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Evolucids éertelemben konzervalt molekulak Szuperantigének
Pl. H6sokkfehérjék, szénhidrat strukturak
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Antitestek

 Klasszikusan:

— Szeretunk az
antitestekre ugy

gondolni, hogy van

egy ,jo0" antitestunk az
altalunk szeretett <
egyetlen molekula

ellen



Antitestek

+ Valgjaban:

— Meég ha az antitestunket
tisztitott antigennel valo
Immunizalassal allitottuk is
elo, és tisztitottuk a
veégeredmenyt, akkor sem
lehetlnk biztosak abban, <
hogy egyetlen ,antitest”
lesz jelen a végtermékben,

és az egyetlen antigént fog
felismerni



Antitestek

 Mert:

— Az immunizalasra
hasznalt
preparatumunkban
jelen lehetett modosult
antigen es biztosan <
jelen volt adjuvans




Antitestek

 Mert:

— Az immunizalasra
hasznalt
preparatumunkban
jelen lehetett modosult
antigen és biztosan
jelen volt adjuvans

— Es az ezek hatasara
keletkezett anyag
alklonokbal all es
polireaktiv lehet




Az In vivo szituacio ennél
termeszetesen sokkal bonyolultabb

» Antitestek mint diagnosztikumok
— Amit meérunk
— Amivel merunk

* Antitestek mint terapeutikumok
— Amire hat
— Amilyen hatast valt ki
— Ami tortenik vele



Antitestek és Immunitas: human vonatkozas

» Az antitestek szintjének, hatasainak
értekelesekor figyelembe kell venni, hogy
az adott szervezet

— Immunologiailag dinamikus (ontogenezis,
patogenezis, oregedes)

— Nem steril és antigenmentes kornyezetben
helyezkedik el

— Folyamatosan immunizalodik (apatogén és
patogen mikrobak)

— Genetikailag nem beltenyesztett



Kiemelt felismerési mechanizmusok a
veleszuletett (?) immunitasban

 Humoralis
— Komplement
— Természetes antitestek
¢ Sejtes
— Fagocitozis (neutrofilek, makrofagok, dendritikus
sejtek, B sejtek)
— TLRs, NOTCH, komplement receptorok, BCR



Az immunglobulinok mennyiségének valtozasa

az ¢letkor fliggveényeben (g/L)
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A természetes antitestek

A termeészetes antitestek emberek vagy allatok szerumabal
kimutathato olyan antitestek, amelyek olyan antigénekkel reagalnak,
amelyekkel az adott szervezetet nem immunizaltak (vagy a
szervezet nem immunizalddott fert6zés soran).

A természetes antitestekrdl elérhetd informaciok tobbsége egér
modellbdl szarmazik.

Egérben a CD5+ B1-sejtek altal termelt repertoar tartalmaz nagy
mennyiségben természetes antitesteket

A B-1 sejtek elsGsorban a peritoneumhoz és pleurahoz
asszocialddva fordulnak eld, de feltehetéen késdbb a lépbe
vandorolnak mikodésuk soran



A B-1 sejtek es az altaluk termelt antitestek
jellegzetessegel

Sok esetben ,germ-line” szekvenciat tartalmazo klonok

Fejlodesuk az ontogenezis soran koran elkulonul a
klasszikus B-2 sejtektdl (Btk, Bruton’'s-tyorsine kinase)

Az antigének meghatarozott csoportjaival reagalnak
elsOsorban

— Nukleinsavak, hisztonok, hosokkfehérjék, szénhidratok,
foszfolipidek (alapvetéen konzervalt molekulacsaladok)

Alacsony affinitasu antitestek
Polireaktivitast mutato antitestek
|zotipusuk alapvetdéen IgM

Funkcionalis aktivitasuk jelentds, hiszen pl. bakterialis
vagy viralis challange esetén vedo szereppel birnak



Natural IgM confers resistance to CLP. slgM-deficient (/=) and wild-type (+/+) mice at 6-8 wk
of age were subject to CLP
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Endotoxin Shock in Antibody-Deficient Mice

Unraveling the Role of Natural Antibody and Complement in the Clearance of

Lipopolysaccharide’

Russell R. Reid,* Andrey P. Prodeus,** Wasif Khan,'* Tom Hsu,* Fred S. Rosen,™ and

Michael C. Carroll**
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Termeészetes antitestek: human
bizonyitekok es funkciok

* A termeészetes antitestek patogén vagy fontos
mas szerepet tobb emberi betegseg és
korallapot vonatkozasaban is bizonyitottak:

— ABO veércsoport inkompatibilitas
— Apoptozis
— |/R karosodas



Az ABO antitestek

Feltehetoen a legismertebb és
leggyakrabban vizsgalt
természetes antitestek (regularis
antitestek)

Irregularis vércsoport antitestek:
nem termeszeteses antitestek,
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Az apoptotikus testek eltavolitasa
Apoptotikus sejt

‘Eat-me’ signals ‘Bridging’ molekulak Endocitozis receptorai
(PI. komplement és

Fc receptorok)

« A folyamat hatékonysaga alapvetbéen meghatarozza a szervezet
sérulékenységét (autoimmunitas)
« Az eltakaritas kitlintetett résztvevai:
— Antitestek (NAB)
— Komplement (opszonizacio)
— Akut-fazis fehérjék (pentraxinok)
— Fagocita sejtek (komplement receptorok)

« Az eltakaritas sérulése a karosodott sajat tartos jelenlétet és tulzott
gyulladasos valasz beinditasat eredményezheti



Proposed role of IgM in the binding and clearance of apoptotic cells

Anti-inflammatory

= Lyso-PtC

)Y~ IgM

o Complement B

Y IgG

Pro-inflammatory

Kim et al. Journal of Experimental Medicine 2009:196:655-
665

JEM

© 2009 Kim et.al.



Termeszetes antitestek és a megvaltozott

sajat (I/R)

« A természetes antitest
repertoar olyan
antitesteket tartalmaz,
melyek kepesek kotdédni
a stressznek kitett sajat
sejtekhez (modosult
sajat), komplementet
aktivalnak es a sajat
fokozott karosodasat
okozzak

« PAMP ~ DAMP ‘Danger
associated molecular
pattern’

»
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Mi a modosult sajat?

El nem érhetd antigének (membran lipidek>> sejten bellli anyag
>>apoptotikus test >> nekrotikus anyag)

Expresszids valtozasok, post-transzlacios valtoztok (foleg
szenhidrat)

Kovalens modosulatok (féleg oxidacio, vagy glikalas, acetilalas,
nitrozilalas)

Mutacios valtozasok, misfolding, denaturalédas (géen mutaciok
okozta betegseégek Il. tipusa: ‘van fehérje de nem mikodik’)



Reperfusion Injury of Ischemic Skeletal Muscle Is
Mediated by Natural Antibody and Complement

By Martin R. Weiser,* Julian P. Williams,*? Francis D. Moore, Jr.,*
Lester Kobzik, ¥ Minghe Ma,* Herbert B. Hechtman,*"
and Michael C. Carroll*

 Rag1 -/- és C3 -/- egerek

« Hindlimb ischemia model (permeabilitas valtozas
merése)
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Wildtype C3-/- C4-i- sCR1 Sham

Figure 1. Ischemia/reperfusion injury is mediated by classical pathway
of complement. Mice underwent 2 h of hindlimb 1schemia and 3 h of
reperfusion. Hindlimb P.1. was reduced significantdy (P <0.03) in C3—/—,
Cad=/= and sCR1 treated cmnpah:d Lo +:nmp]ement sufficient litter—
mates. The group treated with sSCR.1 received 20 mg/kg before tourni-
quet release. The hindlimb permeability index (P.1.) was determined by
the ratio (CPM/g dry muscle)/{CPM/g blood). Error bars represent the
standard error of the mean and ﬁigniﬁc:mg‘: at P <0005 15 indicated h}' an
asterisk.
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Figure 2. Antibody is important in ischemia/reperfusion injury. Ische-
mia/reperfusion injury was induced in RAG2—/— or control mice as de-
scribed in Fig. 1. RAG2~/— ymce (strain FVH buckgrcund] WETE Teron—
stituted by Lv. administration of 0.5 ml of pooled serum from control
mice (strain FVB) 15 h before schemia. RAG2—/— muce had a signifi-
cant reduction in P.1. (P <0.05} (indicated by asterisk) which was re-
versed by addition of normal serum (P <0.05).




Az intravenas immunglobulin
készitmenyek

* Tobb ezer verado plazmajabdl keszitett
immunglobulin (IgM és IgG valamint mas
fehérjek is)

* Felfoghato, mint a teljes human természetes
antitest repertoar

* A specificitason és az egyeb ,antitest”
jellegzetessegeken kivul alapvetden fontos az
IVIG immunglobulinjainak glikozilaltsagi
mintazata



A gyulladasos valaszreakcié nem specifikus gatlasa

Figure 1. Models for the mechanism of IVIG-mediated antiinflammatory activity
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Figure 2. Two-cell model for the mechanism of IVIG activity
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A termeészetes autoantitest repertoar human
vizsgalata

« Sok evtizedes megfigyelés, hogy az emberi szérum is
tartalmaz természetes antitest jellegl tulajdonsagokkal
bird autoantitesteket (natural autoantibodies)

* Ezek jellemzése kevesbe tokéletes, mint az eger modell

* A legtobb megfigyelés az un. kvantitativimmunoblot
technikaval keletkezett
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Binding of anti-HSP90 isolated from [VIg to HSP90
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Immunoblot analysis of the reactivity of antibody repertoire of 1VIg, anti-HSP90,
anti-actin, anti-aldolase and anti-TG antibodies isolated from IVIg, and of the
corresponding effluent fractions towards antigens extracted from liver tissue.
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Single Linkage
Euclidean distances
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Néhany kovetkeztetés Kazatchkine es Coutinho
munkai alapjan: a human termeszetes
autoantitestek

Az emberi termeszetes antitest repertoar tartalmaz autoantitesteket
IS

Ezek az antitestek polireaktivak, specificitasuk azonban kitiintetett
konzervalt antigének iranyaban

Ezek azok az antigenek, melyekkel szemben specialis vedelem,
aktiv tolerancia szukseges, mivel az €let soran a szervezet tobbszor
is ki van téve a mimkri-indukalta autoimmunitas veszelyenek

Veédo autoimmunitas szukséges a kituntetett antigenek épsegenek
biztositasahoz



A 60 kDa-os hosokkfeheérje

Rendkivul konzervalt felépitési
dajkafehérje, melynek mikodeése
elengedhetetlen a sejtek szamara

Immundominans tulajdonsagu
molekula, homolog mikodeésl és
felépitést molekulak minden
prokaryotaban kimutathatok
(Hsp65)

Stresszfehérje, cellularis szintje
megno stresszhatasra es
lokalizacioja megvaltozik
(sejtfelszinre vandorol)

Klinikai vizsgalatunkat az a
megfigyelés inditotta el, hogy anti-
Hsp65 antitestek emelkedett
szintjet talaltak carotis
atherosclerosisban (Georg Wick és
mtsai).




Vizsgalataink celja az emberi szerumban
Kimutathato anti-Hsp60 autoreaktivitas
jellemzése volt.

Az anti-hsp60 antitestek
a természetes antitestek kozé tartoznak emberekben?

IgM anti-hsp60 meghatarozasa koldokzsinor vérben
Az anti-Hsp60 polireaktivitasanak igazolasa
Az anti-hsp60 allando, karakterisztikus szintjének bemutatasa

/ N\

Szabalyozas antigén-eredeti Szabalyozas genetikai
tényezok altal tényezok altal
Komparativ epitop-analizis Az antitesttermelést szabalyozo

Osszefiiggés fert6zésekkel faktorok vizsgalata



Anti-hsp60 antitestek jelenléte a koldokzsinor vérben

Cord blood sample Maternal sample < 0.20-
1.00+ o
0.15+ 2 r=0,03
‘% 0.15 p=0,823
0.75 » -
o 0.10 . S =
=) u" <t [= »
a :- 2 050 . S 0104 . .
) L o T n v .
vy .-: o . ..Il. . [
0.05 i s 0.25- ase" 3 4/
N : - P o 005 am nu® ,
Spr 5 el
0.00 padiaas 0.00 susassaion 0.00 -
Anti-Hsp60-lgM Anti-Hsp65-IgM Antl-HspGO-IgM Antl-Hsp65-IgM . T T T 1
irispeire rispeele 000 025 050 075 1.00
Maternal anti-Hsp60-IgM
Cord blood sample Maternal sample Q 4007
500+ 500 = .
2 300+
400+ 400- £
E 3007 E 3001 & 200
< 3 T [
200 - s 200 _8
100 ke : e e 5 100
7 T L) :“ 100 [ HHLaH . = -
-==.':=:.'=:_ aitgthal, T | st 8 r=0,901
0 manmt T 0 iz R p<0,0001
Anti-Hsp60-lgG Anti-Hsp65-19G Anti-Hsp60-1gG Anti-Hsp65-1gG 0 0 1(')0 2(')0 3(')0 4(')0 5(')0

Maternal anti-Hsp60-IgG

» Anti-human Hsp60 IgM antitestek igen, de anti-Hsp65 IgM nem volt jelen
* Mind anti-Hsp60 és Hsp65 IgG is jelen volt (anyai transzfer).



Az anti-hsp60 antitestek polireaktivitasa

Klon
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Az anti-hsp60 antitestek szintjenek allandosaga

200+

Anti-Hsp60 1gG (AU/ml)
3

—e— 4. quartile
—— 3. quartile

—— 2. quartile
—=— 1. quartile

baseline 3 years 5 years

A természetes antitestek egyik
jellegzetessége, hogy szintjuk
egyedileg jellegzetes és allando
Vizsgalatunk szerint emberekben
az anti-hsp60 IgG szintje 5 év
tavlataban nem valtozik
lényegesen
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* Az azonositott 12 epitoprégié tobbsége mindkét molekulan el6fordul
+ Egészségesekben dominalnak az oligomer Hsp60 molekula kllsé felszinével reagalod antitestek

Coronariabetegekben megjelennek a belsé felszint vagy érintkezési pontot felismeré antitestek
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Az anti-hsp60/65 antitestek 6sszehasonlito epitop
analizise

Mindamellett, hogy a hsp60 és a hsp65 molekulak kozott 45-55%-0s
aminosav homologia mutathato ki, lényeges kulonbségeket talaltunk
az epitopterkep vonatkozasaban.

A ‘keresztreagald’ epitopok mellett ,bakterialis” és ,human”
specifikusak is léteznek.

A keresztreagalo epitdopok a tetradekamer molekula kulsé felszinén
vannak jelen (mind egészségesekben, mind koronaria betegekben
kimutathatok.

A ,bakterialis” specifikus hsp65 epitdopok a molekula belsd oldalan
talalhatok, az ellentk iranyuld antitestek dominaléan CAD
betegekben fordulnak el6

A tobbszoros epitopokkal reagald antitestek el6fordulasanak
valoszinlsége fokozott a betegekben. (epitope spreading)



Az anti-Hsp60-autoantitestek szintje emelkedett
coronariabetegek szérumaban

Betegcsoport: 357, coronaria by-
pass operacion atesett szemely

Beteg-kontrollok: 67, negativ
coronarogrammal rendelkez6
személy, stabil angina-pectorissal
vagy pozitiv ergometrias lelettel

Egészseges kontrollcsoport: 321
verado

Els6ként vegeztlink
osszehasonlito jellegl klinikai
vizsgalatokat anti-Hsp60-
autoantitestek és anti-M. bovis
Hsp65 antitestek vonatkozasaban

Valtozo By-pass Beteg-kontroll p-érték
Eletkor (év) 58 (52-64) 61 (54-67) 0,027
Nem (férfi/n6) 273/84 46/21 0,228
Testtomegindex 28 (26-31) 26 (25-30) 0,077
(ttkg/m?2)
Szérumkoleszteri | 6,2 (5,5-7,3) 6,35 (5,5-7,3) 0,747
n-szint (mmol/l)
HDL-koleszterin- | 1,27 (1,1-1,3) 1,3 (1,27-1,32) 0,001
szint (mmol/l)
LDL-koleszterin- 3,96 (3,2-4,8) 4,2 (3,2-4,8) 0,505
szint (mmol/l)
Trigliceridszint 2,1(1,4-3,1) 1,6 (1,3-2,1) 0,01
(mmol/l)
Soha nem 30,3% 42,9% 0,106
dohanyzott
Dohanyzik v. 60,7% 57,1% -
dohanyzott
Valtoz6* p-érték
Anti-human Hsp60 0,0073
Anti-M. bovis Hsp65 0,918
Anti-E. coli GroEL 0,957
Eletkor 0,179
Testtdmegindex 0,951
Dohanyzas 0,249
HDL-koleszterin 0,006 . Lo ..
— Tobbszoros logisztikus
Triglicerid 0,941 ., , .
regressSz108 analizis




Az anti-Hsp60-autoantitestek és az anti-M. bovis
antitestek osszehasonlito vizsgalata

* Funkcionalis
(komplement-aktivacio) es
strukturalis (epitop
analizis) kulonbségeket
talaltunk a kétféle
antigennel mert antitestek

N
|
N

RN
1
RN
1

Hsp60-hoz kétbtt C4b (OD490)
Hsp65-héz kotott C4b (OD490)

vonatkozasaban o 0 e
. -25 0.0 2.5 5.0 -1 0 1
* A Hsp60 (A) autoantitestek og anHep60-gG og aniHepos-gG

er0s komplement
aktivatorok mig az anti-
Hsp65 antitestek (B) ilyen
tulajdonsaggal nem
rendelkeznek



Az anti-Hsp60 autoantitest szintek genetikal

meghatarozottsaga
Genotipus Osszes személy, n=320 Férfiak, n=118 Ndk, n=202
Anti-Hsp60- p-érték Anti-Hsp60- p-érték Anti-Hsp60-IgG | p-érték
IgG IgG
IL-6 -174 GG | 41,8 (23,3- | 0,0026 37,5 (24,5- | 0,0343 48,2 (23,6— 0,064
82,1) 53,9) 112,9)
IL-6 -174 GC | 46,4 (29,8- 449 (28,4— 47,6 (31,7-79,6)
77,9) 77,1)
IL-6 -174 CC | 30,0 (18,6— 27,7 (16,8— 38,6 (19,8-51,8)
50,0) 43,9)
IL-6 —174 44,9 (28,4— | 0,0013* 40,5 (27,4— | 0,018 48,1 (28,7-88,2) | 0,022
G hordozo6 78,8) 69,6)

*IL-6 -174 GG+GC vs. CC

« Az anti-Hsp60-autoantitest-szintek IL-6 —174 genotipus szerinti
megoszlasa egészséges magyar populacioban:

alacsony antitestszintek az alacsony IL-6 termeléssel 0sszefliggést
mutato genotipust (-174 CC) hordozokban talalhatok




Episztatikus kolcsonhatas az IL-6 és
az lg-GM I6kuszok kozott az anti-
Hsp60 szintek vonatkozasaban

Az 1g-GM " allél jelenléte
és a magas anti-Hsp60
szintek kozotti kapcsolatot
az IL-6 -174 ,C” allél
jelenléte képes elfedni

Ez a kolcsonhatas ,GC”
heterozygotakban is
ervenyes

Feltehetéen szamos
genetikai tényezo
egyuttesen hatarozza meg
az autoantitest szinteket

GM "ff" GM "fz&zz"
50 50+
o 40 o 40
IL-6-174 | E £
E 30 E 30
"GG" £ 20 £ 204
12
10 . 10 . 5
2
0 s magan  antHoped lacsony 0- anti-Hsp60 magas  anti-Hsp60 alacsony
50 50 48
43
o 40 o 40
5 £
IL-6-174 | % 5] = 2 301
g 20+ g 204
"GC&cc" | 3 1 B
104 104
0- anti-Hsp60 magas  anti-Hsp60 alacsony 0- anti-Hsp60 magas  a
IL-6 Ig-GM f/z | Alacsony Magas anti-
Genotipus genotipus | anti-Hsp60 Hsp60 szint
int
IL-6 —174 CC | ff 7 13
fz 7 13
zz 3 4
IL-6 -174 GC | ff 4 16
fz 21 23
zz 12 8
IL-6 -174 GG | ff 2 12
fz 5 12
zz 0 8




HLA-association of serum levels of natural
antibodies (Mol. Immunol, in press)

‘p<10.001 \

n=12 n=50 n=11
100 =

N none low
== 1 or 2 low

o 151 == all 3 low
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DR15SCMBNC DR15CM6C or DR1SNCHMENC DR1SNCHMEC

anti-citrate synthase - anti-chondrotine sulphate -
anti-hsp60



Osszefoglalas az autoantitestekrdl

Az autoantitestek keletkezeésének meghatarozoi:
— Az antigén (elérhet6ség, mddosulas)

— A szervezeti valaszreakci6 (pl. HLA-shared epitop, RA, vagy egyéb
genetikai meghatarozottsag, pl. antigénprezentacio, immunkomplex-
cearance, B-sejt mikodés, stb....akar az egész immunrendszer
makodeéseét is fel lehetne irni)

— Kornyezeti tényez6k (pl. dohanyzas, fertbzések)

Emiatt az autoantitestek esetleges manipulalasanak (patogén
klonok kiirtasa vagy a patogén antitestek eltintetése) folyamata is
osszetett, nem feltétlenul a leghatékonyabb eljaras lesz j6 egy adott
szituacidban (mert az a helyesen mikodé védd, szabalyozoé
immunitast-autoimmunitast is kiirthatja.

Hasonlo a szituacios a bélcsatorna kolonizalodasahoz pl.
Salmonellaval, ahol jarhatatlan ut a teljes sterilizalas.



Az autoantitestek
keletkezése komplex

RASSEGNA

Reumatismmo, 2008; 60(2):85-94

Citrullination: the loss of tolerance and development
of autoimmunity in rheumatoid arthritis

Arginine Citrulline Vimentin
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Figure 1 - Loss of tolerance to citrullinated proteins in RA: possible biological mechanisms.




A tolerancia attoresének egyik
alapmechanizmusa az epitope-spreading

Transplantation>>early graft damage>>loss os tolerance, auto-AB formation

Autologous native ROS/RNS madified
protein autologous protein
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Proteolytic processing by
antigen presenting cells

Mative epitopes — no response
induced
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Neoantigenic determinants —
antibody induced which
recognises native antigen

.




Egyes betegsegek, ahol igazolhato volt a modosult
antigenek szerepe

Oxidatively modified antigens associated with autoimmune diseases

Oxidized antigen involved Diseases

Oxidized LDL and 8-oxodeoxyguanine SLE

HNE-modified 60 kD Ro Animal model of SLE
Oxidized LDL Atherosclerosis

IeG modified with advanced glycation Rheumatoid arthritis

end product; pentosidine
Oxidatively modified glutamic acid hydroxylase  Type | diabetes mellitus
Oxidized LDL Behcet's disease




Peldak a betegsegaktivitas es B-sejt funkcio direkt
kapcsolatara

SLE (anti-DNA)

Rheumatoid arthritis (anti-citrullin)

Scleroderma (anti-EC, anti-centromer, anti-PDGFR...)
T1DM (anti-GADGS)

Multiplex Sclerosis (anti-MBP)

Atipusos HUS (anti-komplement H faktor IgG)



Autoantitestek es emberi betegsegek

« Hatarozott kulonbséget kell vonni a kovetkezo
lehetbsegek kozott
— AutoAb mint funkcio nélkuli kisérbjelenseg
— AutoAb mint diagnosztikai marker
— AutoAb mint betegségaktivitas marker
— AutoAb mint prognosztikai marker
— AutoAb mint pathogenetikai tényezo



