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Humoralis immunvalasz - Osszefoglalas

1. A humoralis immunvalaszban a B-sejtek kilonb6z6 modokon vesznek részt, amit eltérd
eredetik (B-1/B-2) vagy elhelyezkedésuk (follikularis/FoB vagy marginalis zona/MzB)
hataroz meg. Az immunvalasz soran az aktivalt B-sejtek plazmasejtes vagy memoria B-
sejtes iranyu differencialédason mennek at.

2. A B-1 sejtek altalaban folyamatos 6nmeguijitas és kdzvetlen plazmasejtes atalakulas
soran vesznek részt antitest-termelésben. A B-2 sejtek antigén-felismerd (FoB) vagy
antigén-transzportal6é (MzB) sejtként vesznek részt az immunvalaszban, ennek soran a B-
sejtek antigén-prezentald sejtként seqitik el a megfeleld follikularis T helper sejtek (IL-
21+ TFh) kivalasztasat és érését.

3. AB-sejt valasz kivaltasaban az antigén szerkezete/tipusa és a nyirokszoveti
mikrokdrnyezet meghatarozo jelentéségi, a folyamatban a BcR altali antigén-kotés
mellett nem-klonalis receptor-ligand parok vesznek részt (citokinek és receptoraik,

aktivacios molekulak és partnereik).

El6adas ismétles 1.



Humoralis immunvalasz - Osszefoglalas

4.

A T-independens antigének a nagyszamu B-sejt receptor egyidejl keresztbekotéseével
kozvetlen plazmasejtes érést valtanak ki a nyiroktuszdkon kivuli tertleteken, ami soran
tulnyomoreészt IgM-termeld rovid élettartamu plazmasejtek alakulnak ki.

T-dependens antigénekkel szemben a B-sejtek aktivacidjat TFh sejtek altal nyujtott
szignalok (CD40L, CD28, citokinek), valamint megvaltozott kemokin-preferencia segiti
el6, az aktivalt B-sejtek (centroblasztok) osztodasat a follikularis dendritikus sejtekkel
(FDC) kialakitott kontaktus tartja fenn.

A centroblasztok BcR V-régiojanak AlD-kozvetitette pontmutacioja a FDC altal prezervalt
antigénekhez (iccosoma) valé kapcsolddason keresztll el6segiti a nagy affinitasu
centrocitak tulélését és memoriasejtek képzddéseét. A centrocitak transzkripcionalis
szabalyozasa (Pax-5/BLIMP-1) meghatarozza a memoria B-sejt vagy plazmasejt iranyu
differencialédast, a T-sejtek altal képzett citokinek iranyitjak a plazmasejtek altal termelt Ig

nehéz lanc izotipusat.

El6adas ismétles 2.



A szerolégia fogalma

A vérszérum és mas testnedvek laboratériumi vizsgdlata, a gyakorlatban els6sorban az
azokban talalhaté antitestek kimutatasat értik alatta.

Emlékeztek?
— Veérplazma: alvadasgatolt vér fellliszéja
— Vérszérum: alvadt vér fellliszéja
Ezek is antigén-antitest reakcion alapulnak (mindkett6 kimutathatd).
Milyen modszerek tartoznak ide?
— Precipitacion alapulék
— Agglutinacion alapuldk
— Immunoassay vizsgalatok (ELISA, ELISPOT, radioimmunoassay, stb., lasd jové héten)
— Immunoblot technikak (Western blot, Dot blot, lasd jov6 héten)
— Indirekt immunfluoreszcens mikroszkodpia
F6bb klinikai felhasznalas:
— Fert6z0 betegségek diagnosztikaja (pl. a korokozok ellen termelt antitestek kimutatasa)
— Autoimmun betegségek diagnosztikaja (kdros autoantitestek kimutatasa)
— Immunhianyos allapotok diagnosztikaja (antitestek szintjeinek mérése)
— Veércsoport meghatarozas



Specificitas, szenzitivitas

FN = Fals negativ
FP = Fals pozitiv

Hatarerték Fogalmak:[1]

! o Val4di negativ
Specificitas = -
Osszes negativ

i
Negativ 4m|m) Pozitiv
|

e .l Valédi pozitiv
Szenzitivitas = — —
Osszes pozitiv

Az idealis vizsgalat 100%-os
szenzitivitassal és specificitassal
rendelkezik, de ilyen vizsgalat
NINCSEN.
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Fals pozitiv
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Fals negativ
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l On nem
varandos.




Antitest
mennyisége

Antigén Antitest
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Precipitacio
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Precipitatum
képzbdik

Antitest Ekvivalencia Antigén
tulsuly zOna tulsuly
Antigén >

mennyisége

Ha az oldatban [év6 antigén
mellett megfelel6 aranyban
van jelen az azt felismerd
antitest is, akkor nagyobb
fehérje komplexeket hoznak
|étre.

A nagyobb komplexeknek
csokken az oldékonysaga és
kicsapddnak (precipitacio).

Ezen alapul:
* Immundiffazioé
*  Immunelektroforézis



Immundiffuzio I.

Radialis immundiffuzio .
Az antigén

korkoros
diffuzidja
Antitest az Y
ogar élbe™ /8 Antigén
agyazva &

Precipitaciods iv

Kettés immundiffuzio

Antigén

Antitest

Precipitacio

Egyszerlen kivitelezhetd, de
ma mar elavult technikak.



Immundiffuzio Il.

Mancini-féle21 radialis immundiffuzié:

Az agar gél egyenletes koncentracioban
tartalmaz antigént. Hozzaadjak a vizsgalt
szérumot, az abban talalhatdé antitest kor
iranyba elkezd diffundalni. Amint az
antigén-antitest arany eléri az idealis
tartomanyt, kicsapddnak.

Szemikvantitativ modszer.

Ouchterlony-féle!3! kettés immundiffizio:

A gél kozéps6 rése az antigént, a
koralotte talalhatd rések pedig a
kiilonb6z6 szérumokat tartalmazzak.
Ahogy az antigén és a szérumokban
talalhatd antitest egymas felé diffundal,
precipitacios iveket hoznak I|étre.
Szemikvantitativ moddszer.



Fehérje elektroforézis

Aramforras

Az elektromos  toltéssel bird
molekulak, koztik a fehérjék s,
elektromos er6tér hatadsara a
toltésikkel ellentétes podlus iranyaba
vandorolnak.

A vandorlasi sebességlik fligg:

— A kbzeg ellenallasatdl
(standardizalhatd)

— Az alkalmazott fesziltségtdl
(standardizalhatd)

— A fehérjék  méretétél és
toltésétol (utébbi pH-fiiggo)
Az eltér6 sebességgel futd fehérjék
igy fizikailag elvalaszthatdk.
A kozeg lehet:
— Szilard (pl. papir, nitrocellulz)
— Fél-folyékony (pl. agardoz vagy
poliakrilamid gél)
— Folyékony



Szérum protein elektroforézis

A vérszérumot enyhén alkalikus kdozegben futtatjak, ilyen korilmények kozott a
szérum fehérjék tobbsége a pozitiv elektroda felé mozdul el, lathatova pedig

nem-specifikus fehérje festékekkel teheték.!4!

Minta

¢ 3 Albumin

egmme, al-globulinok
“@Ees a2-globulinok

«mms B-globulinok

1 y-globulinok

Arne Tiselius

1948-as Kémiai Nobel-dij:

,Az elektroforézis és az adszorpcios
analizis terén végzett kutatasaiért,
kiilonos tekintettel a szérum fehérjék
komplex természetét feltaro
eredményeiért.” >




Agarose gél elektroforézis
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Szérum elektroforézis analizise

Néhany példa az egyes frakciokban futd Alb
fehérjékre:[®!] —
— Alb al a2 ¥
* Legnagyobb frakcié az albumin. {,
* al-globulinok: ‘

— al-antitripszin P

— Szérum amiloid A P

— Retinol-kot6 fehérje
— Transzkortin 4,
a2-globulinok:

— Coruloplazmin

— Angiotenzinogén

— Haptoglobin

Szérum elektroforézis normalis
mintazata és az abbdl készilt

* P-globulinok: denzitometrias diagram.
— B2-mikroglobulin
— Transzferrin Gyulladasos citokinek hatasara (pl. TNFa, IL-1, IL-6) az akut

fazis reakcio soran a termelésuik:

* Novekszik (pozitiv akut fazis fehérjék, legf6bb
képviselGjik a CRP, ami a B- és a y-frakcidé kozott futl’-1)

e Csokken

— Plazminogén
y-globulinok:
— Immunglobulinok



Példak koros szérum elektroforézisre |.

Poliklonalis gammopathia

MB

Tobb B-sejt klon altal termelt
immunglobulin tobblet, valamilyen
gyulladasos folyamat all mogotte:l7!

* Fert6zés

* Autoimmun betegség

* Daganat

 Majbetegség (pl. hepatitis, cirrhosis)

Monoklonalis gammopathia

!
/

,M” csucs

~
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Egyetlen B-sejt klon altal termelt

immunglobulin  tobblet, plazmasejtes

daganat all mogotte:l7!

* Myeloma multiplex

* Waldenstrom macroglobulinaemia

* MGUS (Monoclonal gammopathy of
undetermined significance)




Példak koros szérum elektroforézisre |l.

al-antitripszin hiany!

g Csokkent al-globulin
5 frakcid

it Wa . Y
PAS-reakcioval pozitiv, felhalmozddott
A1AT szemcsék hepatocytakban.

al-antitripszin (A1AT):

 Majban termelédik.

* A neutrophilek altal termelt elasztazt
semlegesiti a gyulladasos reakcidkban.

al-antitripszin deficiencia:

* Genetikai betegség.

e Nem szekretalddik, hanem a majsejtekben
felhalmozodik az al-antitripszin.

« A vérben jelent6sen csokken a szintje, ami
mar fiatalkorban szov6dményekhez vezet:

l

» Majkarosodas (felhalmozddd A1AT miatt)

* Tiudokarosodas (hianyzd A1AT miatt a tidében
zajlé  gyulladasos folyamatok fokozottan
karositjak a tiid6szovetet)

* Kronikus hasnyalmirigy-gyulladas (hianyzé
A1AT miatt)



Egyeb testfolyadékok elektroforeézise

Liquor cerebrospinalis (CSF)

Kontroll CSF

l ' Beteg CSF
{ e 5
! ' l ' Kontroll szérum

Beteg szérum
aIbumm V- globulin

Vizelet elektroforézis:

Myeloma multiplex gyanuja esetén, szérum
elektroforézissel egy id6ben veégzik, a vesében
korosan filtralddd immunglobulin  konnyd
lancot (Bence Jones fehérjell1]) keresik.

A beteg esetében tobb, kulonbozé
csik  latszik a gamma-globulin

— frakcidban, ami azonban eltér a

szérumaban talalhatd mintazattol.

Koros immunglobulin  termel&dik
helyileg a kozponti idegrendszerben.
(oligoklondlis gammopathia, pl.
sclerosis multiplex esetén!®!)

Hattér informacié: Az immunglobulinok
normalisan nem jutnak at a vér-agy
gaton.[10



Elektroforézis

Immunfixacio

!
/

,M” csucs

/

Anti-human

LB

Anti-1gG @
Anti-IgA @

Anti-IgM |@

Anti-k @
Anti-A @

1. Tobb parhuzamos szérum elektroforézist
végeznek ugyanabbdl a betegmintabdl.113]

2. Ezt kovetben az egyes megfuttatott géleken
antitestekkel mutatnak ki meghatarozott
fehérjéket. (A hozzaadott antitest az antigénnel
precipitatumot képez, mely vagy szabad
szemmel, vagy valamilyen festék hozzaadasaval
|lathatd. Az antigének az esetek tobbségében
maguk a human immunglobulinok.)

Felhasznalas:

« Altaldban plazmasejtes daganatok
diagnosztikdja a rajuk jellemz6 koros
monoklondlis antitestek (,paraprotein”)
kimutatdsan keresztlil a szérumban.[14]

lgG K izotipusu monoklonalis ellenanyagot
termel6 myeloma multiplex



Immunfixacio Il.

1. 2. 3. 4.

1. Normalis szérum Albumm b‘. . Q¥ .

2. Myeloma multiplex IgG paraproteinnel

3. Waldenstrom macroglobulinaemia IgM
paraproteinnel

4. Myeloma multiplex IgA paraproteinnel | .’
b ‘\'IQA
| N M

\

Normal 106

Korulirt csonthianyos gocok a koponyardl készilt
rontgenfelvételen myeloma multiplexben.[1>]



Immunfixacio
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Nefelometria, turbidimetria

Az oldatban talalhaté makromolekulak (pl.
immunkomplexek) a molekulatomegikkel

aranyosan szorjak a fényt.

- ! e — Spektrofotométer
| .. (turbidimetria)
- i 5
: ii Lencse = Nefelométer segitségével a fényszdras
\ alapjan azonosithaté a  vizsgalt
Fényforras : Szemkozti komplex, turbidimetria esetén pedig a
£ detektor klivettan atjutott fény intenzitasanak
—-D (nefelometria) csbkkenését mérik.[18.
Detektor

(90°-0s fényszoras,
nefelometria)
Felhasznalasuk: Immunkomplexek
mérése, pl. 6ssz IgA, IgM, 1gG szintek
meghatarozasa, konny( lanc szint
mérése (pl. myeloma multiplexben)



Agglutinacio

 Ha az antitestek nagyobb partikulumokat (pl. sejteket, latex gyongyoket) kotnek
keresztbe, azok Osszecsapzddnak. = agglutinacio (ha vorosvérsejtek csapzodnak

0ssze, akkor hemagglutinacio)

e Az agglutinacio az antitestek egyik élettani funkciodja is, a korokozok agglutinacidja
hatraltatja a fertzések terjedését.[19!]

* Lehet direkt vagy indirekt, illetve aktiv vagy passziv.
 Szamos laboratériumi teszt agglutinacion alapul, melyek szabad szemmel is

lathatok.
2 ¥
™ ‘
b 4 Anti-B
5 @
LY
7 4]

@

Anti-,A” IgM  VorGsvérsejt  Hemagglutinacié Vércsoport meghatérozds:
»A” antigénnel A, Rh(D) pozitiv

Control



Az agglutinacio élettani szerepe




Direkt vagy indirekt

Direkt agglutinacio: Indirekt agglutinacio:

@ -

<

Epitopok

..(

Ugyanaz az antitest képes keresztbe * Egy masodlagos antitest koti keresztbe a
kdtni a partikulumokat. részecskéket.

Az IgM izotipusu antitestekre jellemzé.



Aktiv vagy passziv

Aktiv agglutinacio:

Passziv agglutinacio:

A sejt a sajat, sejtfelszini antigénjével < A reakcidban résztvevé hordozd
vesz részt a reakcidban. részecskére mesterségesen van rakotve
e Példa: az antigén.
e Veércsoport meghatarozas * Példa:
 Bakteridlis  sejtfelszini  antigén * Latex agglutinaciés tesztek (lasd
kimutatasa

kovetkez6 diakon)



Az agglutinacio orvosi jelentdsége

Az antitestek egyik élettani funkcidja, a korokozok elleni védelem része.

Bizonyos kdrallapotokban (pl. autoimmun haemolyticus anaemia, AIHA) in vivo is
|étrejohet hemagglutinacio.

Diagnosztikai tesztek:
— Latex agglutinacids tesztek:
e Autoimmun korképek (autoantitestek kimutatdsa)

* Fertozések (korokozd antigénjét vagy az ellene termelt antitestet
mutatjak ki)

* Egyéb fehérjék (pl. CRP, hCG, D-dimer) kimutatasa
— Hemagglutinacids tesztek:

* Vércsoport meghatarozas

¢ Coombs-teszt

* Hemagglutinacids assay
— Hemagglutinacié-gatlason alapuld vizsgalatok:

* Virus hemagglutininek azonositasa

* Virus hemagglutinineket neutralizalé antitestek tesztelése



V4 e [/

Latex agglutinacios teszt

Latex gyongyok felszinére van kotve a
reakcidban résztvevs antigén/antitest.

::';'T;f}”'?? i
‘ Ha a hozzaadott mintaban jelen van a

, Pozitiv  Negativ vizsgdlt antitest/antigén, akkor az a
‘ gyongyok Gsszecsapzodasat idézi eld.

Felhasznalas:
e Autoimmun korképek diagnosztikaja, pl.:
* Rheumatoid arthritis (rheumatoid faktor, RF201) | SLE (kiilonb6z6 autoantitestek)
* Fert6z6 betegségek diagnosztikaja
* Koérokozo elleni antitestek kimutatasa (pl. anti-streptolizin O antitest, ASO/AST!21.)
* Bakterialis antigének kimutatasa
* Egyéb fehérjék kimutatasa, pl.:
» C-reaktiv protein (CRP, akut fazis fehérjel22), D-dimer(23-1 (vérrogképz6dés jele
lehet), human choriogonadotropin (hCG, terhességben)



Terhességi gyorsteszt

Pozitiv

hCG— o™

¥

Mobilis enzim-

jeléltlagrgi-hCG &ﬁ.ﬁ
]

Kotott anti-hCG

\

3
"

Kotott anti-1gG
™~

—

Negativ

— Vizelet ~

f—

A megtermékenyulést kovetéen az embrio
altal termelt hCG megjelenik a vizeletben.

l

A hCG szamos immunoldgiai maodszerrel
(ELISA,  agglutinacié) kimutathaté, a
gyorstesztek kromatografian alapulnak.[24!

Csik akkor jon létre, ha megkotédik az
enzim-jelolt antitest. Ha nincs hCG a
vizeletben, akkor ez csak a kontroll
esetében kovetkezik be és egy csik lathato.



Agglutinacio gyakorlat

Gyakorlat menete:

1. Az asztalokon kilonb6z6 latex agglutinacids kitek vannak kihelyezve.
2. Szérumminta nincsen, csak a kithez adott negativ és pozitiv kontrollt vizsgaljatok.

3. A kit leirasa szerint kulon karikakba cseppentsetek egy-egy cseppet a negativ és a
pozitiv kontrollbdl is.

Keverjétek dssze a mellékelt palcikakkal vagy dontogessétek.
5. Kisidd elteltével a pozitiv kontrollban szemmel lathato agglutinacié megy végbe.

'y g

HUZZATOK KESZTYUT!




Direkt Coombs-teszt (DAT(2>.])

Vérvétel + Anti-human immunglobulin
% antitest

Beteg vordsvérsejtjein koros Hemagglutinacié
autoantitestek

In vivo hemagglutinacid
Felhasznaldsa: Immun-medialt haemolysisek diagnosztikaja,!261 pl.:  AIHA-s betegben.

* AIHA (autoimmun haemolyticus anaemia, anaemia=vérszegénység)

* Erythroblastosis foetalis (Alloimmun magzati haemolyticus
vérszegénység)



Indirekt Coombs-teszt (IAT)

Recipiens + Anti-human immunglobulin
széruma antitest

. 00 0.
SR
A

! + Donor

vorosveérsejtjei Hemagglutinacio

Felhasznalas:

* Vératomlesztések el6tti antitest sz(irésl?”] (ABO és Rh mellett egyéb antitestek
jelenlétét keresik a recipiens szérumaban.)

* Terhesgondozas soran a placentan atjutd, erythroblastosist okozd Rh(D)-ellenes
antitestek sz(irése.[28]



Hemagglutinacios assay

1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Kontroll Minden résbe ugyannyi vorosvérsejtet
[O @ @ .) @ @ @l helyeznek, majd a mintat sorozatos feles
I higitasokban adjak hozzajuk.

Pozitiv reakcio esetén a vorosvérsejtek
O0sszecsapzodnak és nem  tudnak
lesiillyedni a rés aljara. (HA titer: a
legkisebb higitas, ami még agglutinacioét
okoz)

Hemagglutinacid Negativ * NZB: New Zealand Black egértorzs(2?-
(autoimmun allatmodell)
* BALB/c: albind hazi egér (kontroll)



Hemagglutinacio-inhibiciés assay

Osszetevik Reakcio Ertékelés Egyes virusok olyan fehérjékkel
, » rendelkeznek, melyek segitségével
Nincs reakcid L s
in vitro hemagglutinaciot tudnak
.. @ létrehozni  (,,hemagglutininek”).
Pl.:

* Influenza hemagglutinin
Hemagglutindcié | * Kanyaré hemagglutinin

* Mumpsz hemagglutinin

Virus  Antitest Nincs reakcid

% %
| — . %s
o O
t Vvt* | ® O O
* Az egyes hemagglutininek azonositasara hasznalhaté modszer, gyakorlati jelent8sége a
virusok antigén-szerinti besorolasa,3%1pl.: H5N1 = 5-0s tipusu hemagglutinint (és 1-es
tipusu neuraminidazt) hordozé influenza virus.

e VeéddGoltasok hatasara a hemagglutininek ellen termelt ellenanyagok vizsgalata az oltott
egyénekben.30]
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