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A szeroldgia fogalma

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

Emlékeztek?

Vérplazma: alvadasgatolt vér fellluszdja
Vérszérum: alvadt vér fellluszoéja

Ezek is antigén-antitest reakcidn alapulnak (mindkett6 kimutathato).
Milyen mddszerek tartoznak ide?

Precipitacion alapulok

Agglutinacion alapulék

Immunoassay vizsgalatok (ELISA, ELISPOT, radioimmunoassay, stb., 1asd jov6 héten)
Immunoblot technikak (Western blot, Dot blot, lasd jové héten)

Indirekt immunfluoreszcens mikroszkopia

F6bb klinikai felhasznalas:

Fert6z6 betegségek diagnosztikaja (pl. a kdrokozok ellen termelt antitestek kimutatasa)
Autoimmun betegségek diagnosztikaja (kdros autoantitestek kimutatasa)
Immunhianyos allapotok diagnosztikaja (antitestek szintjeinek mérése)

Vércsoport meghatarozas



Specificitas, szenzitivitas

FN = Fals negativ
FP = Fals pozitiv

Hatérérték Fogalmak:[l.]

: e el Valédi negativ
Specificitas = =

I Vd
Negativ 4m}m)  Pozitiv Osszes negativ

e Valddi pozitiv
Szenzitivitas = — —
Osszes pozitiv

Az idealis vizsgalat 100%-os
szenzitivitassal és specificitassal
rendelkezik, de ilyen vizsgalat
NINCSEN.

Egészséges

Normalis tartomany ? Kéros tartomany
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Precipitatum
képzbdik

Antitest Ekvivalencia Antigén
tulsuly zona tulsuly
Antigén >

mennyisége

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

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

Ezen alapul:
*  Immundiffazid
* Immunelektroforézis



Immundiffuzio |I.

Radialis immundiffuzio

Az antigén
kdrkoros
diffuzioja

Antitest az y

agar gélbe™ | e~

gare | ‘I Antigén

agyazva

Precipitacios iv

Antigén

Egyszerlien kivitelezhetd, de
ma mar elavult technikak.



Immundiffuzio Il.

Mancini-féle(2! radialis immundiffuzid:

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

Szemikvantitativ modszer.

Ouchterlony-féle3! kettés immundiffuzié:

A gél kozéps6 rése az antigént, a
korilotte talalhatd rések pedig a
kiilonb6z6 szérumokat tartalmazzak.
Ahogy az antigén és a szérumokban
talalhato antitest egymas felé diffundal,
precipitaciéos iveket hoznak létre.
Szemikvantitativ mddszer.



Fehérje elektroforeézis

Aramforras

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

A vandorlasi sebességuk fligg:

— A kozeg ellenallasatol
(standardizalhato)

— Az alkalmazott feszultségtdl
(standardizalhato)

— A  fehérjék méretétol és
toltésétol (utdbbi pH-fliggd)

Az eltér6 sebességgel futd fehérjék

igy fizikailag elvalaszthatdk.

A kozeg lehet:
— Szilard (pl. papir, nitrocelluldz)

— Fél-folyékony (pl. agardéz vagy
poliakrilamid gél)

— Folyékony



Szérum protein elektroforézis

A vérszérumot enyhén alkalikus kozegben futtatjak, ilyen kérilmények kozott a
szérum fehérjék tobbsége a pozitiv elektréda felé mozdul el, Iathatova pedig
nem-specifikus fehérje festékekkel tehet6k.[4]

& Albumin

Minta  al-globulinok A
s o2-globulinok L
Arne Tiselius
amms B-globulinok 1948-as Kémiai Nobel-dij:
2 ,Az elektroforézis és az adszorpcids

= y-globulinok analizis terén végzett kutatasaiért,
kiilonos tekintettel a szérum fehérjék

komplex természetét feltard
@ eredményeiért.”l5




Agarose gél elektroforezis
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Szérum elektroforézis analizise

Néhany példa az egyes frakcidkban futéd Alb
fehérjékre:[®

— Alb al a2 B ¥

Legnagyobb frakcid az albumin. {, ' ’

!

al-globulinok:

— al-antitripszin P

— Szérum amiloid A

— Retinol-kot6 fehérje J
— Transzkortin J
a2-globulinok:

— Coruloplazmin P

— Angiotenzinogén

— Haptoglobin

Szérum elektroforézis normalis
mintazata és az abbdl készilt

*  PB-globulinok: denzitometrias diagram.
— B2-mikroglobulin
— Transzferrin 4 Gyulladasos citokinek hatasara (pl. TNFa, IL-1, IL-6) az akut
— Plazminogén fazis reakcio soran a termelésik:

. y-globulinok: * Novekszik (pozitiv akut fazis fehérjék, legf6bb

képviselGjuk a CRP, ami a B- és a y-frakcio kozott futl’)

— Immunglobulinok -
 Csokken



Példak koros szérum elektroforézisre I.

Poliklonalis gammopathia

Al

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

* Fert6zés

* Autoimmun betegség

* Daganat

 Majbetegség (pl. hepatitis, cirrhosis)

Monoklonalis gammopathia

llllln

Egyetlen B-sejt klon altal termelt

immunglobulin  tobblet, plazmasejtes

daganat all mogotte:l7

* Myeloma multiplex

* Waldenstrom macroglobulinaemia

* MGUS (Monoclonal gammopathy of
undetermined significance)




Példak koros szérum elektroforézisre Il.

al-antitripszin hiany!®

i Csokkent al-globulin
s frakcio

A1AT szemcsék hepatocytakban.

al-antitripszin (A1AT):

 Majban termelédik.

e A neutrophilek altal termelt elasztazt
semlegesiti a gyulladasos reakcidokban.

al-antitripszin deficiencia:

* Genetikai betegség.

* Nem szekretdlédik, hanem a majsejtekben
felhalmozddik az al-antitripszin.

A vérben jelentd6sen csokken a szintje, ami
mar fiatalkorban sz6védményekhez vezet:

l

* Majkarosodas (felhalmozédd A1AT miatt)

* Tudokarosodas (hianyzo A1AT miatt a tiid6ben
zajlé  gyulladasos folyamatok fokozottan
karositjak a tiid6szovetet)

* Kronikus hasnyalmirigy-gyulladas (hianyzé
A1AT miatt)



Egyéb testfolyadékok elektroforézise

Liquor cerebrospinalis (CSF)

' Kontroll CSF

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

' Beteg CSF

N
“ Kontroll szérum

l' 3 Beteg szérum

t t

albumin y-globulin

Vizelet elektroforézis:

Myeloma multiplex gyanuja esetén, szérum
elektroforézissel egy id6ben végzik, a vesében
kdrosan filtralédé immunglobulin  konnyd
lancot (Bence Jones fehérjelll) keresik.

> frakcioban, ami azonban eltér a
szérumaban talalhaté mintazattol.

Kéros immunglobulin  termel&dik
helyileg a kdzponti idegrendszerben.
(oligoklondlis gammopathia, pl.
sclerosis multiplex esetén(?1)

Hattér informacio: Az immunglobulinok
normalisan nem jutnak at a vér-agy
gaton.!10]



Elektroforézis

Immunfixacio
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1. Tobb parhuzamos szérum elektroforézist
végeznek ugyanabbdl a betegmintabal.[13]

2. Ezt kovetben az egyes megfuttatott géleken

antitestekkel mutatnak ki meghatarozott

fehérjéket. (A hozzaadott antitest az antigénnel

precipitdtumot képez, mely vagy szabad

szemmel, vagy valamilyen festék hozzaadasaval

|athatd. Az antigének az esetek tobbségében

maguk a human immunglobulinok.)
Felhasznalas:

« Altaldban plazmasejtes daganatok
diagnosztikaja a rajuk jellemz6 koros
monoklonadlis antitestek (,paraprotein”)
kimutatasan keresztil a szérumban.[14]

lgG K izotipusi monoklonalis ellenanyagot
termeld myeloma multiplex



Immunfixacio Il.

1. 2. 3. 4.

2. Myeloma multiplex IgG paraproteinnel

1. Normalis szérum Albumm.‘. . . .

3. Waldenstrém macroglobulinaemia IgM LB e
paraproteinnel —r Lt
- 52 ]

4. Myeloma multiplex IgA paraproteinnel : y b\

Korulirt csonthianyos gécok a koponyardl készilt
rontgenfelvételen myeloma multiplexben.[15!



Immunfixacio
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Nefelometria, turbidimetria

Az oldatban talalhaté makromolekulak (pl.
immunkomplexek) a molekulatomeglkkel
aranyosan szorjak a fényt.

. ! | — %pektrofotométer
| e ~ (turbidimetria)
(N 8\

. ‘;i Lencse \\ | Nefelométer segitségével a fényszoras
\ alapjan  azonosithaté6 a  vizsgalt
Fényforras ! W Szemkozti komplex, turbidimetria esetén pedig a
'-)E detektor kivettan atjutott fény intenzitasanak
(nefe|ometria) csokkenését mérik.[18/]
Detektor

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



Agglutinacio

* Ha az antitestek nagyobb partikulumokat (pl. sejteket, latex gyongyoket) kdtnek
keresztbe, azok Osszecsapzodnak. = agglutinacio (ha vorosvérsejtek csapzddnak
ossze, akkor hemagglutinacio)

* Az agglutinacio az antitestek egyik élettani funkcidja is, a korokozék agglutinacidja
hatraltatja a fert6zések terjedését.19]

* Lehet direkt vagy indirekt, illetve aktiv vagy passziv.

e Szamos laboratdériumi teszt agglutinacion alapul, melyek szabad szemmel is
lathatok.

AY

7% ‘
. @ -

A ¥

s

@

Anti-,A” IgM  VOrOsvérsejt  Hemagglutinacio Vércsoport meghatdrozas:
,A” antigénnel A, Rh(D) pozitiv

~Control



Az agglutinacio élettani szerepe




Direkt vagy indirekt

Direkt agglutinacio: Indirekt agglutinacio:

@ -

<

Epitopok

_(

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

Az IgM izotipusu antitestekre jellemzé.



Aktiv vagy passziv

Aktiv agglutinacio:

Passziv agglutinacio:

A sejt a sajat, sejtfelszini antigénjével <+ A reakcidban résztvev6 hordozo

vesz részt a reakcioban. részecskére mesterségesen van rakotve

e Példa: az antigén.
e Vércsoport meghatarozas e Példa:
e Bakteridlis  sejtfelszini  antigén * Latex agglutinacios tesztek (lasd

kimutatasa kovetkez6 didkon)



Az agglutinacid orvosi jelentbsege

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

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

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

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

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

* Vércsoport meghatarozas
e Coombs-teszt

 Hemagglutindacids assay
— Hemagglutinacio-gatlason alapuld vizsgalatok:
* Virus hemagglutininek azonositasa

* Virus hemagglutinineket neutralizal6 antitestek tesztelése



V4 [

Latex agglutinacids teszt

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

|

Ha a hozzdadott mintdaban jelen van a
vizsgalt antitest/antigén, akkor az a

; Pozitiv Negativ
‘ gyongyok 6sszecsapzodasat idézi elé.

Felhasznalas:
e Autoimmun korképek diagnosztikaja, pl.:
* Rheumatoid arthritis (rheumatoid faktor, RF[20) , SLE (kiil6nb6z6 autoantitestek)
* Fert6z0 betegségek diagnosztikaja
* Korokozo elleni antitestek kimutatasa (pl. anti-streptolizin O antitest, ASO/ASTI21.])
e Bakterialis antigének kimutatasa
* Egyéb fehérjék kimutatasa, pl.:
» C-reaktiv protein (CRP, akut fazis fehérjel221), D-dimer!231(vérrogképzidés jele
lehet), human choriogonadotropin (hCG, terhességben)



Terhességi gyorsteszt

Pozitiv

hCG— " eq®

¥

Mobilis enzim-

jelolt Iagréci-hCG ﬁﬁﬁ

=
ﬁfi
o

Kotott anti-hCG

\

Negativ

— Vizelet —

p—

A megtermékenyilést kovetbéen az embrid
altal termelt hCG megjelenik a vizeletben.

|

A hCG szamos immunoldgiai maddszerrel
(ELISA,  agglutinacié) kimutathatd, a
gyorstesztek kromatografian alapulnak.[24]

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



Agglutinacio gyakorlat

Gyakorlat menete:

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

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

Keverjétek 6ssze a mellékelt palcikakkal vagy dontogessétek.
5. Kis id6 elteltével a pozitiv kontrollban szemmel lathatd agglutinacio megy végbe.

HUZZATOK KESZTYUT!




Direkt Coombs-teszt (DAT!2>])

Vérvétel + Anti-human immunglobulin
% antitest

Beteg vorosvérsejtjein koros Hemagglutinacid
autoantitestek

In vivo hemagglutinacid
Felhasznaldsa: Immun-medialt haemolysisek diagnosztikaja,2®1 pl.:  AIHA-s betegben.

* AIHA (autoimmun haemolyticus anaemia, anaemia=vérszegénység)

* Erythroblastosis foetalis (Alloimmun magzati haemolyticus
Vérszegényseég)



Indirekt Coombs-teszt (1AT)

Recipiens + Anti-human immunglobulin
széruma - antitest
- 3
N
25 o0
[
¥ + Donor

vorosveérsejtjei Hemagglutinacid

Felhasznalas:

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

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



° Y 4 e /
Hemagglutinacios assay
1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640 Kontroll Minden résbe ugyannyi vorosvérsejtet

@ @ @ @ (D)) .\} helyeznek, majd a mintat sorozatos feles
E\’/ @ Q/jQ \J;i\J C/l higitdsokban adjak hozzajuk.

-
~
~

Pozitiv reakcio esetén a vorosvérsejtek
O0sszecsapzddnak és nem  tudnak
lesiillyedni a rés aljara. (HA titer: a
legkisebb higitas, ami még agglutinaciot
okoz)

Hemagglutinacié Negativ * NZB: New Zealand Black egértorzs29]
(autoimmun allatmodell)
* BALB/c: albiné hazi egér (kontroll)



Hemagglutinacid-inhibicids assay

Ertékelés Egyes virusok olyan fehérjékkel
rendelkeznek, melyek segitségével

gt O Ninceeakeio in vitro hemagglutinaciot tudnak
O .' @ létrehozni  (,,hemagglutininek”).
@, ® !
O Pl.:

* Influenza hemagglutinin
Hemagglutinacié | * Kanyard hemagglutinin

* Mumpsz hemagglutinin

Nincs reakcid

Virus  Antitest & %
\
# ' N T
o O
4 Vvt“ ® O O
* Az egyes hemagglutininek azonositasara hasznalhaté mddszer, gyakorlati jelent6sége a
virusok antigén-szerinti besorolasa,3%1pl.: H5N1 = 5-6s tipust hemagglutinint (és 1-es
tipusd neuraminidazt) hordozd influenza virus.

» Védoboltasok hatdsara a hemagglutininek ellen termelt ellenanyagok vizsgalata az oltott
egyénekben.[30]
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