma alapvetd szerepet jatszik a granuloma képzddésben, csdkkent IFN gamma kezelés mellett
karosodott a granuloma képz6dés, mely a szervezet TBC elleni védekezését gatolja. A TBC riziko
becslésére hasznalhaté a tuberculin teszt. Ennek soran a vizsgalandd személy alkarjanak volaris
részére intracutan tuberculint fecskendeznek (5 egység steril, tisztitott, TBC baktériumokbdl szarmazo
antigén). 48-72 6ra mulva az induratio mértekébdl (késéi tipusu hyperszenzitivitas) kdvetkeztetiink
esetleges fennallé TBC fert6zésre. Fontos, hogy elsésorban nem az erythema, hanem az induratio
infornativ ennél a tesztnél. A mddszer kifejlesztése Robert Koch és Charles Mantoux nevéhez flizédik.
Tuberculin teszt negativitasa esetén is fennallhat TBC fert6zés és pozitiv teszt sem jelent feltétlendl

fennallo fertézést.
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13.4.1.3.1.5 TNF blokkolas spondylitis ankylopoeticaban
A spondylitis anklopoetica (SPA) féként a gerincet, csip6t és vallakat érintdé gyulladasos reumatologiai

betegség. Jelentkezhet Onalldan, vagy pikkelysémorrel (psoriasis), gyulladasos bélbetegségekkel
egyutt is. Jellemzd a betegségre a csigolyak fokozatos elcsontosodasa, kezdetben a csigolyak kozott
csonthidak alakulnak ki (syndesmophyta), majd a csigolyak fokozatosan 0sszecsontosodhatnak, ez
RTG felvételen jellegzetes bambusznadgerincként abrazolédik. Korai és specifikus jele a betegségnek
a sacroiliacalis izliletek gyulladasa, RTG felvételen ez izileti rés szlkuletként lathat6. Korai gyulladas
RTG felvételen nem lathatd, de MR vizsgalat mutatja a sacroiliacalis iziiletben zajlé gyulladast a
betegség kezdetén is. A TNF alapvetd szerepet jatszik az SPA patomechanizmusaban, TNF blokkolas
RA-hoz hasonléan SPA-ban is a napi rutinban alkalmazott médszer. TNF blokkolas RA és SPA mellett

torzskonyvezett a psoriasis, colitis ulcerosa, Crohn betegség, juvenilis arthritis kezelésében is.

13.4.1.3.1.6 B limfocita deplécié anti CD-20 monoklonalis antitesttel
A B limfociak kozponti szerepet jatszanak RA-ben. B sejtek hatékony antigénprezentald seijtek,

citokineket termelnek. A B sejtek altal termelt rheumatoid faktor és anti-CCP antitestek prognosztikus
faktorok, de szintjik nem korrelal a betegség aktivitasaval. A CD20 pozitiv B sejtek deplécidja kivald
terapias lehetéség rheumatoid arthritisben. A anti-CD20 elleni monoklonalis antitest (részben egér,
részben human, intravénas) hatasara a CD20 pozitiv sejtek depletalédnak. Ez antitest fliggé sejt
medialt citolizis, komplement aktivacié vagy az antitest altal indukalt apoptézis Gtjan torténik. A CD20
B sejtek ismételt megjelenése néhany hoénapot vesz igénybe, RA-ben 6 havonta alkalmazzak a
rituximab kezelést. CD20 nem talalhatd meg a korai B sejt fejlédési alakokon és a plazmasejteken, igy
az immunglobilin szintek csak kis mértékben csokkennek rituximab kezelés mellett. A TNF
blokkolashoz hasonléan a rituximamab kezelésnek is a legfontosabb potencidlis mellékhatasa, hogy

hajlamosit kilénb6z6 fertézésekre.

13.4.1.3.1.7 T limfocita aktivacié gatlasa RA-ben CTLA-4 immunglobulin faziés
protein alkalmazasaval

A T limfociték szerepe is fontos a RA-ben. T limfocita aktivacié soran az antigén prezental6 sejt (APC)
altal prezentalt peptid MHC komplex dsszekapcsolddik a T sejt receptorral. Ezen kivil kosimulacios
szignal is szikséges a T sejt aktivaciéhoz, ennek soran a T sejt CD28 kapcsolédik az APC
CD80/CD86 receptorhoz. Jelentés mértékli T sejt aktivacid esetén a T sejtek CTLA4 proteint
expresszalnak. A szabalyozé T sejtek ugyanakkor folyamatosan expresszalnak CTLA4-et. A CTLA4 is
a CD80/CD86 receptorral kapcsolddik 6ssze, de gatolja a T sejt aktivaciot (ellentétben a fent emlitett
CD28 stimulalé hatasaval). A CTLA4 igy a tulzott aktivaciot elézi meg, a CTLA4 lényegesen nagyobb
affinitassal kotédik a CD80/CD86 hoz, mint a CD28, igy a CD28-at leszorithatja. CTLA4
immunglobulin fuzids protein (abatacept) kétédik a CD80/CD86-hoz, igy lefoglalva a CD28 kétShelyét
és gatolva a T sejt aktivaciot (13.9-10. abra). Az abatacept RA-ban térzskodnyvezett gyogyszer
(infuzid), legfontosabb mellékhatdsa, a rituximabhoz és a TNF blokkoldkhoz hasonldan, hogy

hajlamositanak fert6zésekre.
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14. AZ INFORMATIKA NEHANY IMMUNOLOGIAI

ALKALMAZASA
(BUZAS EDIT)

A fejezet els6sorban szemléletet kivan adni, az immunoldégiai vonatkozasu bioinformatikai és Internet
alkalmazasok korét szeretné bemutatni.

Az immunoloégia szakirodalom a www.ncbi.nim.nih.gov webhelyen kereshet6é legegyszeriibben. A

National Center for Biotechnology Information (NCBI) a szamitégépes informéciofeldolgozas
orvosbioldgiai kutatasi jelentéségének felismerése nyoman jott Iétre 1988-ban az USA kormanya altal
tamogatott National Institutes of Health (NIH) keretén belil, a National Library of Medicine (NLM)
részlegeként. Az NCBI tobbek kozott adatbazisokat hoz létre, tart fenn és koordinalja bizonyos
adatbazisokhoz és szoftverekhez valé hozzaférhetéséget. Standard adatbazisok révén teszi lehetévé
az adatok elhelyezését és a felhasznaldk kézotti adatcserét.

Az NCBI webcimén a lap tetején talalhaté ,Search” lenyilé ablakban valasszuk ki a PubMed
adatbazist, mely a publikalt orvos-biolégiai kdzlemények adatbazisa. Az el6bbi alatt talalhaté széles
ablakba gépeljik a keresett kifejezést vagy kifejezéseket, melynek el6fordulasat keressik az
adatbazisban. Ha az ,immunity” széra keresink, kdzel 30 000 talalatot kapunk. Ha rakattintunk az
els¢ talalt koézlemény cimére, a megnyil6 Uj oldalon talaljuk az adott kdzlemény kivonatat
(absztraktjat) is, és az oldal jobb fels§ sarkaban megjelené ikonokra kattintva (pl. ,Free PubMed
article in PubMed Central” vagy ,Royal Society Publishing full text available”) letdlthetjik a
kdzleményt. Természetesen még nem minden kdzlemény érheté még el ilyen modon, sok esetben a
kézlemény absztraktjat tudjuk csak elolvasni.

Amennyiben az immunolégia folyéiratokrél szeretnénk informaciéhoz jutni, ezen a linken érhetjik el
az immunoldgiai targyu folydiratok listajat. A folydirat nevére rakattintva kdzvetlendl beléphetink az
illetd folydirat honlapjara.

Arra is van lehet8ség, hogy metaadatbazisokat keressunk fel (pl. az immunoldgiai targyd BioMed
Central adatbazisat). Ezen a webcimen olyan adatbazisokat érhetlink el, mint példaul a dbMinor

(Minor Histocompatibility Knowledge Database vagy a Defensins Knowledgebase. Az utdbbi adatbazis

linkjére kattintva szamos defensinekkel kapcsolatos informacié elérhetd; nyomonkdvetheté példaul a
témakor szakirodalmanak évrél évre valo bévulése. Hasonldképpen a Minor Histocompatibility Antigen
Database adatbazisba lépve alapvet6 informacidékhoz juthatunk az egyes minor hisztokompatibilitasi
antigénekkel kapcsolatosan.

Szamos allergén adatbazis is elérhet az Interneten keresztil, lasd a 74.1. tablazatban.

Allergén adatbazisok URL cim
SDAP http://fermi.utmb.edu/SDAP/
IUIS http://www.allergen.org/

AllergenOnline, University of Nebraska—Lincoln | http://www.allergenonline.org/index.shtml

14.1. tablazat: Allergén adatbazisok
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Az immunolégia vizsgalatok igen fontos in vivo rendszerei a genetikailag moédositott egértérzsek,
melyekben egy-egy gén kiltése vagy transzgenikus expresszidja lehetéséget teremt bizonyos
molekulak szerepének vizsgalatara. A genetikailag modositott egértérzsek adatbazisanak webcimére

(http://www.knockoutmouse.org/) rakattintva kivalaszthatjuk példaul a beta 2 mikroglobulin knockout

(ko) egereket. A béta 2 mikroglobulin ismert médon az MHC | és CD1 molekulak alfa lancahoz
kapcsolodik. Genetikai hianya a funkciéképes MHCI hianyat és a CD4-, CD8+ citotoxikus T sejtek
deficiencidjat eredményezi.

A gyakorlatban igen jol alkalmazhat6 adatbazis a kereskedelmi forgalomban levd antitestek

adatbazisa: http://www.antibodyresource.com/. A linkre kattintva nem csak azoknak a cégeknek a
honlapjat és antitest valasztékat érhetjik el, melyek katalégusukban kilénb6zd enzimekkel vagy
festékekkel konjugalt vagy konjugalatlan antitesteket forgalmaznak, hanem elérhetjik mindazon
cégeket is, melyek ugynevezett ,custom antibody” szolgaltatast is kinalnak. Ez utdbbi cégek arra
vallalkoznak, hogy olyan molekulakkal szemben allitanak elé antitesteket a megrendel6 kivansagara,
melyekkel szemben még nincs kereskedelmi forgalomban antitest. Vallaljak, hogy bioinformatikai
epitép predikcios eszk6zok felhasznalasaval kivalasztjak az adott fehérjére specifikus, varhatéan
leger6sebb antigenitasu szekvenciat, mely alapjan szintetikus peptid haptént készitenek, s az ezzel
immunizalt allatok felhasznalasaval allitanak elé szolgaltatasként poliklonalis vagy monoklonalis
ellenanyagot. Arra is lehetdséget kinalnak, hogy a megrendel6 kivansaga szerint rekombinans fehérje
antigént expresszaltatnak az immunizalas céljara, illetéleg, hogy DNS immunizaciét végeznek
antitestek el6allitasa céljabdl. Mint lathatd, csaknem 200 ilyen, megrendelésre torténé antitest
eléallitast vallalé (custom antibody service-t nyujtd) cég kinalja szolgaltatasat a felhasznaldknak.
Amennyiben nem a ,Custom antibody suppliers” cimen elérhetd cégek korébdl valasztunk, hanem a
,Catalog antibody suppliers” cimre Kkattintunk, ismét igen nagy szamu cég valasztéka all
rendelkezéslinkre. Ha koézuluk pl. az ,AbCam” cég nevére kattintunk, mintegy 40 000 tétel kozil
valaszthatunk, melyek a cég honlapjan témakorok szerinti csoportositasban olvashaték. Nem csak
primer és szekunder antitestek és izotipus kontroll antitestek szerezheték be, hanem példaul Custom
Antibody Array-k. Ez utébbi esetén a megrendel§ valaszthatja ki a cég altal forgalmazott antitestekbdl
azokat az immunglobulinokat, melyekbél array-t allitanak eld, és a megrendel§ éaltal vizsgalatra kuldott
kuldénb6zé vizsgalati mintakbal (>1x106 sejtbél, mely >100 pg fehérje extraktumot eredményez, vagy
>10 mg szdvetmintabdl, >20 mikroliter szérumbdl vagy >100 ug kivont fehérjébdl) szolgaltatasként el

is végzik az antitest array vizsgalatot.

Az IMGT-t (THE INTERNATIONAL IMMUNOGENETICS INFORMATION SYSTEM®) 1989-ben hozta
létre Marie-Paule Lefranc mint az immunoglobulinok, T sejt receptorok, major histocompatibility
complex molekulak, az immunoglobulin szupercsalad és az MHC szupercsalad fehérjéinek integrans
informatikai rendszerét. Az IMGT adatbazisai, webforrasai és on-line szolgaltatasai rendkiviil sokféle
igényt kielégitenek.

Az IMGT immunoglobulin szerkezeti adatbazisban egy-egy konkrét monoklonalis antitest konnyd

monoklonalis antitestek esetén megtalalhatjuk a szines betlikkel jelzett CDR1, CDR2 és CDR3 régiok
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aminosav szekvenciajat. A zardjelben taldlhaté szamok, pl. (27-38) a CDR régiok kiterjedését
mutatjak, tehat, hogy pl. a maximalis esetben 27-t61 38. aminosavig terjed6é 11 aminosavas CDR1
szakaszon helyezkedik el az adott antitest CDR1 régiéja, amely aminosav sorrendje pl. az ESVSSD
lehet, és ebben az esetben jol lathato, hogy a CDR1 régié hossza minddssze 6 aminosav. Ugyanezen
oldalon lejjebb azt latjuk, hogy mas antitestek esetén ez a szakasz hosszabb is lehet.

Az alabbi linket kdvetve, az oldalt lefelé gorditve lathatjuk egy antitest molekula gydngysorszeri
(Collier-de-Perles) kétdimenzidés modelljét sematikusan abrazolva. A szines ,gyongyszemek” a CDR
régioknak megfelel6 aminosavakat jeldlik.

A modell feletti vildgoskék téglalap ablakaiba irva megvaltoztathatjuk pl. a CDR3 régié aminosavak

szamaban megadott hosszat (CDR3 length), és a draw gombra kattintva Ujrarajzoltathatjuk a modellt.

Az Immunepitope adatbazis (IEDB) a kisérletesen igazolt és jellemzett B és T sejt epitépok, MHC-
kotédési és MHC ligand ellcios kisérletek eredményeit tartalmazza. Nem csak az adaptiv
immunrendszer sejtjei altal felismert molekularis strukturakat talalhatjuk meg itt, hanem azokat a
kisérleti korilményeket is, melyek kdzott az adatokat nyerték. Megtalalhaték ebben az adatbazisban
az emberi, a nem human féeml6s, ragcsald, sertés, macska és egyéb vizsgalt szervezetek
immunrendszere altal felismert epitopok. Négy év alatt 180 978 kisérlet adatait elemezték
elsédlegesen a publikalt irodalom alapjan, mely ~99%-at jelenti a nyilvanosan elérheté adatoknak, e
mellett 129 186 kisérlet adatait a kutatdk kézvetlendl kuldték az adatbazisnak.

Szamos predikcios eszkozt is kinal az IEDB, igy T sejt epitép predikcids, B sejt epitdp predikcids és
epitop elemzési eszkdzdket. Ez utdbbi esetében populaciés gyakorisagot, epitdop konzervaltsagi

vizsgalatot, epitop klaszter analizist és homoldgia keresési lehetéséget kinal.

Az MBIM (Microbiology and Immunology resources) linkjére kattintva elérhetdk tdbbek kdzdtt a CD
antigénekre (cluster of differentiation) vonatkozé informaciok a CD1-t6l a CD247 molekulaig. A
University of Pittsburgh és UPMC metaadatbazisaban ugyancsak megtalaljuk igen sok

immunoldgiai vonatkozasu adatbazis vagy predikcids server elérhetéségét, (pl. EVALLER, mely a
fehérjék potencialis allergén voltat prediktalja), vagy pl. itt taldlhaté az elérhetésége az 1IDB-nek (The
Innate Immune Database-nek).

A tovabbiakban egy konkrét példan keresztiil szemléltetjiik az antigenitas vizsgalatanak lehet6ségeit.
Ha arra vagyunk kivancsiak, hogy mely antigének jonnek széba, mint a rheumatoid arthritis
lehetséges autoantigénjei, akkor kereshetlink erre vonatkozéan publikalt adatokat a PubMed
adatbazisban. Ha a keres6ablakba beirjuk, hogy ,candidate autoantigens early rheumatoid arthritis”,
akkor a szabadon elérhet§ kézleményként talaljuk a kdvetkezd cikket:

Candidate autoantigens identified by mass spectrometry in early rheumatoid arthritis are chaperones
and citrullinated glycolytic enzymes. Goéb V, Thomas-L'Otellier M, Daveau R, Charlionet R,
Fardellone P, Le Loét X, Tron F, Gilbert D, Vittecoq O. Arthritis Res Ther. 2009;11(2):R38. Epub 2009
Mar 10. (link)

A cimre rakattintva elérjilk a cikk absztraktjat, melyben a korai rheumatoid arthritisben

tomegspektrometriaval azonositott autoantigének kézott ott talaljuk az alfa enolazt. Ha szeretnénk
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bévebb informéacidhoz jutni az alfa enoldzzal kapcsolatban, nem kell mast tennunk, mint hogy

rakattintunk ugyanitt, az NCBI honlapjan keresztlil elérhet6 Protein adatbazis linkjére a

keres6ablakban (protein). Ha itt az alfa enolaz nevét beirjuk az als6 keresbablakba, akkor
meglehetésen nagyszamu talalatot kapunk, ezek koziil valasszuk ki a Homo Sapiens faj alfa enolaz
molekulgjat, és kattintsunk ra. A megnyilt oldalon talaljuk az ,alpha enolase” gén l6kuszat, a molekulat
alkot6 aminosavak szamat (366), a molekulaval kapcsolatos néhany alapveté kdzlemény
specifikacidjat (cim, szerzék, folyoirat, év, kotet, oldalszam és linkjét). Tovabba itt olvashaté a
molekula domén-szerkezetére vonatkozéan rendelkezésre allé informacié (pl. az ugynevezett
"substrate binding pocket” vagy a "metal binding site" elhelyezkedése, végul pedig a molekula teljes

aminosav sorrendje.

Kivancsiak vagyunk arra, hogy mennyire konzervalt ez a fehérje, vannak-e hasonldé mikrobialis
szekvenciak, melyek révén molekularis mimikri mechanizmussal autoimmunitas triggerelhet az alfa
enolaz molekula. A kérdés vizsgalatahoz még mindig az NCBI nyit6é oldalan maradva a képernyé jobb
oldalan talalhaté ,Popular resources” oszlopbdl kattintsunk a BLAST széra. A BLAST a ,Basic
Local Alignment Search Tool” szavak kezddébetlibdl képzett sz6, amely lehetévé teszi a bazis- vagy
aminosavsorrend alapjan térténd szekvencia keresést és illesztést. A BLAST oldalan valasszuk a
.Basic Blast” opcién belll a ,Protein blast” lehetéséget. A megjelend ablakba ,Enter query sequence”
masoljuk be copy-paste segitségével a teljes oldal aminosav sorrendet a korabbiakban megnyitott
http://www.ncbi.nim.nih.gov/protein/AAB88178.1 weboldalrél. A szekvencia 60 aminosavat tiintet fel
soronként, a sor eleji szamozas sem zavarja a BLAST keresést, tehat a sor eleji szamokkal egyutt
bemasolhatjuk a teljes szekvenciat. A lap aljan talalhat6 BLAST gombra kattintva elindithatjuk a
szekvencia keresést. Rovid id6 elteltével megjelenik a képernyén a keresés eredménye. A keresés
eredményének a képerny6 kdzepén, keretben talalhaté a grafikus kijelzése: az egymas alatti folytonos
piros vonalak nagy szama arra utal, hogy igen sok teljes szekvencia egyezés fordul eld, tehat erésen
konzervalt lehet az alfa enolaz aminosav sorrendje.

Kereshetlink hasonl6 szekvenciakat abban a reményben, hogy hasonlé aminosav sorrend
el6fordulhat fert6zd agensekben, melyek molekularis mimikri révén jatszhatnak esetleges szerepet az
autoimmun folyamatok elinditdsaban. Az alfa enoldz aminosav sorrendjét bemasoljuk tehat az
ablakba, elinditjuk a BLAST keresést. Mint emlitettik, nagyszamu 100%-os egyezést tapasztalunk, de
nincs koztik prokaridta szekvencia. Ha az alfa enolazzal szembeni immunvalaszt szeretnénk
tanulméanyozni, és nem all rendelkezésre tisztitott vagy rekombinans fehérje, szintetikus peptidekkel
szemben is vizsgalhatjuk a T sejt valaszt. Mely peptidszekvenciakat vizsgaljuk? Erre ugy kaphatunk
valaszt, hogy belépink pl. a CBS (Center of Biological Sequence Analysis, Denmark) honlapjara.

Vélasszuk a Prediction Servers funkciét, és pl. NetMHCII serveren végezhetlnk epitép predikciot.

Bemasolhatjuk az ablakba a szekvenciat, kivalaszthatunk bizonyos HLA allélelket, és beallithatjuk a
peptid epitdp hosszat. A program sorra veszi a lehetséges peptideket, és megjdsolja az adott HLA-hoz
valé kapcsolddas affinitdsat (strong binder, weak binder). A NetMHCII 2.2 Server a HLA-DR, HLA-DQ,

HLA-DP molekulakhoz val6é peptid kétédét prediktalja mesterséges neuronhdlozati elven mikédé
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predikciés modszerrel. A peptid kotédés jésolhatd 14 HLA-DR allélre (ezzel lefedve a 9 ismert
ugynevezett HLA-DR szupertipust), valamint 6 HLA-DQ és 6 HLA-DP allére. A predikcios értékek nM
IC50 (a maximalis gatlé koncentracio 50%-a) értékben vannak kifejezve, és a hierarchikus sorrendbe
rendezés mellett ,er6sen” és ,gyengén koétédd” (strong binder, SB vagy weak binder, WB) peptid
jelzéssel vannak ellatva.

Masoljuk be copy-paste utasitédssal az alabbi oldalrél az alfa enolaz teljes aminosav szekvencigjat a
NetMHCII 2.2 oldalan talalhato, erre kijeldlt ablakba, és valasszuk pl. a lehetéségek kozil a HLA-
DRB1*0404 allélt, mely er6sen asszocial a rheumatoid arthritisszel. Kattintsunk a ,sort by affinity”
utasitas melletti kis négyzetre, és a ,submit” gombra val6 kattintassal kuldjuk el a feladatot a CBS
szerverére. A predikcid eredményét lista formajaban kapjuk meg, a 15 aminosavas, tehat MHC I
molekulahoz kétédni képes peptideket affinitas alapjan latjuk sorrendbe rendezve. Megfigyelhetd,
hogy a predikci6 mindéssze 5 er6sen kotédni képes (SB) peptidet azonositott az alfa enolaz
molekulan belll. Koézilik elsé helyen szerepel a 43-as aminosav poziciéban kezd6d6
EVILPVPAFNVINGG peptid, amely a predikcié szerint az adott HLA molekulahoz a leger6sebben
kotédik. A peptid epitép ,core epitope” részlete a VPAFNVING peptid, az a legrovidebb szekvencia,
melyre elengedhetetleniil sziikség van a peptid felismeréséhez, a ,core epitope” N és C terminalis
részén talalhaté ugynevezett ,flanking” régidkba esd aminosavak jelenléte vagy milyensége nem
elengedhetetlen feltétele a peptidfelismerésnek.

Kivalasztottuk tehat az EVILPVPAFNVINGG peptidet. Hasonldképpen elvégezhetjik a HLA kétédési
predikciot egyéb HLA allélekre, pl. a HLA-DRB1*0101-re, amely esetben szintén a fenti peptidet

kapjuk, mint leger6sebben kotédo részletét az alfa enolaznak.

A kdvetkez6 kérdés, hogy hogyan Iéphetiink tovabb ennek az informéaciénak a birtokaban?

Meglatogathatjuk példaul a http://www.peptideresource.com/custom-peptide.html weboldalt, amelyen

keresztul elérhet6k a megrendelésre szintetikus peptideket el6allitd cégek.

A megrendelésre készitett alfa enolaz peptidek mellett rendelhetiink kontroll peptideket is a cégtdl: pl.
azonos hosszu, azonos aminosav Osszetételli, de random aminosav sorrendl,vagy egy mas,
irrelevans fehérjébd szarmazo peptidet. Az elkésziilt szintetikus peptideket in vitro tesztelhetjik: a
beteg illet6leg kontroll személyek vérébdl izolalt fehérvérsejtekhez adva vizsgalhatjuk, indukalna-e a
betegekben specifikus mddon T sejt proliferaciot vagy citokin szekréciét. Ebben az esetben a beteg
vérsejtjei (pl. monocitai, dendritikus sejtjei prezentaljak az antigént a T sejtek szamara.

Alternativa lehet, hogy MHC tetramert (négy MHC molekula, pl. a HLA DRB1*0101 komplexét)
rendeljik meg egy cégtdl, mely olyan konstrukciét allit el6, melyben a 4 HLA molekula a peptidkoté
zsebében az altalunk megadott szekvenciaju peptidet tartalmazza, és egyben fluoreszcensen jeldlt. A
HLA tetramerhez kot6édd T sejtek a periférias vérben egyszeriien kimutathaték, ha a tetramer piros
fluoreszcens festékkel van jeldlve, és parhuzamosan a T sejtek azonositaséara pl. a zdld fluoreszcens

festékkel (pl. FITC-cel) jeldlt anti-CD3 antitestet alkalmazunk.

Ha nem az alfa enolazzal szembeni T sejtes, hanem a B sejt valasz érdekel benninket, akkor
végezhetink B sejt epitop predikciot is pl. az alabbi weboldalon. A B sejt epiép predikcié szamos
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szekvencia vizsgalat konszenzusos eredményén alapul, igy pl. az antigenitas, a hidrofobicitas és
hidrofilicitas vizsgalatanak, az egyes molekularis régiok flexibilitasanak, a szekunder szerkezetnek, a
csavar szerkezetnek, és a fehérje fizikokémiai paramétereinek figyelembe vételén alapul. Kétféle B
sejt epitopot ismerink, linearis és konformacios epitépokat. Mennyiben az adott fehérje 3D szerkezete
ismert, ugy lehet6ség nyilik a lehetséges B sejt epitdp azonositasara pl. felllet expozicid alapjan.
llyen esetben megjelenithetd a prediktalt epitépok 3D szerkezete. A linearis B sejt epitdépok
predikciéjanak elvégzését szolgaltatasként vallalja a megrendel6 szamara a fenti cég. A predikciojuk
altal azonositott epitopnak megfeleld szintetikus peptidekkel illetéleg azok indifferens fehérjével (pl.
KLH) vagy biotinnal konjugalt formajaval torténé immunizalast kévetéen pl. ELISA rendszerben

vizsgalhatjuk a B sejt epitopokkal szembeni immunreaktivitast.

Arra is van mod, hogy bioinformatikai eszkdzokkel szimulaljuk az immunrendszeri mikoddéseket (pl.
virusfertézés, AIDS). Az Immungrid honlapjan keresztlil végezhetink pl. virus, daganat,
atherosclerosis és leird modellek szimulacidjanak lehetésége kdzll valaszthatunk.

A virusfertdzések kozul az influenza, a HIV és az EBV fert6zés szimulalhaté. A tumor szimulacié
esetében daganatndvekedési szimulacié és emlSkarcinoma szimulacié végezheté.

Ha pl. a leir6 modellekt valasztjuk, és ezen belll is a szimulacio tipusaként kivalasztjuk a ,lymph node
WITHOUT infection” lehet6séget, majd a ,view results” gombra kattintunk, nyomon kévethetjiuk, hogy
a szimulacié eredményeképpen hogyan valtozik a nyirokcsomo. A kilénb6zd panelek azt jelzik, hogy
a dendritikus sejtek (DCs), B sejtek és TH sejtek szama hogyan valtozik az id6 fiiggvényében. Az AG
a szolubilis antigének beoltasanak, illetéleg a dendritikus sejtek antigénnel valo feltdltésének idejét
mutatja. Amint az antigén eléri a nyirokcsomat, a limfocita sirliség megné a B és T sejt bearamlas
megndvekedésének kovetkeztében. A legtobb antigént a dendritikus sejtek és B sejtek veszik fel,
amint az az antigénbemutato sejtek szamanak hirtelen megnévekedésébdl is lathaté. A DC-k hirtelen
novekedése késleltetett (szaggatott vonal a B panelben) a miatt, hogy T sejtek kostimulaciéra varnak.
Mig Uj antigéneket detektal, az immunrendszer aktiv marad: az 6ssz limfocita szdm monoton médon
ndvekszik 5x-ére, és a sejtek osztddasban maradnak, hogy erdsitsék a rendelkezésre all6 antigén-
specifikus T sejt poolt (l4sd a hosszu szaggatott vonalat a B és TH panelekben).

Az immunoldgia tantargy keretébe a félév soran emlitett szamos betegségnek (pl.CGD, asthma
bronchiale, APECED syndroma) a leirdsa, genetikai hatterének Osszefoglalasa az OMIM
adatbazisban talalhato, s mindez atvezet a Il. félévben oktatott genetika/genomika tantargy felé. Az
OMIM adatbazis az NCBI weblapjan keresztil érhetd el, a jobb oldalon olvashaté ,popular resources”
kozul valasszuk ki az OMIM-ot (Online Mendelian Inheritance in Man ). itt nem csak betegségekre
kereshetiink, hanem ugyanitt arra vonatkozé informaciét is szerezhetiink, hogy egy adott molekula
(illetve annak génje) mely human betegségekkel mutat asszociacioét. igy korabbi példanknal maradva,
ha beirjuk a keresd ablakba az alfa enolaz keres6 szavakat, szamos mas informacié kézott pl. azt is
olvashatjuk, hogy a fenti molekula, mint a Hashimoto encephalopathia egyik lehetséges autoantigénje

nincs adat.
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o/p T sejt

AIDS, Acquired immune

deficiency syndrome
A-CCP antitest

ACPA

ACR kritériumok

Adaptiv immunitas

ADCC

Adjuvans

Adoptiv immunitas

A-dsDNS

Affinitas

Affinitaskromatografia
Ag

Agglutinacio

AIDS
Aktiv immunitas

Akutfazis fehérjék

Allergén

FOGALOMTAR
(BUZAS EDIT)

T limfocita, mely o/ B T sejt receptor lancokat hordoz a felszinén. A T
sejtek tuinyomo tébbsége a/p T sejt.

A human immunodeficiencia virus (HIV) altal kdzvetitett megbetegedés
Anti-ciklikus citrullinalt peptid antitest: szintetikus ciklikus citrullinalt
peptiddel reagald antitest, melynek emelkedett szintje jellemz6 a

rheumatoid arthritisben szenvedd betegek jelentds részére

Anti-citrullinalt protein antitest, melynek emelkedett szérumszintje

rheumatoid arthritisre jellemzé

klasszifikacios
egységes

Kollégium (ACR)
megbetegedések

Amerikai Reumatoldgiai
kritériumrendszere autoimmun
diagnosztizalasara

Antitestek vagy T sejtek altal kdzvetitett immunvalasz

Antibody- Dependent Cell- Mediated Citotoxicity, antitestfliggd sejtes
citotoxicitasi reakcid, melynek alapjat ll-es tipusu tulérzékenységi
reakcio képzi

Immunizalas soran az oltéanyaghoz adott anyag, mely fokozza a
beoltott antigénnel szembeni immunvalaszt (pl. komplett Freund
adjuvans vagy Alumn).

Immunizalt szervezetbdl szarmazd sejtekkel nem immunizalt
szervezetbe atvitt immunitas

Anti-kettésszali DNS antitest (anti-double stranded DNA)

Molekulak kozti kotdéer6 (pl. egy antigén és egy antitest kdzott).
Asszociaciés konstanssal, mint egyensulyi allandéval jellemezhetd
(Ka).

Antigén izolalasi modszer, mely antigén-antitest kélcsénhatason alapul.
rovidités: antigén

Antigének  aggregacidos  reakcidja  antitestek  hatasara  (pl.
vorosvertestek, baktériumok esetében).

Acquired Immunodeficiency Syndrome
Antigénnek a szervezetbe jutasa kdvetkeztében kialakuld immunitas

Szérumfehérjék, melyek szintje fertézés vagy gyulladas sordn megné
(pl. C reaktiv protein)

Allergiat kivalté anyag (pl. penész)
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Allergia

Allogén

Allograft

Alternativ komplement
aktivalas

ANA
Anafilatoxin

ANCA

Anergia
anti-ENA
Antigén

Antigén determinans

Antigénbemutato sejt (APC)

Antihisztamin

anti-Jol

Anti-LA/SSB
Antinuklearis antitest

anti-Sm (Smith antigén)

Anti-SSA

Antiszérum

Antitest

Antitoxin

Allergének altal kivaltott, hizdsejt és bazofil granulocita degranuléciéval
jaro, IgE altal kozvetitett, I-es tipusu tulérzékenységi reakcion alapuléd
koérfolyamat.

Fajon belll mas egyedtdl szarmazé antigén

Atltetett szdvet/szerv, mely egy adott faj genetikailag nem azonos
tagjaitél szarmazik

A komplement aktivacio legdsibb utja, mely sordn aktivald felszini
kélcsdnhatasok enzimreakciok sorat triggerelik, s ez altal a komplement
rendszer aktivalodasahoz vezetnek.

Antinuklearis antitest, sejtmagkomponensekkel reagalé autoantitest

A komplement rendszer aktivalodasa kdzben keletkezett peptidek (C3a
és C5a), melyek hizésejt degranulaciét és gyulladasos sejt kemotaxist
kozvetitenek

Anti-neutrofil citoplazma antitest, autoimmun megbetegedésekre
jellemzé (pl. vasculitisekben el6fordulo), tobbnyire IgG tipusu, anti-
neutrofil granulocita citoplazma antigénekkel reagalé autoantitest.
PANCA: perinuklearis fest6dést adé ANCA; cANCA: granularis
citplazmatikus fest6édést ado ANCA

Antigénnel szembeni valaszképtelenség
Anti-extractable nuclear antigen, antinuklearis autoantitest
Immunvalaszt kivaltani képes anyag

Az antigén azon részlete, mely specifikus immunvalaszt indukal, mas
néven epitop

T limfocitaknak antigén eredetli peptideket sejtfelszini MHC I
molekulak segitségével bemutatdé sejtek (dendritikus sejtek,
makrofagok, B sejtek)

Hisztamin antagonista, mely legtébbszdér a hisztaminnak receptorahoz
valé kétédését gatolja.

Antinuklearis antitest, mely hisztidin t RNS ligdzzal reagal (pl.
polymyositisben, dermatomyositisben)

Antinuklearis autoantitest (pl. Sjégren szindromaban)

Autoantitestek, melyek magkomponensekkel
nukleoproteinekkel) reagalnak

(altalaban

Antinuklearis antitest, mely az snRNP-k core proteinjével reagal
Méasnévén anti-Ro, vagy anti-SSA/Ro vagy anti Ro/SSA. Antinuklearis
autoantitest, mely szamos autoimmun megbetegedésben kimutathaté
(pl. SLE)

Human vagy allati eredetli vérszérum, mely egy vagy tébb antigénre
specifikus antitesteket tartalmaz

Antigénekhez specifikusan kétédni képes immunglobulin molekula

Szolubilis toxinokat neutralizalni képes antitestek
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APC

APS

ASLT
Atopia
Autoantitest

Autograft

Aviditas

Autoimmun megbetegedés

Avidin

BAL

BALT

B limfocitak

BCG

Bence-Jones proteinek

(BJ proteinek)

Blaszt sejtek

Blasztos transzformacio

Booster

BSA
C régié
Capping

Carcinoembryonic antigen

CD

Cellularis immunitas

Antigén prezentalo sejt

Antifoszfolipid szindréma (mas néven ALPS), autoimmun tinetegytttes
Rovidités: antistreptolysin O teszt

Allergias hiperszenzitivitasra val6 prediszpozicio

Sajat antigénnel reagald antitest

Azonos személy szervezetén belll egyik helyr6l masikra atultetett
szovet

Tobb koétéhellyel rendelkezd antigén és a tdébb koétShellyel rendelkezd
antitest kdzotti egylttes kotéerd
reaktivitds kovetkeztében kialakulo

Sajat antigénekkel szembeni

megbetegedés

Tojasfehérjében el6forduld glikoprotein, mely igen nagy affinitassal koti
a biotint

Bronchoalveolar lavage, bronchoscopia soran a végzett
bronchoalveolaris 06blités, mely soran diagnosztikus célbdl kis
mennyiségli folyadékot juttatunk a tiidébe, majd eltavolitjuk

Bronchial- Associated Lymphoid Tissue, szekunder immunszerv

Limfocitak, melyek sejtfelszini immunglobulinokat expresszalnak, és az
antitestvalasz kialakitasaért felelések

Bacillus Calmette Guérin — tuberculosissal szembeni vakcina
hatdanyaga. Attenualt Mycobacterium tuberculosis var. bovis térzs

Myeloma multiplexben szenvedd betegek vizeletében talalhato

immunoglobulin kénnyl lancok

Citolégidban a prekurzor sejtek (részlegesen differencialt, tébbnyire
unipotens sejtek) elnevezésére hasznalt kifejezés.

Antigén vagy mitogén jelenlétében bekdvetkez8, morfolégiai és
biokémiai valtozasok sora, mely aktivalt T és B sejtekre jellemz8

Antigén ismételt, a primer szenzibilizalddast hdnapokkal-évekkel kévetd
szervezetbe juttatasa

Bovine Serum Albumin, szarvasmarha szérum albumin
Constans régi6, az immunoglobulin molekula C terminalis része

Sejtfelszini molekulak (pl. antigének
klaszterképzddése a sejt felszinének kis tertletén

vagy receptorok)

Magzati korban és tumorokban expresszalédé antigének.

Cluster of Differentiation.
molekulak, melyeket
azonositottak

A CD molekulak fehérvérsejt felszini
monoklonalis antitestek  segitségével

T sejtek és makrofagok altal kozvetitett immunvalasz
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CFU

CH50 unit

Concanavalin A, ConA

CTL

Citokinek

Citotoxicus T sejt

Coombs teszt

CRP

DAS

D-dimer

Delayed - type
Hypersensitivity

Dendritikus sejt

Degranulacié

Diapedesis

Disseminalt intravascular

coagulatio (DIC)

Dysgammaglobulinemia

EIA

ELISA

Endotoxinok

Eosinophilia

Colony Forming Unit, koléniaképzd egység
az a szérumhigitas, mely antitesttel fedett vorosvértestek 50 %-at lizalja
standard hemolitikus komplement assay-ben

Novényi lektin, mely mitogénként aspecifikus moédon elsGsorban a T
sejteket stimulal

citotoxicus T limfocita

Szolubilis polipeptidek, melyek sejtek kozotti  kdlcsdnhatasokat
kdzvetitenek, és sejtfunkcidkat szabalyozhatnak.

CD8+ T sejt, mely képes mas sejtek elpusztitasara

Vorosveértest felszini antigénekhez koétédni képes/kotdédd 1gG tipusu
antitestek kimutatasara szolgalé modszer (indirekt és direkt)

C reaktiv protein, akutfazisfehérje

A rheumatoid arhritis klinikai aktivitasanak jellemzésére alkalmazott
Disease Activity Score

Fibrin degradaciés termék, mely a véralvadék fibrinolizist kdvetd
degradaciojat kovetéen jon létre. Nevét onnan kapta, hogy két,
keresztkotott D fragmenst tartalmaz.

Kés6i tipusu tulérzékenység, IV-es tipusu, T sejtek altal kozvetitett
tulérzékenységi reakcio, melynek kialakulasahoz altalaban 2-3 nap
szikséges

Heterogén, nyulvanyos sejttipus, mely részben az antigének
felvételében, részben MHC és kostimulacios molekulak expresszidja
révén naiv T sejteknek torténd antigénbemutatasban jatszik kitiintetett
szerepet

Citoplazmaban tarolt granulumok kidrulése

Gyulladas soran sejtek érfalon keresztil torténé szdvetekbe vald
kilépése

A véralvadasi kaszkad érrendszeren bellli aktivalodasa, mely salyos
poszttranszfuzids szévédmény lehet.

Koéros gammaglobulin termelés, altalaban szelektiv immunglobulin
deficiencia

Enzyme immunoassay (szolid fazisu assay, egyik igen elterjedt altipusa
az ELISA)

Enzyme-linked immunosorbent assay, 96 Iyuku polisztirén plate-en
végzett igen elterjedt assay

Gram-negativ baktériumok sejtfalanak pathogén lipopolysaccharid
komponensei

A vérben emelkedett eosinophil sejtszam (pl. parazita fert6zés vagy
allergia esetén)
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Epitope

Epstein - Barr virus (EBV)

Erythema

Exotoxinok

Exudatum

Fab fragmentum

FACS

Fc receptor

FITC

Fluorescens antitest

Freund's adjuvans

voT sejtek
GALT

Gamma globulinok

Gammopathiak

Germinativ centrum

Graft-versus-host reakcid

Gut-associated lymphoid

tissue

H-2 komplex

Haptén

Helper T cells

Hemagglutinacio

Antigén determinans
Human herpeszvirus, a Burkitt ymphoma és a mononucleosis okozdja
Gyulladas soran jelentkezd vorésség a béron

Szolubilis toxinfehérjék, melyeket altalaban Gram-pozitiv baktériumok
termelnek (pl. botulinum toxin)

Gyulladas soran termel6d6 extracellularis folyadék, melyfehérjéket és
sejttérmeléket tartalmaz

A részlegesen emészett immunglobulin  molekula monovalens
antigénko6té fragmentuma. Konnyl lancbdl és a nehéz lanc N-terminalis
részébdl all.

Fluorescence activated cell sorter, aramlasi citométer

Az antitest molekulak Fc régidjat specifikusan kotni képes sejtfelszini
receptor

Fluorescein isothiocyanate- z6ld szinl fluoreszcens festék

Antitest, melyhez fluoreszcens festéket (pl. FITC-et) kotottink kémiai
uton

Olajbdl vagy olajbdl és hével eldlt Mycobacterium tuberculosisbél allo
adjuvans (inkomplett és komplett Freund adjuvansok)

T limfocitak, melyek y és & T sejt receptor lancokat expresszalnak
Gut-associated lymphoid tissue, szekunder immunszerv

Szérumproteinek csoportja, melyek elektroforézis soran a katdd felé
vandorol, és tdbbségében szérum immunglobulinokbdl all

Gamma globulinszintek kéros eltérései

A nyirokcsomék és 1ép azon terlletei, ahol a B sejtek osztédasa és
differencialédasa zajlik

Szovetdtiltetés soran jelentkezd reakcid, mely sordn az atlltetett T
sejtek felismerik és megtamadjak a recipiens szervezetet

Tapcstorna nyalkahartyajaval asszocialt nyirokszovet, szekunder
nyirokszerv, részei pl. Peyer's plakkok, appendix vermiformis és a
nyalkahartya szoliter tlisz6i

Egér MHC. az egér 17-es kromoszoman helyezkedik el, alrégioi: K, | és
D

Kis molekula, melydbnmagaban nem valt ki immunvalaszt, hacsak nem
kapcsoljuk egy immunogén hordozé (karrier) molekulahoz.

A T sejtek azon tipusa, mely f6 funkcidja mas T sejtek, B sejtek és
makrofagok mikddésének tamogatasa.

Vorosveértestek agglutinacioja
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Hemagglutinin

Hemolizin

High endothelial venule
(HEV).

Hisztamin

Histiocyta

HIV
HLA

Humoralis immunitas

Hibriddbma

Hiperszenzitivitas

Hipervariabilis régiok

Hypogammaglobulinemia

la antigén

ICAM

Idiotipus

Idiotipus halézat

Immundeficiencia

Immunelektroforézis

Immunogén

Immunglobulin

Barmely molekula (pl. antitest), mely voérosvértestek agglutinaciojat
idézi el6.

Barmely anyag, mely vorosvértestek lizisét idézi elé (t6bbnyire
ellenanyag)
Postcapillaris venula, melyet specialis kobds endothel sejtek bélelnek.

A keringé immunsejtek ezen erek faldn &t Iépnek ki a szekunder
immunszervekbe és szdvetekbe.

Biogén amin, mely bazofilek és hizdsejtek granulumaiban térolddik.
Gyulladasos mediator és immunregulator.

szbveti makrofag

Human Immunodeficiencia Virus, lentivirus, az AIDS okozdja.
Human Leukocyte Antigen — az emberi MHC elnevezése.

Testfolyadékokban oldott molekuldk (elsésorban) antitestek altal
kdzvetitett immunités.

Egy malignus partnersejt (altaldban myeloma sejt) és egy normal
antitesttermelé sejt szomatikus fazidjabdl Iétrejott immortalizalt,
egyetlen antitestféleséget termel6 sejt

Gyulladasos folyamat, melyet egy 6nmagaban artalmatlan antigénnel
szembeni immunfolyamat okoz

Az immunoglobulin vagy TCR molekula azon részlete, ahol a
legnagyobb aminosavszekvencia valtozékonysag figyelheté meg.

Olyan immudeficiencia, melyben valamennyi immunglobulin osztaly
alacsony mennyiségben van jelen a keringésben.

Egér MHC Il antigén

Intercellular  adhesion molecule, adhéziés molekula, az

immunglobulin szupercsalad tagja

Az antitest molekulak és T sejt receptorok hipervariabilis szakaszai
altal létrehozott egyedi, adott molekulara jellemzé
antigéndeterminansok, melyekkel szemben anti-idiotipus
immunvalasz alakulhat ki

Idiotipusok kozotti reakcidk sorozata, az anti-idiotipias antitestek és
az anti-anti-idiotipias antitestek, stb. Az immunvalasz
szabalyozasaban vesznek részt.

Csokkent immunmiikédéssel jaré allapot.

Elektroforézissel fehérjekeverék  elemeire bontasa, majd
immunodiffuzié segitségével egyes fehérjék azonositasa

Barmely anyag, mely immunvalaszt indukal.

Antitest, glikoprotein, mely az 1gG, IgM, IgA, IgD és IgE osztaly
valamelyikébe sorolhaté
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Immunfenotipizalas

Immunprivilegizalt hely

Immunfluoreszcencia

Immunszuppresszié

Interleukin (IL)
Isograft
Izotipus

Incidencia

J lanc

Kachectin

Karrier

Kationos peptidek

Kemotaxis

Keresztreakcio

Klasszikus komplement
aktivacio

Komplement fixaciés (CF)

teszt

Komplement rendszer

Kupffer sejt
Langerhans sejt
Lektin
Leukopenia

Light chain (L chain)

Az immunrendszer sejtjei altal expresszalt antigének kimutatasa (pl.
aramlasi citometriaval)

A szervezet azon helyei, ahonnan a belltetett szévet nem, vagy csak
nagyon lassan I0kédik ki (pl. ellls6 szemcsarnok, kozponti
idegrendszer)

Immunolégiai vizsgalat, melyben fluoreszcens festékkel konjugalt
antitestet alkalmazunk

Az immunvalasz gatlasa vagy megszintetése (pl. gyégyszerekkel)

Fehérvérsejtek altal termelt citokin
Genetikailag azonos személyek kozott atultetett szerv vagy szdvet
Az immunglobulin osztaly vagy alosztaly szinonim elnevezése

Az a kockazat, hogy egy adott id6 alatt hany Uj eset (betegség)
jelentkezik egy populacion belll

Révid glikopeptid, mely az IgM és IgA molekulakban a monomer
immunglobulinokat kapcsolja 6ssze

A Tumor Nekrozis Faktor (TNF) korabbi elnevezése

Immunogén makromolekula, melyhez haptént koétlink, és ezaltal
azzal szemben is immunvalaszt tudunk kialakitani

Antimikrobialis, pozitivan toltétt peptidek

Sejtek  vandorlasa névekvd

kemotaktikus  hatdsi  anyag

Egy adott antigénre specifikus antitestnek vagy T sejtnek egy tovabbi
antigénnel val6 reakcioja, mely epitépok hasonlésaga miatt jOhet
létre.

Antigén-antitest komplex altal triggerelt enzimreakcié sorozat, mely
révén a komplementrendszer aktivalodik

Egy adott antigénnel reagalé antitestek kimutatasara alkalmas assay
Szérum proteinek O6sszessége, melyek enzimkaszkadként egymast
aktivalva pathogének lizisét, opszonizacidjat eredményezik, és
gyulladaskelté hatasuak

A majsinusoidok makrofagja

A bér hamsejtjei k6zott talalhaté dendritikus sejt

Szénhidratkots fehérje (pl. ConA)

A vérben talalhaté fehérvérsejtszam koérosan alacsony volta

Kénnyl lanc, az immunglobulin molekula kisebb polipeptid lanc
tipusa, mely kappa vagy lambda tipusu lehet
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Lipopolysaccharid (LPS)

Lymphadenopathia
Lymphocytopenia

Lymphokine-activated
killer cells (LAK) sejt

Lupus antikoagulans

Makrofag

Major histocompatibility
complex (MHC)

MALT

Mantoux proba

Membrane attack complex

(MAC)

Memdria sejt

Mitogén

Monoklonalis antitest

Monocita
Monokinek

Mononuklearis fagocita
rendszer

Morbiditas

Mortalitas

Myeloma
Myeloma protein

Natural killer sejt (NK)

Gram-negativ baktérium endotoxinja

Nyirokcsomok kéros, tobbnyire megnagyobbodassal jaré elvaltozasa
A limfocitdk szamanak koérosan alacsony szadma. Atmeneti

lymphocytopenia kdézelmultbeli infekcié vagy kemoterapia hatasara
johet létre.

Citotoxikus és NK sejtek, melyek in vitro IL-2 hatasara aktivalédtak

Mas néven lupus antitest, LA vagy lupus inhibitor: plazmamembran
foszfolipidekkel és fehérjékkel reagalé antitest, mely pro-trombotikus
hatasu.

Monocyta eredetl nagy, fagocita sejt a szOvetekben.

Polimorf génkomplex az emberi 6. kromoszéma rovid karjan, mely
olyan sejtfelszini molekulakat kédol, amelyek a kiilénb6z6 egyedek
kozti atiltetett szovetek kilokédéséért felelések.

Mucosal Associated Lymphoid Tissue, szekunder immunszerv

Tuberculin  intradermalis  oltasaval
Mycobacteriélis antigénekkel
megitélését teszi lehetévé

végzett bérproba, mely
szembeni T sejtes immunitas

Multikomponens komplement komplex, mely a target sejt felszinén
alakul ki, pérust képez és lizist okoz

Hosszu életidejii T vagy B limfocita, mely antigénnel valé talalkozast
kdvetden alakul ki (a primer immunvalasz soran). Beldlik kiindulva a
szekunder immunvalasz gyorsabban alakul ki.

Barmely anyag, mely nyugvé sejtek proliferaciojat indukalja.

Egyetlen B sejtbbl/plazmasejtbdl kiindulva, tumor partnersejttel
végzett szomatikus sejtfuzid révén létrehozott hibriddma terméke.

Nagy, keringé fagocita sejt, a szoveti makrofagok prekurzora.
Makrofagok és monocitak altal termelt citokinek

A monocitakbdl és a belbluk differencialédott makrofagokbdl allo
rendszer

Azon személyek szama, akik adott szamu személy kdzul megkapjak
a szbéban forgé betegséget

Egy adott betegségre vonatkozé halalozasi
megbetegedési esetek szamahoz viszonyitva

aranyszam a

Plazmasejt tumor
Myeloma sejt altal termelt immunglobulin

Non-T, non-B limfocita, mely képes virusfert6zott és tumorsejtek
elpusztitasara
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Nehéz lanc (heavy chain,
H chain)

NK

Nude egér

Opportunista pathogén

Opszonizacio

Paracortex

Paratop

Passziv agglutinacio

Passziv immunizacio

Perforin

Phytohemagglutinin (PHA)

Plazmasejt

Poliklonalis gammopathia

Polimorfonuklearis

leukocita

PPD

Prevalencia

Primer immundeficiencia
Primer immunszervek
Primer immunvalasz

PCT (procalcitonin) teszt

Az immunglobulin molekula két lanctipusa koézul a nagyobb. Az
immunglobulin molekula két azonos nehézlancat diszulfid hidak kotik
Ossze egymassal

Révidités Natural killer cell, természetes 6l6sejt

Mutans egértorzs, mely thymus hianyos és szértelen
Alacsony virulenciaju mikroorganizmus, mely egészségeseket nem
betegit meg, azonban csdkkent immunvédekezésli személyekben

betegséget okozhat

A fagocitdlandd antigén (pl. baktérium) antitesttel
komplementtel valé fedése, mely elésegiti a fagocitozist

vagy

A nyirokcsomo cortex és medulla régidinak hataran talalhaté T sejtes
area

Az immunglobulin antigénkoté helye,
epitoppal

mely komplementer az
Partikulak agglutinacioja, melyet a fellletiikon talalhaté antigénekkel
szembeni antitestek idéznek el6.

Egy adott szervezetnek mas szervezetb8l szarmazo6 antitestek vagy
immunsejtek atvitelével torténd immunizacioja

T-sejtek és NK sejtek altal termelt molekula, mely polimerizalédva és
target sejtek membranjaba sulllyedve porusokat hoznak létre a
sejtmembranban

Novényi eredetli lektin, mely mitogén hatasu

Végdifferencialt B-sejt, mely nagy mennyiségben képes szolubilis
antitestet termelni

A szérumban nagy mennyiségl immunglobulin eléfordulasa. Ezek az
antitestek sok killénb6zd specifitasu, kildnb6zé klon termékei

Fehérvérsejt granularis citoplazmaval, mely lehet neutrofil, bazofil és
eozinofil sejt

Purified Protein Derivative, a tuberculin szinonimaja. A PPD olyan
precipitatum, melyet sterilizalt és betdmeényitett kultirak szlrletébdl
hoznak létre

Egy populacion belll egy adott betegségben szenved6 6sszes eset
gyakorisaga

Oroklétt immundeficiencia

A limfocitak érésének helye, a thymus és a vords csontveld

Az antigénnel valé elsd talalkozaskor kialakulé immunvalasz

A prokalcitonin a Ca2+ homeosztazis szabalyozasaban kitlintetett
szerepet jatszo kalcitonin prekurzora, melynek szintje bakteriadlis
fertézésekkel jaré proinflammatorikus hatasra jellegzetesen megnd,

mikdzben virusfertézés vagy nem fertézéses gyulladas esetén szintje
nem valtozik jelentés mértékben.
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Prediktiv érték
Prediktiv marker
Prognosztikus érték

Radioallergo sorbent test
(RAST)

Radioimmunoassay (RIA)

Radioimmunosorbent test
(RIST)

Raynaud jelenség

Reagin

Rejekcio
Reticuloendothelialis
systema (RES)
SLEDAI

Specifitas

Szekunder rejekcio

Szekunder immunszervek

Szenzitivitas

Szenzitizacio
Szerologia

Szérumbetegség

SRBC

Splenomegalia

Systemic lupus
erithematosus (SLE)

Diagnosztikus tesztekben azok ardnya, akiket a vizsgalat pozitiv
eredménye helyesen diagnosztizalt

Mely 6nalléan képes megjésolni pl. egy adott therapiara adott valaszt
Mely képes 6nalléan megjosolni a klinikai lefolyast

Radioimmunoassay,
mérhetd

mellyel egy adott antigénnel reagalé IgE

Antigén-antitest  kdlcsdénhatdson  alapulé6 mddszer,
radioaktivan jelzett molekula felhasznalasara kerul sor.

melyben

Szolid fazisu radioimmunoassay, mellyel igen kis mennyiségl IgE is
detektalhato

A kéz- illetbleg labujjakon epizodikusan jelentkez6, vasospasmussal
jard elfehéredés, melyet pl. hideg provokacidé (vagy esetenként
emocionalis stressz) valt ki.

Allergoldgusok altal hasznalt elnevezése az IgE molekulanak

Atiiltetett szovetek vagy szervek kilokédése humoralis és/vagy
cellularis immunreakciok kévetkeztében

Fagocita sejtekbdl alldé halézat, melynek legfontosabb tagjai a
makrofagok

Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index

Diagnosztikus teszt esetén azt mutata meg, hogy a vizsgalt
egészséges mintak hany %-a bizonyul negativnak

Allograft felgyorsult rejekcidja mar immunizalt recipiens esetében.

A B és T sejtek antigénnel valo talalkozasi helye, ahol aktivalédasuk,
proliferaciojuk és differencialédasuk zajlik antigén hatasara.(pl. 1ép
vagy nyirokcsomok).

Diagnosztikus teszt esetén azt mutatja meg, hogy a betegek hany %-
a bizonyult a teszt soran pozitivnak

Immunvalasz antigénnel térténd indukcidja
Antitestek kimutatasa és mérése

lll-as tipusu tulérzékenységi reakcid, mely idegen szérum
szervezetbe juttatasat kovetéen alakul ki annak kovetkeztében, hogy
immunkomplexek jonnek létre a véraramban, melyek gyulladdsos
reakciét alakitanak ki. Nagy doézisu idegen savdval (pl. lésavoval)
végzett terapia utan jelentkezethet.

Sheep Red Blood Cells (birka vérosvértest)

Lépmegnagyobbodas, mely pl. hemolyticus anaemiaval, portalis
hypertensioval, leukémiaval és lymphomaval tarsulhat.
szisztémas

Szisztémas  autoimmun

erythematosus

megbetegedés, lupus
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T sejt

T-dependens antigén

T-independens antigén

Titer

TNF blokkold

Tolerancia

Tuberculin

Vakcinacio

Variabilis régié

Vasculitis

We (Westergren)

Xenograft

Thymusban érg, T sejt receptort hordozé limfocita tipus

Olyan antigén, amellyel szembeni antitesttermeléshez T helper
sejtek altal termelt citokinekre van sziikség

Olyan antigén, mely esetében az antitesttermelés T helper sejtek
altal termelt citokinek hianyaban is végbemegy. Az ily médon termelt
antitestek tébbnyire IgM tipusuak.

Annak a legnagyobb higitdsnak a reciproka, mely mellett még
mérhet6 az immunreaktivitas

Monoklonalis antitestekkel (pl. Infliximab) illetéleg receptor fuzios
fehérjével (pl. Etanercept) végzett TNF gatlas, melyet bioldgiai
terapiaként szamos autoimmun megbetegedésben (pl. rheumatoid
arthritisben) alkalmaznak

Csokkent vagy hianyzé immunvalaszképesség egy adott antigénre

A Mycobacterium tuberculosis, a M. bovis vagy a M. avium kivonata
(protein frakcidja), melyet bérprobaban alkalmaznak

Antigénnek/vakcinanak a bevitele annak érdekében, hogy protektiv
immunitast hozzunk létre egy adott fert6z6 agenssel szemben

Az B sejt receptor (immunglobulin) és a T sejt receptor azon része,
melynek aminosav sorrendje molekulanként valtozik

Az erek falat érintd heterogén gyulladasos megbetegedések
Osszefoglalé neve

A vorosvértest sullyedés mértéke

Idegen fajbdl szarmazé transzplantatum
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7TM receptorok:

AChR:
ADC:
ADCC:
AID:
AIRE:
ANA:
APC:
APECED:
APRIL:
BAFF:
BALT:
BCR:
BrdU:
BSE:

CALLA:

CBA:
CCL19:
CCL2:
CCL20:
CCL21:
CCP:
CD:
CD62:

CFU-GEMM:

CHO:
CMT:
ConA:
CPPs:
CXCL12:
CXCL13: B
DC:
DMSO:
DNS:

ROVIDITESEK

7 transzmembran domainbdl allé membranreceptor-csalad
Acetilkolin receptor

Analog-to-Digital Converter (analdg digitalis atalakito)
Antibody-dependent, cell-mediated cytotoxicity

Aktivacio indukalt citidin deaminaz

Autoimmune regulator

Antinuklearis antitest

Antigén prezentald sejt (antigen presenting cell)

Autoimmun polyendocrinopathia, candidiasis, ectodermalis dysplasia
A proliferation-inducing ligand

B-cell activating factor

Bronchus-associated lymphoid tissue

B-sejt receptor

5-brém-2’-dezoxiuridin (timidin-analég)

Bovine spongiform encephalitis =szarvasmarha szivacsos
agyvelégyulladas

Common Acute Lymphocytic Leukemia Antigen (k6z6s akut limfoid
leukémia antigén)

Cytometric Bead Array (mikrogydngy—alapu detektalé rendszer)
Macrophage inflammatory protein-3-beta (MIP-3-beta)
Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)

Macrophage inflammatory protein-3 (MIP-3-alpha)

Secondary lymphoid-tissue chemokine (SLC)

Ciklikus citrullinalt peptid

Cluster of differentiation

Selectin

Colony forming unit - granulocita, eritrocita, monocita, makrofag
Chinese hamster ovary =kinai hdrcsdg ovarium sejtvonal)
Célzott molekularis terapia

Concanavalin A

Cell penetrating peptides, sejt-permeabilis peptidek

Stromal cell-derived factor-1 (SDF)

Lymphocyte chemoattractant (BLC)

Dendritikus sejt (dendritic cell)

Dimetil-szulfoxid

Dezoxiribonukleinsav
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EALT:

ECIS:
EDTA:
EdU:
ELISA:
ER:
ERK:
Fab:
FACS:
FALS:
Fc:
FCM:
fMLF/fMLP:
FRET:

FS/FSC:
GAG:
GALT:
GFP:
afp:
HAMA:
HAT:
HEPES:
HGPRT:
HIV:
HLA:
HUGO:
ICAM:

IL-1b:
iINOS:
IP3:
IPEX:
ITP:
JAM:
LAD:
LALT:
LFA-1:
LPS:

Eye-associated lymphoid tissues: Conjunctiva [CALT], Lacrimal Duct
[LDALT] associated lymphoid tissues)

Electric cell-substrate impedance sensing
Etilén-diamin-tetraecetsav

Etinil dezoxiuridin (timidin-analég)

Enzyme-linked immunoassay

Endoplazmas retikulum

Extracellular-signal-regulated kinase

Az immunglobulin molekula variabilis régioja
Fluorescence-activated cell sorting

Forward angle light scatter (eléreszéras)

Az immunglobulin molekula konstans régidja

Flow cytometry (aramlasi citometria)

Formil Met-Leu-Phe

Fluorescence resonance energy transfer (fluoreszcencia
energiatranszfer)

Forward scatter (el6reszéras)

Glucose amino glycane

Gut-associated lymphoid tissue

Green Fluorescent Protein (Z6ld Fluoreszkald Fehérje)
Z06ld Fluoreszkal6 Fehérjét kodold gén

Human anti-mouse antibodies
Hipoxantin-aminopterin-timidin
Hidroxi-etilpiperazin-szulfonsav
Hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz

Human Immunodeficiency Virus (emberi immunhianyt el6idézé virus)
Human leukocita antigén

Human Genome Organization

Intercellular adhesion molecule (CD54)

Immunoglobulin

Interleukin 1 beta

Indukalhat6 nitrogénoxid szintaz

Inozitol tris-phosphate

Immun dysregulacio, polyendocrinopathia, enteropathia, X-hez kotott
Immun trombocitopenia

Junctional adhesion molecule

Leukocita adhézios deficiencia

Larynx-associated lymphoid tissue

Lymphocyte functionassociated antigen (CD11a/CD18)

Lipo-poliszacharid
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MAC: Membrane attack complex

MACS: Magnetic-activated cell sorting = magneses sejtszeparalas
MAPK: Mitogen-activated protein (MAP) kinase

MDR: Multidrug rezisztencia

MEK: MAP kinase kinase

MEKS3: MAP kinase kinase3

MEKK: MAP kinase kinase kinase

MG: Myasthenia gravis

MRD: Minimal residual disease (maradék leukémia)

MTT: 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid
MuSK: Muscle specific kinase

MV: Mikrovezikula

NALT: Nose-associated lymphoid tissue

NK sejt: Natural killer sejt (természetes 6l6seijt)

NO: Nitrogénoxid

PAMP: Patogén-asszocialt molekularis mintazat (pathogen-associated

molecular patterns)

PECAM-1: Platelet endothelial cell adhesion molecule (CD31)
PHA: Phytohaemagglutinin

PI: Propidium jodid

PIP2: Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

PLC: Phospholipase C

PMT: Photomultiplier tube (fotoelektronsokszorozd)
PRR: Mintazat-felismerd receptorok (pattern recognition receptors)
PSLG-1: P-selectin glycoprotein ligand-1 (CD162)

QC: Quality control (min&ségellendrzés)

RA: Rheumatoid arthritis

RALS: Right angle light scatter (oldalszéras)

RF: Reuma faktor

RFLP: Restrikcids fragment hossz polimorfizmus

RN-az: Ribonukleaz

RNS: Ribonukleinsav

ROI: Reaktiv oxigén intermedier

SALT: Skin-associated lymphoid tissue

SEREX: Serological identification of recombinantly expressed clones
SLE: Systemas lupus erythematosus

SNP: Single nucleoide polimorphism

SPA: Spondylitis ankylopoetica

SS/SSC: Side scatter (oldalszéras)

TCR: T-sejt receptor
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TLR:
TNFa:
TSH:

TUNEL:

VALT:
VCAM:
VLA4:

Toll like receptor

Tumor necrosis factor alfa

Thyreoidea stimulalé hormon

Terminal DeoxynucleotideTransferase dUTP Nick End Labeling
Vascular-associated lymphoid tissue

Vascular cell adhesion molecule (CD106)

Very late antigen-4 = integrin alphadbetal (CD49d/CD29)
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