Imunitni systém

Imunitni systém (IS) - mechanismy zajistujici homeostazi organismu
obranyschopnost - rozpoznani cizich slozek a skodlivin (patogeny a
jejich toxiny)
autotolerance - poznani vlastnich slozek

imunitni dohled - vnitrni skodliviny - odstranuje staré, poskozené
nebo nadorové bunky

Antigen = jakakoliv substance vyvolavajici imunitni odpoved’
Epitop = cast antigenu rozpoznavana imunitnimi receptory



Druhy imunity

a) nespecificka, prirozena (neadaptivni) = vrozena, evolucne starsi.
Nema imunologickou pamét.

bunécna slozka: fagocyty a cytotoxické latky
humoralni - komplement, interferony, lektiny, sér. proteiny

+ mechanické zabrany (kuze sliznice), pohyb rasinek, proudy vzduchu
a tekutin

+ chemické - mastné kyseliny, pH, enzymy lysozym, pepsin, defensiny
+ mikrobialni - prirozena mikroflora, kompetice (mikrobiom)

b) specificka (adaptivni) - antigenné specificka, ma imunologickou
pameét, prostrednictvim protilatek a receptoru specifickych pro Ag

humoralni - protilatky, B-bunky (BCR)
bunécna - T-bunky



Vznik B-lymfocytu

thymus sekundarni Reakce

(brzlik) lymfoidni organy lymfocytt
s antigeny
slezina a jejich

lymfatické uzliny .
lymfoidni tké aktivace

T-lymfocyt
—® » aktivované
T-bunky
antigen
............ +@® » plazmatické

\_B-lymfocyt ) B-buriky

B-lymfocyt l

tvorba protilatek (Ab,
Imunoglobulini)



Klonalni selekce - diferenciace B-lymfocytu

Kmenova bunka

!

Pre-B-lymfocyt - preskupeni subgent pro H-retézec, vznik IgM-cytoplazm.

Nezralé B-lymfocyty - preskupeni subgenu pro L-retézec, vznik IgM-membr.

l

Zralé B-lymfocyty - prvni presmyk trid IgM -IgD (membr.)

.

Plazmatické b. + pamét'ové b. = primarni odpovéd’

l i

IgM, IgD + antigen
sekretovanée = sekundarni odpovéd’
(kratkodobe) vysoka tvorba IgA, IgE, IgG



Struktura imunoglobulinu

vazebne
misto pro tézky fetézec
antigen ™
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Struktura protilatky

Charakter vazeb: iontové interakce, H
hydrofobni a van der Waalsovy sily, o
vodikové miastky. Sila interakce ﬂzba\ tezky retezec
avidita (pevnost vazby Ag-Ab). anti genu /

lehky retézec

VH /S L

foV
psglss\;a hypervariabilni

V. Chi oblasti

/ V-domeéna
C T //(21-doména
Chz C2-doména
Lehkv Feté 220 Chs C domény tvori

ehky retézec ~ aa B ~ Fe = oblast Ig. ktera

zodpovida za

TéZky retézec ~ 440 aa efektorové funkce



Oblasti hypervariability ve variabilnich
domeénach

HV = hypervariabilni oblast;
FR = , framework regions*

Light-chain V region
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Lokalizace hypervariabilnich oblasti na lehkém
retezcilg

FR1 HV1FR2 HV2 FR3  HV3 FR4

Kazda hypervaribilni oblast ma jen 5 az 10 aa, které se
ucastni vazby antigenu.



Interakce imunoglobulinu s antigeny

Angle between arms is 0°

— =

Angle between arms is 60°

i Angle between arms is 90° ’
. —t—Antigen
!! !! (dva hapteny)




Typy imunoglobulint a jejich funkce
vV organismu

: Typy . . | Tézky retézec Funkce Proporce
imunoglobulin u
aktivuje 0
'gM H komplement oY%
gD (o] ? 1%
aktivuje 0
196 Y komplement 80%
IgA o sou éast slin a 14%
sekret u
IgE € alergické reakce <1%

Komplement - systém sérovych proteinu aktivovanych komplexy
protilatka-antigen nebo mikroorganismy. Pomaha eliminovat patogenni
mikroorganismy navozenim jejich lyze nebo fagocytozy



Klasifikace imunoglobulinovych retézcu

V = variabilni oblast , C = konstantni oblast

Lehké retézce (light)
VC ..... V.C. nebo V,C, (tj. 2 typy lehkych retézcu)

Tézké retézce (heavy)

ViCh +veee Vi€ VG, ViCo ViCs VG (ti. 5 typll téZkych Fetézci)

ol

IgM  I1gG IgA IgD IgE (5 Ig trid)

Skupina imunoglobulint stejného typu tézkého retézce tvori
imunoglobulinovou tridu



DNA

RNA

Germline DNA

Som_atic
recombination

D-J joined
rearranged DNA

Somatic
recombination

V—J or V-DJ joined
rearranged DNA

Transcription

Primary
transcript RNA

Splicing

mRNA

~ Tranglation

.. |Polypeptide chain




Subgeny = useky genu pro imunoglobuliny

Subgeny Genove segmenty

s B

L-subgen V-subgen C-subgen J-subgen D-subgen

signalni  vétsina variabilni  konstantni cast variabilni  cast variabilni
peptid oblasti oblast oblasti V|, a V, oblasti V,

Geny pro lehké retézce: L-VJC

Obecna sestava gah ot e
Geny pro tézkeé retezce: L-VDJC



Organizace lidskych genu kodujicich
imunoglobulinové retezce

V, V, V... i Voo DD, oy &L ccéc 301%01:;;?020’,40 caz
~100 V,, ~5{J D _ IgH (lidsky chromozém 14)
Vf VE b:': JT Jﬁ Gx
—HHI---THH—+HH T ) Igk (lidsky chromozém 2)
| |
~70V

V J C 1 J C 2
_{H:H]_ sz _I:H:H]__i. = £yl SRR .|_ 3 IgA (lidsky chromozém 22)

~30V, 9 part J-V, (4 funkéni)

K
“ ~ lehke Fetézce
9 T




Preskupovani subgenu a kombinace retézcu
jako zdroj variability Ig

Lehky retézec kappa: 250 V-subgenu + 4 J-subgeny + 1 C-subgen
250 x 4 x 1 = 1 000 kombinaci (lehkych retézcu)

Tézky retézec: 1000 V-subgenul + 15 D-subgent + 4 J-subgeny +
+ 8 C-subgent
1000 x 15 x 4 x 8 = 480 000 kombinaci (tézkych retézcu)

Celkem moznych kombinaci obou typu retézcu:
1 000 x 480 000 = 480 000 000 kombinaci (kompletnich retézcu)

nahodilost kombinaci - dva@jta




Exprese genu pro lehky imunoglobulinovy retézec
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Preskupovani subgefi pro tézky imunoglobulinovy retézec

Mouse heavy-chain locus (chromosome 12)
V4 (100s) D(~20) Jy (4)
A \ r i S 3 N\
L — Vin Dy D D3 Dy JylJu2Ju3Jud Ch

~1.D-J

D; DyJy3 Jyd iy

i
] =
] ;

Gl RO 2 V DJ DQ and J3 segments joined

Va2 3 Iy

Y L
L V42 and DJ segments joined

mRNA transcription and splicing



Molekularni mechanismus preskupovani subgenu

Lehky retézec kappa v zarodecné linii

D mJH
A

N

| 1
— N ( N Gy
/T T TITI Tl // F IR
\ d \ N
Heptamer and nonamer Heptamer—nonamer pair ~ All D segments contain All Jyy segments contain
sequences are separated is present on both sides 12-bp spacer 23-bp spacer
by 23-bp spacer of each D segment
I

| nemohou se pimo spojovat V-J —




Preskupeni subgenl procesem V-J somatické rekombinace

(a) Germ E
line

DNA: (b) Hypothetical “stem-andHoop” intermediate

with known heptameric and nonameric
signal sequences:

H CiG é
' CiG i
! AT ;
: AT H - e -
! Nonamer AT : L_\."'_'
3 T’ ! Joined Viodis
| 12nuclectide CiG 23 nucleotide :
! spacer AT  spacer !
§ ) £ > | Heptamer-mezernik-nonamer
| " %g . = recombinational signal sequence (RSS)
! eptamer  A: h
! C:G :
N T I
~_ . e
TARS RAG1 a RAG2 proteiny = V(D)J rekombinaza
G:C | Somatic-cell . . . .
voptamr | 71 | acombiaton (recombination-activating gene)
AT
C:G

12 nucleotide
spacer

vznik nepresnych spojeni

Nonamer

12 a 23 bp mezerniky



Spojovani genovych segmeiit] a VvV

rekombinaéni signéini sekvence rekombinaéni signéini sekvence
s 12nukleotidovymi mezerniky s 23nukleotidovymi mezerniky

o e

komplex
RAG1/RAG2
RO,
@ Parovéni komplext RAGTRAG2.

07
© Stepeni DNA sousedici
s rekombinaéni signalni sekvenci.

komplex RAG1/RAG2
a nékolik dalich proteini

£0r
o Uprava koncli DNA a spojovani.

L V, -

fuzovany genovy
segment Vik,Jks

vystépena DNA



Schematické znazornéni vzniku nepresnych
spojeni meziD a J

f

f
97(7
D

9
%x-1
vytvoreni smycky po sparovani nonamera a heptamerd
vystépeni smycky rekombinazou

pusobenim terminalni transferazy, DNA-polymerazy a ligazy se konce D
a J spoji - v misté spojeni je kratka ndhodna (nové vytvorena) sekvence



Prubéh spojovani subgeid D a J — vznik variabilnich spojeni

komplex rekombinazy RAG vytvaii na heptamerovych
sekvencich vlasenky, ktere nasledsteépi

Terminalni deoxynukleotidyl transferaza pripojuje
nahodné nukleotidy (N) na konce jedndretézci

Nesparované nukleotidy jsou odstrafiny exonukleazou
a jsou nahrazeny repar&ni syntézou

P = palindromové nukleotidy tvorici vlasenku,

N = ,netemplatové” nukleotidy




Nepresna spojeni mezi V a J subgeny vytvareji dalsi zdroj
rozmanitosti protilatek

\

K

1

------- GAGGATCCTCCCACA ~ -+ it GAGGATCCTCCCACA -
I

1] |
] b=——q
|| e==m |
| === | |

Glu Asp Pro Trp Thr Leu Ala
C_1r _Jr 1° J°C °r 17 Glu Asp Pro
5 '+ GAG GAT CCT.

Gly Arg | Stop

Glu Asp Pro Trp Thr Leu Ala

[ 110 1T 1 T

2 -+ GAG GAT CCT /TGX Glu Asp Pro Arg  Arg

— 1 1T 11 I

6 - GAG GAT CCT CGA CGTITAG

Glu Asp Pro Arg Thr Leu Ala

I wI I i 11 . [ .1 I [ %_I ] I
3 - GAG GAT CCT CGG ACG TTA GCC - - -~ .
«—— Produktivni

a neproduktivni
spojeni

Glu Asp Pro Pro Thr Leu Ala
— - I - _'I - ——
4 -+ GAG GAT CCT CCG




Aktivace transkripce po preskupeni subgenu

s I
A T T P, i, B ST
/A N A = 5 /A W )
S N S S i fld = \ 1/
p P P i P P e : .
v Tmm——— = zesilovac
Promater preSkUpenl l Rearrangement
L r—_\\ ]
0 ] m - (T WA/
¥ \
P P ¥ 5
I G el Specificky TF OCT-2 se tvori v pre-B-
lymfocytu
L r’:-'
S/ S " ju T |7/| »»»»»
P\/ P P In!rons /l !ntrons
Not activated Sr W
Pisobeni
zesilovace

Transkripce probiha jen z promotoru toho V subgenu,
ktery je nejblize zesilovaci




Izotypovy presmyk

Presmyk trid = prechod Ig z jedné tridy do jiné

Probiha na urovni tézkych retézcu

Variabilni oblast téZkého retézce zlistava zachovana, méni se konstantni
oblast, zodpovedna za efektoroveé funkce

A. Presmyk na urovni transkripce (Uprava mRNA)
O  prechod z IgM z membranoveho na sekretovany
O  prechod z IgM na IgD
prepis prekryvajicich se transkripcnich jednotek ze stejného
promotoru, koncicich rdznymi polyadenyla¢nimi signaly

B. Presmyk na urovni DNA
O  vytvoreny exon L-VDJ, se pripojuje k ruznym subgenim C po
deleci mezi J a nékterymi C
O  presmyk je rizen signaly presmyku (S) = sekvence na 5 konci
C,, subgent za Ucasti enzymU



Prabéh preskupovani subgenu a alternativni sestrih hnRNA
u tézkych retézcu

V, v, V, V. D,D,D,0, D, JJpd

n n 1 T2
]
|
]

~300---00—HHH--H—

l zérode&n4 konfigurace

~___. po DJ-pfeskupeni
(tvorba kratkeho N-Useku
neni vyznacena)

V‘:‘ 1{2 VS b:'f D‘i‘ D1 SEJ.?
L 1

DNA po V-DJ-pfeskupeni
(tvorba Kratkého N-Useku

neni vyznatena)

primarni transkript (RNA)

po alternativnim sestiihu



Formy protilatek (imunoglobulint)

Dvé formy protilatek (imunoglobulint)

® Povrchoveé n. transmembranové = BCR-receptor
(B-lymfocytovy receptor) = receptor pro antigeny,
zajistuje prenos signalu do bunky

® Sekretované = uvolnované do prostredi



Vznik membranoveé formy IgM

mebranova forma Membrane-coding sequence
v
L vDJ Cul Cu2 Cul Cut SC phs MC pAp
Rearranged DNA :{l:-:: E

Transcription

Primary :
transcript RNA

Cleavage at second
poly A addition site
(pAm) and splicing

terminator

mRNA

Translation,
protein
processing

Sekvence odstrasna
seskihem

B (| Cterminus for
H transmembrane

\& igM

Transkripce kon¢i na druhém (vzdalenéjsim) terminatoru a sestrihem je
odstranén usek RNA kédujici hydrofilni aminokyseliny (SC). Vytvari se
protilatka, ktera je ukotvena v memebrané.

Protein




Vznik sekretované formy IgM

sekretovana forma Secretion-coding sequence

e

L vDJ Cut Cu2 Cu3 Cud SC phAs MC  pAm

e \H -

/ AAA

Rearranged DNA| ©

Transcription

Primary .
transcript RNA

Cleavage at first
poly A addition site
(pAs) and splicing

1. terminator

mRNA

Transiation,
protein
processing .

Protein S : )
©  Cterminus
for secreted IgM

Transkripce kondéi na prvnim terminatoru, vznikly transkript neobsahuje
cast kédujici hydrofobni aminokyseliny (MC) a vznika protilatka, ktera se
uvolnuje z bunky

Zménu v RNA transkriptu H- retézce indukuje aktivace B buiky antigenem



Koexprese IgM a IgD regulovana upravou transkriptu

Exprese IgM Exprese IgD
VD Cu pAl Cs pA2 Vel Cy pAl Cs pA?
DNA :HZF—-- R | oA |

RNA -

TRNA -

Frotoin

<
iﬁ‘”’)c)/\ <

e
[ -
o Y

gD

gl

Ve zralych B-bunkach zacina transkripce na promotoru V, a pokracuje pres exony C, a C;.
Ukonceni transkripce v pA1 a nasledny sestrih vede k tvorbé mRNA kodujici tézky retézec p,
zatimco ukonceni transkripce v pA2 a nasledny odlisny zpUsob sestrihu odstrani exony Cu a
vznikla mRNA pak koduje tézky retézec 6.

Oba zpusoby transkripce mohou probihat paralelné, takze v bunkach
dochazi k soucasné produkci IgM a IgD




Presmyk trid (izotypovy presmyk) pri
diferenciaci B lymfocytu

Genovy komplex po V-D-J
_D'D_B_I_H’.—'D_D‘ """" pfeskupem'

. Signaly presmyku (S)
GAGCT)nGGGGT

/ Presmykové

/ sekvence
Vystépeni casti DNA kodujici

e Co?  té7ky Fetézec

Eetefil- Prepis a sestrih RNA

|

trida IgE (napr)




Presmyky t*id probihajici u tézkych retézca

. signaly presmyku

) VDJ G, C; DNA of
1 early B cells
Early B-cell -6-'\-
primary l
transcripts
Alternatively
spliced to give
1L or 8 mRNA
/ —IgM or IgD
Casny presmyk probihajici
na drovni tra_nslfrlpce a g
sesFihu u naivnich B switch
v rTey ANz g (in this
bunék (nejdrive vznika jen case to
1gG)

C . pozdkji tez Cy;)

VDJ Cp Cy G, Cp
e

oEE e

Mature B-cell
primary transcripts

Spliced to give
v mRNA — IgG

Y

DNA of mature B cells
producing IgG

Pozdni presmyk probihajici
intrachromatidovou
rekombinaci béhem zrani B
bunék (v jednom nebo vice
krocich)



Izotypové presmyky mohou probihat sekven¢né, dokud
je mozné zatim nevystépené C subgeny eliminovat

VDJ

m Sty

T =il |
s | —

Isotype switching

J [

1gG3 produced

VDJ

Presmyk
ve vice
krocich

Presmyk v
jednom
kroku



Alelicka a izotypova exkluze

Alelicka exkluze

Béhem vyvoje B-bunky jsou aktivovany
pouze geny jednoho z rodica (nejasny

mechanismus)

Izotypicka exkluze

Z lehkych retézcu je aktivovan pouze
jeden z moznych typu: lambda nebo kappa

Vysledna bunka tvori protilatku obsahujici
jedinecné vazebné misto pro antigen

T~

Monospecificka
protilatka

PRO-B CELL

maternal paternal
K T e K

A __
He===sm m======H ;

PRE-B CELL

maternal paternal

\\\\\\\\\\\\\

chosen chosen light-chain

heavy-chain gene-segment
gene-segment p el pool

pool

maternal paternal
K e K
shviian Wiz
> — -

TOHLLI AN

paternal I g,
light chain maternal

heavy chain

antibody



Casovy pribéh vytvaireni H- a L-Fetézci protilatek

Nejdiive se v pre-B lymfocytu vytvdi tézky retézec typup — probihaji
pokusy o preskpupeni u obou alel — jakmile se to u jedné podta
pireskupovani u druhé alely se zastauvi.

Zatim vSak neni vytvaen lehkyretézec a €zky retézec se paruje s
,2nahradnim“ L- Fetézcem (L), slozenym ze dvou malych proteii.
Vznika pre-B receptor.

Po obdrzeni signalu (??) z jinych buék zaéne preskupovani subgeii pro
L- retézec.

Nejdiive se zénou preskupovat subgeny pro L typuk. Pokud vznikne
funkéni L Fetézec, zastavi seifeskupovani druhé alelyk. Pokud ne,

zatnou se obdob# pieskupovat alelyd. Pokud se to nepodé a nebo se
vytvori L Fetézec, ktery se nemize spojit s Hiretézcem, pre-B lymfocyt

hyne.



Vznik somatickych hypermutaci v preskupené
riabilnl’ oblasti imIouIinového tézce

o]

Vznikaji r izné typy mutaci, z nichz gkteré vedou k zesileni vazby
antigenu protilatkou — bunky, které takové protilatky tvo ¥i, proliferuji.

Deaminace cytozinu na uracil, pak reparace



Pricina rozmanitosti protilatek

Preskupovani V-D-J-subgenu
Kombinace lehkych a tézkych retézcu
Nepresna spojeni V-J (V-D-J)
Somatickeé mutace v okoli V






Humoralni imunitni odpod’ k infekci zprostedkovana B-bikami
|

Memory cell Sekundarni : = x )

c 5. Aktivovane B buiky se bul
Vysoka il _odpoved diferencuji na pamétové buiky (5a),
frekvence nebo se z nich stavaji plazmatické
mutaci * buriky sekretujici antigen (5b)

@ Activated
B cell

: l 1. Makrofag pojme antigen

g

Plasma

Activated \

T helper cell 2. Makrofag antigen

zpracuje a jeho slozky
vystavi na povrchu

6. Protilatky vazou prostirednictvim MHC I

antigen, tim
vytvaieji komplex,
ktery je zni¢en
makrofagem

Antigen-presenting
cell (macrophage) . . ;
3. Antlgen Je rozpoznan

Phagocytic cell pomocnou T buikou,
(macrophage)

ktera (4) aktivuje B-
* . Membrane-attached m MHC protein bunky, kte_ré rO_Vﬂ €z
Antigen immunoglobulin (class Il nesouéasti antigenu

Processed Secreted T helper cell
antigen immunoglobulin receptor



MHC-molekuly (glykoproteiny)
hlavni histokompatibilni komplex (major histocompatibility
complex) - lidské MHC: HLA (human leucocyte antigens)

Funkce MHC glykoproteina

vazba peptidovych fragmenti cizorodych proteinu (antigeni)
a vystavovat je na bugéném povrchu tak, aby byly
potencialné rozpoznatelne T lymfocyty.

MHC gp | - jsou na vSech buikach organismu: vazba peptidi
produkovanych bunkou po odbourani struktur patogena
(bakterie, viry)

MHC gp Il - jsou na bumnkach prezentujicich antigen: vazba
peptida pohlcenych buikou a odbouranych makrofagy a B-
lymfocyty



Rozpoznani burgk infikovanych virem T-lymfocyty

komplex MHC gpl-peptid je rozpoznan TCR, signal nawdi v
T-bunce tvorbu enzymi degradujicich infikovanou buiku

degraded into peptides

Macrophage

subunit
B subunit

Peptide antigen

TCR binds to
antigen—-MHC class |l
complex

Helper T cell
(MHC ll-specific)

Signals intracellular processes



Po navazani T-buiky na B-lymfocyt prezentujici antigen z&ina T-
bunky syntetizovat lymfokiny, ktere pak stimuluji prolif eraci jak T-
bunék tak i B-lymfocytu, které se pak méni na plazmatické buiky
vytvareji velka mnozstvi protilatek

N B cell
' . Proliferation :% | %ﬁ

IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IFNYy,
GM-CSF, TNFa

Chemotactic
factors




Globalni schema humoralni a burééné imunitni odpovédi

bunka peptidové fragmenty

receptor peptidove virus :é: fagocytovany infikovana virem io\vch proteint

pro cytokiny fragmenty
\ v1 8 WA :é: MHC | w::h:

5 antigen |
< :
\ s \ 2 [receptor §
®
plazmaticka e Q%0
5 6 oo
burnka
A
cytokiny
7 molekuly R
protilatky receptor /‘
. = MHC |
G ~ burika
\(‘ odumirajici
apoptozou

16

. .
aktivovany )
e .
makrofag '§

E kti
’ﬁ‘ ax INace Th1-lymfocyt
}H S viru

Humoralni imunita - zprostredkovana B-lymfocyty (3,5,7)
Bunééna imunita - zprostredkovana T-lymfocyty

virové
proteiny



Antigen (virus) je zachycen receptorem (protilatko) na povrchu
B-lymfocytu, ktery je tim aktivovan, proliferuje a diferencuje se
na plazmatické buiky, které pak uvoliuji protilatky do
prostredi. Uvnitr B-lymfocytu je antigen rozlozen na peptidy,
které jsou prostirednictvim MHC zanoireny do povrchu, kde je
rozeznavaji T-lymfocyty. T-lymfocyty tvoii cytokiny, které
stimuluji proliferaci plazmatickych bun ék tvoricich protilatky.

V lymfatickych uzlindch se vytvareji makrofagy pohlcujici
antigeny, které jsou v nich rozlozeny na peptidy a @moci HMC
vystaveny na povrch, kde jsou rozpoznany T-lymfocyt— ty
zvysuji aktivitu makrofaga tvorbou cytokinu (interferon).

Somatické buiky infikované viry (bakteriemi) je rozlozi na
peptidy, které pomoci MHC vystavi na povrch, kde jsou
rozpoznany T-lymfocyty a dochazi k indukci apoptozy.



