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Zellen des angeborenen- und
erworbenen Immunsystems

Angeboren: Adaptiv:
1. Granulozyten: ‘o - e / \
Neutrophile, Eosinophile, Basophile T Zelle B Zelle

2. Monozyten (Blut), Makrophagen (Gewebe) '@ e

< - & ' Zytotoxisch Helfer l
3. Dendritische Zelle (DC),
Follikuldare Dendritische Zelle (FDC) (G
i
4. Mastzelle gl Plasmazelle

5. NK Zelle (natural kiIIer)ﬁ-..-'.-.
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CD Marker

Bestimmte Zellen (z.B. Lymphozyten) kdnnen nicht immer
aufgrund ihrer Morphologie unterschieden werden.
Verschiedene Zellen kbnnen mit Hilfe von Molekilen die sie
auf der Zelloberflache oder im Zytoplasma exprimieren

CD3 CD19 identifiziert und unterschieden werden.
u IMMUNPHANOTYP: Das charakteristische molekulare
Muster eines Zelltyps wird durch die Benutzung von
Antikorpern bestimmt.
T Zelle B Zelle Solche Oberflachenmolekile erhielten eine standardisierte

Nomenklatur:

Cb3 CD = Cluster of differentiation, Benutzung: CD + Nummer,
e.g.: CD1, CD2, CD3, CD4, etc...

‘- cb4 Die Struktur und Funktion der CD Marker variiert.

Beispiel fir Immunphanotyp:
CD3+/CD4+/CD8- > Helfer T Zelle




Arten von CD Markern

Abstammungsmarker (lineage): Molekile die exklusiv auf Zellen einer bestimmten
Abstammung exprimiert werden

— Z.B.: CD3 - auf allen T Zellen CD19 - auf allen B Zellen

Reifungsmarker: Der Immunphanotyp kann in verschiedenen Reifungsstadien
unterschiedlich sein. Bestimmte Molekile werden, unter anderem, nur auf unreifen
Zellen, andere auf reifen Zellen und wieder andere nur bei voll Funktionsfahigen Zellen
exprimiert.

— Z.B.: CD20 (Ist gleichzeitig ein Abstammungsmarker der B Zellen da es auf keinen
anderen Zellen gefunden werden kann)

CLP Pro-B Zelle Pra-B Zelle unreife B Zelle Reife BZelle Plasmazell
‘ e —_— —_— —_— —_— @ﬁ:g‘?'
@':s»ﬁ?

CD20 negativ CD20 negativ CD20 positiv CD20 positiv CD20 positiv CD20 negativ

Aktivierungsmarker: Molekile die von aktivierten Zellen exprimiert werden, wahrend
sie bei ruhenden Zellen entweder vollstandig fehlen oder in geringerem MalRe
exprimiert werden, z.B..:

— CD25 (Die alpha Kette des Interleukin-2 Rezeptors, IL-2Ra, mehr dazu spater)

— CD80 und CD86 (B7-1 und B7-2, sogenannte kostimulator-Molekiile die von
Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert werden, mehr dazu spater)



Komponenten des peripheren Blutes

Zellulare
7 Bestandteile

_ Blutplasma (55 % des
Gesamtvolumens)

Leukozytenfilm
(WBK+TZT) < 1%

— Erythrozyten (45 % des
Gesamtvolumens)

Venenpunktion Zentrifugation

. ) ) Normal  Entziindlich Leukdmisch
Blutplasma: Uberstand des antikoagulierten Blutes - :
Blutserum: Uberstand des koagulierten Blutes ' n ﬂ

l

BIuthasma
Sie sind fir verschiedene Labortests von nutzen,
z.B. Koagulationstests kénnen nicht mit Serum Le”"°zyte“' Leuko-»ag) euko.
durchgefiihrt werden film film film<




Zellulare Bestandteile des Blutes

Die Labor Blutzellzahlungen werden automatisch von
Hamatologischen Analysegeraten auf Basis der
Durchflusszytometrie durchgefiihrt. (siehe spater)

Qualitative blood count

Cell type Absolute number Ratio (%)
(cells/pl)

Leukozyten 4500-10.000
Neutrophile 2200-6300 55-70
Stabkernige 120-450 3-5 .
Segmentierte 2000-6300 50-70 v
Eosinophile 80-360 2-4 ng
Basophile <90 0-1 _ Wcr 470
Monozyten 80-540 2-6 -

Lymphozyten 1000-3600 25-40 T e
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Neutrophile Granulozyten

Leukozyten % 55-70
Hauptfunktion: Elimination von Q
Pathogens, Entfernung o

von Gewebetrimmern

Erkennung durch: PRR (Mustererkennung), 9
Fc Rezeptor, ‘
Komplementrezeptor

Inhalt der Granulen: Verdauungsenzyme
Phagozytose und
Elimination des Phagozytose, oxidativer Lyse von Pathogenen
Pathogenes: Burst, Degranulation P '
Produzierte Mediatoren: Inflammatorische \
Zytokine >
Fc Rezeptor: FcyR (bindet IgG) b T <y tiEn
Rolle bei Krankheiten: Entziindungsreaktion _
1
‘ { y
Rot: Nur moglich nach aktivierung der adaptiven 0 - L_/’// O
Immunitat - CQ "



Oxidativer Burst

Phagolysosom 1. Phagozytose (Phagosom)

Zellmembran der 1 M)
neutrophilen : \{}‘/ l

0, 2. Phagosom + Lysosom

NADPH ~, - .
e O enthélt Enzyme und
0, . :
o) reaktive Sauerstoffspezies
C"-Qﬁz f;\'— (ROS) > Phagolysosom
‘\_J'
v . HOCI
7 NADPH Oxydase Bakterium = >~ l
1 Di s ¥ r& A ON
@) Superomd Dismutase &\\ - *r"/ '/;;'/ NADP+ NADPH . .
3 Myeloperoxidase il = — 3. Die Enzyme und die ROS
@ Katalase aer” © epa toten den Erreger

(&) Glutathione Reduktase
® Glukose-6-phosphat Dehydrogenase

Pathogenes
Bakterium

Neutrophil



Mustererkennung

* PAMP (Pathogen-assoziiertes molekulares Muster (Pattern)): Molekile die haufig auf
Erregern gefunden werden und vom angeborenen Immunsystem erkannt werden kdnnen.

RNA Viren DNA Viren

R KA Beispiele fir PAMPs:
Microben RNA f:;{ \j 2 - C < Microben DNA * LPS (lipopolysaccharide)
(TLR3, 7, 8) % e A CAT (TLR9) . _oluk
EPT JIXS Beta-glukan
Gram-positive Bakterien Gram-negative Bakterien * dsRNA (dOppGIStranglge RNA)

* CpG-DNA (mikrobielle DNA)

e o ~ ~_ < Flagellin
Lipopetide . // b

Flagellin

(TLRL,26) V. _ _ _ o .
Lipoteichon- Microben Lipopolysaccharide Microben DNA (TLR5) Be|sp|ele fir PRRs:
sdure (TLR2)  DNA (TLR9) (TLR4) (TLR9) % « LPS-Rezeptor (CD14)
Beta-glukan Fungi Protozoen )

ey * Mannose-Rezeptor C-lektin-R
Microbem DNA /’7 * Glukan-Rezeptor -extin-

(TLR9) ™ )
* Toll-like Rezeptors (TLR)
Microben DNA Glycophosphatidylinositol 4 Scavenger Rezeptors

(TLR2, 4) _ )
. (I;'F?& (Pattern-recognition Rezeptor): Die Gene rearrangieren sich nicht; all unsere

angeborenen Immunzellen exprimieren genau die gleichen PRRs wahrend des ganzen
Lebens.

* Einige Rezeptoren konnen auf der Zelloberflache gefunden werden, andere intrazellular.



Eosinophile Granulozyten

Leukozyten % 2-4

Hauptfunktion: Schutz vor
multizellularen Parasiten

Erkennung: PRR,
Fc Rezeptor
Inhalt der Granulen Toxische Proteine,
Enzyme
Elimination des Erregers: Degranulation
Produzierte Mediatoren: Prostaglandine,

Leukotriene,
Inflammatorische

Zytokine
Fc Rezeptor: FceR (bindet IgE)
Rolle in Krankheiten: Allergische Reaktionen

Eosinophile umzingeln eine Strongyloides
stercoralis Larve. (Sputum eines Falles von
parasitischer Pneumonie)

Rot: Nur nach der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems moglich



Basophile Granulozyten

Leukozyten % 0-1
Hauptfunktion: Schutz vor
Multizellularen Parasiten
Erkennung: PRR,
Fc Rezeptor
Inhalt der Granulen: Histamin, Heparin
Elimination des Erregers: Degranulation
Produzierte Mediatoren: Zytokine (z.B. IL-4),
Leukotrienes
Fc Rezeptor: FceR (bindet IgE)
Rolle in Krankheiten: Allergische Reaktionen

Rot: Nur nach der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems moglich




Triggering agents and regulatory cytokines
Bacteria and
L@ © IL-; © GM-CSF ).Yugs @ O / other TLR ligands

Monaocyte/
/ / 1 \mv
e e
IL-5 and IL-13 Hlstamme IL-1, IL-6 and TNF

Mediators produced by cells

Nature Reviews | Inmunology

Bischoff Nature Reviews Immunology 7, 93—104 (February 2007) | doi:10.1038/nri2018

nature
REVIEWS [T



Mastzellen (mastozyten)

Fc receptor

B e
- F 5 A = N\ (Y
Auffindbar im: Gewebe G ‘?‘ .g@ : &u_,
) = ’ \. E \ ¥
Hauptfunktion: Schutz vor " ,%*) Y
multizellularen Parasiten | | R
Erkennung: PRR, £
Sg

Inhalt der Granulen:

Histamin, Heparin,

% . S Py §
V. BA NS & Y

Mastzellkultur

(Toluidinblau Farbung)

- =
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Enzyme
Elimination des Erregers: Degranulation
Produzierte Mediatoren: Zytokine,
Leukotriene

Fc Rezeptor:

FceR (bindet IgE)

Rolle in Krankheiten:

Allergische Reaktionen

Rot: Nur nach der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems moglich

Mastzelle (Elektronenmikroskopie)



Schnelle degranulation einer Mastzelle




Hizosejtek aktivacidos mechanizmusai

TLR4 — LPS >IL-1B, TNF-q, IL-6 and IL-13, without mast cell degranulation
TLR2 — peptidoglycan - mast cell degranulation and production of IL-4 and IL-5, IL-6, IL-13
TLR3,7,9 — Poly (I:C), CpG oligonucleotid - release of pro-infalmmatory cyitokines and chemokines

Granule constituents:
histamine, proteases,

proteoglycans

ALLERGENS — FeeRIREEPOT o SN0 £ PRSI SY"es!s of ecosanolds trom

Production of cytokines

they express several hundred thousand high affinity receptors for IgE (FceR1) and thus respond to IgE-
directed antigens

express the pathogen-recognizing Toll-like receptors (TLRs) which probably account for the ability of mast
cells to mount an effective innate immune response



Monozyten, Makrophagen

Leukozyten %:

2-8

Hauptfunktionen:

Phagozytose,
Antigen Prasentation,
Zytokinproduktion,

Ort der
Antigenprasentation:

Lokal, im Gewebe

Erkennung:

PRR,
Fc Rezeptor,
Komplementrezeptor

Elimination des Erregers:

Phagozytose,
oxidativer Burst

Produzierte Mediatoren:

Zytokine

Fc Rezeptor:

FcyR (bindet IgG)

Rolle in Krankheiten:

Typ IV. Hypersensibilitat

Rot: Nur nach der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems moglich

Eine Makrophage phagozytiert ein
Bakterium (SEM Bild)

Monozyt im Blutausstrich



Oberflachenmolekile von
Makrophagen

Scavenger Rezeptor _@
Mannose Rezeptor

MHC I

MHC I

9~ CR1 (CD35)
LFA-1 &

(CD11a + CD18)

CR3
(CD11B +CD18)



Phagozytose

Phagozytose und Antigenprasentation durch
Makrophagen

Pseudopodlen
Bacterlum 0

llya llyich Mechnikov der Makro-
phagen und das Phanomen der
Phagozytose entdeckte.

\ ( ; S
K/R | Erhielt 1908 den Nobelpreis
o N

Y/

MHC Il + Antigenpeptid "\ fir Physiologie und Medizin
° zusammen mit Paul Ehrlich
Ausgeschiedenes LL als “Anerkennung ihrer
abgebautes Material Arbeit Gber Immunitat”.

Q




Funktionelle Tests der Phagozyten

Isolation: Zellen adharieren normalerweise an Glas oder Plastikoberflachen.

Migration: Testen der spontanen oder gesteuerten (Chemotaxis) Zellmigration in
vitro oder in vivo. (z.B. Skin Window Test - Hautfenstertest)

Phagozytose :

— Nicht-opsonisiert

— Opsonisiert (z.B. mediiert durch Fc Rezeptoren oder Komplementrezeptoren)
Oxidativer burst und phagozytotische Enzyme:

— Nitroblau Tetrazolium (NBT) Test, Myeloperoxidase (MPQO) Test, alkalische

Phosphatase Test, Lysozym Test, usw.

Testen der Zytokin Produktion (diese Teste sehen Sie spater):

— ELISA, ELISPOT

— CBA (Cytometric Bead Array): Eine Multiplex durchflusszytometrische
Methode die auf die Nutzung von Mikroperlen basiert



Skin window test!12:]

1. Die oberste Schicht der Haut wird
auf der volaren Oberflache des
Arms entfernt. (Ziel: Kapillaren
ohne Blutung visualisieren)

2. Ein Filterpapier wird auf die Lasion gelegt. Abhangig
vom Experiment kann es Chemokine enthalten (z.B.
IL-8)

3. Die Zellen die zur Lasion migrieren verlassen die
Zirkulation und gehen in das Filterpapier.

4. Schlussendlich wird das Filterpapier entfernt und die
Zellulare Zusammensetzung untersucht.

Anwendung: In vivo Untersuchung der Zellmigration, z.B.

Vergleich der Zellmigration in gesunden Freiwilligen und

Patienten mit autoimmunen Stérungen, usw.

Hautfenster am Arm

Die Lasion heilt innerhalb
einiger Tage ohne Narben-

bildung.



Phagozytose Test

Methode:

* Markierte Partikel (z.B. Bakterien) werden mit
Phagozyten inkubiert.

* Phagozytose wird dann unter einem Mikroskop oder mit
Durchflusszytometrie untersucht (letzteres—>5. Praktikum)

Video: Ein neutrophiler
Granulozyt nimmt mehrere

Konidien auf.

Phagozytose mit Phagozytose mit
Fluoreszenzmikroskopie Immunhistochemie



SSC

Z.ahl

,Phagoburst” Test — messen des oxidativen burst der

10*
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Granulozyten Gate

Leukozyten

Granulozyten Gate

r > 2 -.._7'7‘]
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Monozyten Gate

.........................
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Stimulation mit E. coli:

! Kontrolle
l\
(|

Stimuliert

FSC
Stimulation mit PMA:

| Kontrolle

' Stimuliert

Stimulation mit E. coli:
Kolntrolle

Stimuliert

Fluoreszenz Intensitiat (FL-1 Detektor)

Dihydrorhodamine 123 ist das Fluorochrom (Emittiert Licht nach oxidation)



NBT Test

Makrophagen

Zellmembran des
Neutrophils

Cr_H0p —

RC
e Bakterium
(i) NADPH oxidase 2 :\erun%i: e Do
@ Superoxide dismutase @_.»j;ﬂ,f NADP:@ NADPH
@ Myeloperoxidase = K =t
@ Catalase O

(® Glutathione reductase
® Glucose-6-phosphate
dehydrogenase

Prinzip: Reaktive Sauerstoff Spezies (ROS) reduzieren das Farbemittle das blau wird.[13]




Myeloperoxidase Farbung

 Myeloperoxidase, ein charakteristisches Enzym der myeloischen Zellen (vor allem
Neutrophile), nimmt an der Bildung der ROS teil.

 Detektion intrazellularer Myeloperoxidase ist zur Bestatitgung des myeloischen
Ursprungs bestimmter Leukdamien wichtig.[1> 16.]

Phagolysosom
Zellmembran des
Neutrophils ' ‘ /

NADPH
NADP+ D (i)z. ®
1@
Crte0, — HO;  H0
O N
' I 4Op
GSH GSSG
(7 NADPH oxidase Bakte"mc P e >
@ Superoxide dismutase @-’ o Tl oy
@ Myeloperoxidase ~~
@ Catalase GepP @\BPG

‘, . % 4 ' ¢ i W R ‘ (® Glutathione reductase
& g e N, R Y ® Glucose-6-phosphate
A ﬁ’ LRGN LY. a7 dehydrogenase

Detektion der Myeloperoxidase in akuter
promyelozytischer Leukdmie (AML-M3 oder
APL)



Aktivierung von Makrophagen

EFFEKTE DER KLASSISCHEN
AKTIVATIONI1O0];

* Erhohte Phagozytose
KO M1 inflammatorische «  produktion inflammatorischer

Makrophage Zytokine (siehe spater)

?? Produktion von Chemokinen
>< O
€

NK Zelle APC

Erhohte Expression von MHC I

Tha Zelle Makrophage * Sie ex[a.rimieren I.(ostimulatori.s.,che
O M2 Makrophage Molekiile auf ihrer Oberflache
(e.g. CD40, CD80, CD86)
(Gewebereperatur)
Th2 . ' HYPERAKTIVIERTE M1 MAKROPHAGE:
Zytokine é ‘ >> O * Anti-Tumor Aktivitit

Monozyten
Vorldufer Monoblast

#10-0-050—@=9

Makrophage Aktivierte
Makrophage

Monozyt




Dendritische Zelle (DC)

Auffindbar im: Gewebe ﬁ \ /

Hauptfunktion: Antigenprasentation ‘ {
Ort der In den sekundaren O

Antigenprasentation: Lymphorganen »\( CD40

Erkennung: PRR,

Fc Rezeptor
Produzierte Mediatoren: Zytokine

Fc Rezeptor: FcyR (bindet IgG)

Rolle in Krankheiten: Autoimmunitat,

HIV Infektionen

Rot: Nur nach der Aktivierung des adaptiven
Immunsystems moglich

Dendrltlsche ZeIIen (Langerhans ZeIIen) in der
Haut eines mit Mycobacterium ulcerans
infizierten Patienten. (Immunhistochemie)



Funktion der Dendritischen Zellen

Einfangen
des
Antigens

Aktivation
der DC

Migration
der DC

DC
prasentiert
das Antigen
den Helfer T

Zellen

Unreife DC (Langerhans
Zelle) in der Epidermis |

Dermale DC

Lymphknoten

1. Sie fangen Antigene
im Gewebe mit PRRs
ein.

Sie transportieren diese |
Antigene zu den ab-
flieRenden Lymphknoten.

,Wir werden sie flr
eine Zeugen-
gegenuberstellung
mitnehmen”

Sie prasentieren das Anti-
gen mit MHC Il Molekulen
den Helfer T Zellen.

Afferentes

\J.ymphgefal'ﬁ

Antigenprasentation von ruhenden, ,unreifen”
DCs:
MHC Il'ew/CD80 'ow /CD86 'o¥ (keine Kostimulation)

TOLERANCE
Antigenprasentation von DCs die durch PRRs
aktiviert wurden:
MHC llIhigh/CD80 high /CD86 hieh/CD40+

|

IMMUNE RESPONSE



Follikulare Dendritische Zelle (FDC)

Auffindbar in: Lymphfollikel £ ,*§q *33"“
Hauptfunktion: Bildung von Follikeln, ' it e
Antigen im Follikel fiir B
Zellen behalten
Erkennung: Fc Rezeptor,
Komplement Rezeptor
Produzierte Mediatoren: Zytokine
Fc Rezeptor: FcyR (bindet IgG)
-\u
Rot: Nur nach der Aktivierung des © @‘
. e e CXCR5 (Chemokin Rezeptor) @ @ Q'
adaptiven Immunsystems moglich ° 4 o0 @
B Zelle . O CXCLL3 g oma- £1 @@k
| ) échemOkm) zelle \O | il: € O)
o ) -
Iccosome: "
* Antigen /
 Antikdrper + Fc Rezeptor y Loz
Komplement + Komplement  fpc \;\\J_/ﬂ

\O':'m-

Rezeptor —
INS
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