Grundlagen der Immunologie

7-8. Vorlesung

- Genetik der Immunglobuline, Organisation und
Exprimierung der Antigenrezeptorgene

- Zentrale B-Zell-Differenzierungsprozesse
- Die zentrale (thymische) T-Zell-Entwicklung.



Antikorper — B-Zell-Repertoire: 1011
Fa

Tonegawa (Nobelpreis:1987)

Bei der B-Zellreifung werden die somatischen Immunglobulingene umgeordnet
und fuhren somatische Hypermutation durch.

Im Verhaltnis zum grof3en Repertoire werden relativ wenige Ig-V Gene vererbt.



Ziel der Lymphozytenreifung

- Exprimierung von Antigenrezeptoren mit unterschiedlicher
Spezifitat

- Herausbildung des B- und T-Zell-Repertoires = Anzahl der
Antigenerkennungsmolekile: 109-10"" BcR, 107°-1016 TcR;

~<Lymphozytenbildung = Handschuhfabrik” — Jan Klein.

Das Immunsystem produziert viele verschiedene
Antigenrezeptor-Molekule im voraus, dann ,wahlt” das
Antigen den entsprechenden Rezeptor aus. Deshalb ist das
Immunsystem auf alle moglichen Antigene vorbereitet.

Der genetische Hintergrund der B- und T-Zell-
Rezeptorproduktion ist die Umordnung der Immunglobulin-
und T-Zell-Rezeptorgene in den Vorlauferzellen.



B-Zell-Antigenrezeptor (B¢cR) =
Zelloberflachen-lg

Anltigenbinciungsstellen

CD21
(C3dR)

Zelloberflachen-lg = Membran-lgM und -IlgD
CD19

B-Zelle

Jede einzelne B-Zelle kann ausschliel3lich Antikorper
(BCR) einer einzigen Spezifitat synthetisieren.




Die Antigenbindungsstellen der Immunglobuline
enthalten die hypervariablen (CDR) Regionen

@© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology Se www.studentconsult.com|

V = Fab

Lo

Schwere Kette V- Region

Variabilitiat

0 20 40 60 80 100 120
Aminosaure
C W B ]

FR1  FR2
HV1 Hv2 HV3

Variabilitiat

Leichte Kette V- Region

0I2|U 4ID E:DIBID 1{I][]I120

Aminosiure I

[ W N ]
FR1 FR2 FR3  FR4
HVi HV2  HV3

Fig 3.6 © 2001 Garland Science




Domanen der schweren und leichten Ig-Ketten

V= variable | | D= diversity | | J=joining
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- Sowohl die variablen (V) als auch die konstanten (C ) Domanen
(Abschnitte) der schweren und leichten Polypeptidketten werden durch
verschiedene Genabschnitte kodiert.

- Die Gene der schweren- und leichten Polypeptidketten sind auf
unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert.




Genenorganisation des Lokus fur die
schwere und leichte Immunglobulinkette
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Die Keimbahn-DNA - die Immunglubulingene werden in einem
nicht-rekombinierten Zustand vererbt




Die Keimbahn-DNA: Anzahl von V-D-J-
Gensegmenten

V- Segment: 45
D- Segment: 23

schwere Kette Lokus [chromosome 14)|

(n = ~45)

LVy!l LVuyn Dy (n=23) J - Segment: 6
C - Segment (8):
Cu, Co, Cy1-4,
Ca, Cs¢
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Die Keimbahn-DNA wird durch somatische Rekombination umgelagert
= Rearrangement




Ablauf der

Keimbahn-DNA
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Molekularer Mechanismus der
Genumlagerung

1. Schlaufenbildung
2. Spaltung der DNA - Deletion
3. Ligation der freien DNA-Enden

Beteiligte Enzyme:
- VDJ-Rekombinase: RAG1 und -2

- Heteromerer Proteinkomplex: DNA-Ligase, DNA-PK, Artemis-
Proteine

- Terminale Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT): >

N-Nukleotide-Einbau — zufallig eingefugte Nukleinsauren



Die 12/23-Paar-Regel zur Rekombination der

Gensegmente:
A) Orientation of V(D)J gene segments and recombination signal sequences
‘lllrL \..I
=L oty _,_,-'—"'"_FF'_FFF K
K| 5 TGTTITTGG 7/ COAAAAACA GTGACAC 3
12 bp / ‘“m\,,x_\ 23 bp
heptdrner nonamer nonamer heptamer
Recombination signal sequences Palindrome Nukleotide
Vi Spacer Ji
A| 5 B B <9 -
/ 23 / w 12

H| 5 '},?3[9/\/ /4 f"'é']ws
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Rekombinations-Signal-Sequenz (RSS):

ist aus einem konservierten Heptamer und Nonamer zusammengesetzt,
welche durch einen nicht-konservierten Abstandshalter (Spacer) von entweder
12 oder 23 Basenpaaren getrennt werden.

Dieser Abstand entspricht einer (12) bzw. zweier (23) Drehungen der DNA-Helix.



Schwere-Kette-Genumlagerung in drei Pro-B-

Zellen
ViV2 Vn
SN GI**D*I]H
S omalio ranoraiaallan (V-D-J joining), addition of
N and P nucleotides, transcription and RNA processing
in three B cell clones

MRNA AR |:+3'J5 [ D22
in drei
Lymphozyten

MN/P nucleotides MN/P nucleotides N/P nucleotides
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zufallige Umlagerung » Diversitat




T-Zell-Rezeptor

Peptid-
bindungsstelle

T-Zell-Typen:
1. affp TcR+
2. v0 TcR+

signéling

Figure 6-9 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)




Domanen der TcR af-Ketten
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TcR-Gene — Keimbahn-DNA

Human TCR [} chain locus (620 kb; chromosome ?}|

(n = ~50) N\ /
L Vgl L Vgn  Dgal Jp , Cpl /Dp2 Jpe Cp2
s H .-
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—— :
& enh
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TcR-Genumlagerung |

TcR-B-Ketten-Gen

I — - N -

Variable (V) Segmente pjversitits- Joining (J) Konstante (C)
segmente (D) Segmente Segmente
RAG-1, RAG-2

momplett umgelagertes Gen

TCR-B-Protein




TcR-Genumlagerung Il

TcR-a-Kette

Variable (V) Segmente Joining (J) Konstante (C)
Segmente Segmente

1. B/yUmlagerung
2. a/d Umlagerung l

I komplett umgelagertes Gen

TCR-a-Protein




TcR-Diversitat

Tabelle 23. Faktoren, die an der Entstehung der TCR-Diversitit beteiligt sind

_TCRop TCRYd
o B Y | d
| V—Gensegmeirzrcjr FULOGIEDS 25 A | 10
_Q-Genggyzente 7 0 S o) il 2
Offene Leseraster 0 viele 0 viele
N-Region-Diversitdit V-] V-D V-] V-D1
D-J DI1-D2
| bomind . ; e 4 izl
J- Gensegmentq e 50 12 gacdmit{oil] 2
Kombinatorische
Diversitdt der
~ V-Region A% 7 2500 " 70
Volistindiges
Repertoire 107 10"

In: Gergely-Erdei: Immunbiologie in Bildern



Die Herausbildung der Diversitat

« Zahl der V- D- und J-Segmente und ihre freie
Rekombination

 TdT (Terminale Deoxynucleotidyl-Transferase).
* Freie Verknupfung der Untereinheiten

(IgH / IgL, TcR a./ B bzw. v/ d).



Allgemeine Eigenschaften der
Lymphozytendifferenzierung



A single progenitor cell gives rise to
a large number of lymphocytes, each
with a different specificity

O
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Removal of potentlally self-reactive
immature lymphocytes by clonal deletion
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Selektion
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Figure 1-14 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Bone marrow

©

pluripotent hematopoietic stem cell

Alle Blutzellen stammen von den
multipotenten hamatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks

S
N

a

Bone marrow

O

©)

,©  ©

Zentrale Lymphozytenentwicklung
Antigen-unabhangig

©

- ,Multipotent”= nicht linienbestimmt
- selbsterneuerungsfahig

- teilt sich regelmaRig

Figure 1-3 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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Allgemeine Eigenschaften der
Lymphozytendifferenzierung

. Proliferation

. Rezeptor-Genumordnung, Exprimierung von
funktionellen Antigenrezeptoren (Antikorpern) auf
der Zelloberflache

. Wanderung (Migration) — Knochenmarksstroma
(Adhasion, Chemokinproduktion)

. Selektion der potenziellen autoreaktiven Zellen
. Apoptose



Lymphatische Verpflichtung -
Transkriptionsfaktoren

Pro-T
‘Notch1
PU1
— O
HSC > w Monocyte
. Uy T e - >
GM-CSFRY B
Pu.l,E2A Pax5? ,
EBF Paxs
| p— _ — —>
B D-JH V-D-JH

Earlypro-B Latepro-B Beell

von: Transdifferentiation and regenerative medicine (Prof. Dr. Péter Balogh, Dr. Péter
Engelmann (2011); University of Pécs)



Stadien der Lymphozytenreifung

Lymphorgane

Wanderung in die peripheren
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Die B-Zell-Entwicklung

1. Zentrale: Antigen-unabhangig - im
Knochenmark

2. Peripherie: von Antigen reguliert - in
sekundaren lymphatischen Geweben



Knochenmark

Stromazellen

Stromazellen:
- nicht-lymphoid

- haben Fortsatze

- exprimieren Adhasionsmolekule
(CD44, VCAM-1)

- produzieren Zytokine (IL-7, IL-3,
SCF)

-produzieren Modifikatoren (Wnt-
Faktoren, IL-4, extrazellulare
Matrixkomponenten)

-produzieren Chemokine
(SDF1/CXCR4-Ligand)

-Selektion



Knochenmark-Stromazelle

IL-7-Rezeptor IL-7

‘ CAMs g
Kit IL-7
SCF
Stromazelle im
Knochenmark

prh,

Die Entwicklung von Stammzellen zu reifen B-Zellen kann auf Grund von
phanotypischen und genetischen Merkmalen in funktionell unterschiedliche
Stadien eingeteilt werden.



Knochenmark I: Stammazelle > “grofRe pra-B-Zelle”

e
O

L™
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Zelloberflichen- Kei Kei Kei u—Kette

Ig e cimne cme Zelloberflichen-pri-BcR:

| Tdt, RAG+ p + Ersatz-Leichte-Ketten:

Fia 7.5 part 1 of 2 © 2001 Garland Science

c-kit, CD43, CD45 CD34, CD19, CD10, CD20

Zelloberflachen-
molekiile

AS, V-priB

CD22, CD25




Knochenmark ll: “kleine pra-B-Zelle” > “reife B-Zelle”

Kleine Unreife q
| Reife B-Zelle
_ pra-B-Zelle | | B-Zelle
Igvi gD IgM
o
N LN LN
H-Ketten- Umgelagerte Umgelagerte Umgelagerte
Gene VDJ VDJ VDJ
L-Ketten- Umlagerung Umgelagerte Umgelagerte
Gene V] \"2 )
|
‘ Zelloberflichen-
Zelloberflachen- | Intrazellulare | Zelloberflachen- IgM und -IgD
Ig n Kette IgM (alternative
‘ ‘ Spleifien)

Fig 7.5 part 2 of 2 © 2001 Garland Science

Zelloberflachen-
molekiile

CD19,CD20

CD25

MHC-II, CD21, CD40




Ordnung der Ig-Genrearrangierung

SCHWERE KETTE

(' D—J Relombination )

L2

(' V- DJRkombination )

Allelische Exklusion: —. |

Produktiv bezeichnete (' VDJ-u3 Tanskiption )

Umlagerung verhindert {} Pri-BCR LEICHTE KETE

die VDJ-.Rekomblnatlon (" wund s Tandaton —®— v_» JRelombhation )
des zweiten schwere-Ketten-Allels { }

VJ« (oder VJ-1)
Transkription

(" migM und migd  )———( « (eder’) Transation )

LV

( sezemierte sigM )

Isotyp-Exklusion:

(thwelnxvecéhscellzlél IgG,) produktive Umlagerung der K-Allele
e verhindert die VJ-Rekombination

der A-Gene

Jede lymphoide Zelle besitzt nur eine einzige Rezeptorspezifitat.



Selektionsprozesse im Knochenmark
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Stage of
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wor k¥ or L mRNA form Cy and Cg mRNA

Cytoplasmic u and yembrane IgM (u + Membrane
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Surface + i B226/e IgM'o hi
markers CD34 881& CD43+ CD43 Ig
Anatomic -
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E’egﬁgn:ﬁ None None None (deletion), receptor (proliferation and
9 editing differentiation)
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Selektionsprozesse im Knochenmark

_ unreife B-Zelle (Knochenmark)
« ichtquervernetzendes keine Reaktion
multivalentes I6sliches o
% : A o korpereigenes Molekl gegen korpereigene
korpereigenes Molekdl | | korpereigenes Molekiil mit niedriger Affinitat Determinanten
|
- Yie A X/
oM ‘ IgM ‘ . igM IgM
=% R Z V% < _Z

klonale Deletion oder
Rezeptor-Editing

Wanderung zur Peripherie

Wanderung zur Peripherie

Wanderung zur Peripherie

g R R e -
N \ B NF
g Ig0 IgM IgD IgM
Apoptose anergische B-Zelle reife B-Zolle reife B-Zelle

(klonal ignorant)




,Receptor editing”

korpereigenes Antigen fest an IgM gebunden

= 2%

B-Zell-Emwlcklung gestoppt, fortgesetzte
Umordnung der L-Kette: wenig

IgM auf der Zelloberfiache

1) )
= o

= =
DA
eine neue Rezeptorspezifitat wird exprimiert

J T

v
3 = eine neue Rezeptorspezifitat wird exprimiert

J = } = L

: reaglert der neue
4. Rmﬁmh Rezeptor nicht mehr
Detenninanten‘ umer. Determimmen,
llegt die B-Zelle wandert die unreife

B-Zelle zur Peripherie
E und reift dort heran

|l




Ontogenetische Differenz von peripheren
B-Zellklassen

* Konventionelle follikulare B-Zellen (B2): (IgM+/IgD++, CD21+,
CD23++, Rezirkulation)

- B-1 B-Zellen: Selbsterneuerung, niedrige Affinitat
Autoantikorperproduktion, Ansiedlung im Brust- und Bauchbereich,
relatives Gewicht bei Neugeborenen (und in B-CLL); (CD5+, CD43+,
IgM++/IgD+) B

/7/

 Marginale-Zonen-B-Zellen:
ahnlich dem B1-Zellen-Ig-
Phenotyp, Differenzierung in
der Milz, keine Migration

(IgM++/IgD+, CD21++,
CD23+/-




Eigenschaften der B1- und B2-Zellen

zum ersten Mal produziert Fetus nach der Geburt
N-Bereiche in VDJ-Verbindungen wenige zahlreiche
Repertoire des V-Bereichs eingeschrankt vielfaltig

primare Lokalisation Koérperhohlen (peritoneal, pleural) sekundare lymphatische Organe
Art der Emeuerung selbsterneuernd ersetzt aus dem Knochenmark
Isr‘r:?#t:ig?obulinprodumion e schwach
sezermierte Isotypen IgM >> IgG IgG > IgM
Esﬁ:(;?hr;l::gtantigen ja UioE Uisinden
Reaktion auf Proteinantigen unter Umsténden ja

Hilfe von T-Zellen erforderlich nein ja

somatische Hypermutation niedrig bis Uberhaupt nicht stark
Gedachtnisentwickiung Wenig bis tiberhaupt nicht ja




Die zentrale (thymische) T-Zell-
Entwicklung



Zwei verschiedene T-Zell-Linien mit
unterschiedlichen Rezeptortypen (TcR)

T-Lymphozyten mit

off TcR
CD4+ ; CD8+
Helfer- e zytotoxische
T-Zellen T-Zellen

CDS8

MHCI
CD45

T-Lymphozyten mit
vd TCcR

- CD4-CD8- zytotoxische
T-Zellen

Intraepitheliale — mit
geringer TcR-Diversitat

Lymphatische Organe -
stark diversifizierte
Rezeptoren
Regulatorische
Zytokinproduktion



Zahl der T-Zellgruppen wahrend der
Entwicklung des Individuums

CD3" Zelle %

100 —

Y0 " Thymozyten

|

i

| l I | //

i

off Thymozyten

0
14

-

15

I

16 17 18 19 Geburt
Tage der Schwangerschaft

Erwachse

Ganzes Repertoire:
TCR o, B: 107
TCR y, 8: 107

ne




Struktur des Thymus

Kapsel: » kortikale
Trabekel * Epithelzellen
rabekel :
: Ursprung: Thymus
) _Kortex | g (, prung: Thymus)
subkapsulares Thymozyten
Epithel N eaA W@ — (Ursprung:
|| | SRS 0”1 7 1.‘.:7: *‘FL:' & Knochenmark)
kortikomedullare ?.M‘E-ff%‘s— _ ARy .
vy . medullare
Grenze ' : Epithelzellen
Junction (Ursprung: Thymus)
Tk dendritische Zeller
|| Medulla - (Ursprung:
Hassallsche Knochenmark)
Korperchen Makrophagen
(Ursprung:
Knochenmark)

© 2000 Garland Publishing/Flaevier Sclence



Funktion der Stromazellen

Kortikale Epithelzellen:

- chemotaktische Signale fur hamatopoetische Vorlauferzellen zu
bilden

- Uberlebens und Differenzierungssignalen zu bilden
- Sie prasentieren Selbst-Antigenen zur positiven Selektion

Medullare Epithelzellen, Dendritische Zellen und Makrophagen:
- Sie prasentieren Selbst-Antigenen zur negative Selektion
- Sie beseitigen die bei der Apoptose entstandenen Zellfragmente




Thymozyten-Subpopulationen

Thymozyten:

doppelt-negative
DN: 2-5 %

doppelt-positive
DP: 75-80%

einfach-positive
CD4 SP: 10-15%
CD8 SP: 5-8%

Figure 5.14

subkapsulare
Region

Kortex

kortiko-
medullare
Grenze

88 530 oop

unreife CD3-CD4-CD8-
doppelt- negat|ve Thymozyten

4
o

unreife CD3+CD4+CD8+
doppelt-positive Thymozyten §

STROMA

kortikale
Epithelzelle
positive Selektion

o e — s

dendritische Zelle
negative Selektion

reife CD3+CD4+

oder CD3+CD8+ Thymozyten ¢ medullare

w - @ Epithelzelle
r 1
Y wm‘"e Makrophagen
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In jungen Méausen bilden sich taglich 5x107 T-Zellen heraus (25% von allen Thymozyten).
Wahrend der Selektionsprozesse sterben 98 % von Thymozyten durch Apoptose ab.

1-2 x 10° reife T-Zellen wandern taglich zur Peripherie.



Thymozytengruppen

Single-positive Double-positive
CD4+ cells CD4+CD8+* cells

+ [~12% i ~80%

CD4

~3% s ~5%

Double-negative ihgle-positive
CD4-CD8- CD8+* cells
— CDs >
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Regulation von Thymozyten-
Reifungsprozessen

« Zelloberflachenmolekule - Adhasionsmolekule
(CD44), CD28 — B7.1/7.2 , Notch — Notch-Ligand-
Wechselwirkungen, Chemokinrezeptoren

« Humorale Faktoren — Zytokine (IL-7), Chemokine,
Thymozine, Prothymozin-oa, Thymulin (FTS-Zn),
Thymopoietin, Thymostimulin (TP-1), thymisch
humoraler Faktor (THF) und THF-g2, Glukokortikoid-
Hormone (GC)




Stromazellen induzieren T-Zell-Reifung

1. Wanderung:
Chemokine

2. Proliferation
IL-7 ¢

3. Differenzierung
« TcR-
Genumordnung
*  Phenotyp-
Veranderungen

4. Selektion
Apoptose

Medulla

FOXN1: - kontrolliert Thymusepithelzell-differenzierung, Hautzellen
- Defizienz: “Nacktmaus” (T-Zell-Mangel & Alopezie)
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Thymische
Selektionsprozesse

Positive Selektion:

Epithelzelle — DP-Thymozyten-Wechselwirkung
im Thymus-Kortex

DP-Zellen, die Selbst-MHC-Molekule

erkennen konnen, werden uberleben
- MHC-RESTRIKTION

Negative Selektion:

APC (Makrophage oder DC) — DP-Thymozyten-
Wechselwirkung im Thymus-Medulla

Apoptose von Zellen mit hoher TcR-Affinitat
gegen Selbst-Antigene
- TOLERANZ

Differenzierung zu reifen T-Zellen



Affinitatsmodel der positiven und negativen Selektion

a Deletion by high-affinity medulla-specific peptide
Cortex Medulla

Positive selection Negative selection

Differentiation
J Intrinsic tuning?

Intermediate
affinity

High
e Cortex-specific affinity .
peptide Medulla-
specific A8
peptide

MHC




| Kein TcR-
zu geringe Aviditat
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,Checkpoints” der zentralen B/T-
Lymphozytenreifung

Pre-B/T antigen Antigen Positive and
Proliferation receptor Proliferation receptor negative
expression expression selection
Weak Mature
antigen T/B cell
recognition
2y g N7~
N \K\
Immature e / |
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