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Sprememba specifi¢nosti
imunoglobulinov razreda G pod
vplivom elekiro-oksidacije

Changes in specificity of class G immunoglobulins
after electro-oxidation

Jasna Omersel, Borut Bozi¢

Povzetek Oksidacija protiteles povzroc¢i spremembe tudi v hipervariabilni regiji, kar lahko vodi do spremenjenih vezalnih sposobnosti protiteles
- njihove afinitete in specificnosti. V nasi raziskavi elektro-oksidacije IgG frakcije serumov 21 krvodajalcev in 9 bolnikov z anti-fosfolipidnim sin-
dromom smo ugotovili, da 1./ se specificnost protiteles spremeni iz naravnih v patogena proti B,-glikoproteinu I, 2./ povzroci elekiro-oksidacija
protiteles proti B,-glikoproteinu | zmanj$anje imunoreaktivnosti, in 3./ podalj$ana oksidacija povzro¢i izgubo imunoreaktivnosti zaradi denatu-
racije. Nasi rezultati odpirajo mozno razlago, da do avtoimunskih odzivov ne pride samo zaradi sprememb v antigenih ampak tudi zaradi oksi-
dacijskih sprememb v protitelesih.

Kljuéne besede: protitelesa, elektro-oksidacija, specificnost, imunoreaktivnost

Abstract Oxidation of antibodies causes changes in the hypervariable region also leading to altered binding properstis of antibodies — their
affinity and specificity. In our research of electro-oxidation of IgG fraction from sera of 21 blood donors and 9 patients with antiphospholipid
syndrome we found out that 1./ specificity of IgG has been changed from normal to pathogenic anti-B,-glycoprotein | antibodies, 2./electro-oxi-
dation has caused decrease in immunoreactivity of anti-B,-glycoprotein | antibodies, and 3./ prolonged oxidation has lead to loss of immunore-
activity due to denaturation. Our results have opened the possibility that autoimmune reactions could also appear in consequence of oxidative
changes in antibodies.
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(tirozin, triptofan, fenilalanin) in Zveplo vsebujo¢i aminokislini metionin
in cistein (4).

1.Uvod

1.1. Oksidacija proteinov

Oksidacija proteinov je dobro poznan proces kemi¢ne nestabilnosti
peptidov in tekocCih ter trdnih proteinskih farmacevtskih pripravkov.
Spremembe v kovalentnih vezeh lahko povzrogijo spremembo
terciarne in kvartane strukture proteina, kar najpogosteje vodi do

1.2 Oksidacija protiteles

Enostavno protitelo sestavljata po dve identi¢ni lahki in dve tezki
verigi, med seboj povezane z nekovalentnimi hidrofobnimi in
kovalentnimi disulfidnimi vezmi. Na N-terminalnem koncu molekule se

izgube njegove bioloske aktivnosti (1). Oksidacija lahko pote¢e pod
vplivom neradikalskih ali radikalskih oksidantov. Posledica je
nastanek in spro$¢anje novih reaktivnih snovi, spremenjena regulacija
in ekspresija genov, modulacija celicnega signaliziranja, indukcija
nekroze ali apoptoze (2). Dvig znotrajcelicne koncentracije teh
oksidirajo¢ih spojin in kopi¢enje pod njihovim vplivom spremenjenih
bioloskih molekul vodi v organizmu do stanja oksidativnega stresa (3).
Vecina radikalov ima elektrofiini znacaj, zato reagirajo z

aminokislinami, ki imajo v stranski verigi veliko elektronsko gostoto (2).
Med najlazje oksidirajoCe aminokisline tako spadajo aromatske

nahaja variabilni predel. Z rentgensko difrakcijsko spektroskopijo je
bilo ugotovljeno, da so aminokisline v tem predelu organizirane v tri
hipervariabilne zanke, v katerih je le 5-10 aminokislin odgovornih za
vezavo z imunogenom, t.j. molekulo, ki sprozi imunski odziv (5, 6).

Hipervariabilne regije so hkrati tudi najbolj izpostavljen in zato
najobcutljivejSi del molekule protitelesa, saj aminokisline tam niso
dodatno stabilizirane s hidrofobnimi interakcijami (5, 6). Oksidacija
aminokislin v hipervariabilnih regijah protiteles tako lahko vodi do
spremembe v zgradbi same regije in s tem posledi¢no do
spremembe imunoreaktivnosti, afinitete ali celo specifi¢nosti molekule
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protitelesa. Ker je specificno razlikovanje med lastnim in tujim osnova
imunskega sistema, vpliva sprememba v specifi¢nosti protiteles tudi
na (ne)zmoznost tolerance do posameznikovih lastnih antigenov.
Slednje pa predstavlja zaCetek procesa, ki lahko vodi v razlicne
sistemske ali organsko specifi¢ne avtoimunske bolezni (5, 6).

[ ]

2.Namen raziskave

Z raziskavo smo nameravali ugotoviti, ali lahko z elektro-oksidacijo
povzro¢imo spremembo v specificnosti naravnih ali protimikrobnih
protiteles, ki so prisotna v serumu klini¢no zdravih ljudi in protiteles
proti B,-glikoproteinu | iz seruma bolnikov z antifosfolipidnim
sindromom. Preverjali smo vpliv napetosti in Casa izpostavitve
protiteles elektro-oksidaciji na imunoreaktivnost vzorcev in
specificnost protiteles razreda G.

3. Materiali in mefode

3.1 Imunoglobulinske frakcije

Protitelesa razreda G smo izolirali iz 21 serumov zdravih krvodajalcev
in 9 serumov bolnikov z dokazanim antifosfolipidnim sindromom (7).
Predhodna analiza je potrdila, da so bili vsi serumi krvodajalcev
negativni na prisotnost protiteles proti B,-glikoproteinu |, serumi
bolnikov pa pozitivni primerjano s koncentracijo monoklonskih
protiteles HCAL (8).
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Slika 1. Shema aparature za elektro-oksidacijo
Figure 1. Scheme of electro-oxidation instrument

3.2 Afinitetna kolonska kromatografija
Izolacijo protiteles razreda G iz seruma smo izvedli z uporabo
analiznega kompleta ImmunoPure (G) IgG Purification Kit, po
predpisanem postopku proizvajalca (9). Sama izolacija temelji na
afinitetni kromatografiji, pri kateri je na matriks (premrezena agaroza)
kot ligand kovalentno vezan protein G. To je protein, izoliran iz celi¢ne
stene bakterij Streptococcus, ki se veze pretezno na konstantne
predele tezke verige (Fc predel) protiteles in omogoca ucinkovito
izolacijo protiteles razreda G, vkljuéno z vsemi podrazredi. Eluirane
frakcije IgG smo nanesli e na razsoljevalno kolono, kjer je po principu
izklju¢itvene kromatografije potekla zamenjava acetatnega pufra s
fosfatnim (pH= 7,4).

3.3 Elekiro-oksidacija

Izolirane frakcije 1gG smo izpostavili elektricnemu toku pri napetosti
45 V in 1,5 V (vzorci krvodajalcev) ali 1,5 V (vzorci bolnikov)
(Preglednica I). Primerljive pogoje smo dosegli z uporabo enakega
volumna, enake razdalje med elektrodama, enake dolzine
potopljenega dela elektrode in hlajenjem. Z ampermetrom smo merili
¢asovno odvisnost toka (Slika 1).

3.4 Indirekina encimsko imunska metoda

Spremembo v imunoreaktivnosti in specificnosti protiteles smo
dolocali z encimsko imunsko metodo (ELISA), ki se rutinsko uporablja
v laboratorijski diagnostiki antifosfolipidnega sindroma. Antigen je
predstavljal B,-glikoprotein I, kot kontrolni material pa smo uporabili
himerna monoklonska protitelesa razreda IgG (HCAL) (8).

Na visokovezavne mikrotitrske plo§¢e smo kot antigen nanesli po 50
uL B,-glikoproteina | v koncentraciji Img/mL. Po inkubaciji in spiranju
s PBS-0,05% Tween 20 smo na plos¢e nanesli a/ vzorce (serume), b/
izolirane neoksidirane in ¢/ pripadajoce oksidirane IgG frakcije. Zaradi
red¢enja vzorcev kot posledice izolacije IgG in razsoljevanja je bilo
potrebno uvesti korekcijska faktorja, ki sta omogocila izracun volumna
IgG frakcije s primerljivo koncentracijo protiteles, kot bi jih sicer
vseboval predpisani volumen seruma (4 pL).

3.5 Protitoéna imunoelekroforeza

MozZno spremembo imunoreaktivnosti protiteles proti ,-glikoproteinu
| smo preverjali z uporabo protito€ne imunoelektroforeze (8). S
slednjo  odkrivamo  prisotnost predvsem  protiteles  proti
znotrajceli¢nim antigenom (Ro, La, Sm, Jo-1, Scl-70...) (10, 11). Na
stekleno plo$¢o z agaroznim gelom (1%) smo v izrezane luknjice
nanesli vzorce, t.j. serume, izolirane neoksidirane in pripadajoce
oksidirane IgG frakcije, izolirane iz seruma zdravih krvodajalcev. Kot
antigen smo uporabili kuncji timusni ekstrakt in v laboratoriju
pripravljen ekstrakt iz ¢loveske vranice (11).

Preglednica I: Cas trajanja elektro-oksidacije pri razlicnih vzorcih in napetostih.
Table I: Duration of electro-oxidation in different samples using different potencial.

4,5V | IgG krvodajalcev 15s 30s 1 min

5 min

1,5V | IgG krvodajalcev 15s 30s 1 min

in bolnikov

5 min 10 min 15 min 20 min
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4.Rezultati in razprava

Oblikovanje mnozice razlicnih protitelesnih vezis¢ razlagamo na
genski ravni s preurejanjem genskih segmentov za variabilni del tezke
in lahke verige protiteles, z nenatan¢nostjo rekombinacij, dodajanjem
nukleotidov, s somatskimi mutacijami, na proteinski ravni pa s
konformacijskimi prilagoditvami. Post-translacijske spremembe
protiteles so vezane predvsem na glikozilacijo, vendar pa v to skupino
sodijo tudi neZzelene spremembe proteina zaradi oksidacije. Obsezna
oksidacija proteinov praviloma vodi v izgubo njihove bioloske
aktivnosti, omejena oksidacija pa ne. Posebnost je oksidacija
aminokislin v vezi§¢u protiteles, ki lahko teoreticno vodi v
spremenjene vezalne sposobnosti protitelesa do razlicnih antigenov
in celo v spremembo specifi¢nosti protitelesa. Mclintyre je s sodelavci
porocal o spremembah imunoreaktivnosti in specificnosti protiteles v
pripravku za intravensko aplikacijo po oksidacijsko-redukcijskih
procesih (12). Ugotovili so, da je oksidacija potekla pod vplivom ene
izmed komponent i.v. pripravka, in sicer hemina (derivat
hemoglobina, ki vsebuje Fe>* ione). Dokazali so, da se pod vplivom
nekaterih oksidantov (hemin, KMnQO,) kot tudi pri uporabi enosmerne
napetosti (4,5 V in 9 V) v iv. pripravkih lahko pojavijo mnoga
avtoprotitelesa, ki jih pred tem z istimi laboratorijskimi metodami niso
zaznali (13).

V okviru na8e Studije smo preverjali, ali je mozno z elektro-oksidacijo
pri nizjih napetostih in posledi¢no nizjih tokovih spremeniti
specificnost naravnih protiteles v diagnosticno pomembna
(patogena) in obratno. Osredotogili smo se izklju¢éno na izolirana
protitelesa, saj smo zeleli izklju€iti mozne vplive serumskih sestavin, ki
bi lahko spremenile ali preprecile potek oksidacije protiteles (12).
Elektro-oksidacijo smo izbrali zato, ker z njo lahko ponazarjamo
oksidacijsko redukcijske reakcije in vivo, ne da bi v sistem uvajali
dodatne snovi. Med samim potekom elektro-oksidacije smo merili
spremembe toka. Ugotovili smo, da je pri vseh vzorcih, oksidiranih pri
napetosti 4,5V, tok v odvisnosti od ¢asa narascal. Razpon vrednosti
izmerjenega toka je bil od 5,93-14,65 mA. Pri vzorcih, oksidiranih pri
napetosti 1,5 V, je tok s ¢asom ostajal konstanten in je, glede na
vzorec, zavzemal vrednosti od 0,012-0,025 mA.

Po elektro-oksidaciji smo z ELISA preverjali spremembo specificnosti
oksidiranih protiteles. V vseh 21 oksidiranih vzorcih krvodajalcev so
se protitelesa vezala na B,GPI, Ceprav vezave pred elektro-oksidacijo
nismo zaznali. Klinicno pomembno zvianje imunoreaktivnosti je bilo
prisotno kar pri 20/21 vzorcev. Pri IgG frakcijah krvodajalcev,
oksidiranih pri napetosti 1,5 V je do nastanka protiteles proti B,GPI v
klinicno pomembnih koncentracijah prislo pri polovici testiranih
vzorcev (4/8). Sama sprememba v specificnosti protiteles pod
vplivom elektro-oksidacije se je izkazala kot dinamicen in zelo raznolik
proces, odvisen od ¢asa, napetosti in izvora vzorca. Ugotovili smo, da
Cas izpostavitve vzorca dolo¢eni napetosti vpliva tudi na spremembo
imunoreaktivnost protiteles proti B,GPI. Imunoreaktivnost je izraZzena
kot koncentracija monoklonskih protiteles, ki so izkazovala Stevilcéno
enako absorbanco kot dolo¢ani vzorci. Krivulie na sliki 2 ponazarjajo
§tiri skupine, v katere smo lahko razdelili oksidirane vzorce
krvodajalcev, ki so bili izpostavljeni enaki napetosti in so imel
podoben potek sprememb v imunoreaktivnosti. Vsem 21 vzorcem
zdravih krvodajalcev, oksidiranih pri 4,5 V, je skupen izrazit padec
imunoreaktivnosti po 5 min v primerjavi z maksimalno vrednostjo,

dosezeno pri enem od merjenih ¢asov. Devetnajstim vzorcem je
imunoreaktivnost po 5 min padla pod klinicno pomembno vrednost.
Do klinicno pomembnega povisanja imunoreaktivnosti pa je prislo
tudi po oksidaciji vzorcev krvodajalcev z napetostjo 1,5 V, in sicer pri
4-ih od 8-ih vzorcev. ManjSe spremembe, ne pa tudi pomembnega
povisanja imunoreaktivnosti, smo zaznali po oksidaciji (1,5 V) IgG
frakcij, izoliranih iz seruma bolnikov z antifosfolipidnim sindromom.

—s— L Sk: 3/21 —e— 11 Sk: 3/21 —a—1IL Sk: 5/21 IV. Sk: 10/21
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Slika 2:  Spremembe imunoreaktivnosti pri razlicnih skupinah

vzorcev krvodajalcev, oksidiranih pri 4,5 V
Changes of immunoreactivity in different groups of
healthy-donors samples, oxidized with 4,5 V

Figure 2:

Spremembe v imunoreaktivnosti po kratki izpostavitvi oksidacije so
posledica preoblikovanja v hipervariabilnih regijah, kar utemeljujemo
z naslednjimi opazaniji: prvi¢, zaCetne spremembe imunoreaktivnosti
so bile prisotne v obeh smereh (pove&anje in zmanjsanje), torej ni §lo
zgolj za  »okvaro« protiteles; drugi¢, v primeru povecCevanja
nefunkcionalnosti protiteles zaradi oksidacije, bi pri¢akovali
zmanjSevanje imunoreaktivnosti vzorcev bolnikov s ¢asom
izpostavitve elektricnemu toku — pa temu ni bilo tako. Celo ve¢, v
vzorcih zdravih oseb so se pojavila protitelesa proti B,GPI, ki imajo
diagnosti¢ni pomen za avtoimunsko trombozo. Tega pojava ne
moremo pripisati zgolj nespecifi¢nim vezavam, saj so bila zaznana z
metodo, ki se uporablja v rutinski laboratorijski diagnostiki in je redno
medlaboratorijsko primerjana (14, 15). Po daljSem ¢asu, sploh pri
vi§jih napetostih (4,5 V), pa verjetno pride tudi do prestrukturiranja oz.
porusitve interakcij med aminokislinami Se v drugih delih protitelesa in
s tem do znatnega znizanja imunoreaktivnosti ter kon¢no do
denaturacije.

V' sami hipervariabilni regiji so kemi¢ne in strukturne lastnosti
posamezne aminokisline odlo¢ilne pri oblikovanju antigen vezavnega
mesta in za interakcije z antigenom. Najbolj zastopana aminokislinska
ostanka v samem vezavnem mestu pa sta tirozin (25%) in triptofan
(10,2%) (16). Sposobnost tvorbe vodikovih vezi, hidrofobnih interakcij
in priviacnih elektrostatskih sil med pozitivno nabitimi skupinami in
samim aromatskim obroc¢em ter fleksibilnost obro¢a, omogocajo, da
tirozin in triptofan tvorita interakcije s strukturno zelo razli¢nimi
antigeni (16). Prav ti dve aminokislini oz. njuni stranski verigi, sta tudi
najbolj dovzetni za oksidacijo.

Nasi rezultati kazejo tudi na to, da je imunoreaktivnost in z njo
sprememba v specifi¢nosti pod vplivom elektro-oksidacije odvisna od
same strukture vezavnega mesta antigena. Vzorci, ki so pri 4,5V
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izkazovali enako ¢asovno odvisnost in bili pozitivni, so se pri 1,5 V
odzvali popolnoma razli¢no (slika 2). V predhodnih raziskavah, ki so
nakazovale celo na moznost elektro-oksidacije kot novega sinteznega
pristopa, je bilo ugotovljeno, da je oksidacija posameznih aminokislin
odvisna od uporabljene napetosti, s ¢imer je mozno zagotoviti tudi
selektivnost oksidacije (17). Ogitno je, da v nasih poskusih tok,
povzrocen z napetostjo 4,5 V, ni povzroGil enakih sprememb kot tok
pri napetosti 1,5 V in da so se pri posamezni napetosti oksidirale le
dolo¢ene aminokisline v hipervariabilnih regijah protiteles iz razli¢nih
vzorcev. Repertoar prisotnin naravnih protiteles t.j. polireaktivnih
protiteles prisotnih v serumu zdravih posameznikov brez predhodne
imunizacije, je vsekakor dovolj raznolik, da to omogoca (18).

—a— Kp32 (4,5 V) Kp89 (4.5 V) —+— Kp32 (1,5 V) —=— Kp89 (1,5 V)
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Slika 3: Primerjava sprememb imunoreaktivnosti vzorcev krvo-
dajalcev oksidiranih pri 4,5 Vin 1,5 V.
Figure 3:  Comparison of immunoreactivity changes between healthy-

blood donors samples oxidized with 4,5V and 1,5 V.

Pri preverjanju sprememb v specifi¢nosti z metodo protito¢ne
imunoelektroforeze nismo dobili pozitivnega rezultata. Odsotnost
oborine pomeni, da oksidirane IgG frakcije, izolirane iz seruma
zdravih krvodajalcev, niso vsebovale protiteles, ki bi se vezala na
znotrajceli¢ne antigene. Glede tega se nasi rezultati razlikujejo s
porocilom Mclntyre in sodelavcev, ki so po oksidaciji IgG frakcije
zdravih ljudi s heminom odkrili tudi protitelesa proti jedrnim antigenom
(13). Ugotavljamo lahko, da vodi oksidacija protiteles do razli¢nih
rezultatov tako glede uporabljene napetosti (nasi rezultati: 4,5 V ali 1,5
V), kakor tudi glede uporablienega oksidacijskega sredstva (npr.
hemin).

Zaklju¢imo lahko, da naravna protitelesa niso enako dovzetna za
oksidacijo, kar posledicno pomeni tudi razlicno dovzetnost
posameznika za pojav avtoimunskih reakcij, ki ob prisotnosti Se
nekaterih drugih dejavnikov vodijo v razvoj avtoimunske bolezni.
Pogoji ob elektro-oksidaciji seveda niso enaki tistim in vivo, dejstvo pa
je, da se v telesu vsakodnevno odvijajo oksidacijski procesi. S tem se
ponovno odpira vprasanje o pomenu dodatnega vnosa
antioksidantov v telo, kar je lahko v pomoc¢ telesu lastnim
antioksidativnim mehanizmom, da ob nastanku oksidativhega stresa
preprecijo oksido-redukcijske pretvorbe naravnih protiteles v
avtoprotitelesa in s tem morebitni razvoj avtoimunskih bolezni pri
dovzetnejsih posameznikih.

5.Sklep

Z nasimi raziskavami smo potrdili, da elektro-oksidacija vodi tudi do
spremembe specificnosti protitelesa, kar je posledica strukturne
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spremembe v molekuli protitelesa, predvsem v hipervariabilnih
regijah. Pomembno je, da smo spremembo specifi¢nosti zaznali tudi
pri nizki napetosti (1,5 V). Sprememba specificnosti je odvisna tako
od napetosti in Casa oksidacije, kot tudi od same sestave protiteles
Ugotovili smo, da se pod vplivom elektricne napetosti spremeni
imunoreaktivnost v serumu prisotnih patogenih protiteles, vendar
klinicno pomembnih sprememb pri danih pogojih nismo dokazali.
Dokazali pa smo, da naravno prisotna protitelesa z oksidacijo
pridobijo sposobnost vezave z novimi, celo telesu lastnimi, antigeni,
oziroma pridobijo lastnosti patogenih avtoprotiteles.

6.Zahvala

Raziskave so bile opravljene v okviru raziskovalnega programa
Sistemske avtoimunske bolezni, ki ga sofinancira MZSS Republike
Slovenije (8t. P3-0314). Avtorja se zahvaljujeta dr. Tanji Kveder, dr.
Sasi Cuénik in Poloni Zigon za pomod pri delu.
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