Autoantitestek vizsgáló módszerei, HLA tipizálás
I. Autoantitestek vizsgáló eljárásai
A 2-4 dia ismétlés, az antitestek felépítéséről, fajtáiról (IgM, IgD, IgG, IgA, IgE) és ezek funkcióiról. Majd kitérünk arra, hogy vannak természetes autoantitestek és patológiásak. A természetes autoantitestek CD5+ B1 sejtek által termelt polireaktív antitestek, melyek nagy mennyiségben fordulnak elő az emberi szérumban és vitális, konzervált fehérjék ellen termelődnek (8. dia), az immunológiai homunculus felépítésében vesznek részt. A patológiás autoantitestek nagy affinitásúak, IgG, IgA és IgM típusúak lehetnek, szintén magas koncentrációt érhetnek el a szérumban és B2 sejtek termelik őket. Ezen antitesteknek szerepük lehet a betegség diagnózisában, prognózisának, lefolyásának megítélésében, valamint a terápia hatékonyságának lemérésében. 
Az autoantitestek lehetséges termelődésére egy példát hoz a 10. dia: az apoptozist elszenvedő sejtből több anyag kiszabadulhat, pl. coiled-coil konformációt tartalmazó fehérje struktúrák, melyek immunreakciót válthatnak ki. Az autoantitest termelődését kiváltó molekulák az idegen antigénhez hasonló módon működhetnek valószínűleg az éretlen dendritikus sejtek aktiválásán keresztül. Két autoantigén, a hisztidil-transzfer RNS szintetáz (ábrán His-RS) és az aszparaginil-transzfer RNS szintetáz (Asn-RS) a CC-kemokin receptor 5-ön illetve 3-on keresztül hatnak az éretlen dendritikus sejtekre, mely azok érését serkentheti feltehetően más citokinek és kemokinek közreműködésével. Az érett dendritikus sejtek mind T-sejt dependens, mind T-sejt independens módon elősegítik az autoantitestek termelődését. (BAFF: B-cell activating factor, APRIL: a proliferation-inducing ligand)
Az autoimmun betegségek lehetnek szisztémásak és szerv specifikusak (12. dia).
14-15. dia: autoantitest panelek a klinikumban. Ezt látják majd, ha ilyen vizsgálatot kérnek.
Példaként a következőkben 2 szisztémás (SLE és RA) autoimmun betegségen keresztül mutatjuk be a különböző autoantitest kimutató eljárásokat, a szervspecifikus betegségeket megemlítjük, illetve egy helyen a radioreceptor assayt át lehet ismételni, mert ez nem szerepel majd az SLE-ben és RA-ban.

16.-18 dia: szisztémás lupusz eritematozus (SLE) áttekintés: Főként 20-50 éves nők betegsége, nő: férfi 9:1. Prevalencia nőkben 1: 800-1000, számuk emelkedik. Az immunkomplex betegségek prototípusa. Szervi érintettségtől függően változatos tünetek: arthritis, pleura gyulladás és vizenyő, szívritmus zavar, láz, fáradékonyság, gyengeség, pillangó -arcpír, nephritis, vérszegénység, Raynaud fenomén, idegrendszeri tünetek, pl. vasculitis (ér gyulladás). Számos autoantitest lehet pozitív: pl. antinukleáris antitest (ANA), reuma faktor (RF), anti-C1q (komplement), vörösvértest (vvt) ellenes antitest, kettős szálú DNS ellenes antitest (anti-ds-DNS), valamint gyakori a cryoglobulin jelenléte (immunoglobulinokból álló komplexek, melyek alacsony hőmérsékleten kicsapódnak a szérumból).
Az autoantitestek jelenléte nemcsak a diagnózishoz fontos, hanem egyes autoantitestek titerének változása a betegség aktivitásáról, a terápia hatékonyságáról is információt ad. Pl. ha az anti-dsDNS ellenes antitest titer csökken és ezzel együtt a szérum komplement szint emelkedik, akkor a betegség remisszióba kerül, a terápiánk hatékony (19. dia).
Más autoantitestek jelenléte, pl. a kromatin-ellenes antitest gyakrabban fordul elő lupus nephritisben, tehát a veseérintettséget prognosztizálja.

Ezen autoantitesteket több módszerrel kimutathatjuk:
-screening tesztekkel: pl. immunfluoreszcencia (pl. antinukleáris antitestek)

-antigén specifikus vizsgálatokkal, pl. ha a screening teszt pozitív, akkor meg kell mondani, hogy az ANA gyűjtőfogalomból melyik antitest valóban pozitív. Ezt pl. ELISA, immundiffúzió, Western-blot technikákkal határozzuk meg. Mivel ezekről már korábban volt szó, ez ismétlés és itt ezeket a technikákat nem részletezzük (25-28.dia)

-cryoglobulinok kimutatása

ANA (antinukleáris antitest, régen ANF, azaz antinukleáris faktor): olyan antitestek gyűjtőneve, melyek a sejtmag különböző komponensei ellen irányulnak. SLE-re jellemző lehet pl. anti-kromatin, anti-dsDNS (azaz kettősszálú DNS ellenes antitest), anti-hiszton, anti-Sm (=anti-Smith, snRNP fehérjék ellen), sclerodermára az anti-U1RNP (snRNP-k ellen), anti-Scl-70 (topoizomeráz 1 ellen), anti-centomer, míg Sjögren szindrómára az SS-A és SS-B antitestek, polymyositisben az anti-Jo1 (hisztidin tRNS ligáz) antitestek jelenléte. Egyfelől indirekt immunfluoreszcenciával (IIF), illetve a különböző antitestek pontos titereit ELISA-val határozzák meg. Az IIF HEP2 sejteken történik, higított szérumot a sejtekhez adják, majd jelölt anti-humán IgG-vel mutatják ki a bekötött antitesteket. IIF vizsgálatnál meg kell adni a szérumhígítást, a festődés eloszlását (nukleoláris, granuláris, homogén, perifériás), illetve meg kell mondani pontosan melyik magkomponens ellen irányul az antitest.  1:40 szérumhígítás alatti pozitivitás normális, de a laborteszt úgy van beállítva, hogy 1:160-as hígítás mellett a populáció 5%-a pozitív eredményt adjon (amennyiben valaki ilyen hígításban pozitív, de klinikai tünetei nincsenek és granuláris festődést látunk, valószínű a reakció ál pozitív). Homogén magfestődést ad pl. az anti-dsDNS ellenes antitest SLE-ben, perifériás magfestődés jellemző pl. a hiszton-ellenes antitestek jelenléte esetén (SLE, scleroderma), foltos vagy granuláris magfestődést látunk pl. a nukleáris riboproteinek ellen irányuló antitestek jelenléte esetén (SLE, scleroderma, kevert kötőszöveti betegség, Sjögren), de egészséges emberekben is, illetve vírusfertőzések után. Nukleoláris magfestődés pl. a topoizomeráz ellenes antitestek jelenlétekor figyelhető meg pl. sclerodermában. (23. dia) IIF-et használhatnak még pl. szervi érintettség (vese v bőr) esetén immunkomplex kimutatására az adott szerv biopsziás anyagából. (24-25. dia)

Cryoglobulin kimutatás ma immunelektroforézissel vagy immunfixációval történik, korábban erről volt szó, erre nem térek ki, a régi módszer a 30. dián leírva.  
31 dia: egyes autoantitestek jelenlétének az SLE-ben prediktív szerepe van, ugyanis a betegség első tüneteinek megjelenése előtt akár évekkel is pozitívak lehetnek, pl. anti-Ro (=SSA) akár 10 évvel, az anti-dsDNS ellenes antitest 2.5évvel, míg az anti-Sm antitest pár hónappal.

Rheumatoid arthritis:

Az amerikai felnőtt lakosság körében prevalenciája 1:100. Az ízület destrukciójával járó ízületi és szinoviális membránt érintő autoimmun gyulladás, melynek ízületen kívüli (extraarticularis) manifesztációi is vannak, melyek leggyakrabban a seropozitív betegekben figyelhetőek meg. Ilyenek pl. pericarditis, tüdő fibrosis, száraz szem, polyneuropathia. Gyakori az ANA, RF és anti-ciklikus citrullinált peptid ellenes antitest (anti-CCP) jelenléte. 
A 32. dia röviden a citrullinációról szól, citrullin specifikus tRNS nincsen, így a polipeptidekbe sem tud citrullin aminosav beépülni. Az argininből keletkezik egy enzimatikus folyamat hatására, melyet a peptidil-arginil-deimináz (PAD) nevű enzim katalizál.
Az anti-CCP antitest különösen korai RA-ban diagnosztikus értékű, de szintje a betegség aktivitásával nem korrelál. A reuma-faktor (RF) az RAs betegek 80%-ában pozitív lehet, de nem specifikus RA-ra, egyéb autoimmun betegségben is emelkedett lehet az értéke. Ha RA-ban az értéke emelkedettebb, destruktívabb kórlefolyást prognosztizál. A RF-et kétféleképpen szokás kimutatni (természetesen több is van, pl. ELISA, de az alábbiak használatosak): 
-latex agglutinációs teszt: A vizsgálandó vérmintát humán antitesteket (IgG) tartalmazó latex gyöngyökkel keverik. Amennyiben RF jelen van a mintában, a gyöngyök agglutinálnak. Ezt screeningre még használják.
Ehhez hasonló volt a Rose-Waaler teszt, ahol nem latex gyöngyöket használnak, hanem birka vörösvértesteket. Ez már nem elterjedt.
-nephelometria (a modern módszer, kissé szenzitívebb a latex agglutinációnál): A vizsgált vérmintához humán IgG-t adnak. Ha a vérben RF jelen van, akkor komplexek képződnek, amelyek a nephelométerben a lézerfényt másképp szórják, mintha nincsenek jelen. Minél több az RF és a képződött komplex annál jobban szórják a fényt, amit a készülék detektál.
Anti-CCP antitesteket ELISA-val mutatják ki.

Ugyanúgy, mint az SLE-ben RA-ban is van predikciós értéke az RF és anti-CCP ellenes antitest is évekkel az első tünetek előtt megjelenhet. 
A két antitest betegségre való szenzitivitása és specificitása a 39. dián látható. 
Szerv specifikus autoimmun betegségek (41-43.dia), kiemelve autoimmun myasthenia gravis.
AChR ellenes antitestet radioreceptor assay-vel mutatják ki. A vizsgálandó szérumhoz jelzett antigént adnak (általában 125I alpha-bungarotoxinnal jelölt AchR-t). Amennyiben van AChR ellenes antitest a szérumban, ezek összekapcsolódnak, komplexet képeznek. Ezeket anti-humán IgG-vel precipitálják. A nem kötött antigén illetve szérum komponenseket kimossák, és a komplexben maradt, precipitált radioaktivitást gamma számlálóval mérik.
II. HLA tipizálás

HLA:=humán leukocita antigén rendszer.
Ismétlés (44-49. dia) 
Az MHC rendszer részét képezik. Az emberi HLA gének a 6. kromoszóma rövid karján találhatóak meg. Fő funkciójuk a „saját” és idegen fehérjék felismerésének szabályozása. Az MHC géneknek két nagy osztálya van: I: HLA A, B,C gének tartoznak ide, minden magvas sejt felszínén expresszálódnak beta2-mikroglobulinnal együtt (génje 15. kromoszómán). A sejtben található saját peptideket mutatják be CD8+ T-sejteknek. MHC II: 5 nagy csoportja van, ebből az utolsó kettő nem szignifikáns: DR, DQ, DP, DM, DO. Antigén prezentáló sejtek felszínén expresszálódnak, egy alfa és egy béta láncból állnak, mindkettőnek két-két doménje van. A béta -1 domén egy hipervariábilis régiót tartalmaz. CD4+ T helper sejteknek prezentál antigént és az általános immunválasz iniciálásában vesz részt. 
Nomenklatúra (50.dia):

HLA-A: HLA- A lókusz

HLA-A1: szerológiailag definiált antigén. A szerológiai módszerek kis felbontású tipizálásra nem alkalmasak. A molekuláris módszerek elterjedésével lehetett egyre nagyobb felbontást elérni.

HLA-A1​*: a csillag a molekuláris technikákkal meghatározott allélt jelenti.

HLA-A1*0101 –4 számjegy: jobb felbontású, szekvencia variációk az allélek között, melyek aminosav cserében nyilvánulnak meg

HLA-A1*010101-6 számjegyes felbontás: szekvencia variáció, mely aminosav cserét nem okoz.

HLA-A1*01010101-8 számjegyes felbontás-szekvencia variáció az intronokban vagy szabályozó régiókban.

Tipizáló módszerek:

1. Szerológiai: régen ez volt a „gold standard”, mára helyüket a molekuláris módszerek veszik át. 
a. Komplement dependens citotoxicitás módszerét felhasználva. A betegből életképes limfocitákat nyerünk (Ficollozással). Microlymphocitotoxicitási teszt (53.dia): 1. A limfocitákat HLA ellenes antitesttel inkubáljuk pl. anti-HLA-DR. Amennyiben a limfocitán van HLA-DR, az antitest bekötődik. Majd valamilyen komplementeket tartalmazó anyagot, leggyakrabban nyúl savót, adunk a rendszerhez. A membránhoz kapcsolt antitest aktiválja a komplementet, az sejt lízist okoz és a membrán átjárhatóvá válik bizonyos festékek számára, pl. triptán-kék. A sejteket mikroszkóppal vizsgáljuk. 
Érvek a módszer mellett: olcsó, nem kell hozzá nagy apparátus. Ellen: nagy mennyiségű vér szükséges, élő limfocitákból kell kiindulni, ritka HLA típusokra nem mindig van megfelelő tipizáló antitest.

b. Kevert limfocita kultúra (Mixed Lymphocyte Culture)-54.dia: Két egyén (pl. a beteg illetve egy laboratóriumban fenntartott, ismert, pl. HLA-Dw-t expresszáló) limfocitáit összeteszik egy Petri csészébe és pár napig együtt inkubálják őket sejttenyészetben. Amennyiben az ismeretlen (pl. a betegből származó) limfocita nem hordoz HLA-Dw-t, ami a teszt limfocitán megtalálható, akkor a limfocita stimulált állapotba kerül, proliferálni fog, melyet timidin inkorporáció alapján mérnek

Manapság már csak ritkán használt módszer, csak MHCII meghatározására alkalmazzák, de transzplantáció esetén még mindig helye van. Homogén tipizáló sejt populáció fenntartását igényli szövettenyésztő laboratóriumokban. Izotópos vizsgálat.
2. Molekuláris metodikák: jó minőségű genomiális DNS-ből kell kiindulni az összes alábbiakban felsorolt módszer esetén (nem kell róluk beszélni, ez a jövő félév anyaga):
Történetileg ’80-as évek végén RFLP, 90-es években PCR alapú módszerek elterjedése a jellemző. 
a. RFLP-lsd sejtbiológia

b. PCR SSOP (Sequence Specific Oligonucleiotide Probes)

Specifikus oligonukleotid próbák egy nejlon membránhoz vannak kötve, ehhez adják hozzá a beteg jelölt DNS-ét. (részletesebben: A beteg DNS-ét PCR-rel amplifikálják biotinilált primer párral (ez lesz a jelölés), majd hibridizálják az oligonukleotid próbákat tartalmazó membránnal. A felesleg és aspecifikus kötődés lemosása után streptavidin-HRP enzimatikus reakciót végeznek).
Előny: kis mennyiségű vér, nem kell élő sejt, másnap is feldolgozható, sok minta tesztelhető egyszerre. Hátrány: jó minőségű DNS kell, ismerni kell a pontos szekvenciát.

c. Szekvencia specifikus primerek: SSP:

Mind HLAI és II osztályok meghatározására alkalmas. Az adott primer párok úgy vannak tervezve, hogy specifikus allélokat amplifikáljanak. A végterméket agaróz gélen futtatják, a különböző fragmensek méret alapján szétválnak. A méretet molekulasúly markerek segítségével határozzuk meg. 

d. Sequence Based Typing (SBT):
PCR amplifikációt követően a bázis sorrend meghatározása szekvenálással, majd az eredmény összevetése a nagy adatbázisokban található szekvenciákkal.
Szövet és szerv transzplantáció:

A transzplantáció malignus hematológiai betegségek, végstádiumú vesebetegségekben, súlyos cardiomyopathiakban stb. valamikor az utolsó esély. Manapság szaruhártyát, szívet, tüdőt, hasnyálmirigyet, vékonybeleket, csontvelőt, bőrt, inakat, vesét transzplantálnak egyre nagyobb számban. Az ideális az lenne, ha olyan donort találnánk a betegek számára, aki teljesen HLA identikus. Az egypetéjű ikrek közötti donációt, illetve bizonyos HLA identikus testvérpárokat leszámítva ez ritkán adatik meg. Bár a HLA azonosságra törekednek, a különböző szövetek esetén megengedhető, hogy egy-egy HLA különböző legyen (mismatch), úgy hogy a szövet illetve a beteg túlélése nem csökken szignifikánsan. Főként akkor kényszerülnek ilyen szervek felhasználására, amikor a betegség nagyon súlyos. A vese transzplantáció esetén mind a HLAI, mind a HLAII gének szerepe fontos a vércsoport antigének mellett, de kiemelt szerepe van a HLA-DR tökéletes egyezésének. A 61.dia a súlyos GVHD kialakulásának valószínűségét mutatja függően attól, hogy hány HLA mismatch volt a donor és recipiens között.
Rheumatoid arthritis-genetikai és HLA asszociációja

Rheumatoid arthritisben erős a HLA asszociáció, a betegek akár 30%-a is HLADRB1 pozitív és ez a ma ismert legerősebb genetikai asszociáció, bár a genome wide asszociation study-k érájában egyre több gén válik ismertté, ami szintén szerepet játszik ebben a betegségben. Pl. a protein tirozin foszfatáz non-receptor 22 (PTPN22, T sejt receptor szignalizációs út komponense) és a Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4, T-helper sejteken expresszálódik, aktivációt gátló jeleket közvetít). Mindkét gén polimorfizmusai több autoimmun betegséggel is asszociálnak.

Érdekességképpen a HLADRB1 önmagában is hajlamosít az anti-CCP pozitív RA kialakulására, és additívan hat a dohányzással, mint rizikófaktorral. Míg pl. a PTPN22 egyes polimorfizmusai önmagukban is predisponálnak RA-ra.

Fontos megemlíteni a shared epitope fogalmát (62.dia)
Spondylitis ankylopoetica (SPA, Bechterew-kór):

Gyulladásos betegség, mely az axiális ízületek (gerinc) lassú és fájdalmas elcsontosodásával, a gerinc mozgásainak beszűkülésével jár, rokkantsághoz vezet.  Jellegzetes radiológiai képe a bambusz gerinc. Családi halmozódást mutat, nagyon jellegzetes a HLA-asszociáció (HLA-B27), a kaukázoid (europid) betegek 90%-a HLA-B27 pozitív, de autoantitestek nem jellemzőek. Általában 40 év alatti férfiak (férfiakban 7x gyakoribb, mint nőkben)- derékfájdalomra panaszkodnak, mely pihenéskor vagy általában reggel, ébredés után kifejezettebb, mozgásra enyhül. Az inak és ízületek elmeszesedése hosszú folyamat. A betegségre jellemző lehet még egyéb inak és ízületek fájdalma, aorta billentyű elégtelenség, iritis (szivárványhártya- gyulladás). A betegség prevalenciája 0.25-0.5%
A HLA-B27 funkcióját, illetve, hogy mi okozza a betegséggel való asszociációját, egérmodelleken vizsgálták, és kiderült,  hogy a HLA B27 transzgén egér, tehát az ami több HLAB27-et hordoz, SPA szerű betegségre hajlamos. Ha ugyanezt az egérmodellt keresztezik egy olyan egértörzzsel, mely nem hordozza az MHCI másik jelentős komponensét, a beta2 mikroglobulint, az egér akkor is arthritises lesz.  Ha a HLA B27 transzgén állatokban depletálják a CD8+ T sejteket, akkor sem gyógyulnak meg. Ebből következik, hogy a betegség kialakulásában nem a citotoxikus T-sejtek aktivációjának van szerepe, illetve, hogy a HLA-B27 beta2 mikroglobulin nélkül is expresszálódik, és betegséget okozhat.
Mi is lehet a magyarázata a fenti megfigyeléseknek? 

A HLA-B27 nehézlánca rosszul hajtogatódhat.  A nehézlánc szintézise és a beta-mikroglobulinnal való összekapcsolása az ER-ben történik a sejt felszínre történő transzport előtt. A fehérje félrehajtogatódása abberáns inter-és intralánc diszulfid hidak létrejötte által, az ER-ben következik be, a beta-mikroglobulinnal történő összekapcsolódás előtt. A megváltozott térszerkezetű fehérje az ER-ben  BiP nevű chaperonhoz kötve akkumulálódik. Ez az akkumuláció az MHCI osztály expresszióját elősegítő citokinek hatására egy ún. ER stressz reakciót tud elindítani, mely az „unfolded protein response” nevű folyamat aktivációját indíthatja el. A folyamat nem a CD8 pozitív, hanem a CD4 pozitív T -sejtek által közvetített.
A HLA több, más betegéggel is erősen összefügg, lsd. táblázat. A narcolepsia egy ideggyógyászati betegség, mely hirtelen REM fázisokkal jár, ami miatt a beteg a legváratlanabb körülmények között kontrollálhatatlanul elalszik, jellemzi az ébredési bénulás, azaz felkelés után percekig nem tud megmozdulni és a kataplexia, azaz a stressz hatására provokált hirtelen izomtónus vesztés illetve a hipnagóg hallucinációk (a REM fázisban, az álmokban (illetve az álom-ébrenlét határán, elalvás előtt=hipnagóg) tapasztalt extrém módon életszerű érzékcsalódás (hallucináció)).  A betegség etiológiája ismeretlen, de találtak orexin ellenes antitesteket ezekben a betegekben, ami valamilyen immunológiai mechanizmust feltételez. 
IDDM: inzulin dependens diabetes.
Interaktív esetek (fakultatív: 71-76 dia):

1. Bechterew kóros férfi beteg, gyakorlatilag a gyakorlaton elhangzott tünetekkel, figyelem tesztelésre. NSAID: nem szteroid gyulladás csökkentő
2. SLE-s nőbeteg, jellegzetes arcpír, ízületi gyulladás, szív elégtelenség (kétoldali alszár ödéma), jellegzetes antitest pozitivitás. Antiphospholipid szindróma: cardiolipin ellenes antitest pozitív, ebben a spontán vetélés gyakori.

3. RA-ra jellegzetes tünetek. CRP: C-reaktív protein, We: Westergreen=süllyedés. A felsorolt összes paraméter kifejezetten emelkedett.
A 2.-es és 3.-as esetnél a gyerekek találják ki a diagnosztikus lépéseket, rá lehet kérdezni, hogy orvosként milyen vizsgálatot kér, illetve a laborban milyen módszerrel végzik ezeket a vizsgálatokat. Ha odafigyeltek, akkor menni fog.

PAGE  
1

