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1. BEVEZETEAABROK
(PCLLI NGER £VA)

Kernyezet ¢nk nem sterilpatag®mke&dbeanz gamhblayg ®RSrayezet e
8§l |l apot nekn.azEmregyens¥lyi 8l |l apotnak a fenntart8s8®r

i mmunrendszer feladata a szervezet k¢l sR ®s bel sR |

i mmunvsg8lasz pedig nem mS§s, mi nt a v®dekez®sn f ol yam:
megvs8ltozott ®letk®°r ¢l m®nyek i mmunrendszer¢nket hat al
pl . a nagyvsrosi k°rnyezet ®s az ut az8si szok8sok

Apaletté&kpad?2 @muh&ns gy rgysseker trorzzssgk,enst b
Az immunrendszer azon szervrendszereink egyike, mely mTk °© d ®s @mce®kl | a a szervez

identit8s8nak fenntartgsa. Fel adat §t azo®rt tudja el
idegen anpnyaddkt -al szervezetre vesz®l megkahyYmalgdbktaet mi .\
idegen anyagi mmbneea®ste vEaEIt ki, ami azonblaaw az i de
aktusglis k°rnyezet.i ®s ®l ettani hat §sokt - | fé¢ggRe
elimin8l 8§s8ban),, ivienmuyn t dli gromnymisa eset ekben i mmunol -
ignoranciak i al akul 8s8ban nyilv8nul hat meg.

Az i mmunrendszer |l egfoant epabbfijtedlsl, @ mz Risalet®izV itdiz8&s t §s
i mmunol - gi ai mem-ri a.

1.1. 1 mmu n o | alapfogalimak

1.1.1. Vel esz¢l ®ed edszerizmemutni t 8s

Az i mmunrendszer mTked®sk: 2api eg®rkn anwwed esz¢l etett
i mmunit8s. A veleszg¢lspeditf i(kuesr) m@smneurevwsg| ansezm gyor s, a
ut §n azonnal ,r §lpem c doked 1y, | kialakadifiKKam artakg®n : a
azonos?2te8ss ap astzqrgp®@n f i ci t-Be b snineat Bzrnéceptor okPAMPe g2t s ®g @
PRR). Ki al akul 8§s8®rt az idegen anyagokat ®s k-rokoz- ka

(makrof 8gok, granul ocit8k), a dendr iatkilldf, NK), valamijint e k , a |
a ke¢lonb°zR testnedvekben | enhTeknol dBevsRef & ldedpResg. mMeé8rst8 t r erredn

k°oveti i mmunol - gi ai mem-ria kialakul §sa.

Ezzel el l ent ®t ben a szerzett (adapt 2v; speai fikus)
v8sareakci - a k-rokoz-k megjelen®se uts8&n csak napok
specifikus r eak ci - , me | yoegt@nme csiATikc i p &ts ¥4 geueptoroki (BARUECR)ant i g ®n
aktivgl -d8§8sa ind?2t el . Lezaj |l 8s §tveti.i Legfontosabb -sejtésa i me m-
r®sztaeVR®s a B |l imfocit8k.

Az immunvs8lasz az idegen anyag (sejt [/ k-rokoz-) feli
jelenti.
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1.1.2. Mi t ismer fel az immunrendszer?

Az i mmunrendszer anti g®neketeismke rsmifredket n/akiget! iyg ®n@pee&ks
i mmunv§8l aszt kivgltani. Az anti g®n mo feeeftardk & | & @ b n r G
felismer®s r e ,kzearngli g®n detevamgyn 8mepi n ®Eryetl en anti g®n t °I
is tartalmazhat. Az epit-p

felt®rk®pez®s®nek d , Antitest 1

ter 8pi 8s jvenl (&bt RYHEegae Antitest 4 0
az antig®n a saj 8t s

T epitépok

]
Ag {«'jtéhelyek O 7
0

akkoraut oannRIg®nha ugy:

egy m8si k, genetikai 7

sz§rmazik,al lakamtRil g@n /ntitest?2

N

pedi g m§js iekr e d fe akkor Antitest 3

xenoant Rg®besz®I ¢nk.
11. 8Mma:i g®n ®s epit- - pok

1.1.3. Milyen strukt%r 8k r®v®n ismerik fel az i mmu
antig®neket ?

Az antig®nek felismer ®s®r et all $¥mrdésnaggbaecedtosokant hagy

patog®nek egyes csoportijaira §l tal 8nosan jell emzR ¢
felismerR r@®@RR,pt ®s0k)a az egyedi k-rokoz- k felismer
receptorokra.

A mint Szeetr Rf egleieé sReowokban a nem specifikus i mmunrends

m2gspaecifikus anti g®sar dd &y tofwe ld $8zk?2an &n ( THOrRos @esnelB, CR) .
hogy minden limfocita csak e gy adott anti g®n egye®s®me eplikalpmé&es aked

expressz§gl

1.1.3.1. Mi nt 8§84 &tl i s nreceprok ( pattern recognition receptors : PRR)

A mint8zat felismerR receptorok a patog®nekre jellen

associated molecul ar patteBng§)ya ®salaakudjt erhe g/t & D=

(DAMPs =dangerrassoci ated mol ecul ar patterns) ismerik fel
pl. a Gram negat2v bakt®riumok saemitkmrdtBindki ak@giukl| €isrs:
peptidek, stb.

Stressz induk8lta vesz®ly szign8lt ( DAMP) jelenthet
feh®rj ®k, a H Mé&8Botiated protginchiglerhd mi | ity group box 1), az ex
feh®rj ®i, a hw¥gysav, a kki&nztg prealulstok D®Ee mbbek DIAMPV I !

adott sz°veti reakci - btangwdsne Bgelt baROambbob&lBuli §k sejte°s

meg.
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1.1.3.2. T sejt receptor (TCR)

A T Ilimfocit8k felsz2n®n expmpepidep§ It - ¢ 8uts asrpaimea llfiyskmert R
strukt %r 8§t T sejt receptornak nevezzg¢k. (Az 8l tal &n
Receptor kifejez®@sTRbN sk8remazt gkl ) t°offé ®BNR®t eflecl | 3 mera®@g
feldolgozg8§sa ®s MHC mol e kmultaatj8eslae n |ARto®baetn at °sretj®&neRk ebte,

az idegen anyagok felv®tel ®r e, f el dol gopzr8csf8ersas zRiso na8 | Ti
antig®nprezent 8§l - sejteknek ( ARIC3 dendetikus setek KDC), &r of es s z
makrof Bfy®@®& 4 B | i mfocit8k. Vannakk inseem epzreokf ecsssak oalgt ii

ut 8§nel en2tik meg aza é&etbiegn@n gh € bongedhetetl en MHC mol
|l detartoznak a fibroblasztok, bi zonyos hémse®lk | sie) t e

pancreasb ®tsa& j t j e ®s az endot ®I sejtek.

1.1.3.3. B sejt receptor BCR

Az aktivsglt B | imfocit8klik-18Ildiaflf etreernmel§tl,- dn a ¢y m&rmeatsT
ellenanyagn a k , vagy nagtdestnek® wamyn szolubilis immunglobulinn a k nevezz¢k. A
ell enanyagok egyar8nt jelen vannak a v®rben ®s a bio
jut- baktergl8ils savtaigy®me B me gnk dtc®s 8k fel szz2n®hez kot?©
jel felismerR, a hozzg& kapcso(l#4gb)2mimet ejreoldtianve§b bradl- g
BCR-t.

1.1.4. Milyen k°vet keleghem®yaeza anti g®nek felismer ®s¢é

Amint azt mEor §hhasnzefagglad tukimunrendszerv%tv®has nadsksear els ®
val - sul me g : a gyorsan kialakul - term®szetes ®s a |
kereszt ¢l

A specifikusi mmunv 8l asz | ehet ell enamy®&dol )8I®tsals ekt kP atviett é i
A B sejtek aktiv&ezi -amti g®n®vieel i is mehl®sn 8d mist s certrpbtaszb d § s
kialakul &8s, intenz2v mut8ci - -kkal i 8r - oszt-dg&s ®s a
kiszelektwtlEzdg§8a k° namzkelllRdmaenyag ter merdeRn:prli aazsneg st eejkt. e
A T Ilimfocit8k antig®nnel t°rt®nR talsglkoz8sa sorg&n
®s a mem-ria sejtekk® t°rt®nR 8t aljakubgabs8gldeoze mefldh
(citokinek) termel RI®s®t ®s alkzi e#M3ejka bt ®udeEmesk mbagj i
hogy a T ®s a B |l imfocit8§8k k°z°tt szoros egy¢ttmTkeod
bemutatj 8k el vvedt s@ert ebbdbnt o4t erRprg®espget kak MBC®n ¢
(professzi-lgn§gluigsyamMR®kor a T sejtek az aktivgl - -d8suk

amel yek el engedhetetlenek a B | imfocis®gk®heizfferenci §I
Klinikai szempontb- | | ®nyeges megi smerkedniAkaz2zvakt 2?2y
i mmuniatl8ask ul ki, i hrorzelzeett -b el @tmrmeu,n o ly &fnearkt skRanp
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v®dRol t §8s)Pgsustzn2ask ibbememrzeBsszemben egy m8r i mmuni z8It
kompetens sejtjeinek ®s/vagy ellenanyagainak (sz®rur
l ehet kiv8ltani.

1.1.5. LokS8Iliimsmmunv 8l asz

Az immunsejtek s ok f R RsRYRETr os egPstkmdk°od megi s meze®mle®laezt or

kialakul 8s8ban rEzgy ajzeliemmuRsvesgliasz | ok&lisan zajl - e
szeretn®nk szeml ®ltetni

A sz°vet.i S®r ¢l ®s ter¢l ett®&®A - k Srgekies2z-kk j@dg nla k!l %an fs®leer vi
termRszetesen az, hegy 8&knlé& WsA hogYyaet i s®r ¢l ®s az e
egy¢stt j8r az ®rp8lya s®r¢l ®s®vel, vagy |l egal 8§8bb i s &
Ennek k°vat lkheawt®R®@beal akos &bkegeklvetse Wpzlkawzoar avaz8ci - mi

sejtes, mind a szolubihat8§ssamekamlik?d®s®

Asz®°vetek k°z® ki kaeelsd Rk va@dti%etnd z kd@dka k. Akti v8ci -juk e
rendszer bEzZegyd ®k&t$j88r hat at |l an ®s feloldhatatlan fibri
amely mechani kus akad§gl yt k ®p ent§ saugdykanteozk oa - kk bt i shz&Imk
akti v 8lr-odobtokc® ptile§zhrombus-al ap ot i s, amel y8§a8s®ragl sz®rp&Ill ya
szabad azonbane | f el ej t en¢ nk r@mbocit8&km, | hesgy mo st ol yamyaghi ol - gi

szabadul fel, amely a rke rhnayteSzsRs tastehj8ttaerks zrahkE? y®z® szer e |
A kiker¢l R plazma tartal neieemagita sa Rempkémes8t -dendosmet er
sokffedleadat ot | 8§t el . A kel etkleennR akBak ®s KK£&088 dYalg meln
granulocit8kra n®zve. A C3b opszoniz8lja a bakt®riu

Ugyanakkor sz8mos sz%vketia imamumesfed g ok ,a aDCIit28Z&- sieg t ek

rendelkeznek C3b 7 k°t R trercelkpk al , teh8§t ezeknek ishbebojgr8kakk ¢
Vg ¢l , de nem ukolmpl emenbamk@di v8ci - s mMmembn8h a®yg®@k
komplex(MAC)di rekt <citol2tikus hat §s Y.

A sz%vetek kez® gkanput et intesulkd rr o oirl ef dekeci -t I 8t nak e

bekebel ezni a kerakh - koaxti,gGRH) t at me M@d@g kero®E t pkus enz
ki bocs8t8suk r®v®n extracellul 8risan is puszt2ztj 8k a
s®r ¢l ®ssel tikezjR8rs.z°Aekaloeg mel ®k el takar2t8s &dmtan a mak:
azonban tudnunk azt is, hogy a sz°veti makrof 8gok ®s a dendritik

k®pesek bemutatnvagyitd® bdbmt iseg®n npike z@naf8ds s ziudkp§ ldiosn sABR

Ezzel be k emek¢al k®pbe a | imfocit 8k, hiszen a bemutatott ;
Tul ajdonk®ppen Ygy is fogalmazhatng8nk, hogy ezzel 0
speci fikus i mmu nvvi 8l | 8agsszend® | Mi entdie,z hogy az i mmunrendsze

szorosan egy,.,tmmikd@anegk szab8lyozza / meghat 8rozza a
akti voe g § §ttualla,j donk®ppen b8rmel megtkski & Rekmat mest er i
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1.1.6. A felismer @l aBRsz af evl t ®t el e a tal 81 koz§s

A specifikusi mmunv 8l asz ki al akul 8s8nak felt®tellei, mfhogiyt &k a
el jussanak azEaméek g®neé&h®kzEknma odoil ®&8krea tB szaak. ERa | 8§r at
folyamat a limfocita recirkul§ ¢ i(heming).

1.1.6.1. Limfocita r eci r kul 8§8ci

Alimfocitar eci r kul §ci - s o1 8 o@aimeglkwe K m&grznem tal 8azkozt ak
el sRdl eges nyirokszervekDbRI a v®r 8§ram ¥ 8n eljutnak
majd onnan, hanemt r t ®nt iegg®N0o z 2 ci - , a nyirokutakon kereszt ¢l
folytatj 8k a j8rRr°z®st.

A v®r 8ramb- | t°rt®nNR kmalg@p®se,nkd oad ®h ¥ ie l HEM)S®A Resl et @ svza g | §

|l eger edm®nyeemneskla,HEMdeen ker esziwv®@gbeAhé&ol yamspeciikus sz°vet
adh®zi -s mol ekul (81k§ ssdz aK | 3/.01z.z §fkej ez et )

Haal i mf oacim&8skod!|l agos nyirokszervekben tal gl koznak a n
akkor aktivsg8l  -dnak. Aktivs8ci: j@&«k efgfye s at sejtp®o
di fferenci 8l -d8sban nyilv8mwil§nueg)| §mBsik@p viSEn@egh Jlisti o
k®pess®g megvsg§ltoz8&§sa a sejtfelsz2ni adh®zi-s mol ekul
Ez teszi | ehet Ryseci fhagy &emaopRiveek i r-Bnfoyi2dt §sz° vaeltaetktb e

vendoroljanak ®s k°zvetlen¢gl a At &madgls20 Berwsz2n®n f

ELSODLEGES
NYIROKSZERVEK

|
.

gordilés
’@3'aktlvacuoadhéz]é e
szovet-specifikus = |
kemokinek { MASODLAGOS } \']
NYIROKSZERVEK HEV

(szovet-specifikus
adhézios molekulak)

Ag expozicio

12. 8Mrza:i mmunsejtek recirkul 8ci - | a
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1.2. Az immunrendszer szervei

Az immunrendszer, vagy ahogyan kor 8bban ,neavze zetl®kRd lae gneysi r(okkrzepi
m8sodl agos (perif ®ri 8s)k°°rzyiomndk s meyri v okklsRler &lel®sak® z® t a
timusz ( csecsemRiink ®p g RIRrse kr ®sitzbiefnf e r e n az iMrhunrdndszet sejtjei.

Ezekben a szte®wiekbmaegtaz i mmungl o6RIg®me y ®ekendd 4 Rd®
Vagyis itt alakulnak ki az a specifiip®me d eed ti srnrea |® sr®a red &I ®kpe
B-®s linifocitak | - nRoskt t anul j 8k Mmed i a meir mikote’hreg88kkaStt. st r u

A m8sodl agos, vagy persiafk®rri®ssz breyni raol kksozt enravke kj - | kor ¢l F
t°bbs@®gskervezetben testszer ®s, | agkalbethm2 mll Blseé h ktap@g ¢
k°zel @®hetyerkedR inhyokszA veeir§s ®nmnyirok®eanda d Beornf ®r egny %l v 8n:
(vakabappdndix)),a mandtohsilay @s nyi r o k(lgngploogian#ulae), de idetartoznak a
t8§pcsatolr®@@ayt®ad h¥%gyi varszerveBbamy8ad kibhgelt g€fj yezkedR
nyi r okekzas? Emk a szervek a nyirokerek (vasa lymphatica) Yt j &8 n 8§l 1 nak kapcsc
egym8ssal nyirokerek a peri,f@ai faFrekbiRl cckyy Ebupdk e I s sz e
| ymphaticus dexter ,®s d®gtls at h®rpéil g&bdbp torkoll nak.
Az immunrendszer mTked®s®nek meg®r t@mekiemenie hogyoaam§&bdl agos
nyirokszervek k®i®amat bez Rak 8§a a®@sotelvl®gnmmh ylaignofkoci t 8Kk
Reviden °sszefoglalva teh§t: m2g az el sRdl egeks nyiro
At er mel ®s e o, addig a m8sodl agos nlyii mfod&@sazegrivt el kg ®miekt o s
tal 8l koz8s8nak.

1.2.1. Nyirokcsom:

paracortex, interfollikularis tér
T sejtek
dendritikus sejtek

folliculus
B sejtek

medulla
plazmasejtek
makrofagok

13.8brA:nyirokcsom- szerkezete
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A nyirokcsom-k apr -, babhoz hasonl - al atk-¥k ,s ta zudkn b/a i ka
szervezet egyesunbkepl.lahenal pi fehd¥%8gy®ki (i nigbuuiln88rliiss)) ,
®s az aoftaa alkkmrgliicus) r®gi -kban. Ezen r®giek vizsgs8l e

A nyirokcsom-knak 2 fR funkci-ja van: 1) fagocita s
ker¢lt korpuszkul 8ris term®szetT idegen anyagokat t §v
bemut at8sa az immunrengseerins 88m8ra (anti g®n

A nyirokcsom-k tokkal kor ¢l veat ®pleke%tvReskz, °gveermeersdy &K h

(trabeku I 8 k) 8§l tal r ®szekrekuvghneklk abapgirhom&BBnyt,r abepar en
r ®s zb Rl SIRtortexy, a pa@korilg8 Is r ®gia- v ell R&4 I(noedhua). Y113.- | §)br a

1.2.1.1. Anyirokcsamkot - sejtt2z2pusok

A nyirokcsom- anat-miailag elk¢l®°n2thetR ter¢l etein K
A k®regben B | imfodijt§§Fh| @& vanrmlk & Bts@tgkpakmagas deldot ®

bor2tott (HEV) v®n8kon keresztg¢l jutnak be a nyirokec:
anti g®n stimulus hat 8s8ra aktivsgl . d- B sejtek me g m
kezdenek, m2g a stimul 8l atl|l ameB Az altki v§ lfoHikubut ®r B e &k e ja
centrum8ban hel yeenkwndgerainatieum e®neaez®s T k°zpont i 81 1 om

Ezt veszi BRS8ejtekdt a®on adl gdjtev ®sar marmansl.i sAz  -alati v8I - dot
blasztos transzform8ci-n 8tesettpar askeojrittleilkk §d& hsmg ¢ p B k 8
szinuszokba j ut nak .a skEZj d ktkbIRI alakul nak k plazraasejtel I®Ise naa ny a g
mem-ria B sejtek

A parakortik §i s ®s a&riisnte®d i®®jutaedendr@ikus sejtek t al 81 k o z. &g i hel ye
®r kezegak per i f ®&r i §r seftek, ® stdneuntdartijt8ikk ubse a f el vett anti g®n

sejteknek.
A medulla plazmasejtekben gazdag. A plazmasejtek 8l 1t:z¢
kereszt ¢l hagyj 8k el a nyirokcsom-t.

12111.frszemnyirokcsom:
A |l egt®°hbhb rosszin@®ekat kedab@®e®heksebzerves r ®s ze az

r ®gi - j 8nak mTt ®t i el tg8vol 2t 8sa, az “sgynevezet't regi
egyr ®s zt a betegs®g l okali z8ci -j 8nak region8lis k
meghat 8r olzt8§s. (Miov el a regions8lis bl ok k dki esdsvzeezkRetil-e ns z
k°vetkezm®nyekkel j8&8rhat, sRt az ennek alapj 8 v®gzet
ma m8§8r megf el el Rneeks, ®evzetkrbtenazki D99 @ ozt akakoatha i;mz -t a a
bevezettek egy Yjmergehga to8nr8o zi8s is teSldji8urnB s th:i ops zR8d z e Emynie
az a | ®nyege, hogy a mTt®t el Rtt vagy k°zben felt®rkEa

az elvezet®s el sR z&ImMnym§ o&tc,s oanz t %n .EnRrek az egy vagy

a r®szletes patol - -giai vizsg8lata pontosabban jel zi
alkalmazott r ut i nel j 8r §s, ®s emel | et t |l ehet Rs®get biztos?
sugk8erzel ®s ®r e i s.
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1.2.2. Csontvel R

Aveorésontvel R a v®rk®pz®e®s®hzl dtcgZmik. a ARPERb b ®E Ki®Ppz ®s
egyetlen hemopoietiku s Rssej t bRA kI akaul h&immopoi eti kus Rssejteket
totipotens Rslkezdve, azkangoleA heezn®asttoRp i et i ¢ selenme vigedt®d ( HSC)
anat - mi a kbaennk °im®gv&b lar & aiesnocyt obltashasdm&lviegzl®s

Leegys zer Tfelfamatog a shemopoietiku s Rsskjmeaid ®s mi el oi d pr o
di fferenciB8l mieabid sejtek ®&s casoBtVvVemMRbent glhj Br ®Bse m
el Ral akj ai a timusathta dighiderenniakl -®snak. A monocita
fagocita rendszer sejtjei v®gsR ®r4@brgdket a peri f ®ri 8s

B-sejtvonal

[ lymphoid 6ssejt ]&

[t T-sejtvonal |

thymus

haemopoieticus

dsseijt

Ixdentrikus sejt

W L. makrofag

granulocita

periférids
szovetek

eritrocita

myeloid Gssejt ]<

megakariocita

voros csontveld

14. 8MHreanat opoezis a csontvel Rben

1.2.3. L®p
Szervezet ¢yolkb nyirekszense,ga | ®p, a bal -bany(a o chhaosnidrreigu mb a l fe
guadmr®Esn hel yezkedi k el . Kt Rsz°vetes tok veszi kor ¢

(trabekul8§ k i ndul nak a | ®pkulb ks ej°&Pa.t Al threddyt2 ZIBEendRnypar en
akotia: a v°r°s ®as aifndtk®@t m@mdlap 8§l | om8ny k®pg&zti reti kul 8§ri
A ver°s pul pzmuszo®rdroklatt € Istp esrak)Std ritsg | rkda 2 .8 grRtf el adat a a:
voer°sv®rtestek kiszTr®se (filtrsgci-).

A feh®r pulpa Iimfoid sz°veti aggreg8tumokb- | g1l | ®s
pupaper i art er iawl 84ni.s pre®@sizaz¢ t er i ol 8r i $T hlgivmebaygaZd®®fAKL S) , ar
A B sejtek a f e h @a limfpid follikulusaiban d %s ul naAk ffoelll.i Kul usok kor ¢l e
mar gi n §djelleyzetes sejtjei a dendritikus sejtek ®s a na®@y el bl makti vsl - -dott)
(15. 8br a

17



limfoid follikulus
B-sejtek

Fehér pulpa

periarteoléris hively = .
(PALS) s I

T-sejtek

DC

. »Voros pulpa
; wit, Mf

15, 8Mrd®p szerkezete

1.2.4. Timusz

Az el ¢ s Rzt i nmeudmibaasn el bekegysemMdeRr&tgy onnan kapt a, hogy
csecsemRkorban a |l egnagyobb, makEwnel ee¢loné&dn ®roeg §hurelgyir
®l ettartamunk Atmusz aedt sretjjta.di ff erAeznc®r8d-cejtht§md Thel ys:

t2muszban tanulj 8k meg felismer nitjelennekamegaf eed estz 2 g jk®tn s
az O®rsdjtt eTkr e | el lsgtmezrdptoro ke ga@@@Ddill.aT CD8 | 8§r ulu®KBSEAST mol ek
sejtek di f f enraegnycfio8klVa d § e Bt pluazztad Bts- dloxd®rii |l | . di ffere

mi nd®°® s-28zez 8§ zkad r®Ra eklit mT ocat p&®intt ®r i §r a

A csontvel RD Bt prapenkorok R szt - d8sa a k ®r eag s8Ilulboknagonsyzbual n§,r
r ®gi - ban &k #tzalhkRidak ki a CD4-/CD8- ket t Rs negat?2v (DN) Ta sejtek
k®regben a vel R8I 1l om8ny f el ® hkaelraedsvzalA¢iplo@rl R Wat 8et e k@
CD4+/ CD8+ kettRs poziekPy ADRel|l RE&jt&a®@BbybRan kt°rt®ni k
mi k®zben az ®r ®s sor8n el vemal2d k k|l ¥ialgeyg ya®aED®@e, £ @éviia gpyo zai
(SP) Th i1l . Tc ¢16j t bhk® al akul nak

Yy @
dajkasejtek :(:
\ ()
septum; erek . “. CORTEX
subkapszuléris epitél \)‘ ‘[" pozitlv szelekcié
vér-timusz barierr "g‘ }0

N2

—_——

-
(/

kortikalis epitél ) \
medulldris X i : . @

epitél

\

bC S a8 negativ szelekcié

Hassal test

16. 8MrasecsemRmied gy szerkez

18



1.2.5.
Az

GALT-r - | ,

tal 8l hat -

el nevez®s

me g .

Ny 8l kah8asszy@mci 81t

aZz

limfocita IEL) mut at hatAz kedpi t ®I

Az M sejtek fel veszi k

i mmunsejtek

ott hontr

nNyirokMAET® vet ek:

.dd -

h ar-ba® g ytornabkat | uss| smant -
Avekb®hy S8l kah8rt n§j B b & dimfGa ajgreg 8t u mo k

Ezek a t ¢fs zhR&mbaazn
sejtek egy r®sze
az antig®neket a b®l l umenbRI
fel ®. Az antig®nnel t°rt®nR

BEL LUMEN

Glikolalix

Kefeszegély

PROPRIA

mem-ri a B
§br.a)
VILLUS
CCR9 aEp7 1\
E-kadherin
- Epitelium
Intraepielialis
limfocita
Lamina propria
limfocita
1.7.

Az akttwvsglB dowejtek fel
jelennek meg, mel yek seg?tse
ductus thoracicus-on ®s a Vv ®r 8r a
Vi sszajutottak a bk® lab

b®l s z° v ¢igh endithel venule) sejtjeihez

@sfkjthetik

A nyirokszer

szerkezet ®v el

azanat - mi a

1.8. § [Extrava z § c i

ef f @B.t 08b rfa
®s

sz%ve

v ek szt

®s

foglakozi k.

- -ean HKEM e s z
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8 PAIGALT szerkezete

gordiilés

aktivacié

adhézié
atlépés

‘-

szelektinek
kemokinek
és
kemokin receptorok
LFA-1¢>ICAM1
integrinek

/a\
===
v

CD3 1(PECAMl)
N

v
JAM S(Junc(‘mn adhesion molecule)

integrinek

hsaz ear Vht°Rrlg Rf ¢nogwod, ¢ kBaABLBTp € ¥ 8§ b

(nyiroktg¢szRk)
Yhna. g yP enyéemr n ypial ®a@kgkioekl . V46 |

speci 8l is

tal 81 koz§s
sejtjeiamek aain&mm B8 Eer d 86 a s kbanyteljesedik kis(D.7n -



1.3. Azimmunrendszer sejtjei

Az immunrendszert di nami kusan v§8ltoz: sejtosszet ®t el

az immunrendszer el sRdl eges szerveiben, a csontvel RI
®r ®s ¢ket csak a perif®ri8§s nyiraeksztemuekBénszvhgyhy®pi
el . Kategori z8l 8suk sokkal inkg&8bb a funkciong8lis tul

t°rt@mi k mmunsejtek mennyi s®g®nek cs®°kken®se ®s funkec
kialakul 8s8hoz vezet.

Az mmunrendszer sejtjei egy k°z°s csontvel Ri Rssejtetk
k ®pess®g®n k2vgl di fferenci 8l -d8sra is k®pes. A diff

mi el oid ®s a |imfoid gawlogila.i eridrocitail enlormdital i mregakaidcita a

kol -niaform8§l - egys®gbRIi k akic.sormt vieil Rbeind Ffepg§dgRéai t or
di fferenci 8l -dnak. Egy r®sz¢k a csontvel Rben marad, b
ti muszba v8ndorol, Tezeé&jpRék | ®s zmek NKXT sejtek. A

di fferenci 8l -dnak az NK sejtek, azonban ennek helysz?

A v®r k®pz®s szab§gl yseftanes 8bain - ki ¢ e & ¢ hhemdgpdiekkius sejtek), o ma

citokineke®@®sn°vaktorok il al acsony mol ekul as¥l y¥% &
Az ut - -bbi ®vekben sz8mos %W szempont mer¢lt fel a v®r
vongsa az, hogy eltTnni | 8tszanak a meméy 8kat a@gryi &l

progenitor sejtek el k°telezetts®ge nem visszaford2t!l
f¢éggRen t°bbir8ny% differenci 8l -d8st tesz | ehet Rv®.

A v®rk®pzR rendszer sejtjeinek azonos2t8sa @ morf o
el sRsorban a felsz2ni ®s citopl azmatAziKIBGa sf e@dwWwWe § kee NMmi n
egy nemzet k©zi munka®rtekezl eten egys®ges?2tett ®k a
mar ker ek / anti g®nek nevez®kt aegent iEkzt§isdadCr aanl AE€i u :

citometri8r-I sz-I- fejezetben).
1.3.1. Az immunrendszer sejtieinek vi zs g8l at a
Az i mmunrendszer sae jtt 9 kel In®kc s\Ris gusfaiVl @aquantitativ vA®Tr k ® p

vizsg8lat seg?2ts®g®vel me grhsaet j§treokz hrmad n n yai sk®grei n®sR ni eeghoRs
kiszTrhetRk k-ros m@®nfyebegeBhj ansajtansbdmrsthveeplvRa 8k oz §$ | |
biopszi a, amel yet el sRsorban a maligni t(glsvalkmely gaz ol § ¢
sejtvona,l vagynmyk-ros felszaporod§8sa).

Az i mmunrendszer sejtjeit ®r i ®ts R amepgrboegtne gzei ds® smme&k g 8kl d zac
alapvetR felam®t el &° &R ks @jotsek p ontsozso!| @ & damait 02kt @Bnsi aa. Er
Vi zsg8hzat ®8kaml 8§si caz omemunbi . WsAek &mmunrendszer sejt
mal i gnit8sok igazol 8s8ra ®s pr oagciiogenatikai &saia maagl? d kbl |®F r®i

genetikai vi zsg8l .. m-dszer ek
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1.3.1.1. V®r k ®scsont vieheR vi zs g8k at

A quantitativv ®r k ®p laverezdsngBBny ®nek ®rt ®kemPsekon kot | k¢l °nose

ha a quantitativ v®rk®pben semmif®l e elt®r ®yosni ncs,

8l 1l apot ok, semmat onlal gigamius bédt egs®gek fenns8l |l §s8t. 2)
guantitatv v ®r k ®p ben, amel yek nem patol - gi §s fol yamat k
el Rrehal adt 8§val, fiziol - -gi8s Ikéulkodoi@tngyedkshle® R° tnte gi, s ajn
azonban semmif ®l e hematol - gi ai k-rk®p nem 811 a hS8tte

A qualitatv. v ®®Rk ®@psk@&@ve®l kapcsolatbawm!|l ogyan ®&r da,mntsakn@®po ndol n
guantitatv. v ®r k®p vi zsg8l at eredm®ny ®nlkak a®rd u&kleil tR®steikwo r v @&ri
semmi f ®l e el t®r ® nincs, az mMegosneldml z&p @ malignis ssem az
he mat ol - gi ai bet egs®gek fenn8ll 8§s§t. 2) Lehetnek oly
nem patol -gi8s fol yamiut krfavgeyfkeekm®n@reyies pd®stgyk? VadBEe
8§l | apoaokbabmRVelkRmpenzat  -ri kusan fokoz-dik a sejtki§
peri f®ri 8radm®n sgtletai tolt v~er k®p)

Acsontvel R kenetehkh ®PveXdoleggaiel figyetnii B Walamennyi sejtvonalhoz,

i1l . ®r®si st8di umhoze taarnionzt-8§ bsaenj?t a2l)a kMijleyleenn av akn¢g | ° n f
al akok egym8shoz viszoprey?2kt-atots asre§nyad,a kdo)k Vaarnvnazks g 81 at i

1.3.1.2. Citomkiad®reakci - k

A sejtvonal leepr2etdS8est§ nmm&kg 8lgy®% |l keshetns ®RIgsezse,r e a citok®m
el vRgA®se@8mos citok®mi ai r eakuPiO (Biumamna bSmoifikus B efme st G
®szter 8§z -mafatkkicli byt iar 8t ®s&ttleds8szalr e®sk can®INadFl ,g PAS, st
ketd Rdar e kien®linik

1.3.1.2.1. PASr eak ci

A PAS reakci - nem specifikus, mer t mind a mieloid, r
t 8rolt gli kog®nt ki mutatja. Az onbanmfaontc?igt § & mi ebpi d
homog®nen festRdi k, addig a | imfoblasztok durva ro°°g?©

|l ehet Rv® v§&Ilik.

1.3.1.2.2. Nem-specifikus®s zt ere&@ Xk c i
Anem-speci fikus ®szter8z reakci -t a miel oizinelsegdije&k .ci t ¢

A reakci- elv®gz®se uts8&§n tehs8t elk¢lon2thetRk |l eszne
monocit 8Kk pl azm8j 8ban tal 8l hat n §ternizuimme kNaBEpTde add@sl e (g &
granulocit8k® nem, ha el v®gealz,®Ws aan@lakfli!| T 8 2Ntahketlg®itk
k®t f ® e mi ela dmopmoaotilst88aki agttr anul oci t 8§k at

1.3.1.2.3. Cr a ml cBmnietria
Craml §sii cia omejtfgVvabkzni ®s citoplazmati kus feh®rj

(immunfenotipiz8l gser @ tijnemutnr eéinfdf er enci 81t s8gi ®s
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jell emeflPet |8k a Az §raml 8sii citometria 5.afejgeethermaz §s i

t8rgyaljuk.)

P——

19. 8Bmanunf enoti pi z81 8si marker ek

1.3.1.3. Il mmunhi szt ok®mi a

Aszolid smimuefekotiimmuerBhi§sAdBmhodk ®meé rari eAm-vdBsgzzerk r ®s z | et e s
le2r 8sa egfyejkedseRtbtbén t al 81 hat - meg.

1.3.1.4. Genetikai vi zsg8l at ok

Az i mmunrendszer sejtjeinek k-ros mTkeoed®s®t geneti kai
i mmunsejtek f uarkegjelamhed Inmnsu nzhai Wannylo@Ilpae ksej t ek mal i gnus el
form8j 8hamol ekul 8ris genetikai m-dszerek, mint a cito

g®nexpresgziats fmiln®r k®pez ®s Areec hanli kka8lkma sn agp® nali anpkkbaa n  m§
i mmunrendszer rutin vizsg&Ekeknmkadns adesrzeir eknz® taa rrt®szid &k .

a Genetika jegyzetben tal gl hat:- meg.)

1.4. Milyenm- doknommuni K8l nak az i mmunrendsze
Nem | ehet el ®gszer hangs¥% yozni , hogy az i mmun szer
szervezetben gyakcerlleant ill®vgR nki¢nld®enng¢ltlit- jsej t ek, sz%vet e
munk8ja / mTk°d®se alak2tja ki. Ez pedig csak folyama

Hossz% i dRn kere8&zt hlog¥gy ocenpdelkt k°zti k@8 fmMdbdseom®d al &
val ha&#mdg:egyr @snertvolt, hogy az egym8s mell ett el helyezkedgF
strukt %r 8ilks°m@&a@mBska& ker ¢l hetansejksejt kpypmSod ald§senr al aj

juxtakrin vagy kontakt K o mmu ni.k §cAz i mmunr en dekizsejtrseerj t b @ Ing leir adic i
p®l d8ja a T | i mfkockapmdks o®@s d&zs a AP @ mneenl¢yl  eslzesnkgseRdgheest ea T

ant isg®anci fi kus ak®Ai vnBls:i k8§ sl&hhoszee R @ b R ki bocs8tott k ¢
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(szolubilis h2 r virwWRI®IN e k? zet t izenet 8§t adS§8s. A saejdg2%vedtlit al

di ff Yazi -, a nyirokkering®s  jutnakeebagyokn®zmpapke®nz ed i v  rp&arr arklr § sn )
t § v (@ndakrin) c ®1 s e j,tamokkifejtiz h at §s (lRat i mmunrendszerpomitk°sd®sie s
nagyon fontos szolubilis szab8lyoz- mol ekul 8k pl . a
har madi k, nem kev®sb® fontos form§j a, a mikrovezikul

MV-k a sejtek 8Iltal ki bocs@8te®tinglkormagnpgl | 2atmetlity eke ha®r
receptoraihoz kapcsol - -dhatnak, vagRNEG, beeke@pPp&pephnbesz

juttatva fejthetik ki hat 8sukat. Egyes =esetekben be
feh®rj ®ikea ¢S®lasdgj§t nek. Ezt %%gy i s mondhatjuk, hogy m
AMV-k30-1000 nm m®ret T, kettRs | ipidr®teggel k°or ¢l vett
donorsejtre jellemzR feh®rjemint8zat mut at hat - ki . l

nukl einsavakat ®s mM8s egy®b meamedagoh&t szaenrt alt mgzy.akod &
sejt k®pes MV kibocs§8t§&gsr a, |l eggyakrabban aktiv§gci

NapjainkbanaMV-k vi zsg8l at 8ra f Rk®nt 8raml 8si citom®tert ®s
AMV-k ¢zenet k?zlivedjpre l®as®tnRkebb von8sai a k°vetkezRk:

1. Mi vel membr 8njukban t°bb feh®rj®t sz8I|lI12tanak,
fejtik ki. Bgy is mondhatn&8nk, hogy egyidej T stimul §l
2. Mi v el az ¢zenetetrm®hbk8nzher 2kt kotez®Pebh® a hat
(A hat8s idRtartam8nak fontos szab8lyoz- szerepe van)
3. A MV-k bel sej ®ben ol yan anyagok i s §tjuthatnak |
fiziol-gi8&8s k°%°r ¢l m®nyek k°z©ott nekn #@PEZPubds8lhhastzeak es
i mmunrendszer idegennek ismern® fel. I'lyenek pl. a nu
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2. ANTITEST-ANTI GEN K¥LCSYNHATLQAQPULE

MECDSZEREK |
(BUZCS EDI T)

A jelenleg alkalmazott klinikai | aborat trigadtilest di agno
k°l cs°nhat 8§son al apul, ez indokolja, hogy ezeket az a
A vizsg8latok sor8&8n alkalmazott antitestek keresked

reagensekhez. Antitestek el R@sbdov€8c8c@g®k $sorgakmngBE

specifit8§s¥% poliklong8lis ®s monoklon8lis ellenanyagok
2.1. A diagnosztikusc ®l raaszn8lt antitestek jelle
Apoliklon8lidmaohiz&sktell |l atok sz® r um8b- | sz8rmaznal
immuniz8 | 8 st kevetRen az immuniz§8I't szervezetben, a vor
jelen az antig®n t°bb k¢l °nbozR, 8l tal 8ban konfor m8c
poliklon8lis antitestek sokf ®l e Bols&ljhdtp:l aamtaisteg £t dke
antitest oszt8lyba tartoznak, t°bbf ®I e af finit§8gs j e
heterog®nek, a kzvsgnt specifit8s mell ett m8&s antig®
z° m®ben | gM t 2 ptuesr¥Ymed mRtdinte&k s t(epkr i mer i mmunv§glasz), m2 g
k°vet Ren az l gG v8lik a doming8ns antitest oszt8lIlys§

t°bbnyire szekunder antitestk®nt al kal mazzuk.) C®l sze

al kal mazni poliklon8lis antitestek termel ®sr e, mer t
antitest k®sz2t m®ny a Vv®rsz®rumb- | . Csak °sszehason
eset®ben 0,3 ml, patk8ny eset®ben hZXrmls? gt ersgd ®@nmadl, a3
VR®reztet ®6dkWorml 200k ec4s4&®b Rl , 13000000 nbl00sz®rum nyer he
i mmuni z8Il and - f aj kivsg§laszt8sakor tovs8bbi | ®nyeges
szervezet kozotti fil dg&heomiSkais tdgvehadpyag*Ak peol R8I |

kol ts®gi g®nnwéte®svédsz ig®nybe. A |l eggyakrabban pol ik
i mmuni z 81t faj a nyvl, mel ybRI vVe®r v®t el enk®nt kb. :
pol i ksl oanrBtliit est ek szekunder antitestekk®nt i al kal
antitesteRkRkdl eEHhlylat tt §bl 8§z at
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— i ali i \‘=
gg’ \C} == \Gitnbozs eptopokat .
T *]r ismernek fel \( {
A\ T4 N\ (7
T,
T
M

A monoklonalis antitestek @
egyetlen epitépra
specifikusak \\_

%%

21. 8Mromok!l on8lis ®s polikon8lis antitest

Jel °| ®s P®I da Al kal maz §s

FI' TC (fluoreszc
PE (fikoertitrin)

Fl our okr |l mmuncitok®mi a

rhodamin

Texas v°or?o°s

Peroxid§z (H ELI SA [kolorimet:|

Enzim kemilumineszcens (ClI
Al kali kus f osz .

immunoblot

Indirek t i mmuncit ok ®mi

Biotin Biotin avidinnel vagy ster|
enzimmel)

Aranykolloid Aranykolloid El ektronmi kroszk:- po

Radi oakt 2 2 RI'A ®s | RMA

2.1. t Azl @8mnatitestekkelgylhaojrigglet zRR&grekul a.
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Enzim

Szubsztr §t

DAB (diaminobenzidin): barna

AEC (aminoetil-k ar bazol ) :

Peroxidg8z (I
True Blue: k®
Luminol: lumineszcens

NBT (nitroblue te

Al kal i kus f og BCIP(bromo-kloro-i ndoi | fko ¢

Dioxiet8&8n sz8r maz®l

2. 2. t \NWh8nat eyzimlsemuibsztr 8t rendszer.

Amonokl on8l i s s@amvdtetsdarek@gzt Ri ker ¢l m®nyek k°zott, hi
tumorsejtek ®s plazmasejtekeseaom@ny&lu®pgdeuzil PtB8vaij %t tA,
hi brid-ma sejtek mindegyi ke azonos monoklon8lis eller
el R8I 1 2t s - fitalpowd ¥esz ig®nybe. A kereskedel emben ho
azonos immunglobulin i zot 2 pushoz tartoz-, azonos epit-ppal r
sz¢ks®g szerinti mennyi s®gben tud el R8Il 2tani a g9gy§
monokl on8lis ellenanyagoknak nem csak az a2z |lelthhmayte k h
el R, hanem, hogy a termelt i mmungl obulinok azonosak

di agnhosztikai

tesztek

eset ®ben ®s

antitest

ter8pia es

hat al mas v &8Il aszt ®kRtp:/wivwadnthbddiresduiceidom/anlsmeconm.htiml we b c 2 me n
amelyen keresztg¢gl 184 c®g teljes antitest v8laszt ®k 8§t
2.1.1. Alapfogalmak
Ant i gmiitest kapcsolat: reverzibilis, nham8ksokahnems$ alpUll cs?®
Af finazt 8sf finit8s egyetlen antig®n det er mikn°8tnish g leye t -
kozotti k°t Rer R, me | ~ - At o e ~ -
antitest k-Cizl°ltati v ev otne
°sszege Az affinits et 'gG '8G lgM
konstans, mebwthtzeant O W @ |
jell emzi A legt°bb e " " &\O&’
affinitss jellemzR. "‘fgi?\‘
AviditgsttalmRihekyen m®r .
SO Multivalens

°sszege, azaz az °©°ssz Monovalens affinitas viditas
antig®nek ®s anfil)lébt

22. 8MArfd:init8&§s ®s avidit§gs
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http://www.antibodyresource.com/onlinecomp.html

Specifiicazt8santitest azon saj 8t oslseS8ng aanthiogg®n kdRepteesr m¢ ¢
reags8lni. Az antitestek az elt®rR antig®neket 1) a z
szekunder, valamint tercier szerkezete alapj8n k®pese
Keresztr ealgtyi vaidtodt st keresztredbb2vanangiene et dPPR®l r ec

oka | ehet, hogy a keresztreags8gl - antig®n rendel kezik
antig®nben is el Rfordul

Antitesttiterraz az utols- h2g2t§8s, mely-amelilteetstt nk®@d cn®rnhheatt I8 :
Szenzitiwaizt & par am®t er , mely kifejezi, hogy a diagnc
®r z®keny, a b8tegskehBnyelb pozit2vk®nt.

Speciifi tags a par am®ter, mel vy kifejezi, hogy a di ag
eg®s zs®ket milyen ar8nyban ismeri fel negat2vnak.
2.1.2. Azantitestek jel©°] ®si | ehet Rs®gei

Ahhoz, hogy az antig®n |l okalizgci - -j 8t ®s |/ vagy men.|
| 8t hat -v8 kell tenn¢gnimarketEhmetekyl Shkh2zBap@8hB8RuUubOk (

X [ ] | ,
k [ -
enzim » ‘{I;‘J l@» fluorokrém

A
d v
- 5y

|
| il
) (XN o

23. 8HKeryakori bb jelzRmol ekul 8k

22. M- dszer ek

2.2.1. Cr a ml Eimometria

Napjainkban a klinikai l aborat - ri umi gyakorl atban a:z
antitest k°l cs°nhat 8§8son al apul - i mmu n®gaes,s ay z®lAezs k 8 r
felhaszn8l hat - s8§ga ®s a m-dszertani kompl exit8sa miatf
nem foglalkozunk vele bRvebben, j -kl Ikeahteetg - @ g \8® r§theal nsToer

m-dszer.

2.2.2. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

A |l egel terjedtebben -aatkbakembazok?| csanhag®son al apul
i mmunoassay az ELISA. A m-dszerhez 96 (8x1ZXE)ISA yuk¥ p
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plate) haszn8l unk, mel yek el Rdj ®nekdaz @&h&¢BkoOyt Ggumaggh

ben alkalmazott 6 x 12 Iyukat tartalmaz- mikrotitr8to
Az ELI SA |l emez Ilyukainak alj8hoz ®s oldal8hoz feh®r]j
k © z °vant der Waals er Rk, hi®dr odl-ebktg ok2tl @tsi®lihat §s ok k°ezvet?2t
ol dal falainak szabad feh®rjek®tR kapacit8s§t ol yan i
nem vesznek r ®s zt az i mmunreakci -ban, tehs§t sem ol
tartal maznak, nmelayz rERsIzZSXA vieemmunr eakci - ban. bolEwe)r e a c @

sz®rum al bumint vagy zselatint alkalmazhatunk.

Az ELI SA rendszerben al kal mazot't el l enanyagok Il ehet
biotinnal konjugsg8ltak. Aa k raanbtbiatne s & e k 0 ihanse préad@ish ®r d § zI e €
peroxidase, HRP) vagy az alkalikus foszfatg8z (AP) enzi mj e
°nmag8ban nem | &8t hat -, az8l,0,a®s ve8dyi kk dl8arhiame tvr8i, 8 sh oign
elektrontranszfert katal i z 81 j a, ®s az oxi d§glt kromog®n szubszt
megv§8ltozik. Az 8talak2tott kromog®n mennyi s®ge az altl
denzit$§8s m®r ®s ®v e | k°vethetR, ar8nyos az enzim akt
al kal mazhatunk fluorog®n szubsztrgtokat i s.

Biotin j el z®s avi @ben i & l-edtifobteigna vb idti mi nnagy affinitgs

haszn8l juk-akidi A khk?btsfhnhat8§s az egyi k | egerRsebb i sr
kapcsolat. At o) §sf eh®r j ®b R sz8r maz- avidin b8zikus glikop
mut at a Streptomyces avidnii g8l tal ter mel t strepta
szerkezet ¢k szinte teljesen megegyezetkr anMirnds zaezr kewie
mi ndegyi k alegys®g egy biotin megk°t ®s®re k®pes. Szt
feh®rj ®hez kapcsol -dni, ®s 29gy a biotinil 8l24 feh®r | e
§bjya Az avidin natyiobd bvodin8ssmink a streptavidin,
avidin glikozil8lt (ez®rt k°tRdi k |l ektinekhez is), p
®s hajlamosabb aspecifikus k°t Rd®sr e.

A mint 8kkal-3 8d 8raH Bdhamb v ®®z ® nk, ®s ezek 8tl ag8val sz8§

r

57/ - 2
L biotin 2.7  biotinilalt antitest
avidin, [j& g‘;?
streptavidin @Q
Streptavidin: nem glikozilalt vagy vagy

szemben az avidinnel, neutralis, enzim [E] @ :’] flurokrém
kevesebb aspecifikus kotédés D D
& o)

808 -

2.4, 8 Biotm i avidin rendszer

35
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Az ELI SA m-dszerek h8rom al apt2pus8t ismerj¢k:
1. indirekt ELISA
2. szendvics ELISA
3. kompetit2v ELI SA assay

2.2.2.1. Indirekt ELISA reakci

Az indirekt ELISA reakci- sor8&8n az ELISA |l emez felsz
vz2rus anticp@ngt ) Maegd andifferens feh®rj®vel (pl . bov
|l emezt, melyet a biolr-ugn)aii nkiurbt8§ wanlk . ( pMo.s 8vs®@r skz®& et Ren
tal 8l hat - primer antitestnek megf edell Rk grejl #d 81 ts zearktuin
i mmungl obulinnal) i nkub8l juk a ,0,®me zkir.o mMdjgs®®nb hmneg §satd
k°vet Ryukakban | ®trej°tt sz2nreakci-t spektrofotom®t
mi nden | emezen negat?2v (antitestet biztosan nem tar

(antitestet biztosan tartal mazenmiszi &t ®ni s®tszetél eig

referencia sz®rum sorozath2g2t8s8t is egy¢tt teszteln
vehess¢gnk fel, melyre az ismeretlen mint8k abszorbanc
2.2.2.2. Szendvics ELISA
A szendvics ELISA sor8n a | emez fel ¢l et®hez el kap-/elfog- (car
(coating), majd bl okkol §st k°vet Ren a capture antite
tartal maz- V®r sz®r umot) i nkub8&8l unk a Ipemd 2z e8ls.Y4, Madse§ s
antig®n m8s epit- -pepgPat neagfkst HERP i n®®B S lkjrwimog ®hyu
hozz8ad8s ut8&§n a sz2nreakci -t adott h@ull®8brhaosszon spe

Indirekt ELISA |

Antigén |. Antitest Il. Antitest Kromogén

coated well (minta) enzimmel jelslt hozzdadasa

blokk mosds § ¢ i mosds § g e Q
l I ‘ \ &< $ STOP /
\Q/
Sandwich ELISA |
L L

coated well

blokk &

mms|~¢ 1(|m| ‘5 § |m‘ ¢: §| STOP \@/

2.5. Shma:i r ekt ®s szendvics ELI SA el ve
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Ebben az esetben a kalibr8ci-s g°rbe megrajzol 8s8hoz

sor adja az ismeretlennel azonos lemezen az alapot (2.6 . & br a

0,40
0.30

2
< 020

0,10
0,05

50 100 150 200 250 300
koncentracié [pg/mll

)
=)

©® N O O A W N =

00000000]

00000000l
&QOOOOOOOf

00000000l
00000000l
00000000]
00000000l
00000000l
00000000l
00000000l
00000000l
00000000]y

fr

2.6. 8 [ELISA: standard sor

2.2.2.3. Kompet iBLIBA

EI sR | ®p®sben a jel°letlen antitesteket el Rinkub§8lju
mi ut 8n | ehet Rs@gtinyédst komplg®xek | ®trejott®re, az 2c¢
vissz ¢k f el az antig®nnel fedett ELISA | emez felsz2n®r e
ann§l kevesebb antitest mol ekul a maradt szabadon, F
antitesthez kapcsol  -dj ®k. Az ELI SApreald®P) beleett®s
antitestet, majd kromog®n7 . sz8bs®At kdtmptet akt Ral mdaz E§mi8sE

kis mennyis®gT, jel°letlen antig®n kimutatg&ss8&ra is |e

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
- kotdédés
g
22
)
ol mrrmnmooes -

Novekvé antitest higitas —

!

ALKALMAZOTT ANTITEST HIGITAS

Antigén Antigén

27. 8KAr kiompetit2v ELI SA elve

30



2.2.2.4. Mire kell figyeln¢gnk az ELI SA kivitelez®se sor §

pr obn&xt ?
Pontatlan reakci -t eredm®nyezhet, ha nem el ®gs®ges ¢
®s/ vagy az 8ztat 8si idR el ®gt el en) , ha a |lyukakat a
si ker ¢l mar ad®ktal anul ki¢régyeti, a hmi mte§nk clks®z ®tl tg,n kh
p8rhuzamos vVvizsgg8latokat, ha nephateeti kaz ¢li nk ®geint € s ¢
sor 8n.
Amennyi ben a sz2nreakci- gyenge vagy egy8ltalsgn nem |

szubsztrg8t loldatr@nyban egy k¢l °n csRben ©°sszekeverr

sz2nreakci - -nak. Tormaperoxi d8§8zzal (HRP) konjugsglt z
el marad8s8nak oka | ehet, ha a szubsztr 8t w@hadaat t 8r ol
alkalmazott H,O,0 | d a't r ®qgi ®s r®szben el bomlott.

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
Endokrinol Progesterone

Free-Testosterone

Testosterone

Cortisol, TSH, T3, T4, TPA

Mi kr obi ol {Anti-HBsAg; Anti-HCV; Anti-HIV; Anti-HEV IgM; Anti-HAV IgM, IgG;
vi zsg8l at ¢ Anti-tuberculosis IgG; Anti-syphilis; anti-EBV; Anti-Rotavirus

AFP, CEA, ferritin

HCG, b-HCG, PAP,

PSA, Free PSA

Tumor

diagnosztika

2. 3. t:PWIl fB&Kt ELI SA al ap¥% diagnosztikus tesz

2.2.3. ELFA ( Enzyme Linked Immunofluorescent Assay)

Fluorog®n szubsztr8tot (pl. 4 Methyl umbil |l iferyl ph
Tekintettel arr a, hogy a fluonrwize@qlse nmoil ® kdé 8 &k tp§ Ilkh

fluorog®n szubsztr §t al kal maz§8s§gval az i mmunoassay
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rotavz2rus ki mutat 8§s eset ®n az ELI SA sz8zszortosa) . A
helyezg¢nk (solid, pmasdey woégapt asczloe)i d f 8§8zi s ¥, pi pett e
mel ynek bel sR felg¢let®hez a m®r endR anyagr a speci f
helyezhetR kazetta elv8lasztott rekeszeinek a$j 8ban t
foszfat8zzal konjugs8lt antitest, il-eetREegstitygbrag®en
felsz2vja a vizsg8land- mint8t, maj d pji pkeld t @b e gAHj sazbeb
oldatokat (2.8. 8§ br a

Antitesttel el6re bevont belsé
feliilet pipettahegy

SPR ;
xe
G
e\
f L __xo
- I Yy SPR")
7 = minta d < SUBSZIRAT
“ y = A | s tf
< = pl szerum| . ! %;."“\*zl)""? - % .
p P y
“t»” \ B - kON_;\/q;;Y SSZ/O
< l‘ = P '
48, |
=
==/~ MINTA

Kazetta, kamréinak aljan beszéritott P BE enzimmel konjugalt antitest
reagenseket tartalmazé reagens csk ugyanazon antigén

masik epitopja ellen

2.8. §Mirza:ELFA m-dszer el ve

2.2.4. ELISPOT

I ndirekt i mmunoassay, mel y egyedi sejtek g8l tal Szec
ki mutat8s8ra al kal mas. A speci 8lis, nitrocell ul -z va;
|l yuEK SPOT | emezt steril k°or ¢l m®nyek kozott capture
bl okkoljuk a szabad feh®rjek°tR felsz2neket indi ffere
pufferrel. Ezt k°vet Ren i smerl 1-308E@®MY%s el tRetgejhelty ez ¢
l yukakba t&pfolyad®kkb®&in, n®Rgiep "dEzt €€ NEgRY®szt | k. |
ki mossuk a sejteket, ®s az 8ltaluk szecernsg§lt, ®s a

jelzett deseke§§l ®sawntiidhat atl an csapad®kot9.ad§brsmzubszt
Kisz8r2t8s utg8&n a |l emez | yukainak fenek®n | 8that - sz?2
szoftverrel ®rt®kelj ¢k ki

l gen szenzit2v m-dszer, 1/300 000 ar8ny eset®ben 1is

meghat 8roz8s8r a.
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Y X

elfogé detektald
antitest antitest
enzim konjugalt

(/ \1 r O O

nem szecernald szekrécios
sejt sejt

e 4
>
bt

'JE 'JE szekrétum oldhatatlan

\]r \]r \W \lr \Ir reakcidtermék

2.9. 8§Mirza:ELI SPOT m-dszer el ve

2.2.5. Immuno blot ( Western  blot )

A m-dszer r®v®n egy adott pri mer antitest seg2ts®gE@E
tal 8l hat - feh®rje relat2v menhyiho@mpgenbegt umagypsafe
tartal maz: puffer seg?2ts®g®vel hozunk | ®tr e. A  mi nt
g®l el ektrofor®zissel ©wRB| anwdtejkwH atszma g Tk ck dmponensekr
§tvissz¢gk (tmriatnrsazd eslgyFAViDUZK )me mba §g®k tart al m§t Yagy , h

megegyezR poz2ci-ban kerg¢ljenek 8§t a sz®tvs8§lasztott
feh®rjek°t Ri fffedrsegrann ®t eh @rdj ®k k e | (pl . sovg8ny tejpor f
feh®rj ®t k°otni k®pes pri mer antitesttel inkub8Il juk

(pontosabban antitest-e nzi m konj ug8tumot) al kal maiztuenskt, h enze | ky® tkRRdpnei s

ré&mutat arra a helyre, ahovli®-1a. pgbmar antitest bek©°t R
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SDS elétt toltéssel rendelkezé
‘(/ R-csoport

hidroféb teriiletek

SDS utéan

o ) ) kiilonboz6é atmérdji
poliakrilamid gél csatornak

2.10. 8 bAWastern blot elve

SDS poliakrilamid protein blot
gél elektroforézis nitrocelluléz membréanon
- =
. . v\&\:‘,"\. .
specifikus antiesttel " jelolt szekunder
valé jelolés 7 antitest
— /(dQ
=7 mosas -y
| ;
& 5
s & &
rtg film P 4
pr

211.8brA:West ermm®shdio t
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Leggyakrabban HRP-v e | konjug8lt szekunder antitestet al kal maz
mely sor8n a |l uminol -eorxifd@rcy e mias sszoir-§ nt °4r2t8&nm k , mel yet
vagy CCD kamer §viad. n@\mlagely hondekeepilg.g ®n 81 t al k-dol t f eh
b®t a aktin) standardi z8l va el emezhet Rk az eredm®nyek,

feh®rj ®k mol ekul at®°meg®re n®zve is inform8ci- -t szol gsg

peroxidazzal

jelzett antitest .
oxidalt termék
f
7 o; s
+ !
blot LE 2H20 luminol / fény 2
2 T / E
elsédleges enhancer 4
antitest :
m

2.12. 8hAr Kk emi l umineszcenci 8s detekt 8l 8§s el v

2.2.6. Radio akt 2 v j el °] ®sen al apul - m-dszerek
2.2.6.1. Radioimmunoassay (RIA)
l gen szenzit?z2zv, specifikus ®s rendk?2vygl ol cs - m-ds z

koncentr8ci-ja m®rhetR. H8 tzr®@Bsnty a(, p |h.o gy a nsnpaesczi 88nhli &I -Her
radi oakt?2v anyag al kal maz8§sa miatt k¢l °n enged®l yhez

i g®nyel . E g RASK tedt (cadioalfeijgasorteent test).

Gyakran a feh®rj ®Kk tirolﬁsiirzoampo'osa\A§hoazdilo°a1kg,ﬁk/ anti
i smert mennyi s®gT antitesttel. Majd ismeretlen anti g¢
a rendszerhez, mely ¢Sfdtamen ey Rbi(dli deeigai jmil Al etl en)

antig®nnel az antiteslyhed&. YV@Hra k°t Rd®s sor 8n (

solid fazis ) ., . radioaktivan jelzett
(cséfelszin) radioaktivan jelzett ) antigén
o antitest antitest ("tracer”)
sﬂlzs : g
% ' N~ w
‘ 125| .\‘ / 125|
[' analit
[\
antitest precipitatum
immunoradiometric assay radioimmunoassay
,sandwich” médszer, radioaktivan jelzett antigén
radioaktivan jelzett antitesttel verseng az antitest kotShelyeiért

a mintaban levd jeldletlen
antigénnel

2.13. 8§ Mrza:l RMA ®s a RI A el ve
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kevés Ag a mintédban

mintaban taldlhaté antigén

radioaktivan jelzett
antigén

precipitacié, mosas,
mérés y szamlaléban

specifikus
antitest

komplex

sok Ag a mintaban

mintaban talalhaté antigén
radioaktivan jelzett

antigén
precipitacié, mosas,
mérés y szamlaléban
specifikus
antitest
komplex
2.14. br&: RIA
Az antitesteket megkotni k®pes S. aureus Protein A s
vagy anti-i mmunogl obul i n antitestek al kal maz§8s8val az ant

jel°l etlen antitestektRI ®s m®r het Rek.

2.2.6.2. Immunorad  iometric  assay (IRMA)
Ebben a rendszer ben polisztir®n cs°vek bel sR felg¢
al kal mazunk. A betegekK®dmilntj§elt° Irtadi amtkittzesatne k(kiel i nk

tal 8l hat- anti g®nhezi rergohidleijZf§letg kesRdfi &1 &lkoz kot ott)
tal 8l hat -, radioakt2zvan jelzett antitest. gy v®gered
Il e nem k°tRdAdR jelzett antitesteket mos8§ssahr @hy@&yod 21
bet egekbRI sz8r maz- minta antig®ntartal m8val. A kvant

felhaszn8l §s8val k®sz¢lt standard g°rbe seg2ts®g®vel

2.2.7. Il mmuncitok®mi a (Il mmunhisztok®mi a)

A m-dszer seg?2ts®g®vel tsapehcitfuinku sk if ehe®jrtj ®lken /musz®©yv
antitestek seg?2ts®g®vel. Vizsg8l hatunk metszeteket,

illetRleg sejtszuszpenzi - -t t8rgylemezre centrifug8l va
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Az antig®n / aln8tihetstv & atpelseotlRRtf |l uoreszcens fest®k, f

enzim seg?ts®g®vel

Sejten vagy sejtmagon bel ¢l reakci -khoz az ellenanya
Permeabiliz8l 8s c®lj8§8b- | -l@Evagyr g0e nss¥e ks a(plo.n2 5n% Tarl iktad CTma X
sz¢ks®g. Acet on, met hanol vagy ethanol fix8l 8s eset
Triton al kal maz§8sa ker¢l endR, h a me mbr §n anti g®nek
t°nkreteszi a membr8nokat.

Aldehid alap %2 f i x 8l - szerek eseit®5n i(mptlr anioolrenkaulli8nr)i si nkteerres zt
hidak) j°nnek | ®tre bizonyos strukt?%rfeh®rj®ken bel
sz%°veti antig®neket. Ez a maszk? rlom®r sR&ktl &8¢ t R gg aa f i
koncentr8ci -j 8t 1, ®s a keresztk°ot®seket kialak2tani
antig®nek demaszk?roz8§s8ra prote8§z em®szt®s (pl. tri
revid ideig) alkal mazhat -

Afagyasztott illetRIl eg fix8Ilt met szeteket / prepar 8§
permeabiliz8Iljuk, maj d az aspecifikus k°t Rhel yeket

zselatinnal vagy 10% nor m§l sz ®r umengd le,l] ethdRl yf ag bs z el

Pri mer, majd mos8sokat k°vet Ren szekunder antitestte
c®l szerT a magokat-lmegf endt edoiechplt. vaigy DAPI (DNS f e
fest RdA®s | °het | ®d kter omsizdraadfi -klusv &keyl ceP nhat 8sok k°vet

fest Rd®s t°bbnyire egyenletes, ®s c¢cs°kkenthetR nor m§
sz°vet endog®n peroxid§z aktitOv&€ksahl rerti®kkeeri ©se A
anti t est al kal mazg8sa el Rtt) seg?t ki k¢gszobolni az endo
sz%vetre jell emzR endog®n aldvamisotld-lkauls  tfeorstz&naR § 2 | Rakket zi

el imingl hat .. Bi zonyos sz°%°vetekt dmptal mSzna®s \waeR®Re)t e
konjugs8latlan avidinnel t°rt®nR el Rkezel ®st c¢c®l szer T
2.2.7.1. Direkt m-dszer

Egyetlen | ®p®sben jel°lt antitesttel (pl. FITC jelz
specifikus m-dszer, de kev®ss® szenzit?z2y

2.2.7.2. Indirekt m- dszer

Jel °l etl en primer antitest k ®pezi az elsR r®teget,

k®vet Ren egy jel©°lt m8&§sodlagos antitest (m8sodik r®t
primer antitest IKfianj8®wak&l .i mbhangl onbdWszer szenzit2vebb
sz8mos szekunder antitest mol ekul a reagS§l a pri mer
gazdas8gos, hogy egyetlen jel®lt szekunder easretti®&nest h
m&§sodi k Ar ®t egk®nt 0. | mmunfluoreszcens jel°l ®s sor 8§n

vagy Texas v°r°s, az immunenzimatikus jeR?2lL®s) §bran p
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Direkt

enzim
e 7%y fluorokrém

titest Ir-
.a’n Ies 0;‘/(% ’y% N
epitop — ° 6 antigén

minta 7 lemez
Indirekt )
%?t\:,//e \\\'.,/ ] mésodlagos
elsddleges ‘2__@ ;=‘7 Autest
antitest 43/(’:, 0’}’(%, g
215.8brAz i mmuncitok®mia el ve
2.2.7.3. Kontrollok
Pozit2zv kontrollt al kal mazunk annak meg?2 tO®ly@an®rse,’ viead
c®l szerT alkal maznunk, mely eset®ben a reakci - -nak 1isn

Negat 2v kontroldcifaz §aagnakeanegsp® ®s ®r e al kal mazand
antitestet, il l etRIleg azonos fajb-I sz8r maz- izotz2p

helyettes2thetj¢k.
Dj antitestek alkalmaz8sa eset®n a°°rptr@mrer e lahitn k rebs§ mie

(ki mer2t®s) g8§tolni kell a reakci -t.

2.2.7.4. PAP Method (peroxidase anti -peroxidase m-dszer)

I ndirekt technika, mel yben 3 Ar®tegod szerepel: jel?©ol
mely egyr ®szt r easgtStlelg pr8ismedrs z & n thii tdea t k®pez (reagstgl
stabil permexiok§zad §antkiompl ex. A-18026RrzintaigyiothdHs a mebt BhO(
i mmunol -giailag ®s nem k®miailag k°te°tt, 2 gynk,j - val n

cs®°kkentve az aspecifikus k°t Rd®st.

2.2.7.5. Avidin -Biotin Compl ex (ABC) m-dszer

Ebben a m-dszerben is h8rom Ar®tegd szerepel. Az el s

Ar®t egbenodo biotinil glt szekunder antdntbe ott i mhalp@®lrloxt d,
komplexet tartalmaz.

2.2.7.6. Fluoreszcencia mikroszk-p ®s | ®zer konfok8Ilis n

A fluoreszcens (immuncitok®miai) mint8&8k vizuali z8I| §8§s8§
A fluoreszcenci a mi kroszk:-pban zR knegebb §ghPutl-l 8mbaods
gerjesztR f®nyt (8l tal 8ban UV, mely k8ros2tan§ a sz
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sz2nszTrR elnyel i, a megfigyel R szem®t vagy a f®ny®
hosszabb hull 8mhoes$zuEgFgwl f ®B8yY h@ti v8 tehetRk a prepa
strukt Yar §k.

Ez a fluoreszcencia sz8rmazhat term®szetes sejtkompo
vagy fluorokr - - mokkal (fluoreszk§gl - f est ®kEgyed ) me g f
fluorokr-mok v8ltoztatj 8k a kibocs8totit'kb®ognhugt&mh
fé¢ggv®ny®ben. Ezek fel haszn§gl tkatn-cke na rEejit-e mer es@rie.ph

Szint®n fluoreszcens opti k8vallisami kebszkrpl (e CH) .| G
eszk®°zben egy nagyon v®kony | ®zer nyal 8b p8szt8§zza v
minta m®|l ys®g®ben is v8ltoztathat- -, a prepar8tum r ®t e
®s °sszeR2 tlibe t).R8 birgay vastagabb mi nt 8§k i s vizsg8l hat
inform8ci -inak elveszt®se n®l k¢l . A sz8m2t- -g®p 8ltal

a m-dszerrel hel yet®se srfutntkeati Ry ®nzy eisg esro fricedRotnsd tr UK@S - ®S

anti-tubulin
mitotikus sejt

PMT detektor‘

apertira |
lézer 2
fokuszsik leképzett
r térfogat
L 3 v . 21
Konvenciondlis fluoreszcens
dikroikus  tiikor | mikroszképos kép

z-kontroll

fokuszsik - L J- leképzett
térfogat

Konfokélis mikroszképos kép
2.16. §WAr d:®zer konfok8lis mikroszk-p mTk°d®s ®

2.2.8. Lateral flow tesztek

Napjainkban mind sz®l esebb k°rben alkal mazott egyl ®p
i mmunkromat ogr 8f i 8 sgymrdsstzes ztne ka.l apluR81 | 2t §suk ol cs -,

i g®nybe (szemben a -hhagydmBayom®abedR idej ®vel), nem i
otthon is elv®gezhet Rk, az eredm®nyek k°nnyen archivs
Az alaptechnobhsgi®gbekbhe]jlesat et tlaekl flbtwia,| adoe/s a ze rehlessis ®g i

csak 1988-ban ker ¢l t kereskedel eladgral fibwtr gaz oenbat iAgemn asa®l e
al kal mazz8k klinikai, 8llatgy-gy8szati, me®i1R@azdasS§gqgi
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A m-dszer el ve, hogy a biol - -giai mint 8ba m8rtott t e
folyad®k. Sz2nezett, a keresett antig®nre specifikus
keveredik a minta, a bé&khAéeRttak8hhaz?naest i mgj®molsazrmcs®l
tesztcsz Rl7AMe8nt ®rbr(a

szinezett latex

szinezett,
antitesttel fedett latex

217. 8Mma:i testtel fedett | atex gy°ngy

elolnézet oldalnézet

nitrocelluléz membran

< T .
" 2 kontroll ellenanyag (anti-lg) sav
n%/
-| 4 hCG csapda (anti-hCG ellenanyag) sav

anti-hCG antitesttel fedett szines mikroszemcsékkel
(pl. latex) keveredik a vizelet (egyiitt mozog a szines
sav a vizelettel felfelé)

&
O
N \\ . .
. kinagyitva
O

W,
)\._".

.."""""“",)

vizeletminta

2.18. 8 MArdateral flow teszt elve

A tesztcs2k adott poz2ci-j&8ban a c¢cs?2k felsz2n®hez a:
antitestet sz8r2tottak. ltt teh8t a sz2nezett szemcs
jelen van a k®r d®esCes, LHtvagy j\®ant )(.pl A tamu§bbv8&ndorl .- sz2n
a tesztcs2k ment®n m®g egy helyen ° s simmaupoglddulimte k , ebb
sz8r2tottak a felsz2nre, ez teh§t mi nden mikroszemc
f el sz2n@®hne zk aapnctseagl -Edcotat ki raj zol -d- m8sodi k sz2nes cs?
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A tejess®g ig®nye n®l k¢l n ®h § n ylatdead flove teszteHd gylorimdG, H or gal on
pylori ant i g®n (sz®kl et bRI ) , ter hasus®gi RStVes z$ z ®krlcettavhen
Sterptococcus, morfin, E. coli O157.

2.2.8.1. Multiplex  immunoassay rendszerek

A k°zel m¥%“ tban mind elterjedt&bb®kaimbzg&smul tiplex in
A multiplex rendszerek el Rnyei a k°vetkezRkben fogl al
1. nagy eSz¢ Rk®pess®gT vizsgs8lati rendszereket jelent
2. alkal maz8suk eset®n kisebb t®rfogat¥ mint8ra van
3. idR ®s k°lts®ghat®kony rendszerek
4. | ehet Rs®get ny%% tanak arra, hogy egy adott mol eku
5, T ehet Rs®get rnrea,embheggk kgl °nb°zR feh®rj ®ket sz®Il e

m®r j ¢nk

Kereskedelmi forgalomban vannak olyan multiplex rendszerek (pl. Proteome Profiler Arrays),

mel yekben membr 8nokra dupli k8tumban el Rre felvittek
(capture) antitesteket. Ezek a rendszerek kemiluminesz
L®t eznek 96 AAntibody Arrayo rendszerek, mely eset ®

t°bbf®l e molekula p8&§rhuzamos Mosmiut &t EAISAISELISAI i k | eh
rendszerek eset ®ben aegy6 |Iyyuukk8/n alke nidepneclekn®er gey easkt8ert 8i s k¢
egy-egy ki csi foltszerT paz?2chioogbyan384Ariryauki¥s |lveegge zm f or m
Il yukban ak§gr 25 k¢l °nb°zR capture antitest foltszer’
egyes folt k¢l °nb°zR capture antitestet vagy feh®rje
kemilumineszcens j el detekt&8&8l 8s8ra kerg¢l sor, ®s a digit 8§l
alapj 8n t°rt®ni k a ki ®rt®kel ®s.

23.Azal kal mazmmuwnoassay kiv8l aszt8s8nak

1. A |l egegyszer Tbhb ®s |l egol cs-bb Vi zsgs§8l eaatet . | at
Amennyi ben beszerezhetR a vizsg§8lni k2vsgnt mol ek
fertRz®sek kimutat8ss8ra szol gsgl - gyorsteszt, per c

v8l asznnemgte2npus ¥ k®r d®sekr e.

2. Amennyi ben sz®rumbann vaglyS8IlvhRatp:l aamB8baestek vagy
k2v8njuk meghat 8rozni, de kereskedelmi forgal omba
az ugyancsak viszonylag egyszerT ®s ol cs- ELI SA r

|l ehet az anti tsestiezkoté@Pasa@akhlti seintj ®nek meghat §r

gyan¥j a eset ®n, fert Rz®ses 8l |l apotokban, all ergi
mell ett antitestszint m®e®r ®s s el kevethetj ¢k nyomor
magunk Ah§8mi|lEAgoSsAamoenidszert, ebben az eplaegben k¢l
eke t , az antig®nt, a szekunder antitest konjugs8t
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http://www.rndsystems.com/product_detail_objectname_mosaic_elisa.aspx

Ssz®r umot vagy pl azm§gt a vizsg8l and- mi nt 8k 11
kereskedel eht®emethRz 28t | SVA§ | laistzt unk . Ebben az eset
standard ®s optimali z§8It ELI SA reakci - -kat v®gezl
al apj g8n. Rutin diagnosztikus tesztk®nt a keresked
®s rephatduk #®r ®seket .

Amennyi ben az ELI SA ®r z®kenys®ge nem &elegendR,
hor monszintek meghat §8roz8s8ra). A RI'A viszonyl a
radi oakt2v anyagok miatt el Rvigy8zatoss8gdt§I®9 s
i g®nyel

Aut oi mmun di agnoszti k§gban el engedhetetl en az in
antinukl e8ris, szervspecifikus autoantitestek vagd
antitest) kimutat8s8ra.

Amennyi ben sejtszuzezrpeetnz®&nk mns®&rjrtij eaz &r aml 8si cit
Rutinban sejtfelsz2ni antig®nek (CD antig®nek) a
azonos?2thatunk. A m-dszerrel k¢lon fejezet fogl al
A Western bol't vizsg8l atokat idR ®s munkai g®nyes
al kal mazzuk, ki eg®sz2tR/diagn-zist megerRs2tR tes
ELFA rendszert |l aborat - -ri umi ruti nginkgmosatsi)k 8b
£Er z®keny, standard techni ka, mely azonban speci §l
Az ELI SPOT vizsgS8l atok al kal maz8sa a fenti m-ds
el terjedt. Bi zonyos mol ekul 8k at (el sRsor ban cit
meghat 8roz8s8val el sRsorban cellul 8ris i mmunol - gi
c®l ¥% felhaszn8l §sa sor §8n fertRz®ses, tumor os,
detekt8l hatjuk az ELI SPOT rendszer alkal ma@azgs8val
igen fontos alkal maz§8si ter¢lete a vakcinafejl esz
tesztel ®se), illetRleg a T sejt reaktivit8s monit
A mul tipl ex 71T vainznsagk§| at bl n®r e, hogy ybDszom@r &gio s a

| ehet Rs®get k2ns8l nak nagyszg8m par am®t eri egyi de
°sszess®g¢kben m®gi s i gen magas kel ts®gig®nyTel

alapkutat8sban al kal mazzuk Rket.

2.4. Feladatok

2.4.1.1.

1)

2)

Lateral flow assay
Ismeretlen vizeletmint 8k b -1 hat 8§rozz8k meg kereskedelmi forg
assay seg?ts®g®vel, hogy melyik sz8rmazik terhes
A 2.3. t8bl8gzatb-1 v8lassza ki, hogy min alapszik
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2.4.1.2. Indirekt i mmunci tok®miepir 8t um tanul m8nyoz§&8sa

3) Figyelie megf ®ny mi kr oszk: - ppal az inzulin tartalm¥% sejte

Az el j8r8shoz hum8n hasny8l mirigy paraffinba 8gyazot
ut 8n a metszeteket (eg®rben ter melt) ukApoBeroldatbanz ul i n el
t°nR®mMos8§st k°vetRen biotin jel°lt (Il -ban termelt) s:

a szendvics negyedi k tagjak®retroai -n®2 skenhpkggt smmalept

szendvics tagjai: antig®n, p der argitest, seieptavidie-s e r, o xhi idogtzi n
konjugsg8tum) . Ezt k°vet Ren a peroxid8z enzim aktivits§
HE8tt ®rfest ®sk®nt a sejtek magjait metilz°l ddel festet
Az indirekt i mmunreakci- eredm®nye:

A hasny8| mérmharys Laniggeseg¢itnels op®r & j2ail9l.) |sbAsaizensT Kid®E
citoplazm8ban kis szemcs®k (szekr®ci-s granulumok) fo

masodlagos antitest
peroxidaz enzimmel jelolt

_ egér ellenes antitest (l6)
elsédleges antitest

anti-human inzulin (egér) XF
N

=25

I ‘ > ‘f&
[ > "‘1“3' | ’)%
_A A __A

human inzulin

P

2

=

2N
i

2.19. Agbriadirekt i mmunci tok®mi a el ve ®s al kal maz§&s
sejtieineka ki mut at §8s8r a
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3. ANTITEST-ANTI GEN K¥LCSYNHATAPULE

MCDSZEREK | ISZEROMMUN A
(FALUS ANDREYS,GY¥RGY)

A szerol  -gia eredetileg a v®rsz®rum vizsg8lats8t, anne
®rtel emben haszn&lviezk®s te,zt hiagzzeaml nhasonl - m-dszer ek
testfolyad®kok (vizelet, liquor) anal2zis®re is. Az
(ELI SA, RI' A, i mmunoblot) az el RzR fejezetben t8rgyalt
3.1. Immunkomplex®s I mmunpreci pit8tum

Az antig®nek nagy r®sze jelentRs sz8§m¥% k¢l °onb®zR ant |
antitestek egy r ®s ze (ke¢gl°n°sen a pent amer Il g M) eg
antig®neket ®s antitesteket t art alGlemens von Ringuetn&so mp | e x e
Schick B®la 2rta |le-bah3R ablggl gwmealmek 806 mmuni z8I1 §s

di ft®ria antisz®r umma l 42 inmmomi zred gyt me&krPnvyeit ROgT i n
megj el en®s ®v el j 8r - un. “sPi®Prnumbet@ysBGghézrk vézrét @t el
bet egs®get a gyermekekben a | -sz®rum ellen termel RdI
antitestek az 8§l taluk felismert anti g®nekkel i mmur
|l erak-dnak. Evtizemdehk ®s DP®sxRBbb aGesrzt®r umbet egs®get ny
Pirquet ®s Schi ck hi pot®zi s®nek hel yess®g®t . Gert mu
eredet T, p® d§ul Sszarvasmarha sz®rumot kapt ak. Az id
cs© ktkmajd 10-12 nappal a sz®rum bead8s8§t k°vet Ren igen ¢
Ezzel egy i dRben a nyul akban az i degen eredet T a
i mmunkompl exek alakulnak ki, amel yek k¢l ondbh@akR HAzer v
i mmunkompl ex szint cs°kken®ssel a téenet ek megszTnn
i sm®t el ten induk§8l hat - a bet egs®g. Ha m®r j ¢k az 8§ |
i mmunkompl ex szintet, a bet egs®g Rgdemi saakagRdt t K
equi valencia ®s antitest t Yal s Yl y . Az el sR szakaszbe:
hi 8ny8ban, a m8sodi k szakaszban kev®s a szabad antig

szint m®r het R, m2 g a harenaldiikmnsuznakkoanspzl beaxne kn akg®pme@Rd n e k
cs°kkenR mennyi s®gben, majd az i mmuAXiommypKorapleeek el t Tnr
proinfl ammat - -rikus hat §s a j el entRs r®szben kompl em
K2s®rl etesen induk&l ta sCB3®r&smbe4 egs@®@gbement proteinek
aktivsgci-val p8rhuzamosan cs°kken.

'schick B®I a magyar sz8rmaz8s¥% gyermekpyrig§B8az, nBal atehb®gl &r Moust
K-rh8zban dol gozott New Yorkban.
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A sz®rumbet egs ®g ember ben Schick ®s Pirquet eredet.i

| ymphadenopathi 8val, polyarthritrgd4ddl napr atlaitnurazval
koncentr8ci - cs°kken®s ®m°waekead®si taszt i hmnolkampBexk - Kk
optim8lis mennyis®gT antig®n / antitest ar8nyhoz ve

betegs®@gnmuhZXompl exek azanmtitt gRnelk ®Isd Bst -meknnmd Ise®xge;ik
féagg a rendel kez®sr e gl 1l - antig®nek ®s antitestek
mennyi s®g®nek nevel ®s ®v el (el'lenanyagt Yl s ¥l vy, anti g¢
cs°kkBern J8br a

: ellenanyagtalsaly | EKVIVALENCIA antigéntalsaly
Sle] A
csapadék :
4
L \g§
kevés
csapadék
sok a antigéntdlsaly
csapadék
8 K’/
I
kevés :
csapadék 1 | >
novekvé ellenanyag mennyiség
3 . lbra: A&z immunkomplex-k ® pz Rd ®s koncentr 8ci-viszonyai
Az i mmunkompl ex k®pzRd®st befoly8solja a pH, hRm®t

szerkezete (monomer, dimer, pentamer). Azi mmunkompl exek kicsap-d8sa precip

melyszabad szemane:.

antigén

precipolt@hatmatl! an N antitest
i agglutinacié ﬁ"‘/( —(/
Sejtekkel °sszemc g8 I O‘%-
: ‘J[\ ‘o_—‘\\ﬂ
antig®nek °ssze e ]f\ Q-
. . -~ o/ % a
agglutnaBcineve® P2 3o B i

8bj} a

precipitacio,
3.2 8b immunkomplex képzsdés

Aggluting8ci - ®
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Anti g®n, antitest k°t ®s gyors ®s sr ekvaeprczsiobliatiosk rheoazkncail

2 gy ionos k°t ®s, van der

kut at 8sban al kal mazott m-

antigén

NH,

CH, —CH, ~“NH3* O\

2CH,
N,

(I:u—cu_;
CH; CH;

CH;— CH— CH,

—CH, —OH *** O =C — CH,

3W®8al)s§ bksS®at§®mso s®s ah indarpd g &nyhazkdo r

dszer alapul antig®n / anti't
antitest
i ,— hidrogén kotés

ionos
kotés

CH,—CH

hidroféb
kolcsonhatasok

van der Waals

—CH—CH; CH;—CH

3.3 8nrta:g®n ®s

kolcsonhatas

ionos kotés

antitest ke zotti k®mi ai i nt

Az i mmunkompl exek bi oyspgpahbja,habg8gwi tmi mgen affinit8ssa

receptorokhoz (p®I dgul Fco receptorral rendel kezR f

szervekben, sz°vetekben (pozit2v to°olt®sT i mmunkompl e

glomerolusokb an) ®s mennyire hat ®konyan aktivg8lj8k a kompl €

a ter mPszet es i mmunr ends

zer r ®s z ®t k®pezR, kaszk§8ds

enzimrendszer (1 8sd a komplement rendszerrRI sz-I| - 4.

Az immunkomplex ek el t 8vol 2t 8s8ban jelentRs szerepet j 8t sze

kompl ement receptorok. A
gyakran kompl ement kompon
megk®°ti k a C3b, C4b kompl

mi nt eml 2tett ¢k, az i mmunko
enseket is tart areceorok ak . A v

ement proteineket tartal maz:-

az immunkomplexek a Kupffer sejtek Fc receptor8ra ki
affinit8ssal k°tik az i mmuokompAlzex enlmaitnk omiphmte x@ k CR1 ad ¢
ver°sve®rtestek k8rosodg§8s8val, 2gy a szabaddg§ v§gl - ko°
meg°tni ®s a m8jba sz8IlI2tani

Egyes autoi mmun betegs®gekre is kompl ement el t ®r ®s ek
erythematosusban (SLE) van k°ezponti szerepe a komp!
sziszt®m8s autoi mmun Kk-rk®p, k¢l °n®sen jellemzR ebbe
spektruma, ezek k°zg¢l a sejtmag al N&t: - KANAD) | ean bted remes

diagn-zis8nak fel&8ll2t8s8ban is fontos. Az SLE szin

|l egf ontosabb a vese ®s k?°
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F' ! ;1 kozponti idegrendszer

X | bér (jellegzetes ,pillangé” az arcon)
£ "\) pleura, pericardium
: AL sziv
b et
Y ”l erek
‘a vese
”(<
iziiletek
szervet veszélyeztetheti altalaban enyhébb tiinetek

3.4 S8ABSLE:

A k¢l °nbRzR szervekben | ek aka-lda-pv & mRu rskzeempelpexke k man

patogen®zi s®ben, az SLE az i mmunkobmpn ejxelbleeamneght @y e®3 p!
kompl ement komponens al acsony szintje a fokozott K
kompl ement aktivg8ci - esmermBtn fkred grm&kretzIRmokgmpHas2t §si t
magasabb SLE-b e n (pl . C4 a, szolubilis terminS8lis kompl ex)
magas SLEcben (ebben fontos szerepe van a termel RAR aut oce
az al ter kat &8 c iVat rBRE-h ®k e f dIsyamat osan fokozott i mmun
m®r het R a betegek nagy r ®sz®ben, ez korrel 8§l a kompl
klinikai aAk tfievnitt SesrBlt2tlet t CR1 receptor olkhetaaz SilEsonyabb
patomechani Rmukgbdrtegs®g a teljes Clg hi8ny,- ez 90

hez vezet. A C2 ®s C4 faktor-7bi SrzBazagpPaBoahdzlezeliz i ¢
vezethetnek. Az i mmunkompl exeki ta8 kloer itnag &sl bhRalt - f Frke® nrt e
k°t Rdve crél nek ki . A gyeng®bb i mmunkompl ex k©t
polimorfizmusok (pl. FcoR1 | @Rsl IFlc r ecept or pol i morfi zm@Bs &k ). 8hajal a m¢

immunkomplex komplement klasszikus Gt aktivacié

FcyRlla 131aa hisztidin/arginin
IgG2 kotés gyengébb - IC clearance

lupus nephritis antitesj/'
rod

FcyRllla 176aa valin/fenilalanin Fc receptor

IgGl, 1gG3 - IC clearance _— "| S —
lupus nephritis

effektor sejt

3. 5. Aimmankomplexek komplementa kt i v8ci - j 8t bef ol y8sol - genet:i

47



B®t a l akt 8m antibiotikumok, szul fonami dok, tiazi
sz®rumbetegs®ghez. Fokozott i mmunkompl ex k®pzRd®shez
k-rk®pre is, 2 gyn,heupaiog larthiitisben, viagy faikd&cioklasztikus vasculitisben.

Il mmunkompl exek m®r ®s®re sz8mos m-dszert dolgoztak ki
megb2zhat- m-dszer, amivel a k¢lonb°zR m®retT ®s °ss
m®r ni |l ehetne. Il mmunszuppresszi - (szteroid kezel ®s

betegs®gekben.

32 K®tdi menzi -s I mmundi ff Yazi

Kétdimenzidés egyszeri immundiff(zi6 Kétdimenzidés kettés immundiffizid
Mancini mddszer Ouchterlony médszer

mi[ta mi[ta minta minta

e 4y 5
S il
o o/ B ~
\\_& \’;’O Q 7 \ ::;\:O . /
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 kiilénb6zé koncentraciéban
az antigén és az ellenenanyag taldlkozasa
precipitaciés iv kialakulasat eredményezi
(D/\G G)/\® ® N@
@ e anti-1-At anti-1,2-At anti-1,2,3-At
OB (At
®® o
& 2
o § @ @ 1/4
il S
g @ (178
| ] ] ] @
antigén koncentracié
Az antigén koncentracié és a precipitdciés gyiird 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 egyensdlyi éllapotot, ahol a megfelelé ebbdl az ellenanyag koncentraciéra kovetkeztethetiink. Forditva,
ellenanyag-mennyiséggel precipitdtumot képez. az antigén koncentrdcié meghatadrozasara is alkalmas a médszer.

368brlammundi f f Yzi

Mindk®t m-dszemntiazeanhtag®ng®l ben t°rt®nR precipit8ci
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Radi 81 i sdi fmm¥zri&8n (Mancini m-dszer) az antitest ol dat
agar - z g®l be keveri k, majd ezt °ntik t8rgylemezre ¢
|l yukakat v8gunk ®s az antig®n ol datokamr @ bahkS8rko®&a | y u k
napig hagyjuk diffund8l negyam2yyl yazkiantaikgu@n @®sntprn esit

Ezut8n fix8l &8s, sz8r2t8§s ®s fest®s (pl. Coomassie) Kk
k°rben diffund§gl sz ®t az oldata a precipit8tum ki al
anti g®entkrofrcd3 - #al) S§lAMa i t est koncentr8ci -t | ehet 2 gy
i mmungl obulin ellenes antitesteket kever¢nk.

A k®tdimenzi-s kettsRs §SnmfhOudiht e¥Yationy m-dszer) agar - z
egy | yukat az arettitgR®nnae kl yRusk tt-°’bbegyenl R t 8vol s8gra |
ford2tva). P®| d§ul az antig®nt a centr8lis |lyukba, n
vizsg8land- mintg8t felezR h2g2t8sban a k?©°rt2,v fmexnrtl &rs te
sz8r2t8st ®s fest ®st k°vet Ren k°evetkezt 86 hedhmk a |
Precipit 8ceik- snetvietzezrge k azt ahtejndgyopobbdbmahyi m@gtprecipi

33.Sz®reamektrofor ®zi s

A klinikai napi gyak or | at r ®s z ®t k ®pezi a sz®rum ©°sszfeh®rje
sz®rum8nak ©°sszfed®r jge/ It aretnanlenka |6e0g50dl)galbarbirh Har a2s ze ( 35
°sszfeh®rje szint 60 g/l alatti, vagy ©80omg®zi sfte |l Relt
ve®gezni a f eh®rj e tartalom pontosabb azonos?t8s8ra.
tulajdonsg8g8n alapul, hogy el ektromos t®rben t°lt®sg¢gl
el ektroforetikus mobil 81 8sakkn&ktmé&givel RleRerl ehi ®®f ef e st
Coomassi e Brilliant Bl ue) a k¢l ©°nb°zR mobilit8s¥ f
v8ndor ol el ektromos t ®r ben a (tiroid hor monk©®tR) [

i mmungl obuii8mdbr & E ¢

preal bumi n frakeci normal szérum, elektroferotikus mintazat

és denzitometrias diagram

az 8br 8§8kon nem |
el ektrofor®zi s s o f
frakci-k albumin, . (

c°rul opl az miamityipszin, a | (|

. . {1
l'i poroteinek), b®t [ | A szérum ELFO-t altaldban
transzf er-2 imikrogiulinp e t [ enyhén alkalikus kozegben
fi N (pH:8,6) végezziik.
®s gamma gl a e =
. I b | k A albumin u'l a2 B1,2 Y Ezen a pH-én 2 legtbbb
(|mmungo ulino ) z i’r E E -11 = fehérje a pozitiv elektréda
el ektoforetogrammolk S £ ES55E0 3 felé mozdul el.
) i s 24 .8_9 “*S é
gvantitat?y ki ®rte 2 £ewfy 3
Egsds 3
denzitom@&Zr 8)bjrak ( jfEcE;“ c
(=] {\: é
3.7. S$p®raum el ektrororwzi s
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Az al bumin szint c¢cs°kken®s®nek h8§tter®hse®g 8|l VvVday krpi
gyull ad8sos bet egs ®g. Az al f a ®s b®t a globulinok
betegs®get . Poliklon8lis gammolpghti 8k eselt ®b&wn ar Sgnaym!
kiemel kedR hegy®s ke)s ha®l KME.] b&Kiregs Railse n -globelinok g a mma
mennyi s®ge t°bb, hanem az egy®b plazma feh®rj-®k tern

gl obulink t®nyl egesen emel kedettek |l ehet nek kr-nik
endocarditis, fert Rgy@goi mpmun AeD8ps®gek®env

Monokl on8lis gamma gl obulin szaporul at t 8rsul hat me
p®l d§ul myel oma multiplexben egy malignus B limfoci

| §8ncok termel ®s ®hez U ®betn. mAmgaesk skW®v atmk ezsszef eh®r | ¢

gyakran nor m§l tartom8nyba esR albuminszint mel |l ett.
jelent Rsen gyorsult (jellemzRen 100mm/ -ra fo°l°tti ®r f
nor m8lom8&nmryban van az esetek jelentRs r®sz®ben. Magas
CRP szint eset®n myeloma multiplexre gondol ni kell

nem a gyull ad§s, hanem a termel RAR MmMhok®rotn&d ti ss 4 Immyw

befoly8solja. -$ilpglkey as@.asmmég Mr ®gi - ban monokl on8lis ga
plazma sejtes myeloma okozza. A t°bbi ga8nm&)bfrah®rj e @

=: norm >4

monoclonalis gammopathia

myeloma multiplex

3: norm > R0
S°
N - >
S

=3 2: norm
Se
2 beta-gz a hid
2 seta-gamma. hic
oL
B 0 ©
o0 AT
) 4
A o
akut gyulladas majcirrhozis

Jelmagyarazat:
=: szérum Osszfehérjeszint norm: referencia taroménya: 60-80 g/L 1T emelkedett 4 csokkent

38. 8MAr ®:z®r um el ek t-rdoofsourleStsoagir akng IM nb°zR k- -r k®pek
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A m-dszer speci 8lis form8ja a392 @b ma2nlxielse k(t2rDof oerl®ezkits

mint 8k °sszetevRi izoelektromos pontjuk ®s mol 8§ris t©°
gy | ehetaRVK® aw&lziikk us Western bl ot m-dszerrel nem el |
Ki ®rt ®kel ®se bonyolult, ez®rt a kutat8sban haszng8lj gk
H
@ @ 2 4 P T 10
N . <
@ ® 0 ®
A D i
kontroll sejtek
& sejtlizis D  akilacio
A
&) izoelektromos fokuszélds
) ) ELSO DIMENZIO
SDS-PAGE
B MASODIK DIMENZIO
vizsgalandé sejtek
Festés, pl:
Q eziistozés
Q Coomassie
Q fluoreszcens festék
Q autoradiographia
kDa
tomegsprektrometrias %%
meghatarozas 0 10 ® °
:.. ' v“,o‘ 45 .‘.. o'..
‘040. \...o. 20 ‘o‘o. ~.‘0.
kérdéses fehérje A B
kivagasa a gélbdl képanalizis

39.8br®t di menzi -s el ektrofor®zi s

341l mmunel ekt Pefom®deonsefi x8§ci

Az el ektrofor®zi seki mmpwrrcdl8dk tsr off orrM®&jiss 4d s, mely al ka
| 8ncok mennyi s®gi el t®r ®seinek diagnosztiz8l 8§s8ra. A:
feh®rjesz®t v8l aszt 8st i mmundi ff%zi monureel gtr Bdrad ® 7 il s§ s
a beteg sz®r uma -i memaggl obardtiin antitestekkel, a prec
k°vetkeztetnek az i mmungl obul inok mennyi s®g®r e. A p
megvs8ltoz8sa di agnosztikus ®rt ®k T |l ehet . okNem®&24Ili &nc
antitestekkel azonos?2thatjuk az egyes sz®rum protein
sz¢ks®g | ehet a vizsg8§8land: mi nt 8k h2g2t8&8s§&gra, a n

elt Tnnek, m2g a k:-ros pr ot ehi2nge2kt ontatg ymimmet nSnkybi &8ri®.gi ¢sk jrmei | ae
8bj} a
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Il mMmunfix&rcg&n

k°vet Ren

a2-makroglobulin

albumin

transzferin

IgM

IgG

ELFO

iELFO _poliklonélis antitestek anti-A_antix

RA-as
beteg

e

ontrol

y |
\ |

3.108 brlammun el

Szérum immunfixacio

HYDRAGEL 9 IF

\
|
|
[

*-polilinélis h‘BergamHaslobulinaemia

Il

AELP G A M K LAELFG A LAELP G A M L3 LA
¥ 71 8 | Al
- - -

= . | 4 .
T T A R
V. AV. s'. 61
. . - . - ! - ®
: L L e L)
V- IV. zV. 3l
B w- o e
. -i. |-!| L)
i ¥ i

Vizelet immunfixacio

F J|
e X -
ELP GAM K L Kf Lf

Bence Jones proteinuria
szabad konnyd lanc driil

3.11.

agar -z

specifikusl lamltizecsilkdt Sheltwpennekca

SHmanuno f i

g®l ben
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| ®t r e a megfuttatott f eh®rj ®k ®s az antitestek t al
i mmunel ektrof or®zi ssel szemben hogy gyorsabban ki
®r z®kenyepbbb&An®rt ®kel het R ®s r ®s BdEen 8butaomati z8§I hat

35, Rak®tlaecktrofor ®zi s

Az el l enanyagot az agar-z g®l be keverik, a m®erendR m
radi 8lis immundiff¥zi - h k

ut 8n el ekammamos ( grektr

seg?2tik az antig®n mo :

k°rk°r°sen, hanem egy i

az esetben is a precigpi er ¢l et
|l esz ar8nyos az antig®

k°zel 2t ®st ad a cs¥Wdixo

§ Iba).
a precipitaciés cslicsok magassaga
aranyos az antigén koncentraciéjaval
3.12 BAk®ta i mmunel
36K®t di menzi -s 1T mmunel ektrofor®zi s
Ebben az esetben az
di menzi - ban egy S Z (

el etrofor®zi st v®geznek

: | mer Rl egesen (m8sodi k d

2 ’ polival ens antitest tar
4 g®l be v8ndoroltatj gk

; elektrofor®zissel Sz®

' r" ) feh®rj ®ket . Nagyon | 8ty
kapunk, de a ki ®r t ®k el ®s

bonyolults8&8ga mi att rut

_ _ _ haszng8BHt o8§b( a
3.13. §K®d . di menzi -s i mmunel ektrofor®zi s

37.Tur bidi metria ®s nephel ometri a

Anti g®n, antitest kapcsol -d8son al apul - rutin kKl ini
turbidimetria ®s a nephelomeéetrifa®nyKadlnlteinkzi ¢ 18dat can k&t
f®nysz-r8sa miatt gyengg¢l . A f ®ny intenzit8s8nak g

(zavaross8gs8val ). Teh8t a turbidimetri &ngl az 8tbocs
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sz®rumfeh®rjer ®som8m-akkal mazott (monokl on8li s, vag!

el l enenyag kompl exet hoz | ®tre, ennek f®nyS8teresztR
Clland- ell enanyag koncentr8ci - mel | ett azoldatnt i g®n
zavarossg8ga, 2gy standard g°rbe vehetR fel. Ennek
meghat 8rozhat-. A turbidimetria ®rz®kenys®ge hozz8vet
A nephelometria a kolloid r®szecsk®ken sz-ianagyf ®ny m®
®rz®kenys®gT, speci 8lis form8ja a | ®zernefelometri a,
vagy turbidimetri8val sz®rumfeh®rj ®k koncentr8ci - -ja n

a m-dszereket al bumin, ni,mmuinpgdroobdtueiim,, viargayn skzdmeplrd ment
Turbidimetria n®h8ny alkalmaz8s8n8l nem szi;ks®ges ant
n°veked®s m®r ®s ®r e, ezen kereszt ¢l antibiotikum ®r z
Vi zs g8l aatlav asdo8&s8in i dR mathagBraz8s8ra

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.

Fényintenzitads csokkenést mérjik.

3.14. §bBruabi di metria ®s nefelometri a

38 A szerol -gi ai m- dszerek al kal maz§8sa

| mmundi fpfl%z ib-aakt eri 8l is, vir8lis ®s gomba antig®nek j
-radi 8l i s egysmearsize( Manainnii g@red&k °merzey)iasi®mPgestl at a,

sz®rum femBun®g!l bul i n izot2pusok [ 1 gM, I gG, | gA],
kompl ement komponensek) mennyi s®gi meghat §roz§8sa
el l enanyagok mennyi s®gi meghat §roz8sa
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-radi 8tiRs K®uchterl ony m-dszer): precipitsgci - s ekv
ell enanyagok relat2v szintj®nek (titer®nek) meghat §

az antig®n mennyi s®ge is megbecs¢l hetR

El ektrofor®zi s:

A

o

o v 9 < =

-immunoel ektrefz®r @mi feh®rj ®k frakci - -kra val - el v8l a
(myel oma mul tiplex, el sRdl eges amiloid-zis) sor
i mmunogl obulinok kimutat8sa

-rak®ta elektrofor®zis: antig®n/ellenanyag koncentr §
-k®i menzi -s elektrofor®miobi |l élt &lst raolfaoprjeStni kaaz®t v§I as
sz®rum feh®rj ®k) koncentr8ci-j8nak meghat8roz§8sa,
feh®rje °sszet®tel ®nek kvantitat2v ®s kvalitatz2zv vi:

vev®rtest me mbr §n sz8mon autoanti g®nt eatt a®smaz,
egf ontosabb az A ®s B agglutinog®n. Ezek jelenl ®te
sl °nb°ztet ¢nk meg: A, B, AB ®s 0 v®rcsoportot. Az A
rekl RAR specifi kus enzi mewk? rius8onky 2ft §18skz 2 nA®nb aak t h®u nmaurm o/
asonl - szerkezetT glikoproteinek talsglhat-k. A 0 v®
°r°sve®rtestekA fResl-Bazratmit®int) e atnd kK e t is termelnekB, Az A
B vo®rtctakAoanm2ig a 0 v ®rAc s@sp-Bamtitsdeldet isademnteinek. Az anti-A

ntitest a B csoport¥% v°r°sv®rsejtek agglutinBci- - 8t
ntitest az A csoport¥% vor°osveret e®Bdk ®BPhglagti n§ci -j 8§v

donor
recipient ° & @
| o J[
“‘h;” I\ - + + +
anti-A  anti-B
antitest
’JL —= = + +
anti-B
antitest
J B l I
= —
anti-A
antitest
AB
— [— ) = =
nincs
antitest

Ma mér csak elvi lehetéség, rutinban kizarélag csoportazonos (ABO és Rh) vér transzfundalhaté!

315. SMAB®: inkompatibilit8gs
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Az ABO antig®nek mell ett klinikailag |l egjelentRsebb
Sz8mos antig®n tartozik az Rh antig®nek k°z®, ezek kb?°
Rh negat 2y e g y ®n ek dntitest, ugyamakka and-Dt it er mel Rd®spoizmddlk§I

vVerosve®rtestek transzf¥zi . ja. Ha Rh negat2v anya Rh
pozit2zv magzat.i v®r ker ¢l he-D anstest-taenrynaeil ®kse r ii nngd@skbsel ,v ae z
antitest 19G, a placent8§ n 8t j ut . gy Rh negat2v anya ism@eDelt:t Rh
antitestek a magzatba ker¢lve %Wjszeglottkori haemol i f

al kal mazott Rh i mmun gant-Dantitéstnt eg &ted.l@.sa 8)&z aany ai

elsé terhesség
sziilés @ ;\]{é

e\ anti-Rh IgM
anyai vér, /‘\ 4N X L\ ?
Rh™ wt 4 ¢ (g \ ' _Rh specifikus

LD
: , B-sejt
\
=

AN\
A 54
placenta : Rh" wi @

meméria B-sejt
az anya szervezetében

masodik terhesség
plazmasejt

)/_

meméria B-sejt
az anya szervezetében

a magzati
vorosvérsejtek lizise

316, 8WWrja&dz¢l °ttek hemolitikus an®mi 8 a ®s a k

39 Agglutin8ci - t2pusai ®s al kal maz8sa
Sejtes elemek ®s ellen¢gk i r8nyul - ant i3l%eS$hjed®G reakci
jelenl ® ®ben is | ®trej°ket sagglketzien cil-gM ce leghan ®&m
antitest. Az aggluting8ci - kialakul 8s8hoz optim8lis a
vagy az agglutingl -d- sejtes el emek tw s¥%W ya eset ®n
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sor&&n antig®n az agglutingl and:- partikulum r ®sze. Dir

sor 8n, hiszen a v°r°sv®rtestek az ellen¢gk ir8nyul

c

szuszpenzi-hoz adott anti i nmmwrPgl®osbvuBliritne sa netkiettest agagl

antigéntalsaly ekvivalencia  ellenanyagtdlsily

Q99 Vo

pWde T - 1

+ reakcid 0° y/”’ e - reakci6
\ I =

| oF 7y VA i

O"® ©
Uy

- reakcié + reakcid - reakcid
gyors iilepedés lassl ilepedés gyors iilepedés

3.17. 8SMrga:!l ut i n§ci

Indirekt agglut i n8ci - r - | besz®l ¢nk, ha az antitestek k°tRd®s
miatt nem al akul ki agglutingci -, csak az antitestek
(3.18. 8)b.r aPassz2v agglutingci - e s evt°@®n® sparrttielsu 1) u nmieoszt e(r |
k°tnek antig®nt. Megfelel R antitest j el enl ®t ®ben agc¢
anti g®n szolubilis form8gj §t adj 8k, az aggluting8ci
agglutingci -val mkgharz8tozpanotethbheszintje. A r heum:
r ®s ze el l en termel RdR k¢l °nb°zR izot2pus¥ antitest
rheumatoid arthritisre, sziszt®m8s |l upus erytyhematos
koncentr8ci - m®r ®s | ehet s®ges | atex szemcs®hez kapcs

®r z®keny?2tett birka v©°r?°syv®Wdalerstese)kA rag gyakotlatban8a i - j 8§ v a |
rheumatoid faktor szintet ELI SYA tmurdlsizceirmestlr, i §veaglh etl cormte

Direkt Indirekt

pl. ABO vércsoport pl. Rh vércsoport
meghatarozas meghatarozas

318.Direkt ®s indirekt agglutinS§8ci
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3.10. Feladatok

V8l aszolja meg az al 8§8bbi k®rd®seket az % sz¢gl °ttek he
1) Mi ®rt nem al akul ki az el sR Rh+ magzattal szemben
2) Van-e ki v®tel az el RzR szab8gly al-I, mi®rt van [/ ni

3) Mi ®r t a dbulgGkt prefilaktidusan?
4) Mi ®rt ve®dnkempBOi b-i hkoshpadzbRhit8§s k°vetkezm®nyei
5 Mi ®rt r i BOK @ ZWklomgpzatA bi |l it 8sb-1 eredR hemolitikus be
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4. A KOMPLEMENT RENDSZER GYAKORLATI

VONATKOZCSAI
(BUZCS EDI T)

41.Bevezet ®s

Napjainkraicsaknem egy ®vsz8zaddal a kompliememtr tred ndisvz®e rv §fl
hogy a kompl ement rendszer funkci -i messze t ¥ mutatnal
rendszer szerepet j 8tszik az el pusztult sejtek ma |
el iming8l §s8ban, °sszehangolja az i mmuhkegbdds zameerliy f8d It
hozz8j 8rul az i mmunhomeoszt8zis fenntart8s8hoz.

B8§r az apoptotikus sejtek felsz2zn®t is felismerik mir
feh®rj ®k k®pesek megakads8l yozni a kompl ememdat 8askat i v §c
hozz8j8rul az apoptotikus testek Acsendeso elimin§ci
A kompl ement kaszk8dban sz8mos mintgzat felismerR mo
1gG-t ®s-ef gkt , derealked vy ept otCei nt (CRP) ®s pbatiog®nek
mi nt 8zat okoaktat()PAMP, a mann-z k°tR |l ektin (MBL) sz®nhi
(1, 2 ®s 3) szint®n sz®nhidr88§tmintgzat -dkatlnmimmer R mo
sz°vetk8rosod8ssal asszoci §damagenmsdo@ated Im@leculas patternnt 8z at ol
DAMP) k®pes felismerni. A -BR hindRAMB-okat k k @peas PAMPs me
apoptoti kus ®s mi krobi 8l i s -related pradnéACFHRal) pedigmpnioreeme nt f ac
CRP-t juttat a nekrotikus sejtekre

Sz8mos hat8sra k®pes aktiv8l - -dni a komplement rendsze
aktivsgci - k¢l °nbozR  Ytvonal ak l'ine8ris kaszk8dj ak ®n

azonban ink&8bb hg§l - -zatk®nt foghastan feegy, ¢ tmemTyk °nd€isk .r e n d

. A |l egRsi bb kompl ement aktivsgci s mechani zmus k-
aktivsgl -d8sa az alternat2v C3 konvert8z komplexet hoz
1. A m8sik j -1 ismert aktiv8ci-s Vit abhalkbh,as®gi hmel ¥l
m&ra ismertt® v§8lIlt, hogy nem csak az | gM ®s 1 gG kIl a:
sokr®t T mintg§zatfelismer ®si kapacit8sa r®v®n r®szben
sejtfelsz2znre kot Rdni , zn®s zbhems meeRdog®@m epmonb&on

immunglobulinokon, CRP-n kereszt ¢l ) .

11 . A harmadi k, |l ektin Ytvonal aktivgci-j&8ban az MB
receptorok) j8tssz8k a kulcsszer epetaqgkatismeelngkefdh. Ael sRdl e
l ektin %tvonal a C4 has2?2t8§sa r®v®n C4b keletkez®st |

|l ektin %tvonal ak megegyeznek.
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42.A kompl ement rendszer mTk°od®s®nek Vi

A kompl ement feh®rj®ket el sRsoemant af eaBPspPkel beP®Pma
frakci - jl8®m8tk tle2szi k ki , t eh§t igen nagy mennyi s®gben

szervezetben funkcion8lisan inakt?z2v 8l |l apotban vanrt
hat ®konyan k®peselomb8kua®r ®smokatusokat puszt2tatni, i
el iming8lni

A legegyszerThb m-don v°r°sv®rtest | 2zis r®v®en, a ki
a kompl ementd.dkt).iSw§ai -t (

;

birka vvt + anti birka vvt antitest

A
I birka vvt + anti birka vvt antitest
—

+ human szérum

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

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

4. 1. Kdomml:ement medi 8ttasv°r®°sve®rtest |

T Amennyi ben a birka -BPrRav®rgéjsty®krdtestntainti test ek

t°rt®ni k | 8that- v8ltozg8s az inkubsgci - hat §s8r a.
hogy el Rzetesen birka v°r°svertéeéecseski®e] ®exmarzi 2 8§
8§l 1l at v®rsz®rum8t haszn8ljuk fel poliklonglis ant

T Ha azonban a birka v°b?sk@rtvesttsk ®Rs eqiz amtit est
sz®rumot is adunk a rendszer hez, |globinszapadiilk,t - hemo
mely elsz2nezi az inkub8ci- sor8n alkalmazott puf

T Ha a birka v©r %sivr&rat evs®tre®kve@r taenstti anti t eGan8k kel ®s

percig el Rinkub8lt hum8n sz®rummal inkub8ljuk, ne
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A kompl ement rendszer feh®rj ®i hRr e ®r z®kenyek, mi |
tarthatjuk szob7ak®m, te®t®n&®r T 8meh&sreAdkompChbe h®r|j ®i

hRinaktivgl -dnak, mik°®zben a sz®rum m8s feh®rj®i, pl

Az56C-on 30 percig v®gzett komplement inaktiv8ci- -t a mi
felhaszn8l juk. A tldan yt@&spzfto® syhaedz® kh aksi zeng§®s z2 t ®s ®r e magz a
A magzat.i borj Y“sav- kompl ement tartal m8t a fent.i m- d
sz°vetteny®szt Ri t 8pfolyad®khoz. Ez8§I1tal megakad§8l y
sejt | 2zi s ®s/vagy opszoniz8ci - k°vetkezz®k be a teny®s:
A klinikai l aborat - -ri umi gyakorl at ban sz¢ks®g | ehet
meghat 8§roz8s8r a. Szem el Rt t kell azonban tartanunk,

adottpilanat ban a szint®zis¢k ®s a komplement rendszer ak

m®rt ®ke egyar8nt befol y8solja.

4.2.1. ACH50 ®rt ®& m®r ®s e

ACH50®r t ®ke annak a sz®rumh?2g2t8snak a reciproka, me |
50%-8t 81 j42a 2( ) 8b Aa CH50 m®r ®s a klakasdwvi8kis kn®mm@lse®mental k

te¢krozi, mely m®rt®kben k®pes a sz®rum kompl ement t a
cs°kken, h a az egyes kompl ement f eh®K j({pP Kkomgplem&nh y 0 z n a k
deficienci 8kban ®s bizonyos vasculitisekben).

A CH50 ®rt®k®nek meghat8§roz8s8hoz ny¥ ban termelt el
aktivs8ljuk az ember.i Ssz®rum kompl ement rendszer ®t . A
hemogl obin szabadul ki a voero°sv@®rtestekbRI, ennek mer
meg. Az °sszkomplement szint (titer) 4 WMC°rt)9swl®§gF saetj t |
A CH50 meghat8roz8s8ra szodbgi§lkasw®nteserbenitebg§ekapt
VOerosvertesteket i nkub8Il unk a Vvizsgs8land- v®r sav- k

sz®rumkoncentr8ci -k mellett bek°vetkezR v°r%sv®rtest

CH50 nor mg§l ®

Sz®rum CH50 142-2 79 CH50 egy

E g yo&stnedvekben A fenti 1/3-a, 1/4-e
C1 szint 16-33 mg/dL
C3 szint f ®r f88-252 mg/dL

n R: 88-206 mg/dL

C4 szint f ®r f12-72 mg/dL
n R: 13-75mg/dL

4 . 1. t 8b ICHDBHDt -nor m8 | ®rt ®k ei
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A birka vanibsv_®Rat evs®tr ©°svo®rt egdt ls@amp | enxehnenzy i s ®@ e ®s a

me®r t ®k e k°ozti °sszef ¢gg®st szigmoid g°rbe 2rj a | e

transzform8ci-j8b-1 vezethetR Il e a |line8ris ©°sszef¢gg
EM T ERK/ELK =y,

E: extinkeci

M: minta

RK: reagens kontroll sz®rum n®I k¢l

LK: kP zis kontroll, desztill 8lt v2z

y*100: l2zis %

A birka v°r%°sv®rtest | 2zi st spektrofotometri 88san Kk?©

pl azmamennyi s®get,-omebyrkal vétrPst®ft esekilAtzj sk k2 v EHE

egys®gnek. Mi nt hogy a CH50 g°rbe nem l'ine8ris, al
mut atkozzanak, nagyfok¥ kompl ement 4f.e2l.h.a8bzrm8| §sr a kel
CH50 m3ghatér02é5 Eu-Epeiix=¥ ¥© 00 = lizis %

yily

7

mlsIenm

-~

o

- reagens kontroll (RK): szérum nélkiil ) /
- lizis kontroll (LK): deszt.viz
- minta (M) higitasi sor —/_/T.

o1

CHED =1 miixml

4. 2. SDb®raum CH50 meghat 8§roz8s (vo°r°sve®e®rtest

4.2.2. Li p o s za-immunoassay

A CH50 meghat8roz8s8ra szolgs8gl - alternat2v el j8r8s
felsz2nT |iposz-m8kat alkalmazunk. A |liposz-DNFEk bel se
antitestek h 0 z z §-anttésts §ompléxek 3 R thing®n | ®t r e a |l i posz- m§
Amennyi ben aktivsg8l . .-dik a komplement, “agy a | i posz- me

bek°vetkezR NADYNADH r edukcien kn®@rehtekteRz taRbbsezno rab a3n4cOi an na
aktivit8§ssal ar 8nRb.63 mMRFHMKkben meg

A |l eggyakrabban tapasztalt CH50 elt®r®s eset®n a mort
|l egt°bb kompl ement feh®rje akutfg§zis feh®rje is egyb
szignifik8nsan alacsony &bl alCHbON ®rmmknoil s gi aeiz meghbe

(i mmunkompl ex megbet eged®s ek, SLE) . Az al acsonyabhb
bakteri8lis fertRz®sekre, Nei sseria 8Ital okozott me
nor m§|l CH50 seerzte®ka zni nWi®°zony?2tj a, hogy val amennyi k om
ugyanis az egyes komplementfaktorok szintje jelentRs

aktivitg8§s v8ltozna. Mi nthogy gyull ad8sos blet®rgts®kgeekk b ¢

nem jelentik, hogy nincs kompl ement §lt al k°ozvet 2t e
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arthritisben
gyull adt
CH50

komplement szint.

2z¢l etben
aktivitsgs

(pl rheumatoid
|l ok8l ieman

®s komplementfeh®rje

arthritisben
feelmh aag 2 n &l

vagy gonoc
-sdyinko va 8K o mmp Ifeo
szint |l ehet me®r |

vt ellenes antitest
(hemolizin)
i ‘ﬁ:—-—-—
9

+ savo
(ebben mérjik a
a komplement aktivitast)

* hemolizis

hemoglobin meghatarozas

liposzéma

liposzéma membran
ellenes antitest )
+ savo
(ebben mérjik a
a komplement aktivitast)

* lipolizis

G6PDH meghatarozas

/=

aggregalt Ig )

+ savo

(ebben mérjiik a

a komplement aktivitast)

,l c aktivacio

sC5b-9 meghatarozas

4. 3.

Sb®raum CHS50 meghat §roz§s
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4.2.3. Az alternat2v kompl emerrts g8k tait \ag c i

HaCa® kel §torral (pl . P°EiGoImMIk atl viomélujkeka elaengedhetetl ene
%Wy az alternat2zv %Yt szelekt2v m-don vizsg8l hat - . E K

elengedhetetlen Mg** ionokat.

Az alternatz v ut at mosott ny vl verosvertestekkel i's vVvizsg
inkubg8l 8s) n®l k¢l is. Ebben a rendszerben az ¥gynevez
4.2.4. A lektin %t vi zsg8l at a

A lektin %t vizsg8lat8hokogey sRk®n®r amb a rk espekifik@sli lzEtr -n um
antitestek r ®v ®n a kl asszikus Yat -t akfteilvi8sImedroR t ®s Ebf

monokl on8lis ellenanyag (Mab 2204). B8r a klasszikus
egyar 8nt-dhkhtijivs8&azonban az alternat?2yv aktivsgci - csal
j el enl ®t ®ben m®r heft BggRz &tunhen 824 kkP®&ast iO,slav - koncen
Ennek alapj8n a lektin ®s az alternat?2v %t el k¢l °n2th
4.2.5. Komplement konvert 8zy(GCh)s a

A kompl ement rendszer azs§8Iltal i s aktivsgl - -dhat, hogy
eszk®z%°kkel inkub8ljuk. Az enzimkaszk8d term®szetes
szabg8lyoz- mechani zmusok el ®gt alte nanl & aV §nlalzaitnrka k ,mel g @
kompl ement et . Ez®rt sz¢ks®ges a kompl ement konvert §

seg®danyagok ®s eszk©%9z°k felg¢let®n, hogy meg2t ® hess
kromog®n szubsztra8t kfodlolhmasnzn§li 8s8§wm®r ®st al kal mazhatur

4.2.6. Komplement f eh®r j ®k ki mut at 88§s8ra al kal mas egyRe

1. A kompl ement feh®rj ®ket kvianhut aKzhat puki podb. k&€ p |Ednm
vizsg8lat8ra az aktiv8ci-s term®kekeéetveadgel ias nke®
ell enanyagok haszng8l hat - k.

A sejtek C3 ®s egy®b kompl ement feltel@®& je ter mel ®s ®

3. Vizsg8l hatjuk tov8bb8 a sejtfelsz2nretl eSrraakml dgostit
citometri 8val
E mell ett taanwlkm8nykooznhpl ement receptorokat RNS ®s
Al kal mazhatunk az i mmunkomplexek Kkimutatdds8ra kol
8§bhj) a Amennyi ben a vi zsg8l and- -amiiest tk@niplexn (azj el e n \
Ysgynevezett immuaonkamml ekBkho:gyadott kompl ementet
a mint §ban nem mar ad szabad kompl ement feh®r j e
rendszerekben gyakran al k aatitha 7z &ktat vBirPrlsa ®wvtte Sts v ®

hozz8adj uk a mint 8khdodz, hetmol k2ivet k ezdiol eredetil
i mmunkompl ex a kompl ement megk°t ®s ®r e, 2gy a szal
kapcsol -dni a b-anti-Biar ke r 9 SV B YV @St est kompl exhez a
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Amennyi ben a vi zsgS8ntamsd - mem myti8sb@&ogT jiemmeunk ompl ex v
kompl ement felhaszng8l . -dik, nem marad szabad kompl
be.

antigén 8

immunkomplex

+ komplement

L]
L
nincs
komplement “
kozumpcid °z
48

+ indikator sejt

‘fw\‘ %’.

komplement
kozumpcid

sejt lizis nincs lizis

4. 4. ABbkampl ement konszumpci-s teszt el ve

6. Kompl ement aktiv8ci-s ELI SA

A m-dszertan | e2r §sal .ZWix8%)r newd®henze rf TezRdi k, aki
a kompl ement komponensek eg®sz sor88nak |l erak-dg§ss§
al apj 8n a k¢l °nb°zR kompl ement aktivgci - s ut ak

fejlesztettek. Az IgM-me | b e v oneken & kladsxkns? a Salmonella typhi LPS-sel bevont

felsz2nen az alternat?2yv Yat vizsg8l at 8r a ny 21t
properdinnel reags8l - monokl on8lis alkalmaz§gs8val
l ektin Yt vi zs @8 lkatvSrtee |l egnez & Tmeann- zzal bevont f
anti-kClg antitesttel bl okkoljuk a klasszikus utat.

(Wieieslab, Lund, Sv®dorsz8g), h8rom ELISA kombin
4.5. )AWelasa al kal maz8sa sor8n komplement aktiv§gci

bevont mi kr ol emezen, manjid 8l a s k &loentph exRA t @rt ek
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4.2.7.

1.

2.

kompl ement akti vgci irg§ny2t8§sa a puffer ®$ a hz2g?
Mg sz¢oks®geéasazi kus, lektin ®s ter mE@TRAIMelstt) %4t mTk?©
elegendR az alternat2v mTk°d®s®hez, a klasszikus
mellett is mTkedik, az alternat2v: 1:20 alatt m

szkis®gess® birka ver°sv®rtestek felhaszng8l 8§s8t, ®s

Klasszikus t Lektin Gt Alternativ Gt

'aWal : c3 | Ala {\ | C3 " \l
ISR \(SICANTI A A

~CI| ~CIHCY Y.\ ~lC9
Clars) . /\can [ MBL/MASPs) =/~ \C8}~ oL B \cah/
1 fcs}q j‘csl_c?'---"' S~ lcslc
) 'Y ( Y NS
c5 (o \ €3 )

LPS

Mannan

4.5. Komplement-akti v8ci-s ELI SA

E g y ® komplementtel kapcsolatos m-dszer ek

Az i mmunkomplexek ELI SA alap% kimutat 8€38vagy al kal
anti-C 1 q antitestet k°ote¢enk az ELI SA | emez felsz2nol
jelzettanti-i mmungl obul in anti #deé$t ) &bradetekt 8l hatj uk (

A HLA tipiz8gl 8sra mi krolimfocitotoxicit gsi teszt
“wgynevezett msaderzelredi ak®z® tartozik, mel yek egyl
jelentett®k a HLA tipiz8l 8sban. Ma ink8bb mol ek
helyett¢k. A mikrolimfocitotoxicit§8si teszt sor 8n

plate-eken tal 81 hat - |l yukakba a tipiz8gland- szem®l yekb

gr 8di ensen szepar§glt) Il i mfocitgkat pipett8zzuk.

hozz8&8k°t Rdi k a
§tesett

specifit8sw
t°bbsz°re°os

al kal mazunk

el l enanyag s ejadye k he z .

vV®r 8§t °ml eszt ®sen szem®|l yekt

kompl ement forr8sul, mel vy aktivsgl . d

antig®nhez k°tRd°tt a sejtek felsz2zn®n. Ekkor a k
k°ewt kezi k be, a sejtmembr8&8n perme8bil i ®thi@umv gl i k v
bromidevagy trip8n k®k fest®se al apj8§n detekt8l hat -
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—— jelzett antitest
D\

\\\/ S —— immunkomplex
antigén -

YY ¥Y .-

jelzett antitest

immunkomplex

Clqg

anti Clq

46. 8IBrza®r um i mmunkompl exek ELI SA alap% ki mut

4.2.8. A komplement rendszer elemeine k vi zsg8lata k¢l °nb°zR
k-r8llapotokban

1. Herediter angioneuroticus-i meideimaon( HANO)vit 8§84 2®ssa
C4 alacsony, CH50 alacsony, C3 ®s Cl1lq a referenci

2. AANO-C1-l NH (Autoi mmun eredetT adgnbnbutotiaksti oetdgm

anti-C1-1 NH antitest pozit?zyv, CH50 alacsony, c4 ®s
tartom8nyban
3. Hemol i ti kus ur ®mi 8s szindr - ma (HUS) (at2pusos I
alternat?2v %t szab8lyoz8si zavara 8II
4.2.8.1. Esetism er t e t HABO

19 ®ves nRbeteg enyhe zavartsgggal, s¥%l yos hasi f 8 d

hg8§ny§8ssal ker ¢l a S¢rgRss®gi oszt8lyra. Arr - | sz§8mo

f8jdal mai ®s k®z/ | 8bduzzanata, amed grdo letsaekt.®bkn ®I wé
egy¢é¢ttes jelentkez®se az ulrticdiids oh adsRebre nt grysaklotr i d b E ¢ v &
beteg arr | is besz8&8mol , hogy ®desapj 8nak is voltak |
75/40 Hgmm, pulzusa 120/perc.

A k-rk®pet Osl-ban, hertedi tl er
orokl Rd®siTnhi bitomr - -tHefviani esreci.§8 Rekurres epiz-dokk®nt |

1888i oneurati cs®0mm&Eldiesn8d o i

67



szubkut 8n vagy osdemab muTki opzi &luiss el Rf okamudlgsi | hiledlyei | 8bf

genit 8lia, t°rzs, arc, nyelv vagy g®ge. El Rf ordul 8§8s
gyermekkorban jelentkeznek el Rsz°%r, pubert8s k°r¢l ro
A t¢netek h8titrehi®bietnora gGnj ®nek mut §ci - i 8l Il nak (nay

mut 8ci -t azon oshetdgekben)a k HANO

A Cl1 inhibitor 8ltal g8tokomprexel®okakhegyYyvy@®gaelz®kr , ¢
kallikrein, a plakmion, (&Xl adak)i ®Sl azXbktifwsglt XI. fakt
B8r -es{azésetek85%-a) ®=satPRlpus¥s (15%) HANO klinikailag nen
azonban m8 s mut §ci - k 8l Il nak -eas ki®tpusdpnms | ®§rtee¢rP @IRe nf.
szecern&leldmRakhat ®konysg&g8ggal, ez®rt a Cl1l inhibitor sz
cs°kkemws A2plus¥% HANO eset ®ben termel RAR mut 8ns f eh®r
k8rosodi k. €gy ebben az esetbenfonakm§lja Chgyahankkbor j
cs%°kkent .

Cl inhibitor his§8nrycgshhaamo ka iHANG®Nn a pl azma proteoliti ket
el sRsorban a bradi kinin a felelRs a -smergonh®avneokke7dsea rt8 n®r (f
8bj a

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

C1-INH c2< l

C2b Sejtlizis

Fibrinolitikus I Plazminogén Plazmin
/ C1-INH l
C2-kinin

Hfa Gl

Kinin l Prekallikrein + » Kallikrein —» (1

CI-INH

Kininogén  Bradykinin

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

C1-INH /\

Fibrinogén Fibrin

4. 7Tbraa: HANO patomechani zmusa ®s az oedema kivsglt§gssg
t ®nyezRKk
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A HANO diagn-zisa akkor vet Rdi k fel, ha visszat ®r R

f 8 dal ommal, wurticaria n®l k¢gl. Jel lle®sR C8B8z sali and :2&kn yned
Kezel ®s: intrav®n8s tiszt2000 tUnNdLlt si)nhviabgyt or e kpomhigns§ n
al kal maz8sa. Hat8s: g8tolja a plazma kal Hiakireant, a X

MASP-1-et, a MASP-2-Rt , a p&aamint.

4.3. Feladatok

V8l aszolja meg az al 8bbi k ®r d®seket!

1) Az emel kedett vagy c¢cs°kkent CH50 ®rt®k | ehet a gy
2) Mire utalhat a cs°kkent CH50 ®rt ®k?

3) Mit mondhatunk ki teljes biztons8ggal, ha az °ssz
t ar t gbhmésik?

4) Mel yi k kompl ement feh®rje van jelen a | egnagyobb

5 Mire wut al a C3 ®s C4 egy¢ttes cs®°kken®se?

6) Mire utal, ha a C3 szint cs°kken, a C4 ®rt®k vVvisz

7) Cs°kkent CH50 titer ®s kompbrheumatoid arthrfise®vagye szi nt ]
gonococcus arthritises synovi8lis folyad®kmint §ka

8 Milyen | ehet a betegek sz®rumszintje?

Irodalom:

Farkas H. A heredi ter angioneuroticus oedema patomechani
szerepet |j8tsz- .Magwyak §ll mnoeEdyle FHFRla
Zuraw BL. Hereditary Angioedema. New England Journal of Medicine 2008; 359:1027-103.
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5. CRA ML C3ITOMETRIA
(PCLLI NGER £VA)

A proteomikai vizsg8l at 8hoz sziks®ges l aborat - -ri umi
t°megspektrometria, monoklon8lis ellenanyaggy8rts8gs, s
nyitott a di agnoszti k8ban. Az eredm®nyek ®rt ®kel ®s
szemben®zni, hiszen a sejtek fehkk®rjte t°®rszelt ®t ebeanen
bel ¢ i s, i dRr RI i dRr e, s Rt az aktus8lis funkcion8lis
det ekt 81t adat hal maz bi ol -giai ®rt el me z ®sytomics)e h §t mo
i smereteketpriog@mymlk.a s a citomika °sszekapcsol 8s8r a
az 8raml 8si citometri a, amely |l ehetRvV® teszi egyedi
mor f ol -giai jell emez®s®t.

A 8raml 8si citometria ke z dse@gefigh(tRrbughput screenipg nethael=e s zt Rk ®
HTS) m- dszer ek kez® tartozik, hiszen i gen revid i dR

mul tiparam®teres detekt 8l 8s8ra k®pes. Erre a gy-gys8s
szabott gy -gy?2e@gogayl®emyB®Dnd&san mi att egyre nagyobb szg
felgyors2tj8k a biomarker kutat8st ( Yj di agnosztikus
gy-gyszerhat 8sok mol ekul 8ris nyomon k°vet ®g®®ge&gy®ni
mol ekul 8ris patomechani zmus8nak pontosabb felt®rk®pez

51.Bevezet ®s

Az 8r aml §8s i flow cytomamme FCM, &ACS: fluorescence-activated cell sorting) kel ©ongll

sejtek rendk?2vygl gyor s, mu Ilgtyi pla®mim®it ertaud aj(dozs Eqo k)
vizsg8l atgra alkalmas | aborat . ri umi el j 8r 8§s. Az anal
megk¢l °nb°ztet ®s®re fluoreszk§gI - fest ®kkel t°rt®nNR j
| ®zer b6g8tj ai meg, a k®sz¢i gl ® pedig a | ®zer induk§8Il t
Az 8raml 8sii citometria felhaszn8l 8s8val |l ehet Rv® v §]
szepar(8AsSsjat amgd mmunfenot2pus ddy paok§rala pfjlBmk disan gl i
Az 1940-es ®vekben kezdRd°tt t°rt®nete -ta az 8raml §si
kereszt ¢l . A k®sz¢ |l ®kek eleinte csup8&n a f®nysz-r8s

mTkodR sejtsz&ml &l -k voekbhkn melV §bkeejlacsk®Rl ik a

detekt 8l 8s8ra is. A rutin vizsg8latokra hasznsg§lt 81
rendel kezt ek, ®s a sejtmoeret ®6 fal ugorraensuzl c8elntss §1ge sni®@& ke
megk¢l °nbgydzeamriee ami8 egjl Panl®®Prt padr am®tert jelentett
ms§r ezekben a korai ®vekben megkezdte t®rh-d2t§gs§gt
el sRsor ban a ker- BgR2 nTeukmmiunB&nolt i pi z §é¢l Sz=@bem haszn
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napjainkra mS§r sz®l es k°rben elterjedtek a s-zolubil |
al ap% det ekt §Cytometrie BeddsArray =E@BWK; microsphere-based flow cytometric assay),

a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET = fluorescence resonance energy transfer)
kifejleszt ®s®vel |l ehet Rv® v8lprobméiehkukS8tcso°nhmaegadk)
®s a foszforlil 8lt (m-dos2tott) feh®rj®k specifikus
nyomon k°vethetRk pl. -a gsagyemebebeglikuysl Btvobhel ak
detekt 8l hat - sz2nek szBmME8saRnndeclkadd®S &sd l1@gyszerre)
intracell ul 8ris feh®rj ®k ki mutat 8§s8nak i mmunfenoti g
proteomi kai evjitzsszgi8nlitaetno kt °srt ®nR ki vitel ez®s®t . Ezzel
di agnosztikus arzen8lj8ban n®l k¢l °zhetetlenn® v§8It.

A sejtek funkcion8lis ®s morfol-giai karakteriz8l §8sa
abban a tekintetbenis,hogy rajta k2vgl nincs m8si k olyan k®sz¢ |l ®KkK
(pl . a di fferenci 8l - d8si antig®nek expresszi-j8val
tisztas8ggal |l enne k®pes soni®gpy 8l ogatni (sejtszepar 8l 8

Aflow cytomeri 8 s m®r ®sek sor 8n | eggyakrabban a k°vetkezR k®

1. Jelen van-e a keresett sejt (pl . i mmunfenot 2pus al ap
mint 8ban?

Mil yen ar8nyban (abszol %t mennyi s®gbeB8bawmw&n jelen

3. H§nyf ®l e sejtpopul 8ci - azonos2that- (pl. m®ret ®s

a funkcion8lis 8l apot alapj8n, stb.) a vizsg8gl at

4. Milyen a detekt8lt sejtek funkcion8lis 8§l apota?

52. Az 8r aml §s
citom®t er

aramlasi cella

fékusz '
lencse e sz{ir6k
Az 8raml 8§sifuaktcoang 0o fotodetektorok
egys@g&i®°vet kezRk: ¢
e | FSC

1) folyad®k rends
2) optikai rendszer, ‘

3) elektronika, lézerforras(ok)

4) analizg8l- - egys

5) sejtszertpraj 8§t or

sziirék
7

(opciong8lis) Q\b f
5.1.)8bra

U
N
N\ SN SN SN

[LE

5.1. Bdr&raml 8si S8C

funkci on8l i
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1) Afolyad®k bientdesz?

sejtek §r aml §s 8t , szer e
gerjeszt®s hel y®re t
k®sz¢l ®kben keringR
( sheath fluido ) hidrodi
f-kusz§8l &8s S8Sr&vwmdngsia:

k°zep®re ir8nyz2tja s

folyad®k &8r aml 8s ®s

speci 81 i san kial ak?2t
hat §s§8§ra Alibasorbac
k°ozep®r e f - kusz§8lt
egyenk®nt , optim8li:

gerjeszt®n2. RXerndazdr
z8rt: k®sz¢l ®k ben
a sejtszuszpenzi
egy
tart 8asteh aker ¢ |

2) Az optikai rendszer 1) sejtek
f®nyforr8s(ok)b- | 2)

a
- n a

csRrendszeren ker

a

emi tt§glt f ®ny

(irs8ny2tendsz&PbRI 81 I
3) Az elektronikaal ak2tja 8t a
j el ekDC® @nal -g digit$§

HAzanali z§I

megjelen2t®sr RI ®s az
5 Sejtszepater§) or (A
Techni kai szempontb- |
mechani kus el ven mTk?©°
wrsTe”]
TS szeparalt
BEE sejtek
[_] catcher tube

detekt 8l 8s8r a

- ( srze&nd2stz-eg®p )

ARAMLASI CELLA

lézer sugar aramlési cella (flow cell)

/

hidrodinamikus fékuszalas

burok folyadék
(sheath flow)

, «——— minta dramlas
9

minta fevételi pont | ¢ ¢
"0

eszt ¢l

a hull ad®k .
5.2. Ribdraadi nami kus f -

megvil 8g2t8s8ra ®s

au s e8rl j§es|AMtoR

a

szol g§l

detekt 8l t

|l is konver zi

2.

gondoskodi k az adat ok

®rt ®k el ®shez sz¢iks®ges
a sejtszepar 8l 8sra al kal mas
dRk, ®s 2)H.8lLgl8tbrasztati kus
Fm
[wrse")

UMINTA MINTA
5.3a Sbyjaszepar 8l 8s FACS k®sz¢ | ®kkel
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A s z ®t vs§ blapm z ket

b&rmely, a k elektromos toltés
detekt 8l hat - pa E. .................................. ‘[
sejtm®ret ®s a ;
(FSc/ssc, I§sd k¢ : /;\kondenzator
fluoreszcens CI,D Y
azonos2tott tul aj : B
aramlasi 2 :
cella E szeparéltE szeparalt
; sejtek 17 sejtek 2
\_;/ L,WASTE”
5. 3b Elektrosztatikus MINTA
sejtszep

5.2.1. K®pime gj el e n(ddata®sisplay )

A detekt8lt jelek k®pi megjel endctploRs & ohlrins8z t8dgarna md k t v®eng

5.2.1.1. Hisztogram

A hisztogramok =egyetlen param®tert, 8§l tal 8ban wval am
jelen2tik meg a sejitoslz-8gm afi¢ gRYrvi@enlye®mbeenn. aB hi szt ogr amok
sejtpopul-&aigyk eixrntrradel | ul 8ri s markereirRlI kaphatunk
membr 8n feh®rj ® expresszi bj8naBbjalenl ®t e ®s m®rt ®k e

fényes fluoreszencia

(pozitiv populaci6)
alacsony fluoreszencia .

(negativ populécié) o
= &
‘S :
& e =1
@ 2
o ]
8]

* § M1
LENEIELE  aeNONoNNN 3]
87

csatorna szam (Channel number) ] l I
gl
o
10? 10! 2 10° 104

5. 4. Hsatogeam
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A hisztogramok ©°sszehasonl 2tgs8nak igen | 8tv8§nyos m-:
foverlayo &br 8zol §s. Ebben az esetben k¢l °nb°zR mint 8k a
g°rb®k wugyanabban a koording§bh8§sreadszegybean jkéi pltrealki
(azaz az expresszi:- m®rt®k®nek Bl Ry ®bea) azonnal | §t

950
1
pu——

760
alant

570
ryse B

Counts

380
Ll

190
P

O -
10? 10! 102 103 104
CD4S FITC

Key Gate
- limfocita

=~ monocita

- granulocita

5.5. 8 b r @verlay hisztogram

Az ovlayd0 hi sztogramok 3 dimenzi- s 8br8§zol §sa | ehet Rv
kel °onbBs®geéuszdr L §EDr ai s (

alas

aaalaas

Counts
0 30 60 90 120 150
1

) b
o
(=)

aaalaaaals

asaals

! 102 10 109
a-endorfin FITC

L.

Key _Gate
— B sejt

w— T sejt

w— NK sejt

5. 6. 3IDlhisztogramok (balra)
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52.12. Fel hRk @opplof )

A fel hRk®peken wugyanarr - | a sejtrRI sz8r maz- 2 dete
8§br 8zol §sr a. A k®p minden sejtet kkc®@pPenk8 | I e h eptoRvt & ® ¢
k¢l onf ® e markerek (param®terek) egypteéeeszi-e),end @t ®b ik
szempontb-1 a sejtpopul 8ci- -k, ®s alb&sboppghbo& pontosab

FL1-/FL2+

4

FL1+FL2-

FL2 csatorna szam (Channel number)

m CD3+CD16+
FL1 csatorna szdm (Channel number) “edixe

2,

& 27

8

CD3-4/CD16- . CD34/CD16+
-
°°
“10° 10 10 10° 10?
CD16 PE

5. 7. Amealah Rlat@g)o (
A nehezen el k¢l °n2t hetR popul 8ci - k sz®t vs8l aszt §s 8§t k °
megjelen2t ®se, acwntdhrplot) ARe na %A dkdepsiyplg)sGCk ®pp sbr a

8-4
§ 3 o T v T T T T
100 150
FSC-Height 0 S0 'ggC-HQiQ‘P?(O 200 250
»denzitds kép” Lkontdr kép”

5. 8. Alanmt YacontbuBglo) (®s a Ad edemsiyplgtls k ®p o (

75



5.2.1.3. Kineti kai m ® tin@ s- kaked ¢€ollection)

Az i dR, mi nt detekt 8l hat - par am®t er felhaszn8l §s §
enzimaktivit§gs), illetve jellemezhetR a vizsg§8lt bi
|l igandok bek°t RdkRisredt.i k Mi verh®r @s ek n®lI a det ekt 81t f
nagym®rt ®kben meghat8rozza a stimulus -ta eltelt i dl
bevezet t ®tkme-wizdow/analysisk 6, vagy rM&dtimaf®weyiomely-t 0. Eszerint
me®s t a kezel ®s / stimul 8§ci - ut 8n nagyon pontosan me
gyors sejtvsg8laszokat k2v8nunk detekt8lni. A m®r®sek i
A kinetikai mM®r ®s ek 8br 8zol 8sa sor 8n szzxzealktédéiasdInrenaiz
jelenik meg.

53. A FACS eredm®nyek ®rtel mez®se

5.3.1. M®r et ®s granul 8l ts§g

A sejtek morfol-gi&js&r- -1, m®r et ¢ kr RI ®s granul 81t s 8§
sz-r-d- f®ny detekt 8l 8s8val kapdmk ofsel wi Is®&gdd2etl Sztz.nrA
sz-r.-d- f®nyt, a megvil 8g2t:- | ®zernyal 8b el ® helyezet
= FSC = forward scatter; FALS = forward angle light scatter) a nheve. A sejtorganell

sz°gben szytr -@®rz®&k&n R f ot oel ek tphommuitipliersube) r caz - d e r(j PeMTz t R
| ®zer nyal 8b Ytj8ra mer Rl egesen, ol dalt bhidelscateerzi k el |,
RALS = right angle light scatter) h2vj 8k. Az el Rreszitrerdsgt ®a @aBRr of d ®Is
granul 8l ts8§g egym8s f ¢iggv®ny®ben t°rt®nNR 8br 8zol §s8v
AFS/ SS dot pl ot o anal 2zi s®vel nemcsak mor f ol - gi ai

°sszet ®t el ®r RI (heterogemult 8csi8rk | 8 gyYm8 satvo ze gwiesz sreyj 2t tpa

perif®ri8s v®r | eukocita popul 8ci i), de a sejtek mo
8§l 1l apotukr - | (pl . viabilit§8s, sejtpusztul §8s, aktiveé
foyamat ok fenn8ll 8s8ra is (pl. b3.a%z)®»krgelenl ® e a pe

§1 E‘

0: (==

&7 &7

23] 28

3 ] a7 ]

T ] T

24 21

‘o TS0 100 150 200 25 TR e e e

. 59.8br a:
FSC-Height FSCHeight 8

Limfoblasztok
egészséges csontveld leukémias csontveld felszaporod§sa

Af el hRk®pen
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Az AFS/ SSo

avizsgs8lni

Key Gate
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fel hRk®p
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popul §c- adgalingoe)b.i

al apot
A(og)l 8§b8ma,
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= granulocita
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™
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5.3.2.

A sejtekrRI
j el ens®g azt
8k,
megvil 8g2t§gst
ki sebb,

bi ofi

mol ek ul

zi ka

Fluoreszcencia

ep gl eaemtyia,g
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10°

@
@

24
£
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>
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/ CD4+/CD8+

CD3+ limfocita

hgoegyj eszt ®s

amel yek k ®pesek egy adott hul
(gerjeszt ®st) k°vet Ren f ®nyt
hull 8mhossza mindig nagyobb,

tank°nyv) .
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Sz8mos fluoreszcens fest®k | ®tezik, mel yek egy r ®sz;q
sejtal kot -r®szekhez v aogkya t moell & keunlaSnkyhaogzo,k hond s kapcsol v
haszn8l nak. Az §&raml §sii citometri 8ban alkal mazhat - 1
| ®zerforr8sok sz8&8m8nak n°vel ®se (t°bb hull 8mhosszon
fluorof -r §s8§rvaekap®iaoglehozott tandem fest®kek kifejl:
gerjeszt®s sor8&n a tandem fest®kek elsR tagja 8ltal
m8§sodi k molekul 8t (akceptor), amel ybRIndae md € teesk t®&klekred
gy 811 2tj8k ©°9ssze, hogy az elsR tagjuk a FACS k®sz
hull 8mhossz8n (488nm) gerjeszthetR, ez®rt haszngl at ul
sz®l es k°rbenb5alkat)hbhkBaat (

GerjesztR hull 8mhossz:

PE-TX red (ECD; fikoeritrin-Texas v ©°r
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)
GerjesztR hull 8mhossz:| APC (allofikocianin)
APC-Cy7 (allofikocianin - Cy7 tandem)

GerjesztR hull 8mhossz:

Alexa fluor 405
Pacific Blue

5.1. t AbIFRALSt . m®r ®sekhez |l eggyakrabban haszng8lt f

A di agnosztikus m®r ®s e k sor 8n f Rk ®nt a kel onf ®I e
mennyi s®gg¢k (ar 8nyuk) meghiao88loizgs Bl | apokEbbagrel f eemk

8l tal 8ban i mmunfenotipiz8l 8ssal, azaz a s-antitest el sz2ni
reakci -n al apul - jel?%] ®s®vel (fluorokr - mmal konjugsg
v®gzi k.

Egyetlen fluor okr - m al kal maz§8§sa eset®n a detekt It fluores
fluoreszcencia intenzit§s alapj8n a hisztogramr - | I
megk?©t®tat ehozz8adott antitestet, vagy -$emd Hzl Wi dlg§ge
hogy a Vvizsgs8lt seejhekerapetssadltji gk®nt (pl . di ffer
markert), vainy mdem §( Aisgen A hisztogramok sz8&§mszerT ®
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meghat 8roz8sa) zsepovziftechwr { ®t kexeressz§glIl -) ®s a nega

hordoz-) poopsula8rc8nyk8r% | is felvil8gos2t8§st ad. A dete
a megk©otott fluoreszcens fest®kkel, vagyimos.kE2 zvet ve
biol -giailag azt jelenti, hogy min®l nagyobb fluores:

expressz8lja a vizsgs8lt sejt a keresett antig®nt . I
kalibr8&ci-s gy°ngy°k al k&@allmkzgag8vadlkeh®re¢lret BxPgessyi
meghat 8r o258 s18lr. p 8ibsr a(

Technikai vonatkozasok

&1 Pe molekula/ |Fluoreszcencial
<
3 gyongy (db) | intenzitds
L=
w&3
is I — 1400 31,2
©=1 14000 3340
24 36600 900,3
= 182000 41441
109 10" 102 10° 109
PE
Kalibraciés gorbe
g & 10000
g 5 o
- 3 1000
289 M1 = 1___1__
3=i | > o w0 .
3_ (5]
3 10 + y =1,0076x~ 16642
o 3 g 1 S
109 10! 102 10° 104 S ' 2 = 0,999
Anti-HLA-DR PE = 1 ’ T T
0

100 1000 10000 100000 1000000

5.11. F@thm®a;j e expresszi- sz8§mszerT meghat §roz8sa ¢
Tekintettel arr a, hogy a sejtcsoportok korrekt azonos
|l ehet s®ges (feh®rje mint8zat), az egysz2nT fest®seke
(k¢l°nb°ezR hull 8mhosszon emi tt§gl - fest ®k ek p8§rhuzar
al kal m8val a det ekt 81t fluor es zcepmeckie8rk Sebgry§m8ocsl - U pag i
fel hRk®pekr RI , hasonl -an a hisztogramokhoz, kiderzth
nemo v§8lasz), sz8§mszerTs2thetR a vizsg§glt antig®neke

intenzit8s meghat 8haotz§sgxvaexmreggdtiap2m®rt ®ke, ®s nem
ako-ex pr eshbs z1i2-.). (8br a

Mivel a fluorof-rok nem egy diszkr®t hull 8mhosszon b
t°bbsz2nT jel°l ®sek eset®n speEtrtelBl ks k§s2reHd®s@sk®EE

fluoreszcencia kompenz§8ci
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csontvelsi
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5.12. Kgdbxmresszi- 8br8zol §sa

54.Mi nt ael Rk®sz2t®s diagnoszti kus FACS

5.4.1. Sejtszuszpenzi - k®sz?2t ®s

Mi v el §raml §si citom®terrel csak k¢l °leggyakrabbarsazj t e k et
eleve szuszpenzi - form8j 8ban nyerhetR biol . -giai mi nt
Il iquor, vi zel et) haszng8lj 8k, m8sr ®s zt szolid sz°vet e
sejtszuszpenzi - el R§htPtBsael RAlI | 2djStsSnwmkzpseokf ®I e m
mechani kus sz®tv8laszt §s, em®szt ®s) , de ezek r®szl et
Annyi t azonban mindenk®ppen ®rdemes megeml2teni, hog

kellazegyessej t ek ®ps®g®nek ®s felsz2ni feh®rje mint8zat ulk
ez a Vvizsg8lat el v®gz®s®nek ®s ®rt®kel het Rs®g®nek egy

5.4.2. Eri tr ol Pythrolysis)( e

A perif®rig8s v®rmint8k ®s a csontvelRBR Aspigystadmbdls ®glbFk
jelen |l evR v°ro°sv®rt eyghtogsis). f Alzoled§sta o( Pizi $In®&k, s 8§mos
(hipot - -ni8s ol &dtotrald, odmdmtrniadm stb. t°rt®nR I|iz8I §8s)

szakirodalomra utalunk.

5.4.3. Fuoreszcens jel®°l ®s
A sejtek fluoreszk§glIl - fest ®k k el t°rt®nNnR jelo°] ®se t e«
al kal mazhatunk valamely sejtalkot-r®szhez ill. mol ek
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anyagot (direkt /g¥°2yemegnefebh®s) ¢kva sejt val amel

hozz8§8 specifikusan k°tRdR, fluorokr - - mmal jelzett elle
5.4.3.1. Kezvetlen jel?] ®s

A klinikai l aborat - -ri umi gyakorl atban | esgyaakbBBban
tartalom propidium jodiddal (PI') tert®nR jel®°] ®se. A
mol ekul a) k®pes be®pg¢l ni a kettRssz8k%kBRSI ®3 | ut RMN,S
fest®ssel |l ehet Rs®g ny?2 ImGkr ®Rs RGO NS @sa rsteg ItHcmlk) .Quash hai raad t2izvi
Kezvetlen jel©°l ®ssel jell emezhetR sz8mos esetben a s
szubsztr8tokkal az enzi mek aktivitgsa, a sejt memt

detekt 8l §p@wtal ziaz, aoxi g®n gy°k°kre ®rz®keny fluorokr -
(ROI') termel ®s, stb. k°vethetR nyomon.

1000
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FSC-Height

MP 2.025

600 800 1000
L Y L

FL2-A

400
-

200
:

1 T T T
}i 0 200 400 600 800 1000
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l') ZI'JO 4:)0 61'30 360 10|00
FL2W
5.13. F8hmaeszcens jel°l ®s a DNS tartal om ki

5.4.3.2. | mmunfenotipiz8l §s

A sejtek fluorokr - mmal k grejl #d ®RiIste s mtrigtne sat eshpkesstii fti °t r8ts@

k°t Rd®s biztos2tja. A fluoreszcens fest®k ®s a specif
antitest kapcsol at a s zdeekti Gstindirekteigrkau R fndo® ett iegi¢cn&l 8§ s i t e
Di rekt i mmunfenotipiz8l 8s eset®ben a fluorokr: - mot a v
(pri mer [/ el sRdl eges antitest) kapcsolj 8k, m2g indir
ez®rt a | 8t hat - v § t ®t el ®leaz vaanltd mielsyiare m&AxNods ki k sj®-
m8sodl agos jelzett antitest). Az indirekt jel?°l ®s S
haszng§l at a, aminek a | 8that-v§ t®tel ®hez fblMorokr - mr
8§bya Mindhk®t kaiecmegol d8snak vannak el Rnyei: direkt i
bek°t Rd®s vesz®l ye, az indirekt fest®s pedig felerR

ant i-sg®nci fi kus ellenanyaghondegyhdejdickety t $bbek2tR
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Biotin-sztreptavidin

Direkt jelolés Indirekt jelolés jelolési rendszer
e &
g ~, >
VA - 2ol
5 8

&

s L = § e

antigén antitest fluorokrém sztreptavidin biotin

5.14. Agthridesttel to°rt®nR jel?°l ®sek

A klinikai gyakorlatban az immunfenotipiz8l 8s a | egel
bel ¢li feh®rje mint8zat alapj8n azonos?2tjg8k ®s jellen
A feh®r v®r sej t eek8 nvifzeslofSeldaetzaet s 0 adatsi g®wnelk et t @z nemMBOt
munka®r t e kneemdtienal &orksifops on Human Leukocyte Differentiation Antigens) keret ®n

bel ¢l vetik ©°9ssze ®s <csoportosztij8k. A besorol 8sra
kedvr®® egy sz8&8mot kapnak, mel yet a NANCluster of Di f fe
el nevez®shez kapcsolnak. A sorrend-ben, kBhenetdnBbmnonk

°ssze, ekkor az azonos2tott ®sebespBmh8§868 BRI LI t( CDE8
t8bl)§zat

Mieloid sejtek Li mfocitégk
fssejt m 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 CcD7 | (CD10)

5. 2. t SAbebféniosabb:CD markerek

55. A8§ramilc§dgiometria al kal maz8si terg¢l et

Az 8raml 8sii citometria felhaszn8l §8si ter¢leteit didak
met odi ka k?© zporktl% nfi &lad s zatl &sa;l nfa)z § s o k .
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5.5.1. Met odi ka k°zpont¥% feloszt§s

(A felsorolt csoportos2t8s a teljess®gre val.- t°rekve

5.5.1.1. Feh®rje kimutatgsok

FACS m-dszerrel egyar §nt speefitus ®Re®-gpecilikasnk iamuft el @rsj8® la .

specifikus detekt 8l 8s i mmunol -giai alapokon nyugszi k,
fluoreszcensen jelo°lt ell emarnygpdakid &ls)j elINelm ks preed f ( ik
amino-, vagy a tiol-csoportok in situ det ekt 8§81 §s 8val | ehet v®gezni , ami

jelenl ®t ®r e, mennyi s®g®re ®s |l okaliz8ci-j8ra ad v§la

mi ndk ®t m - iy & recemol-lki gand kel cs°nhat 8sok | eglelakm2®s ®r €
fluorokr - mok haszn8l hat -k k¢l ond¥®lakttvgamgalgokelaz Ra®
feh®rj ®k konform8ci:- v8ltoz8sainak detekt8l 8s8ra is.
Speci 8lis |l ehet Rs®geket nyi t otGreemiugreseent Proteird=GFP)uor es z k

felfedez®se, mely sikeresen haszn8l hat - a transzfekec
sorg8&n 4 GFHwmd®nt k°zvetlen¢lt deni®zs@8lsniopk kw8rmonja el
ami kor a feh®rj®t k- -tlok- do®n g®hr idi Bt & o0GFPr  -dni, t e
fluoreszcens feh®rje. A fluoreszcencia megl ®t e teh§t
expresszi- j 8§t bi zomfpxcDNS4. ey @rom-ter r®Qgi - ut 8n ®p2tik L
jelenni, amikor a prom-ter aktivsgl - -dik, 2gy a g®n exr¢

GFPriporter-p | azmi ddR Il kadattram®anzf ekci -nak tov8bbi el Rnye, hog
a sikeresen transzfekt§8l  -dott sejteket.

N®h &ny patol -gi §s 8l | apot di agn-zis8hoz vagy progn

sejtfelsz2zni expresszi-j8nalkgpeam®e s ®k ®k b &rel &1 @ gamed R,
mut at ni k¢l °nbs®get a k-ros sejtek ®s az eg®szs®ge
deficiencia (LAD) . t2pus8ban a CD11b il . a CD18,

form8j 8nak oceSlkkent aexdpt ekt 8§l hat - Spondylitswankylopdetich- gr anul
ban (Bechterew k-:-r) ®p Ben/ & lolkeorzkoa 2 Rl eexgpr ess sBHLAj §nak
j el ent Rs®ge. l smertek olyan Kklinikai §l tapont absizel Yta
sz8m8nak ismerete az ir8nyad:: pl . DRze®@st i kugr &hllapoi
CD64 (FcoRl) expresszi -j 8nak guantitatiywv meghat 8roz§8sa a
ki menetel ®nek meg?2t ® ®s ®ben. A hfaeth8rro ze§ seSxrpar eisssnmzer-t snze
fluoreszcens fest®kkel jel?©°l t5.klad.).b&h8rca - s gy°ngy°ket

5.5.1.2. Szint®zis vizsgs8lat ok

Fluoreszcens A®p2tRk°veko (pl. nukl eoti dok, monosza
fiziol-gi8&8san he8§hpszzn@h§yagwkl Yaj mol ekul 8k k®pzRd®s
timidin-anal - gk -2% zoxi uridin = BrduU, etinil dezoxiuridi

sejtciklus an&llbszi)bv@gezhet R (
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5. 15. Sgjtbklugranal 2 zi s Brmb®r ®®@pegll ®s

5.5.1.3. Enzi maktivitg§s m®r ®s ek

N0 N
L) B-glukuronidaz
NH
CI (CHZ)WCM’ N"-ﬁ—(CNZ’loc"]
o [+
C,,FDGIcU, a fluoreszecein di-p-Dglukoronsav lipofil 5-dodekanoilam inofluoreszcein
analégja, 12 C atomos alifds oldallanccal (z6lden fluoreszkal)

L limfocita kapu
E
]
g ] )
10 10
3
2
o 3 N
§3 4 monocita kapu ol
- L A
" ] e
L - p T T T T =
100 150 200 250 10° 10! 107 10° 109
FSC-Height 525nm
= I
granulocita kapu )
2 N TN
3 (3 L
L= ’ !
S
56 1 22 33 4
10 10 10 10

10

S25nm
5.16. B&dglaukoroni d8z enzimaktivitg8s m®r ®se
Fluoreszcens szubsztrgtok felhaszn8l 8s8valin sitw enzim

k°or ¢l m®nyek ko°ozott is el |l ehet vegezail elMett RD®Dg eptar ray
sejtpopul §ci -k egyidej-dpacionioldd §sBziamalaziazi ts®§ tmegha
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Fluoreszcens szubsztr8tokkal t°bbek k°z°ott vizsg8l ha
prote8zok ®s oxi d8zmpkoni : 1 Beakkgiai m&rz&s e k a sejtm
jell emz®s®t (metabolikus %tvonal aky5.j16L)8§t8wbirtael , aktiwv

5.5.1.4. Nukl einsav vizsg8latok

Fluoreszcens nukl ei nsav fest ®k ek seg2t s®g®ved a sej
sejtpusztul 8s) vi-pegheBhttlis Anukémi nsav fest ®k ek

®l et k ®p es svRigakbnielki d&¢ ekt 81 8s8r a i s. Di agnosztikus S Z
meghat 8roz8st | eggyakrabban a tumorsejtek aoskdzadl§®st
k°owetsejtpusztul 8s m®rt ®k®nek meghNs Strarzt8slSom dtatsekh§
azonos2tjs8k pl. a retikulocit8gkat. A nukl einsav tart
van, hi szen egyr ®szt a mikr - -b8gki te8 £t kKiPpeg SPRg®oalkk ¢k
fertRz®s kimenetel ®t , m8sr ®s zt nyomon k©°vethetR a fe
t°rt®nNR pusztul 8sa i s.

5.5.1.5. Sejtal kot -r®szek vizsgs§8lata

Sz8mos 8raml §si citom®terre adapt 8l tendszep esmdrtf PLk u s s ej
fluoreszcens jel®°]l ®ssel invivods gpg&Imh «t8j aa ¢l uosekekensn |
nyomon k°evethetR a plazmamembr §n-r ®sdsaz ea ietko prhTakz°nth® s &

fluoreszcens zs2rsaV&kkakeVizésgSomatl ak ®sja sejtaktiv

5.5.1.6. Funkciong8lis vizsgsg8latok

Az §raml 8si citom®terrel detekt 8l hat - funkcion8lis
|l ehet Rs®gek felsorol 8s8ra szor2tkozunk ®s az wegyes
gyakor | at anyag8ra utalunk.
0 Viabilit$8s
U0 Sejtoszt-d8s / sejtciklus
0 Apopt-zis-akkasezp8§s, mitokondri 8lis membr8n depol a
DeoxynucleotideTransferase dUTP Nick End Labeling
0 Feh®rjeszint®zis (pl. citokin termel ®s)
0 Fagodist . ® endocit-zis
g Jel 8tvitel (pl . f 1| ufeszfopreteircaatitestek, s r savak, anti
U Citoplazmatikusion-k o nc e nt ionSsczie-nkzi(t 2v fl uoreszk8l . - fest®kek)
it Transzport feh®rj®k mTked®se (fluoreszcens szubsz
rezisztencia = MDR kimutat8s8r a)
Reakt2v oxig®n gy°k°k (ROlI') ®s nitrog®n monoxid (
F®emonok mefageznf'cCadi k§tor ok)
pH det ekt 8l &8s
Membr §np &tl e m®r ®s

[ c: c: c:
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0 Kinetikai m®r ®s ek (pl

0 a sejtek redox

5.5.1.7. Mol ekul 8k

Mol ekul 8§k

fluorokr -m a

rel at 2v
gerjeszt ®sr e
hull 8mhosszr a. Ha a 2

gerijesztiaz akceptort,

enzi maktivit8sok

§l 1l apot8nak

relat2v t8vol s8§g8nak

tg§vouoggSuzalknm®f @s ®R& e 2
haszngl t
mol ekul a
teh8t a m®r ®s

i dRbeni d

meghat §roz8sa (tiolok

meghat 8roz8sa: F

haszn8l nak
f®ny hull 8mhossz§
keozel van

el ®g egyms§

sor8n az akceptor f1l

t8vol van egym8st- -1, akkor a m®r ®s s6r 8id.)ag§bBonor fluo
akceptor
festék
donor
festék
sejimembrén\
A donor és az akceptor
tavol van egymastal,
nincs FRET
5.17. M®bre&kul 8k relat2v t8vols8§g8nak m®r ®s(
5.5.1.8. Szolubilis molek ul 8k m®r ®s e (mi kalogpyya2ngyet ekt 8§l
rendszerek)

Szintetikus mi krogy°ngy?®°Kk felsz2n®hez kotott mol eku
sz®nhidr 8t ok) seg?2ts®g®vel l ehet Rs®g van k¢l onf ®I e
m®r etdeetlée kt 81 hat - s8got a mikrogy°ngy?°k, az analitok
fluorokr - mmal konjugs8lt det ekt 8§l el l enanyagokkal t o
hogy al kalr
nagyon Kis n \ \

. s
mint 8b - | t°hbhb !

lehe t egyid '_‘&

guantitativan kimutatni (pl. \

>10  citokin 25 "

sz®r umbAl)m-ds & N\ o )
Vo=

®r z®kenys®ge ‘

I
az ultraszenz /.-

rendszer ek®vel
tart onm8nly).).(8br a
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analitot specifikusan felismerd
ellenanyag 1

'JL:

fluorokréommal jelzett specifikius
ellenanyag 2

g

analit

5. 18a Mibkrraocgy°ngy al ap% m-dszer ek



5.18b Mibkrrac g yl®anpgy na®r ®s

5.5.1.9. Abszol %t sejtsz8&8m meghat 8r o0oz§8s

referencia gy°ngy°k bel

polisztir®n
v®gezhet R (

I smert mennyi s®gT

abszol %t sejtsz8&8m medphdO8r éb§ a
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