Grundlagen der
Immunologie

17.-18. Vorlesung

Effektormechanismen der zellvermittelten
Immunitat (CMI):
Zytotoxizitat

Th1-zellvermittelte Makrophagenaktivierung -
Typ-1V-Uberempffindlichkeitsreaktion vom
verzogerten Typ (DTH)



Hauptaufgaben des Immunsystems

Erhalt der Integritat des Organismus

kanzerdse Zellen)

Veranderte oder fremde Strukturen mussen erkannt und von den
organismuseigenen gesunden Zellen auseinandergehalten werden.

|

Immunantwort (entweder eine aggressive
Antwort oder immunologische Toleranz)

ACHTUNG! Die Namen einiger Pathogene werden auf den nachsten Folien gezeigt. Sie
miissen diese nicht fir die Immunologieprifung lernen. Konzentrieren sie sich auf die
Mechanismen die prasentiert werden.



Was bedroht uns? I.

1. Bakterien

/N

Die Gram Farbung wird genutzt um
Bakterien aufgrund der chemischen
Eigenschaften der Zellwand auseinander
zu halten.

Gram-positiv Gram-negativ
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Nicht alle Bakterien verursachen
Krankheiten in gesunden Individuen mit
einem funktionierenden Immunsystem,
aber fast alle Bakterien konnen bei
immunsupprimierten Patienten pathogen
sein.

Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Streptococcus pneumoniae Salmonella enterica

Humanes Mikrobiom Projekt: Ca. 10.000 Bakterienspezies leben

im menschlischen Korper.[l] (etwa 1014 Bakterien, wahrend der

Korper aus 3,7x103 Zellen besteht.[2])



Was bedroht uns? Il.

2. Viren (Bestandteile: Einzel- oder Doppelstringige Nukleinsdurekette, AuRere Protein Hiille
die man Capsid nennt)

— DNA Viren (z.B. Herpes Viren, HPV)
— RNA Viren (e.g. Influenza Viren)

3. Fungi

— Etwa 1,5 millionen Fungusspezies leben auf der Erde, davon sind ca. 300 fir
Menschen pathogen.

— Schwere Pilzinfektionen finden sich hauptsachlich nur in immundefizienten
Patienten.3!

Pneumocystis jirovecii Zellen im
Sputum eines Patienten mit
AIDS.[4]




6.

Was bedroht uns? IlI.

Protozoen (einzellige eukaryotische Parasiten), z.B.:

— Plasmodium Spezies - Malarial®!
— Trichomonas

— Toxoplasma gondii

Mehrzellige Parasiten
In der entwickelten Welt untypisch.
Haben normalerweise komplexe
Lebenskreislaufe.
— Helminthen
— Arthropoden (e.g. Kratze, Pedikulose)

Prion

Infektioses Protein (PrP) mit abnormer Folding.
Verursacht verschiedene Arten von TSE.[8
(TSE: Transmissible spongiform encephalopathy)

— Vaginitis, Urethritis(®-]
-> Toxoplasmosel”"

Der begeillelte Trichomonas Vaginalis,
verursacher von Trichomoniasis, die
haufigste nicht-virale STD mit 248
Millionen Fallen pro Jahr weltweit.[?

&
Loa loa (,Augenwurm”) Infektion der
Konjunktiva. (Ca. 10 Millionen infizierte
Menschen leben in Afrika.[10])




Art des Pathogens

Antigenprasentation und
Verarbeitung

Antwort

Extrazellular

Intrazellulare Pathogene 16sen
zellulare Immunantwort aus:

Mykobakterium tuberculosis
Mykobakterium leprae
Salmonella typhimurium
Listeria spp.

Yersinia pestis

Legionella pneumophila
Leishmania spp.
Histoplasma

Trypanosoma

Viren
Chlamydia
Listeria
Protozonen

Intravesikular
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In sauren Vesikeln
Peptidbindung:
MHC I

Prasentation:
Fiir CD4+ T Zellen

Abbau:

Toten des Pathogens in
Vesikeln

In sauren Vesikeln
Peptidbindung:

MHC I
Prasentation :

Flr CD4+ T Zellen  Aktivierung durch Th1l Zellen

Abbau:

Toten der infizierten Zelle
Im Zytoplasma

Peptidbindung :
MHC]|,

MHC I

Prasentation :
Fiir CD8+ T Zellen,
Fiir CD4+ T Zellen

Antikorperproduktio
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Antigenprasentation
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Humorale Antwort gegen externen Pathogenen
(z.B. Viren, Bakterien, Parasiten)
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Opsonisierung,
. Phagozytose via
x( —— Fc Rezeptoren
} Antikorper

3 Phagozytose
Beeinflusstvon T t-@ via Komplement

Helferzellen Rezeptoren
—V @ | Entziindung '

“ Direkte Lyse

IL-17, * Entziindun
TNFa, etc.| TS

A

Komplement Aktivierung

Bakterien CD4+ Th

;-V"a!i (_’ylmy - 3>

Antlgen- i . X< Antikorper-
prisentation Zytokine > §< | produktion

Aktivierung von
Makrophagen,
Phagozytose 1




Zellvermittelte Immunantwort (CMlI)

Zytotoxizitat

Th1-vermittelte
Makrophagenaktivierung

Effektorzellen sind mit direkter
zytotoxischer Tatigkeit versehen:

- CTL (CD8+ Tc),

- v0 T- Zellen

- NK- Zellen, NK-T-Zellen
- Makrophagen

Effektorzellen produzieren Zytokine:
- Th1- Zellen: IL-2, INFy, GM-CSF
- Makrophagen: IL-12

zytosolische Antigene in den Zielzellen:

Antigene in Phagolysosomen der

- Intrazellulare Viren und Bakterien

- Allogene Zellen - mit kleinen
Histokompatibilitatsantigenen

- Tumorzellen
- chemisch geanderte Zellen
- Protozoen: Toxoplasma

infizierten Makrophagen:

- intrazellulare Bakterien, Pilze,
Parasiten, Viren

- Kontaktantigene - Haptene
(Metallionen, kleiner Molekul-komplex
mit Hautproteinen)

- Pneumocystis carinii




Zytotoxizitat

CD8+ T-Zellen



Antigenerkennung der T Zellen

\\ gy MHC Restriktion:

\ T Zellen erkennen nur Antigene die
| TH via MHC Molekilen prasentiert
/ | | werden.
// = * Th Zellen - nur via MHCII
TCR | * Tc Zellen - nur via MHCI
CDS8 ‘CD4
: i . ' Exogenes ‘
/ MHCI / MHCII "\, Antigen
| {r.:doge-nés / \)(
, Antigen ) Exogen: Kommt Yon aulerhalb der
~—— \ Zelle (z.B. Bakterienkomponenten)
N\ APC ] APC / Endogen: Kommt aus dem Zytoplasma
A > \ der Zelle(z.B. virale Proteine die in
~a =

infizierten Zellen synthetisiert werden)



CD8+ Zytotoxische T- Lymphozyten: CTL

Cross-reacts

/’\

A N HLA-A1+
, Kreuzreaktion CTL

Peptide von
allogenen Zellen

H-2%
class I MHC

HLA-ABC HLA-A3+
IFUSIanZGF’[ allogene Zellen
elgene Zellen \

Aktivierte zytotoxische T-Zellen(Tc) = Effektor-CTL
TcRaf, CD8+ T-Zellen
MHC-I-beschrankte antigenspezifische Erkennung



Die Entstehung der Effektor CD8+ T-Zellen: CTL
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Proliferation - - +
Effector cytotoxic - - +
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Zur Aktivierung des Gedachtnis-CTL ist die Hilfe der
Th1-Zellen nicht mehr notig

Gedachtnis-CTL: autokrine IL-2-
Produktion

Virusinfected
dendritic cell

Naive CTL: Th1 sichert IL-2

Virus-infected
dendritic cell




Immunantwort gegen Viren

ANGEBOREN ADAPTIV
Type |

@
Interferone B \

Antik6rper

Verhindern der
Infektion anderer
% Zellen

Neutralisierung

Antivirale
Abwehr

Totet bereits
infizierte Zellen

NK Zelle Infizierte  Zelltod CD8+ Infizierte Zelltod
Zelle CTL Zelle
(fehlen von MHC |, virale (virale Antigen durch
Peptide auf der MHC | prasentiert)

Oberflachel?6-])



Adaptive Antwort gegen Viren

Infizierte
Zelle

IFNa, IFNB

Schutz der

Nachbarzellen

IL-4, IL-5, IL-6, |
CD8+ Gedichtnis T IL-10, TGFB
Zelle | .
Yo :
i Plasmazelle Gedichtnis B
Toten infizierter CD4+ e ;leems
Zellen Gedichtnis T Antikorperproduktion

Zelle



Typ | (,,natirliche”) Interferonel?”

Antiviraler Schutz nahegelegener
uninfizierter Zellen (z.B. Degradation der
RNA, reduzieren der Proteinsynthese,usw.)

Apoptose nahegelegener infizierter
Zellen

IFNa, IFNB <
Q Aktivierung der Immunzellen



Apoptosis



Stadien der CTL-vermittelten Totung von

Zielzellen:
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. Antigenerkennung (MHC-I| + Peptid auf Zielzelle)
Verknupfung des CTLs mit der Zielzelle
CTL zytoplasmatische Rearrangierung
Entleerung der intrazellularen Granulen von CTL
Zielzelle-Apoptose

CTL-Ablosung von der getoteten Zielzelle




Zytotoxische T-Zellen kdnnen in den Zielzellen
einen programmierten Zelltod herbeifihren

GRANULE EXOCYTOSIS
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Caspase cascades

Apoptosis

Losliche zytotoxische Effektorproteine: Perforin und Granzyme
Membrangebundene Effektorproteine: Fas-Ligand (FAS-L)



Sekretorischer Mechanismus der Zytolyse

APOPTOSIS
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Extrinsic Apoptosiswege

TNF-family death receptors

TNF TRAIL TRAIL

Roviics
"

TNFR TRAIL-RI

gt ‘ FADD FADD
TRADD
c-lAP n  Unknown adaptor
Inhibits TNF- Recruits and permits Recruits ind permits . recruits and permits
induced apoptoss caspase-8 transactivatio caspase-8 fransactivation capase-8 transactivation
/= Death effector domuin
Death domain
TNF Tumor necrosis ictor

TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
TRADD TNF-receptorassocated death domain
FADD Fas-associated death domain

TRAF  TNFR-assocated factor

AP Inhibitor of apoptosis protein

Active

Apoptosis - caspase-8

tetramer




Caspase Activated Deoxyribonuclease (CAD)

Binding of FasL causes ctivated caspase 3 cleaves

Fas ligand (FasL) binds to | | a conformational change in | | The adaptor proteins recruit tc AD u:?,:“mm? :' CAD
Fas. Both are present at cell| |Fas, which then binds death| | and activate caspase 8, which is released to enter
surfaces as homotrimers. domain- containing which cleaves caspase 3 | |0 nicleus and cleave DNA

adaptor proteins

= =

' active caspase 3
CAD ‘ m%
Fiaure 6-24 Immunobioloav. 6/e.(© Garland Science 2005)

When activated by caspase-3, CAD is responsible for cleaving DNA into the |
characteristic ~200 bp fragments of apoptotic cells.




Zytotoxizitat

NK-Zellen



Naturliche Killerzellen (NK-Zellen)

Entwickeln sich im Knochenmark von der
gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle

10-15% der Lymphozyten = LGL-Zellen

large granular lymphocytes = grof3e granulare
Lymphozyten

TcR- CD3-, CD4-, CD8+/-, CD2+,
CD16+ (FcyRIll) CD56+,
Aktivierbar mit Zytokinen (INFo und B, 1L-12)

Sie sezernieren Zytokine: INFy 2
Immunregulierung (Th1)

Ohne vorherige Immunisierung oder Aktivierung
konnen infizierte oder einige Tumorzellen toten.

Derselbe Totungsmechanismus wie bei den
CTL

Funktion: friihe Antwort gegen
Infektion durch bestimmte
intrazellulare Viren, Bakterien
und Tumorzellen



NK-Zell-Rezeptoren:

killerhemmende Rezeptoren (KIR): erkennen eigene MHC-I Molekile
auf normalen Zellen

KIR-Ligand — HLA-A, B, C

NKG2-Ligand — HLA-E

Aktivierungsrezeptoren (KAR): erkennen veranderte Glycosylierung
auf virusinfizerten - oder Tumorzellen-Oberflachen




Das entgegengesetzte Signalmodell der NK-
Zellenaktivierung

KIR and/or
CD94/NKG2

(a)
Class ]| MHC

Keine
Totung
Gesunde Zelle NK-Zelle
KIR and/or
®) CD94/NKG2
—— Totung

NK-Zelle

Virusinfizerte
Zelle

Signale der inhibitorischen
NK-Rezeptoren (KIR) unterdriicken
die Totungsaktivitat der NK-Zellen

Veranderte oder fehlende MHC-I
Molekiile konnen kein negatives
Signal ausldsen, die NK-Zelle

wird durch Signale von aktivierenden
Rezeptoren (KAR) stimuliert

- schittet den Inhalt ihrer
Granula aus > Apoptose



ADCC: IgG-vermittelte Antikorper-abhangige
zellulare Zytotoxizitat

Antibody binds antigens on the Fc receptors on NK cells Cross-linking of Fc receptors signals
surface of target cells recognize bound antibody the NK cell to kill the target cell | |  Target cell dies by apoptosis

E P =

Fc-Rezeptoren der Killerzellen binden an die IgG-opsonisierte Zielzellen,

—>Mediatoren sind aus den Granulen der NK-Zellen freigesetzt, die die
Zielzelle abtoten.



Zielzelle

cross-reacting

"self"epitopes

Dieselben loslichen zytotoxischen Effektorproteine wie bei den CTL
-> Perforin und Granzyme



Zytotoxizitat

vo T- Zellen



vo T- Zellen

1-5 % der T- Zellen im Blut und lymphytischen Organe,

Bis zu 50% in epithelreichen Geweben, Korperoberflachen

intraepidermale Lymphozyten: CD4- und CD8-
intraepitheliale Lymphozyten: CD8+

werden beim embryonalen Leben produziert
keine Rezirkulation,

geringe TcR - Diversitat > Gewebespezialisierung zur Erkenneung
bestimmter Antigene

Antigen Erkennung: - MHC-unabhangig, aber antigenspezifisch

Funktionen: , immunologische Uberwachung der Kérperoberflachen”

- Beseitigung beschadigter Zellen und Krankheitserreger -
Zytotoxizitat

- Immunregulation durch Zytokinproduktion




vo T- Zellen

VW TCRligand | Rae-1
£ TcRvs L Nka2D
KC Stressed KC

Inhibition of neutrophils/
inflammation

Enhancement of NK and «f3
T-cell immunosurveillence

granzymes

Antigene, welche konstitutiv auf
korpereigenen Zellen und auf
mikrobiellen Erregern
nachgewiesen werden konnen:

* Phospho-Liganden,

* Virusproteine,

 Hitzeschockproteine an der
Zelloberflache

* Induzierte Antigene:

* nicht-klassische MHC-Klasse-Ib-
Moleklle (MICA, MICB)



Zytotoxizitat

NK-T-Zellen



NK-T-Zellen

NK1a

TcR/CD3+
cDg*
T cell NKR-P1A+
CD56+
\

CD1d-Restriktion

MHC MHC
class | class Il

Antigen-presenting cell

TcR: invariable T-Zell-Rezeptor-a-Kette
Antigen: CD1d + a-Galactosylceramid




0 ¥ Giycolipid antigen
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Nature Reviews | Immunology




NK-T-Zellen

Bridge

Innate immune system (NKT cells) Acquired immune system
IL-1, IL-6, TNF-c _
L 21L-12R IL-4 und IFNYy freisetzung
\ ey | |12 2 oy
\ CD80 v
CD86 g CD28
’ T -
- - IFN-y
TLg Y
2 NF-xB 'V, 14/V..24 CD4 T,,1 cell induction
: MR AL H
Ba-cTeria % W ' 3) =S
products : —
DG Suboptimal activation!
by self ligand
w NKT cell CD8 T cell activation
” (3
NK cell activation L IFN-Y} i :
Mo activation Direkt Zytotoxizitat - Regulatorische
Funktion

Perforin+

Granzyme+



Th1-Zell vermittelte zellulare Immunantwort

Typ-1V-Uberempfindlichkeitsreaktion

Hypersensibilitatsreaktion vom verzogerten Typ-
IV (DTH)



Intrazellulare Bakterien

Einige Bakterien leben in infizierten Zellen und
weichen den humoralen Komponenten der
Immunantwort aus. (z.B. Komplement, Antikorper)

|

Die Thl-induzierte zellulare Immunitat kann
sie bekampfenl17. 18]
Problem: Einige |Z-Bakterien konnen sogar in i
Phagozyten uberleben.[1°] Sie verwenden |
verschiedene Strategien um in diesen Zellen zu
Uberleben (mehr dazu in Mikrobiologie):
*  “Flucht” aus Vesikeln in das Zytoplasma
(z.B. Shigella, Listeria, Francisella)!20 21.]
* Hemmung der Phagolysosomreifung
(e.g. Mycobacterium, Legionella)[?2]
« Uberleben im Phagolysosom
(e.g. Coxiella burnetii, Yersinia)!23]
Diese Bakterien konnen eine chronische zellulare
Antwort induzieren die auch naheliegende Gewebe
beschadigen (siehe: Typ [IV. Hypersensitivitats-
reaktion, z.B. im Fall der Tuberkulose)

’ e, - Yy ""_' 2 >
“i , : l
Francisella tularensis Bakterien in
einer Maus Makrophage. Einige
Zellen konnen in den Vesikeln,

andere im Zytoplasma. (Scanning
Elektronenmikroskopie)



Immunantwort gegen intravesikularen Bakterien

Bakterien in Vesikeln oder Detektion 1Z Bakterien durch PRRs
dem Zytoplasma 1,

= Produktion von IL-12
+ ll

CD4+ Thl

Antigenprasentation fir CD4+ T
Helferzellen

|

Produktion von IFNy

|

Aktivierung der Makrophagen
TCR \l,

"
o e

Toten der
infizierten Zelle

Aktivierte
Makrophage

MHCII TCR

Toten der CD8+ CTL

Bakterien in
Phagolysosomen

Lebensfihige
g Bakterienim
V] Zytoplasma

‘ Toten der infizierten Zelle durch
CTL und NK Zellen




Intravesikulare Pathogene und Kontakt-Antigene

Intrazellulare Bakterien Intrazellulidre Viren
Mpycobacterium tuberculosis Herpes simplex virus
Mycobacterium leprae Pocken
Listeria monocytogenes Masern
Brucella abortus Kontaktantigene

Intrazellulare Fungi Picrylchloride
Pneumocystis carinii Haarfarbstoffe
chttd:th: albicans Nickelsalze
Histoplasma capsulatum - dehvd
2 : ormalde
Cryptococcus neoformans Y

Gift-Efeu

Intrazellulare Parasiten
Letshmanta sp. Gift-Eiche




Phasen der Typ-IV Hypersensibilitatsreaktion

e Sensibilisierungsphase: dauert 1-2 Wochen nach dem
Primarkontakt mit dem Antigen.

APC (meistens Makrophagen oder Langerhans-Zellen) produzieren
IL-12, um Th-Zellen zu induzieren.

e Aktivierungsphase: Th1-Aktivierung, Proliferation, manchmal CD8+
CTL-Aktivierung.

o Effektorphase: der sekundare Antigenkontakt verursacht Thil-
Gedachtniszell-Aktivierung, die Zytokine sezernieren (24h), und die
dann Makrophagen aktivieren (Spitze in 48-72 Stunden).

Nur 5% der Leukozyten sind T-Zellen, 95% sind unspezifisch.




1. und 2. Phase der Reaktion vom
verzogerten Typ (DTH)

1. Sensibilisierung 2. Aktivierung —

Intracellular
bacteria

eo®
Antigen-presenting cells: Tty cells:
Macrophages Ty 1 cells (generally)
Langerhans cells CD8* cells (occasionally)




Nach dem zweiten Antigenkontakt
3. Effektorphase

Sezernierte
INFy

Class I1 MHC

Membrane \
TNE-B TNF receptor
Ruhender
Sensibilisiert _ ; ;
e za 1 Makrophag Aktivierter Makrophag

Wirkungen der Makrophagenaktivierung:
T Class I MHC molecules
T TNF receptors

T Oxygen radicals

T Nitric oxide

Th1-Produkte:
Cytokines:  IFN-y, TNF-f3, IL-2,
IL-3, GM-CSF
Chemokines: IL-8, MCAF, MIF




Figure 10.34

/Zytokine von Thl-Zellen

Antigen wird durch Gewebemakrophagen

prozessiert und stimuliert Th1-Zellen

) 4 v N4
chemokines cytokines cytotoxins
] 1

Mobilisieren
Makrophagen
zum Bereich
des Antigens

S f——"
| TNF-cand TNF-B

Induziert Expression Lokale Gewebe-
von vaskularen zerstorung
Adhasionsmolekilen; Expression von
aktiviert Makrophagen; vaskularen

Stimulieren
Erzeugung

von Monozyten
durch

verstarkt Freisetzung von Adhisionsmolekiilen d Knochenmark-

Entziindungsmediatoren

stammzellen



Aktivierungsphasen der Makrophagen

Ruhend

Phagozytosis

Chemotaxis

Proliferation

keine Zytotoxizitat

MHC Il -,

niedrige O, freie Radikale

Aktiviert

Antigenprasentation

verminderte Prolif.

MHC I+, hohe O,
freie Radikale

Hyperaktiviert

Tumorzelle und
Parasitentotung

Tumorzellbindung

keine Proliferation
keine APC
MHCII -, hohe O,

TNF, Sekretion
der zytotoxischen

Proteasen



4. Phase der Hypersensibilitatsreaktion vom verzogerten
Typ (Typ IV = DTH)

Granulomatosus Reaktion: wenn Struktur eines Granuloms
intravesikulare Krankheitserreger in den
Zellen Uberleben (persistieren), |0sen eine

verlangerte DTH-Antwort aus — chronische i

Infe ktion /\@\A Unreifer
T-Zellproliferation @ @ / akrophage
i 1l /| i
- die ununterbrochene aldiyiert TH1-Ze'l'e“ M’Zkktr'vfﬁa‘z/
0%47

Makrophagenaktivierung durch

kontinuarliches Zytokin- und Ve
Wachstumfaktorproduktion fuhrt zur
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Entstehung der Kontaktdermatitis, Ekzem —
Typ IV der Hypersensibilitatsreaktion
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I T Zellen mit V33 TCR (ca. 2% aller T Zellen)

Einige Pathogene (wie Staphylococcus aureus) produzieren Toxine (Superantigene) die viele
T Zellen Uber einen nicht-spezigifischen Weg aktivieren konnen (evtl. bis zu 20% aller T
Zellen gleichzeitigl>]). Diese Zellen produzieren inflammatorische Zytokine in grofRen

Mengen die zu einem Kreislaufschock fiihren. (Toxic shock syndromel1é-)



