Mezibunécna komunikace a interakce bunek
imunitniho systému

Zaklady bunecnée signalizace
Povrchové receptory
Cytokiny

Lipidove mediatory zanetu

Lukas Kubala

kubalal@ibp.cz



Mezibunécna komunikace a interakce bunék -
bunécna signalizace

Buriky komunikuji s okolim prostfednictvim receptorli na membrané, které rozpoznavaji

extracelularné pritomné molekuly — ligandy. “ et SUmeace rectrone
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Bunécna signalizace pres membranoveé vazany receptor - obecné
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Zakladni mechanismy intracelularniho prenosu
signalu u bunék imunitniho systému

Typy reversibilnich zmén zajistujicich prenos signalu
1. Zména proteinové konformace
2. Fosforylace / defosforylace proteint

3. Zaména GDP za GTP



Zakladni typy prenosu signalu u bunék
imunitniho systému

1. Receptory sprazené s enzymy nebo primo s enzymovou funkci

(Proteinoveé kindzy jako soucast receptorl nebo jako asociované s receptory)
2. Receptory sprazené s G-proteiny

3. Receptory typu iontovych kanald
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Figure 15-1 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)




Protein kinazy

Protein kindzy (PK) jsou aktivovany vazbou ligandu na receptor. Nasledné pak aktivuji
dalsi intracelularni signalni drahy.

Vztah mezi receptory a PK:
A) v cytoplasmatické Casti receptoru je primo doména s PK aktivitou
B) intraceluldarni domény receptoru jsou asociovany s cytoplasmatickymi PK

PK a vyznam fosforylace v prenosu signalt

Fosforylace — navazani fosfatové skupiny diky aktivité specifickych PK; mUze byt jak aktivaéni, tak inhibi¢ni

Defosforylace — odstépeni fosfatové skupiny pomoci specifickych fosfataz; muize byt jak aktivacni, tak inhibi¢n
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Vapnikové ionty v signalnich kaskadach

Dalezitym principem v bunécném signalovani je zména intracelularni koncentrace Ca?*.

Plsobenim druhych poslud, hlavné inositoltrifosfatu (IP;), dochazi k otevirani iontovych

kanall a zvyseni koncentrace Ca?*.

Ca?* se vazi na protein kalmodulin. Vazbou Ca?* dochazi ke zméné konformace kalmodulinu
a vytvoreni aktivniho mista (centra) pro vazbu substratu. Cely komplex kalmodulin/Ca?* se
vaze na regulacni proteiny (napf. fosfatdza calcineurin) a méni jejich aktivitu.
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Prenos signalu pres membranu
zprostredkovany vapnikovymi ionty

IP, otevira vapnikové kandly uvolfujici Ca%* z

Fosfolipaza C gamma (PLC-y) Stépi
fosfatidylinositol bisfosfat (PIP,)
na diacylglycerol (DAG) a IP;.

endoplasmatického retikula a extracelularniho
prostoru. Ca?* aktivuje kalmodulin.
DAG aktivuje PKC.
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Figure 6-5 Immunobiology, 6/e. (© Garland science 2005)
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Vybrané typy povrchovych receptort bunék
imunitniho systému podle funkce

1. Imunoreceptory — receptory lymfocytli, NK bunék a Zirnych bunék
2. Receptory prezentujici antigen (MHC receptory)

3. Fas receptory

4. Receptory rozpoznavajici struktury charakteristické pro patogeny a
posSkozené bunky (PRR, , Pattern Recognition Receptors”)

5. Adheziny — adherence a migrace bunék
* Integriny
e Selektiny
e Adheziny patfici do velké rodiny imunoglobulin(
e Cadheriny
 Mucinové receptory



Imunoreceptory

Struktura a funkce:
* multiproteinové komplexy klonalné variabilnich retézcl vazicich antigen (TCR a BCR)
nebo protilatku (FcR) a invariantnich pridavnych retézca zajistujicich signalni funkce

BCR
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(T lymfocyty) FcRI (NK buriky)
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o
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0 ITAM (,,Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif“) — funkéné ddlezité tyrosiny



Prubéh signalizace u imunoreceptoru s PK
asociovanymi s receptory

vazba ligandu na imunoreceptor (TCR, BCR, FcR)

|

migrace receptoru do lipidovych raftd a jejich agregace

l

zvyseni aktivity asociovanych PK
(u antigennich receptort se jedna o rodinu tyrosinovych kindz Src)

|

fosforylace ITAM a nasledna aktivace dalSich signalnich drah v burce

l

zména transkripce genu, stavby cytoskeletu, sekrece latek atd.

l

defosforylace signdlni molekuly protein fosfatazami => navrat do plvodniho stavu



Membranové lipidové rafty

Lipidové rafty jsou nezbytné pro signalovani TCR, BCR a FcR. Jde o specializované regiony
bunéénych membran bohaté na nasycené lipidy a cholesterol. Hojné se zde vyskytuji
proteiny vazajici glykosylfosfatidylinositol (GPI) a PK (napf. Src-rodiny).
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sphingolipid glycolipid

cholesterol
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unsaturated Figure 6-3 Immunobiology, 6/e.

phospholipid Src-family kinase (© Garland science 2005)

Lipidové rafty velmi dynamicky méni strukturu a obsah protein(i. Nékteré typy receptor(
po navazani ligandu migruji do téchto lipidovych raftll a agreguji zde.
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Figure 6-3 Immunobiology, 6/e.
(© Garland science 2005)
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Prenos signalu pres TCR receptor

Navazani recept. na antigen
Lck a Fyn jsou tyrosin prezentovany MHC vede k vazbé  Kindza ZAP-70 se vaZe na
kindzy ze Src rodiny. ZAP-  koreceptoru (molekula CD4) na fosforylovany ITAM a je
70 je tyrosin kinaza ze Syk  MHC a indukci fosforylace ITAM nasledné sama fosforylovana
rodiny. kinazami Lck a Fyn. a aktivovana.

antigen-presenting cell
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Figure 6-12 Immunobiology, 6/e. (© Garland science 2005) VidEO



CD4 — CD45

Komplexni prehled
prenosu signalu z TCR TCR:CD3 complex
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Figure 6-16 Immunobiology, 6/e. The transcription factors NFxB, NFAT, and AP-1 act to induce specific gene transcription, leading to cell proliferation and differentiation
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Prenos signalu pres BCR receptor

Antigenem indukované shlukovani IgM receptord
Membranové vazana IgM (milg) umoznuje kindzam asociovanym s témito receptory

. (Src kindzy) fosforylovat ITAM.
recognition

— — (g
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- Syk Figure 6-14 Immunobiology, 6/e.
(© Garland science 2005)
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Komplexni prehled
prenosu signdlu z BCR

Figure 6-15 Immunobiology, 6/e.
(© Garland science 2005)
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Fas receptor

Nepotrebné lymfocyty jsou odstraniovany apoptozou, ktera je indukovana navazanim Fas
ligandu (Clen rodiny TNF cytokinl) na receptor Fas (rodina TNF receptord) na povrchu
lymfocytd.

Dochazi ke konformacni  Adaptorové proteiny

zmeéné Fas, ktery aktivuji kaspazu 8, Kaspaza 3 stépi dalsi
Fas ligand (FasL) nasledné vaze domény ktera nasledné regulacni proteiny, coz
se vaze na Fas. adaptorovych protein(. aktivuje kaspazu 3. vede k indukci apoptodzy.
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Figure 6-24 Immunobiology, 6/e. (© Garland science 2005) Video
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PRR (,,Pattern Recognition Receptors®)

= receptory rozpoznavajici struktury charakteristické pro patogeny a poskozené bunky

Struktury které rozpoznavaji:

1. Konzervované molekularni vzory asociované s patogeny
(PAMPs ,Pathogen-associated molecular patterns®)

2. Konzervované molekularni vzory asociované s s poskozenymi hostitelskymi (vlastnimi)
bunkami (DAMPs ,,Damage-associated molecular patterns®)



Struktury, které rozpoznavaji receptory rozpoznavajici struktury
charakteristické pro patogeny a poskozené buriky (PRR)

1. Konzervované molekularni vzory asociované s patogeny
(PAMPs ,, Pathogen-associated molecular patterns®)
* Typické molekuly:

> bakterialni sacharidy — lipopolysacharidy (LPS), lipoteichoova kyselina, mandza
> bakterialni proteiny a peptidy — flagelin, N-formylmethionine

> glukany hub, chitin

> nukleové kyseliny — bakteridlni DNA (nemethylované CpG dinukleotidy), virova

dvouvldknova RNA (dsRNA)

2. Konzervované molekularni vzory asociované s s poskozenymi hostitelskymi (vlastnimi)
burnkami (DAMPs ,,Damage-associated molecular patterns®)
e Typické molekuly:
> intracelularni proteiny — proteiny tepelného soku (,,Heat Shock Proteins“, HSP)
> komponenty extracelularni matrix — fragmenty hyaluronanu
> kyselina mocova, ATP, DNA



Charakteristika PRR

Déleni PRR
A. Podle umisténi > membranove vazané a cytoplazmatické
B. Podle specifity ligandu

PRR membranoveé vazané (jak na povrchu buriky, tak vendosomech)
> Toll-like receptory (TLR)
> C-lektinové receptory (CLR)

PRR cytoplazmatické
> NOD-like receptory (NLR)
> RIG-I-like receptory (RLR)



Toll-like receptory (TLR)

Poprvé objeveny u drosofil (produkty genu Toll reguluji ontogeneticky vyvoj a obranu).
Podobné struktury identifikovany u vyssich rostlin, u bezobratlych a u obratlovc( véetné
¢lovéka — u ¢lovéka popsano 10 funkénich ¢lent TLR rodiny.

Typicka struktura slozend z domén bohatych na leucin => specificky tvar podkovy.
Aktivace TLR: prevaziné tvorba dimerU - spousti specifické signdlni drahy

diacyl
lipopeptides

TLR-2

TLR-6

TLR-9 plasma membrane

Fig. 3.11 Immunobiology, 9/e.

endosome (© Garland science 2017)



Prehled TLR a jejich ligandt

Innate immune recognition by mammalian Toll-like receptors

Toll-like receptor

Ligand

Hematopoietic cellular distribution

TLR-1:TLR-2 heterodimer

TLR-2:TLR-6 heterodimer

Lipomannans (mycobacteria)

Lipoproteins (diacyl lipopeptides; triacyl lipopeptides)
Lipoteichoic acids (Gram-positive bacteria)

Cell-wall pB-glucans (bacteria and fungi)

Zymosan (fungi)

Monocytes, dendritic cells, mast cells, eosinophils,
basophils

TLR-3

Double-stranded RNA (viruses), poly |:C

Macrophages, dendritic cells, intestinal epithelium

TLR-4 (plus MD-2 and CD14)

LPS [Gram-negative bacteria)

tipeteichoic acids (Gram-positive bacteria)

Macrophages, dendritic cells, mast cells, eosinophils

TLR-5 Flagellin (bacteria) Intestinal epithelium, macrophages, dendritic cells

TLR-7 Single-stranded RNA (viruses) Plasmacytoid dendritic cells, macrophages, eosinophils, B cells
TLR-8 Single-stranded RNA (viruses) Macrophages, neutrophils

TLR-9 DNA with unmethylated CpG (bacteria and herpesviruses) Plasmacytoid dendritic cells, eosinophils, B cells, basophils

TLR-10 (human only)

Unknown

Plasmacytoid dendritic cells, eosinophils, B cells, basophils

TLR-11 (mouse only)

Profilin and profilin-like proteins (Toxoplasma gondii,
uropathogenic bacteria)

Macrophages, dendritic cells (also liver, kidney, and
bladder)

TLR-12 (mouse only)

Profilin (Toxoplasma gondii)

Macrophages, dendritic cells (also liver, kidney, bladder)

TLR-13 (mouse only)

Single-stranded RNA (bacterial ribosomal RNA)

Macrophages, dendritic cells

Fig. 3.10 Immunobiology, 9/e. (© Garland science 2017)




TLR signalizace

Priklad: Stimulace bunék pomoci LPS/TLR4 signalni drahy
* Rozpoznani LPS vyZzaduje interakci i dalSich protein( — LBP, CD14 aj.
o Aktivace TLR4 vede k asociaci intraceluldrnich domén s rdznymi adaptorovymi molekulami

 Intracelularni signalizace zavisla na adaptorové
molekule MyD88 vede predevsim k aktivaci
MAP-kindzové drahy a transkripcniho faktoru

NF-kB => indukce sekrece prozdnétlivych cytokin(

TIRAPQ mTRAM

a kostimula¢nich molekul. W
MyD88 |
 Signalizace zavisla na adaptorové molekule TRIF I
vede zejména k indukci interferonu a a B.
¥ P
MAPKs IKK
(ERK, INK, p38) l
AP— NF-kB IRFs
induction of pro-inflammatory induction of Type | IFNs and
Vereé¢akova H., Ph.D. Thesis, cytokines, chemokines, iNOS, etc. IFN-inducible genes

Masaryk University, Brno, 2016. MyD88-dependent pathway MyD88-independent pathway



C-lektinové receptory (CLR)

Velka skupina receptorl s jednou a vice C-lektinovymi doménami
Jak membranoveé vazané, tak solubilni.

Rozpoznavaji:
> rdzné cizorodé struktury — napf. manézu, fukézu a glukany
> noveé pritomné ,nevlastni povrchové antigeny poskozenych i pozménénych bunék —
napr. onkofetalni antigen

Velké mnozstvi skupin CLR, napr:
> manodzovy receptor (MR) — na povrchu makrofagli nebo dendritickych bunék;
rozpoznani a navazani opakujicich se mandzovych jednotek na povrchu mikrob(
> MBL (,,Mannose Binding Lectin“) — solubilni; klicovy v aktivaci komplementu
> dectin 1 a dectin 2 — na povrchu dendritickych bunék; rozpoznani beta glukand kvasinek
a plisni
> galaktdzovy receptor — rozpoznani galaktézovych zbytk( na senescentnich erytrocytech



NOD-like receptory (NLR)

(,,Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors”)

- Intracelularni sensory bakterialni infekce a poSkozeni bunék.
- lokalizovany v cytosolu

Rozpoznavaji fragmenty peptidoglykantli z bunécné stény bakterii:

> NOD1 rozpoznava y-glutamyl diaminopimelovou kyselinu — produkt rozpadu
peptidoglykant G- bakterii (Salmonella) nebo G* bakterii (Listeria).

> NOD2 rozpoznava muramyl dipeptid — soucast peptidoglykan( vétsiny bakterii.

Signalovani:
* V neaktivnim stavu se NOD proteiny vyskytuji v cytosolu v podobé monomerd.
* Po rozpoznani ligandu dochazi k jejich konformacni zméné a oligomerizaci.
e Typicka je aktivace drahy NF-kB => indukce zanétlivé odpovédi



RIG-I-like receptory (RLR)

RLR jsou RNA helikazy rozpoznavajici cytoplasmatickou virovou RNA, jednovlaknovou
(ssRNA) i dvouvlaknovou (dsRNA).

Zastupce:
* RIG-I — exprimovan v mnoha rliznych tkanich a bunécnych typech, kde rozpoznava
intracelularni RNA viry — rozliSuje virovou a hostitelskou RNA na zakladé odlisSnosti
5’konct RNA transkriptd

Signalovani RIG-I:
» V neaktivni (auto-inhibi¢ni) konformaci se RIG-I vyskytuje v cytoplasmé.
* Po vazbé virové RNA dochazi ke konformacni zméné, aktivaci drahy NF-kB a
spusténi antivirového programu bunky => produkce pro-zanétlivych cytokint a
interferont typu I.

RLR casto interaguji s TLR pfi regulaci adaptivni imunitni odpovédi.

Video



Dalsi PRR

FMLP receptor 1 (,,N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine receptor 1)
e Exprimovan predevsim na fagocytech.
e Rozpoznava fMLP uvolnovany z invadujicich mikroorganismu a poranénych tkani.
e Stimuluje leukocyty k destrukci patogenu nebo odstranéni zbytk( zni¢enych tkani.

Scavengerové receptory
e Pfitomny na membranach makrofaga.
e Rozeznavaji zejména modifikované lipoproteiny.
* Role v iniciaci procesu fagocytdzy nejen patogend, ale také apoptotickych bunék.

Ruzné plazmatické proteiny
e Zahrnuji skupinu pentraxinli (do ni patfi napf. C-reaktivni protein) nebo také receptory
bohaté na leucin (napr. CD14 vazici LPS).
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