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PRIROJEN IMUNSKI ODZIV IN BIOLOSKE MEMBRANE

* prva obrambna linija organizma pred patogeni

* prepoznava patogena, aktivacija efektorskih mehanizmov (vnetje, protivirusni odziv)!, eliminacija

patogena

* receptorji za prepoznavanje vzorcev (angl. pattern recognition receptors, PRR)

zaznavajo molekule, ki so skupne skupinam patogenov (PAMP) in
signale lastnih poSkodovanih celic (DAMP)
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Tollu podobni receptorji (TLR)

* integralni membranski glikoproteiniv plazmalemiin endosomih

* 10 razlicnih TLR pri Cloveku
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LPS je poglavitni PAMP, ki aktivira TLR4 o o~ T . e
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1. Vezava LPS in dimerizacija receptorja EWES > £
(pomozna proteina: LBP, CD14; MD-2 del receptorskega kompleksa) 3¢y £ 5
* interakcije vecine lipidnih repkov s hidrofobnim zepom MD-2 (dve antiparalelni B-ploskvi) ) ¢ 5 2
* fosfatne skupine interagirajo s pozitivnho nabitimi ostanki receptorja, amidne in estrske Y i PN P
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skupine pa tvorijo hidrofilne interakcije z MD-2 14 12 R

* priblizanje TIR-domen receptorja ob dimerizaciji omogoci interakcijo z adapterskimi

proteini
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2. Tvorba signalosomov ( , )

multiproteinski citosolni kompleksi

TLR4 ob aktivaciji lahko zaporedno sprozi dve veji sighalizacije (Lokalizacija receptorja, vezava
adapterskih proteinov) — od MyD88 odvisna ali od MyD88 neodvisna

aktivacija kinaz, fosforilacija razli¢nih transkripcijskih faktorjev (npr. NF-kB, IRF 3/7)
transkripcija genov za citokine, kostimulatorne molekule, spremembe v metabolizmu celice
koli¢ina in trajanje odziva je regulirano predvsem z razgradnjo TLR4 v lizosomih
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Aktivacija membranskih PRR lahko sluzi kot signal za aktivacijo citosolnih
senzorjev PAMP-ov in DAMP-ov

* Primer: vezava LPS na TLR4 sluzi kot prvi signal za kanonicno aktivacijo inflamasoma NLRP3

AT‘P K J
K*\ / CI‘\( K*\(
T S i INFLAMASOMI - NLRP3:
PZX”‘/"\ \ * multiproteinski citosolni kompleksi
Ca* . ‘\ Wl v . . .
Nat . MRS * okuzba, stresno stanje v celici
GSDMD =+ e proteini, ki zaznavajo PAMP-e in DAMP-¢,
fpeeieas . - adapterski proteini, prokaspaza-1
Nucleus NLRP3 A / i (kanoniéni inflamasomi)
Y5 pro-IL-18 A . ag
prodl-18 ======"===se- 3 S cecozee A0 * dvasignala aktivacije
KEAP/NIf2 "~ \ * po aktivaciji pride do avtokatalitiCne
B Anskicra 5 e T v aktivacije prokaspaze-1 in cepitve, pro-IL1B
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D: MCC950, JC121, JC124, YQ128, Ori, 0 \/
Parthenolide, INFAE, INF58, INF39, BAY, MNS, ] ‘ ASC
'

* N-konc¢ni del gasdermina D tvori pore v
membrani (iztok citokinov, celicna smrt -
piroptoza)

Tranilast, OLT1177, CY-09, BOT-4-one, Fluoxetine
: Apigenin, APO, CAPE
: Glyburide, Quercetin, Curcumin, Shikonin, '
X-11-5-27, NBC6, methylene blue :
Parthenolide, Shikonin, INF4E, BAY, methylene '
blue, Disulfiram N
: BAY, Disulfiram /\ NLRP3 Inflammasome
: Rilonacept, Canakinumab D

E
F
G:
H

J: Curcumin, BHB

K: Fenamic acid

L: Obovatol, Andrographolide?, X-11-5-27 NLRP3
M: Cardamonin, ILG, Luteolin?, Curcumin, SFN NEK7

pro-caspase-1




Aktivacija PRR in signalnih poti:
* izrazanje genov za pro- in antivnetne citokine
* spremembe v celicnem metabolizmu

» aktivacija citosolnih PRR

* indukcija in stimulacija prirojenega imunskega odziva (npr. povisano izrazanje kostimulatornih

molekulin molekul poglavitnega histokompatibilnostnega kompleksa ll, epitelijskih adhezijskih
molekul ...)!



Amniotes Lungfish Coelacanth  Teleosts Polypterus
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* Dolgotrajen in postopen razvoj Sarcopten Aetmopteryai

(lobe-finned fish) (ray-finned fish)

Osteichthyes Chondrichthyes

* Vzporedno s pojavom raznolikosti patogenov (bonyfish) (cartiagenous fish)

Gnathostomes I Cyclostomes
(jawed vertebrates) (jawless vertebrates)

WGDs

Vertebrates

- Enocelicarji

- Primitivne strategije
prepoznavanja in
odstranjevanja smrtonosnih
patogenov

-PRR (TLR, CS)

- Prepoznavanje PAMP - Dodatna raven zascite

- Razlikovanje med lastnim - Nadgradnja; vecja

; T - Zgodnja obramba -

|ntuJ|m o o epe v . i
sprozitev takoj$njega specificnost in plasticnost
vnetnega odziva - Imunski spomin

- Nespremenljiva receptorska || - Limfociti - TCR, BCR; Ig,
raznolikost APC, ...




Osnovni obrambni mehanizmi

- EnocelicCarji

- Primitivne strategije
prepoznavanja in
odstranjevanja smrtonosnih
patogenov

- Razlikovanje med lastnim in
tujim

Acanthamoeba spp. Alveolar macrophages
- ) -

AMOEBA FEEDING PROCESS

Zgodnji evkarionti —ameba
Razlikovanje med hrano in drugimi osebki iste vrste

Specificen povrSinski receptor ?

Funkcija membran:

fiziCna pregrada

Bacteria

selektivho zaznavanje okoljskih signalov Archaea

loCevanje med tujim in lastnim

g [UNQI

aktivna platforma - funkcinalno sti¢isce
MACROPHAGE

Choanoflagellates

EUKARYOTES IO &= Animals
Nuclear envelope

Mitosis Excavata
Meiosis
Mitochondrial cellular respiration
Cytoskeleton igae

@mm | and plants

Rhizaria
“Protists”

Ameba - najzgodnejSa oblika makrofogov ? Alveolata

Stramenopila



- PRR (TLR, CS)

- Prepoznavanje PAMP
- Zgodnja obramba -
sprozitev takojSnjega
vnetnega odziva

- Nespremenljiva
receptorska raznolikost

( Leucine Rich Repeats (LRRs) \

Exterior
Domain ]

Transmembrane
Domain
Cell Membrane

TIR Domain

Prednik rastlin in zivali — prefinjen mehanizem obrambe;

Signaliziranje s Tollu-podobnimi receptor;ji (TLR)

TLR prvotno opisan pri Drosophila melanogaster,
najdemo ga pri prakticno vseh veccelicnhih organizmih

lzvor genov TLR pred vec kot 700

milijoni let

Prvotne molekule TLR:

Brez zunajcelicnega motiva LRR -
dodana Sele kasneje

Le transmembranska in citosolna
domena TIR

Prvotna funkcija povezovalne
molekule ?

Phylum/subphylum

Metazoans

(Eumetazoans

ZANIMIVOST*: CS

Representative species Characterized function

Immunity

Immunity

Development

Development and immunity
?

Nematostella vectensis

Acropora millepora | ?

Fungi

Plants

Presence
of NF-xB

ND

TiR-related

i __inmoTR Dm«wn

Multiple cysteine
cluster TLR

: Single cysteine N Origin of TLR-rela
cluster TLR molecules

ted




Pridobljen IM sistem

- Dodatna raven zascite

- Nadgradnja; vecja
specificnost in plasticnost
- Imunski spomin

- Limfociti - TCR, BCR; Ig,
APC, ...

Agnathan VLR Gene Gnathostome Antibody Genes

GERMLINE Light chain Heavy chain
/—' DI~ E-E-E-C]
Insertion of f flanking ' RAG-mediated '
LRR modules rearrangement
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Vretencarji

Razvoj ob Ze obstojecem prirojenem IM
sistemu

Prednosti: specializirane obrambne celice
(limfociti), razvoj imunskega spomina

Pojav: ribe Celjustnice (Gnathostomata)

Inovacija: reorganizacija genov za
receptorske verige (somatska rekombinacija)
—odvisna od RAG1 in RAG2

Razvoj: cca pred 500 milijoni let

Alternativni pridobljeni IM sistem - ribe
brezCeljustnice (Agnatha)

Nabor variabilnih limfocitnih receptorjev
(VLR)

lzvor pridobljenega IM sistema —sega v
izvor vretencarjev ?

ADAPTIVE IMMUNITY

INNATE IMMUNITY

Metazoans s

Gnathostomes |
(TCR, lg) /7 1 £

Agnathans

(VLR) .

Cephalochordates
(VCBP)

—
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Urochordates ¢

£

Echinoderms g
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Annelids %

Molluscs
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Arthropods
(Hemolin, Dscam)

Cnidarians




el vertalh t?‘\ B&rg/sﬁl\snl;zs Lobe-finned fishes
awed vertebrates = . ’
~460 Mya * - 418 Mya  Eirgt vertebrate landing B s
4 Ray-finned fishes \ ~370 Mya
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* Natancen razvoj pridobljenega IM sistema Se ni popolnoma jasen

* |zenostavnih mehanizmov -> sofisticirane oblike:

Cartilaginous fish

Jawless fish Plactoderms
—_— ==

VLRs
Thymus (thymoid)

T cells (af-like and y5-like)

Immunoglobulins (IgM and IgD)
T cell receptors (el and y8)
Thymus (cortex and/or medulla)

Bony fish

—— =0

Translocon immunoglobulin
gene organization

|

B cells Spleen (white pulp and B cell follicles) Amphibian
AID/APOBEC Immunoglobulin light chains (k, A and G}

(CDA1 and CDAZ) AlD-dependent SHM (CSR) and RAG-

Typical inflammatory mediated rearrangement

response Dendritic cells M lian-type y (IgG)
TAPL Mammalian-type CSK

IL-17 (others?)

MHC class I, MHC class II, TAF and/or TPN
molecules and an immunoproteasome

PSMpB11 in thymus

Emergence of MHC class | DM
molecule

Organized mucosal lymphoid

AIRE in thymus ;

tissue (nasal)
Single-domain immunoglobulin
NKp30 emergence l
Adaptive cytokines (IFN7, IL-2, IL-4 and IL-21) Reptiles

S0

Mammalian-like T cell
zones in spleen

* Osnovni mehanizmi se razSirijo za lazje soocCanje z
novimi okoljskimi nevarnostmi




PRIDOBLJEN IMUNSKI ODZIV IN BIOLOSKE MEMBRANE

[ORGANIZACIJA MEMBRANE V IMUNSKIH CELICAHJ A L ‘*}(H g Bioe i)TCRB

IgG

e T-celi¢nireceptorji (TCR): prepoznajo peptide -
predstavljene na molekulah MHC IgG monomer

1~N1 1 . H " ITAM, Immuno-r or
* B- qellcnl receptorji (BCR): prepoznajo proste — e R ke Sy q ()
antlgene B cell T cell CcD3 _—_(rcn () Peptide ,Cwacuuu o MHC class it
* Molekule poglavitnega
histokompatibilnostnega kompleksa (MHC) MHC Class | MHC Class Il
» Kostimulatorne molekule Af - o g

e Zdruzevanje receptorjev z lipidnimi rafti

* Specifi¢ni fosfolipidi (fosfatidilnozitol)

Side View Side View




Membranski lipidi
uravhavajo
signalizacijo celic T

* Signalni proteini (AKT, PKC) vsebujejo

domene za vezavo lipidov

* Vezava zagotavlja sidriSCa za znotrajceliCne

signalne proteine

* Primer: ZAP70

e -SH2 domeni vezeta fosforitozin v ITAM

motivu in membranske lipide

vt
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Vloga lipidov pri inaktivaciji
membranskih receptorjev

* Lipidi varujejo receptorje pred spontanimi aktivacijami
* Vezava verig CD3¢e in CD3{ T-celichega receptorja na fosfolipide

* Preprecitev fosforilacije
TCRo. TCRp

CD3e CD3e

CD3% \\,{’ CD3y
’??W????????? i | ??????W?????Wz

| " ‘f‘il 2C)C

W S a
N T —

Polybasic
region

Tyrosine i



Vloga lipidov pri konformaciji membranskih proteinov

Lipidi (glicerofosfolipidi, holesterol in sfingolipidi) vplivajo na
zgradbo membranskih receptorjev

° HOleSterOl: TCR nanocluster
* -ohranja receptor v neaktivni ,’ N ,’ \\
obliki restrrreeTegS )m 999 ”“I m ml l “w_ 990999999090
« -poveca afiniteto do antigena  es2css || ([P R
Cholesterol'__ s } } ; Chol;efsterol Y
e ‘ S; ate e
YT HO“\':-'S‘:T“() %‘

HoT =" 0




(A)

APC

Imunska sinapsa

Peptide-MHC complex
ICAM1

* Na stichem obmoc¢ju med

LFA1
T- celicami in APC
Lipid raft

* Vezava TCR s kompleksom

peptid-MHC @
« Aktivacija Lck in Fyn PLjﬁ
* Fosforilacija ITAM motivov el
« Kaskada reakcij in aktivacija <

signalnih porteinov



Imunska sinapsa

* Na stichem obmoc¢ju med
B celicamiin APC

* Vezava antigena na BCR
* Aktivacija Lyn
* Fosforilacija ITAM motivov

* Fosforilacija Syk, Btk, BLNK,
CD19

APC

Lipid raft
CD19 /
g° “4 )
(BTK) >
KPtdlns(?3.4. (‘ ”
PtdITns(4.5)P2 GoR,
ad X
Ptdins(4,5)P2 F’/ F-actinx
: <\

¥ X
(PKCD



Imunska sinapsa

APC
- * Spro$canje
Wi intracelularnega
2 icaus kalcija
K\ /) . Lipid raft
* Sinteza A
sekundarnih co19 1 g
prenasalcev &®° |
?
° AktlvaCIJa PKC_e KPtdlns(SA. 3
x ':‘ Pidins(4,5)P2 : : T
:/Qs; 2 (Cellce T) in PKC Pidins(4,5)P2
Fxx < N (celice B)
Ptdins(4,5)P2
-.‘-'.'/\’DAG
CaZ+

|



[ Aktivacija imunskih celic J

 Predpogojje vezava TCR na agonisti¢ni antigen, predstavljen
na MHCII

e Aktivacija CD4-> Lck fosforilira ITAMs-> vezava ZAP-70->
fosforilira LAT- nastanek signalosoma:

o Aktivacija Ras kinaz-> MAPK signalna pot

o Rekrutacija Vav1 in Nck->reorganizacija in razvejanje
aktinskega citoskeleta

o Rekrutacija Itk-> aktivacija PLC-y1-> hidroliza PIP2 v IP3 in
DAG:

= |P3: dvig konc. Ca2+ v citosol-> kalcineurin->
aktivacija NFAT
= DAG: aktivacija PKC-> aktivacija NF-kB

* NF-kB, AP-1, NFAT- izrazanje IL-2, IL-4, IL-6, TNFa, ITNy, CCLA4,
etc.
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complex
24
Ca\ l MEK1/2
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X IKK complex |
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Calcineurin- i ERK1/2
Calmodulin NF-xp- IxB J
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Gene epression
(Cell proliferation/ T cell anergy)



Transport citokinov

* Po transkripciji: ko-translacijska translokacijav
lumen GER-> GA-> TGN-> konstitutivna/regulirana
eksocitoza

o Konstitutivha eksocitoza: makrofagi-
izloCanje IL-6 in TNFa: aktivacija TLR4 oz.
IFNGR-> lokalizacija IL-6 in TNFa ob GA->
odcepitev klatrisnkih veziklov of TGN->
zlivanje v veCje reciklirajoCe endosome->
prostorska segragacija posameznega
citokina-> loCitev endosoma na posamezne
vezikle

o Regulirana eksocitoza: granulociti, NK,
mastociti, T celice: zaloge citokinov->
sekretorne granule-> 3 poti:

1) Popolna fuzija granul z PM- fuzijske pore

2) PMD- postopna odcepitev majhnih
veziklov od granul, zlivanje na razli¢nih
mestih v PM (citokini z nasprotnim
ucinkom)

3) Sestavljena eksocitoza- zlitje veC gtranul
skupaj in fuzijaz PM

Syntaxin-4

: SNAP-23
o
' TRac1/Cdc42

X actin remodeling
4

Secretory
granule or\ Q—'VAMP-

vesicle 2/7/8

2

\
Rab GTPase
t Rab27a, others

} REGULATED EXOCYTOSIS CONSTITUTIVE EXOCYTOSIS

Ligand
- Syntaxin-4
Receptor—\od) /
' J J
o J
o T
VAMP-3
! /
Recycling—__! _—(J-.
endosome T g 0
- A
2 Rab GTPase
,'l : Rab11a, others
+ Syntaxin-6 [ Vti1lb
:.: H \ / °_.
' ~ (D Syntaxin-7
Golgi— el
i
Nucleus\s,«# {I\b tii QI T»‘,



FAGOCITOZA

e Sprozijovezavazlg
opsoniziranega delca/patogena na FcyR na
makrofagih: ITAM-> Src/Syk kinaze-> Rac1 in
Cdc42 GTPaza-> WASP, WAVE-> aktivacija
Arp2/3->razvejanje in polimerizacija
aktinskih filamentov (potisna sila zvijanja PM
v psevdopodije)

 Na obmocgjih nastanka psevdopodijev
potrebna vecja povrSina PM-> fokalna
eksocitoza:

A— CARMIL2

Pathogens £ e

. . L %% Inflammatory

o ReciklirajoCi endosomi, oznaceniz R signals _#3
Rab11 in VAMPS3, se zlijejo z PM W >

.....
---------

na obmogjih lokalizacije PIP3 v PM Receptor —. - Capping protein

signaling v

 Popolno obkrozanje delca-> dinamin sproZzi
odcepitev PM-> zdruzevanje fagosoma z
endosomi in lizosomi->razgradnja



PREDSTAVITEV ANTIGENA

* Po fagocitozi (makrofagi) -> zdruzitev

fagosoma najprej zendosomiin potem z
lizosomi- V ATPaze v PM lizosomov znizajo
pH lumna fagosoma-> aktivacija
katepsinov B, L, S, D-> razgradnja patogena
na krajSe peptide

GER: verigi a in B MHCII imajo vezano li->
GA: nastanek MIIC-> CLIP odstrani i

Zlitje MIIC z poznim fagosomom-> uvrstitev
antigenskega peptida v zleb MHCII (HLA-DM)-
> prenos vezikla po mikrotubulih in
eksocitoza (Rab11, SNARE)



PATOLOGIJE BIOLOSKIH MEMBRAN V POVEZAVI Z IMUNSKIM ODZIVOM

/‘I) Avtoimunost \

2) Preobcutljivostne reakcije
3) Imunske pomanjkljivosti

4) Mehanizmi patogenov za izmikanje imunskemu sistemu

- /




AVTOIMUNOST

Imunski sistem prepoznava telesu lastne antigene (avtoantigene)

* avtoprotitelesa, avtoreaktivni limfociti

* sistemske, specificne za dolocen
organ

—=citotoksicno uni¢enje celic, moduliranje
signalizacije z vezavo na Pt na receptorje,
liza celic (perforin, grancim B), indukcija
apoptoze (Fas-Fas ligandi)

Thymus

T cell with

double TC

Thymocyte

R

Cell damage and exposure

S & )_'

TCR with high affinity

MHC
l < O ” «—— to self-antigens
)

TCR with low affinity

to self-antigens

of cryptic antigens
T Cytokines

Autoreactive l ®

eeeeeee

Tcell APC
¢ | . .
> P

O -ar4¢




VVzroki za avtoimunost?

Genetski dejavniki Epigenetski dejavniki Dejavniki okolja

prehrana

mikrobiota

zdravila

UV svetloba

infekcije (molekulska
mimikrija)

CMV, virus gripe, Epstein-Barr,
hepatitis E, herpes simplex,
Campylobacter jejuni



Primera avtoimunskih bolezni

» Gravesova bolezen

avtoimunska bolezen Scitnice - hipertiriodizem,
avtoprotitelesa se vezejo na TSH receptor (konstitutivna
stimulacija signalizacije)

* Sistemski lupus eritematozus

kroni¢na sistemska vnetna bolezen, predvsem
avtoprotitelesa proti nukleinskim kislinam, tudi protitelesa
proti fosfolipidom (40 %)

NORMAL EYE EXOPHTHALMOS

f i Mouth and Skin
nose ulcers Ry butterfly rash
s and red patches

\ Heart

- endocarditis

- atherosclerosis
- inflammation of

Lungs the fibrous sac

- pleuritis
- pneumonitis

- pulmonary emboli Severe
- pulmonary abdominal pain
hemorrhage
. Blood
Kidneys \_‘ i - anemia
- blood in the urine I ﬁ ! - high blood

W pressure
Hair loss >

Muscle and
High fever Joints
Abnormal - pain and
headache - arthritisaches

- swollen joints



PREOBCUTLJIVSTNE REAKCIJE
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* |IgE se vezejo na FceRl na
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Degranulation

Tip Il

IgG in IgM se vezejo na
povrsino lastnih celic >
aktivacija komplementa

NKC (izlo€anje perforinain
grancima)

fagocitoza

Tip Il

nastanek imunskih
kompleksov zIgGinIgMv
tkivih

npr. SLE

Tissue

Blood vessel
lumen

Tip IV
zakasnjen odziv

limfociti T

izloCanje grancim, perforina,
ganulizina




IMUNSKE POMANJKLJIVOSTI

Okvarjene ali odsotne komponente imunskega sistema

* primarne
(genetski izvor)

* sekundarne
(posledica okoljskih dejavnikov - infekcije, podhranjenost, zdravila)



Primera primarnih imunskih pomanjkljivosti

* Imunska pomanjkljivost z X-kromosomom
povezane Burtonove tirozinske kinase O O

mutacija v genu za Burtonovo Tyr kinazo (signalizacija z BCR),
popolna odsotnost limfocitov B in plazmatk

CD19 CD19
slg slg

* Tezka sestavljena imunska pomanjkljivost (SCID)

Btk

M heavy chain

AS

lga
BLNK
LRRC8

skupina bolezni, okvare limfocitov B in T, pogosta mutacijav
zapisu za receptor za IL-2, tudi okvare JAK3, CD45, RAG1/2

Pre-B cell

CD34
CD19*

slg

Immature B cell
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CD34
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MEHANIZMI PATOGENOV ZA IZMIKANJE IMUNSKEMU
SISTEMU

* toksini, ki tvorijo transmembranske pore
* tvorba zunajmembranskih veziklov

* moduliranje lipidnih raftov

* izloCanje proteaz za cepitev markerjev avtofagije

* vgradnja gostiteljskih lipidov in proteinov v virusno
e ovojnico
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on-lipid raft Lipid raft Non-lipid raft

LIPIDNI RAFTI IN BOLEZNI

vsebujejo proteine kljuéne za signalizacijo = napaka v signalizaciji 2 patolosko stanje

| | |

GPl-anchored protein

Glyciolipid ? o
TRYETIRS,

Holesterol

Sphingomyelin



KAKO LAHKO VPLIVAMO NALIPIDNE RAFTE?

Acetyl-CoA + Acetoacetyl-CoA

3-hydroxy-3-methylglutaryl -CoA (HMG-CoA)

* sekvestranti (metil B-ciklodekstrin) '

Statins

eeeeeeeee

* inhibicija sinteze holesterola (statini)

Synthesis of other isoprenoids




VPLIV NA KONCENTRACIJO SFINGOMIELINA

T mic | rythem
« inhibitorji sinteze ~ >YStemic lupus erythematosus

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an autoimmune disease. In this disease, the immune
system of the body mistakenly attacks healthy tissue. It can affect the skin, joints, kidneys,
brain, and other organs.

* sistemski lupus eritematozus — znacilni deformirani in
delokalizirani lipidi rafti na CD4+ limfocitih T

in vitro: N-butildeoksinojirimicin popravi okvarjene lipidne rafte



LIPIDNI RAFTI IN VIRUSNE OKUZBE

Binding
SARS-CoV-2

P ™

Lysosome Transmission




HVALA ZA VASO POZORNOST!
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