Immunologia gyakorlati alkalmazasai:
immunizalas,

immunhisztokemia



Passziv immunizalas:

A korokozora specifikus ellenanyagok (foleg I1gG osztalyu antitestek)
beadasa.

Ellenanyagokkal rendelkezo szemeélyek vérsavojabol allitjak elo

(allati savokat ma mar igen ritkan hasznalnak)

JellemzOi:

azonnali védelem
atmeneti hatas

az antitestek lebomlanak, kitiriilnek: az IgG felezési ideje 21 nap



Antitestek hatasai:

Hozzakotodnek a korokozo meghatarozott antigénjéhez:
.virusokat k6zombaositik (neutralizaljak)
.baktériumok szaporodasat gatoljak
.elosegitik a fagocitozist

.aktivaljak a komplement rendszert

Megkotik (semlegesitik) a toxinokat



Passziv védooltas hatasa fiigg:

Idozitéstol:

Kevéssel a fertozeés elott adott oltas a leghatékonyabb

Antitest koncentraciotol:

Hiperimmun savoktol és gammaglobulinoktol varhato a legjobb hatas

A passzivan bevitt ellenanyagok neutralizalhatjak az €10 oltovirust
Mennyisegtol fliggden 3 - 12 honap varakozas is sziikseges (ujraoltas,

ellenanyag vizsgalat)



Aktiv immunizacio
Az antigent legyengitett vagy veszélytelen formajaval antitestek

képzésére serkentik

gy nem valtanak ki veszélyes betegséget, de a mikrobakat mint
idegen betolakodokat azonositja a szervezet, €s azok immunreakciot

valtanak ki.

Ezutan az igazi korokozot mar hatekonyabban tudja artalmatlanitani.
Memoriasejtek is kialakulnak, igy a véddoltas tobb évig, akar egész

életen at biztositja a vedelmet.



Aktiv immunizacio jellemzoi:
A letrehozott védettség nem korokozd specifikus, hanem antigén

specifikus.

A vakcinaci6 akkor eredmenyes, ha a korokozo patogenitasa
szempontjabol donto jelentoseglii antigénnel (protektiv antigén)

szemben alakul ki védettseg.



Kialakitasa:

Elolt korokozoval (teljes sejt vakcinak ill. eldlt virus vakcinak), vagy
a tisztitott protektiv antigén beadasaval (pl. HbsAg, anatoxin). Révid

idejl antitest termelés, ismeételt oltasok sziikségesek.

Patogenitasat elvesztett, de antigenitasat megtartott elo, attenualt

korokozo bejuttatasaval.

Ezek a  virusok a szervezetben szaporodnak, elpusztitasukhoz
ugyanugy aktivalodik az immunrendszer, mint a patogen ("vad virus")

lekiizdéséhez, ezért a kialakult immunitas sokkal tartésabb, az oltast



Az antigén inger erosséget es idotartamat meg lehet nyujtani un.
adjuvansok (pl. aluminium hidroxid) hozzaadasaval.
Legujabb torekvesek, hogy csupan az antigént kodolo génszakaszt

vigylik be a szervezetbe valamilyen "hordozoval". A sejtekbe beépiilt

gén tartosan termeli a protektiv antigent.

Az antigén felismerését kovetden a B és T lymphocytak aktivalodnak,
szaporodnak, differencialodnak (pl. memoria sejtekké), és megindul
az antitesttermelés. Ez a folyamat hosszabb idot vesz igénybe
(atlagosan 1-2 hét), ezért az aktiv vakcinacio (szemben a passziv

immunizacio prompt hatasaval) csak lassabban fejti ki védohatasat.



Az aktiv védooltasok hatasat befolyasolo tényezok:

. A szervezet immunvalasz-készsegének aktualis allapota
(immunhianyban az oltasok hatasossaga csékken, élo korokozot
tartalmazo vakcinak veszélyesek).

. Az oltott eletkora.

. Keringésben jelen 1évo antitestek (€10, attenualt vakcinak
hatastalanok lehetnek).

. Az antigén dozisa és hatastartama.

. A vakcinaval bejuttatott antigén antigenitasa €s a természetes
fertozésben jatszott patogenetikai szerepe.

. A védooltas alkalmazasanak idopontja (a bekdvetkezo fertdzeés

elott vagy utan alkalmazzuk).



Immunbhisztologia,

Immuncitokémia



Modszer elonyei:

specifikus fehérjék elofordulasa
specifikus fehérjemolekulak strukturan beliili helye
specifikus fehérjemolekulak helyének, termelésének megvaltozasa

kezelés hatasara

Kimutathato anyagok:

Szoveti antigének, vagy fel-antigének
Ezek lehetnek fehérjék, gliikoproteinek, lipoproteinek
antitesthez fény— vagy elektronmikroszkoppal, illetve esetenként

mindkettovel is észlelheto anyag kapcsolhato.



. Sejtcsoportok azonositasa, jellemzése anatbmiaban

. Gyulladasos infiltratumok, a vesebetegségek, a degenerativ
betegségek jellemzésére

. Fert0zo agensek kimutatasa

. Daganatpatologia

oooooo

alcsoportba sorolasa

nyirokcsomoattétek azonositasa,

prognozis megitélése,

terapia alkalmazhatosaga

terapias terv kialakitasa



Alkalmazas feltétele, hogy a kimutatand6 fehérjét tiszta allapotban
eloallitsuk.
Ezt, mint antigént hasznaljuk fel, specifikus antitestet termeltetiink
vele szemben.

'Immunoc ytochemistry

to identify potential
secrelagogues

2nd antibody
(labelled)

1st antibody
(against
neurotransmitter)




Monoklonalis antitest:

Egyetlen antigén determinans szekvenciahoz kotodik.
Antigén-aktivalt B-sejtek és myeloma sejtek fuzidjabol kialakuld
monoklonalis hibridoma sejtvonalak segitsegével termelik.
Legtobbszor egér sejtekbol, de lehet patkany, ujabban nyul is.

Elonye: aspecifikus reakciok létrejottének esélye kicsi, ha megfeleld
szekvenciaval reagal. Secunder antitestekkel nagy erosités.

Hatranya: nagyon érzékeny az egyetlen epitop konformaciojara
(fixalaskor létrejott deformaciok az epitopban nagyon leronthatjak a
jelolodés hatasfokat). Specifitas ellendrzésére nagyon oda kell
figyelni, esetleges keresztreakcioval eddig szamitasba nem vett egyéb

populacio jeldlodhet.



Poliklonalis antitestek:

Immunizalas utan nyert teljes, vagy tisztitott szérumot jelentenek, és
legtobbszo6r tobb/szamos antigén determinanshoz kétodnek
ugyanabban az idoben.

A poliklonalis antitesteket leginkabb nyulban és kecskében termelik,
de alkalmazasra kertilhetnek birka, tengeri malac, szamar, 16
antiszérumok is.

Elonye: olcsobb, kevésbeé érzékeny a fixalas pontos kériilményeire.
Hatranya: nagyobb a hattérfestodés: poliklonalis antitest eptopjainak

egy része egyéb altalunk nem vizsgalt fehérjben is el6fordulhat.



Az antitestekhez, kinyerésiik utan fény— vagy
elektronmikroszkoposan lathato anyagokat kapcsolnak kémiai uton.
A reakcio eredményeképpen a jelzett antitestek specifikus
antigénjeikre kotodnek, helyiik egyuttal a kerdéses fehérje
lokalizaciojatt jelzi.

Fenymikroszkopiaban altalaban fluoreszkalo festékeket (pl.
fluorescens izotiocianat—FITC)

Elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz pedig kolloidalis
aranyszemcseket hasznalnak.

Kiilénb6zo enzimek ellenanyaghoz kotése (torma—peroxidaz vagy
foszfatazok) az antitest kotodése utan peroxidaz, savas foszfataz

kimutatast végziink, ennek reakcioterméke jelzi az antigén helyét.



Immunocytochemistry (ABC protocol)
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1. Immunhisztokémiai festés menete

Szivetrogzités

Célja a szoveti molekulak helyhez kotese, eredeti allapotukhoz kézeli
megorzese, az autolitikus folyamatok blokkolasa, ill. a szévet
megkemenyitése a metszhetoseg érdekében

Rogzitdszerek ket csoportja

keresztkoto (formaldehid, glutaraldehid)

koagulacios rogzitok (aceton, metanol)

ill. a ketto keverékei



Antigénfeltaras

A formaldehid alapu szoveti régzités soran a fehérjek termeészetes
konformaciojat tobbnyire irreverzibilisen megvaltoztato
keresztkotések létesiilnek, amely révén az antigén determinansok
(epitopok) az antitestek szamara hozzaférhetetlenné valhatnak.

Az antigén (epitop) feltaras célja, hogy az antigén determinansokat
felszabaditsuk, a szamunkra fontos epitopokat hozzaférhetové tegyiik
ugy, hogy kézben a szoveti finomszerkezet nem sériiljon lényegesen.

Antigénfeltaro oldatokban végzett metszetf6zés, mikrosiito, kukta.



Blokkolasi lépések

Az antitest molekulaknak a nem a cél antigénhez torténo ionos, vagy
Fc receptoron keresztiili kotései jelentosen ronthatjak a reakciok
minoseget, ezért a primer antitesttel végzett inkubalas elott ezeknek a
nem specifikus fehérjekotéseknek a blokkolasara van sziikség. A nem
specifikus kotohelyek telitésére 10-20%-0s non-immun szérumos
kezelést alkalmazhatunk.

Nem-specifikus kétoerok nem kivant hatar- illetve hattérfestodést
okoznak

Megelozeés:

blokkolas indifferens fehérjével (pl. sovany tejpor )



Inkubalas primer antitesttel:

A primer (fajlagos) antitestek monoklonalis (,,monovalens”), vagy
poliklonalisak (,,polivalens™) lehetnek.

A primer antitestek higitasanak a meghatarozasa a felhasznalo
laboratoriumok felelossége. Ha sziikséges higitasi Kkisérlettel kell
beallitani az idealis higitast, mely figyelembe veszi az inkubalasi idot,
az inkubalasi homeérsekletet és a jelolo rendszer érzékenysegét is.
Titralasra lehet sziikseg minden ismert antitest Uj csomagjanak

megnyitasa kapcsan is.



Primer antitest kotodés kimutatdsa:
Az immunhisztokémiai/citokémiai reakcio lehet direkt, vagy indirekt.

Direkt reakcio:

A vizualizalast elosegito enzimmel, vagy fluorokrommal kozvetlentil

konjugalt antitest kertil felhasznalasra.

Flusrescent/'staining

tag S _ i
g cell: sejt
o2 g
cel A: antigén

Anti-A: A antigen ellen termelt antitest

Fluorescent/saining tag: fluorescens/cromofor rész



Indirekt reakcio:

A jeldletlen primer antitest ktodését a primer antitest elleni masodik
antitesten keresztiil mutatjak ki.

Masodik antitestként mindig mas allatfajban termelt antitestet
hasznalunk mint amiben az primer antitestet termetiink (mivel sajat
fehérje ellen nem lehet termeltetni antitestet).

Erzékenyebb mint a direkt rakcién alapulé médszer, mivel szekunder
antitestbol egy primer antitesthez tobb is kothetdo kiilénbozo
kotohelyeken keresztiil.

Alkalmazasra keriiltek olyan polimer komplexek is, amelyek

tartalmazzak a masodik antitestet és nagyszamu enzimet is.



cell: sejt

Fluorescent/staining
a9 \kﬁom anti-rabbit A: antlgén
Rabbit anti-A . . . s ’
‘J&( o Rabbit anti-A: A antigén ellen nytilban

0O F AN

o Cell © termelt antitest

Goat anti-rabbit: A antigén ellen nyulban termelt antitest ellen
kecskéeben termelt antitest

Fluorescent/saining tag: fluorescens/cromofor rész



Kontrollok:

Az immunhisztokémiai reakciok végrehajtasanak feltétele a megfelelo
pozitiv és negativ kontroll beiktatasa.

Pozitiv kontroll:

a specifikus antitestk6todés megtorténtét hivatott bizonyitani.

Pozitiv kontrollként a vizsgalt metszeten beliili varhatoan pozitiv
struktura (,,bels6 kontroll”), vagy egy masik, parhuzamosan festett
metszetben 1évo ismert pozitivitas (,,kiilsd kontroll”) egyarant
szolgalhat.

A belso kontroll az idealisabb.

A kilso kontroll esetén hasznos lehet a szoveti multiblokk technika

alkalmazasa.



Negativ kontroll:

A primer antitest kihagyasaval, vagy mas immun-, vagy non-
immunszeérummal torténo helyettesitésével végrehajtott reakcio
beiktatasat jelenti, doéntden a jelolo rendszer nem specifikus

kotodésének a kizarasa érdekében.



Példak:
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Syndecanok: sejt-sejt kapcsolatot, sejtvaz szervezodeését, sejtosztodast,

vandorlast szabalyoz6 integrans membran fehérjék.



Dupla festés:

Alkaline foszfatdz  festésEae

antitestekkel.

Hov £ -'_ i
P Oy

Tripla festés:
piros: CD20: B sejt marker,
fekete: Fox P3: T sejt marker, £

barna: CD3 kifejlett T 2

markere.




Dupla jeldles:

antitest,

fekete: sejtmag

szekvenciajara specifikus® =% § &
antitest.

Nestin elleni antitest

asztrocitakat festi meg.



z6ld, DAG lipaz: piros,)
sejtmagok: kék

fluorescens

Egyszeres

ielolés: nektin asztrocitaban



Kolokalizacio:







