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Immunglobulin-medialt effektor funkciok

Ismétlés: izotipus valtas, affinitas érés, Ig izotipusok, azok el6fordulasa a
szervezetben, a hozzajuk tartozé effektor funkciok.

1. Neutralizacioé fogalma, immundominans epitop, bactérium, toxin, virus
neutralizacio jelent8sége

2. Opszonizacié fogalma, FcReceptorok tipusai, FcyRI: fagocitozis kozvetitése,
FcyRIlb: B sejt és hizésejt gatlas, FcyRIIl — NK sejt kozvetitett ADCC, FceRI —
parazita elpusztitas eozinofil degranulacioval, azonnali allergias reakciok,
hizésejtaktivacio kovetkezményei: degranulacio lipid mediatorok, citokinek

* Transzport receptorok: FcRb vagy FcRn: szérumbdl a szovetekbe IgG
transzport, Fco/uR: IgA dimer és IgM transzport a nyalkahartyakra

3. Antitest kozvetitett citotoxicitas (ADCC): virussal fert6zott és tumorsejt
elpusztitasa

4. Komplement klasszikus utvonal aktivaciodja

El6adas ismétlés 1.



Komplement rendszer

Komponensek: 1: inaktiv plazma fehérjék kaszkadja (szerin proteazok, limitalt
proteolizis fogalma, amplifikacidé) 2. komplement receptorok, 3. szabalyozd
fehérjék

Aktivacids utvonalak: 1. klasszikus (IgG IgM immunkomplex Clqgrs, C2, C4,) 2.
Lektin Utvonal: MBL, MASP, C2, C4, 3. Alternativ utvonal: C3, BF

K6z0os ut: C3 bomlas, C3b a legf6bb opszonin, C5 bomlas, C3a és C5a
gyulladaskelt6 kemotaktikus peptidek, C6,7,8,9 : MAC (litikus komplex)

Komplement receptorok: CR1 eritrocitan- immunkomplex szallitas, CR1,2,3, 4
fagocita sejteken: endocitozis, CR1 és 2 B sejteken és FDCn

Szabdlyozo fehérjék: kaszkad gatlasa (szolubilis: C1 inhibitor, sejtfelszini: DAF,
CR1, MCP), MAC kialakulds gatlasa, sajat sejtek védelme.

El6adas ismétlés 2.



A szeroldgia fogalma (ismétlés)

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 (Iasd mult heti anyagot)
— Agglutinacion alapuldk (lasd mult heti anyagot)
— Immunoassay vizsgalatok (ELISA, ELISPOT, radioimmunoassay)
— Immunoblot technikak (Western blot, Dot blot)
— Indirekt immunfluoreszcens mikroszkodpia
F6bb klinikai felhasznalas:
— Fert6z6 betegségek diagnosztikaja (pl. a korokozok ellen termelt antitestek kimutatasa)
— Autoimmun betegségek diagnosztikaja (kdros autoantitestek kimutatasa)
— Immunhianyos allapotok diagnosztikaja (antitestek szintjeinek mérése)
— Veércsoport meghatarozas



Indirekt ELISA gyakorlat

Gyakorlat menete:

Az asztalokon kilénb6z6 gyari ELISA kitek vannak kihelyezve.

1.
2.
3.
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Erzékenyités: az antigén kikotése az ELISA lemezhez. _ o )
o n o ) _ Eddig a gyarto elvégezte.
Telités: nem specifikus kot6helyek blokkolasa zselatinnal.

A vizsgdlt szérumminta és a standardok betoltése. (100ul, 30 perc inkubacio)
A gyakorlaton csak ez utdbbi all rendelkezésre.

Mosas haromszor.

100l anti-human 1gG-PO vagy IgM-PO antitest hozzaadasa, 30 perc inkubalas.
Mosas haromszor.

El6hivas 100ul tetrametil-benzidin (TMB) oldattal.

Reakcio ledllitasa 50ul sav oldattal.

(ELISA lemez leolvasdsa, értékelése.)

HUZZATOK KESZTYUT!




ELISA alapok I.

* ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay!ll (enzimhez kapcsolt
immunoszorbens vizsgalat)

e Példa az ELISA m(kodési elvére (Un. sandwich ELISA, |1asd kovetkez6 diakon):

Kromogén+szubsztrat

Szinreakcié ——> HRP-kotott streptavidin

<€—— Biotinalt anti-
/ L,A” antitest
Kimutatando
,A” antigén

\

Befogd anti-,, A” antitest

Kvantitativ vizsgalat, a szinreakcid
96 lyuku ELISA lemez erfsségéb6l  meghatarozhaté  az
antigén pontos koncentraciodja!




ELISA alapok Il.

Antigén-antitest reakcion alapul, mindketté kimutathato.[2!
Erzékenyités: Az egyiket szilard fazishoz kotik.

Telités: Nem-specifikus kotéhelyek blokkolasa.

A kimutatni kivant antitest/antigén oldott formaban van. (pl. szérum)

A befogd antitest/antigén megkoti az oldatbdl a kimutatandd fehérjét, kotott
immunkomplex képzddik.

A nem-kot6dott fehérjéket mosassal eltavolitjak.

A képz6dd immunkomplexet egy vagy tobb |épésben, enzimatikus reakcioval teszik
lathatova.

A szinreakciot ado kromogének oldhatd végterméket formalnak és egyenletesen
eloszlanak az oldatban.

Ismert koncentracidoju standardok segitségével az oldat fényelnyelésébdl
kiszamithato a vizsgalt anyag pontos koncentracidja. - Kvantitativ vizsgalat!



Az ELISA mikodési elve (indirekt ELISA)

érzékenyités + minta mMosas
(pl. human szérum)
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p-nitrofenil-foszfat (pNPP)

I
1

oldhato |}~

ELISA

Alkalikus hisztokémia
i i Idhatatlan j ’
foszfataz Nitro blue tetrazolium (NBT) ALl EEL immunoblot
o Fast Red oldhatatlan|] hisztokémia,
immunoblot

— ABTS = b oldhatd ELISA

— o-feniléndiamin (OPD) - oldhato ELISA

=1 tetrametilbenzidin (TMB) = oldhaté ELISA

— o-dianizidin u —| oldhatd ELISA

Peroxidaz |
— 5-aminoszalicilsav (5-ASA) oldhaté ELISA

diaminobenzidin (DAB)

oIdhatatIanI

hisztokémia,
immunoblot

3-amino-9-etilkarbazol (AEC)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

4-kloro-1-naftol (4C1N)

oldhatatlan

hisztokémia,
immunoblot

ELISA esetén a szinreakciot ado
kromogén oldhaté végterméket
kel, hogy adjon. A szines
végtermék egyenletesen eloszlik
az oldatban, megvaltoztatva
annak fényelnyelését, melyet az

ELISA olvaso lyukanként
megmeér.[2]

Immunhisztokémia, illetve
blottolas esetén (pl. Western
blot) forditva,  oldhatatlan

végtermékre van szikség, hogy
ne diffundaljon el a reakcio
helyétdl és ott detektaljak, ahol
az  antigén-antitest  reakcid
|étrejott.



FObb ELISA tipusok

Kromogén + szubsztrat

Kromogén + szubsztrat >
l__,
Kromogén + szubsztrat > :
L‘.:

C J Jelolt masodlagos antitest
Jelolt els6dleges antitest

Jeldletlen els6dleges
antitest

Jeldlt masodlagos antitest

Jeldletlen elsGdleges
antitest

Befog6 antitest

Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandwich ELISA

! ! !

Draga, alacsony jeler6sség.  Olcsébb, n6 a jeler6sség. A befogd és az elsddleges
antitest ugyanazon antigén
eltérd epitopjait ismerik fel!



Direkt ELISA

1. Kinyert , A” antigént kikotik a lemezre.
2. Enzim-jel6lt anti-,A” antitesttel kimutatjak az antigént. (3]

kromogén + szubsztrat

win (.

Els6dleges anti-,A”
antitest

Kikotott ,,A” antigén

szinreakcio

ElGny:
* Gyors

Hatrany:

* Draga (jelolt els6dleges antitest
szikséges hozza)

* Alacsony a jelerG8sség, mert pl.
a szérumban talalhato fehérjék a
kikotés  soran  versenyeznek
egymassal, a vizsgalt fehérjébdl
kis mennyiség  kotédik  ki.
(Megoldas: Sandwich ELISA)



Indirekt ELISA

szines végtermék

en2|m
¢V JeIoIt anti-human
kromogén + antitest
szubsztrat \\

human anti-,A”
antitest a mintaban

,A” antigén kikotve / \

a lemezhez

Felhaszndalas: Antitestek kimutatasa
a mintaban, pl.:

Hibridoma feluiliszo tesztelésel*!
Antigén-specifikus antitestek
vizsgalata testfolyadékokbdl (pl.
szérum autoantitestek meérése
autoimmun betegségekben,
részletesen |asd késébb)



kromogén +
szubsztrat

Sandwich ELISA

szines végtermeék

enzim

" 0"
jelolt anti-,A” antitest

,A” antigén a mintaban

lemezhez kotott ,befogd”
anti-,A” antitest

Felhasznalas: Antigén specifikus
kimutatasa a mintaban.

Pl.:

* Citokinek

* Tumormarkerek

 Hormonok

e Stbh.

Feltétele: A befogd és a detektald
antitest ugyanazon antigén eltéré
epitopjait ismerjék fel.



Kompeticids ELISA

antigén a jelolt
mintaban antigén szinreakcio

X 2 8 ' '
| > 3®.|’|’® ’/ \
verseny a + kromogén és értékelés
kot6helyekért szubsztrat

Felhasznalas: Antigén kimutatasa valamilyen mintaban.

Elve:

1. Anti-,,A” antitest kikotése a lemezheaz.

2. Avizsgalt mintahoz ismert mennyiségl enzim-jelolt ,,A” antigént adnak.

3. A mintaban talalhato jeloletlen ,,A” antigén versenyez a hozzaadott jelolt ,A”-val a
befogd antitest kot6helyeiért.

4. A nem kotédott antigént kimossak.

5. A szinreakcido intenzitasa forditottan aranyos a mintaban talalhaté antigén
koncentracidjaval. (Minél kevesebb volt a mintdban, annal tobb enzim-jelolt
antigén tudott hozzakapcsolddni az antitestekhez.)



ELISA értékelése |.

Ismert koncentracioju standard sor készitése:

“EEE=EE
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ng/ml

1.02
ng/ml

0.41
ng/ml

0.16
ng/ml

0.066

ng/ml ng/ml

ng/ml

Egy ELISA olvasd, mely megmeéri az egyes

lyukakban a fényelnyelést (abszorbancia).
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ELISA ertekelese 1.

T Qualititskontroll-Zertifikat / Quality Control Certificate g
Rheumatoid Factor Screen
ORG 5228 522581746 2010-04-28
s P Vo h Range
=R limit 3.000
2 | velengths 450nm/620nm
. Vé L4 g
Kalibracids gorbe:
25 , . i
c Mert minta
v X s
E ™ ! + EZSZE%E;TEE%EENA gc:;
C _ Quantitative Results
o - l 4-Parameter data model
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BEP2000 Version 1.23.4
o BEP2000: 9163000452

a pontos koncentraciot. :
Egy rutin ELISA lelet

(rheumatoid faktor meghatarozas)



AZ ELISA jelentbsége

Orvosi diagnosztika:
— Autoimmun  koérképek  diagnosztikdjal>l  (autoantitestek  kimutatasa

testfolyadékokbdl, részletesen lasd kés6bb)

— Fert6z6 betegségek diagnosztikajal® 71 (kdrokozd antigénjeinek vagy az ellentik

termelt antitestek kimutatdasa, pl. HIV elleni antitestek kimutatasa HIV szlirésnél)

— Specifikus szérumfehérjék koncentracidinak meghatarozasa, pl. CRP,

hormonok!®! (B-hCG, TSH, stb.) citokinek, tumormarkerek!® 101 (pl. AFP, PSA,
CEA, stb.)

Ipari felhasznalas:

Taplalékallergének kimutatasa az élelmiszerekben!ll 121 (pl. glutén, mogyoro,
tejfehérje, stb.)

Mérgezést okozo toxinok kimutatasa élelmiszerekben(13!]
Hibridomak antitest termelésének tesztelésel?*]

Bizonyos ipari szennyez8anyagok kimutatasa ipari hulladékokban, felszini
vizekben!14]

Kutatas



4.

ELISPOT

ELISPOT vizsgalat!1>]

1.

2. Sejtek kimosasa

YYyyyyvyYY

Enzim-jel6lt streptavidin

_ hozzaadasa
I8
YYYyyvyYY

Y befogé antitest
vizsgalt antigén
biotinalt antitest

& enzim-jelolt streptavidin
e szines végtermék
kromogén

Az antigént termel§ sejtek
inkubaldsa az  antigénre

specifikus befogd antitesttel. . L. o
Sejtek antigén termelésének

vizsgalatara alkalmas madszer.

3. Biotinalt antitest PI..
hozzaadasa Citokin termelés vizsgalata.

v AAA

Y ¥ YN

yYyY

5. Kromogén hozzaadasa

4 é
YY‘&Y%YYY

sO:--'.; Teeg 6. Az antigén termelés helyén
L e -
(Tt bt kicsapddo szines végtermék.



IFNy termelés vizsgalata T-sejtekben

kezeletlen T-sejtek: anti-CD3 kezelt T-sejtek:

0 potty (,,spot”) 760 potty

Interferon-gamma (IFNy) termelés vizsgalata ELISPOT modszerrel. A sejtek ki lettek
helyezve a lemezre, az altaluk termelt IFNy-at a lemezhez kotott befogd antitestek
megkototték, melyet enzimatikus reakcidval tettek lathatéva. Az anti-CD3 antitesttel
stimulalt T-sejtek aktivalddtak és jelent6s mennyiségben termeltek IFNy-at.



Dot blot

1. Antigént tartalmazé minta felcseppentése
szilard hordozora (membran).

2. A hordozodn rogzilt antigént jelolt antitesttel
mutatjak ki, vagy szines végterméket adod

kromogénnel, vagy kemilumineszcens mddon
Membran (PVDF (lasd kés6bb).

‘ vagy nitrocelluléz) Felhasznalas: Meghatarozott fehérje
: specifikus kimutatasa kevert fehérjemintaban.

® o» . .-
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@
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Két minta 0sszehasonlitasa kulonbozo
fehérjékre nézve dot bloton.



Western blot!16]

Fehérje oldat 2. Elvalasztott fehérjék atvitele
\ \t \ szilard hordozéra (blottolas)

1. Méret szerinti elvalasztas
(elektroforézis)

)

igén jel6lése

= -_— 3. Vizsgéltant
S~
. I specifikus antitesttel

4. Vizsgalt antigén kimutatasa kemilumineszcens
vagy fluoreszcens el6hivassal




El6hivas
A kot6dott antitestek tobbféleképpen is lathatova tehetdk, a leggyakoribb maddszerek(t7:

* Kemilumineszcens reakcio
* Fluoreszcens el6hivas Fény

Luminol Ay "
™ Zti:.' Oxidalt luminol

b& ‘ I /\ '\"](‘ g

H,0, Jelolt masodlagos antitest

Els6dleges antitest

Antigén -
v B3 * Membran
A luminol kemilumineszcens reakcidja:
0 0 * 0
= ™ - N N
ho, + | .. = I L
=z NH P 0 S 0
I
NH, O NH, O NH, O

@ 425 nm



Példak
AFP és a GADPH (mennyiségi kontroll) egylittes el6hivasa kemilumineszcens technikaval:

200.
140-
100-

80-

60-
50-

AFP(69 kDa)

40-
GAPDH(37 kDa)

s sl

EGFR foszforilacio vizsgalata fluoreszcens Western blottal:
1 2 3 4 5 6

EGFR
GEmRS) G G - ——

Foszforilalt EGFR

Szummazott
G emm— el Vsl




A Western blot jelentbsége

Mire j6?
— Egy kevert fehérjemintaban specifikusan mutat ki meghatarozott
fehérjéket, melyek méretét is megadja, emellett szemikvantitativ.
— Immunprecipitacioval alkalmas fehérje-fehérje kapcsolatok kimutatasara.
— Alkalmas funkcionalis vizsgalatokra, pl. fehérje foszforilacié detektalasara.
Kutatasban az egyik legelterjedtebb fehérjevizsgald modszer.

Klinikai  gyakorlatban  limitalt a  felhasznalasa, mert nehezen
standardizalhatd.[18]

Példak a diagnosztikus felhasznalasra:
— Egyes fert6z0 betegségek gyanujanak megerdsitése, pl.:
* Lyme-kor!1?!
» BSE (Bovine spongiform encephalopathy, , kergemarha-kor”)t20
» HIV szlirés soran a pozitiv ELISA lelet meger&sitése.[21]



Indirekt immunfluoreszcens mikroszkopia,
mint szerolégiai vizsgalomodszer

* Fluoreszcens mikroszkdpia leirasa - lasd 4. gyakorlat
* Felhasznalas: Autoimmun kdrképek diagnosztikaja (részletesen lasd késébb)

 Lényeg: A beteg szérumat valamilyen sejttenyészethez vagy szovethez adjak hozz3,
mellyel egyes koros autoantitestek reagalnak. A kikot6dott human autoantitesteket
fluoreszcensen jel6lt anti-human ellenanyagokkal teszik lathatova.

Jelolt anti-human  Mikroszkopia
antitest ¢

Autoantitest a beteg

szérumaban A A
Sejt/szbvet A A KettGsszalu DNS (dsDNS) elleni antitestek

kimutatasa sejttenyészeten.22]




Indirekt immunfluoreszcencia példa

Endomysium-ellenes autoantitest (EMA) kimutatdsa lisztérzékeny beteg
szérumabdl majom nyel6csovon. A nyel6csé metszetet el6szor a beteg szérumaval
inkubaltak, majd fluoreszcensen jeldlt (FITC) anti-human ellenanyaggal kezelték.[23!]



A szerolégiai modszerek érzékenysége

Becsiilt érzékenység
(ng fehérje/ml minta)

Precipitacio folyadékokban 20-200
Ouchterlony-féle kett6s 20-200
immundiffazié
Immunelektroforézis 20-200
Mancini-féle radialis 10-50
immundiffazié
Rakéta immunelektrofézis 2
Immunfluoreszcencia 1
Direkt agglutinacio 0,3
Passziv agglutinacid 0,006-0,06

ELISA 0,0001-0,01
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