Autoimmundiagnostik

beleznay.zsuzsanna@med.semmelweis-univ.hu

23,02,2016



Immunitat

e Unterscheiden zwischen selbst und fremd
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Autoimmunitat

Diaghose: Antigen-Autoantikorper Komplex
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Affinitat — Aviditat
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affinity = X attractive and repulsive forces
Fcwaving = e niedrige Affinitat

Die nichtkovalenten Krafte halten das

. e Eine Kreuzreaktion mit
Antigen — Antikorper zusammen.

anderen Antigen-Epitope
ist moglich.




Monovalent Bindungskraft (intrinsic Affinitat)

e

Multivalent Bindungskraft
(funktionelle Affinitat)
hoher als die Summe der Affinitdten

Affinitat vs. Aviditat

Die Aviditat zwischen einem 1gM selbst hat niedrige

monovalenten Antigen und Affinitat, aber zehn
einem bivalenten Antikorper Antigen-bindungsstelle
ist somit identisch mit der ergibt eine hohe

Affinitat. Aviditat.



1. In der Fest- oder
Fllssigkeitsphase sind potenzielle

Antigene

2. Untersuchende primdre
Autoantikorper — vorverdinnte
Patientenseren

3. Visualisierung der vorhandenen
Antigen-Autoantikorper Komplexe
- Sekunddre Antikorper-
Anti-Human- Immunglobulin

Markierung ist abhangig von des
Testverfahrens



Immunologische Methoden

Immunoprazipitation ELISA Blot

Farr-Assay

mit Ammoniumsulfat
Prdzipitation
lineare Epitope

_ : Indirekt
Konformationsepitope Immunfluoreszenz

Radioimmunoassay




Gleicher Antigen — unterschiedliches
Krankheitsbild

Endokrin Pankreas
IDDM;

Affencerebellum

Stiff-man Syndrom
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Keine Kreuzreaktion

Autoantigen: Glutamatdecarboxylase (GAD)

Insulin-abhangige Diabetes Mellitus

— GAD 67kDa Konformationsepitope
Radioimmunassay

Stiff-Person-Syndrome (ist eine autoimmun-entziindliche
Erkrankung des ZNS mit einer generalisierten
Tonuserhéhung der Muskulatur) - GAD 65 kDa

lineare Epitope
Immunoblot-Analyse



Lineare Epitope vs.
Konformationsepitope

Linear epitope Discontinuous epitope

antibody antibody

X X

protein antigen protein antigen

Figwre 3 11 Thae immune Syvtemn 1o [« Gorland Sceme e 200%)

~a-Das Testverfahren sind unterschiedlich: Immunoblot bzw. Radioimmunassay
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Antigen
Autoantikorper vom Patientenserum

Antigen-Autoantikorper Komplex

Enzym-markierter antihuman Antikorper

Negative

Positive / Assay Control
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Patient A Patient C
Patient B




Dot Blot

RESULTS INTERPRETATION TEMPLATE — .
Nucleosomes -+ ENA DOTcos:#080 DOTZEN® Gangliosides Profile Ab
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Line Blot Analyse fur AntlgangI|05|d
Antikorper bei Polyneuro

GQ1b-GD1b-GM1

GP1/62-65 [




Monospezifisches Kit
e Cut-off Wert von der Firma definiert

Verteilung der CEA-Werte
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* Gereinigte oder rekombinante Antigene?
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MalBzahlen fur die Gute eines
diagnostischen Tests:

Sensitivitat = Wahrscheinlichkeit, dass Test bei kranken
Personen pOSiﬁV ausfallt «kein falsch negativ

Spezifitat = Wahrscheinlichkeit, dass Test bei gesunden
Personen negativ ausfallt kein falsch positiv

Tatsachh
krank Sensitivitat =
Positiver Befund A Al (A+C)
richtig positiv
NegatYuE eI falschcnegatiw Sp@Zlﬁtat =
Insgesamt A+C D/ (B+D)




Allgemeine Screening- }\mm\\

. | |
Indirekte
4— Wash
Immunfluoreszenz
211(‘;—:::1%1&1& antsdoby
Secondary reaction
]
40— Wash
.\-"I. if p
Substrat:
« Zellen
|
- Gewebe
(organspezifisch) s

o Microscopic examination
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kurzwelliges Licht absorbiert - langwelliges emittiert




Antinukleare Autoantikorper
auf Hep-2 Zellen

* Fluoreszenzstarke im Zellkern = Titration
 Muster im Zellkern (ANA —Antikorper)

* Mitose in der Metaphase

 Muster im Zytoplasma (Zusdtzinformation)
e (Beurteilung von 2 Personen)
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Proliferation assoziierte Antigene

Patienten mit Neoplasien konnen
Autoantikorper gegen solchen
Antigene generieren, die in der

Regulation des Zellzyklus oder in der

Mitose selbst eine Rolle spielen.
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Pleomorph Muster ohne Mitose
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Ple brph Muster mit positiver Mitose






Zentromer-E




ENA ist eine Untergruppe des ANA

extractable nuclear antigen

extrahierbare Kernanteile mit einer hohen Salzkonzentration

* 1961 SSA/Ro (60 kDa) - SLE, Sjégren-Syndrom

* 1961 SSB/La — Lupus bei Neugeborenen,
Sjogren-Syndrom

e 1966 Sm(ith Stephanie) - SLE

e 1970’s RNP (Ribonukleoproteine) —
Mischkollagenose (MCTD)

* 1979 Scl-70 — Sklerodermie
e 1980 Jo(e)-1 — Dermato-Polymyositis
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Anti-dsDNA — ist kein
ENA




. anti’ppe‘ng DNS (dsDNS) .

‘Jg ind ert’LE (anti- Hlston‘
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Mudeus

Kinetoplast

i
F 7 Flagellum

Certhiclia inciiias

ST

& Flagellate - Kinetoplast reine zirkuldre Doppelstrang-DNA
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Verschiedene Screening Methoden fiir dsDNS bei SLE Patienten

Sensitivitit | Spezifitat | Cut-off

HEp-2
43 /6 45 1:320
13 99 1:10
Crithidia IIF

ELISA
dsDNS 29 96 200
(Nukleosome (85) U/ml

Farr-

e 32 96 S
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Autoimmunvaskulitiden

ANCA-assozierte Vaskulitiden
(Anti-Neutrophile

Zytoplastische Antikorper)



Einteilung der primaren Vaskulitiden entsprechend

der Chapel-Hill Klassifikation

Vaskulitis groRer Gefalde Takayasu-Arteriitis
Arteriitis temporalis "Riesenzellarteriitis”

Vaskulitis mittelgroRer Gefalie Polyarteriitis nodosa
Kawasaki-Syndrom

Vaskulitis kleiner Gefalde Wegener sche Granulomatose —
Churg-Strauss Syndrom
mikroskopische Polyangiitis  —
Purpura Schonlein-Henoch
essentielle kryoglobulinamische Vaskulitis
kutane leukozytoklastische Vaskulitis

unwiwioiny




Classification of
Vasculitis

Chapel Hill Consensus Criteria
Nomenclature update 2012

Immune Complex Small Vessel Vasculitis
Cryoglobulinemic Vasculitis
IgA Vasculitis (Henoch-Schoénlein)
Hypocomplementemic Urticarial Vasculitis
(Anti-C1q Vasculitis)

Medium Vessel Vasculitis
Polyarteritis Nodosa
Kawasaki Disease

Anti-GBM Disease

ANCA-Associated Small Vessel Vasculitis
Microscopic Polyangiitis
Granulomatosis with Polyangiitis

(Wegener’s)
Eosinophilic Granulomatosis with Polyangiitis

(Churg-Strauss)

|

Large Vessel Vasculitis
Takayasu Arteritis
Giant Cell Arteritis
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Goodpasture-Syndrom
anti-GBM-Syndrom
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Autoantikorper gegen
die glomerulare Basalmembran
(a3 Kette der Typ IV Kollagen)
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 anti-GBM Autoantikorper -
einzige Notfallanalyse
in der Autoimmundiagnostik




Inhalt der Azurophilen Granula in
neutrophylen Granulozyten

Myeloperoxidase (stark kationisch)

Multiobed . ;
A Serinprotease z.B.: Proteinase-3

Nucleus

BPI (bactericidal permeability increasing protein)
Elastase

Sex Cathepsin G
Chromatin

Azurophilic

cranues. | OPezifische Kérperchen: Lactoferrin
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X
c-ANCA - p-ANCA| 3

Indirekte Immunfluoreszenz: Indirekte Immunfluoreszenz:
zytoplasmische Reaction perinucleare Reaction













T
g,

55 %
5 3
100
<,

s

Gewebespezifische
Autoantikorper



“Autoimmun-hepatobiliére Erkrankungen H

Leber/Niere/Magen Substrat

(Liver/Ridney/Stdgnach =LKS)




Autoimmunhepatitis Typ |
Antiglatte Muskulatur (AgM) im Mausmagen

Glatte Muskulatur
im Magen

S0um Gefisswinde

S0P Kleinere axilliare Gefasse in der Lamina propria
£ in der Magenschleimhaut






Nur der Autoa ntlkorper gegen die Aktmfllament
(F-aktin) des Zytoskeletts ist specifisch bei einer
Aut0|mmunhepat|t|s Typ | 0y




Autoimmunljepatitis Typ Il




T

>

ﬁh‘é-patitis Typ, I

- P




antimitochondriale Antikdrper -
Primdr bilié
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Bewertung der Autoantikorper

e pradiktive .

antimitochondriale Antikdrper bei PBZ

* praventive

natlirliche Autoantikorper

lgM anti-dsDNS bei SLE

* pathogen
anti-GBM Antikorper bei Goodpasture- Syndrom Y

Verlaufsparameter




ANA Positivitat
ist Kennzeichnung einer systemischen autoimmun-
rheumatischen Erkrankung

aber ein dicht feingranuliertes Muster
(dense fine speckled = DFS-70) :
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zuverlassige screening-Methode

eine grolde Vielfalt der Antigene auf den Zellen
und in der Gewebe

naturnahe native Konformation

seltene Autoantikorper haben keinen
Bestatigungstest

Automatization ist unterwegs




Immunglobulin Isotypen der

Autoantikorper
* Meistens gehoren zur IgG Klassen. o %A E&
aD Y 1 ,AIH.
o=

* |gM lIsotypen bei der autoimmun neurologischen
Erkrankungen kommen vor

* IgA Isotypen: Epithel-Oberflache sind betroffen
z.B. Zoliakie

glutensensitive Enteropathie

* IgE — Allergie-Antikorper




Autoantikorper der Korperflussigkeit

* Synovialflussigkeit -bei Rheumatioder Arthritis

* Die intrathekale Antikorpersynthese in der
neurologische autoimmune Erkrankungen

z.B.: Autoimmun-Enzephalopathien

anti-NMDAR-Enzephalitis —
Liguoruntersuchung



nzijndiche IniItrate in er Glnke
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Immunoglobulin Aggregates
in the
Rheumatoid Joint

» RF sind am
naufigsten IgM, aber
gA oder IgG kommen
auch vor.

* RF sind
Autoantikorper die

den Fc Region der
Eigene IgG hat Zuckerdefizient elgenen IgG |\/|o|eku|e
binden. 0y

carbohydrate
p—



Autoatikorper der Korperflussigkeit

* SynovialflUssigkeit -bei Rheumatioder Arthritis

* Die intrathekale Antikdrpersynthese in der
neurologische autoimmune Erkrankungen

z.B.: Autoimmun-Enzephalopathien
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‘.'""“-—___ﬁ- - ’ Glutamate

Glycin o
e Ca? NMDA
_{l receptor
1)
"

Postsynaptic ||

Hippocampus
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NMDAR transfected HEK cells

Dalmau J, Tuzun E, Wu HY, et al. Paraneoplastic anti-N-methyl-D-aspartate receptor encephalitis
associated with ovarian teratoma. Ann Neurol 2007;61:25-36.



