Adaptivni (ziskana) imunitni
reakce zavisle na protilatkach

Jir1 Litzman



ADAPTIVNI SYSTEM:

- Je zaloZen na obrovskéem repertoaru klonu B-
and T-lymfocytu, z nichz kazdy nese ponékud
odlisné receptory (BCR resp. TCR)

- "Rozpustné receptory” adaptivnino systéemu jsou
protilatky (= rozpustné BCR)

- Systém je “anticipacni”’, klonalni, “marnotratny”

- Klonalni receptory vznikaji hlavne
pfeskupovanim genovych fragmentu a
somatickymi mutacemi.



IMUNITA VROZENA A ZISKANA

Vlastnost Imunita vrozena Imunita ziskana

Specifiénost struktury spole¢né pro ruzna agens strukturalni detaily antigent
(molekularni znaky patogenu — ,PAMP* — (antigenni determinanty, epitopy)
dsRNA, CpG, LPS, manany, glykany, fosforylcholin...)

Receptory zako6dované v genomu bunék vytvareji se béhem vyvoje
zarodecéné linie, somatickymi rekombinacemi,
neni nutné preskupovani genu preskupovani gend nutné

Distribuce neklonalni: klonalni:

receptor( vSechny buriky dané skupiny klony bunék odlisné specifiCnosti

Qdliseni vlastniho
od cizorodého

Nastup reakce

Pamét’

jsou identicke

perfektni
vyselektovano v evoluci

bezprostredni
(0-4-96 hod)

nevznika

maji odlisSné receptory

ano, ale neni perfektni
(autoimunizace)

s latenci
(> 96 hod)

vznika



Pro stimulaci lymfocytu jsou vzdy
mutneé nejmene 2 signaly

Antigen
Lymphocyte recem'igj
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Microbial
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Molecule induced
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—| microbes or injury
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Lymphocyte
proliferation
and differentiation
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PAMP jsou dulezité v aktivaci dendritickych bunék

© PP o Nespecificky signal
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Nature Reviews | Imnmunology



Kostimulacni molekuly pfi aktivaci T-lymfocytu antigen prezentujici bunkou
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Klonalneé selekcni teori€yrr

bunky
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Klonalné selekcni teorie
F.M. Burnet, 1957

V prubehu vyvoje kazdeho jedince dochazi k vyvoji bunek
se specifickymi vazebnymi misty pro ruzne epitopy,
pricemz kazda bunka reaguje pouze s jednim epitopem.
Béhem vyvoje (zejména intrauterinniho) dochazi k
eliminaci autoreaktivnich lymfocytu (zakazané klony,
Jorbidden clones®), ¢imz vzika pool bunék schopnych
reagovat na cizorodé antigeny.

Dojde-li k reakci _epitopu s prislusnym receptorem,
dochazi k proliferaci daného bunécného klonu. (tj k
selekci klonu)

Po opakovaném déleni dosahnou burnky stadia terminalné
diferencovanych bunek (napr. plazmaticka bunka), ty se
jiz dale nedéli.

U Casti stimulovanych a proliferujicich bunék k terminalni
diferenciaci nedojde, pretrvavaji v téle jako bunky
pamétove.




Variabilni oblast imunoglobulinové molekuly
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Hypervariabilni oblasti imunoglobulinové molekuly
— pfimo na sebe vazi epitop



Variabilni oblast Ig molekuly
vaze antigenni epitop

T Antigen-binding site Antigen Antigenic
Eroe determinant
e (epitope)

Fc (stem) region < | c Hinge region

o o

(a) Antibody molecule (b) Enlarged antigen-binding (c) Antibody
site bound to an symbol
antigenic determinant

Capyright £ 2004 Pearsen Edusation, Ine., publishing as Benjamin Cummings.



VDJ rekombinace pri vzniku variabilniho mista
imunoglobulinové molekul

Germline
configuration Vsegments D segments J segments Constant region exons
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V to DJ recombination \/

transcription, splicing

Adapted from Janeway 2001



Variabilni Cast imunoglobulinové molekuly
teoreticky pocet variant

(pigggifa) IgH gk g\
v ~ 100 ~ 70 ~ 30
D ~ 50 _ _
J 9 5 9

Variabilita pro tézky retézec: 100 x 50 x 9 = 45 000 variant,
Lehky fetézec (Igk a IgA): 70 x 5 + 30 x 9 = 620 variant;

Protoze tyto Ize mezi sebou libovolné kombinovat, vysledny teoreticky

moznych kvartérnich struktur variabilni Cisti molekuly imunoglobulinu je
45 000 x 620 = 27 900 000.

Zdroj: Wikipedie



|zotypovy presmyk
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|lzotypovy pfesmyk zavisi na cytokinovém prostredi a stimulaci Th lymfocyty

B cell
o
f:i*”
/ 11N
& |Helper T cells: CD40L, cytokines
/ £ 1 Mztnsm tissues;
Isotype L ”:N'T "TT” cytokines, eg TGF-p
switching | &
D5 D D & @7
lgG subclasses
IgM | gGT IgG3) IgE lgA
Principal Complement | Fc receptor— Immunity Mucosal
effector | activation dependent against immunity
e phagocyte helminths (transport of
unctions responses; lgA through
complement Mast cell epithelia)
activation; degranulation
neonatal immunity | (immediate
(placental transfer) | hypersensitivity)
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IMUNOGLOBULIN = PROTILATKA

strukturalne pfibuzné glykoproteiny produkované B lymfocyty

vazané na membranu B lymfocytu — receptory zprostfedkujici
aktivaci B lymfocytu

sekretované (rozpustné) — mediatory specifické humoralni imunity



Struktura molekuly protilatky

« 2 identicke tezke retezce (H) a 2 identicke lehkeé retezce (L)
spojené disulfidickymi mustky
« strukturné podobné domény (110-120 AK): 2 u lehkych fetézcu,
4-5 domén u tézkych retézcu
* lehky i tézky retézec
— variabilni oblast (VH a VL); N-konec
» kazda oblast obsahuje 3 hypervariabilni useky (6-10 AK)
* vazba antigenu
— konstantni oblast (CL, CH1-CH3/CH4); C-konec
« CL -izotyp kappa, lambda
« CH -izotyp (tfida) protilatky (IgG, M, A, E, D), podtfidy
- membranové vazana nebo sekretovana forma
- biologické (efektorové) funkce protilatky
» flexibilita vazebné Casti — pantova oblast mezi CH1 a CH2



. . U

The basic structure of IgG1

variable region
..".'.

Pantova oblast

. heavy chain
(450 residues)

‘ hinge region \

Imunoglobulinové don

Ilghtcham (212 residues)



Enzymic cleavage of human IgG1
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* Proteolytickym stepenim (trypsinem,
papainem) muzeme rozdélit molekulu IgG
na 2 fragmenty:

— Fab (antigen binding) — je zodpovedny
predevsim za specifickou vazbu na antigen

— Fc (krystalizabilni) . Je na néj vazana rada
funkci imunoglobuliné molekuly (treba vazba
na Fc receptory)



Tridy imunoglobulinu, formy vyskytu

IgG, IgE, IgD
monomery

IgA dimer IgM pentamer
(monomer, (hexamer)
trimer)

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
Oligomery jsou spojeny J retézcem.
Membranové formy vzdy jako monomer.



Tridy a podtfidy imunoglobulinu

IgG1-4

IgA1,2

0,9-2,5 gl

Stopa
8-18 g/l

(pFevaha IgG1)

0,9-3,5 g/l
0,0003 g/

6d

3d

21d

6d
2d

Receptor pro antigen (naivni B
lymfocyty); primarni odpovéd;
aktivace komplementu
Receptor pro antigen (naivni B
lymfocyty)

Sekundarni odpoved:;
neonatalni imunita; aktivace
komplementu; opsonizace;
neutralizace

Slizni¢ni imunita; opsonizace

Obrana proti parazitum; reakce
casné precitlivélosti



IgM

vazany na membranu ve formé monomeru — receptor na
B lymfocytech — po navazani antigenu zprostredkuje
aktivaci B lymfocytu, dulezity pro vyvoj B lymfocytu
rozpustny ve formeé pentameru (hexameru) — 10 (12)
vazebnych mist

Neprochazi placentou

Je prvnim imunoglobulinem tvoricim se pri imunitni
odpovedi, stejne jako prvnim imunoglobulinem, ktery si
aktivné novorozenec nebo i plod.

zajiStuje primarni imunitni odpoved
ucinna aktivace komplementu



IgM sekretovana forma

M Heavy
chains

Light
chains

.Icham

i

Flgure 5-23
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Editio
© 2008 W.H. Freeman and Company




Serum antibody titers

Imunitni odpoved po prvnim a opakovaném setkani se s antigenem
(“primarni a sekundarni protilatkova odpoved®)

Primary Secondary antibody
antibody response
response
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1IgG1-4

LIV 4

nejhojnejsi protilatka v seru, intersticialni tekutine
nejvétsi zastoupeni ma podtfida 1gG1

vyskyt ve formeé monomeru

nejdelSi poloCas (21 d)

sérove hladiny byvaji kolem 10 g/I

prestup pres placentu

klicova uloha v sekundarni imunitni odpoveéedi
aktivace komplementu, opsonizace, neutralizace



IgA1,2

sliznicni forma (dimer) — vyznamna uloha ve sliznicni
imunité (neutralizace, opsonizace; neaktivuje C)

— produkovan plazmatickymi bunkami a B lymfocyty v
submukoze

— transportovan na sliznicni povrch pomoci transportniho
Fc receptoru (poly-lg-receptor)

— transport pres epitel transcytozou: endocytoza —
preprava v transportnim vacku — fuze s luminalni
membranou — odstepeni z receptoru proteolyzou

— Cast poly-lg-receptoru zustava po uvolnéni na sliznicni
povrch soucasti dimeru IgA = sekreCni komponenta —
zajiStuje rezistenci vuci proteazam

sérova forma (monomer, dimer, trimer) — opsonizace



Transcytoza IgA

Lamina propria Mucosal epithelial cell Lumen

Poly-lg receptor
with bound IgA

J chain %&;
”‘ﬁw
. %g’ o . -?‘*-‘;\éf . Secreted IgA

IgA-producing / i\

plasma cell Endocytosed
Dimeric IgA gﬁ?;ﬁ;ﬂ IgA Proteolytic
receptor cleavage

Abbas et al: Cellular and Malecular Immunology, 7e.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.




IgE

Sérove hladiny jsou velmi nizke, udavaji se v
Ul/ml (10-3 g/l).

Vaze se na receptor pro IgE ( FceR ) na zirnych
bunkach a bazofilech.

Vazba antigenu na takto navazany IgE zirnou
bunku aktivuje, dojde k uvolnéni granuli.

Z patologickeho hlediska zname tuto reakci
predevsim pri alergickych chorobach,
Fyziologicky se uplatnuje v reakci na
mnohobunecné parazity.



IgD

» Serové hladiny jsou velmi nizke, o
fyziologickych funkcich serového IgD vime

velmi malo.

* IgD je pritomen na B-lymfocytech, kde
tvori B-bunecny receptor ( BCR) (obdobneée
jako monomerni IgM).



Biologicke funkce imunoglobulinovych molekul

« Aktivace komplementového systemu (1gG, IgM)
* Opsonizace (zejmena IgG, téz IgA)

* Neutralizace antigenu (IgG, IgA, IgM)

« Zabrana adherence (IgA, 1gG)

» Aglutinace, precipitace (IgG, IgM)

* Degranulace zirnych bunek (IgEk)

* Prechod placentou (IgG)

* Imunoregulace (zejména IgG)

 Fenomen ADCC ( 1gG)



Biologicke funkce imunoglobulinovych molekul

.“-.L Neutralization
-+ of microbes
and toxins

Opsonization and
phagocytosis
of microbes

Antibodies

Antibody-
dependent cellular
cytotoxicity

Microbe

Phagocytosis of
microbes opsonized
with complement

/ fragments (e.g., C3b)
-“- receptor
\)' )} [Inflammation I
Complement o
activation & < [Lysis of microbes I

Abbas et al: Cellular and Molecular Immunology, ¥
Copyright ® 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc.




Prenos aktivacniho signalu
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Dva typy B-lymfocytarni
odpovedi na antigen

T dependentni odpoved’

Jedna se o nejCastéjSi formu protilatkové odpovédi

VyZaduje souhru B-lymfocytd, antigen prezentujicich bunék (mohou jimi byt i B-
lymfocyty) a T-lymfocytu.

Dochazi k isotypovému presmyku, afinitni maturaci, vzniku pamétovych bunék.
Tj. probéhne primarni i sekundarni faze protilatkové odpovédi.

 T-independentni odpoved’

Odpovéd na antigeny s fadou stejnych epitopu — typicky polysacharidové
antigeny.

Nahromadéni B-bunécnych receptortl (BCR) do jednoho mista vede k vzajemné
aktivaci tyrozinkinaz a nasledné aktivaci bunky.

Tento proces nevyzaduje pomoc T-lymfocytd.

Vytvafi se pouze protilatky tfidy IgM (nedochazi k izotypovému presmyku),
nedojde k afinitni maturaci, nevytvari se imunitni pamét.

Tj. probéhne pouze primarni faze protilatkové odpovédi.
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Imunitni odpovéd po prvnim a opakovaném setkani se s antigenem
(“primarni a sekundarni imunitni odpoved™)

Serum antibody titer

Antigen X +
Antigen X Antigen Y
Activated
20 Anti-X B cell B cells
) Anti-Y B cell ﬂ:.ﬁ{‘{
xx
Activated ¥ F
B cells —x Xt

Weeks

fC) ElsEvier LUd. ADDas & LICNTmMan: Basic Immunology LE WwWw.sIUdentCconsult. comi
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Imunologicka pamet’

Je jednim z charakteristickych rysu adaptivni
imunity.

Je zalozena na existenci dlouho zijicich,
antigen-specifickych pametovych

T- a B-lymfocytu.

Tyto bunky jsou v pripade opakovane antigenni
stimulace schopny rychle proliferace a
terminalni diferenciace v efektorove bunecnée
formy.

Vysledkem je rychlejsi, rozsahlejsi a efektivngjsi
odpoved po opakovanem setkani se

s antigenem.



POLYKLONALNI a MONOKLONALNI PROTILATKY

e POLYKLONALNI PROTILATKY

o Smés imunoglobulinovych molekul, jejichz vazebna
mista nesou specificitu vaé&i ridznym epitopdm na celé
molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle imunizaci zvirat

e MONOKLONALNI PROTILATKY

o Produkt jednoho klonu B-lymfocytd, vykazuji
jedinecCnou specificitu proti jednomu epitopu na
molekule antigenu

o Ziskavaji se obvykle metodikami in vitro



Priprava monoklonalnich protilatek
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Abbas et al: Cellular and Molecular Irnmunolo_c_w, Te.
Copyright © 2012, 2007, 2005, 2003, 2000, 1997, 1994, 1991 by Saunders, an imprint of Elsevier Inc




Vyuziti monoklonalnich protilatek

« V diagnostice, jedna se o vysoce
specificka diagnosticka agens pouzivana
v ruznych oblastech predevsim
imunologie a mikrobiologie.

« Vterapii, k zacileni bunék a molekul
dulezitych v patogenezi nemoci. TvofFi
velkou Cast tzv. biologickych terapii.

* Ve vyzkumu



Typy monoklonalnich protilatek
pouzivanych k terapii

Maouse hybridama . In vitro antibody libraries
Transgenic mouse
Human hybridomas

)
Mouse Chimeric Humanized Human
Genetic engineering
V gene cloning
CDR grafting
Eukaryotic expression
Hohlfeld R et al. (2005) Drug Insight: using monoclonal antibodies to treat nature

multiple sclerosis; Nat Clin Pract Neurol 1 34-44 [doi: 10.1038/ncpneuro0016] ~ SEINIGAL



Priklady klinickeho vyuziti monoklonalnich
protilatek v léCbé imunopatologickych chorob

Imunosuprese: anti-CD3 (OKT3),

—anti CD20 (rituximab)

Blokada prozanétlivych cytokinu:

— anti —TNF-a (infliximab, adalimumab)
— revmatoidni artitida, Crohnova
choroba,

Blokada adhezivnich molekul:

— anti integrin a4b1 (natalizumab) —
roztrousena mozkomisni sklerdéza

— Anti-CD11a (efalizumab) - psoriaza

Protialergicka lécba:

— anti-IgE (omalizumab): tezke formy
astmatu



Priklady vyuziti monoklonalnich protilatek
v [éCbé zhoubnych nadoru

Protilatky proti anigenum bilych krvinek:
— anti CD-20 (rituximab) Ié€¢ba lymfomu,
—anti-CD52 (Alemtuzumab) — [éCba lymfomu

* Anti-receptorové protilatky:

— anti-epidermal growth factor (receptor HER-2)
(trastuzumab) — mamarni karcinom

— anti-epidermal growth factor (receptor EGFR)
(cetuximab) — kolorektalni karcinom



Dalsi priklady vyuziti monoklonalnich protilatek v medicine

— Antiagregacni léCba:

« trombocytarni receptor gplib/llla (abciximab)
— Antivirova léCba:

* RS virus (palivizumab),

« SAR-Cov2

— Osteoporoza

 RANKL (Denosumab)

— Hyrelipidémie
« protein PCSK9 (alirocumab, evolocumab)
— Migréna
« CGRP nebo jeho receptor (Eptinezumab
Erenumab Fremanezumab Galcanezumab)



