Grundlagen der
Immunologie

11-12. Vorlesung

Humorale Immunantwort



Adaptive Immunantwort

Zellulare

Humorale




Haupstadien der adaptiven Immunantwort

Antigenerkennung

|

Aktivierung, Differenzierung

|

Effektorfunktionen




Die entzundliche und spezifische Immunantwort ist
ortlich und zeitlich getrennt
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Naive T-Zellen treffen sich wahrend ihrer
Wanderung durch die periheren Lymphorgane mit
Antigenen

Wie kann das Antigen in die sekundaren
lymphatischen Organe gelangen?



Antigentransport in die sekundaren
lymphatischen Organe / Gewebe

Dendritische Zelle — prozessiertes Antigen

1. Peripherie — Antigenaufnahme + Prozessierung

2. Wanderung in die T-Zell-Zone der sekundaren
lymphatischen Organe / Gewebe (afferente
Lymphgefalie)

3. Antigenprasentierung auf MHC-II far T-Zelle in

den sekundaren lymphatischen Organen / Geweben
(Lymphknoten, Milz)

Natives Antigen - gelangt mit Lymphe in die umliegenden
Lymphknoten

- mit Blut in die Milz



Langerhans-Zellen in der Haut
nehmen ein Antigen auf

Langerhans-Zellen dringen in
das lymphatische System ein

:g‘i“jf’f&:

Langerhans-Zellen gelangen
in den Lymphknoten und ent-
wickeln sich zu dendritischen
Zellen, die B7 exprimieren

Figure 8-15 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

B7-positive dendritische Zellen
stimulieren naive T-Zellen




Antigen capture by Loss of DC |
dendritic cells (DC) adhesiveness
Inflammatory
Antigen' cytokines =
sammlung '
Migration
Immature DC of DC
in epidermis
(Langerhans cell) I Afferent
|| lymphatic
| vessel
Maturation
of migrating
DC
Mature
. dendritic cell
Antigen- presenting
prasentation antigen to
naive T cell

Immature dendritic cell | Mature dendritic cell

Principal function Antigen capture Antigen presentation
to T cells

Expression of Fc receptors, it =
mannose receptors

Expression of molecules — or low ++

involved in T cell activation:

B7, ICAM-1, IL-12

Class Il MHC molecules
Half-life on surface ~10 hr >100 hr

Number of surface molecules | -10¢ ~7 x 108
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Fur die T-Zell-Aktivierung werden zwei Signale gebraucht:
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1. Signal: vom TcR-CD3-Komplex
Antigen-spezifisch

2. Signal: Ko-Stimulierungssignal
durch CD28 - B7-Wechselwirkung

nicht Antigen-spezifisch

T-Zell-Aktivierung
und Proliferation

Effektor- und
Gedachtnis-T-Zellen



APC Ch4 Class IT MHC

Pepride S,

CDas

| 1. Antigenerkennung

T CELL

LU

2. PTK-Aktivierung

AR 3. Ca** Signal

MAP  MAP |

Nz : 3 ” kinase kinase
| N'.
'\'-,“ *B . L Calt ZAPT / cascade cascade

4. Protein-
@ Phosphorylierung

5. Translokation von
Transkriptionsfaktoren

6. Genaktivierung

Transcription factors interact with the o Y
regulatory sequences of many genes, = _ Fos ) Jun |
increasing their expression

| | | | | Transcriptionally
activated genes




Quiz 1



Phasen der humoralen Immunantwort

Recognition

Activation phase: B cell
phase

proliferation and differentiation

IgM
Hel DT I Antibody
elper T cells, :
other stimuli Clonal > 4 secretion
.H, expansion g o
l'-.\,."‘ = l

* |gG-expressing

G
B cell g
Activated

—_— .I« Isotype
switching
IgM*, IgD* B cell

mature B cell Affinity
’j‘ maturation

+ % #:::- '—_":f g

Antigen

Resting

High-affinity Ig- \. High-
expressing B cell affinity IgG
Memory
B cell
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Antigen-induzierte klonale Proliferation




Zeitlicher Verlauf von Genexpression der

aktivierten Th-Zellen

Time mRNA

Ratio of activated to

Gene product Function exnressian heging Lecation nonactivated cells
Sofortige
¢-Fos Protooncogene; 15 min Nucleus > 100
nuclear-binding protein
¢-Jun Cellular oncogene; 15-20 min Nucleus ?
transcription factor
NF-AT Transcription factor 20 min Nucleus 50
c-Myc Cellular oncogene 30 min Nucleus 20
NF-xkB Transcription factor 30 min Nucleus =10
Friihe
IFN-y Cytokine 30 min Secreted = 100
IL-2 Cytokine 45 min Secreted > 1000
Insulin receptor Hormone receptor 1h Cell membrane 3
IL-3 Cytokine 1-2h Secreted > 100
TGF-B Cytokine <2h Secreted > 10
IL-2 receptor (p55) Cytokine receptor 2h Cell membrane > 50
TNF-j3 Cytokine 1-3 h Secreted > 100
Cyclin Cell-cycle protein 4-6 h Cytoplasmic =10
1L-4 Cytokine <6 h Secreted > 100
IL-5 Cytokine <6 h Secreted > 100
IL-6 Cytokine <6 h Secreted > 100
c-Mvb Protooncogene 16 h Nucleus 100
GM-CSF Cytokine 20 h Secreted ?
Spate

HLA-DR Class I MHC molecule 35 days Cell membrane 10
VLA-4 Adhesion molecule 4 days Cell membrane > 100
VLA-1, VLA-2, VLA-3, VLA-5 Adhesion molecules 7-14 days Cell membrane > 100,422

SOURCE: Adapted from G Crabtree, Science 243:357.



Funktionelle Folge von Th-Zell-Aktivierung 1.:
IL-2-induzierte Proliferation — CD25 (IL2Ra)

Resting T cells express only a A & ) ) ) )
moderate-affinity IL-2 receptor Binding of IL-2 to its receptor signals Intcrmediare High affinity Tow atlintty
(IL-2Rp and vy chains only) the T cell to enter the cell cycle affinity IL-2R Ii-2R Ii-2R
moderate-affinity .
IL-2 receptor
IL-2
[ e
-~ ¥
IL-2R« B
Y Subunit
Activated T cells express a high- composition:  IL-2RB IL-2Ro. IL-2Rat
affinity IL-2 receptor (IL-2R«, 8 and = IL-2Ry IL-2RB
v chains) and secrete IL-2 A 4 ' IL-2Ry
IL-2 induces T-cell proliferation Affinity
constant (K)): 10’M 10 108M
g
\
= A Dissociation
constant (K3):  107°9M 1071 m 10-8M
g
X Cells i NK-Zelle, : ke ’
expresse . i .
L ¥ ¥ ruhende aktivierte T-Zelle
W
T-Zelle und B-Zelle
W
A

Figure 8-20 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)

IL-2: autokriner Wachstumfaktor fur aktivierte Lymphozyten



Funktionelle Folge von Th-Zell-Aktivierung 2.:
Th1-Th2 Differenzierung
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Helfer T-Zell-Polarisation
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central roles in cell-mediated and humoral immunity. Several




Mechanismus der Immunsuppression
von Cyclosporin A (CsA) und FK-506:

-Immunophiline
-Blockierung der Phosphataseaktivitat von Calcineurin —
Pravention der NF-Atc-Produktion

| 5 “ H -
FK506-immunophilin
or CsA-immunophilin

Cazt

Nuclear translocation




Quiz 2



B-Zell-Aktivierung



Die wichtigsten Oberflachenmolekule der
menschlichen B-Zellen

Reife (naive) B-Zellen tragen gleichzeitig IgM und IgD




Eigenschaften der T-Zell-abhangigen und
unabhangigen Antigene

Typ: T-abhangig T-unabhangig
Chemisch Proteine: Polymere: mit
verschiedene Epitope | mehreren identischen
Epitopen
Molekaul: Peptide: aus 5-6 Polysaccharide,

Aminosauren

Glycolipide,
Nukleinsaure

Antikorperantwort in
athymischen Mausen

keine

vorhanden

|sotypen- Ja (IgG, IgA, IgE) Meistens kein (IgM)->
Klassenwechsel naturliche Antikorper
Affinitatsreifung Ja Keine
Gedachtnis-B-Zellen Ja Keine
Sekundare Antwort Ja Keine




B-Zell-Aktivierung durch T-unabhangige
(Tl) Antigene

T-unabhangiges

T-unabhangiges Antigen-2

Antigen-1

NK-Zelle Makrophage

B1- und Marginalzonen-B-Zellen: in der Milz; lang-lebende; IgM > IgG;
(IgM++/IgD+, CD21++, CD23+/-)




B-Zell-Aktivierung durch T-abhangige
(TD) Antigene

T-abhangiges
Antigen

Fur B2-Zell-Aktivierung
sind zwei Signale notig:

1. von Antigenrezeptor
2. von T-Helfer-Zellen

Zytokine



B-Zell-Rezeptor-Signalisierung

Phosphorylierung der Transkriptionsfaktore

frihe Genexpression

1. PTK-Aktivierung

2. Ca++ Signal

3. Aktivierung der
Transkriptions-
faktoren

4. Expression von
Genen



1.

CD19, CD21, CD81 und Leu13

Inhibierende Korezeptoren:

B-Zell-Korezeptoren

Aktivierung:
Signal 1: BcR- Iga/p

Signal 2: Korezeptoren

bilden ein tetrameren
Korezeptor-Komplex
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Stadien der B-Zell-Aktivierung =
Die periphere B-Zell-Entwicklung

Antigenerkennung Aktivierung Effektormechanismen
I Il 1l

Teilung und Differenzierung Anhkorperproduktion
der

B-Zellen Plasmazellen

Tw-Faktoren ‘3% 'gM

T ,@}/,@'o**
}QC} Antlgen @
\ TGl

v—s
i» W §rIgE

&
Iy

Gedachtnis-B-Zelle



Gekoppelte Erkennung: Antigen-induzierte
Aktivierung der T- und B-Zellen

Activation and B cell Germinal center
migration of T:B cell differentiation: reaction: affinity
TandB interaction Ig secretion, maturation,
lymphocytes isotype switching memory B cells
Primary Lymph Germinal
follicle node center

1-2 Tage nach der e

7T h N g o
Erscheinung des Antigens 3 age danac _ Spitere Ereignisse
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Internalisierung des Antigen-B¢cR-Signal-
Komplexes: B-Zelle = APC

B-Zelle bindet ein Viruspartikel J_|7
durch ein Kapselprotein

N S

Peptide des Antigens werden
1 mit MHC-II fiir T-Zelle prasentiert; ,
epitope T-Zelle aktiviert die B-Zelle

B cell
S 2

Antigeninternalisierung
und Abbau

Aktivierte B-Zellen produzieren
Antikorper gegen virales Kapselprotein

B cell

S

Figure 9-3 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)



Die Wechselwirkung zwischen Th- und B-Zellen
(APC)

Activation and B cell Germinal center
migration of ~T:Becell differentiation: reaction: affinity
TandB interaction Ig secretion, maturation,
lymphocytes isotype switching memory B cells
Primary Lymph Germinal

follicle center

FDC

1-2 Tage nach der .

7T h o —
Erscheinung des Antigens 3 age danac Spatere Ereignisse
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Die Wechselwirkung zwischen Th- und B-Zellen (APC)
induziert die Expression der Korezeptoren:
CD40L auf T-Lymphozyten, B7 auf APC-Zellen

Kontakt-abhangige Signale:

B-Zelle(APC) T-Zelle
B7(CD80/86)* - CD28
CD40 - CD40L*

— Exprimierung der
Zytokinrezeptoren

Signale der von Helfer-T-
Zellen stammenden Zytokine:

IL-2, IL-4, IL-5

—Proliferation und
Differenzierung

pfofessionéelle
APC



Funktionelle Folgen der Wechselwirkung
zwischen CD40 und CD40L

Entstehung von Keimzentren

/ Proliferation, Antikorpersekretion
/ |sotypenwechsel

—p Affinitatsreifung

@ CD40L
N Entstehung von Gedéchtniszellen

IL-4 \

B7-Expression—> Antigen-
prasentation

Defekte der CD40-CD40L Signaltransduktion sind bekannte
Ursachen fur das Hyper-lgM-Syndrom



Follikularer oder extrafollikularer Weq:
Bcl-6 / Blimp-1 Verhaltnis

T/B-Zonegrenze

_
N\

Aktivierte B-Zelle

Follikularer Weg:
(Keimzentrumreaktion)

Bcl-6 | : Blimp-1 Hemmung
PAX-5: XBP-1 Hemmung
Ergebnis: Centroblast

Extrafollikularer Weg:

(Bildung eines Primarfokus)

Blimp-1 T: Hemmung den PAX-5 regulierte

Signalubertragungsmolekulexprimierung
(BCR, CD19, etc)

Ergebnis: Plasmoblast




Wichtigste Schritte der humoralen Immunantwort

 Helfer-T-Zellen erkennen MHC-II gebundene Antigenpeptide auf DC
und bilden membranstandige (Adhasions-) und sezernierte Molekule
(Zytokine)

« Aktivierte Helfer-T-Zellen aktivieren B-Zellen, die dasselbe Antigen
erkennen = Bildung eines Primarfokus

 Aktivierte B-Zellen wandern zu den Follikeln und bilden
Keimzentren

« Proliferation der B-Zellen (Zentroblasten)

« Differenzierung — somatische Hypermutation> Selektion der B-
Zellen (Zentrozyten) mit hochaffinem BcR = Affinitatsreifung

* Th - Zytokine steuern Isotypenwechsel in den B-Zellen

« Uberlebende B-Zellen des Keimzentrums entwickeln sich entweder
zu Plasma oder Gedachtniszellen.



Entstehung des Primarfokus= Extrafollikulare-Reaktion

Antigen- gebundene B-Zellen
werden in der T-Zell-Zone
gestoppt

Antigen-bindende B-Zellen
treten mit aktivierten T-Zellen 1
in Wechselwirkung und
beginnen sich zu vermehren

Red pulp
Antigen-specific
o} cem
dlrlitic
@ cell Antigen-specific  captral
00 O JBeells arteriole
0c’0 .@
©B-cell zonem© T-cell zone

Wanderung der aktivierten T-
und B-Zellen zur Grenze
zwischen roter Pulpa und
T-Zell-Zone — Proliferation,
Primarfokus

primary |:

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

Milz — marginale Zone verbindende Kanale =
T-Zone/rote Pulpa Grenze

Lymphknoten — in den parafollikularen Zonen
- kurzlebende IgM-sezernierende Plasmazellen
-> Erste Abwehr gegenuiber dem stimulierenden Antigen




Plasmazellen sind die letzten irreversiblen
Differenzierungsformen der B-Zellen

Giuotlos 4. Jistirow




Plasmazellen sezernieren losliche IgM

Primary L vbJ Cy1 G2 C3 C4TP TM—CY
RNA ~—H
transcript
Polyadenylation sites
V4
Resting B cell
B cell differentiation
¥ Y
Membrane u mRNA Transmembrane  Secreted u mRNA 2l piece
AAA AAA
Cytoplasmic ﬁ (
,/——\
Membrane IgM Secreted IgM
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Wenn B-Zellen sich in Plasmazellen umwandeln,
wird eine losliche IgM produziert.




Keimzentrum-Reaktion:

Hauptsachlich proliferierende B-Zellen
(Zentroblasten, Zentrozyten), ~10 % T-Zellen,
follikulare dendritische Zellen (FDZ)
Proliferation

Affinitatsreifung - somatische Hypermutation
— V-Gene

Isotypenwechsel — C-Gene der schweren Kette



Sekundarfollikel mit Keimzentrum

Anti-CD23-FITC+
FDC #*.naiv B cells

Mantle
zone

Light
zone

Dark
zone
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Dunkle Zone: Zentroblasten > intensive Vermehrung - somatische Hypermutation

Helle Zone: Zentrozyten - verminderte Vermehrung - Affinitétsreifung




Bildung von Keimzentren-B-Zellen

Dunkle Zone: Zentroblasten

* Intensive Proliferation (6-8 Stunden)

« Zelloberflichen-lg |

« Somatische Hypermutation — V-Region
Genpunktmutationen - 1/1000 Basen / Teilung

> Veranderung von einigen
Aminosauren in hypervariabler Region

> Veranderte BcR- Affinitat




Genpunktmutationen in lg- variablen
Regionen = somatische Hypermutation

Heavy chain Light chain
V regions V regions
Kqg
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3 107 M
3.6
Day 7 : 4.0
primary TP
Day 14 I s
primary 0.0
0.9
Secondary :t:ﬁ -H p l 0.02
i 1.1
4L =l <0.03
Tertiary <0.03
<0.03
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Keimzentrum-Reaktion:
Affinitatsreifung

Helle Zone: Zentrozyten
* Teilung |

- Zelloberflichen-lg}
« FDZ, Helfer-T-Zellen

 Affinititsreifung: Selektion der Zentrozyten auf Grund
ihrer BcR-Affinitat (Ag auf FDZ)

hohe Affinitat — uberleben
niedrige Affinitat — Apoptose

Ergebnis:
Die BcR-Affinitat auf tiberlebenden Zentrozyten ist
durchschnittlich erhoht.



Quiz 4



Follikulare dendritische Zelle 1.

Figure 9-14 part 2 of 2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Follikulare dendritische Zelle 2.

« Unbestimmter Ursprung (haematopoetisch oder lokale
mesenchymale)

* Nicht-phagozytierend, nicht-adharent
« Phenotypenmarker: CD21/35, FcyR, induzierbares VCAM-1
« CXCL13-Produktion - B-Zellanziehung

Funktion:

« Lang anhaltende Speicherung der Antigene in
Immunkomplexen (Antikbrper/Komplement ) — IKKOSOMA -
Zentrozytenbindung

o Zellularer Vermittler der B-Zell-Selektion in Keimzentrum-
Reaktion

« Mogliche Beteiligung im immunologischen Gedachtnis



Selektion spezifischer B-Zellen

@ Memory Antibody-
secreting cell

Efflux of high-affinity
antibody-secreting
and memory B cells

1

Death of B cells that
do not bind antigen

Lymph
node

t

Follicular ;

dendritic cell
with bound
antigen

B cell recognition of
antigen on follicular
dendritic cells;
selection of
high-affinity B cells

A

Somatic
hypermutation
of Ig V genes

A

B cell proliferation

A

Activation of B cells
and migration into
germinal center
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Isotypenwechsel

= C-Gene der schweren Kette umwandeln

Mausliche und menschliche Ig schwere Kette konstante
Genregionen:

Mouse
Ju Cu Co Cys Chi Cp Cyza Ce Co
Human
JH C”, C § Cy3 C‘ﬂ ¢ CG CC\!‘] C’YZ C74 CG Ca 2

Figure 4-19 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Klassenwechsel-Rekombination

VDJ C[L Ci} C:Ya C-Y‘ CYZb Cwa Cé C o
T —=Hl——{ —r - I ==l
/Sg /ﬁvs /'Sﬂ Syab Sy Se Sa
Switch-Region Isotype switching
i {
Js B s L
AV N
| Schlingenformation — | Schlingenformation —
Cs Cs
C
vDJ Cy Ca
Sk Sy ' SQD ' SuSa
o = < =
Switch-region recombination Switch-region recombination
VDJ (1 Ca VDJ Ca
. 873 . S« - . S« .
19G3 produced IgA produced

aktivierungsinduzierte
Cytidin-Deaminase (AID) !

Hyper-lgM-Syndrom 2

Figure 4-21 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Regulierung des Isotypenwechsels

Rolle von Zytokinen bei Regulierung des Isotypenwechsels

Cytokines IgM IgG3 IgG1 IgG2b IgG2a IgE IgA
IL-4 Inhibits Inhibits Induces Inhibits Induces
Augments
IL-5 pro uction|
IFN-y Inhibits Induces Inhibits Induces Inhibits
TGF- Inhibits Inhibits Induces Induces
Figure 9-7 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
3 Signale:
: - Antigen
| k Hemmun ]
nduktion ung - Zytokine
- CD40




Zusammenfassung

Immunologisches Gedachtnis ist ein T-abhangiger Prozess

T-abhangig T-unabhangig
Affinitats-
reifung + -
Isotypen-
wechsel + beschrankt

Gedachtnis + -



Quiz 5



PRIMARE B-ZELL-REIFUNG SEKUNDARE B-ZELL-REIFUNG

Antigenunabhangig

Antigenabhangig

. Knochenmark

Hamatopoetische Stammzelle
Lymphatischer Prakursor

Reife, naive B-Zelle

lll. Lymphknoten

Follikulare B-Zelle (B2)
(IgM++lIgD++, CD21++, CD23++)
Antigen

Extrafollikulire Zentrum-Germinativum-

. Reaktion
Reaktion 1. Zentroblast

2. Zentrozyt
kurzlebende Plasmazelle

Affinitatsreifung

IgM Produktion (somatische

Il. Milz
Transitionelle B-Zelle

Marginale Zone B- Follikulare
Zelle (IgM++/IgD+/-, Prakursor-
CD21+/-, CD23+/-) B-Zelle

Hypermutation)
Isotypenwechsel
(RAG 1/2)

-

langlebende Gedachtnis-B-Zelle
Plasmazelle (einige Jahre)
(einige Monate)
IgG/A/E-Produktion l

Rezirkulation:
Lymhknoten —
Blut - Milz




