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I. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A dolgozat célja a természetes autoantitestek kimutatdsa perikardidlis folyadékban,
illetve ezen természetes autoantitestek koncentracidjanak Osszehasonlitdé vizsgalata vér
szérumban ¢€s perikardidlis folyadék mintakban kiilonb6z0 betegcsoportokban. A téma azért
aktualis, mert a perikardialis folyadék elemzése egy ) meghatiroz6 modja lehet a sziv
patofiziologidjanak tisztazasaban.

Az immunrendszer a szervezet védekezd mechanizmusa rendszere, amely megvédi a
szervezeten beliili biologiai strukturdkat és folyamatokat egy adott antigén vagy fertdzés
hatasara kialakulo betegségektdl. Elnevezése az ,,immunis” latin szobdl ered, jelentése mentes
valamit6l.

Az immunrendszer egyik legfontosabb tulajdonséaga, hogy felismerd funkcidja révén képes
megkiilonboztetni a szervezet normal sajat illetve a nem sajat (idegen), valamint a médosult
sajat strukturait. Ez mind a velesziiletett, mind a szerzett immunitas alapvetd jellegzetessége,

amely az egyedi integritast és a szerkezeti allandosagot biztositja [2].

A velesziiletett immunitas embrionalis korban alakul ki, a szervezet patogének elleni
védekezésnek elsd vonaldban tolt be kulcsfontossagli szerepet. Az evolicid folyaman korai
megjelenését bizonyitja, hogy a tobbsejtii €¢lélényekben (ndvényekben, illetve gerinces é€s
gerinctelen allatokban egyarant) nagyon hasonld molekularis és cellularis funkcidk
formajaban van jelen [9]. A velesziiletett immunitds evolucids szempontbol dsi receptorokat,
un. mintazat felismerd receptorokat (PRR) hasznal. Ezek a receptorok képesek felismerni a

patogénekhez tarsuldo molekuldk sokasagat anélkiil, hogy a sajat strukturakat kéarositanak.

Az adaptiv immunrendszer csak késObb jelent meg az evolucid soran, létrehozva a
gerinces allatok antigén felismerd molekuldinak végtelen készletét (T- €s B sejt receptorok
formajaban). Ez a repertoar lehetové teszi az egyedek alkalmazkodésat a patogének altali
kihivasokhoz, ugyanakkor magaban hordozza a sajat struktirdk felismerésével jaro
kockézatot és ezzel egyiitt az autoimmunitas kialakuldsanak lehetdségét is. Ennek elkeriilésére
kiilonféle szelekcids mechanizmusok alakultak ki, melyek az autoreaktiv klonok
inaktivalasaval, és a hasznos klonok kivalasztasaval jarulnak hozza a megfeleld immunologiai
egyensuly fenntartasdhoz. Mivel a T és B sejtek megteleld aktivacidjahoz nélkiilézhetetlen
kostimulaciés molekuldk az antigén prezentaldé sejtek (APC-k) felszinén torténd

megjelenéséhez a velesziiletett immunrendszer nagyban hozzdjarul, ezért a két rendszer



szoros egylittmiikodése nem vonhatd kétségbe. Kostimulacidé hianyaban ugyanis az aktivacios
jel nem ¢éri el az adaptiv immunvalasz aktivaloddsdhoz sziikséges szintet. Szamos tovabbi
kisérlet bizonyitotta szintén a két immunrendszer kapcsolatat, azonban a fejlodéstorténeti
hattér tovabbra is tisztazatlan maradt. A szerzett immunvalasz soran az MHC molekuldkon
keresztiil valosul meg az immunoldgiai felismerés elsd fazisa és az antigén bemutatasa, ami
ugyanugy megtorténik a sajat antigének esetében is, mint barmely mas (nem sajat) antigén
esetében, a kiilonbségtétel az immunvalasz késobbi végrehajtd, azaz effektor fazisdban
kovetkezik be [2]. Mig a szervezetbe bejutd kiils6 antigénekkel, vagy a mutaldédott sajat
strukturakkal szemben 4ltalaban tamado jellegli immunvélasz alakul ki, addig a normal sajat
antigéneket az immunrendszer toleralja. Ez az immunvélasz az effektor fazisban csak

specialis — altalaban koros - esetekben eredményez tamado tipusu immunreakciot.

1/1. A természetes immunrendszer

A természetes immunrendszer hidat képez a velesziiletett és az adaptiv immunrendszer
kozott. Egy Gjonnan megismert egysége az immunrendszernek, f0leg szabalyozo funkciot tolt
be. A limfociték jellemzd fenotipusu és specializalt funkci6ji meghatarozott csoportjai — a T-
¢s a B-sejtek egyarant — részt vesznek ebben a rendszerben [2]. Ezek a sejtek korlatozott
szamu, szemi-invarians, csiravonalban kodolt, autoreaktiv antigén receptorokat hordoznak a
felszinlikon, k6zos fenotipusos sajatsagokat mutatnak, valamint rendelkeznek a velesziiletett
¢s az adaptiv rendszerekre jellemzd tulajdonsagokkal, ami egy atmeneti allapotra utal az
immunrendszer evolaicidja soran.

A természetes immunrendszer eddig megismert legfontosabb sejtes elemei az invarians
természetes 610 T (INKT) sejtek, a mukoza asszocidlt invarians T (MAIT) sejtek, a yd T-
sejtek és a B1 B-sejtek [16]. Ezen sejtek antigén felismerésének funkciondlis jellemzdi
(valamint a B1 B-sejtek altal termelt immunglobulinok tulajdonsagai) kozelebb allnak a
mintazat felismerd receptorokhoz, mint a klasszikus adaptiv tipusi immunologiai

felismeréshez. Ezek a felismerd receptorok azonban valodi T- és B-sejt receptorok.

1/2. Természetes antitestek €s természetes autoantitestek

A természetes antitestek olyan immunglobulinok, amelyeket a B1 B-sejtek termelnek
az antigénnel valo elézetes immunizalds nélkiil. Ezen antitestek genetikailag konzervalt
patogén szekvenciakat ismernek fel, igy egy fertdzés sordn a védekezés elsd vonaldban
szerepelhetnek. A természetes autoantitestek viszont az evolicido soran konzervalt sajat

struktirakat is felismernek és jelen vannak mind egészséges egyének, mind szisztémas



autoimmun betegségben szenveddk széruméaban [4]. Az autoreaktiv repertodrok mar az
ontogenezis korai szakaszdban, a magzati ¢letben kivalasztddnak. A természetes
autoantitestek tobbségét csiravonalbeli gének kozvetleniil kodoljak, elsdsorban IgM vagy 1gG
izotipusuak, polireaktivak és széles spektrumt affinitast mutatnak a felismert epitopokhoz. A
polireaktivitas nem jelenti azonban a specifikussdg hianyat, azaz minden polireaktiv
természetes autoantitest kiilonbdzd epitdpok csoportjat ismeri fel és ilyen értelemben egyedi.
Szamos funkcidt javasoltak mar a természetes autoantitesteknek, pl. immunologiai
repertoarok szelekcidjaban vehetnek részt, szerepet jatszhatnak az elsddleges immunvalasz
felgyorsitasaban, apoptotikus sejtek eltakaritdsaban segédkezhetnek, gyulladas gatld hatéssal
rendelkezhetnek, valamint hozzajarulhatnak az immunologiai homeosztazis fenntartasahoz.

A természetes antitestek megkiilonboztetése a természetes autoantitestektdl kissé
mesterkéltnek tinhet, mivel a természetes antitestek termelésének hatterében all6 Bl
immunglobulin gén készlet korlatozottsdga, valamint a nagyszamu felismert antigén miatt
val6szinli, hogy jelen vannak sajat és nem-sajat keresztreakciot egyarant mutatd specificitasok

1S.

1/3. A természetes autoantitestek

A természetes antitesteket (natural antibodies) B1 B sejtek termelik antigénnel valo
talalkozas nélkiil. A B1 B sejtek atmenetet képeznek a velesziiletett €s adaptiv immunvélasz
kozott. Foként IgM izotipusuak immunglobulinok. Genetikailag konzervalt patogén
szekvenciakat ismernek fel, igy részt vesznek a fert6zéskor a védekezés elsé vonalaban.

Az egészséges ¢€s szisztémds autoimmunbetegségekben szenveddk szérumaban egyarant
megtalalhatok a természetes autoantitestek (natural autoantibodies), amelyek az evolicio
soran konzervalt sajat struktirdkat ismerik fel. A természetes autoantitestek tobbsége IgM
vagy IgG izotipust, polireaktiv €s széles tartomanyu affinitdst mutat a felismert epitopokhoz
[4]. Szerepet jatszhatnak az elsddleges immunvalasz felgyorsitasaban, gyulladasgatld hatasuk
lehet, eldsegithetik az apoptotikus sejtek eltakaritdsat, részt vehetnek az immunoldgiai
repertodrok szelekciojaban, illetve hozzédjarulhatnak az immunrendszer egyenstlydnak
fenntartdsahoz. Jelent0ségét bizonyitottdk: ¢és kimutattdk allatkisérletekben ¢€s human

szérumban egyarant, de PF-ban még nem vizsgaltak eddig.



1/4. Citrat-szintaz

Endoszimbiotikus evolicios eredetiik miatt a mitokondriumban
kompartmentalizalédott fehérjék egy érdekes atmenetet képeznek a prokaridta idegentdl a
nélkiilozhetetlen sajat molekuldk felé. A mitokondridlis 6sszetevok szerkezeti és funkcionalis
konzervaltsdga alkalmassa teszi azokat a velesziiletett €s az adaptiv immunvalasz kozti
evolucios kapcsolatok részletes vizsgalatara. A bels0 membran enzimek, kiilondsen a citrat
kor enzimei (koziilik is a citrat-szintaz) megfeleld modellt jelentenek az eldbbiek
vizsgalatara, mivel a sejtek fiziologias korforgasa soran folyamatos kapcsolatba keriilnek a
velesziiletett €s az adaptiv komponensekkel egyarant [4,5].

Irodalombol ismeretes, hogy a citrdt szintaz enzim antigénjei a sejt szétesése soran bekeriilnek
a keringésbe és kimutathatdak szérumbol is. Intézetiinkben is korabbi vizsgalatokkal
kimutattunk citrat-szintdz ellenes autoantitesteket, mind egészséges egyénekben, mind
szisztémas autoimmun betegségben szenveddknél ill. szivtranszplantalt betegek szérumaban
is [5]. gy tehat, a magas fokban konzervalt mitokondrialis belsé membran enzimek koziil a
citrat-szintaz (CS) nemcsak fontos szerepet jatszik a szivizom miikddése soran, de annak
sériilése esetén a szivizomfunkcid egyik jelentés markere lehet.

Jol ismert, hogy a szérumban keringd alacsony affinitast IgM csoportba tartozé autoantitestek
védenek a destruktiv immunfolyamatok ellen. Sulyos szoveti sériilés, infekcido vagy az
immunreguldci6 malfunkcidja sordn magas affinitasi IgG és IgA csoportba tartozo

autoantitestek jelennek meg a keringésben, amelyek tovabbi stulyos szdveti sériilést okoznak.

I/5. A hésokkfehérjek

A hosokkfehérjék a sejtek legfontosabb fehérjéi kozeé tartoznak, minden €16 sejt
miitkodésében alapvetd szerepet jatszanak, normal koriilmények kozott, és akkor is, amikor a
sejteket vagy az egész szervezetet artalom, stresszhatds éri. Struktarajukat igen konzervaltan
drizték meg az evolucid soran, a bakterialis és az emberi hdsokkfehérjek kozott az 50 %-ot is
meghaladja a szerkezeti egyezés. Azonban az evolucid sordn bekovetkezett valtozasok nem
hanyagolhatok el, és jelentds mértékben befolyasoljdk a hdsokkfehérjék immunologiai
sajatossagait is. Stresszhatisra fokozott mértékben expresszalodnak, igy Osi veszélyjelzd
molekulaként is miikddhetnek [1]. A természetes immunitas sokrétli mdédon képes felismerni
a hdsokkfehérjéket. A specifikus felismerés és a konzervaltan megdrzott struktira miatt a
hésokkfehérjék immundominans antigénként viselkednek a legtobb bakterialis fertdzés soran,
ezzel megteremtik a lehetdségét a fertézés altal indukdlt autoimmun folyamatok

elinduldsanak. Az emldsszervezetek az immunoldgiai homunculusban kédolt forméaban



meglOrzik a hdsokkfehérjék képét, s igy a szabdlyozd autoimmunitds fenntartasaval
védekeznek a sajatot karositd folyamatok ellen. A hdsokkfehérjék leggyakrabban hasznalt
felosztdsa molekulatomegiik alapjan torténik, a legfontosabb csalddok a kisméreta
hésokkfehérjék, a kb. 60 kilodalton molekulatomegii hdsokkfehérjék (hsp60, a hsp70, a hsp90
¢s a hsp100). Az ujabb vizsgalatok szerint mind a hsp70, mind a hsp60 jelentds mennyiségben
megtalalhatd az egészséges személyek keringésében [11]. Ma még nem ismert a plazmaban
megtalalhatd szolubilis hdsokkfehérjék forrasa, mert egyik sejttipus esetében sem talaltak
szabalyozott hdsokkfehérje szekréciora utaldo jeleket. Egyik lehetséges magyardzat, hogy
bizonyos molekuldknak a sejtbdl wvalo kikeriilése, exocitdzisa sordn a tekeredésiiket
szabalyozo dajkafehérjék is passziv modon tdvoznak a sejtbdl. Egy masik szerint, szintén
passziv hdsokkfehérje felszabadulas torténhet, mikor a nekrdzis és kisebb mértékben a
programozott sejthalal sordn elpusztult sejtek belsejebdl fehérje molekulak szabadulnak fel. A
hésokkfehérjék ellen antitestek és specifikus T-sejtek keletkeznek egészséges egyénekben is,
ezek mennyisége valtozhat (emelkedik, de néha csdkken is) egyes betegségekhez vezetd
koros folyamatok hatasara. A korokozd mikroorganizmusok jelentdés mennyiségben jelenlévo
alkotorészei a hdsokkfehérjék. Amikor egy infekcid bekovetkezik, a szervezet felismeri a
hosokkfehérjéket, ez a folyamat eldsegiti a késobb bekovetkezd bakteridlis fertdzeések
lekiizdését. Az elmult években szamtalan bizonyiték gyiilt 6ssze arrol, hogy az immunsejtek
¢s egyeb sejtek, koztiik az érfalakat béleld endotél sejtek, receptor kdzvetitésével felismerik a
hésokkfehérjéket, és igy a hdsokkfehérjék célsejteket aktivalhatnak [12,13]. A hsp60 fehérjék
citokin szekréciora kifejtett hatdsain til szamos mas szerepet is tulajdonitottak a vérbe keriild
hosokkfehérjéknek, mint példaul az endotél sejtek aktivacidjat, a csontfelszivodas beinditasat,
¢s az idegsejtek védelmét. A hdsokkfehérjek szamos baktérium immundomindns antigénjei,
tehat velik a fertdzés soran erds immunologiai reakciot add antitestek és immunsejtek
keletkeznek, amelyeknek jelentds szerepiik van a kés6bbi bakteridlis infekcidk elleni
védekezésben. A baktériumokbdl a keringésbe keriild endotoxinok f0 alkotorészei, a
lipopoliszacharidok CD14-nek nevezett receptorai is részt vesznek a hsp60 molekulak
sejtaktivacios folyamataiban. A komplement a vérplazmaban jelenlévd enzimrendszerek
egyike, amelynek igen fontos szerepe van a fertdzések elleni védekezésben [12]. A
hésokkfehérjék komplementaktivald hatdsanak eredményeképpen igen erds gyulladaskeltd
fehérje fragmentumok keletkezhetnek, melyek jelentds szerepet jatszhatnak egyes emberi
megbetegedések, igy példaul az érelmeszesedés keletkezésében is. Irodalmilag bizonyitott
tény, hogy az anti-hsp60 autoantitestek vérszérum szintje fliggetlen velesziiletett kockazati

tényezo a felndttkori atherosclerosisban [13].



1/6. A perikardialis folyadék

A perikardialis folyadék a szivburokban taldlhaté 5-10 ml mennyiségli szalmaséarga
folyadék, nem pusztan a plazma ultrafiltrituma, hanem a szivizomsejtek intersticiumabol
szarmaz6 exszudatum is. A fiziologids és kiilonb6zd betegek perikardidlis folyadékanak
Osszetételérol kevés informacio all rendelkezésre az irodalomban, kiilonds tekintetben annak
immunoldgiai aspektusaira, annak ellenére, hogy szivhez val6 anatomiai kozelsége és a
szisztémas rendszertdl vald elszigeteltsége révén kivald vizsgalati anyaga a szivet érintd
elvaltozasoknak [7].

A sziv nem csupan a neurohormonalis aktivacid célja, hanem aktiv endokrin és
parakrin szerv. A sziv szOvetei sok fiziologiailag aktiv anyagot termelnek, mint pl. a
citokinek, novekedési faktorok és a sziv hormonjai. A szekrécid, €és az egyes anyagok
metabolizmusanak pontos mechanizmusa nem teljesen tisztazott. A legtobb anyag funkcioja
nem lokalis, és bonyolult detektalni dket a vér szisztémas keringésében. Bekeriilhetnek az
intersticialis szovetekbe €s atfolyhatnak a koszoruereken keresztiil a kapillaris haldzatba [11,
15]. Sejtes elemeinek ardnya kb. negyede a vérplazmaénak, melynek tobb mint 50%-at
limfocitak alkotjak [3,14], dominansan T-limfocitak [6].

A korabbi elképzelések szerint a perikardidlis folyadék fiziologias funkcidja a
mechanikus surlédas csokkentése. Azonban egyre tobb adat igazolja, hogy szédmos
biologiailag fontos anyagot tartalmaz. Ezek kozott megtaldlhatok citokinek, ndvekedési
faktorok ¢€s vazoaktiv tulajdonsagi anyagok (endothelinek, adenin nukleozidok,
angiotenzinek, natriuretikus peptidek, és prosztaglandin szdrmazékok) is [8]. Kimutattak,
hogy ezen agensek perikardidlis szintjei sokszor és bizonyos szivbetegségek esetében
magasabb a plazmaban mért koncentracional, utalva arra, hogy a perikardialis folyadék
endogén anyagai nagy részben sziveredetliek. Ez felveti a perikardidlis tér regulator
anyagainak potencialis szerepét a szivmiikddes lokalis szabalyozasaban.

Ennek megfeleléen, amikor ezen anyagok f0 forrdsa a sziv, nemcsak koszoruér
szinteket kell megvizsgalni, hanem a perikardialis folyadék szintekkel is kell foglalkozni,
hogy lehetdvé tegyiik az Gjonnan meghatarozott anyagok potencialis szerepének tisztazasat
[11]. Ezért a perikardialis folyadék elemzése egy modja lehet a sziv patofiziologiajanak

tisztazasaban.



perikardium

kiils6 rostos szivburok belsé savos szivburok

L fali lemez

L zsigeri lemez

perikardialis folyadék

perikardium

(1. abra) A perikardialis folyadék elhelyezkedése a szivburokban és a szivburok részei

[http://www.cardiachealth.org/ alapjan, sajat szerkesztés]




II. CELKITUZESEK

Munkank 6 célkitlizése a természetes autoantitestek dsszehasonlitod vizsgalata volt aorta
billentyi mutott €s iszkémids szivbetegségekben szenvedOk perikardidlis folyadék- és
vérszérum mintaiban. Parhuzamosan elemeztiik a perikardidlis folyadék €s a periférias vérbol
szarmaz6 sz€érum mintak anti-hsp-60 ¢€s anti-CS autoantitest koncentracioit az aldbbi

szempontok szerint:

crcr

PF-ban.
2. Ezen természetes AAT-ek mennyiségének Gsszevetése szérumban és PF-ban.
3.A hsp60 ¢és a CS ellent AAT mérési eredmények 0Osszehasonlitasa

betegcsoportjainkban.

Betegcsoportok:

+ aortabillentyli miitott csoport (A);
» szivkoszoruér athidaldé miitéten atesettek:
—  infarktusos csoport (I)

—  nem infarktusos csoport (N).
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

II1/1. Betegek
Jelen kutatasunkban 36 beteg adatait dolgoztuk fel, amelyet 2 6 csoportba soroltunk:

aortabillentyli miitdttek csoportja, és az iszkémids csoport, utdobbi csoportba szivkoszoruér
miitottek kertiltek, tovabb bontva infarktusos és nem infarktusos csoportra (1. tablazat).

Csoportonként 12-12 beteggel.

AORTABILLENTYU ISZKEMIAS CSOPORT

INFARKTUS [NEM INFARKTUS

N 12 12 12
Eletkor 61,16 60,58 58,44
férfi:né 8:4 10:2 9:3

1. tablazat: a vizsgalt betegcsoportok felosztasa: aortabillentyi mitéttek csoportja és

1szkémias csoport. N: elemszam

111/2. Szelekcid

A betegek kivalasztdsa a kovetkezd kritériumok alapjan tortént: minden beteget
kizartunk, akinek kortorténetében az immunrendszert tartosan befolyasold tényezd szerepelt.
Minden beteg gockutatdson esett at (urologiai-, ndgyogyaszati-, fogdszati-, fiil-orr-gégészeti-,
kivizsgalas, mellkasrontgen, hasi ultrahang).

Betegeink HIV- és hepatitis virus AG negativak.
Mitét elétti napon labor paraméterek ellendrzése keriiltek - gyulladdsos paraméterek,

fehérvérsejtek normal tartomanyban.

111/3. Mintavétel

A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Szivgyodgyaszati Klinikan tortént,
szivburok megnyitasaval jar6 szivmitétek sordn parhuzamosan PF és vér mintdkat vettek,
kizardlag nem kombindlt, elére tervezett szivkoszoruér- vagy aortabillentyli miitétek soran.

Kizardlag tiszta, vérmentes PF keriilt vizsgalatra.
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Min 3 ml PF-et. + 10ml minta centralis vénas kaniilbol.

Mindketté 10ml-es heparinos, rutin labordiagnosztikdban hasznalt vakuumcsdbe kertilt.
Heparin a véralvadast, koagulum kialakuldsat gatolja.

Centrifugalas: 2000 rpm, (fordulat/perc) 10 percig, 4 °C-on.

A szérum ¢s PF mintdk feliiluszoit -20°C-on taroltuk feldolgozasig.

Szérum: sejtmentes plazma, PF feliiluszoja.

Minden esetben torekedtiink a friss, intakt mintak felhaszndldsara a megbizhatd eredmények
érdekében. Megjegyzendd azonban, hogy az immunglobulinok igen stabil szerkezettel
rendelkeznek, igy a tobbszori felolvasztas ellenére is épen maradnak, tehat sziikség esetén
megismételhetd a mintak vizsgalata. A heparin nem befolyasolja az altalunk alkalmazott

mérési technikakat.

111/4. ELISA

A PF-szérum mintaparokban a hsp60 és CS elleni AAT koncentraciokat indirekt
ELISA teszt segitségével allapitottuk meg.
Ez egy enzimhez kotott immunosorbent vizsgalat, azon a biokémiai modszeren alapszik,
melyet elsdsorban az immunoldgia hasznal, a jelzéenzimeket lehetséges Ugy kapcsolni
antitestekre vagy antigénekre, hogy a komplex mind immunolégiai, mind enzimaktivitassal is
rendelkezzen.
A modszer elonye, hogy elkeriili a specifikus antitest biokémiai jelolését, amely antitest
esetleg kis mennyiségben vagy csak nagy higitasban allhat rendelkezésre. Pontos és gyors,
diagnosztika gyakran hasznalja, 0sszetett oldatokban is konnyen ki tudja mutatni a keresett

molekuldkat. Minél sotétebb a kapott szin, annal magasabb a reaktivitas.

Citrat szintaz ELISA protokoll

crcr

ji bikarbonat pufferben van feloldva) 100 pl/well mennyiségli oldattal, 4 °C-on
overnight inkubéljuk — 3x megmossuk a plate-et 300ul/well mennyiségi PBS mos6
oldattal

2. Telités: 0,5 %-os zselatinos telitdvel 60 perc, 100 pl/well - 3x megmossuk a plate-et
300ul/well mennyiségli PBS mosoé oldattal

3. Minték felvitele:
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a szérum mintak 1:100, a PF minték 1:10 ardnyban keriilnek feloldasra 0,05%-
os Tween 20 PBS puftferben (0,05% tween van PBS-ben feloldva) 100 ul/well
4. Masodlagos antitestek hozzdadasa: anti-human IgG 1:5000, anti-humén IgM 1:1000
aranyban keriil feoldasra PBS 0,05% Tween 20 oldatban
5. El6hivés-szubsztrat hozzaadésa: a szubsztrat= 8 mg OPD + 10 ml ELISA szubsztrat +
10 pul H,O,

5 perc, fénytdl védve

6. stop: cc. HySO4 50 pl/well

7. spektrofotométerben a koncentracido megallapitasa 360 nm-en

Hsp60 ELISA protokoll

crer

ji bikarbonat pufferben van feloldva) 100 pl/well mennyiségii oldattal, 4 °C-on
overnight inkubaljuk — 3x megmossuk a plate-et 300ul/well mennyiségii PBS mosé
oldattal
2. Telités: 0,5 %-os zselatinos telitdvel 60 perc, 100 pl/well - 3x megmossuk a plate-et
300pl/well mennyiségli PBS mosoé oldattal
3. Minték felvitele:
a szérum mintak 1:200, a PF mintdk 1:3 aranyban keriilnek feloldasra 0,05%-
os Tween 20 PBS puftferben (0,05% tween van PBS-ben feloldva) 100 ul/well
4. Masodlagos antitestek hozzdadasa: anti-human IgG 1:5000, anti-huméan IgM 1:1000
aranyban keriil feoldasra PBS 0,05% Tween 20 oldatban
5. El6hivas-szubsztrat hozzaadasa: a szubsztrat= 8 mg OPD + 10 ml ELISA szubsztrat +
10 pul H,O,
5 perc, fénytdl védve
6. stop: cc. HySO4 50 pl/well

7. spektrofotométerben a koncentracido megallapitasa
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(2. abra): ELISA plate és protokoll

[www.kenyaforensics.blogspot.in alapjan]




IV. EREDMENYEK

Els6ként mutattuk ki, hogy az altalunk vizsgalt természetes autoantitestek jelen vannak

perikardialis folyadékban.

1400

1200

1000

863,97
800

vEr

oD

600

PF

400 T
251,45

200
?4.1?5 76903, cg 2865
D T = T L 1

C5 lgG C5 lgM hspa0

(3. éabra): Az altalunk vizsgalt AAT-ek koncentracioi az osszes beteg eredményeit
figyelembe véve vérben és PF-ban

A vizszintes tengelyen az altalunk mért AAT-ek atlaga lathato vérben és PF-ban, az oszlopok
tetején lathatdéak a szorasok, a fliggdleges tengelyen az abrazolt szamértékek az optikai
denzitds atlagok. Az Osszes beteg adatait figyelembe véve lathatdé (3. abra), hogy a
perikardidlis folyadékban szignifikdnsan alacsonyabb koncentracioban jelennek meg a
kérdéses AAT-ek. Vérben €s PF-ban is a CS elleni AAT-ek mennyisége éri el a legmagasabb

szintet a tobbi vizsgalt AAT-hez képest az Gsszes beteg adatait tekintve.
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(4. dbra): Az altalunk vizsgalt anti-CS AAT-ek koncentracioi vérben és PF 6sszehasonlitva

betegcsoportonként

A vizszintes tengelyen az IgG izotipusu CS elleni AAT-ek lathatoak betegcsoportonként

vérben €s PF-ban, az oszlopok tetején lathatdak a szorasok, a fliggdleges tengelyen az abrazolt

szamértékek az optikai denzitds atlagok. Lathato (4.4bra), hogy az aortabillentyli miitttek

csoportjadban a legnagyobb ¢s az infarktusos csoportban a legalacsonyabb az anti-CS IgG

izotipusit AAT-ek koncentracidja vérben és PF-ban is.

Az anti-CS IgG itotipusut AAT-ek koncetracioja magasabbnak mutatkozik a vérben, mint a

perikardidlis folyadékban az Osszes betegcsoportban. Megéllapithatjuk tovabba, hogy az

infarktuson korabban atesett betegek vizsgalt testfolyadékaiban mutathatdo ki a legkisebb

mennyiségben a CS elleni IgG izotipusu AAT, mig szignifikdnsabb magasabb a

koncentracidja a nem infarktusos- €s az aorta billentyl beteg csoportokban.
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(5. dbra): A vizsgalt anti-CS IgM izotipusi AAT-ek koncentracidoi vérben és PF

osszehasonlitva betegcsoportonként

A vizszintes tengelyen az IgM izotipusu CS elleni AAT-ek lathatéak betegcsoportonként

vérben €s PF-ban, az oszlopok tetején lathatdak a szorasok, a fliggdleges tengelyen az abrazolt

szamértékek az optikai denzitas atlagok.

Az anti-CS IgM itotipusu AAT-ek koncetracidit 6sszevetve a vizsgalt betegcsoportokban nem

mutathato ki szignufikans kiilonbség sem vérszérumban sem perikardialis folyadékban.

[=]8]

anti-hs pB0 1gG ver
anti-hs p&0 IgG FF

7

A
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(6. dbra): A vizsgalt anti-hsp60 AAT-ek koncentracioi vérben és PF osszehasonlitva

betegcsoportonként

A vizszintes tengelyen az anti-hsp AAT-ek lathatoak betegcsoportonként vérben €s PF-ban,

az oszlopok tetején lathatdak a szordsok, a fiiggdleges tengelyen az abrazolt szamértékek az

optikai denzitas atlagok.

Az anti-hsp60 AAT-ek koncentracidjanak értékei az infarktusos csoportban a legmagasabbak

irodalmi adatokkal egybehangzdan (12,13) a vérben és a PF-ban egyarant.
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(7.4bra) AAT értékek a PF-ban a kiilonb6z6 betegcsoportokban (I,N,A)

A vizszintes tengelyen az anti-hsp AAT-ek lathatdak betegcsoportonként PF-ban, az oszlopok
tetején lathatdak a szorasok, a szdmértékek az dbrazolt optikai denzitas atlagok.

A perikardialis folyadékban mért adatokat dsszevetve megallapithatjuk, hogy az anti-CS IgG
AAT igen magas, tobb mint kétszeres koncentracioban jelenik meg itt, mint a masik 2 vizsgalt
AAT. Kiemelendd tovabba, hogy az aorta csoportban jelenik meg a legnagyobb ¢s
szignifikdnsabb magasabb koncentracioban, mint a tobbi csoportban. Megemlitendd tovabba
az anti-hsp60 IgG AAT-ek esetében, hogy a nagy szoras értékek ellenére a nem infarktusos

csoportban a legmagasabb ezen AAT koncentracioja.
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(8. abra): AAT értékek osszehasonlitasa vérben a kiilonbozé betegcsoportokban (I, N, A).
Periférias vérben Osszevetve az adatokat anti-CS IgG ¢és IgM AAT esetében hasonlo a trend
az egyes betegcsoportokat tekintve. Ellenben anti-hsp60 IgG AAT a nem-infarktusos csoport

esetében €ri el a legalacsonyabb koncentraciot.
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(9.abra) Vérben és PF-ban mért anti-CS 1gG AAT koncentraci6 értékek regresszids vizsgalata
A fiiggéleges tengelyen a PF-ban mért koncentracio értékeket, a vizszintesen a vérben
mért

anti-CS IgG AAT Kkoncentraciokat abrazoltunk egymas fiiggvényében.

A vérben és a PF-ban mért CS elleni IgG tipusi AAt-ek koncentracioja, megoszlasa szoros
Osszefliggést mutat a két kiillonbozo, altalunk vizsgalt térben.
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V. EREDMENYEK KIERTEKELESE, OSSZEFOGLALAS

Els6ként mutattuk ki, hogy az altalunk vizsgélt ellenanyagok jelen vannak a PF-ban, igy

szerpiik lehet iszkémids szivbetegségben. Elmondhatjuk, hogy a PF-ban a CS elleni IgG
izotipust AAT-ek vannak jelen a legnagyobb koncentracioban, ami ezen AT kiemelkedd
szerepére utalhat a perikardidlis térben. Feltételezhetjiik fontos védé funkciojat. Ezen CS ellni
IgG izotipusi AAT-ek konc-ja szoros Osszefliggést mutat egymassal vérben és PF-ban.
Vagyis dinamikai kapcsolatban vannak egymassal, ami lehetévé teszi szamunkra, hogy a
szérumban mért mennyiségbdl a perikardidlis tér allapotara kovetkeztethessiink, ami késdbb
esetleg a diagnosztikdban jelentds szerephez juthat.

Hsp60 elleni IgG tipusit AAT-ek esetében a kronikus iszkémianak kitett nem infarktusos
betegcsoport esetében a legmagasabb a koncentraci6 a PF-ben, ellenben a vérben tapasztalt
eredményekkel. Ez tovabbi érdekes kérdéseket vet fel, melyet feltétleniil tisztazi szeretnénk a
jovoben. tervezziikk tovabba az elemszam novelését és hsp60 esetén esetleg alcsoportok
létrehozasat.

Osszefoglalasként megéllapithatjuk, hogy a természetes AAT-eknek szerepe lehet az

iszkémias szivbetegségben. Tovabbi kutatdsaink soran feltarhatunk egy esetleg predikcios

crers
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VIL. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAT autoantitestek

APC antigen presenting cell, antigén prezentald sejt

CS citrat szintaz

DM diabetes mellitus, cukorbetegség

ELISA enzyme-linked-immunosorbent-assay

hsp heat shock proteins, hdsokkfehérjék

INKT sejtek invariant natural killer T cells, invarians természetes 616 T sejtek
MAIT sejtek mucosal-associated invariant T cells, mukoza asszocialt invarians T
sejtek

MHC major histocompatibility complex, f6 hisztokompatibilitasi komplex
nAAb natural autoantibody, természetes autoantitest

PF pericardial fluid, perikardialis folyadék

PRR pattern recognition receptor, mintazat felismerd receptor

OD optikai denzitas
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Kutatasainkat Pécsi Orvostudomanyi Egyetem Immunolégiai €s Biotechnologiai

Intézetben végeztiik.

Szeretnék halas koszonetet mondani témavezetéimnek Prof. Dr. Berki Timeanak és Dr.
Simon Diandnak. A batoritasaik, kritikaik, véleményliik és a szakmai tanacsaik
felbecstilhetetlenek.

Koszonetet kell mondanom a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Szivgyogyaszati
Klinikénak a vizsgalati mintdk biztositasaért.

Dr. Prohészka Zoltan és csapatdnak a hsp60 mérési adatok biztositasaért.

Immunoloégiai €s Biotechnologiai Intézet minden kedves dolgozojanak.

K6szondm csaladomnak, akik mindig tdmogatnak €s batoritanak.

Koszonettel tartozom mindenkinek, akik lehetévé tették szdmomra, hogy ez a munka

megsziilethessen.
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Nyilatkozat a palydzd6 egyéni hozzajarulasdrol a palyamiiben leirt

eredményekhez

Alulirott Pap Ramodna a dolgozatban leirt munkafolyamatok koziil a:

- korel6zmény vizsgalat

- betegszelekcio

- mintak centrifugalasa, elokészitése
- feldolgozas, indirekt ELISA tesztek
- kiértékelés

végeztem el.

Pap Ramona

alairas

Pécs, 2013. januar 09.
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