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Lernziele

« Antikorperstrukturen und -klassen darstellen konnen
« Funktionen von Antikorpern kennen

« Begriffe: somatische Hypermutation, Affinitatsreifung,
Klassenwechsel erklaren konnen

« B-Zell-Entwicklung skizzieren konnen

« Ablauf einer primaren und sekundaren Immunantwort
erlautern konnen



Antikorper (Immunglobuline, Ig)

a Antigen-
bindungsstelle

Ve

Gelenk

* Nur bei Wirbeltieren

» Y-formige Struktur
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—— —— ﬁ';?,;,ij% 2 identische Bindungsstellen, die
Region varla! e oleku o .
Region komplementar zum Antigen passen

Antikorper bindet Antigen ) Ant:korperspez:fltat

Effektorfunktionen:
- Komplementaktivierung

o
°

“ - - Bindung von Immunzellen
Effektoren
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Epitop & Paratop

Epitope: Erkennungsstellen auf dem Antigen
Paratop: Bindungsstelle des Antikorpers

Paratop (Schloss) interagiert mit Epitop (Schlussel) des Antigens.

Antikorper
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Affinitat und Aviditat

« Affinitat: Kraft, mit der ein Antikorper ein Epitop bindet
(Dissoziationskonstante).

Monovalentes Antigen

Dissoziation

Assoziation .

Affinitit
(Ag + AK <-> AgAK)

Albrecht Bufe www.ruhr-Unibochum.de/homeexpneu



Affinitat und Aviditat

« Affinitat: Kraft, mit der ein Antikorper ein Epitop bindet
(Dissoziationskonstante).

« Aviditat: gesamte Bindungsstarke, die ein multivalenter AntikGrper mit
einem multivalenten Antigen eingeht. (Aviditat > Summe der
Einzelbindungen).
=> Monovalente Interaktionen haben eine niedrige, bivalente eine hohe und
polyvalente eine sehr hohe Aviditat.

Monovalentes Antigen Multivalentes Antigen
Dissoziation . . I
Assoziation -=««ssssreeacaanas + Dissoziation
Assoziition \. V % ﬁ
Affinitat Aviditat
12 (Ag + AK <-> AgAK)
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Allgemeine Antikorperstruktur

Antigen
bindet
hier

« Molekulmasse ca. 150 kDa

« 2 leichte Ketten (C, V,)
2 schwere Ketten (C41-3, V)

variable

« Antigenbindungsstellen der (V + V)
, werden von 3 Schlaufen der
j’ Polypeptidkette (CDR,
Sic ; §° complementarity binding region), die
e am Ende herausragen, gebildet.

* Disulfidbricken halten die Ketten
zusammen.

konstante
Region

V = variable Domane
C = konstante Domane

schwere Kette

HOCHSCHULE
14 WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES

Aus: Clark/Pazdernik, Molekulare Biotechnologie, © Spektrum Akademischer Verlag GmbH, 2009



Domanenstruktur der schweren Kette eines IgG

Paratopschleifen
der hypervariablen ==
Regionen 4

hypervariable
loop

1 Domane: ca.110 Aminosauren
variable Domane (V,))
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Figure 25-34 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

konstante Domane (C,,))




Antikorperaufbau

Schwere Kette (H-Kette) Leichte Kette (L-Kette)

« Ca. 50 kDa « Ca. 25kDa

« 2 identische Ketten » 2 identische Ketten

« Konstante und variable Domanen « Konstante und variable Domane

« S versch. Ketten (Chromosom 14): « 2 versch. Ketten (Chromosom 2 + 22):
=>a,0,¢&,7, 1 => ) und k Kette

=> versch. Klassen/Isotypen
=> versch. Funktionen

/

IgA, IgD, IgE, IgG, IgM

iy |g = Immunglobulin



Antikorper-Klassen

W N\

Gelenkregmn

IgA, IgD, IgG IgE und IgM
» Gelenkregion » Weitere konstante
Domanen
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Antikorper-Klassen

Disulfide
bond

J-Kette J0ining
chain

Joining Secretory
chain protein
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Antikorperklassen

IgA (13 % der Serum-Ig)
« Haupt-AK auf Schleimhauten (Lunge, Darm,

' N / Urogenitaltrakt, Speichel, Tranen)
— externe Abwehr
/ \ « Ubertragung durch die Muttermilch

« Serumhalbwertzeit: 6 Tage

http.//www.uni-regensburg.de/Fakultaeten/Medizin/Innere_1/aknei/FoGr/B-Zelle-2008



Exkurs: Transcytose von IgA uber Epithelzellen

IgA-Dimer ist Uber eine J(joining)-Kette (wie beim IgM) verbunden sind.

Poly-Immunglobulinrezeptor, an der Basis der Epithelien, bindet IgA-Dimer.

EndCytOSG dimeres IgA §_ freigesetztes
Transcytose und Fusion auf det IgA (Dimer)
L. Poly-lg- \_

Lumenseite des Epithels Rezeptor /.

5. sekretorische Komponente des §_ /ib
Poly-lg-Rezeptors wird durch
Enzyme abgespalten und bleibt
mit dem freigesetzten . -
IgA-Molekul verbunden
(Schutz vor Proteasen).

> 0 h =

A

sekretorische
Komponente

Lumen Lumen
abgewandte zugewandte
Seite des > < Seite des
Epithels Epithels

Figure 25-26 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Antikorperklassen

|

|

IgA (13 % der Serum-Ig)

« Haupt-AK auf Schleimhauten (Lunge, Darm,
Urogenitaltrakt, Speichel, Tranen)

— externe Abwehr
« Ubertragung durch die Muttermilch
« Serumhalbwertzeit: 6 Tage

IgD (1 % der Serum-Ig)
« Antigenrezeptor auf B-Zellen, wenig freier AK
« genaue Funktion noch unklar (2021)

lgG (80 % der Serum-Ig)
« Hauptantikorper im Blut => interne Abwehr

« Aktiviert Komplement und Phagozytose
(Opsonierung)

« Plazentagangig
« Serumhalbwertzeit: 23 Tage

http.//www.uni-regensburg.de/Fakultaeten/Medizin/Innere_1/aknei/FoGr/B-Zelle-2008



|gG-Gehalt im Blut Uber die Entwicklung vom Fotus zum
Erwachsenen

« 1gG Transportproteine vermitteln den Transport durch die Plazenta

Percentage of adult =
level of serum tl’a"sl'ezt
- - ow
immunoglobulins passively Ieve?s IgM
100 - transferred
maternal IgG
0+ % 3 X a0 T 3
conception -6 3 birth 3 6 912345 adult

Figure 13.9 Janeway’s Inmunobiology, 8ed. (© Garland Science 2012)
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Antikorper-Klassen

IgM (6 % der Serum-Ig)

Antigenrezeptor auf unreifen und reifen B-Zellen
Erster AK wahrend einer Immunreaktion
= Primare Abwehr
Aktiviert Komplement, Agglutination
Monomer: B-Zell-Rezeptor
Serumhalbwertzeit: 5 Tage

IgE (0,002 % der Serum-Ig)

Aktiviert Mastzellen, Eosinophile wahrend einer
Parasiteninfektion

Allergische Reaktionen vom Typ1
(Milbenallergie, Heuschnupfen, Asthma)

Serumhalbwertzeit: 2 Tage

http.//www.uni-regensburg.de/Fakultaeten/Medizin/Innere_1/aknei/FoGr/B-Zelle-2008



Exkurs: Uberblick

Antikdrper [Form Gebunden (G) oder frei (F) |Vorkommen und Funktion
gD Monomer membranstandig (G) Auf der Oberflache von reifen, naiven B-Zellen.
sezerniert (F) Wird in sehr geringer Menge bei Erstkontakt mit Antigen

freigesetzt.

IgG Monomer sezerniert (F) Wird von Plasmazellen freigesetzt; typisch fliir Abwehrphase
etwa drei Wochen nach Infektion, bleibt lange erhalten.
Hauptanteil der Antikérper im Blut.

IgE Monomer membranstandig (G) Wird unter anderem an der Oberflache von Mastzellen
gebunden und ist bei Allergien involviert.

IgA Dimer sezerniert (F) Vor allem in Kérpersekreten zu finden.

IgM Monomer membranstandig (G) Auf der Oberflache von reifen, naiven B-Zellen zu finden.

Pentamer sezerniert (F) Wird bei Erstkontakt mit Antigen von Plasmazellen

freigesetzt; Zeichen fur frische Infektion.

Tabelle 1: Antikorper-Isotypen im Uberblick. Unterschiede in Form, Vorkommen und Funktion., Bild: Dpen Science - Lebenswissenschaften im
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Funktion von Antikorpern: Neutralisierung

* Vermittelt v.a. durch IgG und IgA
« Antikorper binden an Toxine
= Toxine konnen nicht mehr an die Zelle binden
» Antikorper binden an Oberflache von Bakterien/Viren
=> Pathogen kann nicht an die Zelle andocken und infizieren

® o © %:.‘:.?

o S
. 5) %Q.
@
elle mit >R
° Rezeptoren
fur Toxin
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Funktion von Antikorpern: antikorperabhangige zellulare
Phagozytose (ADCP)

IgG-antibody-coated Fc region of

bacterium ;
A IgG antibody
\ / %/F/

N Y Fc receptor

* Vermittelt v.a. durch IgG

» Antikorper binden an die Oberflache des
Pathogens (Opsonierung)

* Fc-Rezeptoren der phagozytierenden 4
Zellen bindet an Antikorper neutroohit

 Phagozytose

« Abtoten des Pathogens im
Phagolysosom

PHAGOCYTOSIS

28
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Funktion von Antikorpern: intrazellulare Antikorper-vermittelte
Degradation (IAMD)

Mechanismus:

* 1gG bindet aul3erhalb der Zelle an
unbehdulites Virion (1)

» Virion infiziert Wirtszelle Uber
Endozytose und gelangt ins Cytosol (2)

TRIMP21 (intrazellularer Fc-Rezeptor)
bindet im Zytosol an I1gG (3)

TRIPM21-IgG-Virus-Komplex wird
modifiziert und zum Proteasom geleitet

(5)

 Proteasom zerstort Virus durch

Cytosol %

Antibody AdV5

'

CAR TRIM21
K48-Ubiquitin

K63-Ubiquitin

&

VCP Proteasome

Proteolyse (5) o
 parallel werden Entziindungsgene vobl  NF-B

angeschaltet (4, 6) A AN

. TAB2 AP-1 IRF
. it @ IRK&—KKB—NEMO

Vorraussetzung fir Erfolg: R p
Degradation des Virus erfolgt bevor ® °$\%‘j°, i o0 ( i nl ml % e @
Virusgene abgelesen werden : CXCLI0

Virus degraded Nucleus CCL4
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Funktion von Antikorpern: Komplementaktivierung

* Vermittelt v.a. durch IgM und IgG @ﬂf

« Antikorper binden an die

Oberflache des Pathogens +
=> Aktivierung der Proteine des Komplement
Komplementsystems

=> Poren in Bakterienmembran

* Anlocken von Phagozyten uber
Komplementrezeptoren

. A -
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Funktion von Antikorpern: Agglutination

* Vermittelt v.a. durch IgM

Vernetzung benachbarter Bakterien / Viren / I6slicher Antigene
= Verklumpung zu Immunkomplexen

= Komplementrezeptoren auf Erythrozyten transportieren zur
weiteren Phagozytose Komplexe zur Milz, Leber, etc.

. i
~ i 5}% \
K- t

n ‘ m ‘
Q
£
A
~ <
.
7,
(|
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Funktion von Antikorpern: Antikorper-abhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC)

« Vor allem durch IgG vermittelt
« Bindung von Antikorpern an Fc-Rezeptoren auf Immunzelle
=> Freisetzung von zytotoxischem Granula (z.B. Perforine)

Target Cell
Antibody

Fc Receptor

O
XicIiTy Effector Cell
(NK cell & Monocyte)
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Fc-Rezeptoren

* Verbinden die Antigenspezifitat mit den Effektormechanismen
der angeborenen Immunitat

* Fc-Rezeptoren passen zur schweren Kette (Fcy, Fca,...)
* Quervernetzung der Fc-Rezeptoren auf einer Zelle bewirkt deren Aktivierung

Immunregulation durch Fc—Rezeptoren:
* Freisetzung von Zytokinen

 ADCP (Phagozytose)

« ADCC (Cytotoxizitat)

* Fc-Rezeptoren spielen keine Rolle bei der
Komplementaktivierung (aber der Fc-Teil der AK)

Fc Receptor

Effector Cell

HOCHSCHULE
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Zusammenfassung: Funktionen von Antikorpern

1. Neutralisierung und Agglutination von Toxinen und Bakterien
(verhindert Bindung von Pathogenen oder Toxinen an Zellen)

2. Opsonisierung (Erleichterung der Phagozytose, Fc-Teil des AK wird von
Immunzellen erkannt) => ADCP

3. Antikorper-abhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC)
(v.a. NK-Zellen)

4. intrazellulare antikorpervermittelte Degradation (IDMD)

5. Komplementaktivierung
=> MAC, Phagozytose

http.//slideplayer.org/slide/646848/



Exkurs: Effektorfunktionen der Antikorper

lgG-Subklassen (Allotypen)

Komplementsystems

Funktion IigM IgG1 IgG2 | 1gG3 | IgG4 IgA IgE
Meutralisierung

+ ++ ++ ++ ++ ++ =
Opsonierung

= +++ = ++ + + =
Sensibilisierung fur
tadliche Angriffe von - ++ - ++ - - -
NK-Zellen
Sensibilisierung von
Mastzellen B ) B - B B
Aktivierung des

++ + ++ = + =

35
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Genomische Organisation der Antikorper

- Schwere Kette: H Kette (1250kb; Chrom.14)

h Vk oder VA
mirdas VH1 VHn DH1 DHn RN G CG G3 Gyl
Antigen ge- Jw: oder Ji \ 5‘_||:|_,¢_ID_,/,_|

bunden .

2n

Cx oder Ch bis n=100  bis n=23 _

VH

- DH 3
. JH enh
ammes Leichte Kette: « Kette [lﬂzﬂk‘h: ChI'DITI.EJ
g:_‘ 5$- g Vil Vin k| G
s - 1— HHHH—§—T 8->
bis n=35 enh enh
Leichte Kette: A Kette (1050kb; Chrom.22)
Vil Vin JAl CAl 12 G2 A3 G3 JA7 CA7
sH -0+ 1 - -1 43
V - variabel bis n=30 enh
D - diversity
J - joining
C - constant
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Genetische Grundlage der Antikorper-und
T-Zellrezeptor Diversitat

Anfange Enden

- - C >

[ ] [ |

Vielfalt der Antikorper-Spezifitaten durch:

alle moglichen Kombinationen

* Shuffling (Umlagerung) und
Wiedereinbringen von Genabschnitten

E - - |
- - - ) |
E |
[ E - |
[ [ -
i
|
E " |
L |
neun neue,Gene”
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V(D)J-Kombinationen

k-Leichtkette schwere Kette J-Leichtkette
V. V| Dy V,
40 5 51 27 6 29 4
;l_/
Dyl
162
T N T T
V. [J, Vy, Dy Jy Vi1,
200 8262 116
| |
1652400 958392
Antikorper mit Antikorper mit
k-Leichtkette /-Leichtkette
I
2610792

Antikorper insgesamt

O Abb. 6.8 Anzahl der méglichen V(D)J-Kombinationen bei Antikérpern.

Aber es konnen Milliarden verschiedener Antigene erkannt werden
=> weitere Mechanismen



Somatische Rekombination
am Beispiel der schweren Ig-Kette (im Knochenmark)

1. V(D)J-Rekombination

- mittels RAG-1 /- 2
Enzymen
(arbeitet ungenau
=> hohere Vielfalt)

- RAG (recombination
activating gene)

=>nur in B- und T-
Zellen exprimiert

2. Spleiflen

3. Allel-Ausschluss
damit nur ein BCR
exprimiert wird

a Keimbahn-DNA
v1|v2|v3|-|vs1|-[D1{D2[D3[p4| D2

~J

& | G

V3 V51 1 D1ID2

D4} D27+ {1}12]{13]{)4]

wurden herausgeschnitten

b rekombinierte DNA

vijivaHp3jisibeld ¢ |} s

C Primartranskript

v2|p3)s G || G

d mRNA

V2|D3(J5| G, [ Cs J
n

wurden herausgeschnitte

e Protein

]
/ = 2,6 Mio Mdglichkeiten

somatische Rekombination findet auch beim T-Zell-Rezeptor statt.



Mechanismen der Steigerung der Antigenrezeptorvielfalt:

Einflgen von Nukleotiden

* Rekombinationselemente
(Heptamer, Nonamer) lagern sich
zusammen

 beliebige Spaltung durch RAG-
Proteine

* Ausbildung von Haarnadelstrukturen

« Offnung der Haarnadelstrukturen

* Erganzung beliebiger Nukleotide
durch Terminale Desoxy-
ribonukleotidtransferase (TdT)

« Zufallige Anlagerung der losen
Enden und Auffullen mit Nukleotiden
(lose Enden werden abgespalten)

b

e

Heptamer

ASEASASTS
TGEGTGTCAC

T
AGGTGTCAC

A C
T|G

ﬁI\CG
T

Nonamer

Spacer ACAAAAACC

23bp [TGTTTTTGG

Spacer ACAAAAACC

12bp |TGTTTTTGG

C
G

TC

T

?CGAGTCAE\

T ETEEATEGA

G

N-Nucleotide

ACGAGTCAGCTIAG

I |
THOTCAGTCGATC

I—P—NucleotideJ

T
A

GA

CT
GA
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Allel- und Isotypenausschluss

Allelausschluss:

Isotyp-(Klassen-) ausschluss:

immer nur ein Allel wird
exprimiert

___ AllelA
gilt fiir schwere und leichte Kette

hangt vom Zufall ab

Allel A

nur Lokus « oder A wird ‘
exprimiert
A B

feste Praferenz welcher Lokus

zuerst umgeordnet wird (meist
erst k dann 1)

B-Zellen
tragen
entweder
Ig des a-
oder des b-

Typs



Immunglobulin Klassenwechsel (Lymphknoten, Milz)

Austausch der konstanten
Region der schweren Kette
(Paratop bleibt unverandert)

« Doppelstrangbruche in
den S(switch)-Regionen
(AID-vermittelt)

« Ligation der Enden

« Mittelstuck geht verloren
— Klassenwechsel
irreversibel

c2

C.2

C, HCs
=

=) === C
Ce 151 G2




Affinitatsreifung der Spezifitat des BCR durch somatische
Hypermutation (im Lymphknoten, Milz)

. Punktmutationen im Bereich der

hypervariablen Regionen der Immunglobuline

. Prufung des BCR mit Antigen:
- keine/geringe Antigenerkennung
=> B-Zelle stirbt (negative Selektion)
- hohe Antigenerkennung + costimulierende
Molekule + T-Zell-Stimulation
=> B-Zelle teilt sich (positive Selektion)
=> Differenzierung zu Plasmazelle oder
Gedachtniszelle mit Klassenwechsel /
Isotypwechsel (betrifft konstante
Region des Ig)
=>1gG, IgA, IgE

TTTTATT
TGCAGTGCA

|AID

TR
TGCAGTGCA

— | T

]
TGCAATGCA

Enzym AID (activation-induced cytidine
deaminase): wandelt Cytidine in durch

APLATeT
TGCAGTGCA

l

S
TGCATTGCA

alternative
Mutationen

Te
A C

i 1
TGCAGTGCA

|

FOTASASTT
TGATCTGGA
diverse
Alternativen

Desaminierung in Uracil um.
(B-Zell spezifisch)



Vergleich

_ Isotypenwechsel V(D)J-Rekombination

Mechanismus? Swith- Heptamer-Spacer-
Erkennungssequenzen Nonamer
Enzym AID Enzyme Rec1, Rec2
Zufallig oder gerichtet?  gerichtet zufallig
Wann? Nach Antigenstimulation Wahrend der B-Zell-
Entwicklung im
Knochenmark
Erfolg? Immer produktiv Selektion notwendig

(nicht funktionale,
trunkierte Ketten werden
ausselektiert)

HOCHSCHULE
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B-Zelle-Differenzierung

Jede reife B-Zelle exprimiert einen |
individuellen Antikorper Mature B cell

(Spezifitat) Antigen stimulation

Erfolgreiche Antigen-Antikorper e — £+ Ty-Aktivierung
tivat
Bindung und T,-Aktivierung ctivated Beell (@)

=> Aktivierung der B-Zellen und Differentiation

Proliferation (pos. Selektion) L) IgM-secreting plasma cells @b —_ %%f

Differenzierung zu Plasmazelle & IgM
=> |gM-Antikopertiter steigt

\

Class swntchlng

RY

v
Affinitatsreifung (Punktmutationen
der hypervariablen Regionen) @ . @ Plasma cells

2 secreting variou:
Klassenwechsel und Memorv l l isotypes
Differenzierung zu Gedachtnis- ovag‘f,'(',sus \\"z/ \Y
zelle (lange Lebensdauer, Basis isotypes IgG lgA IgE
,,fur Impfstoffe) und Plasmazelle @ Abb.6.12 Somatische Rekombination beim Immunglobulinklassen-

wechsel. Dargestellt ist der Klassenwechsel von IgM/D zu IgE. a) Zunachst



Zusammenfassung: Grundlagen B-Zell-Diversitat

« Somatische Rekombination (V(D)J) (=> variable Region)

 Somatische Hypermutation (zufallig) in den Keimzentren der sekundaren
lymphatischen Organe (=> nur variable Region)
=> Affinitatsreifung

« Isotypen-Klassenwechsel (=> konstante Region), sek. Lymph. Organe

- Jede AK-Produktion beginnt mit IgM

- Ag-erkennende Elemente (V(D)J-rekombinierte Elemente) der schweren
und leichten Kette bleiben unverandert

- konstante (Effektor-) Region der schweren Kette wird gewechselt

- Isotyp der leichten Kette kann von k nach A gewechselt werden, wenn keine
funktionsfahige k-Kette gebildet wird

- durch Umlagerung von Gensegmenten (,looping out®) werden Sequenzen
herausgeschnitten und neu verbunden

- es konnen mehrere Umlagerungen auf einander folgen

=> jeder Antikorper hat eine Spezifitat (-> Antigen) und einen Isotyp der
schweren Kette (IgM, 1gG,..)



Primare und sekundare Immunantwort

100 —
g Total
Lo
E I
-
3)
)]
k= 10
= :
e 'a Primary " Secondary
E O response response
s a
g2 'Or
g5 Total <
o IgG
- :
U -~
2 0.1
=
S
-«
0.01 T : T
1° Ag 2° Ag
Time after immunization
HOCHSCHULE
52 WEIHENSTEPHAN-TRIESDORF
UNIVERSITY OF APPLIED SCIENCES

http.//www.newhealthadvisor.com/Primary-Immune-Response.html|




Primare und sekundare Immunantwort
(Antikorperkonzentration im Serum)

Primare Immunantwort

Lag-Phase nach initialem Pathogenkontakt
geringer Antikorpertiter, der mit der Zeit abfallt

Serologischer Nachweis: viel IgM, wenig I1gG

Sekundare Immunantwort

Voraussetzung: gleiches Antigen
verkurzte Lag-Phase
hoher Antikorpertiter, der langer erhoht bleibt

Serologischer Nachweis: viel IgG (affinitatsgereift), wenig IgM



Immunologisches Gedachtnis

« Sekundarreaktion nach wiederholtem Antigenkontakt:
schnellere und effektivere Immunantwort als Primarantwort

« T-und B-Gedachtniszellenzahlen sind ca. 4 Wochen nach Infektion
am hochsten und bleibt uber Jahre konstant

* Grundlage der Immunitat — Anwendung bei Impfungen

« Unterscheidung der T-Gedachtniszellen aufgrund der
Cytokinrezeptorexpression:
- effektor memory T-Zellen
- central memory T-Zellen
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