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Alapfogalmak
* autoldg, allogén, xenogén graft

* auto-, allo-, xeno-transzplantacio



Szaruhdrtya:
Elhunytbdl

Immunszuppresszidra nem sziikséges

Evente 40 000 transzplantacio

Tudé:

Az agyhalott donorbdl

A kozelmultban kidolgozott eljaras

Kevés adat all rendelkezésre

845 transzplantacié 1998-ban

Gyakran sziv / tid6 transzplantacio (1998-ban
45)

Az agyhalott donortél

HLA egyezés hasznos, de gyakran lehetetlen
Koszoruér kdarosodasanak kockazata, amelyet
valdszin(ileg a recipiens antitestje kozvetit
2340 transzplantacié 1998-ban

Bér:
Leginkabb autolog (égés utan)
Eletképtelen szdvet atmeneti graftként
Ty / Az allogén graftok ritkak,
A /| immunszuppressziot igényelnek

ze

Maj:
Elhunytbdl

Sebészeti implantaciés komplex J
Ellendll a hiperakut kilok6désnek

GVHD kockazat

4450 transzplantacié 1998-ban

Csontvel§:

T aspirdcio az él6 donorbdl

IV injekcidval beliltetve

ABO és HLA egyezés szikséges

Az kilok6dés ritka, de a GVHD kockazatot
jelent

Vér:

El6 donortdl transzfuzié

ABO és Rh egyeztetés sziikséges

Komplikaciok rendkivil ritkak

Becslések szerint évente 14 millié egység keril
felhasznalasra

Hasnyalmirigy:

Elhunytbdl

A szervb6l szdrmazd szigetsejtek elegend6ek
253 transzplantacié 1998-ban

Egyre inkdbb hasnydlmirigy / veseatultetés
elérehaladott cukorbetegséghbdl (965 1998-ban)

A 2 = .-H‘“ Vese:

ElS donortdl vagy elhunytbdl

Hasznos az ABO és a HLA egyezés
Altaldban immunszuppresszié sziikséges
A GVDH kockazata nagyon alacsony
11900 transzplantdacio 1998-ban



Graft befogadasa és kilokddése
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Host versus graft reakcid

hiperakut kilokodés, amelyet mar meglévé
antitestek okoznak

a T-sejtek, az ADCC és a DTH altal kozvetitett
akut kilokédés

kronikus kilokédés, amelyet allandé
endothelialis sériilések és komplement
aktivacio valt ki




A host versus graft reakcié mechanizmusai
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Graft versus host reakcio -
csontvel6/hemopoetikus 8ssejt
transzplantacio utan

akut GVHD (a megtamadott szervek akut szoveti
nekrozisa)

kronikus GVHD (autoimmun-szeri
megjelenés)



Csontveld transzplantacioé

Elonyok Hatranyok
Autolég Allogén
Nincs GVH GVH
Nincs kilokodés Kilokodés
Nem kell HLA HLA egyezés
egyezes Tumorseijt a
donorbol
Allogén Autolog

Nincs tumor atvitel
graft vs. tumor hatas

myeloszuppresszio
elkerulheto

Tumorsejt atvitel

(myeloszuppresszio
lehetséges)




A HLA-rendszer felfedezése

George Snell egereken végzett vizsgalatokat.

Egérdaganatok atoltasat végezte kiilonb6z6 egyedekbe.

A kilokédést vagy a megtapadast a sejtekre jellemz6, genetikailag
meghatarozott kiilonbségek vagy azonossagok hatarozzak meg.
Genetikai rendszer: MHC (Major Histocompatibility Complex-F6
Hisztokompatibilitasi Komplex)

Jean Dausset emberben ugyanez a rendszer (1950-es évek):
HLA-rendszer: Human Leukocita Antigén

Baruj Benacerraf: a kilok6dési reakcio er6sségét a donor és a recipiens
kozotti hisztoinkompatibilitas merteke hatarozza meg.

Nobel-dij (1980)

Baruj Benacerraf Jean Dausset George D. Snell
(1920-2011) (1916-2009) (1903 -1996)



HLA tipizalas orvosi jelent6sége

Transzplantacioknal a donor és a recipiens immunolégiai kompatibilitasanak
vizsgdlata (megfelel6 donort kell talalni)

Autoimmun korképek gyanujanak meger@sitése vagy kizardsa, bizonyos HLA
tipusok gyakrabban fordulnak el6 autoimmun kérképekben, pl.:

— HLA-B27: Becheterew-kor, gyulladasos bélbetegségek (IBD), Psoriasis

— HLA-DR1: Rheumatoid arthritis, Colitis ulcerosa

— HLA-DR3: l-es tipusu diabetes mellitus, Myasthenia gravis, Hashimoto
thyreoiditis

— HLA-DR4: Rheumatoid arthritis, SLE

— HLA-DQ2: Coeliakia, I-es tipusu diabetes mellitus

— HLA-DQS8: Coeliakia, I-es tipusu diabetes mellitus



HLA tipizalas alapok I.

HLA (Human leukocyte antigen)
MHC (Major histocompatibility complex)

K‘ Peptid-kotd hely
, Alfa lanc

(,) a, domén

Alfa lanc Béta lanc

: a, domén B; domén
o, domén
o, domén
. . ' B, domén
a; domén B2-mikroglobulin 2
Minden magvas sejten és trombocitakon! Antigén-prezentalo sejteken!

(pl. makrofag, dendritikus sejt, B-sejt)



HLA |. osztaly

HLA-A, B, C gének
Minden magvas sejt felszinén és a
TCT is megtalalhatok.

A kifejez6dés szintje eltéré:
— erdbteljes az immunrendszer
sejtjein;
— alacsony pl. az idegsejteken,
szivizomsejteken

— alfalanc és B2 microglobulin
alkotja.

HLA Il. osztaly

HLA-DR, DQ, DP gének
Az immunrendszer sejtjeinek
felszinén talalhatok (hivatasos
antigén prezentalo sejtek):

— B limfocitak

— dendritikus sejtek

— makrofagok
Indukalhatok: endotélen.
Alfa és béta lanc alkotja.




HLA I. osztaly HLA Il. osztaly

<— TCR: T-sejt receptor —>

peptid

Exogén Ag
O TT— MHCmolekula —

Endogén fehérjékbdl szarmazo peptidek Exogén fehérjékbdl szarmazd peptidek
(sajat, virus, intracellularis baktérium, tumor) (extracellularis patogén, allergen)



HLA |. osztaly HLA Il. osztaly

8-10 aminosav >13 aminosav
hosszusagu peptideket kot hosszusagu peptideket kot




HLA oroklodés: MHC lokuszok

HLA-gének
S A—
| MHC I kédolo
B Iokuszok
| 6p21.3
C—
DR |

DP | MHC Il kédolé
l6kuszok

—

6-0s kromoszoma

Az emberben kifejez6dik a HLA-A, B, C és a DR, DP és DQ is, raadasul mind az anyai, mind
az apai kromoszomardl. - Sokféle MHC van egyidej(ileg jelen a sejteken!



A HLA nevezéktan alapjai

 MHC I-nél csak egy lanc van, pl: HLA-B*27:01 - 27-es szeroldgiai
csoportu B tipusu MHC |
* Az MHC Il két fehérjelancbdl allé heterodimer.

HLA-DQA1:05:

1. Milyen tipusti MHC gént kédol? 3. Milyen szeroldgiai csoportba tartozé
Pl: A, B, C, DQ, DR, DP lancot kodol? (05 = a® tipusu lancot

eredményezo allélcsoport
2. Lokusz (Al = alfa lancot Y port)

kodolo szakasz, B1= béta lancot kddolo
szakasz)

Figyelem! Szemléltet6 dia, nem fogunk HLA nevezéktant kérdezni.



Azonositott HLA allélek szama

B Class | Alleles

7000 -
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6200 -
6000
5800 -

5600 1 Osszes |. osztaly: 6919

5400 A
5200 | * HLA-A: 2188
4800 A

4600 -  HLA-B: 2862

4400 A

4200 -  HLA-C: 1746

4000 -

3800 ] Osszes Il. osztaly: 1875
3333; e DRB1: 1285

2800 | e DQAL:49

o e DQB1:193

2200 e DPA1:36

1600 | e DPB1:159

1400 A
1200 A
1000 A
B00 A
600 A
400 A

200 A
G -

I Class Il Alleles

Number of alleles

987
1989
1990
1981
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
201
2012
2013

1987-2013-ig Year © SGE Marsh 01/2013




HLA-k oroklodése

* Poligénes: Tobb gén is kodol MHC | és MHC Il l1ancokat. (pl. HLA-A, B és C tipusu MHC
| és DP, DQ és DR tipusu MHC II)

 Polimorf: A népességben az egyes allélok tekintetében nagyfoku a valtozatossag.
(sokféle variacié van mindegyik allélbdl)

* Kodominans: Az egyénben kifejez6dik mind az anyai, mind az apai kromoszéman
talalhato allél. l

Mindenki egy ra jellemz6 MHC készlettel rendelkezik, eltéré peptid-kotd tulajdonsagokkal.



Kodominans expresszio
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HLA szerotipus vs genotipus

* HLA szerotipus: Az MHC fehérjéket antigenitas alapjan kiilonboztetik meg. Pl.:

Anti-HLA-B27 antitest HLA-B27 HLA-A2

« HLA genotipus: Az MHC fehérjéket az 6ket kddold HLA allélok azonositasan
keresztiil kilonboztetik meg. Eltéré genotipus nem feltétlenil eredményez eltérd
antigenitast, HLA allélbodl sokkal tobb valtozat van, mint HLA szerotipusbdl. (2010-
ben 6959 HLA allél volt ismeretes, a szam azdta is novekszik. = Polimorf)



HLA tipizalas moédszerei

Szeroldgiai mddszerek:
— Mikrocitotoxicitasi teszt (MCA: Microcytotoxicity assay)
— Kevert limfocita kultura (MLC: Mixed lymphocyte culture)

Molekularis bioldgiai modszerek: (= lasd molekularis sejtbioldgiabol)
— Restrikcios fragment hossz polimorfizmus (RFLP)
— Szekvencia-specifikus oligonukleotid prébak (SSOP) - DNS hibridizacio
— Szekvencia-specifikus primerek - SSP-PCR
— DNS szekvenalas

Tobbnyire a molekularis bioldgiai mddszereket részesitik elényben, mert:

Specifikusabbak (jol definidlt szekvenciaju primereket és probakat hasznalnak)
Rugalmasabbak (uj oligonukleotidok tervezhet6k szinte azonnal, amint egy Uj
allélt leirnak)

Megbizhatobbak (Nem sziikséges hozzajuk specifikus sejttipus, és a beteg
allapota vagy a sejtek életképessége kevésbé befolydsolja a vizsgalatokat)



HLA szeroldgia

Tipizalas - HLA antigének polimorfizmusanak vizsgalata:
ismert specificitasu ellenanyagokhoz adunk ismeretlen
antigenitasu limfocitakat.

Antitestszlirés - PRA (panel reaktiv antitest) vizsgalat -
HLA antigénekkel szemben képz6d6 ellenanyagok
kimutatasa: ismert antigenitasu sejtpanelhez adunk
kivizsgalando szérumot.

Keresztprdba: in vitro modellezi a transzplantacio soran
esetlegesen kialakulo antigen-antitest reakciot, melynek
in vivo kdvetkezménye a szervkilokédés lehet.



Mikrocitotoxicitasi teszt (Terasaki)

B27 pozitiv antitest
limfocitdk reakcid komplementer
kapcsolodas

anti-HLA-B27

)
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a tripdnkék megfesti
a sérilt sejteket

%_
@
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teljes vérbdl
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nincs fényesek
anti-HLA-B7 komplementer

B27 pozitiv nincs

k loda
limfocitdk reakcié apcsolodas



Mikrocitotoxicitasi teszt (MCA)

Terasaki talcan

HLA-A2 __HLA-AL
Y < ¥ e
E) =)
7 Transzplantaciok el6tt a donor és a
+ Anti-HLA-A2 1 1 recipiens kompatibilitdsdnak vizsgalatara
antitestib ¢ hasznéljak. Pl.:
)
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Festékkizarasos teszt

l l Donor és az 1-es recipiens egyezik a

szeroldgiai teszt alapjan

Sejtbe bejut a Ep sejt kizarja a
festék festéket



Kevert limfocita kultura

fecio Ismert HLA-t
ecipiens
e hordo'zo Inaktivalt
ImTocitaja limfocita
(besugarzassal vagy
@ mitomycin C-vel)
+ [3H]-timidin

C
e
Felhasznalas:

Transzplantaciok el6tt a donor és a recipiens
vizsgalata.

HLA inkompatibilitas esetén (lasd
kés6bb) a tesztelt sejtek idegenként
ismerik fel az inaktivalt sejteket,
aktivalodnak és proliferalnak, a DNS-
szintézis soran beépiil a jelolt
timidin, mely kimutathato.

immunoldgiai inkompatibilitasanak



Kevert limfocita kultdra (MLC)

nem novekedett cpm

beépitették
5 nap (*H)-thymidine a DNS-be
mononuklearis +
¢ 12-18 é6ra

. sejtek

ismeretlen Dw3/Dw3
-— HTC
HTC ked
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szepardlds 5 nap (H)-thymidine m‘bl;)r::!:(.&
— . a >-De
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ismeretien Dw4/Dw4
HTC

HTC: humdn T-sejt

Kevert limfocita kultura (Mixed Lymphocyte Culture): Két egyén (pl. a beteg illetve egy laboratériumban
fenntartott, ismert, pl. HLA-Dw-t expresszald) limfocitdit 0sszekeverik egy Petri csészébe és par napig egyitt
inkubaljak 6ket sejttenyészetben. Amennyiben az ismeretlen (pl. a betegbél szdrmazd) limfocita nem hordoz HLA-
Dw-t, ami a teszt limfocitan megtalalhatd, akkor a limfocita stimulalt allapotba kerdil, proliferalni fog, melyet timidin
inkorporacid alapjan mérnek.

Csak MHCII meghatdrozdsdra alkalmazzdk, transzplantacio esetén helye van a klinikai gyakorlatban. Homogén
tipizald sejt populacio fenntartdsat igényli szovettenyészt6 laboratériumokban. 1zotdpos vizsgalat.




RFLP
(Restriction fragment length polymorphism)

Blottolas
DNS + Restrikcios Elektroforézis

endonukleaz Nitrocelluldz Filter

B 00 11
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Nem-kot6dott probak kimosasa



PCR szekvencia-specifikus primerrel

L Y TR,

DNs 1 - \
TS TN TN

Amplifikacio specifikus primerekkel

™
)
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P
Egyezés Mismatch
v -
Amplifikacio Nincs amplifikacio
~ -
* ’! ! HLA-A*01 genotipizalas: az 1-es, 2-es és 7-es
Ctrl % Ctrl ) mintakban a pozitiv csikok HLA-A*01 allélt jeleznek.
o -

Ertékelés



Szervtranszplantacios riado |épései

* Beérkezik a donor vérmintaja
* Alehetséges recipiensek kivalasztasa a regiszterbdl

 DNS izolalas, SSP PCR HLA-A, B és DRB1 génekre, gél
elektroforézis, értékelés

* Keresztproba—> a donor sejtjeit a lehetséges recipiensek
szérumaval komplement jelenlétében vizsgaljuk. A recipiens
szenzitizaciojat ellen6rizzuk



Vizsgalt HLA-k
vesetranszplantaciok elott

Vese atultetéskor a graft tulélése szempontjabdl a HLA-A, HLA-B és a HLA-DRB egyezésének
van jelent8sége, ezeket vizsgaljak a donor és a recipiens esetében is.

Recipiens Donor
:2%s533238%% 22385353 §883%
@ 6 (@ 6 = E W O S i o o s s s s i v s |

&= N = (. m g =
m = m =
HLA genotipus: HLA genotipus:
* A9, Al10 * A9, A10
. B7, B15 . B7, B15
* DRB5, DRB6 - DRB5, DRB6

12/12 egyezés /



Graft versus host betegség 1.
(GVHD)

Allogén hemopoetikus dssejt transzplantaciot (HSCT) kovetSen alakulhat ki.
Lényeg: A donorbdl szarmazé immunsejtek megtamadjak a recipiens szoveteit.
FG rizikotényez6: HLA-mismatch a donor és a recipiens kdzott.

F6 terapias lehetfség: szteroidok (immunszuppresszid), halalozas kb. 15%, de a
szteroid-rezisztens akut GVHD halalozasa 90%.

Sulyos b6r GVHD Akut intesztinalis GVHD
(endoszkdpos felvétel)



Graft versus host betegseg 2.
(GVHD)

e Velesziiletett sejtek
Kondicionalé
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HLA betegség-asszociaciok 1.

* Bechterew-kor (Spondylitis ankylopoetica, AS): HLA-B27

* Az AS-es betegek kb. 90%-a HLA-B27 pozitiv.

* Akaukazusi emberrasszban a HLA-B27 gyakorisaga 8%, de Skandindaviaban mar 24%.
e A HLA-B27 pozitiv emberek kb. 1,8%-aban jelentkezik manifeszt AS.

A HLA-B27 pozitivitas csak noveli a valdszinliségét a betegségnek, de 6nmagaban nem
elégséges annak kialakulasdhoz! (Ez a megallapitds igaz valamennyi HLA-asszocidlt
betegség esetében.)

Normal AS

Csigolya — ‘ “ l‘

Porckorong ——

V- vV
Gyulladas Osszecsontosodott
gerinc



HLA betegség-asszociaciok 2.

Lisztérzékenység (Coeliakia, glutén-szenzitiv enteropathia): HLA-DQ2 és HLA-DQ8
A lisztérzékeny betegek kb. 98%-aban jelen van legalabb az egyik. (leger6sebb
ismert HLA-asszociacio, és a legjobban értett szerep a patogenezisben)

A kaukazusi emberrasszban a HLA-DQ2 gyakorisaga 30%, a betegség prevalencidja
viszont csak 1%. > Onmagédban nem elégséges a betegséghez.

A tobbi MHC-hez képest ezek erosebben képesek megkotni a gliadint, kiilondsen a
deamidalt format.

af TCR Gliadin ap TCR
: J tTG ("
Semleges glutamin — © OO — N
oldallancok " 7
4, 6, 7-es poziciok a HLA- Negativ t6ltés( glutaminsav

DQ2 antigén-koto helyén oldallancok



HLA betegség-asszociaciok 3.

I-es tipusu diabetes mellitus (IDDM): HLA-DR3, HLA-DR4
HLA-DR3-DQ2 - 3X kockazat

HLA-DR4-DQ8 - 10X kockazat

HLA-DR3-DR4 heterozigota - 25X kockazat

HLA-DQ6.2 = 0,1X kockazat (védGszerep)

Direkt IF: Human Langerhans
sziget (IDDM-es beteg)

Z6ld: Inzulin (hianyzik)

Piros: glukagon

Kék: sejtmagok




TDK

Intézetlink f6bb kutatasi profiljai roviden:

A nyirokszovetek szervez6désének és az immunsejtek recirkulaciojanak vizsgdalata
A T-sejtek szerepének vizsgalata rheumatoid arthritis egérmodellen

Regulatorikus T-sejtek jelatvitele, szereplik autoimmun kérképekben (féleg SSc-ben)
Gliikortikoidok hatasmechanizmusai, hatasuk T-sejtekre

Az immunrendszer evolucidjanak vizsgalata gerinctelen allatmodellen

A védooltasok hatékonysaganak monitorozasa immunszeroldgiai mdodszerekkel

A pontos témak az alabbi linken érhetbk el, érdekl6dni a témavezetbknél lehet. Sajat

otlettel is eld lehet allni, ha immunologiai szempontbdl érdekes és intézetlinkben
vizsgalhatgis.  http://www.immbio.hu/hu/tdk-temak

| WANT YOU
FOR STUDENT RESEARCH!
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