Immunologial modszerek a klinikai
Kutatasban

10. el6adas

Az autoimmun betegsegek
diagnosztikaja



Termeszetes es patologias autoantitestek
osszehasonlitasa

Jellemzo | Természetes AAT Patologias AAT
|zotipus Legtobbszor IgM IgG, IgA vagy IgM
Koncentraci pg/mi ng/ml, mg/ml

o)
Affinitas Alacsony Nagyobb
Reaktivitas Polireaktiv Monoreaktiv
Termel0 sejt B1-sejt Konvencionalis B sejt

T-sejt
fuggés

T-independens

T-dependens




> 80 ismert autoimmun betegséeg

Az autoimmun betegségek gyakorisaga a rheumatoid arthritis és
az autoimmun thyroiditis kivételevel alacsony, de egyuttesen a
nyugati populacié kb 5%-at érinti.

Szisztémas és szervspecifikus korkepek tartoznak ide.

A szisztémas kotészoveti autoimmun betegségek a
mozgasszervek érintettsege miatt jelentdos munkaerdkiesést
okoznak

A tunettana a legtobb szisztémas autoimmun betegségnek
szines, azeért a diagnozis felallitasa nem egyszerd, specialis
algoritmus alapjan torténik, melynek resze a laboratoriumi
diagnosztika is.

Davidson & Diamond, 2001, N Engl J Med, Vol. 345, No. 5, 340-350



A szisztémas autoimmun korkepek
(kotOészoveti betegsegek) jellemzoi

NOi dominancia

JellemzoO klinikai kep es betegseg lefolyas,
progresszio

Tobb szerv erintettsége, gyulladasos tunetek

Immunoldgiai abnormalitasok (jellemzd
autoantitestek)

Genetikai / kornyezeti faktorok fontosak a
létrejotteben

Corticosteroid €s immunosuppressziv kezelés
tobbnyire hatekony



Altalanos laboratoriumi eltérések

Gyorsult sullyedes (CRP nem, csak szuperinfekcioban)
Hypokomplementaemia (aktiv szakban)

Vizelet eltérések (haematuria, proteinuria, cylindruria stb)
Leukopaenia, thrombocythopaenia

Anaemia (normocitas, normochrom, Coombs pozitivitas)

Autoantitestek jelenléte (nukleoszéma, dsDNA, anti-Sm,
anti-foszflipid AAT stb.)



Autoantitest laboratériumi kimutatasanak
jelentOosege

Diagnozis feldllitdsa — ,marker autoantitest” (dsDNA,
CCP, cardiolipin stb)

Alcsoport, rizikocsoport elkulonitése a korkepen belul

Prognozis felallitasa

Aktiv vagy inaktiv stadium megitélése (dsDNA)

Therapia eredményessegenek lemeérese (Foszfolipid)

Tobb korkép egylttes fennallasanak (,overlap™)

megallapitasa



Autoantitestek mint betegseg elorejelzok-
M. Fritzler

Autoimmun betegseg kialakulasa

Indukcio Al Preklinikai fazis Klinikai fazis

Szovetek, szervek
Szerkezete/funkcidja: Normal

Enyhén érintett; Progressziv valtozasok:
homeosztazis szabalyozé klinikai tunetekhez vezet
mechanizmusokkal

Genetikai predispozicio

Kivalto faktorok

— Immunmediatorok
kozvetitd szerepe

Manifesztal6 faktorok

D D D Betegség specifikus autoantitestek >




Jellemzo autoantitestek

Szisztémas

Szervspecifikus

SLE: dsDNA, Nucleosome
ENA: Sm, RNP

Sjogren: SSA, SSB
SSC: Scl-70, Centromere

Vasculitis: ANCA: MPO, PR3

Myositis:

Jo-1, Rib-P, SRP, Ku, Mi-2, PL-7,

PL-12, PMSclI-100

Foszfolipid szindroma:
Cardiolipin

p2-GP1
Phosphatidylserine
Prothrombin

RA: Rheumatoid factor, CCP

Thyroiditis: thyreoglobulin,

TPO

Coeliakia: tissue transglutaminase
(tTG), gliadin

Diabetes mellitus: Iutamlc acid
decarboxylase (GAD), thyrosine
phosphatase (1A2)

Primer biliaris cyrrhosis:

M2-mitochondrial (PDH)

Colitis — Crohn: ASCA - PR3

Goodpasture szindréma: GBM




Jelenleg alkalmazott modszerek

Immunfluoreszcencia (IF)

Direkt IF : a paciens
szovetmintajahoz kot6dott
antitesteket vizsgaljuk

Indirekt IF: a beteg szérumaban
kering6 antitesteket vizsgaljuk
szoveten vagy sejten lévd
antigénnel

Csak mindéségi értékelés,
szubjektiv, munkaigényes

Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA)

Enzimmel (Tormaperoxidaz)
jelzett masodik ellenanyaggal
mutatjuk ki a szérumbal
lekotodott ellenanyagokat.

Alkalmas mindségi (screening)
és mennyiségi meghatarozasra
is a gyari kitekben talalhaté
ismert koncentracioju <U/ml>
standardok segitségével).
Antigénspecifikus,
automatizalhaté



ANA screen — antinuklearis antitestek
meghatarozasa - IIF

Tobb kulonb6z6 autoantitest 0sszefoglald elnevezése.
SzUrbteszt, a leggyakrabban kért vizsgalat.

Hep-2 sejt

1. Szérum - AAT

2. Anti-human IgG-
FITC

Anti-SSA/SSB+ ? AMA-M2 +



Indirekt immunfluoreszcencia (lIF) elonyei:

a vizsgalathoz hasznalt antigén termeészetes kornyezetében lathato

a mintahigitas valtoztatasaval (csokkentésével) a metodika
erzekenysege fokozhato

inkubacios id6 novelésevel a vizsgalat érzékenysege novelhet6

a beteg kulonféle autoantitestjei sokszor nem tankonyvi vagy jol
ismert formaban jelennek meg,

ilyenkor lehet6ség van sejt /szovet / szerv metszetek kombinalt
hasznalatara (biochip)

az anti-human IgG vagy IgA vagy IgM-PO (Peroxidaz) konjugatum
valtoztatasaval az autoantitest izotipusa is meghatarozhato

szUrésre alkalmas

kis mintaszam esetén is olcso, részben automatizalhatd



Indirekt immunfluoreszcencia (lIF) hatranyal

kiertekelés gyakorlatot igenyel
kiertekelésben sok a szubjektiv elem
fluoreszcens mikroszkop szukseges
heterofil antitestek zavaro hatasa
hattéer fluoreszcencia zavard hatasa
aspecifikus lelet nem ritka

konfirmalo metodikara van szukség (dsDNS, ENA-6,
stb.)

nagy minta szeériara megszoritasokkal alkalmas



Antinuklearis antitest (ANA) IIF mintazat és
betegsegek osszefuggese

ANA HEp-2 Antigén Betegseég
mintazat
Homogén ds-DNA-hiszton SLE
komplex
Sm SLE
Foltos, szemcsés RNP MCTD

SS-A M. Sjogren, SLE, RA
SS-B
Centromer Scleroderma, CREST, PBC

Nukleolaris Nukleolaris RNA Scleroderma
Scl-70 Scleroderma myositis
PM-Scl Scleroderma overlap

Citoplazma Jo-1 Polymyositis/
Riboszoma dermatomyositis




A leggyakoribb anti-nuklearis autoantitestek
prevalenciaja és relevanciaja

AAT Asszocialt AAT frequencia IFA mintazat
betegséq
SSA(RO) SLE, Sjogren, neonatalis 25-35% SLE Finom potty6zott sejtmag
lupus 40-70% Sjogren
100% neonatalis lupus
SSB (La) Sjogren, SLE 30% Sjogren Finom potty6zott sejtmag
10% SLE
Sm SLE (specifikus) 15-30% SLE durva pottyozott sejtmag
RNP MCTD- Kevert kotészoveti 95% MCTD Nagy, durva pottyozott sejtmag
betegség (Raynaud, 20% SS
sleroda.c_til’ia, oesophagus 30-50% SLE
dysmotilitas)
Scl-70 Scleroderma 20-35% Granularis nucleolaris/homogén
Jo-1 Polymyositis 20-40% Pottyozott citoplazmatikus
Cenp-B Scleroderma, CREST 80% limitalt SS Diszkert pottyozott, a
varians 20% SS metafazisban levd sejtekben
Hiszton Drog indukalta SLE 90% Homogén mag
dsDNS SLE (specifikus) 40-60% Homogeén mag




Autoimmun majbetegségek autoantitestjei

Antibody Antigen AlH1 AlH2 PBC Overlap
ANA (SR e | S
ASM Actin, Vimentin, Tubulin + +/-
LKMA1 Cytochrome P450 +

LC O yclodoaminace .

SLaLp |USAmmRmsRM L :
M2 pyruvate dehydrogenase + +

complex




ANAscreen - microplate ELISA

Az ELISA lemezt Hep2 sejtek
magjaboél kivont antigének
keverékével érzékenyitik:

 dsDNA

* hiszton Pozitivitas esetén egy-egy antigénnel
» centromer % fadett kiilon ELISA lemezeken

- SSA/Ro, SSB/La un. ,kifejtd” vizsgalatok kévetkeznek

* Sm, SmM/RNP
* Scl-70, Jo-1

ANAscreen

L)

K ) a2

$ BB A
® cee ®

-
o9

08
D)

£

s 1 3 L7 A
s 222000080




Antigén

—

4
)N

Anti-human |
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Autoantitest microplate ELISA
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ANAcreen- ELISA elonyei

Hatranyai

nagy szenzitivitas

sokszor bizonytalan
antigén(forras)

Kis és nagy aviditasu antitestek
Kimutatasara egyarant alkalmas

bizonytalan antigén tisztasag

kvantitativ meghatarozas

egyedi standardok és kontrollok

izotipus meghatarozas lehetséges

nemzetkozi standardizalas
hianya

automatizalhatoé

aspecifikus reakciok okozta
alpozitivitas (CIC, RF,
Immunglobulinok)

nagy szamu minta, gyors €s olcso
vizsgalata




Merre halad az AAT diagnosztika”

lIF: nem-specifikus, mintazatot ad, multiplex kép, manualis,
k AAT nem vizsgalhato

Mi ez ?

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

|dO 7

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

Gyors, specifikus




Multiplex immunszerologiai modszerek

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

2. Protein chip médszerek: ,microarray”: - chip reader
- uveg
- mlUanyag
- szilikon
- nano-well

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



ANA-Profil Immunoblot
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Elénye: - 1 beteg mintaja is vizsgalhato
- gyors

Hatrany: - antigén denaturalt, nem
megfelelé konformacidban
- al-negativ reakciok
- sok antigén nem vizsgalhato



CombiChip Autoimmune 1.0

FOR DIAGNOSIS OF THE AUTOIMMUNE
DISEASES VASCULITIS & COLLAGENOSIS

» Simultaneous quantitative analysis of 14 autoantibodies
» Easy as an ELISA test

* Up to 64 samples in one working cycle




Antigen Array

Detection
fluorophor-labelled anti-
IgG antibody binds

Serum-Incubation
auto-antibody
binds to antigen

Printing
antigen on FAST Slide

FAST® Slide Surface



Multiplex Microbead Ass(rr)ay (MMA)

Reagensek:
Kiilonb6zd szerum
szinu
mikrogyongysa
Reakcié cella™

1000 gyongy/ antigén



Multiplex Microbead Assay

Riporter fluoreszcencia
Klaszter azonosito
fluoreszcencia szinek

- Minden egyes szin onallé microbead csoportot (klasztert) alkot

00000
00C00
00000
QC000
0.000
0900

l

- Minden klaszter mas-mas specifikus AAT vagy citokin
kimutatasat végzi

- Egy minta-komponens a mennyiségével (koncentraciojaval)
egyenesen aranyos riporter fluoreszcenciat ,,gerjeszt”



Aramlasi citométer cella

Fluoreszcens
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ELISA / Athena Luminex osszemeresek

ANA-II Plus ANA-III ANA-III-Plus
70 szérum 90 szérumminta 90 szérumminta

Antlgén Positive Neg.Discrep PosDiscrep Positive Neg.Discre PosDiscrep Positive Neg.Discrep PosDiscrep

ELISA/AtheNa No /% No./ % ELISA/AtheNa p No./ % ELISA/AtheNa No /% No. / %

No /%

dsDNA 18/13 7(10%) 1 (1%) 23/12 11(12%) | 3 (3%) 20/21 8 (9%) 3 (3%)
SSA 24/28 1(1%) | 8 (11%) 23/37 1(1%) | 13 (14%) 23/25 1 (1%) 4 (4%)
SSB 12/16 0 (0%) 4 (6%) 13/19 2 (2%) 7 (8%) 8/14 3 (3%) 8 (9%)
Sm 5/5 2 (3%) 2 (3%) 5/5 1 (1%) 1 (1%) 5/4 1 (1%) 1 (1%)
RNP 719 3 (3%) 5 (7%) 12/15 3 (3%) 5 (6%) 14/13 6 (7%) 6 (7%)
Scl-70 3/8 1 (1%) 5 (7%) 5/3 3 (3%) 1 (1%) 3/9 2 (2%) 8 (9%)
Jo-1 2/2 1 (1%) 1(1%) 312 2 (2%) 1 (1%) 2/2 0 (0%) 0 (0%)
Cenp-B 313 0 (0%) 1 (1%) 3/3 1 (1%) 1 (1%) 2/5 1 (1%) 4 (4%)




A multiplex meghatarozas elonyei:

- Tobb AAT eredmény egyetlen méréssel a minta egyszeri
felhasznalasaval

- Gyors diagnézis, szlrés, és ezzel a prevencid lehet6ségét
biztositja

- |db és pénzmegtakaritas

- Szamitogeépes analizis lehetbve teszi a quantitativ és
qualitativ modszert is

- Szubjektivitas kizarhato
- Intra-assay kalibralasi mod

- Munkaerd megtakaritas, de nagy szakértelem kell az
ertekeléshez



JovO? Epitop terkepezes

SCL-70 pozitivitas lehet:

. Szisztémas sclerosis ket csoportja:

— dcSSc: végtagok bore és a torzs bore is érintett sulyos belsé
szervi elvaltozasokkal jard, rossz prognodzisu forma

— 1cSSc: csak az arc bore érintett €s a vegtagok bore distalisan,
korjoslata kedvez6

— EGYEB KORKEPEK:

— szisztémas lupus erythematosusos (SLE)
— Sjogren sy

— MCTD



Scl-70 = topoizomeraz | antigen fragmens
konyvtar eloallitasa

: Topoizomeraz | cDNS

E——— = Random fragmens szintézis,

! RE-hely beepités

Ligacio lambda fag fuzios vektorhoz

In vitro csomagolas, E.coli fert6zés
Fag tisztitas

Topoizomeraz | fragmenseket
hordozo lambda fag kivalogatas
a betegek szérumai segitsegevel




Felismert epitopok mintazata kulonbozo
dcSSc-s, IcSSc-s es SLE-s betegekben

DNS topoizomeraz | egyik fragmensét (immunodominans)
mindharom betegcsoportba tartozé anti-Scl-70 pozitiv beteg
széruma felismeri

— +dcSSc-s betegek az N-
= terminalis doménben
| ismernek fel epitopokat
|
desSe 1 +IcSSc-s betegek széruma
u _— kilonb6z6 fragmenseket
e ismer fel a molekula teljes
lcSSc ' I _— hosszan
- - +SLE-s betegek altal

[ | . Ny
SLE — felismert epitopok a
— - 0000000000000 molekula meghatarozott
1 100 200 300 400 500 600 700 réSZén Csoportosulnak

Human DNA topoisomerase | amino acids



A korai diagnozis javit a betegseg
progressziojan

Early treatment prevents
progressive joint damage and
increases quality of life Untreate

O Begin of Immuno- Delayed thera

suppressive therapy

Early thera
First visit to
rheumatologi

Ideal case

Begin of joint damage
First symptoms



Autoantitest predikcio — szures elonyel

Yehuda Schoenfeld, Tel Aviv Israel

Mi a teendd tunetmentes autoantitest (ANA, RF) pozitiv
beteggel?

(1) Kivizsgalni, hogy van-e mas AAT-je is?
(2) HLA vizsgalat (HLA-A1, B8, DR3 — SLE, DR-B1 +CCP AAT:
RA). C1q,C2, C4 deficiencia van-e?

(3) Kerulni az oralis kontraceptivumokat

(4) Terhesseg kulon figyelmet igényel - 0sztrogen, prolaktin
provokal

(5) UV kerulése

(6) Folosleges veédboltasok kerllése
(7) Telitetlen zsirsavban gazdag diéta
(8) Dohanyzas kerulése
(
(

10) D-Vitamin napi 400-8001U



