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Bevezetés

az élo szervezeten kivul (in vitro) tartunk él6 sejteket
- Cél:
— a kisérleti allatok kimélése, ha lehetséges
— sejtek funkcionalis vizsgalata

precizen kontrollalt kisérleti korulmények

« 1885. Roux embrionalis madar sejtek

« 1889. amnion folyadékban tartott human borsejteket



Osztalyozas

 Sejt — szovet, szervkultura

* Rovid tavu — hosszu tavu kultura



Rovid tavu kulturak

A kulonbozo szervezetekbol, szovetekbodl izolalt sejtek
1-2 napig is eltarthatok, de proliferaciot csak
stimulalas utan lehet kivaltani. 30-50 osztédas utan
ezek a sejtek a legtobb esetben elpusztulnak. Néhany
sejt azonban tulélhet és folyamatosan osztédhat.
Néhany sejtvonal ilyen egyedi, folyamatosan oszt6do,
tulélo sejtekbol szarmazik.



Hosszu tavu kulturak

A sejtvonalak altalaban tumoros eredetiiek. A
tumoros fenotipus konnyebben
alkalmazkodik az in vitro tenyeészteéesi
korulményekhez, mint a normalis fenotipusu
sejtek. A folyamatosan osztodo sejteknek
ezen tulajdonsaga a nagyobb
kromoszémaszam kovetkezmeénye lehet. (pl.

70-80 chromosoma a HelLa tumor
sejtvonalban).



Tenyésztési korulmeények

* Inkubator (allandé ~37 °C homérséklet, ~ 90 %
paratartalom, pCO, ~ 5-6 %)

 Tenyészto oldat (médium) — optimalis pH, tapanyagok
(szénhidratok, aminosavak, nukleotidok, vitaminok,
peptidek, hormonok, novekedési faktorok),
antibiotikumok.

folyékony nitrogénben
lehetséges.



Szovettenyészto steril fulke
(laminar air flow)
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Tenyészto edenyek




Sejtvonalak




Eletképesség meghatarozasa

* Tripan keék

» 7-amino-actinomycin D
* Propidium-iodide



Fagocitak funkcionalis tesztjeli

lzolacié uveg vagy muanyag feluletekhez
kitapadnak

Migracié spontan, iranyitott (chemotaxis), skin-
window test

Fagocitdzis (nem specifikus
receptorok altal — lektinek), (Fc receptor
dependens, komplement receptor dependens
fagocitozis)

Respiratory burst, fagocita enzimek NBT-teszt,
mieloperoxidaz, acid-foszfataz, lizozim

Mediatorok, citokinek IFNg, TNFa, leukotriének

prosztaglandinok, tromboxaanok, hisztamin stb.
termelés kimutatasa ELISA, RIA, FIA moédszerrel.




Fagocitozis
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Limfocita funkcionalis tesztek

Limfocitak poliklonalis aktivacidoja: novenyi lektinek
(PHA, ConA), bakterialis sejtfal komponensek (LPS,
dextrane-sulphate)

T-sejtek funkcionalis tesztje: citotoxikus aktivitas
detektalasa - Cr release assay

NK-sejtek funkcionalis tesztje: tumor sejt lizis (target
sejtvonal: K562)

B-sejtek funkcionalis tesztje: Ig detektalas (Ig
produkcié immuncitokémiaval, ELISA-val, plaque-
forming sejt-szam (PFC), Ig génatrendezodés
detekcio PCR-ral, passziv kutan anafilaxia (PCA)
teszt




Limfocita funkcionalis tesztek

 Kevert limfocita kultura (Mixed lymphocyte culture):

Transzplantacio elotti vizsgalat

 Citokinek termelése

ELISA, Elispot, multiplex tesztek



Autoantitestek vizsgalo modszerei, HLA
tipizalas



Termeészetes autoantitestek

* IgM
« Alacsony affinitas
« Alacsony szérum cc. (ng/ml)

 Polireaktiv

« CD5 + B1 sejtek



Természetes autoantitestek altal
felismert antigéenek (,,immunologiai
homunculus”™)

Heatshock hsp65, hsp70, hsp90, ubiquitin

proteins

Enzymes aldolase, citockrom c, SOD,
NAPDH

Cell membrane pB2-microglobulin, spectrin,

components acetylcholin receptor

Cytoplasmic actin, myosin, tubulin, myoglobin,

components myelin basic protein

Nuclear DNS, histones

components

Plasma proteins albumin, IgG, transferrin

Cytokines, IL-1, TNF, IFN, insulin,

hormones thyreoglobin



Patholdgias autoantitestek

* IgG, IgA v. IgM
* Nagy affinitas
« Magas szérum cc. (mg/ml)

B2 sejtek



Autoimmun betegségek

- Szisztémas: SLE, RA, Sjogren-sy.,

dermatomyositis,

polymyositis

Szerv specifikus: IDDM, Addison-koér
Hashimoto-thyroiditis

Graves-betegség,

Myasthenia gravis



Az autoantitestek kimutatasara hasznalt
fobb modszerek

« Screening tesztek:

— a betegbdl vett szovetmintan

— : human Hep-2
sejttenyészeten vagy allati eredetii szovetmintan

Az autoantitest specifikus mintazatot ad egy-egy szoveten, vagy

sejten belul (nuklearis, nukleolaris, centromer, citoplazmatikus,
mitokondrialis stb mintazat)

(képek: http://www.labodia.com/en/ana/Atlas/anaatlascyto2.htm)

« Antigén specifikus vizsqgalatok:

A screening teszt eredménye és a klinikai kép alapjan antigén
specifikus ELISA, Western blot, vagy radialis immundiffuzio
modszerével.



Indirekt immunfluoreszcencia

Homogén magfestodés

(dsDNA, Hep2 sejtek)
Nukleolaris festodés

(SSA, Hep2 sejtek)



Indirekt immunfluoreszcencia

Pajzsmirigy — TPO
(Pajzsmirigy szoveten)

Mitokondrialis festodés
(vese szoveten)



Systemas betegseéget jelzo autoantitest
(AAT) panelek

Anti-nuklearis AAT (ANA): - kettosszalu DNS
- ANA screen (Hep-2 extractum)
- ENA-6 csalad
- Centromer (Cenp-B)

Anti-neutrofil citoplazma AAT: - MPO (myeloperoxidase)
(ANCA) - PR3 (proteinase3l)

Foszfolipid syndroma: - cardiolipin,
- b2-glycoprotein-1
- foszfatidil szerin,

- proteinS, proteinC,
- prothrombin elleni
AAT



Szervspecifikus autoantitestek

Pajzsmirigy elleni AAT: - thyreoglobulin, TPO

Coecliakiat jelz6 AAT: - szoveti transzglutaminaz (tTG), gliadin,
endomysium, desmin, simaizom

Diabetes mellitus AAT: glutamic acid decarboxylase (GAD),
thyrosine phosphatase (1A2)

Primer biliaris cirrhosis: anti-mitochondrialis AAT

Goodpasture syndroma: GBM elleni AAT



ELISA elve: minden antigen specifikus AAT

T o mMm m O O W X

meérése kulon kit-ben

1 2 3 4 5 6 / 8 9 10 11 12

Blank | 3 11 |19

Cal.1 |4 12 |20

Cal.2 |5 13

Cal.3 |6 14

Cal4 |7 15

+ ctrl | 8 16

--ctrl |9 17

Se.1 |10 |18 89.
+ 1. Antigénnel fedett ELISA lemez

A A
)\)\l

4. Szinreakcido meérése

2. Szérum minta 100x higitasban
3. anti-human IgG / IgM -HRPO



Membrane-distal
domains

Membrane -proximal
domains
(Ig-fold structure)

Transmembrane segment

Cytoplasmic tail

MHC-Il. és Il. szerkezete
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Oroklodés

 Poligénes
* Polimorf

« Kodominans



HLA gének szerkezete

Human 6-o0s kromoszdma rovid karja

C N I T1T 1D

HLA-DP HLA-DQ  HLA-DR Complement 2 HLA-B HLA-C HLA-A
Complement 4
TNF
LT



HLA gének terméke kodominansan
expresszalodik
L |

HLA-DP HLA- DQ HLA-DR HLA-B  HLA-C HLA-A

Apai 6-0s kromoszoma

ab a
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Anyai 6-0s kromoszdma



A HLA tipizalas felhasznalasa

HLA polimorfizmus variansok (allotipusok)
meghatarozasa.

Transzplantacio esetén donor-recipiens
hisztokompatibilitasi viszonyainak egyeztetése.

Hisztokompatibilitasi antigénekkel szembeni
szenzitizacio fokanak nyomon kovetése.

Autoimmun betegségekre predisponalo
haplotipusok kimutatasa.



HLA tipusok,
HLA identikus donor szelekcio

1960-as évek: szeroldgiai modszerek — szerotipusok
1980-as évek: genetikai modszerek kezdete

1990-es eévekre az osszes | osztalyu HLA geént
megszekvenaltak

6 / 6 antigéen egyezése — A, B, DRB1
10 / 10 antigén egyezése — A, B, C, DRB1, DQB1
10/ 10 allél egyezése — A, B, C, DRB1, DQB1

12 / 12 allél egyezése — A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1



HLA tipizalas 1. -
Szerologiai modszerek

Mikrocitotoxicitasi teszt (Terasaki) tipizalé savok +
lymphocytak

Panel reaktiv antitest (HLA szenzitizaci6é fokanak
meghatarozasa)

Keresztreakcid (donor sejtjei + recipiens savo)



Szeroldgiai modszerek 1.- Mikrocitotoxicitasi
teszt (Terasaki)

B27 positive antr
ymphocyte HLA-B27
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HLA tipizalas 2.

« Kevert lymphocyta kultura (MLC) (csak ll. osztalyu
antigének)

v f\ 5 days [3H}-thymidine
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HLA tipizalas 3. —
molekularis biologiai médszerek

Restrikcios fragmens hossz polimorfizmus (RFLP)

Szekvencia specifikus oligonukleotid szonda
(PCR-SSOP)

Szekvencia specifikus primerek alkalmazasa PCR
vizsgalathoz

Szekvencia alapu tipizalas (SBT)
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HLA és betegség asszociaci

HLA-DQ2, HLA-DQS8 —
lisztérzékenyseg (coeliakia,
glutén szenzitiv enteropathia)

Limfocitakkal infiltralt vékonybél,
Ellapult bolyhok

HLA-B27 —
Bechterew kor
(spondylitis ankylopoetica)

Tipusos testtartas Bechterew korban.
Forras: edoc.hu-berlin.de



HLA és betegséeg asszociaciok

l. tipusu diabetes mellitus
HLA-DR3-DQ2 - 3x-os kockazat
HLA-DR4-DQ8 — 10x-es kockazat
DR3 / DR4 heterozygota

— 25x-es kockazat

Vércukor-szint ellen8rzés

HLA-DQ6.2 — védelem (0,1x-es kockazat)

Az 6si A1-B8-DR3-DQ2 haplotipus

a vartnal (0,9%) sokkal gyakoribb (7,1%), noha autoimmun betegségekkel asszocialt
(pl. coeliakia, myasthenia, 1. tipusu diabetes, Addison, Sjogren...)



