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TOLERANCE & AUTOIMMUNITY

Upon encountering an antigen, the immune system can
either develop an immune response or enter a state of
unresponsiveness called tolerance.

Immunological tolerance is thus the lack of ability to
mount an immune response to epitopes to which an
individual has the potential to respond.

Targeting type and tolerating type immune responses
composed by the same cellular and molecular
components, the differences are in the effector phase

only.

Targeting type immune response or tolerance needs to
be carefully regulated since an inappropriate response —
whether it be autoimmune reaction to self-antigens or
tolerance to a potential pathogen — can have serious and
possibly life-threatening immunodefficiencies.
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T-cell tolerance

Central Tolerance (selection in the Thymus)

Peripheral Tolerance
* Lack of co-stimulation
* Receipt of death signal (high dose of antigen)
* Control by regulatory T cells
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Mechanisms of B-cell tolerance in bone
marrow and periphery
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ACTIVE TOLERANCE

Anti-idiotype network
* Anti-idiotype antibodies against T cell and B cell
receptors and immunoglobulins

* Antigen-specific inhibition and induction of memory

Natural immune system (“/immunological
homunculus”)

* Low affinity IgM, IgG or IgA natural autoantibodies
produced by CD5+ B1B cells

* y/0T,iy/0T, ILCs1,2,3, MAIT, IEL, iNKT cells
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AUTOIMMUNITY

* Physiological autoimmunity: part of the
normal immunological regulation

* Pathological autoimmunity: diseases caused
by self reacting inflammatory immune
responses with permanent tissue/organ injury
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Pathomechanism of autoimmunity

e Multifactorial mechanism

(general catastrophe of bio-regulation caused by
external and internal factors)

- Autoimmune “steady state” (failure of
dynamic balance on self tolerance and autoimmunity)

- Role of infections (molecular mimicry or
inefficient natural antibody network)

El6adas ismétlés
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Az autoimmunitas

Autoimmunitas: Az immunrendszer sajat struktarat ismer fel és azzal reagal.

Természetes autoimmunitas

Immunregulacidéban vesz részt

Kilso stimulus nélkili antitest termelés

Természetes autoantitestek:

Alacsony affinitasu
Polispecifikus

Zommel IgM

Alacsony szérum koncentracié
B1 B-sejtek termelik

Patoldgias autoimmunitas

Valamilyen korfolyamatot eredményez
vagy azzal tarsul
Patoldgias autoantitestek:

Nagy affinitasu
Monospecifikus

Zommel IgG

Magas szérum koncentracio
B2 B-sejtek termelik



Onmegujulds a
periférian
B1 B-sejtek @ >

Marginalis zona L
B-sejtek ,

B2 B-sejtek

Follikularis = /\\
T @ o).

| Természetes

/’D)) -ky" autoantitestek (IgM)

Csirakozpont
reakcid

Memoria B-sejt

7/ Tulélés a
. csontvelGben



Természetes autoantitestek célpontjai

* Evolucionalisan konzervalt, szinte az 6sszes sejtben megtaldlhato strukturak ellen,
pl.:
— Hbsokk fehérjék
— Cytoskeleton fehérjéi
— Fontos metabolikus enzimek
— Sejtmagi strukturak
* Feltételezett szerep: Immuntolerancia fenntartasa, sajat antigének eltakaritdsa (pl.
DAMP: Damage-associated molecular pattern), patoldgids autoimmunitas
megakadalyozasa
Az egyes egyénekben el6forduld természetes autoantitestek folyamatosan jelen
vannak, repertoarjuk kortdl és nemtdl fliggetlenil konstans, az egyénre jellemzo.

l

Immunoldgiai homunculus vagy mas néven Immunculus



Apoptotikus testek
eltakaritasa

Autoimmunitas megakadalyozasa
B1 B-sejt (DAMP-0k eltakaritasa)
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Természetes
autoantitestek

Immun regulacié és homeosztazis fenntartasa




Apoptotikus testek eltakaritasa

* Apoptotikus sejtek opszonizacidja, fagocitézis Fc és komplement receptorokon
keresztil.

T ™\
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Autoimmun betegségek

A teljes lakossag 7-8 szazalékdban fordulnak elé.
Tobbséglikre er6s noi dominancia jellemzd. (pl. SLE-ben 1:9 a férfi:nb arany)
Sokuk jellemzéen fiatal, munkaképes korban jelentkezik.

Gyakran halmozottan fordulnak el6. - Poliautoimmunitas (pl. SLE 41 szazalékban
tarsul valamilyen masik autoimmun betegséggel)

Krénikus betegségek!
Kialakulasuk:

Genetika Nem Patogének Autoimmun
korkép
(dohanyzas, diéta) : Poliautoimmunitas
zavarai
Epigenetika
@‘ =C TCR

— —— — _ » 1d6
Orokletes Kornyezeti Preklinikai Manifeszt

tényezbk hatasok autoimmunitas betegség



Molekularis mimikri

A kérokozd antigénje szerkezeti hasonlosagot mutat sajat strukturakkal. - Hajlamositd
gének mellett autoimmun keresztreakcié jon létre. (pl. Reumas laz Streptococcus
pyogenes fert6zést kovetben)
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Neoantigenek keletkezése

Gliadin (glutén SzOveti Deamidalt tTG + gliadin komplex =
alkotéeleme) transzglutaminaz  gliadin peptid NEOANTIGEN

\ Deamidacid //

Antigén bemutatdas Th
sejteknek (HLA-DQ2 vagy
HLA-DQ8)

l
b »
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Anti-tTG autoantitestek
lisztérzékenységben



Centralis tolerancia elvesztése

Normal \ AIRE mutacié

Thymus'

Negativ szelekcio Autoreaktiv T-sejtek
/ kikertlnek a perifériara

APECED (Autoimmune polyendocrinopathy-
candidiasis - ectodermal dystrophy)



Autoimmun korképek csoportositasa

Autoimmun betegségek

/ (Részletesen lasd a klinikumban.) \

Szisztémas kadrképek Szerv-specifikus korképek
(Egész szervezetet érintik) (Egy-egy konkrét szervet érintenek)

Scleroderma SLE (Systemic lupus
(Systemic sclerosis) erythematosus) Graves-Basedow-kor



Szerv-specifikus autoantitestek

* Egy-egy adott szerv/szovetféleségre specifikus betegségben fordulnak elé.

e Példak az antitestek célpontjaira szerv-specifikus korképek esetében:

l-es tipusu cukorbetegség (IDDM): glutaminsav-dekarboxilaz (GAD), tirozin-
foszfataz-szer(i fehérje (1A-2)

Autoimmun pajzsmirigy-betegségek: tireoperoxidaz (TPO), tireoglobulin

Goodpasture-szindroma: IV-es tipusu kollagén (bazadlmembran a vesében és a
tidbben)

Myasthenia gravis: poszt-szinaptikus nikotinerg acetilkolin receptor
(neuromuszkularis junkcid)

Lisztérzékenység (=colidkia): szoveti transzglutaminaz (tTG), endomizium,
gliadin (utdbbi az egyes gabondkban el6forduld glutén alkotdéeleme, tehat nem
autoantigén!)

Primer biliaris cirrdzis: kilonb6z6 mitokondrialis antigének

 Kimutatasuk diagnosztikus lehet és prognosztikai jelentéséggel birhat, illetve
alkalmas lehet a betegség kovetésére.



Myasthenia gravis

Mielin hiively

Axon

Nikotinerg =~ " — Acetilkolin Nikotinerg

receptor receptor elleni
Izom autoantitest

l l l

Kontrakcid Izomgyengeség Ingeriilet atvitel
gatlasa




Autoimmun pajzsmirigy-betegségek

Hashimoto-thyreoiditis:

Autor;ea ktiv Autoréa ktiv

l Plazmasejt l
Anti-TPO,

Anti- thyreoglobull "
VT A

ADCGC, lizis

Apoptazis

Lizis/apoptozis l

Hypothyreosis
(T3/T4d,, TSHY)

Graves-Basedow-kor:

-\ TSHR-reaktiv B-sejt

)_ Anti-TSH receptor
\\ 7~ antitest

,¢

Hyperthyreosis
(T3/T41, TSH)



Szisztémas betegségeket jelzb
autoantitestek

e Példak:

Anti-nuklearis antitestek (ANA, anti-nuclear antibody)
Anti-citrullindlt protein antitestek (ACPA, anti-citrullinated protein antibody)

Anti-neutrophil citoplazmatikus antitestek (ANCA, anti-neutrophil
cytoplasmic antibody)

Rheumatoid faktor (RF, anti-IgG antitestek, altalaban IgM izotipusuak, de lehet
lgG vagy IgA is)

Anti-foszfolipid autoantitestek (pl. anti-kardiolipin, anti-B2 glikoprotein 1)

* Kimutatasuk diagnosztikus lehet és prognosztikai jelent6séggel birhat, illetve
alkalmas lehet a betegség kovetésére.
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IgM izotipusu rheumatoid faktor IgA izotipusu rheumatoid faktor



Anti-nuklearis antitestek (ANA)

* Valamilyen sejtmagi strukturat ismernek fel, pl.:

Kettdsszali DNS elleni antitest (anti-dsDNA) — Els6sorban SLE
Anti-Smith (anti-SM), ribonukleoproteinek ellen - SLE

Anti-Scl-70, a topoizomeraz | ellen - Scleroderma

Anti-centromer antitestek - Scleroderma, primer biliaris cirrhosis
Anti-Ro (anti-SSA) és anti-La (anti-SSB) - Sjogren-szindroma, SLE
Anti-Jo-1 a hisztidil-tRNS szintetaz ellen - Polymyositis, dermatomyositis
Anti-hiszton antitestek - Gydgyszer-indukalta SLE



Lupus nephritis

Apoptotikus tormelék

(- )

FeIszaPadulé krorr.latin és Apoptotikus tormelék lerakodik a
hiszton fehérjék glomeruldris bazalmembranban
ALY 7 \ <

Anti-dsDNA

l

Keringod + helyileg képzodott
immunkomplexek

APC Th B

Immunkomplex-medialta vesekarosodas
(l1. tipusu hiperszenzitivitas)



Anti-neutrofil citoplazmatikus
antitestek (ANCA)

Két f6 csoportjuk van:

Perinukledris mintazat (p-ANCA) Citoplazmatikus mintazat (c-ANCA)

Indirekt immunfluoreszcens
mikroszkopia

* Antigén: f6leg a mieloperoxidaz (MPO) Antigén: f6leg a proteinaz 3 (PR3)

» Példak betegségekre (lasd klinikumban): * Példak betegségekre:
* Colitis ulcerosa * Wegener granulomatosis (GPA:
*  Churg-Strauss szindroma Granulomatosis with polyangitis)

* Mikroszkopikus polyangiitis
* Primer sclerotizald cholangitis



Autoantitestek kimutatasa

e Szlirés (screening):
— Direkt immunfluoreszcencia: A beteg szovetmintajat vizsgaljak. (pl.
bérgyogyaszati és nefroldgiai betegségek esetén, 1asd klinikumban)

— Indirekt immunfluoreszcencia: A beteg szérumat vizsgaljak valamilyen
sejttenyészeten vagy szoveten.

— Az egyes autoantitestek eltér6 festodési mintazatokat adnak a kilonb6z6
sejt/szovetmintakon. (pl. homogén magfestédés, nukleolaris, centromer,
mitokondridlis, citoplazmatikus, stb.)

e Antigén-specifikus diagnosztikai vizsgalatok:
— A szlirGvizsgalat eredménye és/vagy a klinikai kép alapjan, a diagnozis
megerositésére.
— Moadszerek:
* ELISA
* Western blot 6-8. gyakorlat

e Radialis immundiffazio



Vizsgalatok jellemzdi

Immunfluoreszcencia: nem-specifikus, mintazatot ad, multiplex kép,
manualis, sok autoantitest nem vizsgalhaté

Miez?

ELISA: antigén specifikus, egyedi autoantitestek mérése,
automatizalhato, Uj autoantigének felismerése

1d6 ?

Multiplex microarray technoldgia: antigén specifikus, komplex
autoantitest mintazat, automatizalhato

Gyors, specifikus




Immunfluoreszcencia |.

Direkt immunfluoreszcens vizsgalat SLE veseérintettségérdl (lupus nephritis):
— Membranosus glomerulonephritis (Iasd majd patoldgiabdél és nefrolégiabdl)

1. Szovettani mintavétel a beteghdl

— \'{ ;
2. Glomerulus PAS-reakcidval: 3. Glomerulus direkt IF vizsgalata:
megvastagodott bazalmembran IgG immunkomplexek lerakddasa a

bazalmembranban (lll. tipusu hiperszenzitivitas)



Immunfluoreszcencia Il.

Anti-TPO autoantiestek kimutatasa Mitokondrialis fest6dési mintazat
pajzsmirigy szoveten vese szoveten

v r 0N

Nukleolaris magfestédés Homogén magfest6dés Hep2
Hep?2 sejteken (anti-SSA) sejteken (anti-dsDNA)



Immunfluoreszcencia Ill.

Anti-dsDNA kimutatasa a beteg szérumabdl indirekt immunfluoreszcens mikroszkdpiaval
kiilonboz6 sejttipusok hasznalataval:

HEp-20-10 sejttenyészet  Crithidia luciliae sejtek Patkany majszovet
(human epitelialis tumor) (protiszta parazita)



ANAscreen - microplate ELISA

Az ELISA lemezt Hep2 sejtek magjabdl kivont
antigének keverékével érzékenyitik:

e dsDNA

e hiszton

e centromer

e SSA/Ro, SSB/La

* Sm, Sm/RNP

¢ Scl-70, Jo-1

Pozitivitas esetén egy-egy antigénnel
—  fedett kilén ELISA lemezeken
un. ,kifejtd6” vizsgalatok kovetkeznek

ANAscreen




Multiplex immunszerologiai
modszerek

1. Immunoblot eljaras: antigén denaturalt konformacidban, sok a fals
pozitiv/negativ reakcid, nem elfogadott

2. Protein chip modszerek: ,microarray”: - chip reader
- Uveg
- mlanyag
- szilikon
- nano-well

3. Mikrogyongy alapu modszerek: - Flow citométer
- Becton Dickinson
- Bender MedSystem
- Luminex platform



ANA-Profil Immunoblot

Elénye: - 1 beteg mintaja is vizsgalhaté
- gyors

Hatrany: - antigén denaturalt, nem
megfeleld konformacidban
- al-negativ reakciok
- sok antigén nem
vizsgalhaté




CombiChip Autoimmune 1.0 Layout

14 Collagenosis & Vasculitis-
related

autoimmune disease antigens,
clinically validated & accepted
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pad size 6 x 6 mm

1-5 = calibrator*
6 = CENP-B

7 =U1-70k
8=Sm

9 = SSA/R052
10 = SSA/Ro60
11 = SSB/La

12 = Mi-2

13 = PM/Scl-75
14 = PM/Scl-100
15 = Jo-1

16 = Scl-70

17 = Pr3

18 = MPO

19 = dsDNA

20 = buffer

21 = “Landing Lights”
(= positive assay
control)

* patent pending
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