Az Immunologiai betegséegek
laboratoriumi diagnosztikaja

Nagy Eszter

Orszagos Reumatologiai és Fizioterapias Intézet,
Immunologiai Laboratorium
Semmelweis Egyetem, Laboratoriumi Medicina Intezet,
Immunologiai Laboratorium




Immunoloégiai betegségek diagnozisa
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» Anamnézis, fizikalis vizsgalat 30%

L)

% Rutin laboratoriumi vizsgalatok, verkep, 20%
gyulladasos aktivitas (stllyedés, CRP)

kémiai es vizeletvizsgalat, stb.

* Képalkoto eljarasok 20%
(rontgen, ultrahang, MR, CT, EKG stb.)
% SzoOvettani vizsgalatok 20%

“ Immunolodgiai laboratériumi vizsgalatok 10 — 20%



» Immunoldgiai laboratériumi vizsgalatok:
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L)
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. Autoantitest vizsgalatok

. Komplementrendszer vizsgalata
lll.  Immunglobulinok vizsgalata

V. Kryoglobulinok vizsgalata

V. Allergia vizsgalatok

VI. Egyéb



|. Autoantitest vizsgalatok

Autoantitest vizsgalatok fontossaga:

» Diagnozis felallitasa, megerodsitése — ,,marker” autoantitestek
(ACPA, dsDNS at., CL at., tTG at., TPO at.)

» Egyes alcsoportok, rizikocsoportok elkulonitése

» Prognozis felallitasa — ,,prognosztikus” autoantitestek (pl. ACPA,
anti-ds-DNS at., anti-Ribosoma at.)

> Betegség sulyossaganak megitélése

> Terapia eredményességének megitélése — terapias hatast méro
autoantitestek (pl. dsDNS at., ANCA, GBM at.)
> Atfedé (overlap) korképek fennallasanak megallapitasa

A betegseg egy adott idopontjaban jelen levé autoantitestek a betegség
folyamatanak ,biologiai ujjlenyomata”



Autoantitestek kimutatasa regen és ma

o Napjainkban a laboratériumok
tobbsége onalléan mikodik

0 Sok az uj vizsgalati modszer

o0 Kevesebb modszer o Nagy vizsgalatszam
0 Kevesebb vizsgalat o Az informéaciocsere joval
ritkabb

o Laboratériumok a
klinikakon, klinikusok :> Reumatologus

fellgyeletével: Dermatolégus

Reumatolégus Belgyégyasz
o Gyakori informéacio Nefrologus
csere Gasztroenterolégus

Hematolégus
Nogyogyasz



Az autoantitestek kimutatasanak laboratoriumi moédszerei

a. Indirekt immunfluoreszcencia (lIF) autoantitestek

- Sejtek: HEp-2 szlirése
- SzOvetek: ragcsald, majom
b. ELISA )
c. Kemilumineszcencia
d. Immunoblot; Konfirmacio
(autoantitest
 Western blot specificitas)
 Line blot
Dot blot p

A modszer kivalasztasa a laboratérium dontése a lehetdségek fuggvényében

Fontos: az autoantitest specificitas diagnosztikai értéke a mddszer
fuggvényében valtozik!



Egy autoantitest diagnosztikai markerkent valé hasznalhatésaga az alabbi
paraméterektdl flgg:

Adott teszttel pozitiv betegek szama (pl. 120)
Szenzitivitas = 80%
A BETEGEK szama (pl. 150)

Adott teszttel negativ betegek szama (pl. 92)
Specificitas: =92%
A betegségben NEM szenveddk szama (pl. 100)

Pozitiv prediktiv értéek (PPV) = Annak a valoszinlsége, hogy a betegseg
fennall pozitiv teszt eseten

Negativ prediktiv értéek (NPV) = Annak a valoszinlseége, hogy a betegség
nem all fenn negativ teszt esetén

IDEALIS: ha mind a szenzitivitas, mind a specificitds 100 %
(diagnosztikai marker autoantitestek egyike sem teljesiti ezt a feltételt!)
Magasabb szenzitivitas és specificitas - jobb megbizhatésag
(de minél szenzitivebb egy teszt, annal alacsonyabb a specificitasa!)



1. Antinuklearis antitest (ANA)

« gyUjténév, sokféle antitest specificitast jelent

« el6fordulas: szisztémas és szervspecifikus autoimmun korképekben, tumorokban,
fert6zésekben, gyulladasokban

« ,Gold standard” az immunfluoreszcens teszt - jellemzdje: magas szenzitivitas, alacsony
specificitas

Pozitivak
aranya % 31,7

30%

20% 1:160 titer folotti pozitiv lelet esetén

tovabbi diagnosztikai vizsgalatok!

10%

0%

1:80
ANA higitas

Az ANA pozitivak aranyanak valtozasa a higitas fuggvényében, egészséges populacioban
Tan EM et al. Arthr Rheum. 1997, 40 (9): 1601-1611



ANA gyakorisaga kulonboz6 Mégis mikor kérjiink ANA vizsgalatot?
betegségekben (%-ban)

SLE 80-100 « Szisztémas autoimmun betegségek
Gyogyszer-indukélta LE 70 (SLE és rokon kérképek) gyanuja
MCTD 100 « Autoimmun hepatitis gyanuja
Sjogren szindroma 70 - JIA (differencial diagnosztikai és
Felty szindroma 70-100 prognosztikai célbdl)

PSS 75-85

PM/DM 30 DE monitorozasra nem alkalmas!
RA 15-30

CAH 40-60

Tiidofibrosis 20

Tuberculosis 50

Tumorok 10

Egészéges kontroll <5



ANA vizsgalata immunfluoreszcens modszerrel — HEp-2 sejteken

- AMA
A sejt kulonboz6 - Ribosoma
alkotorészei elleni - Jo-1, SRP, PL-7, PL-12
antitestek: / - Golgl,llysosoma,
— Peroxisoma
- sejtmag - Mitc')ti.kus orso
- sejtmag membran ] \F/;Q‘:r']rt‘in
- nukleolusz - Midbody, CENP-F
- Cltoplazma Bradwfell A.E.&Hughes R.G\ Atlas of Hep-2 patterns
- citoszkeleton
,mini-array” (tébb mint DNS - SSA
- Nucleosoma - Sm — ENA

- RNP

- Scl-70 -~
A médszer elénye: intakt HEp-2 sejtek, - PM-Scl
az antigén nativ formaban van jelen! - Ku (PM)

- Mi-2 (PM)

- Sp-100



ANA mintazatok - Nemzetkozi Konszenzus
(International Consensus on ANA pattern (ICAP)

A mintazat a tovabbi vizsgalatok
iranyat dontheti el, NEM diagnozis!

www.ANApatterns.org



Anti-dsDNS antitest (nDNS at.):

« SLE diagnosztikai markere (ACR, SLICC kritérium), de negativitasa nem zarja ki az
SLE diagnozisat

 Prognosztikai marker - jelenléte sulyosabb formara utal (legfontosabb a vese és CNS
manifesztacio)

* Abetegség aktivitas markere - monitorozasa is alkalmas (de a negativitas nem zarja ki
teljesen az exacerbacio fellépését)

A magasabb éerték SLE-re utal, negativitasa nagy valosziniseggel kizarja az aktiv SLE-t

Pozitiv dsDNS antitest Pozitiv dsDNS antitest Negativ dsDNS antitest
képe HEp-2 sejteken képe Crithidia luciliae-n képe Crithidia luciliae-n

3. Hiszton antitest:
« Nagyon sok szisztémas autoimmun betegségben el6fordul (SLE, DLE, RA, JIA, SSc)

« Diagnosztikai jelentésége a gyogyszer indukalta lupusban van — DLE markere
« Szisztémas sclerosisban az antitest jelenléte tido, vese, sziv érintettségre utal



4. Centromer antitest:
» Az antitest leggyakoribb targetje a CENP-B (80 kDa) — az SSc és Raynaud
betegek > 95%-ban

« Egyike azon antitesteknek, mely egyertelmien azonosithato |IF modszerrel
(jellegzetes mintazat miatt)

« SSc, CREST szindréma és tovabbi limitalt kutan formak diagnosztikai
markere

» Tovabbi el6fordulas:
PBC.: antitest jelenléte a scleroderma egyideji fennallasara utal

Sjogren szindréma (a betegek 15%-ban) - kizarélag CENP-C (SS-A/Ro
antitesttel egyutt) vagy CENP-H antitest

Pozitiv Centromer antitest
képe HEp-2 sejteken
(jellegzetes mintazat)



5. ENA - extrahalhat6 nuklearis antigének elleni antitestek:

« SS-A/Ro ésSS-B/La antitest:

Diagnosztikai jelent6sége primer vagy szekunder Sjogren szindrémaban,
neonatalis lupus gyanuja valamint diagnozisa esetén van. A két antitest gyakran
egyutt fordul el6.

Tovabbi eléfordulas: SLE, SCLE, RA, Myositis

« Scl-70 antitest (DNS-topoizomeraz | elleni antitest):
Az SSc diagnosztikai markere, és rossz prognosztikai faktor. A Raynaud
tunetes betegek egy részében szintén kimutathato, ezekben a betegekben az
SSc kialakulasanak nagy a kockazata.

* Jo-1 antitest (aminoacil-tRNS szintetaz antitest):
Idiopathias myositis diagnosztikai markere (anti-szintetaz szindroma, ASS) -
diagnosztikai specificitas 100%
Differencial diagnosztikai marker: myositis és fibrotizal6 alveolitis a Jo-1
pozitiv betegek 60%-ban
Prognosztikai marker: sulyosabb klinikai forma, a Jo-1 pozitiv betegek 70%-
ban intersticialis tUd6betegseég (ILD) is jelen van

Tovabbi myositis specifikus antitestek: PL-7, PL-12, SRP, Mi-2

kimutatasaban a Hep-2 sejtek citoplazma vagy sejtmag mintazata diagnosztikus
ertek




Myositis antitestek kimutatasa IIF és Immunoblot médszerrel

Mvositis specifikus antitestek:
 Jo-1* (ASS)

« PL-7 (ASS)

« PL-12 (ASS)

« EJ (ASS)

« OJ(ASS)

* SRP (Nekrotizald Myositis)
« Mi-2 (DM)

. TIF-1g (p155/140) (DM, CDM)
. MDA-5 (C-ADM, ILD)

- SAE (DM, ILD)

- NXP2 (p140) (JDM, kalcinézis)

Myositis asszocialt antitestek: Myositis antitestek képe HEp-2 sejteken
PM-Scl* (PM, DM, Scleroderma overlap)
* Ku (Scleroderma overlap)

+  U1-snRNP* (MCTD)
. _ _ * ASS: anti-szintetaz szindroma, CDM: tumor asszocialt DM, C-ADM:
SSA (RO 92, Ro 60) amyopathias DM, ILD: interstitial lung disease, JDM: juvenilis DM
*ELISA teszt is elérheto




5. ENA (folytatas):

U1-snRNP: az Sm-RNP komplex része (target antigének: 70 kDa, A, C)

Az MCTD diagnosztikai markere (100% specificitas), hianya gyakorlatilag
kizarja az MCTD-t

Tovabbi eléfordulas:

SLE-ben (13-32 %) pozitivitasa bér és nyalkahartya léziokkal,

SSc-ben (10 %) jelenléte tudéfibrozissal fugg ossze

* Sm antitest: f6 target antigén a D1 fehérje
SLE diagnosztikai markere (ACR és SLICC kritérium), 99% specificitas, de
alacsony (5-10 %) szenzitivitas
Prognosztikai marker: pozitivitasa szervi érintettséggel (vese, CNS),
valamint bortunetekkel korrelal




P-Ribosoma antitest: Target antigén a ribosoma-komplex fehérjéi (P0, P1, P2)

« SLE diagnosztikai markere (10-35 %)

* Prognosztikai marker? Pozitivitasa a betegség aktivitasaval,
lupus nephritis elfordulasaval korrelal

7. PCNA antitest:

* Nagyon specifikus SLE-re, de ritkan fordul el6 (az esetek
3%-aban)

* Pozitivitasa vese és idegrendszeri érintettseggel, valamint
thrombocytopaeniaval korrelal

8. Anti-neutrofil citoplazma antitestek (ANCA):

* A neutrofil granulocitak citoplazmajaban lévo antigének elleni antitestek:
proteinaz 3 (PR3), myeloperoxidaz (MPO), elasztaz, laktoferrin, baktérium
permeabilitast fokozo protein (BPI), katepszin G, lizozim

ANCA IIF képe etanollal fixalt
humén granulocitdkon:

a) c-ANCA, b) p-ANCA,

c) atipusos-ANCA



8. Anti-neutrofil citoplazma antitestek (ANCA), folytatas:

Az ANCA vizsgalat elvégzése javasolt:

« ANCA asszocialt vasculitisek gyanuja

* Nephritisek differencialdiagnozisa

« Gyulladasos bélbetegsegek (elésorban colitis ulcerosa)
« Primer sclerotizalé cholangitis

* Veérzeses alveolitis

PR3 antitest: Wegener granulomatézis (GPA) diagnosztikai markere
(specificitas 95-98 %). A betegség aktivitasanak, és a terapia
hatasossaganak megitélésére is szolgal. Specificitasa magas a GPA korai,
valamint atipusos formaira is. El6fordul mas szisztémas vasculitisekben is.

«  MPO antitest: a mikroszkopikus polyangiitis (MPA) és a ,,pauci-
immun”fokalis nekrotizalé glomerulonephritis diagnosztikai markere.
El6fordul még gyors progresszioju glomerulonephritisben, ritkabban Churg-
Strauss szindromaban. Goodpasture szindrdbmaban a betegek 30-40 %-ban
fordul el6. Az antitest titere gyakran korrelal a betegség aktivitasaval.

Szisztémas autoimmun betegek egy bizonyos szazalékaban szintén el6fordul
(SLE, RA).



ANCA elofordulasa gyulladasos reumatologiai korképekben

ANCA / Gyakorisag Target Antigén

Wegener granulomatosis CANCATS-80 7% PRI
p-ANCA 10-15 % MPO
Mikroszkopikus polyangiitis ;:‘:i(é‘: 23:2(5) ((://:)) l\l/)[l;?)
Churg-Strauss szindroma S EE PR3
p-ANCA 55-60 % MPO
SLE p-ANCA 20-30 % BPI, CG, LF
RA p-ANCA 30-70 % LF, HMG1/2, BPI , PR3
Colitis ulcerosa p-ANCA 50-70 % CL, BPI, HMG1/2
Crohn-betegseg p-ANCA 20-40 % CG, LF, EL, MPO, PR3
Sclerotizal6 cholangitis p-ANCA 60-70 % BPI, LF
Autoimmun hepatitis p-ANCA 33-90 %, c-ANCA 45% Actin, HMG1/2, LF
PBC p-ANCA 30-40 % LF, BPI, HMG1/2

Kronikus infekcio p-ANCA , c-ANCA BPI, LF, MPO, PR3



8. C1qg antitest:

« Jelenléte gyakori immunkomplex (IC) medialta betegségekben:
hypocomplementaemias-urticaria vasculitisben 100 %-ban pozitiv
(diagnosztikai marker)

SLE-ben (17-58 %) jelenléte veseerintettséggel korrelal (elsbsorban
membranoproliferatv glomerulonephritissel), aktiv lupus nephritisben a
betegek 89 %-aban pozitiv. dsSDNS antitesttel val6 egyuttes eléfordulasa lupus
nephritisre utal (specificitas 90 %, szenzitivitas 91 %).

9. Antifoszfolipid (aPL) antitestek:

« Negativ (anionos) toltési, vagy neutralis foszfolipidek, illetve a hozzajuk kot6do
glikoproteinekkel alkotott komplexei elleni antitestek gyQjténeve.
Legfontosabbak: kardiolipin (CL), béta-2-glikoprotein |, prothrombin, lupus
anticoagulans (LA)

« Az aPL antitestek vizsgalata ajaniott: primer és szekunder antifoszfolipid
szindromaban (APS, diagnosztikai marker), SLE gyanuja esetén
(diagnosztikai kritérium), SLE és mas szisztémas autoimmun koérképekben a
thrombodzis és spontan vetélés rizikdjanak megitélésében, ismeretlen eredeti
thrombocytopeniaban, APS-ben a kezelés hatékonysaganak megitéléseben



LA vizsgalat algoritmusa (funkcionalis teszt)

1. Szliréteszt 2 kulonboz6 teszttel +PT aPTI T
(Russel vipera méreg id0, lupus szenzitiv aPTI ’ ’
mind normal barmelyik megnyult = LA POZ ?

2. Keverés normal 3. Konfirmacié PL
STOP plazmaval (1:1) neutralizaciéval

LA NEGATIV PL neutralizacié = LA POZITIiV

Tobbi anti-PL antitest vizsgalata ELISA-val: target antigén tisztitott foszfolipid
és egy kofaktor (Béta-2-GPI, Prothrombin) komplexe

FONTOS! aPL antitestek interpretacidja az ajanlasnak megfeleléen:

CL (G/M) antitest, mérsékelt/magas titer, 2 vagy tobb alkalom (12 hét kilonbséq)
Béta-2-GPI (G/M) antitest, 2 vagy tdébb alkalom (12 hét kilonbséq)

LA (meghatarozas az ISTH [2009] ajanlasa szerint), 2 vagy tobb alkalom (12 hét
kllonbséq)

SLE-ben a CL IgA és Béta-2-GPI IgA antitest is diagnosztikus értéki (SLICC krit.)!




10. Rheumatoid Faktor (RF):

* Az IgG immunglobulin Fc részének CH2 és CH3 doménjei ellen termelt
autoantitest (els6sorban IgM izotipusu, de lehet IgG és IgA is)

« Rheumatoid arthritises betegek (RA) 70-80 %-ban pozitiv (diagnosztikai
kritérium, ACR/EULAR), de az RA korai stadiumaban gyakran negativ!

Az RF titere nem korrelal a betegség aktivitasaval, de a magas titer
aggresszivebb betegseégre utal

* Igen gyakori esszencialis kevert kryglobulinaemiaban (ll. tipusban 100 %)

« Sok mas autoimmun betegségben (SjS, SLE, SSc, MCTD, PM, JIA), infekciot
kovetben, de akar egészseégesekben is pozitiv lehet — specificitasa nagyon
alacsony



RF el6fordulasa kiillonb6z6 betegségekben (%-ban)

RA 50-90
SjS 75-95
SLE 15-35
SSc 20-30
Kryoglobulinaemia 40-100
MCTD 50-60
Endocarditis 25-50
Majcirrhosis 15-40
Sarcoidosis 3-33
Tuddfibrosis 10-50
Silicosis 30-50
Virus infekciok 15-65
Tumorok 5-25

Kontroll <5



11. Citrullinalt proteinek / peptidek elleni antitestek (ACPA):
« Gydjténév: Ciklikus citrullinalt peptid antitest (CCP), citrullinalt vimentin
antitest (MCV), citrullinalt fillagrin antitest

* RA diagnosztkai markere, az RA korai stadiumaban gyakran pozitiv,
diagnosztikai specificitasa meghaladja az RF-ét (RF negativ RA-s
betegek 60 %-ban pozitiv)

* Eroziv arthritis prognosztikai markere
« JIA-ban a jelenléte poliartikularis manifesztacioval korrelal

« Mas autoimmun betegségben joval kisebb aranyban (0-10 %), infekciot
kovetben ritkan fordul el6 (0-2 %, kiveétel: aktiv tuberkuldzis)



12. SZERVSPECIFIKUS autoantitestek:

* Anti-mitokondrialis antitestek (AMA, M1 — M9): leggyakrabban el6forduld
es legnagyobb klinikai jelent6ségu a piruvat-dehidrogenaz komplex alegységei
elleni antiest (AMA-M2). Az AMA antiest pozitivitas primer biliaris
cirrhosisban (PBC) diagnosztikus értékd. Jelenléte tunetek hianyaban a
PBC késoObbi kialakulasara utal. Az antitest kimutatasa |IF modszerrel torténik.
PBC-re specifikus tovabbi antitestek: sp7100, gp210, centromer-antitest,
simaizom elleni antitest (SMA).

« Simaizom elleni antitest (SMA): tobb target antigén (F-aktin, myosin,
tropomyosin, vimentin, tubulin). Gyakran pozitiv |-es tipusu autoimmun
hepatitisben (AIH) és PBC-ben, de kronikus virusos hepatitisben, alkoholos
majcirrhosisban, néha egészségesekben is eléfordul, ezért diagnosztikai
értéke alacsony. I-es tipusu AlH-ben a betegek 60%-ban ANA-val tarsul.

I-es tipusu AlH-re specifikus tovabbi antitestek: szolubilis maj antigén / maj-
pankreasz elleni antitest (SLA/LP).

* Anti-mikroszomalis antitest (LKM): citokrom P4502D elleni antitestek (LKM
1-3). Az LKM1 antitest a ll-es tipusu AlH-re jellemz6 (a betegek 80-95 %-ban
pozitiv), ritkan kronikus hepatitiszekben is el6fordul.
ll-es tipusu AlH-re specifikus tovabbi antitest: maj citoszol antitest (LC1).



SMA antitest képe egér gyomor (a) AMA képe egér gyomor/ PCA képe egér Pozitiv EMA képe majom
és vese meszeten (b) vese meszeten gyomor meszeten  nyel6cs6 metszeten

(R.G.Hughes et. Al., Atlas of tissue
autoantibodies)

Parietalis sejt elleni antitest (PCA): gyomor K*/Na* ATP-az o és 3 alegysége
elleni antitest. El6fordulasa kronikus atrophias gastritisre, valamint anaemia
perniciosara jellemzd (az esetek 90 %-ban pozitiv). Anaemia perniciosa
gyanuja esetén intrinsic faktor ellni antitest vizsgalat elvégzése is javasolt — a
két antitest egyuttes jelenléte szoros korrelaciot mutat a betegséggel.

Szoveti transzglutaminaz (tTG) / endomysium (EMA) / gliadin elleni
antitestek: coeliakiaban és dermatitis herpetiformisban diagnosztikus
ertekl antitestek (elsGsorban az IgA izotipus). Az alacsonyabb szenzitivitasu IgG
antitestnek az IgA hianyos coeliakias betegekben van jelent6sége. A deamidalt
gliadin peptid ellni antitestnek (DGP) gyerekeknél (< 5 év alatt) tTG / EMA
antitest hianyaban van diagnosztikai jelent6sége. Az antitestek a betegség
monitorozasara is alkalmasak (terapias hatast mér6 — diéta kovetése, esetleges
glutén szennyezeés).



« Pajzsmirigy elleni antitestek: a pajzsmirigy kilonboz6 enzimjei és fehérjéi elleni
antitestek (anti-thyroglobulin-TG, anti-thyroid-peroxidaz-TPO, anti-TSH-Receptor
elleni antitest-TRAK.

TG antitest: altalaban a TPO antitestek el6tt jelennek meg, eléfordulasa: -
Hashimoto thyreoiditis (75 %), autoimmun hyperthyreosis (30 %), pajzsmirigy
adenoma és carcinoma (10-50 %)

TPO antitest: pajzsmirigy szovetkarosodast kovetden jelenik meg. El6fordulas:
Hashimoto thyreoiditis (100 % - titere korrelal a betegség aktivitasaval),
postpartum thyroiditis (66 %), Basedow Graves koér (75 %), primer és secunder
SjS (11-17 %), gyakori asszociacio vetéléssel és infertilitassal!

TRAK: el6fordulas: Basedow-Graves kérban (TSI — thyroid stimulating
immunglobulin — titere korrelal a betegség aktivitasaval), Hashimoto
thyroiditisben (TBIIl — thyroid bindig inhibitory immunglobulins), autoimmun
thyrotoxicosisban, nem pajzsmirigy betegségekben (pl. SLE, SSc).

TG (a.) €és TPO (b.) elleni antitest képe majom pajzsmirigy
metszeten (R.G.Hughes et. Al., Atlas of tissue autoantibodies)



- Anti-GBM antitest: target antigénje a IV-es tipusu kollagén a3 lancanak
globularis doménje (NC1) . GBM nepritisben és Goodpasture szindrémaban
diagnosztikus értékii (definicid szerint mindig jelen van). Az antitest titere a
betegség aktivitasaval valtozik. A betegek 20-35 %-ban ANCA-val tarsul
(elsésorban MPO), mely a GBM-antitest el6tt megjelenhet (jobb prognoézis?)

GBM antitest képe majom  Mellékvesekéreg elleni antitest IF
vese metszeten képe majom mellékvese metszeten
(R.G.Hughes et. Al., Atlas of tissue autoantibodies)

« Melléekvesekeéreg elleni antitestek: targetjei a szteroid dehydrogenazok (21p-
hidroxilaz-P450c21;17a-hidroxilaz P450c17). Az antitestek Addison koérra
jellemzbek (21B-hidroxilaz elleni antitest az esetek 90 %-ban).

« Anti-Saccharomyces cerevisiae antitest (ASCA): idult gyulladasos
bélbetegségekben fordul (IBD) eld (az antitest pozitivitasa ANCA hianyaban
Crohn betegségre, negativitasa ANCA jelenlétében colitis ulcerosara utal)



« Diabetesre jellemzo6 antitestek: a pancreas szigetsejt elleni antitestek (ICA)
megjelenése az 1-es tipusu diabetes korai markere (akar 8 evvel
megel6zheti a betegséget):

Glutaminsav dekarboxilaz antitest (GAD65) a betegek 65-85 %-ban,
LADA-ban 70-95 %

Tirozin foszfataz elleni antitest (ICA512/1A-2) a betegek 50-75%-ban,
LADA 11%-ban

Inzulin elleni antitest a betegek 40-80%-ban fordul el6.

Zinc T18 transzporter (ZnT18) elleni antitest predikcioja a tobbi antitest
negativitasa esetén kb. 26 %.

Az 1-es tipusu diabeteses betegek rokonai korében 2 vagy tobb antitest
egyuttes jelenlétének PPV érteke > 90% ( ez a altalanos populaciodra is igaz),
mig egy antitest pozitivitas esetén a betegség kialakulasanak rizikéja 20%.



 Neurolégiai betegségekre jellemz6 antitestek:
Gangliozid és glycoprotein-saccharidok elleni
antitestek multifokalis motoros neuropathiakban
(GM1 antitest), Guillain-Barre szindromaban (GM1 és
GD1a antitest) és Miller - Fisher szindromaban
(GQ1a) fordulnak elé. Kimutatasuk immunoblot
modszerrel torténik.
Myelin asszocialt glikoprotein (MAG) antitest
periférias neuropathiaval asszocialt IgM monoklonalis , , , ,
gammopathiakra (Waldenstrom makroglobulinémia és ‘f“lr,’,t.zMAGtamltteSt léeé’f_lmagomt
MGUS) jellemz6 (az esetek 50 %-ban pozitiv). AL AL of tace attoentboiesy
Kimutatasa immunfluoreszcens modszerrel torténik.

Acetilkolin Receptor (AChR) elleni antitest: Myasthenia gravis-ra jellemzd
antitest, a betegek 85 %-ban fordul el6. Mas neuroldgiai betegségben és
egeészségesekben nem mutathatd ki (magas specificitas). Az antitest
koncentracidja a betegség sulyossagaval korrelal. Kimutatasa ELISA mddszerrel
torténik.

Aquaporin-4 (AQP4) elleni antitest Neuromyelitis opticaban (NMO, Devic
szindroma) diagnosztikus értékii, a betegek 75%-ban kimutathat6 (de a

negativitas nem zarja ki az NMO-t!). Kimutatasa majom cerebellum metszeten
immunfluoreszcens modszerrel torténik.



ll. A komplementrendszer vizsgalata

Indikacioja_els6sorban a veleszuletett komplement defektusok kimutatasa,
valamint a kalonbozd betegségekben (elsGsorban szisztémas autoimmun
korkepek) fellepd szerzett komplement rendellenességek szilirése, a betegseég
aktivitasanak monitorozasa

1. Osszkomplement (CH50) meghatarozasa:

Leggyakoribb a klasszikus ut aktivacidjanak vizsgalata ellenanyaggal kezelt birka
vorosveérsejtek (bvvt), Ca?* és Mg?* ionok jelenlétében. Az enzimatikus kaszkad
veégeredmenyeként a bvvt-k felolddédnak, a kiszabaduldé hemoglobin mennyisége a
minta komplement tartalmaval aranyos. Mértékegysége: CH;,/ml (a vizsgalt minta
1 ml-e hany 50%-0s hemolitikus egységet tartalmaz).

2. Komplement komponensek (C3, C4) meghatarozasa:

A C3 és C4 meghatarozasa nefelometriaval vagy turbidimetriaval torténik. A
betegség aktivitasra a CH50-nél érzékenyebb (elsGsorban C4).

3. Komplement aktivacios termékek vizsgalata: (ELISA, RIA modszerrel)
4. Keringé immunkomplex (IC) meghatarozasa:

Gyakran pozitiv immunkomplex betegségekben (pl. SLE), de infekcidkat kovetben
is, ezeért diagnosztikus értéke csekeély



lll. Immunglobulinok vizsgalata

1. Immunglobulinok (IgG, IgA, IgM) mennyiségi meghatarozasa:

Legfontosabb indikacidja a primer és szekunder humoralis immundefektus
diagnoézisa, monitorozasa, valamint a malignus paraproteinaemiak és
benignus monoklonalis gammopathiak (MGUS) elkulonitése. A
meghatarozas nefelometriaval vagy turbidimetriaval torténik.

2. Immunelektroforézis:

Legfontosabb indikacioja a paraproteinaemiak diagnézisa (myeloma,
Waldenstrom macroglobulinaemia, nehézlanc betegség, amyloidosis),
valamint a hypergammaglobulinaemiak differencialdiagnézisa. Az ehhez
szUkséges paraprotein analizis az utdébbi években immunelekroforézis helyett
immunfixacioval vagy kapillaris elektroforézissel tortenik.

3. Vizelet fehérje analizis:

Az esetlegesen Uritett konnyllanc azonositasara, illetve a proteinuria
szelektivitasanak eldontésére szolgal.



Paraproteinek kimutatasanak algoritmusa
Se ELFO / Se Ig G/A/M / Se protein koncentracio

vizualis értékelés
e N\

Normal ELFO kép /

-~ N

Poliklonalis Ig. szap.

iij beteg ismert beteg
1 IF, mennyiségi \ / kovetés
. o meghatarozas, (mennyiségi
nincs tovabbi szérum K/A meghat.)
klinikai indikacio l




IV. Kryoglobulinok vizsgalata

Legfontosabb indikacioja: a primer és szekunder kryoglobulinaemiak
diagnodzisa. A vizsgalat esszencialis kevert kryoglobulinaemiaban elengedhetetlen.
A kryoglobulin tipusa (monoklonalis vagy kevert) a kryocsapadék immunkémiai
analizisével allapithaté meg immunfixacidés modszerrel, monospecifikus
immunszérumok segitsegével.

Osztaly Komponens Asszociacio

I. Tipus Monoklonalis Ig (G,A,M) Waldenstrom macroglobulinaemia
(szimpla) Bence-Jones fehérje Myeloma
Limfoproliferativ betegseggel asszocialt MG

I1. Tipus Monoklonalis Ig (G,A,M) Hepatitis C
(kevert) €s Esszencialis kryoglobulinaemia
Poliklonalis Ig (foleg IgG) SjS, RA, CLL

III. Tipus  Poliklonalis Ig (barmelyik  Esszencialis kryoglobulinaemia
(kevert) 1zotipus) SjS, SLE
Virusinfekciok (HCV, HBV, CMV, EBV, HIV)
Endocarditis, bakterialis infekciok, PBC




Kryoglobulinaemiak laboratoriumi vonatkozasai

Laboratoriumi I. Tipus I1. Tipus II1. Tipus
paraméter

Kryocrit >5 % <5 % (1-2) <5 % (1-2)
C3 Norm ‘l’ ‘l’

C4 Norm W W
CH,, ++ \l, v

RF + ++ ++
Autoantitestek - ++ 4+
(ANA, ENA, AMA)

HBV - + +

HCV - +++ +++



Kryoglobulinok vizsgalatanak algoritmusa

Mintavételi csovek elomelegitve (37°C)!!!
KRITIKUS!

Mintavétel és szallitas > 37°C-on

|

Inkubalas 37°C-on minimum 1 ora
Szérum elvalasztasa 37°C-on !

|

Inkubalas 4°C-on 3 — 7 nap
Precipitatum képzoédés ellendrzése naponta !!!

NEGATIV — nem oldhaté visszaoldhaté
vissza 37°C-on 37°C-on

Klinikai gyanu esetén ismétlés POZITIV




Kryoglobulinok laboratériumi vizsgalata - folytatas

O

37°C-on visszaoldhato

precipitatum
A Pozitiv teszt iségi
| OZIELV ECSZ —3  Mennyiségi
kryocrit meghatarozas
Kryo-csapadék ELFO Kryo-csapadék IF képe -
képe mosas!!!

Precipitatum mosasa 3x fiziologias sooldatban (4°C)

centrifugalas 4°C-on (5-10 perc, 1800-7500 rcf) !!!
visszaoldas 37°C-on (overnight)

v v

Qualitativ analizis Quantitativ analizis
Se ELFO Osszfehérje,
Kapillaris ELFO Se Ig-ok

Immunfixacio



IV. Allergia vizsgalatok

1. Az IgE (0ssz-IgE, total-lgE) mennyiségi meghatarozasa:
Indikacigja:
allergias bronchopulmonaris aspergillosisban: extrém magas IgE szint
diagnosztikai kritérium)

Joéb szindréma (hyper IgE szindrdma) gyanuja esetén a magas IgE szint
diagnosztikai jelentGsegu.

IgE-myelomaban mennyisége szintén nagyon magas , de el6fordulasa ritka.

Gyermekkorban az atépias betegségek diagnézisaban fontos lehet: a korban
egyeztetett normal értéknél jelentésen magasabb IgE szint az atopias hajlamra
utalhat (id6vel igazi atopias betegseg Iéphet fel). De emelkedett szintje utalhat
bélfergességre is!

Feln6ttkori atopias betegek esetében a diagnosztikai értéke kérdéses (szintje
a betegek 50 %-ban normal értékll). A monoszenzibilizalt egyének kozott a normal
IgE szint gyakoribb a poliszenzibillizalt egyénekhez kepest.

IgE szint monitorozas Omalizumab terapia hatékonysaganak megitélése céljabdl
(kulonbség a tesztek teljesitménye kozott - az IgE-anti-IgE zavarja a méreést!)

Az 0ssz-IgE szint emelkedése tapasztalhato HIV-fertézésben, bélférgességben,
candidiasisban és bizonyos daganatokban is.



1. IgE meghatarozasa (folytatas):

Az IgE szintjét egyedi jellemz6k és kornyezeti tényezdk is befolyasoljak.
Normal értéke az életkorral valtozik (korfuggo), és foldrajzi teruletenként
is eltero lehet.

Mivel szérum koncentracidja a tobbi immunglobulinhoz képest alacsony
(ng/ml), meghatarozasa els6sorban immunoassay-el (ELISA) torténik,
nemzetkozi standardhoz (WHO) kalibralva: [U/ml vagy kU/l vagy ng/ml
(1 IU/ml=1kU/I=2,4ng/ml)

2. Allergén specifikus IgE (slgE) meghatarozasa:

A teszt az allergén azonositasara, €s nem az allergias betegség
megallapitasara szolgal - gyakran diagnosztikai tesztként ertelmezik, DE
valdjaban az allergénnel vald szenzibilizaciot jelzi.

Az eredmeények ertékelese az anamnezis és a klinikai tunetekkel egyutt
ajanlott!

A slgE meghatarozasa els6sorban olyan esetekben ajanlott, ha az ,,in
vivo” vizsgalatok nem értékelhetoek, vagy kulonb6z6 okok miatt nem

végezhetdéek (magas kockazat - anafilaxias reakcid, gyogyszeres kezelés,
pl. antihisztamin, szteroid, b&rbetegség, pl. kronikus urticaria).



slgE meghatarozasa:

Legelterjedtebb mddszerek: enzim- vagy fluoreszcens immunoassay (ELISA,

FEIA). Az eredeti izotopos mddszert (RAST) ma mar nem hasznaljuk, de a

szemikvantitativ értékelés RAST egységben torténik. A kvantitativ értékelés kU/I

vagy ng/ml.

A slgE meghatarozasat szamos tényez6 befolyasolja:

« alacsony IgE koncentracidé (ng/ml)

 az allergén epitopok sokfélesége

« az epitop konformacidéjanak megvaltozasa az elballitas soran

 keresztreakcid a szénhidrat tartalmu epitopok miatt (keresztreakciét okozé
szénhidrat determinansok - CCD) - klinikailag irrelevans alpozitivitas, minden ,in
vitro” tesztre jellemzé

A specifikus IgE mérés elve:

1. A szilard-fazisu polimerbe (celluléz vagy avidin)
beagyazott allergént a beteg mintajaval inkubaljuk

2. A mintaban lév6 specifikus IgE az allergénhez
kotodik

3. Az allergénre nem specifikus tobbi antitestet
mosassal eltavolitjuk

4. Az allergénhez kotott slgE-t fluoreszcens vagy
enzimmel jeldlt anti-IgE segitségével detektaljuk a
fluoreszcens jel vagy szinreakcid alapjan

Fontos a vizsgaléo modszer megnevezése!



A specifikus IgE tesztekben hasznalt allergének:

» Allergén mixek: pollen keverékek (f, fa, virag), hazipor (Dermatophagoides,
Aspergillus), allati antigének (macskasz6r, stb), taplalék
allergének, gyégyszerek, penészgombak, meéh / darazsméreg

« Egyedi allergének

 El6allitasuk fuggvényében: tisztitott, vagy rekombinans allergének

A tisztitott, de tobb allergént tartalmazo (tobb komponensi) tesztek gyakran adnak
alpozitiv reakciot. A komponensekre bontott diagnosztika (CRD: Component
Resolved Diagnostics) az allergia vizsgalatok ujabb lehetésége, melyben a
monokomponensu allergének segitsegével elkulonithetok a valddi szenzibilizalo és
keresztreagalo antigének.

A CRD néhany gyakorlati haszna:

 High risk / Low risk allergének megkuldonboztetése
(hasznos tanacsok a beteg szamara)

» Keresztreakciok feltarasa
(elkerulhet6 a folosleges terapia / diéta)

« Allergén specifikus immunterapia (SIT) tervezése



IV. Egyéb vizsgalatok

1. Akut-fazis fehérjék - CRP:

Gyulladasos betegségekben sokféle akut-fazis fehérje termelédik, ezek kozul
leggyakrabban a CRP-t hasznaljuk - stabil fehérje, melynek koncentracidja a
gyulladas soran a sullyedéshez képest gyorsabban valtozik.

Bar a legtdobb autoimmun betegségben a CRP szintje és a betegség aktivitasa
kOzOtt szoros korrelacio van, a mindennapi gyakorlatban elsésorban az RA
aktivitasanak megitélésere hasznaljuk.

SLE-ben a CRP szintjének megemelkedése inkabb infekcidra utal.



2. Limfocita blasztos transzformacié (LTT):

A teszt els6sorban primer immundefektusok gyanuja esetén ajanlott (T-, vagy
kombinalt T- és B-sejt defektusok, B-sejt defektusok), ritkabban szekunder
immunhianyos allapotok esetén (pl. HIV fert6zést kovetben). A modszer a
késoi tipusu tulérzékenyégi reakcio vizsgalatara is alkalmas.

A modszer |ényege: a verbdl izolalt sejtek (PBMC) novényi mitogénekkel, vagy
specifikus antigénekkel stimulaljuk, mely a sejtek proliferaciojat eredményezi. A
proliferacio mértékét az osztodo sejtek DNS-be beépulé DNS-jelzd segitségével
hatarozzuk meg (3H-timidin vagy bromdeoxiuridin, BrdU). Az értékelés a sejtek
spontan (nem stimulalt) proliferaciéjahoz valé viszonyitason alapul.

A mitogén indukalta proliferacié elmaradasa sulyos kombinalt
immundefektusra (SCID) jellemz6. Mas cellularis defektus esetén igen valtozo
(normalis vagy teljesen elmarad).

Késoi tipusu tulérzékenységi reakcié megallapitasahoz a vérbdl izolalt
sejteket a vizsgalt gyogyszer jelenlétében tenyésztjuk. A gyogyszerrel
specifikusan reagald T-sejtek proliferacioja a késéi tipusu tulérzékenységet
tamasztja ala (a proliferacid elmaradasa viszont nem zarja ki azt).




2. Genetikai vizsgalatok:

HLA-B27 hordozasanak a szeronegativ spondarthritisek diagnézisaban
van jelent6sége. Az SPA-ban szenvedd betegek 95 %-a HLA-B27 pozitiv,
egyeb SNSA-ban (reaktiv arthritis, arthritis psoriatica) 25 — 50 %-ban
fordul el6. Reaktiv arthritisben valé el6fordulasa rosszabb prognozist
jelent.

HLA-DRB1 meghatarozasanak RA-ban van jelent6sége, a ,shared
epitopot” tartalmazé HLA-DRB1 allélek (*0101, *0401 *0404, *0408)
hordozasa rosszabb progndzisra utal.

HLA-DQ2 / DQ8 hordozasanak coeliakiaban van jelentésége, a
szeronegativ formakban vagy kérdéses esetekben mindkett6 negativitasa
gyakorlatilag kizarja a coeliakiat.

HLA-DR3 és DR4 haplotipusok az 1-es tipusu diabetes kialakulasaban
jelentenek magas rizikot.



Javasolt vizsgalatok szisztémas autoimmun koérképekben

: Diagnozist megerosito Prognozist / Aktivitast Kiegészito
Betegseg s il § s aa i s il
vizsgalatok jelzo vizsgalatok vizsgalatok
ANA, dsDNS, Sm(ENA), DNS, C3/ C4, Clq,
SLE C3/C4/CHA50, CL/ant}-BZ-GPI n}lcleosoma (kromatin), CRP, RF
(G/A/M)/LA (Lupus Anticoagulans), ribosoma, PCNA, RNP/
DAT (Direkt Antiglobulin Teszt) SSA/SSB (ENA)
ANA, RF,
Immunglobulinok
(G/A/M), elektroforézis/ TG/TPO,
S5 DRIANE (e IF (paraprotein), PCA/AMA/SMA
kryoglobulin,
C3/C4/CH50
RA ACPA (anti-CCP, anti-Vimentin), CRP, C3, C4, ACPA ANA, ENA,
RF (CCP, vimentin), HLA dsDNS, CL
PSS Scl-70, Centromer, RNS polimeraz I ANA anti-U1-RNP

MCTD ANA, UI-RNP (ENA) Scl-70



Javasolt vizsgalatok szisztémas és szervspecifikus
autoimmun korképekben

J Diagnozist megerosito Prognozist / Aktivitast Kiegészito
Betegség i e et Jimantsl
vizsgalatok jelzo vizsgalatok vizsgalatok
Egyéb myositis specifikus,
PM/DM ANA, ENA vagy asszocialt antitestek
(Jo-1, Scl-70, anti-U1-RNP) (SRP, PL-7, PL-12,
PM/Scl, Mi-2, Ku)
Thrombophilia
APS CL/B2GPI (G/M)/LA Kivizsgalds, ANA
il ANCA (MPO,PR3), CRP, RF,
Vasculitis o oglobulin, C3/C4/CHS0, ANA B
JIA RF, ACPA (CCP, Vimentin), ANA CRP
: Immunglobulinok (G/A/M), ANA, S
Hgmens - b, | Gl
P Kryoglobulin parap
Hashimoto ! .
Siycrca s anti-TPO, anti-TG PCA, RF
PBC AMA, Sp-100, gp210 ANA (Centromer)

tTG (IgA, IgA hianyban IgG is),
Coeliakia endomysium (IgA, IgA hianyban
IgG is)



Koszonom a
figyelmet!
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