Vraag 1: De acute ontstekingsreactie: cellen en moleculen

Zie HB p 17, 18!

Wat?

Acute onstekingsreactie = reactie, door infectieuze agentia vd commensale flora id bindweefsels uitgelokt, wanneer het tegmentum of de slijmvliezen onderbroken zijn.

samenvatting

1. karakteristieken van onsteking: 

· rubor

· dolor

· calor

· tumor

2. mechanisme van onsteking: 

· rolling

· marginatie / celadhesie

· diapedese

· chemotaxis

3. evolutie naar chronische ontsteking

1. Karakteristieken van onsteking:

Rubor = roodheid

Door vasodilatatie + verhoogde bloeddoorstroming + extravasatie (uittreden van de bloedbaan) van RBC’en

Reden vasodilatatie: histamine

Hoe? 

1. fys. schade ( degranulatie van mestcellen ( histamine vrijzetten

      andere stimuli voor degranulatie

2. enzymen vrijgezet door granulocyten (PMN)

3. complementsysteem: activatie dr AgAs-complex ( complementactivatie ( C3a + C5a ( degranulatie

4. IgE: constant domein wordt door FcE receptor van mestcel herkend

Calor = warmte

Door verhoogde doorbloeding + verhoogd metabolisme ( perifere weefsels op centrale lichaamstemperatuur ( branderig gevoel

Dolor = pijn

Bacteriën scheiden toxines af ( cellen kapot ( vrijzetten van celinhoud leidt tot wijziging van elektrolytenconc ( lokale K-conc stijgt (Vm stijgt) ( K stroomt naar buiten ( snellere depolarisatie van bep zenuwuiteinden thv de huid

( prikkeling van zenuwuiteinden door verandering van plaatselijke elektrolytconc. 

Tumor = zwelling

· Verhoging van de capillaire permeabiliteit ( extravasatie van plasma (door vasodilatatie liggen endotheelcellen verder uit elkaar)

· Collageenvezels w afgebroken door collagenases: 

-sollubilisering v weefsel

-meer vocht opnemen

opm: functieverlies is meetbaar (bv knie beperkt buigbaar)

· Infiltratie van WBC ( ophoping WBC = etter

2. Mechanisme van onsteking: 

ontstekingsreactie = 4 fasen

Geregeld door:

· Bindweefselcellen (fibroblasten en histiocyten)

· Complementcascade

Rolling

Suiker-eiwit interacties

Zwakke interactie

Chemokines ( selectines (suikerherkennende eiwitten) op oppervakte van endotheel en WBC ( reversibele interactie tss: WBC en endotheel (het rolt maar kan nog loskomen)

( rollen over endotheel doordat suikermolecule wordt herkend door eiwitmolecule op endotheeloppervlak = selectine (op plaatjes: P-selectine, op leukocyten: L-selectine)

Chemokines

= chemotactische chemokines

( aangemaakt door cellen in contact met bacteriële en virale producten

marginatie = celadhesie

eiwit –eiwit interacties

veel steviger

expressie van integrines (= celadhesiemolecules) op WBC + endotheel

( irreversibele celadhesie, bij voorkeur thv junctie tss verschillende endotheelcellen (WBC migreert wsl tss 2 cellen door)


( WBC kan niet meer loskomen

( het gaat plakken door adhesiemoleculen: veel steviger
integrine; 2 ketens

alpha: CD11

bèta

· Bèta 1: CD29

· Bèta 2: CD18

Diapedese

= transmigratie van WBC doorheen endotheel

endotheelintegrine vnl op junctie tss 2 endotheelcellen ( WBC migreert wsl tss 2 endotheelcellen door

( kruipen, met pootjes doorheen endotheelcellenlaag
door polymerisatie actinefilamenten

BM: stevig netwerk van collageenvezels

( moet tijdens proces BM moleculen kapot maken ( maakt enzymen hiervoor: MMPs (collagenasen, gelatinasen (type4 collagenase), stromalysinen)

chemotaxis

= beweging van WBC naar ontstekingshaard

hoe?  Volgens stijgende conc aan chemotactische factoren thv de ontstekingshaard (conc gradient verandert)

probleem: bindweefsel = zeer hiërarchisch geordend netwerk ( WBC-migratie is moeilijk

oplossing: chemotactische factoren ( enzymen ( afbraakproteïnen van ECM



enzymen: oa MMPs (matrix metallo proteïnasen): Zn!

· Gelatinase = type vier collagenase

· Proteoglycanasen = stromalysine

· Collagenasen

· ...

structuur: pro-enzyme

centraal: Zn 2+ atoom ( coördinaten: 

· sulfhydrylgroep van cysteïne op aminoterminus

· histidine

activatie: 

· proteolyse ( deel van NH2 terminus weg ( 3H weg, H2O komt id plaats ( hydrolyse

· dmv chemische verbindingen, oa hypochloorzuur

functie van onsteking:

= conc van cellen op plaats van infectie, want “patroillerende” leukocyten volstaan niet om onsteking onder controle te krijgen

chemotactische factoren soms afkomstig can micro-organisme, soms van gastheer


alle eiwitten worden gemaakt vanuit AUG = startcodon ( start met methionine


let wel: bij bact ( start met formylmethionine

· verschillend eiwit afh van bact en mens

prokaryoten: ook AUG, maar met formylmethionine (enkel bij start)

peptide van bact is chemotactische factor ( kan WBC aantrekken ( formylpeptiden bouwen gradiënt 

( in ontstekingshaard meest polypeptiden, minder errond

( WBC weet waar naar hij moet:

· wordt aangetrokken door formylmethionine

· in acute ontstekingsreactie al ophoping van granulocyten

gastheer maakt ook chemotactische prostaglandines en leukotriënen aan, onstaan uit arachidonzuur (ook conc grad, ook WBC aantrekken) 

( opstapeling WBC = etter

naar centrum: volgorde van aanvallen

1. granulocyten  

2. monocyten

3. lymfocyten

niet adaptief: wijzigt niet

1e contact: traag

2e contact: sneller!

Regeling:

Cellen:

· fibroblasten

· histiocyten

· T-cellen: NKcellen

· Granulocyten: mestcel – basofiele – eosinofiele

· Monocyten

Moleculen: 4xC

· Complement

· Cytokinen (corsetfenomeen)

· Cel-adhesie-molecule: integrine en selectine

· ?

3. evolutie naar chronische ontsteking

immuunsysteem moet infecties elimineren, maar kan ontaarden

auto-immuniteit: je kan geen onderscheid meer maken tss self en non self

door mensen geïnduceerd, vb bij transplantatie ( andere opp moleculen ( er kan afstoting ontstaan

chronische ontstekingsreactie: verloopt traag

macrofagen slagen er niet in om infectie op te lossen


vb M. Tuberculosis = zuurvaste staven


( replicatie in fagolysosoom


( misleiden van fagocyterende cellen

koud abces: kenmerken

1. giant cells ( door samensmelten van monocyten
2. epitheloïde cellen ( gespecialiseerde secretorische macrofagen
3. lymfocytenkraag ( infiltratie van lymfocyten (kan zo groot worden dat oxygenatie in centrum van koud abces niet voldoende is ( necrose (kaasnecrose)

krans WBC (lymfocyten) rond vulling

macrofagen proberen om de vulling op te eten ( macrofagen gaan versmelten tot reuscellen (giant cel kernen macrofagen aan rand)

epitheloïdencel

niet acuut, niet etterig, maar het is een koud abces (=chronische ontstekingsreactie, meestal op een vreemde vulling)

hechtingsdraden moeten gefagocyteerd worden (traag proces), errond zitten die 3 dingen.  

Vraag 2: De chronische ontstekingsreactie, verloop en welke cellen zijn belangrijk?

Wat?

chronische ontstekingsreactie

= granulomateuse reactie

· overgevoeligheidsreactie (type4) vh uitgestelde type

· ontsteking door persistentie v Ag in macrofaag, omdat deze de Ag niet kan afbreken

het is een acute ontsteking die niet kan worden opgeruimd, omdat micro-organismen weerstand blijven bieden aan de verdedigingsmechanismen

1. inleiding

a) acute fase

a. accumulatie van granulocyten

( snelst

b. infiltratie van monocyten

( 2e snelste

c. lymfocyten

( traagst (geen goed cytoskelet; kn weinig actief migreren)

b) chronische fase

Infectie( nl opgelost in 1 week

Indien niet: chronische ontsteking° (na min 1 week)( hulp van tragere cellen: monocyten + lymfocyten

2. chronische inflammatie

normaal duurt een infectie slechts enkele dagen of weken.  Weefselbeschadiging zal dan geleidelijk hersteld worden.

Soms gebeurt dit niet ( chronsiche infectie

Van akuut naar chronisch

Reden:

· micro-organismen worden niet gedood door macrofagen
· auto-immuunziekte
· steriele inflammatie
· misleiden van fagocyterende cellen door micro-organismen, (vb Mycobacterium tuberculosis (=zuurvaste staven ( replicatie in fagolysosoom))
Een wonde kan niet genezen omdat er vreemde lichamen in zitten, die niet door het immuunsysteem kunnen vernietigd worden.

opm: soms zijn er tekens van chronsiche infectie; zonder duidelijke oorzaak en zonder een acute ontstekingsfase

a) macrofagen

rol als opruimers.  Ze slokken kleine deeltjes op ofwel omgeven meerdere macrofagen samen een groot partikel en vormen een granuloma.  Indien de partikels niet kunnen verteerd worden, kan zulk een granuloma blijven bestaan. 

Macrofagen kunnen ook met elkaar versmelten tot reuscellen, met multinucleaire kernen die zo een verhoogd afbraakvermogen hebben.

Soms is het vreemd materiaal niet alleen onafbreekbaar, maar ook giftig.  In dat geval worden continu nieuwe macrofagen gerecruteerd, om het gevaar in bedwang te houden.  

Immunologische en niet-immunologische granuloma’s

Tot hier toe: geen specifieke herkenning van vreemd materiaal door lymfocyten.  Indien het vreemd materiaal een infectieus micro-organisme is komen lymfocyten tussen, die het verloop vd infectie kunnen beïnvloeden.  

Nu aanwezigheid van:

· macrofagen

· lymfocyten

· T-cellen

· Eosinofielen (granulocyten)

· Epitheloïde cellen (= gespecialiseerde, secreterende macrofagen)

Cytokinen: (T-cell derived) zorgen voor een cel-gemedieerde immuunrespons

( aantrekken, immobiliseren en activeren van andere cellen

van chronisch naar immunopathologisch

lymfocyten hebben een ‘geheugen’ ( chronische ontsteking neemt steeds grotere vormen aan ( orgaanfunctie wordt aangetast

b) vbn van chronische ontstekingen

TBC
Veroorzaakt door M. Tuberculosis

· zeer resistent aan afbraak

· groeit zeer traag

· speciale voedingsbodem nodig

Schistosomiasis

Wormen planten zich voort via wormeieren met een sterke schaal, die weerstandig is aan fagocytose.

koud abces

macrofagen

· fagocyteren kleine deeltjes

· meerdere macrofagen kn groot partikel omringen = granuloma

· versmelten tot giant cells (reuzecellen) ( verhoogd afbraakvermogen

opm: soms is het vreemd materiaal giftig ( continu nieuwe macrofagen gerecruteerd om gevaar in bedwang te houden

epitheloïde cellen

= gespecialiseerde secretorsiche macrofagen

lymfocyten: infiltratie

· specifieke herkenning van vreemd materiaal
· vooral T-cellen
· lymfocytenkrans
T-cellen ( celgemedieerde immuunrespons via cytokines: aantrekken, mobiliseren en activeren van andere cellen

Lymfocytenkrans wordt steeds groter ( oxygenatie in centrum van koud abces is niet voldoende ( necrose (bv TBC ( kaasnecrose

late stadium: necrosis of fibrosis

eventueel verdere verspreiding: metastatische infecties

reactie kan verlopen op 2 verschillende plaatsen:

huid, bv lepra  ( verheven goed omrande zone, niet rood

longen, bv tbc

andere organen

volgorde van aanvallen:

4. granulocyten  ( acuut
5. monocyten  ( chronisch (macrofagen + epitheloïde cellen)

6. lymfocyten  ( chronisch (traagste, geen goed cytoskelet)
Vraag 3: structuur en functies van macrofagen

samenvatting

1. Structuur van macrofagen

2. Functie van macrofagen:

· Hoofdfuncties: 

· fagocytose 

· APC

· Andere functies: 

· Secretie (vb matrixenzymes)

· Reuzecel-vorming

· Koorts (IL-1)

· IL-1

· Antimicrobiële en tumoriciede werking

BMSC ( promonocyt (gemeenschappelijke stemcel in BM (myeloïdeprecursor) ( monocyt (bloedbaan) ( macrofaag (perifere weefsels en lymf. org)

uitwerking

1. Structuur van macrofagen

Onstaan:  in BM

BMSC = beenmergstamcel  ( 2 reeksen
	Myeloïde reeks
	Lymfoïde reeks

	75 percent
	25 percent

	monocyten
	T-lymfocyten

	granulocyten
	B-lymfocyten


Monocyt: in bloed
· 7 à 10 micrometer diameter

· niervormige kern

Macrofaag: in weefsel

Bindweefselmacrofaag = histiocyt

1. niervormige kern; 20 à 80 micrometer diameter

2. gerafelde membraan ( adhaerentie

3. specifieke receptoren voor: 

· bacteriële KH

· complement 

· IgG (FcR I, II, III)

4. boonvormige kern, 20 nanometer diameter + organellen (lysosomen)

verzameling van circulerende macrofagen = mononucleair fagocytensysteem (MPS komt ongeveer overeen met RES (reticuloendotheliaal systeem)

op strategische plaatsen: 

1. alveolaire macrofagen ( longen (dustcells)

2. microgliacellen ( CZS

3. mesangiale macrofagen ( nieren 

4. Kupffercellen ( leversinussen

5. bloedmonocyten ( bloed

6. miltfagocyten ( groot filterorgaan aangesloten op circulatie

7. langerhanscel ( huis

8. histiocyt ( bindweefsel

2. functie van macrofagen

hoofdfuncties:

1. fagocytose (efficiciënter door opsonisatie partikels)

2. antigeenpresentatie

Fagocytose (effieciënter door opsonisatie partikels)

MPS = macrofaag fagocyterend systeem

Vreemd partikel 

( macrofaag vormt membraanuitstulpingen (pseudopodia) 

( insluiten partikel in vacuool = fagosoom 

( fagosoom versmelt met lysosoom (bevatten lytische enzymen die bij zure pH inwerken (glycanasen, proteasen, lipasen) ( fagolysosoom 

( vertering (afbraak) van partikel (antigen processing) 

( digestie

Antigeenpresentatie 

aan T-lymfocyten = snelheidsbepalende stap in immuunreactie

APC: 

· Kupffercellen (leversinussen)

· Langerhanscellen (huid)

· Peritoneale, alveolaire, synoviale macrofagen

· Dendritische cellen in lymfefollikel

Hoe?

Extracell partikel ( opname via endocytose ( versmelting met lysosomen ( afbraak tot peptiden (9à15az) ( in groeve van MHC klaase II moleculen ( naar oppervlak vd cel ( exposeren aan T-cel (CD4+)

Intracell partikel ( ubiquitinestaart (merken) ( naar proeasoom ( klieving tot peptiden (7 +/- az) ( in groeve van MHC klasse I moleculen (in elke cel aanwezig) ( naar oppervalk van cel ( exposeren aan T-cel (CD8+)

Andere functies

Secretie

Oa

1. interferon ( antiviraal

2. lyzozyme ( antibacterieel

3. groeifactoren ( weefselreag (vb FGF)

4. cytokinen ( celsoorten van specifieke weerstand geactiveerd

5. matrixenzymen (proteasen, glycanasen)

( AFE

( complement activatie

6. moleculen die lever stimuleren om AFE te maken ( opsonisatie

7. IL-1 en IL-6 ( koorts

Reuzecelvorming

Macrofaag zendt signalen uit om andere macrofagen aan te trekken ( samen vreemd organisme aanvallen

Macrofagen verzamelen rond vreemd (groot) partikel ( granuloma ( versmelten tot ‘giant cells’

Koorts

Door macrofaag IL-1 (< cytokine): setpoint van thermoregulatie verhoogd ( micro-organismen kunnen bij hogere temperaturen minder snel delen

IL-1 (endogeen pyrogeen)

· Prostaglandinen

· Complementfactoren

· AFE

· Stollingsfactoren

( ontstekingsreactie

antimicrobiële en tumoriciede werking

secretie voor:

· TNF (tumor necrosisfactor)

· Lytische enzymen

Antitumorale werking

1. lymfocyt herkent tumorcel

2. lymfokines vrij: IFN α,β,γ.

3. aantrekkingsmacrofagen

4. macrofaag wordt geactiveerd tot tumordodende cel dmv: lytische enzymen en IFN α

( lmfocyt en macrofaag van belang

Vraag 4: Structuur en functies van granulocyten

samenvatting

1. Onstaan van granulocyten

2. Structuur van granulocyten

· Neutrofielen

· Eosinofielen

· Basofielen

3. Functie van granulocyten

· Neutrofielen ( ontsteking

· Eosinofielen ( parasitaire en allergische reacties

· Basofielen / mestcellen

Opm: granulocyten = microfagen = polymorfonucleaire cellen

· Kortlevende effectorcellen

· Microfagen ( doen aan fagocytose

uitwerking

1. Onstaan van granulocyten

Onstaan in BM

BMSC = beenmergstamcel: 2 reeksen

	Myeloïde reeks
	Lymfoïde reeks

	75 percent
	25 percent

	monocyten
	T-lymfocyten

	Granulocyten (ngl de kleuring, granulen)
	B-lymfocyten

	· neutrofielen
	

	· eosinofielen
	

	· basofielen
	


2. Structuur van granulocyten

Neutrofielen

· 90 percent 

· bleek

· 2-5 lobben: kern

uit stamcel ( cel met staafvormige kern ( inkepingen in kern ( gelobde kern = rijpe neutrofiel (meer gedifferentieerd indien meer lobben)

linksverschuiving bij acute onsteking!!

Granulen:

1. primair

cfr. lysosomen

ze bevatten zure hydrolasen, antibact en verterende substantie

oa myeloperoxidasen

2. secundair

substanties betrokken in mobilisatie van ontstekingsmediatoren + complementactivatie

oa collagenasen

3. tertiair

· enzymen

· voegen glycoproteinen tussen in CM ( adhesie

oa gelatinasen

groot aantal als reserve in BM (beweeglijk!) ( als onsteking: in bloed (ook de neutrofiele met staafvormige kern = linksverschuiving!) 

( verdelen zich over 2 compartimenten:

· vrij in bloed: T1/2 is ongeveer 6uur

· marginerende neutrofielen (adheren aan vaatwand) 

( in weefsel: overleven 1 à 3 dagen

eosinofielen

· meestal bilobulaire kern (= brilkern)

· < 5 percent

· granulen (groot) kleuren met eosinofiele kleurstof (= rood): kationische eiwitten

· major basic protein (MBP)

· eosinophil cationic protein (ECP)

· toxisch voor wormen en gastheercellen

· MBP: werkt ook in op tumoren

· ECP: werkt ook in op bacteriën

· receptoren voor:

· IgG, IgE, IgA ( degranulatie

· CD4 en IL-5 ( migratie

Basofielen

· < 2 percent

· minst voorkomende WBC

· waarschijnlijk precursoren van mestcellen

· basofiele granulen: gesulfateerde proteoglycanen (histamine, heparine,..)

· receptoren voor: Fc-segment van IgE

3. functie van granulocyten

specifieke verdedigingsfunctie door fagocytose + digestie

neutrofielen

= meest talrijk 90 percent (circulerende granulocyten)

fagocytose

onsteking:

· # neutrofielen in bloed stijgt door:

· vrijzetten van reserve

· verhoogde granulopoëse

· chemotaxis via:

· bacteriële formylpeptiden

· complementfactoren

· virussen ( chemokinen

( neutrofielen binden aan micro-organisme via:

· niet-specifieke krachten

· herkenning van complementfactoren (C3b) op micro-organismen

· herkenning van anti-lichaam op micro-organisme


( endocytose: micro-organisme wordt opgenomen in fagosoom

( fagosoom versmelt met lysosoom (= primaire granule) ( fagolysosoom




( vertering

neutrofiel sterft meestal na vertering ( vormt het hoofdbestanddeel van etter

andere functies

nl via hun secundaire en tertiaire granulen
· hoofdbestanddeel pus

· controle rol, in vroege stadia ontstekingsreactie (type II)

eosinofielen

komen vooral tussen bij parasitaire en allergische reacties (dan functie fagocytose en digestie)

parasiet ( binding van eosinofiel via IgG, IgE of C3b

( degranulatie: MBP en ECP ( stoffen zijn toxisch voor wormen en gastheercel

indien VW te groot voor fagocytose ( dan inhoud granulen uitstoten in ECM

basofielen / mestcellen

· < 2 percent (= minst talrijk)

· kleurt blauw met basische kleurstof

· effectorcel van acute allergische reactie (type I gevoeligheid)

· structuur:

· meerlobbige kern

· basofiele granulen ( grote granulen gevuld met NT, bv histamine

· specifieke membraan-R voor IgE: FcεR

· functie !!:

· fagocytose en digestie

· effectormol van allergische reacties

· bij contact met allergenen: exocytose van granulen(histamine,..)

( resultaat: onmiddellijke overgevoleigheidsreactie

· basofielen zijn wsl precursoren van mestcellen:

· spoelvormig

· grote cellen

· granulen (met NT)

· gemakkelijk geprikkeld bij ontsteking ( degranulatie bij prikkelin, maken histamine

· afkomstig van BM, afgeleid van basofiel

· lange levensduur

· niet-gesegmenteerde nucleus

als in conact met allergenen ( acute allergische reactie ( snelle exocytose van granulen (via IgE-receptoren) ( gesulfateerde proteoglycanen:

· histamine, heparine, proteolytische enzymen

· chemotactische factoren

· stoffen die onstekingsreactie bevorderen

effect van histamine:

oa 

· vasodilatatie ( H1

· bronchoconstrictie ( H1

· maagzuursecretie ( H2

opm:

· oa ook transferrine gesecreteerd door granulocyten ( cheleren van ijzer ( = noodzakelijk voor bact in proliferatie

· granulocyten kn cytotoxisch zijn, hoewel ze in de 1e plaats bedoeld zijn voor eliminatie van micro-org.  

Vraag 5: mediatoren van het immuunsysteem (de belangrijkste klassen)

samenvatting

1. Akuut-fase eiwitten (lever)

2. Complement systeem (C3)

· Opsonisatie ( C3b

· Bact. Lysis ( C3b

· Chemotaxis ( C3a

· Vasodilatatie ( C3a

3. Cytokinen

· Il

· INF

· TNF

· CSF

4. Immunoglobulines (antilichamen)

· IgA

· IgG

· IgE

· IgM

· IgD

uitwerking

1. Akuut fase eiwitten (AFE)

Wat?

Wordt geproduceerd bij infectie (komen voor in serum)

Soorten:

· Positieve: snelle synthese: 0 ( 10 mg / ml

1. CRP = C-reactieve proteïne: bindt op C-proteïne van pneumokok

( bevordert binding vh complement

2. haptoglobine

3. transferrine

· Negatieve: trage, maar massale synthese

Albumine

	Positieve AFP
	Negatieve AFP

	(anti)stollingsfactoren
	transferine

	Complementfactoren
	(Pre)-albumine

	Bindingseiwitten: haptoglobine, hemopexine
	

	CRP
	

	α1 antitrypsine
	

	α1- zuur- glycoproteïne
	

	Anti-proteasen
	


Infectie ( verandering in serumconcentratie van een # eiwitten:

· Daling van bv albumine

· Stijging van AFE (aangemaakt door de lever)

Functie:

· Beperken van schade ( protease remmers

· Verminderen toxiciteit van bacterie

( hun functie is nog niet volledig begrepen.  Men vermoedt dat ze immunoregulatorisch werken.

Voorbeelden:

Carbohydrate reactive protein (CRP)

( reageert met carbohdr op oppervlakte van streptokokken: ze worden volledig omringd door CRP

( bevordert fagocytose; gebeurt sneller = opsonisatie: stimuleren van fagocytose, proces door bekleden van oppervlak van bacterie met bepaalde proteïnen (= opsonines)

Enzymremmers

2. complementsysteem

= familie van 20 eiwitten

· Regelen ontstekingsreactie

· Circuleren in inactieve toestand in het bloed; activatie gebeurt door splitsing

· Centraal molecule: C3 ( C3a + C3b door C3-convertase

C3b: op bacterie

1. = opsonisatie; bepaalde fagocytenhebben receptoren voor C3b

2. aantrekken van andere complementfactoren ( boren gaatjes in bacterie ( bacteriële lysis via MAC

C3a:

· tesamen met C5a = chemotactische factor

· C3a, C4a, C5a: kunnen histamine/ serotonine vrijmaken uit mestcellen en basofielen ( vasodilatatie

Dus vier functies:

1. opsonisatie

2. bacteriële lysis (en lysis cellen en virussen)

3. vasodilatatie (en vaatwandpermeabilisatie)

4. chemotaxis (WBC)

activatie op 2 manieren:

1. alternatief

spontane splitsing van C3 op oppervlakte van bact.

Interactie met niet-specifieke weerstand

2. klassiek

interactie met specifieke weerstand via Ag/As-complex

( zowel As als C3b aanwezig op bact; fagocyt kan beide herkennen ( fagocytose stijgt

3. (lectineweg)

3. Cytokinen

· Proteïnes of glycoproteïnen die het immuunantwoord in aard en volume regelen ( zetten andere cellen in beweging
· Hormonen van het immuunsysteem

· Aangemaakt door verschillende cellen

Vbn:

· Monokinen (monocyten)

· Lymfokinen (lymfocyten)

Werken vnl autocrien of paracrien

(drm verschillend van hormonen ( endocrien)

binding van specifieke receptoren met zeer hoge affiniteit

4 families (gebaseerd op extracell domein)

1. hemopoietine receptorfamilie

2.immunoglobuline superfamilie

3.groep met 4 cysteïnerijke domeinen

4. serpentine-type receptoren = chemokine receptoren

functie: 

1. proliferatie

2. differentiatie

3. chemotaxis (= chemokinen)

4. wondheling

5. fibrose

6. enzymeproductie

7. onstekingsreactie

8. sommige ook intrinsieke werking (IL4 en IL10)

1 cytokine heeft meerdere functies = pleiotrope werking

1 cytokine kan andere cytokinen:

· versterken

· tegenwerken

· productie stimuleren

= cytokinenetwerk

vbn: 

· interferonen (IFN) ( interfereren met virusreplicatie

· colony stimulating factors (CSF)

· tumor necrosis factor (TNF)

· interleukinen (IL) geven signalen door tss leukocyten

· lymfotoxine (regeling ontstekingsreactie en cytotoxiciteit)

· FGF- fibrblast growth factor (autocrien)

4. Immuunglobulines (= antilichamen)

= glycoproteïnen geproduceerd door B-lymfocyten in sera en weefselvochten bij alle mammalia

· Gekoppeld aan celoppervlakte

· Vrij in bloed / lymfe

Functie: opsonine

Contact nodig tss B-cellen en antigeen nodig voor synthese As

Antigeen 

= elk molecule dat door de adaptieve immuuncellen herkend wordt via complementariteit

Fysische contactzone tss Ag en As = epitoop

· T-cel: herkennen via TCR antigenische peptide op MHC moleculen

· B-cel met Ig herkennen meestal conformationele epitopen

Fab = deel van As verantwoordelijk voor binding aan antigeen ( herkenning specifieke moleculen micro-organisme

= antigeenbinding: NH2-terminus

Fc ( herkend via Fc-R op, oa neutrofielen


Cellen van MPS

( effectorfuncties

5 klassen:

IgG, IgA, IgM, IgD, IgE

Verschillend in: 

· Moleculaire grootte

· Sequentie

· Glycosylering

Bestaat uit:

· 2 heavy chains: 5 soorten αγμδε

· 2 light chains: 2 soorten κλ

verbonden met S2 (disulfide) bruggen

	IgG
	80percent
	-in het serum

-zowel binnen als buiten de bloedvaten
	146 kd (MG)
	Belangrijke antistofsoort vh

1. secundair immuunantwoord

2. antitoxine activiteit

3. neonatale immuniteit (BM)

	IgA
	15-20
	Secreties van de slijmvliezen; seromuceuze secreties
	160-350
	Monomeer / dimeer

	IgM
	10
	In circulatie
	970
	Effector vh primair antwoord op pentamersiche structuren

	IgD
	1
	Membraan van B-cellen
	184
	Antigenafh prikkeling van B-cel

	IgE
	<1
	Opp van basofiele granulocyten 

en mestcellen
	180
	1. parasitaire infecties

2. allergische reacties


Vraag 6 : De heterogeniteit van de T cellen.

1.Ontstaan van de T cellen.

Dit gebeurt in het beenmerg:      

BMSC (beenmergstamcel):-myeloïde reeks (75%)   

                                              (  monocyten en granulocyten

                                                                               -lymfoïede reeks (25%)

                                                                                 (   T- en B lymfocyten

T- Lymfocyten migreren eerst naar de thymus, ondergaan er maturatie en komen zo in het bloed als “naïeve” T-cellen (waarmee wil zeggen dat ze nog niet in contact gekomen zijn met een antigeen)

In de thymus: - is er het verschijnen  van CD4+, CD8+ (co-receptoren)

- is er het verschijnen van de T cel Receptor (TCR)( deze is nauw      geassocieerd met het CD3 complex: speelt een rol in de signaaltransductie.

Rijping gebeurt van de cortex naar de medulla: 1) cellen met CD4:CD8:TCR/CD3

                                                                             2) dieper in cortex: CD4/CD8 + TCR/CD3

                                         3) medulla: 1 van de 2 co-receptoren wordt        
                                 uitgeschakeleld 

Heterogeniteit kan men waarnemen ahv twee technieken:

1. Lichtmicroscopische analyse:

2 soorten resterende lymfocyten: -klein type: °Gall lichaampje (opstapeling van                                 

                                                                         vetdruppels en primaire lysosomen)           

                                                                         ° grote kern/cel verhouding

                                                                         ° geen korrels

             (meerderheid van Th en Tc cellen

                                          -LGL type ( large granular lymfocyt):                                                                        

                                            ° kleine kern, veel cytoplasma

                                            ° korrels

                                            ° vertakt dendritisch uitzicht

                                            ° goed golgi

        
(minderheid van Th en Tc cellen (resp 10 en 35%) 

+ TCR-1cellen nl. -NKC

                              - γ-σ cellen } kleven op substraten

                                          - TCR-1     } 

2. Merkers 

= Specifieke moleculen die contacten met omgeving verzekeren en communicatie mogelijk maken.

Naamgeving: CD = clusters of differentiation = clusters van anticlichamen die bepaalde celmerkers binden en dus herkennen. 

3 soorten : - lijnspecifieke merkers vb. CD3 voor alle T-lc

                                                               CD2 voor rosetterende cellen

                                                               CD45 voor lymfocyten

                  - maturatiemerker vb. CD1: enkel bij rijpende T cellen in de thymus

 - activatiemerker vb. CD 25: receptordeel voor IL-2 dat zich alleen bij                                 geactiveerde T cellen bevindt.

Toegepast op T lc.

De meest kenmerkende merker van T lc is de TCR

2 vormen: -γ/δ dimeer: (15%

                 -ά/β dimeer: ( 85%

TCR is steeds membraangebonden en is meestal geassocieerd met het CD3 complex (γδεζη): dit complex samen herkent AG op APC

a) TCR II

CD4+ = Th en herkennen antigeen in klasse II MHC-restrictie(MHCII groeve)

CD8+ = Tc en herkennen antigeen in klasse I MHC-restrictie (MHCI groeve)

           °CD4+

-structureel onderscheid : - CD 29+/CD 45 RO+ = ‘memory cells’

                                             ( helpen B-lc

                                          - CD45 RA+ = ‘naïeve cellen’

                                             (oefenen suppressorfunctie uit op Tc (CD8+)  

                                          -CD25 = IL 2αR keten

                                             ( T sup of T reg = Regulatorische Tlc: ontst remmend.

- functioneel onderscheid in Th naargelang cytokines die ze produceren. 

                     Th1 ( IL-2   ( eliminatie van INTRAcellullaire pathogene organismen + 

                                  IFN-γ     ontstekingsreacties

        Th2 ( IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ( humorale immuniteit tegen  EXTRAcellullaire                micro-organismen, helpen B lc bij AL vorming

        ° CD-8+

Tc : na activatie: IL-2 ( Gall lichaampje

LGL: na activatie: CD 11b/CD18 ( LGL-type

b) TCR I

- minderheid van CD3+ cellen = CD3+

- naar mucosale epithelen: daar pas CD8 produceren, in circulatie hebben ze deze niet.

- hebben receptoren voor bacteriële antigenen

c) Functies

Memory cells(CD4): zetten Blc aan tot AL productie

                        Helpen monocyten/macrofagen

T- suppressorcells(CD4): onderdrukken Tc

Cytotoxische T cellen(CD8): vernietigen cellen die besmet zijn met virussen of andere  intracellullaire pathogenen

Vraag 7. Hoe ontstaat de heterogeniteit van antistoffen?

# baseparen in menselijk genoom +- 3 x 10^9

# genen hierdoor gecodeerd = 142 643
# antigenen: schatting 10^14 – 10^20


( voor ieder AG 1 antilichaam


HOE??

Theorieën
1) Multipele genen ( volstaat niet alleen

2) Somatische mutaties: Het DNA van de cel verandert

= mutatie die optreedt nadat cel gevormd is

Vb als B-lymfocyt gedifferentieerd is

3) Somatische recombinatie

= 1 stuk sequentie wordt gekoppeld aan een andere sequentie

4) Intron- DNA (Junk DNA)

Hier kunnen coderende delen inzitten = pseudogenen

Door genconversie: ψ-gen ( coderend gen

5) Nucleotidenadditie

Alle 5 technieken gebeuren in natuur

3 theorieën

- Ehrlich: selectieve druk door antigenen

- Landsteiner: instructieve theorie: complementaire antigeenbindingsplaats is flexibel en kan  zich aanpassen.

- Erne & Burnett: clonale selectietheorie

Elke B-lymfocyt produceert 1 antistof en antigeen selecteert welke B-lymfocyt prolifereert

Variabiliteit

2 zware ketens + 2 lichte ketens

Plaats waar variabiliteit gelokaliseerd is

= CDR’s (Complentarity Determing Regions)

= 3 regio’s van extreme variabiliteit

Errond = FR (Framework Regions)

Nomenclatuur

· 
Allotypische variatie: individuele verschillen

· verschil in aminozuurvolgorde tussen verschillende diersoorten

· thv constante delen van zware ketens

Isotypische variatie:     =klassebepaling
γ, α, δ, ε, μ

· verschil binnen een soort in de klassen van antistoffen en soorten van H-en L-chains.

· thv constante delen van zware ketens en FR van zware en lichte ketens

Idiotypische variatie = AG Binding

· verschil in antigeenbindingsplaatsen

· thv hypervariabele gebieden

Figuur:            anti- isotype

anti- idiotype

anti- allotype

Lokalisatie op chromosomen

IgH
( chrom 14                                                               

λ     
( chrom 22

κ 
( chrom 2

TCR ά
( chrom 14

TCR β
( chrom 7

TCR γ
( chrom 7

MHC
( chrom 6

Βg microgl ( chrom 15

Stel 10^4 ≠ lichte ketens ( combinatiemogelijkheid =10^8

       10^4 ≠ zware ketens

( Met beperkt repertorium aan eiwitten gecodeerd in genoom, toch al zeer veel mogelijkheden!

Genherschikkingen in lichte keten    
κ (1e)






            λ  (2e)

( er bestaan verschillende variabele regio’s (Vk), elk met een geassocieerde leader-sequentie voor het signaalpeptidase (L)

( 5 joining gensegmenten (J) ( deze coderen de rest van de variabele regio

( 1 constant exon (Ck) per allel

FIGUUR

= kiemlijnorganisatie

( recombinatie:


Junctie tussen V en één van de 5 J segmenten + recombinatie-signalen:



Hepta-en nonanucleotidesequentie



( van elkaar gescheiden door spacers van 12 of 23 nucleotiden

Hepta - + nonameren aan 3’ einde (V) zijn complementair met hepta- en nonameren aan 5’ einde van een stroomafwaarts segment (J)


!! Spacer van 12 nucleotiden steeds gecombineerd met 23 nucleotiden 

    Rearrangement


12/23- nucleotidenregel

FIGUUR
eiwitten (“DNA recombinasen”) die V3 en J2 covalent aan elkaar binden = RAG ½ ( recombination activate genes


Als RAG uitgeschakeld ( humorale + celgemedieerd imuunrespons valt weg

# mogelijkheden: +- 200 V domeinen x 5 J domeinen

FIGUUR

DNA wordt overgeschreven in mRNA

Dit eerste transcript noemt men heterogeen nucleair mRNA

Alle sequenties achter J2 zijn aanwezig in hnRNA

( splicing = J2 wordt gekoppeld aan Ck


(intronen verwijderd)

FIGUUR

Dit mRNA wordt dan overgeschreven naar een eiwit: eiwit is bestemd voor secretie

Via L ( signaalpeptide ( afgesplitst

      Leadersequentie naar signaalpeptidase

( dmv southern blotting : met restrictie-enzymen genomisch DNA klieven + R FLP

( onderscheid tussen kiemlijnconfiguratie en herschikte DNA van een somatische cel

( hiërarchie: eerst proberen om κ herschikking uit te voeren, als dit niet lukt λ herschikking

FIGUUR

Genherschikkingen in zware keten    

1) ( 300 Vh regio’s: bevatten elk een signaalpeptide- coderend L-gensegment

2) ( Hierachter D-segmenten (+- 30)

= diversiteits-regio

( additionele vorm van diversiteit

3) ( 6 tal Jh regio’s

4) ( 1 constant gensegment C μ

Bestaat uit een # domeinen (C μ1- C μ4)


( Additionele stukjes DNA die carboxylterminaal deel coderen

FIGUUR


( recombinatie tussen D3 en J6 op zelfde manier als hoger

Hier zorgt de 12/23 nucleotiden regel ervoor dat een junctie van 2 D-segmenten of tussen een V en J-regio onmogelijk wordt


( recombinatie tussen variabel segment en D???-junctie

( hnRNA wordt overgeschreven ( door splicing en alternatieve poly-adenylering worden 2 soorten zware ketens gemaakt.

De ene wordt gesecreteerd

????
De ander heeft +- 20 hydrofobe meer zorgen voor verankering in membraan

FIGUUR

mRNA voor secretie

FIGUUR

mRNA voor membraan-gebonden antistof

Organisatie van constante delen in gen van zware keten

FIGUUR

Na 1e herschikkingen kan B-lymfocyt alternatieve splice-plaatsen gebruiken

( tegelijk zware ketens van IgM of IgD maken

( hele C-regio blijft behouden en enkel 1e recombinatieplaats gebruikt

Klasseswitch: bij 2e contact

2e DNA herschikking ( volgende recombinatieplaats door eiwitten van RAG-1 en RAG-2 gekozen AD RANDOM

Soms activiteit van RAG-1/2 niet perfect 


Vb nucleotidentoevoeging



1 ( frameshift



2 ( frameshift



3 ( extra AZ maar geen frameshift

· Plaats waar herschikking mogelijk is (niet tussen C μ en C δ

Frameswitch door 1) recombinatie met DNA



       2) differntiële splicing van mRNA

Mechanismen van diversiteit

- multipele genen voor V regio’s

- recombinatie tussen 
V en J }                lichte ketens

                                   D en J    }             zware ketens

                                   V en DJ  }            zware ketens

- variabele recombinaties thv junctieplaatsen waarbij leesraam behouden blijft

(- genconversie)

- somatische puntmutaties in gerijpte B-lymfocyt thv V-regio

- combineren van zware en lichte ketens

(- gesecreteerd of membraangebonden)

(- bij recombinatie: bijkomende inaccuraatheid)


( vervangen/weghalen van nucleotiden

Naast recombineren ook inserties/deleties van nucleotiden ( leesraam






verschuiving: ≠ AZ ( stijging variabelen

Volgorde van gebeurtenissen

1) recombinatie tussen D en J

2) recombinatie tussen V en DJ

3) transcript: VDJ – μδ
4) vertaling van zware ketens μ en δ

5) recombinatie tussen V en J


eerst κ

6) transcript: VJC



dan pas

7) translatie




λ als κ
niet lukt

8) associatie van 2 zware en 2 lichte ketens ( membraangebonden IgM/IgD

9) associatie met Igά en Igβ ketens ( zorgen voor signaaltransductie bij antigenprikkeling

10) 1e contact met AG ( IgM- secretie

11) 2e contact met AG ( Ig G- secretie

Vraag 8: De activatie van B- en T-cellen: vergelijk de verschillende vormane van activatie.

I. Inleiding

Zowel B-cellen als T-cellen moeten geactiveerd worden om hun functie uit te oefenen. Dit gebeurt door hun specifiek agens in contact met TCR (in de context van MHC moleculen ( boek blz.27) bij T-lymfocyten en met Ig-receptor op B-cellen (kunnen vrij ag binden, maar meestal via APC). Dit leidt tot een signaaltransductie die de lymfocyt van G0 in G1 brengt ( celdeling +differentiatie.

Signaaltransductie:

* in T-cel door CD3: 



- pentameer



- hangt met staartje in plasmamembraan



- ITAM-domeinen

* in B-cel door IG alfa en IG beta:



- verbonden met S2 brug ( heteromoleculair complex



- ITAM-domeinen = Immunoglobulin family tyrosine-based activation motifs

II. Activatie van B-lymfocyten

1. T-cel onafhankelijke ag                        cursus p 29
· Dit zijn grote polymerische moleculen met repetitieve antigenische determinanten.

· Niet-eiwitten: vb. - endotoxines (LPS)

· glycaanskelet

· repetitieve ag vb. suikers aan opp. van gisten

· flagellines; dit zijn repetitieve (dit primeert op eiwitkarakter) eiwitten 

· Bij hoge concentraties: B-cellen activeren met specificiteit voor andere ag = polyclonale activatie.

· Bij lage concentraties: activatie van specifieke B-cellen = monoclonale activatie.

· Sterk resistent aan afbraak

· Primair immuunantwoord tegen deze ag is meestal iets vlugger en iets minder intens dan klassiek immuunantw.
Secundair imm.antw. ( IgM + zwak ( geen klasse switch
De memory-functie is zeer zwak of onbestaande.

· Resistent aan degraderende proteasen

· Het zijn krachtige opwekkers van cytokine-productie door MF.

2. T-cel afhankelijke ag

Ag zoals proteïnen zijn niet in staat om rechtstreeks de B-lymfocyten te activeren. Ze hebben de hulp nodig van T-cellen.

T-cellen met TCR naar contactzone met B-cellen gericht; B-cellen concentreren MHC II ag aan contactzijde

=> uitwisseling van info leidt tot proliferatie en differentiatie tot ab-producerende B-cellen.

· centrale interactie: MHC II-peptiden + TCR

· bijkomende interactie: 

*  LFA-3                      + CD 2

*  ICAM-1                   + LFA 1

*  B7/BB 1                   + CD 28


=> stabilisatie van mRNA, van IL-2 + andere cytokinen ( acitvatiesignalen verlengen in tijd en amplitudo.

* CD 72                       + CD 5

Sommige B-cellen secreteren Il-1 en Il-6 ( expressie van Il-2R neemt toe.

III. Activatie van T-lymfocyten

1. monoclonaal     ( acitveert specifieke T-cel

CD4+ T-cellen  (  geactiveerd door ag gepresenteerd in MHC II-groeve

CD8+ T-cellen  ( geactiveerd door ag gepresenteerd in MHC I-groeve

= MHC-restrictie!

Merk op: de ag in de MHC-groeve zijn lineaire peptiden!

Echter: interactie met MHC is niet voldoende, er is een 2de signaal nodig; dat eigenlijk als eerste optreedt: = membraaninteracties = immunologische synaps

LFA-1 en ICAM 1: deze moleculen gaan clusteren; de MHC moleculen zitten er verspreid rond: MHC zit dus niet thv contactplaats. Naarmate interactie steviger wordt, migreert MHC naar midden thv APC. Hetzelfde gebeurt met TCR thv T-cel.

2. polyclonaal

a) dmv lectinen

    = eiwitten die suikers (van glycoproteïne) herkennen op het opp. van T-cel. Ze hebben een bivalente structuur en gaan dus 2 x dezelfde suiker herkennen ( brengen receptoren (vb CD-moleculen) dichter bij elkaar => activatie. Dit noemt men CROSSLINKING.

Vbn. van lectinen:      - phytohaemagglutinine

· concanavaline A

b) tumorpromotors of cocarcinogeen:

Ze verlagen de drempel aan carcinogenen ( cellen meer gevoelig aan carcinogeen.

vb. phorbolmyristaat acetaat: lijkt qua structuur op DAG ( PC geactiveerd => fosforylatie van TF ( geven bevel aan cel om te delen.

c) superantigenen:

*Ze wijken af van normale ag. Ze komen vooral van Gram+ bacteriën of soms van virussen.

* Ze werken via de interactie tussen MHC en TCR: ze binden aan de buitenkant van het MHC en aan ag-herkennend deel van beta-keten van TCR. => er wordt een brug gevormd tussen MHC en TCR

*Eventueel overstimulatie van T-cellen ( maken overvloedig veel cytokinen aan = cytokin release syndrome ( leidt tot vasodilatatie in het ganse lichaam => shock (plotse bloeddrukval, overal oedeem)

Biochemisch proces tijdens initiële activatie:

Nodig voor proliferatie:

1. Ca 2+
2. activatie van transcriptiefactoren (vaak door fosforylatie vb p56 LCK)

3. cytokines: °door T-cellen  ( Bcel tot plasma/geheugencel

       ( Tcel (autocrien))

            Aanmaak van cytokinereceptoren vb. Il2R ( proliferatie

+ zie schema op bladen

9 Het belang van priming boost bij immunotherapie

Inleiding

Aanval van bacterie ( immuunsysteem reageert met een snel, niet-specifiek antwoord. ( kan in staat zijn om de indringer volledig uit te schakelen.

In de meeste gevallen: cellen van specifiek immuunsysteem komen in contact met antigen.( specifieke immuunrespons

Kinetiek van immuunrespons:

Afhankelijk van het feit of lichaam al eerder in contact is geweest met dit antigen. 

We onderscheiden:

· primaire immuunrespons

· secundaire immuunrespons

Primaire immuunrespons
T-helper-lymfocyten geactiveerd door antigen (aangeboden door APC) ( profileren ( differentiëren tot : - effector T helper cellen



      - geheugen T helpercellen

B-lymfocyten geactiveerd door: -T-helpercellen(Tdep)





     - antigeen (Tind)

( profileren ( differentiëren tot: - plasmacellen (( AS prod.)





         - B geheugencellen

Antistoffen

Fagocyten

Complement 

( elimineren antigen ( hierdoor wordt de antigene stimulatie kleiner en neemt activiteit van immuunrespons af.  

(+ actieve suppressie van immuunreactie door T-suppressor lymfocyten)

Verloop: 4 fasen (figuur)

1. Lag-fase:

· tijd tussen het moment van contact met antigeen en moment dat antistoffen in   bloed zijn aan te tonen.

· Gedurende deze fase: localisatie 

+ processing van antigen

+ activatie van B-cellen met passende receptor

· Duur afhankelijk van:

· Soort antigeen

· Genetische eigenschap van persoon

· gevoeligheid van techn. waarmee serumconc van AG wordt bepaald. 

2. Log-fase:

· Geactiveerde B-lymfocyten profileren + differentiëren tot plasmacellen ( gehalte aan antistoffen in bloed 

3. Plateau-fase:

· Productie van antistoffen (=Max) + eliminatie van gebruikte antistoffen houden elkaar in evenwicht

4. Decline-fase:

Antigeen is geëlimineerd, dus gehalte aan antistof kan dalen.

3. Klasseswitch

In een primaire immuunrespons: eerst IgM aangemaakt, daarna IgG: zelfde fasen doorlopen als IgM (2de contact)

Genetisch: variabele gensegmenten die coderen voor de antigenbindgingsplaats van H-keten: verplaatst van gensegment dat codeert voor constante deel van IgM naar gensegment dat codeert voor constante deel van IgG

( op eiwitniveau: antigene specificiteit verandert niet; effectorfunctie verandert wel. 

Schematisch: figuur

Secundaire immuunrespons

Memory cells, gevormd in primaire immuunrespons zijn langlevende cellen.

( ons immuunsystemme onthoudt dus voor zeer lange tijd met welk AG ze al in contact is geweest

( secreteren geen antistoffen, maar hebben hoge expressie van membraangebonden antistof als specifieke antigenreceptor

Circuleren in lymfe

2de contact met antigeen:

· Kwantitatieve veranderingen: 

1. Imm. Geheugen: geheugencellen kunnen snel reageren( differentiëren in 

plasmacellen ( AS-prod

2. Toegenomen sec. respons

1. Lagfase is veel korter :snellere reactie

2. immuunrespons veel heviger ( aantal AS in bloed: veel hoger

3. Plateaufase+decline fase: langer ( antistofproduktie houdt veel langer aan

( Kwalitatieve veranderingen:

3. Isotype omsch.=klasse switch:

1. vooral IgG gemaakt, in veel mindere mate IgM

4. Aff.maturatie

2. affiniteit van As voor AG is veel hoger

Oorzaken:

1. cytokinen:

Naast recirculatie van B-lymf, ook recirculatie van T-cellen ( produceren cytokinen, sommige cytokinen blijken in staat het proces van isotype-switching te beïnvloeden zondanig dat ze aanleiding geven tot preferentiële isotype-productie. 

2. somatische mutatie

tijdens swtich van IgM naar IgG: ad random mutaties in Fab (=variabel deel dat Ag bindt) van IgG-molecule

sommige: hogeren affiniteit voor antigeen ( gestimuleerd

andere: lagere affiniteit voor antigeen ( niet gestimuleerd.

Overzicht: figuur

Opmerking:

Einde van immunrespons door:

· Ag- concentratie daalt

· Negatieve feedback:

IgG antistoffen inhiberen specifieke B-cellen die het antigeen herkennen via IgG immuuncomplexen en FC-receptors op oppervlakte van B-cellen.

· suppressor T-cellen

( aanmaken van inhibitorische cytokinen (IC-4, -5, -6, -10)

· voorbeelden

- bij vaccinatie wekt men preventief een primairimmuunantw. op die men met één of meerde boostinjecties zal versterken

( AG sneller geïnactiveerd 

vb. tetanusvaccin: booster om de 10 jaar.

- desinistisatietherapie (zie vraag overgevoeligheidsreactie)

10 De coöperatie FsAPC & Tcel 

( herkennen via membraan gebonden receptor (TCR) eiwitAG, ontstaan in cel en gepresenteerd door APC

1. APC

Deze cellen bieden dmv MHC antigeen aan waarop immuuncellen kunnen reageren

Er zijn 2 klassen MHC (Major histocompatibility complex)

MHCI

· Komen co-dominant voor in alle gekernde cellen

· Komen constitutief tot expressie

· Alpha en bèta 2 domein

· Kan AG- peptide van 7 + of – 2 AZ dragen in groeve tussen alpha 1 en alpha 3

· Bindt aan T-cel met cd8+

MHCII

· Komen voor op beperkt aantal gespecialiseerde APC:

· Macrofagen

MHCII naar plasmamembraan

( niet specifiek: bacteriën, AG, Igcomplexen

( relatief efficiënt: adjuvantia kunnen helpen

· Dendritische cellen 

In milt an lymfeknopen

( meest actief: AG-presentatie via MHCII

( vooral bij primaire respons

(door fagocytose AG opname in perifereweefsels( lymfeknopen)

· B lymfocyten

Hebben CD4-T-cel nodig om geactiveerd te worden

( specifieke eiwitten/AG binden en presenteren: MHCII (nemen AG op, afbraak tot AG-peptide)

( meest efficiënt als [AG] laag is, want extreem hoge affiniteit

· Wordt geïndiceerd bij ontstekingsreacties 

· Alpha en bèta domein

· Kan lineair AG peptide drogen (9-15 AZ)

· Bindt aan Tcel met cd 4 +

In een APC wordt een AG opgenomen en door middel van proteasen opgesplitst tot kleinere fragment, zo’n fragment wordt naar het celoppervlak gebracht samen met een MHC

2. TCR (Tcel Receptor)

- Alpha en bèta dimeer (TCR) (85%) of gamma/delta dimeer (TCRI)(15procent)

(figuur)

- TCR vormt een complex met andere moleculen: CD3 complex

Activatie: enkel door MHCI of II, leidt tot celgebonden effecten:

· deling

· differentiatie

· verandering celmetobolisme

· secretie van cytokines

· secretie van cytotoxines

Coöperatie tussen APC & T-cel

T-cel (CD8+) evenredig MHCI

( herkent antigeenpeptide afkomstig van virussen die in de cel zijn binnen gedrongen

Na herkennen tussen TCR & het antigeen MHCI-complex( Tcel verandert in cytotoxische Tcel (vernietigt cellen, besmet diezelfde virus)

( Besmette cel in lysis doen gaan

( Andere cellen beschermen via vrijzetting van IFN gamma

( Vrijzetten van IC-2 niet CD-8-T-cel-proliferatie.

Signaal 1: MHCI (( TCRII: CD8+( MHC-restrictie

Signaal 2: ICAM-1 (( LFA -1


     LFA-3 (( CD2


     IL-2-R stijgt.

Vraag 11: De coöperatie tussen de T- en B-cellen

· T-cellen: Worden gepolariseerd met de TCR gericht naar de contactzone met de B-         cellen

· B-cellen: Worden ook gepolariseerd doordat de antigenen in de groeve van MHC II concentreren, gericht naar de T-cel

Interacties tussen respectievelijk B- en T-cellen:

· MHC II gebonden peptiden ~ TCR    (centrale interactie)

· ICAM-1 ~ LFA-1

· LFA-3 ~ CD 2

· B7/BB1 ~ CD 28 => stabilisatie van mRNA van IL-2 en andere cytokinen waardoor activatiesignalen versterkt worden in tijd en amplitude

· Sommige B-cellen secreteren IL-1 en IL-6 waardoor expressie van de IL-2 receptor stijgt

Nog steeds worden nieuwe moleculen geïsoleerd met co-stimulatorische werking op B-cellen.

Gedurende de interactie maken de B-cellen heel wat cytokines aan.

Gevolgen: 

· Proliferatie van T-cellen

· Differentiatie van B-cellen tot antilichaam-producerende cellen 

(= info uitwisseling in 2 richtingen)

·  Soms leidt interactie van APC en T-cel tot inactivatie = clonale anergie -> om auto-immuniteit te voorkomen

Mediatoren tussen activatie en inactivatiemechanisme : IgM en Ig G

Vraag 12: Activatie van T-cellen door antigeen

Een T-cel wordt geactiveerd door zijn specifieke antigeen, gebonden aan een lichaamseigen MHC molecule.

1) T-cel receptor (TCR)

De meest karakteristieke merker van de T-cellen is TCR die in 2 vormen voorkomt:

TCR-1: bestaat uit (- en (- polypeptideketen

TCR-2: bestaat uit (- en (-polypeptideketen

             Deze komt het meeste voor

TCR is steeds membraangebonden en meestal geassocieerd met 5 aparte polypeptiden (= CD3-complex) tvv TCR- complex => signaaltransductie

Tekening
Er zijn 2 populaties T-cellen, nl CD4+ en CD8+. Dit zijn merkermolecules op het opppervlak van T-cellen. Ze leiden de T-cel naar zijn doelwit door te interageren met MHC I en II.

CD4+ cellen: 

· Vnl. Th cellen (T helper)

· Ze helpen B-lymfocyten om antilichamen te maken

· Herkennen vooral Ag in MHC klasse II restictie

CD8+ cellen: 

· Vnl. Tc cellen (cytotoxische)

· Ze doden andere cellen

· Vooral MHC klasse I restrictie

NB Het onderscheid tussen CD4+ en CD 8+ wordt bepaald dmv de FACS analyse 

(= Fluorescence-Activated Cell Sorting)

2) MHC

Er bestaan 2 soorten MHC molecules:

MHC I: 

· OP alle gekernde cellen en op BPL (niet op RBC!!)

· Op APC van Ag die wel in cel gemaakt worden (intracellulair)

· MHC I vooral herkendo door Tc cellen

MHC II:

· Op APC zoals macrofagen, dendritische cellen, B-cellen

· Ag komt van buitenaf (extracellulair)

· Vooral herkend door Th cellen

Tekening

3) De interactie tussen TCR en MHC

TCR herkent peptiden die gevat liggen in de groeve van MHC.

Door Ag prikkeling ontstaan er vele interacties tussen respectievelijk B- en T-cellen:

· MHC II gebonden peptiden ~ TCR    (centrale interactie)

· ICAM-1 ~ LFA-1

· LFA-3 ~ CD 2

· B7/BB1 ~ CD 28 => stabilisatie van mRNA van IL-2 en andere cytokinen waardoor activatiesignalen versterkt worden in tijd en amplitude

· CD72 ~ CD5

· B7 ~ CTLA4

Tekening
4) Gevolgen van de interactie

· B-cel activatie door Th cellen -> AS productie

· Soms clonale anergie = volledige inactivatie om auto-immuniteit te voorkomen

Na de prikkeling van de TCR door het AG start een hele reeks van biochemische processen die leiden tot proliferatie en differentiatie.

NB Het is nog steeds niet duidelijk wat een efficiënt antigenetisch signaal is voor T-cel activatie, wel o.a.:

· T-cel activatie

· APC

· Cytokinen

· Plantmitogenen (vaak lectinen zoals PHA (=Phytohaemagglutine ), ConA (= Concavaline A) )

· Superantigenen (reageren met V( van TCR)

5) De geactiveerde T-cel

Tekening

1. IFN ( gaat inwerken op macrofaag = MAF (Macrofaag Activerende Factor)

2. Cytokinen zoals:

· IL-2 -> proliferatie van B- en T-cellen

· IL-4 -> vroege B-cel activatie en proliferatie

· IL-5 en –6 -> stimuli voor AL productie

· TNF ( en ( -> AL vorming

Er is dus een clonale selectie van T-cellen bij activering ervan, dwz:

· selectie: een bepaald AL kiest uit reeks T-cellen juist deze uit die hem 

· clonaal: de daaropvolgende proliferatie in de lymfocyten tot een populatie van identieke cellen (clonen), groot genoeg voor efficiënte immuunontwikkeling

Vraag 13: Verschil tussen MHC I en MHC II: structuren en functies

1) Inleiding

2) Genetica: chromosoom 6 : MHC I:  -HLA-A

                                                                -HLA-B






           - HLA-C

                                                 MHC II: -HLA-DP






           -HLA-DQ






           -HLA-DR

3) Structuur : 

· MHC I : - ( ((1, (2, (3)-keten

                    - (2- microglobuline

· MHC II : - ( ((1, (2)- keten

                      - ( ((1, (2)- keten

4) Functie

· Antigeenpresentatie

· Rol van MHC in transplantaties

· HLA-syteem in de diagnostiek

Tekening

1) Inleiding

Functie van adaptief immuunsysteem = herkenning van vreemde organismen en de uitschakeling ervan.

3 herkenningsmoleculen:

· Antistoffen

· TCR

· MHC 

         = majeure histocompabiliteitscomplex

         = HLA: Human Leukocyte Antigens

· behoren tot de superfamilie van immunoglobulines

2) Genetica

· Genetische info voor HLA-moleculen: op korte arm van chromosoom 6

· Expressie: codominantie -> beide allelen komen tot expressie

Combinatie van HLA-genen op 1 chromosoom = haplotype

-> binnen 1 familie: in principe 4 verschillende haplotypen

· kans dat 2 kinderen zelfde HLA-antigenen bezitten ( 25%

· enkel bij eeneïge tweeling: haplotype = identiek

Tekening

· Enorme variabiliteit: ten minste 6 loci:  MHC I:  -HLA-A

                                                                                    -HLA-B






                               - HLA-C

                                                                     MHC II: -HLA-DP






                               -HLA-DQ

                   



                   -HLA-DR

Al deze loci hebben veel allelische varianten in de populatie en de genetische info kan dus vernaderen van individu tot individu = polymorfisme 

  Tekening                           

Enorme variabiliteit: meer dan 1 miljoen verschillende haplotypen

                                  + ieder individu heeft 2 haplotypen

· kans dat 2 onverwante personen volledig HLA identiek zijn is         

      zeer klein

3) Structuur

1. MHC I

· Komt voor op alle gekernde cellen en bloedplaatjes (dus niet op RBC)

· Opgebouwd uit  (-keten = glycoproteïne

                     3 Extracellulaire gebieden ((1, (2, (3)

                     Transmembranair gebied

                                                      Cytoplasmatisch deel

                                                   (2-microglobuline
                      -> niet covalent geassocieerd met extracellulair deel van 

                           (-keten     

Tekening
· (1, (2, (3 en (2 microglobuline zijn gevouwen als domeinen van Ig-moleculen (immunoglobulinevouwen)

· Polymorfisme: vooral gelokaliseerd in een aantal hypervariabele gebieden in (1 en (2

· AZ-volgorde: sterk geconserveerd in (3-gebied en alle MHC I moleculen

-> kristalstructuur: -(2 microglobuline + (3-domein vormen ahw basis voor 2 (-helixen  gevormd door (1 en (2

                               -door (1 en (2 wordt een groeve gevormd waarin en –rond de hypervariabele gebieden gelokaliseerd zijn

=> toch zeker selectie van peptiden die gebonden worden in de groeve nl 7+ 2 AZ (helices meer gesloten dan die van MHC II dus enkel accomodatie van kleine peptiden)

         Tekening

2. MHC II 

· Komen voor op beperkt aantal gespecialiseerde antigeenpresenterende cellen nl. APC’s, macrofagen, dendrititische cellen, B-lymfocyten)

· Bestaan uit 2 glycoproteïnen die door de celmembraan steken: - (-keten

                                                                                                           - (-keten

      Deze zijn niet covalent geassocieerd met elkaar. 

Tekening

          Polymorfisme van HLA-DR: beperkt tot (-keten

          Polymorfisme van HLA-DP en HLA-DQ: zowel (- als (-keten

          Domeinen die het dichtst bij PM gelokaliseers zijn ((2, (2) zijn sterk geconserveerd

          Dus hypervariabele domeinen in (1 en (1

         -> kristalstructuur: cfr MHC I maar helices minder gesloten => kunnen grotere peptiden 

              accomoderen

4) Functie

1. Antigeenpresentatie

In tegenstelling tot antistoffen, kan TCR enkel antigenen herkennen wanneer het geassocieerd is met MHC moleculen op de opp van de cellen (APC) en aard van antigenen verschilt nl lineaire peptiden

Antigenen kunnen op 2 manieren worden afgebroken:

· Via proteasomen: intracellulair antigeen 

Deze AG worden afgebroken tot peptiden van 7+ 2 AZ en gebonden in groeve van MHC I => naar celopp voor presentatie aan CD8+ Tc-cellen

· Via endocytotische weg: extracellulaire antigenen

Deze AG worden afgebroken tot peptiden van 9 à 15 AZ => naar celopp voor presentatie aan CD4+ Th-cellen

Opm: Grootste specificiteit ligt in de interactie tussen TCR en peptide, alhoewel er ook zekere selectie plaatsvindt door MHC (zie terug)

2. Rol van MHC in transplantaties

· Transplantaten die uitgewisseld worden tussen genetisch niet-identieke individuen  

leiden onherroepelijk tot afstoting

       
       = resultaat van immunologische afweerreactie tegen vreemde AG op             


            celmembraan van getransplanteerde cellen -> via cellulaire (T-lymfocyten met  



       TCR) en humorale (B-lymfocyten met AS) immuniteit



       De belangrijkste van deze transplantatie antigenen = HLA/MCH


             En ook non-HLA of minor histocompabiliteitsantigenen 

· Men probeert afstotingsverschijnselen te verminderen door een zo goed mogelijke 

 
                         HLA-match te hebben:

· Perfecte oveernkomst tussen eeneiige tweelingen

· Binnen familie: redelijke kans om goedpassende combinatie te vinden

· Het is meestal belangrijker om HLA-D locus te analyseren dan MHC I molecule

· Bijna nooit perfecte overeenstemming -> immunosuppressiva gebruiken om afstoting te verminderen oa cyclosporine A: werkt in op cytokinenetwerk (vroeger medicatie die ontstekingsreacties verminderen en proliferatie van lyfocyten remmen nl antimitotica -> minder weerstand tegen infecties)

· Graft versus host – reactie

Wanneer in het getransplanteerde weefsel nog immuuncompetente T-lymfocyten zitten kunnen ze via HLA-herkenningssysteem de gastheer aanvallen (vooral bij beenmergtransplantaties)

· Enkele wetten gebruikt in tranplantaties

· Allogreffe: weefsel met verschillende HLA-antigenen: weefsel met MHC = AA wordt afgestoten door individu met MHC = BB

· Autogreffe: weefsel met gelijke HLA-antigenen: weefsel met HLA = AA wordt als ‘self’ herkend door individu met HLA = AA

· Kruising van AA met BB geeft nakomelingen AB -> transplantatie vanuit deze generatie naar ouders lukt niet

· Wanneer 2 verschillende HLA-homozygote ouders -> zonder afstoting weefsel transplanteren van elk van de ouders naar de kinderen

3. HLA-systeem in de diagnostiek

HLA = genetische merker voor ziekten -> associatie met bepaalde ziekte

Associatie wordt kwantitatief uitgedrukt als ‘relatief risico’:

Vergelijken van frequentie van verschillende HLA allelen in patiëntenpopulatie met frequentie in gezonde populatie

RR = patiënten met specifieke HLA x controles zonder dit HLA

         Patiënten zonder specifieke HLA x controles zonder dit HLA

Vb. Ziekte van Bechterew = ankylosernede spondylitis en HLA-B27

      MS en HLA-DR

-> men neemt aan dat vaak microbiële Ag kunnen associëren met MHC-Ag en dat selectie van complementaire TCR aanleiding geeft tot proliferatie van autoreactieve lymfocyten = MOLECULAR MIMICRY (lineaire peptide van microbe bootst lichaamseigen structuur na)

Vraag 14: Vergelijk de proteasoom- en de endocytose gemedieerde specifieke immuniteit

1. Inleiding

Omdat APC’s zowel MCH I als MCH II moleculen op hun oppervlakte dragen, kunnen zij zowel CD8+ T-cellen als CD4+ T-cellen activeren.

De nadruk wordt hierbij vooral bepaald door de cellulaire aanvoerroute van het Ag:

· Endogene Ag: via proteasomen 

-> MHC I -> CD8+ Tc

· Exogene Ag: endocytotische weg

-> MHC II -> CD4+ Th

Opm: T-cel herkent enkel LINEAIRE peptiden in groeve van MHC

2. Vergelijking van MHC I en II

· MHC I: 

· Op alle gekernde cellen + BPL

· (-keten en (2-microglobuline

· 2 (-helices op bodemplaat met (- structuur

· de uiteinden (groeven) van de (-heliceszijn meer gesloten -> kleinere peptiden (7+ 2 AZ)

· MHC II:

· Op beperkt aantal gespecialiseerde APC’s

· (-keten en (-keten

· 2 (-helices op bodemplaat met (- structuur

· Uiteinden meer open -> grotere peptiden (9 à 15 AZ)

Tekening

3. Proteasoom-weg

· Voor endogene peptiden

Verschillende soorten:

· Viruseiwitten in cel

· Mutaties ten gevolge van bestraling => gemuteerde eiwitten

· Normale eiwitten 

· Worden gemerkt, N-terminaal gelabelled met een Ubiquitinestaart = traffieksignaal naar proteasoom

· Structuur van proteasoom: peptide uit 4x7 monomeren=> tunnel

Tekening

     Genstructuren hiervoor zijn gelokaliseerd in MHC II-regio, tussen DP en DQ

Tekening

· Gelabellede eiwitten in tunnel gesast (opening: 13 AZ) -> alle geubuquitineerde peptiden gaan hier in

Als peptide aan uiteinde komt wordt het gefragmenteerd dus sommige van de tunnelelementen zijn proteasen, nl. threonineproteasen

Threonine is gelegen aan NH2-terminus van het eiwit; is uitzonderlijk want normaal gebeurt proteolyse in catalytic centrum (aan COOH-centrum)

· Lengte van tunnel = 9 AZ dus altijd peptiden van maximaal 9 AZ (7+ 2 AZ)

· 90% van deze nonapeptide wordt afgebroken => recuclage van AZ

10% gaat naar lumen van RER dmw transporteiwitten nl TAP1 en TAP2 => aggrageren tot heterodimeer TAP1-TAP2 => transpot 

In RER worden ze gebonden in groeve van MHC I (met zekere specificiteit via hypervariabele domeinen thv (1 en (2)

· vesikels naar celmembraan, versmelten ermee => tonen geladen peptiden aan T-cellen (bovenkant van peptide wordt herkent door TCR)

· herkenning op 2 niveau’s:

· peptide + TCR

· MHC + T-cellen: enkel CD8+ T-cellen kunnen met MHC I interageren (=Tc) => doelwitwel wordt kapot gemaakt

4. Endocytotische weg

· Voor extracellulaire antigenen 

Vb bacteriën, toxines

· Worden opgenomen via fagocytose, versmelten met lysosoom

=> fagolysosoom:  hierin bevinden zich:

· Zure hydrolasen

· Proteasen (oa cathepsines = thiolprotease)

Antigeen wordt gefragmenteerd door proteolyse; lengte van fragmenten is zeer variabel (9 à 15 AZ)

· Ook vesikels afkomstig van Golgi-apparaat kunnen versmelten met lysosomen; in deze vesikel zitten MHC II moleculen

· Dus al 2 verschillen met proteasoom weg:

· Random klieving

· Geen transport nodig

· MHC II: groeve veel meer open -> valt dus veel gemakkelijker dicht, wordt verhinderd door “invariant chain”: het uiteinde hiervan (CLIP= Class II Invariant Peptide) gaat in groeve zitten

      De interactie tussen CLIP en groeve = zacht dus peptide kan gemakkelijk plaats  

      innemen van CLIP (met een zekere specificiteit wegens variabele gedeelten rond (1 

            en (2

· Vesikel naar opp van de cel => presentatie van peptide aan T-lymfocyt

· Herkenning op 2 niveau’s:

· TCR + peptide

· T-cel + MCH: enkel CD4+ T-cellen kunnen interageren met MHC II = Th

· geven helpersignalen aan B-lymfocyten -> gaan beter As aanmaken

DUS: Intracellulaire antigenen uitgeschakeld cia cytotoxiciteit (Tc) => CD8

          Extracellulaire antigenen uitgeschakeld via antistoffen (Ig) => CD4

5. Voorbeeld

Interactie tussen 2 wegen

Stel virus:

· virusreplicatie intracellulair => besmette ce via MHC I cytotoxische toute activeren

· viruspartikels geproduceerd => fagocytose + geladen op MHC II -> aanmaak As

Vraag 15: Bespreek de interferonen

1. Algemeen

· Ontdekt in 1957 (Isaac en Lindemaen): cel met virus maakt x dat andere cel beschermt

· Stelt cel in staat om zich te beschermen tegen virus: 

      virus in cel -> maakt IFN -> naburige cellen worden beschermd (interfereert met   

      virusreplicatie)

2. Interferon (/(
· Worden samen vaak aangeduid als Type1-interferon

· Glycoproteïnen; AZ-sequentie: zeer gelijkaardig

· Liggen op hetzelfde chromosoom

· 25 verschillende soorten:

- IFN-α: genetisch bepaalde diversiteit, geen glycolisering

- IFN-β: single copy gene: moleculaire verscheidenheid bepaald door glycolsylering

· Geproduceerd door:

            - IFN-α: leucocyten

   
      - IFN-β: fibroblasten als besmet met virus, macrofagen na stimulatie met LPS        

                  (LipoPolySaccharide) (endotoxine)

· Biochemische rol:

· Rechtstreekse antivirale werking: remmen replicatie van virus

· Indirecte antivirale werking: stimuleren van: NK-cellen

 Cytotoxische T-cellen

Antistofafhankelijke cytotoxische cellen (ADCC)

Deze stimulatie verhoogt het vermogen van de lymfocyten om met virus  besmette cel te doden.

Dus: Interferon: vertraagt de vermenigvuldiging/verspreiding van virusdeeltjes; zo wordt tijd gewonnen voor het op gang komen van specifieke immuunreactie

3. Interferon γ

= buitenbeentje

· Ligt op een ander chromosoom dan IFNα/β

· Geproduceerd door: 

· T-lymfocyten

· NK-cellen

· Receptoren aanwezig op vele typen cellen

· Biochemische rol: pleiotroop

1) Rechtstreekse antivirale werking op cellen, nl remmen virusreplicatie

2) Expressie van MHC II op verschillende soorten cellen induceren/verhogen =>antigeenpresenterend vermogen ↑

3) Stuurt Ig-klasse-switch nl IgM → IgG

4) Macrofaagactiverende factoren MAF

· Rustende monocyt getransformeer in een cel die sterk reageert op exogene stimuli

· Induceert of verhoogt productie van inflammatoire mediatoren door macrofagen (→ pro-inflammatie)

5) NK → LAK (Lymphokine Activating Cell): bevordert vermogen om opgenomen organismen te doden + tumorcellen te lyseren 

4. IFN-Receptorfamilie

a) Mechanisme algemeen voor citokinereceptor

prikkeling van R door ligandbinding




↓

fosforylatie van intracellulair domein JAK tyrosine kinase




↓

signaaltransductie: fosforylatie van STAT eiwitten (Signal Transduction of Act of Trancription) door JAK kinase




↓

dimerisatie ven gefosforyleerde STAT eiwitten




↓

verplaatst zich naar nucleus en beïnvloedt de nucleïnezuur/proteïne synthese

b) IFN-R mechanisme

Activatie van de R induceert OAS → maakt secundaire boodschapper aan pApApA → ATP

Gevolg:

1. Kinasen worden geactiveerd → fosforyleren eIF-1α (elongatie factor) = inactivatie => eiwitsynthese valt stil

2. Latent RNase L wordt geactiveerd => viraal RNA (want vooral affiniteit voor dsRNA) wordt afgebroken

DUS cellen in antivirale toestand brengen interferentie van virus thv:

· Nucleïnezuur nl vertraagde deling

· Eiwitten nl ↓ productie

c)   Soorten IFN-R

· Receptor van IFNα = receptor van IFNβ

· Extracellulair deel van IFN-αR = 2x zo lang als dat van IFN-γR

· veronderstelling dat er bij IFN-αR genduplicatie is opgetreden

5. Klinische toepassing

· TNF-α: toedienen bij:

· Hepatitis B en C

· kanker zoals B-cel leukemie (=Hairy Cell Leukemia, door fijne, ‘harige’ uitlopers), chronische myeloïde leukemie, hapasi’s sarcoma

· TNF- β: toedienen bij:

· multiple sclerose → remt deling T-lymfocyten

· larynxpapilloma (viraal) → IFN- als antiviraal middel 

· TNF-γ: toedienen bij granulomateuze ziekte

    21. Leg het verschil uit tussen T-cel-afhankelijke en onafhankelijke immuniteit ?

* T-cel onafhankelijke cellulaire verdediging : *fagocyten staan centraal

     *productie van cytokines

     *fagocytose

     *complementactivatie

1. chemotaxis :

· Chemotaxis van fagocyten naar de ontstekingshaard (door microbiële substanties) door :

· formylpeptide (gevormd door bacteriën) ( aantrekken granulocyten

· endotoxine van bacteriën activeert C3a en C5a ( complementactivatie via alternatieve weg ( bacteriën) : chemotactische factoren

· virussen induceren chemokines in de gastheercellen.

( chemoattractie wordt veroorzaakt door serpentine-achtige celreceptoren met  7TM domeinen ven hydrofobe AZ ( -( G prot -( signaaltransductie)

2. binding + fagocytose :

- binding v/d microbe a/d membraan v/d fagocyten . Deze wordt verbeterd door complementactivatie : C3b : opsonisatie + C4

- binding van antistoffen op de micro-organismen. De receptoren herkennen dan gemakkelijk het constante deel van de immuunglobulinen en dit leidt tot een beter klven van de micro-organismen aan de fagocyten.

3. destructie :
Na de opname in de cel van het fagocytosevacuole wordt het micro-organisme vernietigd.

De lysosomen in de cel versmelten met de vacuole tot een fagolysosoom.

Een gedeelte van de peptidefragmenten wordt verder gekliefd in een speciale subcellulaire struktuur, het proteasoom. Dergelijke complexen worden naar de celoppervlakte getransporteerd en dienen om de T-cellen te aktiveren.

(Vacuole + lysosoom -( inwerken van zure hydrolazen -( als intracellulair proteasoom ( RER ( MACI ( Tc)

4. cytokinevrijstelling :

Door een synergie van verschillende cytokines worden de cellen afgebroken.

Het agens stimuleert de macrofaag tot de vrijstelling van IL-1 en TNF-alfa ( pleiotrope effecten pg.39 nota’s) en aktiveert NK-cellen tot de produktie van IFN-gamma.(mgactiveren) Immuuninterferon kan weer de macrofagen activeren

(meeste antigenen ( directe stimulatie van fagocyten -( productie van cytokinen

bv. als RNA

           LPS

           Endotoxinen)

* T-cel afhankelijke cel-gemedieerd immuunantwoord : *T-cellen worden geactiveerd








        *cytokineprodultie








        *ontwikkelen geheugencellen!!!

T-helpercellen (Th) staan centraal en functioneren in de selectie van de effector mechanismen
1. Specificiteit van het antwoord. Bepaling welke antigenen en welke epitopen herkend worden.

2. Bepaling van effectormechanisme dat in gang wordt gezet.

3. Proliferatie van de juiste effectorcellen.

4. Verhoging van de functies van de fagocyten en andere effectoren.

1. selecteren van effectormechanismen
T-helpercellen herkennen de antigenen die in de contekst van de MHC klasse II moleculen op de receptor binden (TCR). De Th cel moet de produktie van de juiste cytokinen activeren om de juiste secundaire celsoort te activeren of te inactiveren.

(Tc

(ALF, mestcellen, eosinofiele granulocyten

(macrofaagactivatie en overgevoeligheid van het uitgestelde type

2. regulatorische rol cytokinen

Elke soort van T-cellen differentieert in verschillende stadia die door middel van merkers kunnen onderscheiden worden. Die merkers van de verschillende stadia van differentiatie van de Th-cellen zijn de cytokine-spectra die door deze cellen gemaakt worden (Th-1 en Th-2 cellen)

Activatiemerkers = de verschillende cytokine-spectra die wordt gemaakt door de Th-cellen.

(Cytokinenspectra van Th = activatiemerkers van de verschillende stadia van differentiatie van de Th-cel)

( maagdelijke Th precursoren (ThP) ( : IL2

( korte termijnstimulatie : ThO ( IL 2,5,6,10 en IFN-gamma

( chronische stimulatie: 1/ Th1 : IFN-gamma, IL2 (  stimulatorisch (cell.imm.++)

                                         2/ Th2 : IL 4,5,6,10 (  inhibitorisch  (cell.imm.--)

       (stimuleren humorale imm.)

( vanuit Th1 en Th2 ( ThM : memory cell ( IL2 (kan tot 40 jaar lang overleven !!!)

3. mutuele uitsluiting van de functies van Th1 en Th2
Th1 ( INF-gamma ( activeert macrofagen 

                                (  remt proliferatie Th2 cellen

Th2 ( IL10 ( remt  de gentranscriptie en de aanmaak van het IFN-gamma in de ThINFy –cellen

       ( IL4 en IL5 ( effecten op de mestcellen, op de B-lymfocyten en op eosinofiele granulocyten.

IL4 B-cel activating en diff. Factor : inhibitiecytokine

IL5 groeifactor van eosinofiele granulocyten

22. Leg uit : « de macrofaag is centraal in de aspecifieke en specifieke immuniteit »

Macrofaag =

· antimicrobiële en tumoricidale functies

· organisatorische functies

· dirigerende rol in weefselbeschadiging en reorganisatie

· lymfocytenactivatie

· inflammatie

· koortsregularisatie

( centraal en specifiek :

1.opname, ontwikkeling, presentatie van AG ( activeren van lymfocyten (Th -( B-cellen)

2.aanmaak cytokinen : talrijke celsoorten van de specifieke weerstand geactiveerd.

                                     (IL1, IL6, IL8, CSF’s, cytokines)

( aspecifiek :

1.fagocytose van vreemde stof (AG)

2.koorts

   IL1 (macrofaag) ( setpand (t°) verhogen ( t° stijgt

      ( micro-organismen kunnen minder snel delen

      ( virussen gaan trager vermenigvuldigen (metabolisme gastheercel        verandert)

      ( glycosilatie verandert ( verandering specifieke activiteit van enzymen/cytokinen

IL1 stijgt ( PG stijgt

               ( complementfactoren stijgen

               ( stollingsfactoren stijgen

               ( accuutfase eiwitten stijgen

    ( ontstekingsreactie

Tekening/samenvatting (kan niet scannen)

-specifiek : B-cellen : AS productie

                   T-cellen

-aspecifiek : -PMN

                     -macrofaag : *fagocytose

                                          *APC ( Th ( specifiek

                                          *cytokinesecretie : IL1,6,12,TNF, IFN-alpha

23. Hoe kunnen aspecifieke en specifieke immuuncellen cytotoxische werkingen uitvoeren ?

Cytotoxiciteit = het doden van een doelwitcel of targetcel

Doelwitcel = 

-    ontaarde kankercel

· met virus besmette cel

· bacterie

· lichaamseigen cellen (autoimmuunziektes)

Verschillende mechanismen afhankelijk v/h type immuuncel en v/h type van herkenning:

1. PMN (bacteriën) aspecifek

2. MG (virussen – bacteriën) aspecifeik

3. NK-cellen (virus + kanker) : LAK

 



           ADCC

4. Tc cellen

!!! complement : MAC VIP voor bacteriële vulling

!!! IFN alpha, beta, gamma : virusinfectie

!!! Th1 die Tc stimuleren via IL2 na AFC

virusbesmetting : virus infecteert een cel ( intracellulaire replicatie
       presentatie van Ag   


vorming van viruspartikels :

       op MHC-I :



wordt gefagocyteerd door APC


( lysis van de cel via Tc

presentatie van Ag op MHC-II







( activatie van de TH







( stimulatie van de B-cellen tot aanmaak van AS

     * uitschakelen van de doelwitcel die het virus aanmaakt = ideaal middel om de viral load te doen dalen

      *op deze wijze wordt een secundair, specifiek antiviraal mechanisme bekomen dat complementair is aan de eerste-lijns aspecifieke antivirale werking van het IFN

Natural killer-cellen en LAK-cellen

( stel : doelwit-cel = ontaarde cel

             Celdoding mag via 2 klassen van large granular lymphocytes (LGL) :

             1/ de NK-cellen : ( dragen NK-R die de NK-determinanten van de ontaarde cellen herkennen

             2/ de LAK-cellen ( lymfokine-activatede killer-cells nk. IL-2 !! (cfr vraag 16! LAK-therapie

Killer cellen

( op basis van ADCC (=antibody-dependant-cell-mediated-cytotoxicity)

( K-cells hebben hiervoor de FcR !!

Noot :

 Ig kunnen op andere manier zorgen voor celdood nl. via het membraan-attack complex !!

· interferon (1°lijn)

· fagocytose

· NK : herkennen abnormale glycosylering van besmette cellen en viruscellen

-( MHC II ( activatie Th (na fagocytose van viruspartikel)

-( besmette cel (IFN MHC stijgen) ( MHC1 ( Tc stijgt : uitschakelen van de cel die het virus aanmaakt

( - IFN = aspecifiek (primair)

     - MHC1 ( Tc = specifiek (secundair)

        ( als AS aanwezig ( Nk : vernietigen doelwitcellen via AS-dependente cell.cytotoxiciteit

( Mechanismen van cytotoxiciteit:

1. perforinen

2. enzymen

3. cytotoxische

1. perforinen

LGL ( precursoren in granules = perforines

    activatie

Degranulatie : perforine-monomeren polymeriseren door Ca2+ en na proteolytische   klieving)

Poriën in doelwitcel

2. enzymen in granulocyten = granzymen
 afbraak van membraancomponenten

3. cytotoxische synergie tussen IFN-gamma en TNF-alpha

( afzonderlijk niet dodelijk, maar als beiden aanwezig zijn : cellen met de 2 P’s ( sterven af

5.Hulp van myeloïde cellen

In eerste instantie = eliminatie van micro-organismen maar kunnen meehelpen in eliminatie van andere doelwitcellen vb : O2, H2O2, …

Granulocyten : kunnen toxische substanties secreteren. 

24. Type I overgevoeligheid

Overgevoeligheidsreactie = wanneer een adaptief immuunproces in te hevige mate of te snel tempo verloopt

Wanverhouding tussen bedreiging en immuunrespons

Gell en Coombs beschreven 4 types van overgevoeligheidsrecties. Meestal nadruk op 1 type (kunnen tegelijk of achtereen). 

I,II,III : humoraal (via Antistoffen)

IV via T lymfocyten: cellulair

Overgevoeligheidsreactie kan in principe enkel optreden als er al tevoren sensibilisatie (contact met het antigen) heeft plaatsgevonden.

TYPE I REACTIE

= allergische reactie (astma, hooikoorts, lokale huidrreactie, voedselallergie) door degranulatie van de mestcellen bij contact IgE-Ag)

1°/ Allergeen dringt lichaam binnen: primaire respons

ontstaan van AS ; IgG -> klassenswitch naar IgE

IgE bindt op Fcε receptor: aanwezig op mestcellen en granulocyten (basofiel)

2°/ IgE op mestcel/ granulocyt

IgE blijft veel langer dan nodig in de gastheer

3°/ Allergeen voor 2e maal in lichaam

bindt aan IgE op mestcel/granulocyt

via IgE ontstaat CROSSLINKING tussen de Fcε receptor OF AS tegen ideotype ct domein

                                                                                             OF AS tegen Fcε receptor








           OF lectine

· influx van Ca ionen en degranulatie

4°/ Ca influx 


A. vrijkomen van opgeslagen mediatoren

-> binnen enkele minuten zichtbaar, na uur terug verdwenen

= acute of directe overgevoeligeid

directe reactie mediatoren: histamine -    H1 bronchoconstrictie 






       vasodilatatie

· H2 maagzuursecretie

        heparine

        proteolytische enzymes

        chemotactische factoren

        ontstekingsbevorderende stoffen: IL-3,4: BMG; GMCS






   IL-4,5: IgE ↑


B. Indirecte mediatoren: synthese

= late fase reactie, na 2 à 8 uur merkbaar, kan enkele dagen blijven

mediatoren die enzymes nodig hebben

bv. lipase voor LT-B4, PG

      SRS: slow release substances

· cytokines TNF ά en IL-8

· chemo-acttractants LT-B4, toename granulocyten

· activatoren oa PAF, histamine

· spasmogenen (spasmen van de gladde spieren)

mestcellen kunnen ook degranuleren door mechanismen die niet IgE gebonden zijn 


- complement: anafylactoxines (C3a en C5a) via serpentine rececptor




kunnen inwerken : degranulatie door [Ca]i ↑

            - medicatie: die [Ca]i  ↑ -> niet geven aan allergische patient

                                Ca ionoforen (werken op kanalen)

                                codeïne, morfine, ACTH, …

MESTCELLEN: 2 soorten -> locatie en inhoud zijn verschillend

in BW: CTMC (connective tissue mestcel)


vnl. prostaglandine als transmitter

in mucosa: MAM (mucosa associated mestcel)


      vnl. leukotriënen (vb. CTB4) als TM  

· functioneel onderscheid

IgE: 4 constante domeinen ->IgG

       meer suikers dan IgG

       snelle reactie, korte T1/2

Beïnvloeding: -> om bij iemand een allergische reactie uit te lokken

° genetisch: benodigde [] verschillend bv. per muizenras

° manier van toedienen: heel geleidelijk -> geen respons; ° IgE oncotische druk

° dosis

Allergie: genetisch 

° familiaal: oa door [IgE] in bloed

                  als vader/moeder allergisch 30% kans ook allergisch

                  als vader en moeder allergisch: 45% kans

                  als ouders niet allergisch: 15% kans

° ook in te delen op + of – responsers voor MHC


      sommige HLA genen corresponderen meer met allergie bv. HLA 2 meeste

Testen: 

1. PCE: passieve cutane anafylactische reactie

             serum [IgE] meten

             IgE bindt op mestcel, wordt geïnjecteerd

          later: allergeen inspuiten, verdeelt ook in de huid + steriele kleurstof

          waar plasmaexsudatie: weefsel wordt blauw binnen de 60 min. waar IgE was ingespoten

T-LYMFOCYTEN -> regulatorische rol

CD4+ -> maken IL-10: anti-inflammatoir

CD25 = IL-2 ®α keten

IgE : nl. mucosale immuniteit tegen parasieten

        -> toenemende hygiëne

        -> industrialisatie: nieuwe omgevingsfactoren

-> omschakeling naar overgevoeligheid voor nieuwe AG

2. Priktest: allergeen in huid prikken -> onmiddellijke respons (na 20 min.)

                  hevige ontstekingsreactie? -> wheal en flare (oedeem)

                                                               lijkt op netelbrand

           -> late respons: na 5 uur: huid rood en hard

 



          infiltratie 

3. Patchtest: kleefpleister 30x30 cm: soort sparodrap met allergenen in rooster

                    16 à 24 uur op huid kleven

                    waar allergeen zat: rode huid

Behandeling:

1. Preventie
contact mijden

2. reactie indijken

Na2 chromoglycaat: remt beide fases: Lomidal ®

andere medicatie: houden 2e fase tegen: bv. indomethracine, antihistaminica, corticosteroiden

                             maar meestal pas bij de dokter

3. Desensitisatie

IgE ↓ door gefractioneerde toediening: hopen op klassenswitch IgE -> IgG

                                                                              affiniteitsmaturatie IgG met hoge AS

NIET ZONDER RISICO: anafylactische shock; flauwvallen

25. Type II overgevoeligheid

IgG en IgM binden aan AG op m’n van een cel (tegen celoppervlak AG): ADCC

· antilichaam-afhankelijke cytotoxiteit (ADCC)

° activatie van klassieke weg van het complement

   membraan aanvalscomplex -> cytolyse

°  membraan aanvalscomplex Fc® op (vnl.) neutrofiele granulocyten 







↓






herkent -    AG (cytofiele) t.h.v. membraan

· C3b

         gemaakt om bacteriën te fagocyteren maar te groot, lukt niet

         gefrustreerde WBC degranuleert: tasten membraan aan 

                                                                              ↓







orgaan falen (ook bloed)

AG/AS complex -> activatie van het complement via de klassieke weg

resultaat -> cellysis betrokken cel (MAC)

                -> ontstaan van een ontstekingsreactie => weefselschade

                     door uitzwermen complement factoren (C3a, C5a)

                     trekken granulocyten aan: degranulatie

bv. transfusieaccident

ontstaan van AG/AS complexen -> lysis: acute hemolyse

complementactivatie

symptomen: plotse hoge koorts, BD ↓, beklemmend gevoel, nausea,, lage rugpijn

behandeling: heel hoge dosis corticosteroiden

                     bloedtransfusie + intensive care

bv. hemolytische ziekte van de pasgeborene

vrouw: Rh+, man: Rh+, kind: Rh+

2e zwangerschap: Ig tegen Rh-: transplacentrair

massieve hemolyse: Hb intoxicatie - wegwassen

         - hepato- en splenomegalie

oplossing: Anti D meteen na bevalling inspuiten Rho gam (gamma-globuline)

bv. systematische lupus erythomathosis: anti-neutrofiele AS

te zien met immunofluorescentie -> AS tegen Ig ~ fluorescent partikel

Hoe opsporen? Indirecte coombstest: AS tegen Ig toevoegen

AS (Ig) aanwezig: agglutinatie of niet

acute greffe reactie bij transplantatie: reeds AS aanwezig

reacties tegen weefsel Ag

· BM nier: ziekte van Goodpasture: soort glomerulonefritis

· Ach ®: myasthenia gravis: ernstige verlammingen

· Behandeling 

· AS ↓ door totale plasmaverwisseling

· immunosupressie

· transplantatie: Goodpasture

26. Type III overgevoeligheidsreactie

· immuuncomplexenziekte: gevolgen van grote immuuncomplexen bestaande uit zeer veel AG en AS moleculen

· gevolgen afhankelijk van:


1. soort AG (IgG of IgM)


2. plaats van vorming


3. valentie en affiniteit van de AS (hoeveelheid tov AG)


4. hemodynamica

1. Persisterende infectie

ontstaan van AG/AS complexen: gaan complementcascade in gang zetten bij contact met endotheel 

° hemodynamiek

· laminaire stroming: corpusculaire elementen centraal

· complexen iets meer aan de buitenkant 

· turbulentie bv. splitsing: komen in contact met endotheel – bifurcatie

· ontstaan van arteritis

° hemoconcentratie

· thv. filterorganen: in verhouding meer corpusculaire elementen

                  ↓

nier, choroid plexus, corpus ciliare

· in bloed: bv. nierglomeruli (ontstaan van ultrafiltraat –> minder plasma)

bij andere oorzaken -> complementactivatie en macrofaagwerking

proteasevrijstelling: schade/lysosyme

ontstaan van microthrombi

vasoactieve amines

Arthusfenomeen

als je AG intradermaal inspuit en er waren reeds AS aanwezig

· GEVOLG: een inflammatoire respons met roodheid en zwelling

3 belangrijke oorzaken

	Persisterende infectie
	Vb Hep B
	Ontstaan van viruscapides

Neerslag in nier, organen, oog, vnl waar hemodynamiek

	autoimmuunziekte
	self
	Systeemziekte: complex gaat precipiteren

Glomerulonefritis, arteritis, rheumatoide arthritis

	Externe AG (ingeademd)
	Schimmels

Plant of dier AG
	AS gevormd in longen 

Extrinsieke alveolitis


autoimmuniteit

soms gelinkt met HLA-27: ziekte van Bechlerev





rheuma + oogafwijking

opsporen van immuuncomplexen

1) precipitatie dmv PEG6000




↓



polyethyleenglycol ‘antigel’

   centrifugatie -> complexen langs onder

   nog wassen met PEG en losmaken (kwalitief onderzoek)

2) C1q = collectine -> 6 trimeren = complement bindingstest

    kan gebonden wordt op microtiterplaat

    in een gaatje = testserum

    indien complex bindt

    ook wassen dan IgG-AS erop gelabelleled 

-    radioactief

· fluorescent

· elisa

27. Type IV overgevoeligheid

cellulaire immuniteit -> niet transfereerbaar met serum, wel met cellen

delayed type hypersensitivity min 12 uur

· 2 à 3 dagen tot 2 à 3 weken

Centraal: -    T-lymfocyten

· macrofagen

· vnl. cytotox. mechanismen tegen lichaamseigen cellen die microorganismen bevatten

onderscheid: vnl. reactietijd

1) contactreactie

48 tot 72 uur

· hapteen wordt door de dendritische cellen van de huid (Langerhans) gecapteerd en aan T lymfocyten gepresenteerd

· immunisatie

· cytokine gemedieerde respons

· infiltratie T cellen en macrofagen

· ontstaan van rode vesiculaire uitslag

· latex allergie

· niet-edelmetalen (nikkel, tin, CrO4-geelgroene kleurstof)

· lijmen

2) tuberculinereactie

48 tot 72 uur


-> infiltratie van T-lymfocyten


-> roodheid en zwelling (wheal and flare)

· bij inspuiten van solubele Ag bij reeds gesensitiseerde personen

· tuberculine

· M tuberculosis, M leprai, Leishmania tropica, …

· ook beryllium en zinomium

· toepassing: test van Mentaux -> 2 dagen later aflezen


       tuberculine Ag inspuiten



↓

                   PPD: purified protein derivate: hoe groot is de verhouding

> 2 cm: + op TBC/vaccinatie

 





= T lymfocytact. tegen tuberculine


       TBC patroon reactie van koorts en algemene ziekte


       ook diagnose voor sarcoidose: 1e keer + ; 2e keer –

3) granulomateuze reactie

21-22 dagen 

· ontstaan door persistentie van AG (geen effectieve eliminatie)

-     bacterieel   

· ander lichaam vreemd vw

-> celinfiltratie van lymfocyten en APC
     door cytokineproductie (Th1; IL-1; IFN-gamma) en activatie van Tc

-> histopathologisch
    - epithelode cellen

    - macrofagen fusioneren tot reuzecellen (10-1000) = giant cells

    - lymfocytenkransen

· later stadium ~> necrose en fibrose

· thv huid (bv lepra): verheven, goed omrande zonde (meestal niet rood)

· thv longen (bv. TBC, sarcoidose) of andere organen (lever: schirtosomiase):

koud abces = centrum onvoldoende O2

(minder acuut): necrose en fibrose

in geval van uitgebreide necrose= kaasnecrose

· reactie om een AG dat niet verwijderd kan worden, te isoleren

Hoe activatie Tc opsporen? Lymfocyttransformatietest

28. Vergelijk schematisch de overgevoeligheidsreacties

	
	I
	II
	III
	IV

	soort
	Humoraal
	humoraal
	humoraal
	cellulair

	Tijdsduur 

Ev. pathologie
	Acute fase < 15 min

Late fase: 4-6h
	Lange termijn

Ontstaan AS + complexvorming <1 dag
	Lange termijn

Ontstaan van AS + complexvorming < 1 dag
	2 -3 dagen en 2-3 weken

	Ig
	IgE
	IgM en IgG
	IgM en IgG
	

	betrokken cellen
	Mestcel (basofiele granulocyt)
	Neutrofiele granulocyt
	Basofiele granulocyt ; macrofaag (bloedplaatjes)
	T-lymfocyten 

Macrofagen

Epitheloide cellen

	Antigeen
	Allergeen
	Celoppervak Ag

Basale membraan
	
	Persisterende AG

· microagens

· lichaamsvreemd vw

	Mechanisme
	Allergeen ~ IgEop Fcε®

    ↓

Ca influx 

· degranulatie

· synthese mediatoren


	AG ~ AS

          ↓

complementactivatie

· cellysis

· aantrekken granulocyten

· degranuleren want cytotox werkt niet
	Ciculerend AS-Ag complex

    ↓

contact met endotheel

complementactivatie

    ↓

neerslag + ontsteking
	Cytokine gemedieerde respons met infiltratie van - Tcellen

      -  macrofagen 

	Neerslag
	
	Lineair: evenredig verdeeld
	Lumpy-bumpy
	/

	Diagnose
	PCE: passieve cutane anafylactische reactie

Priktest

patchtest
	Indirecte Coombstest

Agglutinatie?
	Precipitatie met PEG6000

complementbindingstest
	Lymfocyttransformatietest

(tuberculinetest)

	Beïnvloeding
	Genetisch

Manier van toedienen

dosis
	/
	Soort AG

Plaats van vorming

valentie en affiniteit AS

hemodynamica
	/

	Behandeling
	Reactie indijken dmv. medicatie

· N2 chromoglycaat

· corticoiden

· antihistaminica
	[AS]↓ door totale plasma verwisseling

immunosuppresie

transplantatie: goodpasture
	Antibiotica tegen oorzaak

Medicatie

Immuunsuppressie
	AB tegen oorzaak

Vreemd vw verwijderen

	Klinische symptomen
	Hooikoorts

Astma

huidatopie
	Transfusieaccident

Hemolytische ziekte van de pasgeborene

Acute greffereactie

Myasthenia gravis
	Glomerulonefritis, arteritis, extrinisieke alveolitis, 

Ziekte van Keiter
	Tuberculine reactie (kaas)necrose en verheven huid, rode versiculaire uitslag


29. Leg het principe van vaccinatie uit en geef enkele voorbeelden van vaccins

Vaccinatie = inductie van protectieve AS gericht tegen structuren van het microorganisme

vaccin = antigen = lichaamsvreemde stof ( + ev. adjuvans)








↓







stof die werking van het vaccin versterkt vb. 







aluminium zout

· verzwakt organisme (levend)

· dood organisme (geïnactiveerd)

· inactief toxine (= anatoxine)

· subcellulair fragment 

Mechanisme

1e contact met AG: ‘priming boost’

2e contact met AG: *


↓

geeft het ontstaan aan een primaire immuunreactie

3 à 5 dagen voor AS in het serum waarneembaar zijn

5 à 7 dagen voor dergelijk immuunantwoord

-> in deze tijd kunnen pathogenen tot ontwikkeling komen en schade aanrichten

ev. ontstaan ook memorycells

* alles sneller en heviger

- toegenomen respons: sneller antwoord en meer Ig

- klasseswitch: vnl. IgG, ook IgA en IgE -> affiniteit ↑

- affiniteitsmaturatie: bij elk contact stijgt de affiniteit

weer ontstaan memorycells die bij elke nieuwe boost zorgen voor een nog sneller en    efficiënter antwoord

Vaccinatie -> op een gecontroleerde wijze een primaire immuunrespons induceren



(+ ev. nog latere boost)





↓




herhaalde infectie

· 1e aanraking met het echte pathogeen lokt een secundaire (snelle en efficiënte) immuunrespons uit.

Wie en wanneer

· in de eerste maanden na de geboorte draagt de baby nog maternele AS -> vaccinatie geen zin

· afweersysteem maakt postnatale ontwikkeling door: vaccineren van sommige infecties pas na een bepaalde leeftijd (maturiteit van afweersysteem)

· sommige vaccinaties voor iedereen aangeraden

· andere: enkel voor personen met verhoogd risico

verschillende passieve immunisatie

in gevolg van een besmetting wanneer reeds te laat voor vaccinatie

antiserum toedienen: serum met AS tegen bact./virus

· kan kudde-immuniteit veroorzaken

door levend vaccin: wordt op normale wijze (zoals echte infectie)

gerepliceerd en doorgegeven

· niet-gevaccineerde personen wordt besmet/gevaccineerd

bv. 

levend vaccin: polio (Salk), Rubella

dood vaccin: griep, rabies, cholera

opp. AG: Hep.B virus

geïnactiveerd toxinedifterie, tetanus

subcell fragment: meningococcen, pneumococcen

Vaccinatie

· komt voornamelijk terecht in de bloedzuiverende organen bv. milt

· meestal intradermaal

↓



nog boven hecht collageenmateriaal



bultje mooi zichtbaar

ook subcutaan = dieper

vocht wordt meteen verspreid

30. Complement: structuur en functie

1. Nomenclatuur

De eiwitten van de klassieke weg van complementaktivatie en membraanlysis zijn in de volgorde: C1q, C1r, C1s, C4, C5, C6, C7, C8, C9. Heel wat componenten zijn zymogenen of pro-enzymen. De enzymatische actieve vorm wordt meestal aangeduid met een streep boven de afkorting, terwijl de klievingsproducten aangeduid worden met een letter als suffix (a, b, etc.). De kleine fragmenten zijn meestal a, de grote b, met uitzondering van C2. Soms duidt men bij de alternatieve weg de symbolen aan voorafgegaan met een F.

Complementfactoren werken vaak via receptoren, een voorbeeld hiervan is de C3a-receptor. Soms duidt men deze aan met een CD-nummer. 

2. De rol van complementmoleculen

Complementfactoren zijn mede van de belangrijkste ontstekingsmediatoren. Drie mechanismen van ontsteking worden bewerkstelligd door complement: opsonisatie, leukocytactivatie en doelwitcellysis.

Opsonisatie is het bekladden van het doelwit met complementmoleculen. Deze worden herkend via receptoren en bevorderen zodoende de fagocytose.

Aktivatie van witte bloedcellen wordt door klievingsproducten van het complement veroorzaakt via chemotaxis en enzyme-vrijstelling.

Lysis van doelwitcellen wordt veroorzaakt door de insertie in de membranen van een hydrofobe tunnel.

VRAAG 31: auto-immuniteit: rol van cytokinen en proteasen

1) Inleiding

- Normaal functionerend immuunsysteem kan oneindig veel antigenen herkennen:

                            - lichaaamsvreemde elementen

                            - lichaamseigen elementen

- lichaamsvreemde elementen => geëlimineerd en immuunsysteem komt doorgaans niet in actie tegen lichaamseigen elementen (= immunologische tolerantie)

- als tolerantiemechanismen falen: een immuunreactie tegen auto-antigenen zal op gang gebracht worden => soms leidt dit tot een pathologische conditie: AUTO-IMMUUNZIEKTE

-auto-immuunreacties komen normaal niet voor bij gezonde personen

= niet schadelijk en inherent aan het functioneren van immuunsysteem

   vb. - herkennen van MHC I en II

- idiotype / anti-idiotype interacties

         - auto- antistoffen die circuleren om bv oude RBC op te ruimen

  Pas als auto-immuunreacties tot weefselbeschadiging of functievermindering leiden is er   

  sprake van auto-immuunziekte

2)Tolerantie

2.1 Centrale Tolerantie

-T-lymfocyten aangemaakt in beenmerg => naar thymus: hier ontvangen ze T-cel merkers, hier ontstaan ook diversiteiten in TCR

  Als TCR rearrangements mislukken => fagocytose van deze T-cellen

-Positieve selectie: herkenning van MHC I => Tc-cellen

                               herkenning van MHC II => Th-cellen

                    => op corticale epitheliale cellen

Negatieve selectie: deletie van deze T-cellen die auto-AG gepresenteerd met MHC-moleculen herkennen. Deze presentatie gebeurt meestal door interdigiterende dendritische cellen.

Als cellen deze twee selectieronden overleefd hebben, verlaten ze thymus als Tc of Th

2.2 Perifere tolerantie

- onvermogen van lymfocyten die gericht zijn tegen auto-AG om te reageren in de perifere weefsels

-10% van de T-cellen die thymus verlaten, toch gericht tegen auto-AG

        *Clonale anergie: afwezigheid van essentiële costimulatorische signalen ( vb cytokinen)

        *Immunologische ignorantie: afwezigheid van voldoende antigenische stimulus;  

          bepaalde AG bevinden zich in organen die niet gemakkelijk toegankelijk zijn wegens 

          anatomische barrières

3 Soorten auto-immuniteit

3.1 Orgaanspecifiek

-gemedieerd door type III en IV

-gekaraktiseerd door auto-AG / TCR die gericht zijn tegen 1 orgaan of organen met gemeenschappelijke eigenschappen

     vb ziekte van Hashimoto: AS tegen thyroglobuline 

         => schildklierfunctie gaat progressief teniet

         =>compensatoir: goiter (schildklier groeit), maar toch te weinig hormoon => 

              hypothyroidie

-andere vbn.: pernicieuze anemie, IDDM, Addison (bijniercellen), myasthenia gravis, Guillain-Barré syndroom (perifere zenuwen)

3.2 Niet-orgaanspecifiek

-gemedieerd door type III

-ziekte waarbij het AG overal aanwezig is in lichaam   vb. AS tegen DNA

-type III: AG / AS complexen =>veroorzaken ziekten op vele plaatsen (huid, nieren, vasculair    

 systeem)

-vb: -systematische lupus erythematosus (SLE): auto-AS tegen DNA

       -rheumatoïde arthritis (Ig): tegen collageen

       -ankyloserende spondylitis (vertebrale AG)

       -MS (witte stof)

4 Rol van cytokines en proteasen 

-adhv van MS

-bij alle auto-immuunziekten:

      -eerst mononucleaire infiltratie (macrofagen)

      - dan infiltratie van lymfocyten

    =>evolutie naar chronische ontsteking

-MS: - in de gedemyeliniseerde zones vindt men grote aantallen macrofagen, lymfocyten en 

           neutrofielen

         -in CSV => IFN-γ

                       => Ig die oligoclonale banden vormen

- in de zoektocht naar activatie mechanismen van deze celtypes zag men een duidelijke rol voor cytokinen. Hieruit groeide het REGA model (remnant epitope generates auto-immunity)

-REGA: ziekte veroorzaakt door:  

     etiologisch agens=?
                 -virus, bacterie, lectines, virus nabootsend dsRNA

                 -men weet wel dat bepaalde HLA-factor voor voorbeschiktheid zorgt (HLA-DR  

                  voor MS)

· vermoeden dat dit lokaal primaire cytokinen gaat opwekken:

· pro-inflammatoire cytokinen (IL-1, TNF-α, IFN-γ)

· anti-inflammatoire cytokinen (IL-6, TGF-β, IL-10, IFN-β, IFN-α)

-pro-inflamm.cytokinen => induceren in cellen secundaire cytokines

                   - vooral chemokinen: -IL-8 : granulocyten aantrekken

                                                      -MCR-1: mononucleaire cellen aantrekken

                   -granulocyten, lymfocyten, monocyten: secreteren enzymes

                              - metallo-proteasen (gelatinasen, collagenase) =>BM, EM afbreken

                              - serine-proteasen: plasminogeenactivator =>nodig om door fibrinekapsel 

                                in de ontstekingshaard te penetreren

                       bij MS zijn deze enzymen gestegen in CSV

-anti-inflamm.cytokinen induceren enzyme-remmers (acuut fase reagentia)in cellen

                   - TIMP (door IL-10) = tissue inhibitor metalloproteasen

                   - PAI = plasminogeen activator inhibitor

    => constante strijd tussen enzymen en inhibitoren

         vb. myeline eiwitten worden afgebroken door enzymen: MOG, MBP, MAG,PLP

· eindproducten noemt men remnant epitopes (restepitopen): worden opgenomen door monocyten en gepresenteerd in MHC-groeve (APC/macrofagen) => activatie van T-cellen => IFN-γ  produceren (pro-inflamm. Cytokine), kan rechtstreeks de ziekte stimuleren

5 Etiologie van auto-immuuunziekte

- = multifactorieel

- etiologie is onbekend, wel predispositie mogelijk door:

    1° GENETICA: 
· aanwezigheid van bepaalde HLA moleculen=> kans op ziekte stijgt

vb HLA B27 geassocieerd met ziekte van Brechterew, HLA-DR met MS

· maar is niet enige factor: tweelingenstudies: -1eïge: kans op AI ziekte is identiek

                                                                                   -2eïge met identiek haplotype: geen 

                                                                                     gelijke kans

    2) OMGEVINGSFACTOREN
       - MS: Schotland: hoge frequentie

                 Afrika: lage frequentie

           Voor de leeftijd van 14 jaar van Schotland naar Afrika gaan: laag risico op MS

           Na     “         “       “       “      “           “           “        “        “   : hoog  “       “      “

· UV-licht is omgevingsfactor denkt men

VRAAG 32: bespreek enkele merkers van T-cel en B-cel

1 Wat zijn merkers

-bijna alle celsoorten dragen op hun membraan specifieke moleculen:

    -verzekeren contacten met de omgeving

    - maken intercellulaire communicatie mogelijk

-via monoclonale AS ertegen aantonen, sorteren via FACS-analyse (fluorescent activated cellsorting)

- onderverdeling: - lijnmerkers: zegt iets over de cellijn waartoe cel behoort

                                 vb myeloide reeks =cellijn

                       -maturatiemerkers: komt in bepaald stadium van rijping op cel

                             -activatiemerkers: komt aan oppervlak van cel als cel geprikkeld wordt

-naamgeving: CD ( cluster of differentiation/designation)  = cluster van antilichamen die bepaalde celmerker binden

-komen voor in families van verwante moleculen: wss ontstaan via genduplicatie

    CAM’s: -immunoglobuline superfamilie: bevatten immunoglobulinevouw

                  -integrinen: heterodimeren met specifieke  α-keten + gemeensch  β-keten

                β2 integrinen: CD18= gemeensch merker

                β1 integrinen: CD29=  “                   “

2 T-lymfocyten
2.1Ontdekking

-nog vooraleer men beschikte over monoclonale AS

-schapen RBC in contact brengen met lymfocyten => T-lymfocyten in staat om deze RBC te agglutineren = Rosette vorming

- T-lymfocyt heeft eiwit op oppervlake dat schapen-RBC bindt: nl. CD2 hecht aan LFA3

2.2 Voorbeelden van merkers

- lijnmerker: CD3

-maturatiemerker: CD1 (enkel bij rijpende T-cellen in thymus)

-activatiemerker: CD25 (receptordeel voor IL-2)

2.3 TCR

-meest karakteristieke merker van T-cel

 => TCR-1: heterodimeer  γ/δ :15%

 => TCR-2: heterodimeer α/β : 85%

-steeds membraangebonden + geassocieerd met CD3 (pentameer): TCR-complex

                           - nodig voor herkenning van AG

                           - rol in signaaltransductie

-TCR-2 => CD4+: Th-cellen: herkennen AG aangeboden in MHC-II groeve

             => CD8+: Tc-cellen: herkennen AG aangeboden in MHC-I groeve

     -CD4+: op twee manieren onderverdeeld

         *=> cellen met nog CD29 (β1 integrine) + CD45RO= memory cells: helpen B- 

           lymfocyten

           =>cellen met CD45RA = naïeve cellen: oefenen suppressorfunctie uit op cytotoxische  

           cellen

         ** naargelang activatiemerker

           =>Th1: IL-2, IFN-γ => eliminatie van intracellulaire pathogene organismen en  

           ontst.reactie

          =>Th2: IL-4/5/6/10 => humorale immuniteit tegen extracellulaire micro-organismen

     -CD8+: onderverdeling op grond van merkers

        =>IL-2 na activatie: bezit Gall lichaampje

        =>CD11b/CD18 na activatie: is van het LGL type

-TCR-1:  -CD3+

              - in circulatie geen merker

              -in epithelen: CD8+

              -receptoren voor bacteriele AG

3 B-lymfocyten

3.1 Algemeen

- 5-15% van de circulerende lymfocyten dragen aan hun oppervlak immunoglobulines

- aantonen via immunofluorescentie

   bij 4°C: patchy           bij 37°C: capping

-in perifere bloed: vooral IgM en IgD samen met Igα en Igβ => BCR

-andere isotypen: IgE: op mestcellen

                            IgA: in amandelen, slijmvliezen van de darm

                            IgG: in de meeste weefsels

-andere merkers: -MHC II moleculen: interacties met T-lymfocyten

                           - Receptoren voor complement C3b en C3a

                           - receptoren voor IgG

-5 klassen van Ig: op basis van heavy chain

verschil naargelang: moleculaire grootte, sequentie, glycosylering

- functie: - herkenning van AG via NH2 terminus (Fab) van H en L

               - effectorfuncties via COOH terminus: 

                         -binding en activatie van complement

                         - herkennen van Fc receptor ( = crystallized fragment)

                               FCR I= CD64

                                        II= CD32

                                        III= CD16

                                        Macrofagen CD16+

-algemene structuur: -heavy chain H (5≠): VH / C

                               -light chain L ( κ of λ): VL  /CL
                               - stabilisatie door disulfidebruggen

3.2 Ontdekking van Ig

-patient met tumor van B-lymf (ziekte van Kahl): in urine is er hoge concentratie van bepaalde eiwitten = Bence Jones-proteinen (= lichte ketens van Ig)

-aminozuursequentie van VL: 3 plaatsen waar frequentie van AZ verandering zeer hoog is (hypervariabele zones): CDR = complement determing region

andere delen: FR = framework region

=> contacten tussen AG en AS thv CDR

-antilichaamstructuur: vier keten model

  °lichte ketens (25kDa), gemiddeld voor alle Ig: κ/λ

  °zware ketens (50kDa<MG<77kDa)

  °koppeling door zwavelbruggen en zwakke interacties

  °klieving met papaïne: -losse Fab fragmenten

                                       -losse Fc fragmenten

  °klieving met pepsine: breuk onder interketen S2-brug => ontstaan van (Fab)’2: kan nog 

   steeds 2 AG herkennen

  °lichte ketens: κ of λ

        VL/VC: elke ongeveer 110 AZ

            Elk domein= intraketen S2 brug

  °zware ketens: γ,α,δ,µ,ε

      1VH / drie of vier CH: elk domein = intraketen S2brug (vier of vijf)

  °Ig vouw?

3.3 IgG

-meeste weefsels

-majeure soort in serum

-vier subklassen: IgG1, IgG2, IgG3; IgG4: gedefinieerd door verschillende zware ketens

   γ1,γ2,γ3,γ4

-MG= 150kDa

-suiker geassocieerd tussen C2 en C3: hierdoor ontstaat een ruimte tussen C2 en C3

  bij reuma: suikers (galactose) worden afgeknabbeld: ketens zullen dichter bij mekaar komen => Go suikers

-zowel binnen als buiten BV = vrij/gebonden

-belangrijk => secundair immantwoord

-enigste Ig met antitoxine activiteit

-algemene structuur

3.4 IgM

-in bloed

-10% van de totale Ig

-MG= 900 kDa

-in circulatie hoofdzakelijk : vrijdag

-effector van primaire immrespons

-aan oppervlakvan de meeste B-lymf =>monomere vorm (voorkomen)

-H-chain: 4 constante delen

-vorming van pentameren

-de ≠ bindingsmoleculen laten binding met ≠ (maar identieke) epitopen toe

 op hetzelfde moment agglutinatie

-pentameren +verbindingsmoleculen + vier constante delen+KH: hoog MG

-binding tussen IgM en Ag: vormverandering

  IgM gaat als een soort krabvorm op AG zitten

3.5 IgA

-in amandelen, darmslijmvlies

- 5-20% van Ig in serum (vrij)

-voor grootste deel als monomeer (serum)

-MG= 160 kDa

-in secreties van slijmvliezen: dimeer

  = secretorisch IgA: dimeer van 385kDa, door associatie met secretorische component

       Hoe komt IgA in secretie?

        IgA als monomeer aangemaakt door lymfocyt thv mucosa:IgR:bindt aan IgA

        IgA komt in epitheelcel aan luminale zijde: export van dimeer => een deel van IgR blijft 

        op dimeer zitten = secretorische component

3.6 IgD

-bloed

-minder dan 1%

-op membraan van Bcellen (gebonden)

-geassocieerd met AG-afhankelijke prikkeling van de Bcel

-monomeer

3.7 IgE

-mestcellen

- aan oppervlak van basofiele granulocyten en mestcellen (gebonden), dragen FcεR

- concentratie stijgt bij parasitaire infecties en bij allergische infecties

-vier constante delen in H-chain

-meer suiker , andere SSbruggen dan IgG
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Hoe beïnvloedt de aspecifieke immuniteit de functies van de specifieke immuniteit?

inleiding 

verschillende typen immuunrespons te verdelen in 2 categorieën:

aspecifieke immuniteit: verandert niet bij herhaalde blootstelling aan bepaald Ag

· macrofagen  + monocyten

· granulocyten

· complement

· cytokines

· acuutfase-eiwitten (geproduceerd door de lever)


specifieke immuniteit: verbetert bij elk volgend contact: ‘onthoudt infectieus agens’

· B-lymfocyten

· T-lymfocyten

=> als ontsteking: eerst aspecifieke proberen op te ruimen, dan pas specifiek

1. APC (= antigeen presenterende cellen)

· histiocyten (in weefsel)

· monocyten (in bloed)

· Langerhanscellen (in huid)

· Kupffercellen (in lever)

· peritoneale macrofagen

· alveolaire macrofagen

· synoviale macrofagen

· dendrietische cellen (in lymfollikels in B-cel zone)

· interdigiterende dendrietische cellen (in T-cel zone)

MHC I -> CD8+ -> Tc-cellen

MHC II -> CD4+ -> Th-cellen

2. cytokines

· chemokines

· interferonen

· interleucines

· colony stimulating factors

· tumor necrosis factor

· lymfotoxine

· groeifactoren

=> ze regelen het immuunantwoord in sterkte en aard (‘zetten cellen in beweging’)

· activatie

· differentiatie

· proliferatie

· chemotaxis

bv
activatie en proliferatie van T-cellen door IL2 en IL4



activatie en differentiatie van B-cellen door IL4



groeifactoren voor beenmergcellen door IL3


OPM als T-lymfocyten geactiveerd zijn: zelf ook cytokines aanmaken

3. complementsysteem


-
celmembrane attack complex



chemotaxis + anafylactisch



opsonisatie


-
lokalisatie van immuuncomplexen id de weiknopen, lokalisatie van AG op



APC




-> beinvloeden van specifieke immuniteit: B-lymfocyten: As aanmaken




= hulprol in antilichaamvorming

4. acuutfase-eiwitten
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verdediging tegen virussen

soorten virusinfecties

	virus
	receptoren
	targetcell

	HIV (ssRNA retro)
	CD4 

   CXCR4

   CCR5
	T-lymfocyten

(T-helpercel)

	Ebstein-Barr virus (DNA)
	CR2
	B-lymocyten

	influenza
	glycophorine A
	RBC 

(leidt tot haemagglutinatie)

	gastro-interitis
	CD13
	enterocyten (darmcellen)

	rhinovirus
	ICAM-1
	verschillende cellen

	poliovirus
	receptor E-Ig-superfamilie
	neuronen

	rabies
	Ach-receptor
	neuronen


	initieel
	consequenties
	voorbeelden

	acuut
	eliminatie virus, genezing
	Influenza

	acuut
	virus latent aanwezig
	Varicella Zoster, 

Herpes simplex

	acuut
	persistent aanwezig
	Hepatitis-B

	niet-acuut
	persisterende trage virusinfectie (‘slow virus’)
	Prionziekten1
Kuru2
Scrapie3


1 verwekken oa Creutsfeld-Jacob, Boviene Spongiforme Encephalogie

2 via verwondingen -> tremor -> progressieve verlamming

3 besmetting bij schapen door zich te schuren

bescherming tegen virussen (blz 75)

1. fysische barrière

· huid

· slijmvliezen

2. interferonen IFN α en β zijn eerstelijnsverdediging tegen virussen (blz 62)

 (geen IFN γ want wordt door NK-cellen en geactiveerde T-cellen gemaakt)

· IFN α en β binden op IFN-receptoren

· de activatie induceert een oligo-adenylaatsynthetase (OAS) dat een secundaire boodschapper aanmaakt

· kinasen worden geactiveerd waardoor de eIF-1α gefosforyleerd wordt en de eiwitsynthese stilvalt

· tevens wordt een latent RNase L geactiveerd waardoor de virale RNA-synthese teniet gedaan wordt

3. virussen worden ook geëlimeneerd door fagocytose: fagocyten en histiocyten

4. een ander specifiek mechanisme gebeurt via natural killercellen (NK-cellen)

deze hebben NK-celreceptoren die abnormale glycolysering van virusbesmette cellen en van virussen herkennen en de doelwitcellen doden

5. T-cellen: cellulaire immuniteit

· intracellulaire virusreplicatie: ontstaan van viruspartikels die door de APC gefagocyteerd worden 

· de virusbesmette cel interageert via MHC met Tc-cellen die toxisch zijn voor de doelwitcel

->
uitschakelen van de doelwitcel, die het virus aanmaakt, is een efficiënt middel om de hoeveelheid virus te verminderen

MHC I: CD8+ Tc-cellen geactiveerd

MHC II: CD4+ Tc-cellen geactiveerd

Th1: produceert IL-2 + IFN γ




-> 
geassocieerd met eliminatie van intracellulaire pathogene 





organismen en ontstekingsreacties

Th2: produceert IL-4,5,6,10


->
humorale immuniteit bevorderen

6. B-cellen: humorale immuniteit

specifieke herkenning en binding van verschillende micro-organismen via antistoffen-R 

B-cellen worden aangezet tot productie van antistoffen; meestal is hiervoor interactie nodig met Th-cellen

ontsnappingsroutes van virussen

1. virussen veranderen hun antigenische structuur

bv influenza, HIV

2. latente virussen

bv VZV, HSV

3. virussen die kunnen werken tegen IFN-mechanismen

bv vaccinia, EBV

4. complementsysteem misleiden

bv vaccinia

5. cytokine-homologen maken

bv EBV -> homoloog van IL-10 (= anti-inflammatoir middel)

6. MHC om de tuin leiden (transport MHC naar celopp beletten)

bv adenovirus

immunopathologie door virusinfecties

1. immuuncomplexen (vooral bij persisterende virusinf.)

2. gemedieerd door Tc-cellen
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verdediging tegen bacteriën





soorten bacteriën (tek. zie les van woensdag 3 mei) 

· gram-positieve bacteriën

peptidoglycan

· gram-negatieve bacteriën

peptidoglycan

LPS

· mycobacteriën

peptidoglycan

arabinomannan

mycolzuren

· spirocheten

peptidoglycan

flagellines

barrière

· huid

· slijmvliezen

breed spectrum activiteit tegen bacteriën

= eerstelijnsverdediging

door bacterie zelf in gang gezet

1. complementsysteem kan geactiveerd worden door bacteriële producten (= alternatieve activatie


effecten: 
- C3a + C5a: 
- histamine en serotonine vrijmaken: vaatpermeabiliteit ↑





       
- chemotctische factor




- C3b:

binden aan receptoren op fagocyterende cellen






= opsonisatie




- C5b6789:
membrane attack complex






-> lysis van micro-organismen, RBC en tumorcellen

2. LPS kan macrofagen activeren

· productie van akuut fase eiwitten




bv. 
mannose bindend proteïne





C-reactive protein



lipopolysacharide binding protein

LBP: complexvorming met LPS


-> door receptoren op macrofagen herkend: stimulatie

· ook zonder tussenkomst van LBP kan een micro-organisme via LPS direct door een monocyt worden gebonden

· endotoxinemie: LPS in circulatie: shock

· Limulus amalocyt lysaattest is test om te zien of LPS in bloed aanwezig is

3. maken formylpeptiden: chemotaxis van granulocyten

4. adjuvans = product dat helpt in weerstand

· wordt vaak toegevoegd aan vaccins




bv AL(OH)3: wordt mee gefagocyteerd





-> meer MHC-moleculen maken





-> specifieke immuniteit opdrijven

specifiek spectrum activiteit tegen bacteriën

= tweedelijnsverdediging

antistoffen tegen alle structuren die je ziet

· AS tegen exotoxines



-> zijn meestal eiwitten



-> link met cellulaire immuniteit (MHC presentatie aan T-cellen)

· AS tegen adhesie-moleculen om bacteriën te laten hechten aan weefsels: invasie blokkeren

· AS/AG-complexen: complementactivatie

= klassieke activatieweg

fagocytose

= derdelijnsverdediging

opname in macrofaag + bacterie kapot door:

1. O2 dependente mechanismen

-> vormen van superoxide anion, H2O2, hypochloorzuur, NO

2. O2 independente mechanismen (vooral eiwitten)

->
lysozyme: afbraak peptidoglycan (kan gesecreteerd worden of zit in lysosomen

->
cationic proteins: rijk aan lys en arg, korte eiwitten



= antibiotica: in toekomst bij mens gebruiken

->
defensines (oa azurosydine)

->
lactoferine: capteren van Fe: ijzer tekort



-> bacteriën kunnen niet meer repliceren

immunopathologie bij bacteriële infectie

1.
Shwartzman reactie (Sanirelli)



-
bij muizen intraveneus LPS inspuiten




24u later kleine dosis LPS onder huid inspuiten





->
daar vasculaire necrose






= lokale Shwartzman reactie: toll-like R en immuun-






cellen geactiveerd







-> heel hevige onstekingsreactie met necrose



-
bij muizen intraveneus LPS inspuiten




24u later weer intraveneus LPS inspuiten





-> 
systematische vascularisatie






= algemene Shwartzmann

2.
meningisme



-
hersenvliezen geprikkeld door bv bacteriële meningitis



-
tekenen: braken, fotofobie, nekstijfheid





-> antibiotica!!!! Anders dood binnen 24u



-
+ koorts = meningitis



-
bacterieel of viraal: lumbale punctie





-> kijken naar cellen en moleculen 






bacterieel: glucose geconsummeerd, lumbaalvocht pap






viraal: eiwitten gestegen

-
als blijft doorgaan: syndroom van Waterhouse-Friderichson

= bacteriële meningitis + necrotische vasculitis (= puntvormige bloedingen in de huid)



-> antibiotica!!!! Anders dood binnen 4u

3. Jarish Herxheimer

-
analoog Shwartzman maar bij patiënten met syfilis

-
vaak als je met AB begint te behandelen: afval van bacteriën (toll-like, 
cytokine, peptidoglycan)



-> leidt tot immunopathologie waarbij je ook vasculitis kunt



krijgen

4. Kock

-
bij bacil van Koch (TBC)

-
trage immunologische reactie als IV mengsel mycobacterie inspuit bij 


muizen en dan nog eens lokaal

5. tumorlysis syndroom

-
leukemie en plots chemo geven



-> tumorcelen kapot: activatie immuunsysteem

-
ook bij ernstige bacteriële infecties: AB geven: massaal afbreken van 


cellen





-> metabolietaccumulatie



= geen immunologische reactie

VRAAG 35: VERDEDIGING TEGEN BACTERIÊN

1. Soorten bacteriën

2. Niveaus van verdediging
1. Barrière (huid, slijmvliezen, andere: blaas, vagina)

2. Breed spectrum activiteit (1ste lijnsverdediging) 
-complement

-LPS

-formylpeptiden

-adjuvans

3. Specifieke spectrumactiviteit = AS (2de lijnsverdediging) 
-exotoxine

-adhesiemoleculen

-AS/Ag


4.   Fagocytose (3de lijnsverdediging)

   
3.   Immuunpathologie door bacteriën



-endotoxine shock



-super Ag in circulatie



-Schwartzmann-Somerilli



-Koch-fenomeen

1. Soorten bacteriën

    Gram +

Gram -

Mycobacterium

Spirochaeten

         Fimbriae + flagella                                   = zuurvast

1.  Peptidoglycaan

2.  Lipoteichoïnezuur

3.  LPS=endotoxine

4.  Mycolzuren

5.  Lipo-arabino-mannan

6.  Uitstulpingen van membraan waarin gepolymeriseerde microfilamenten zitten => kunnen 

     kruipen

Deze structuren lokken immuniteit uit.

Pathogeniciteit:


-bacteriën maken toxines => meestal eiwitten

of
-bacteriën vertonen invasief gedrag: dringen weefsel binnen => gebaseerd op het 

             maken van proteasen.

2. Niveaus van verdediging

    1. Barrière


*Huid: - mechanische barrière: afschilferen van hoornlaag => bacteriën geëlimineerd



- chemische barrière: => stoffen aanwezig waarin bacteriën zich niet goed 

                          voelen (Bv. NaCl in zweet)



- biochemische barrière: Bv. lysozyme (muromidase) afgescheiden door 

                                                                      traanklieren => remming van celwandsynthese

                                                                      => bacteriën doden

                                                                Bv. talgklieren => sebum secreteren

                                                                       => statische activiteit


*Slijmvliezen: - mechanische barrière




 - in luchtwegen: slijm + trilharen => slijm met daarin bacteriën wordt 

                                       continu naar boven geborsteld => ingeslikt (na ophoesten)




 - in maag:

                                       pH = 2  }     =>

                                       pepsine }    doden van bactetiën




 - in dundarm: 

                                       verteringsenzymen + ongeconjugeerde gal

                                       => antibacteriële eigenschappen




 - normale darmflora in het colon

                                       Bv. E. coli maken coliccinen => doden van pathogene kiemen of 

                                       vertraging van groei




 - slijm maakt aanhechting van micro-organismen aan epitheel moeilijk


Nog andere mechanismen:




 - regelmatige lediging van de blaas

                                       => kolonisatie van urinewegen tegengaan




 - in vagina: glycogeen door commensale flora omgezet in melkzuur => 

                                       groei van pathogenen remmen


2. Breed spectrum activiteit tegen bacteriën

           = 1ste lijnsverdediging


worden door bacterie zelf in gang gezet



a) complementsysteem kan geactiveerd worden door bacteriële producten

                            = alternatieve activatie

                            EFFECTEN: - C3a + C5a => histamine en serotonine vrijmaken => 

                                                                            vaatpermeabiliteit stijgt

                                                                      => chemotactische factor voor WBC (C5a)





   - C3b => binden aan receptoren op fagocyterende cellen = 

                                                                  opsonisatie





   - C5b6789 => membrane attack complex => lysis van micro-

                                                                          organismen, RBC, tumorcellen



b) LPS kan macrofagen activeren




- productie van IL-1 => koorts




- IL => productie van acuut fase eiwitten Bv. mannose bindend proteïne










   C-reactive protein










   Lipopolysaccharide- 

                                                                                                             binding protein

- LBP: complexvorming met LPS => door receptor op macrofagen herkend => 

            stimulatie

- ook zonder tussenkomst van LBP kan een micro-org. via LPS direct door een 

  monocyt worden gebonden

  endotoxinemie: LPS in circulatie => shock

  limulus amalocyt lysaattest = test om te zien of LPS in bloed aanwezig is

c) maken formylpeptiden => chemotaxis van granulocyten

d) adjuvans = product dat helpt in weerstand

    => wordt vaak toegevoegd aan vaccins Bv. Al(OH)3 wordt mee 

    gefagocyteerd => meer MHC-moleculen maken => specifieke immuniteit 

    opdrijven


3. Specifiek spectrum activiteit tegen bacteriën

            = 2de lijnsverdediging


ANTISTOFFEN => tegen alle structuren die je ziet op het bact. Oppervlak



* AS tegen exotoxines =>zijn meestal eiwitten => link met cellulaire 

                          immuniteit (MHC-presentatie aan T-cellen)



* AS tegen adhesie-moleculen om bacteriën te laten hechten aan weefsels =>   

                          invasie blokkeren



* AS/Ag-complexen => complementactivatie (zie terug) = klassieke 

                          activatieweg


4. Fagocytose


= 3de lijnsverdediging


opname in macrofaag + bacterie kapot door



a) O2-dependente mechanismen

   


=> vormen van superoxide anion




=> H2O2




=> hypochloorzuur (HClO)




=> NO



b) O2-independente mechanismen




vooral eiwitten




=> lysozyme => afbraak peptidoglycan (kan gesecreteerd worden of zit 

                                    in lysosomen)




=> cationic proteins





-rijk aan cys en arg





-korte eiwitten





= antibiotica => in toekomst bij de mens gebruiken, ontdekt bij 

                                                                          kikkers => = menganines




=> defensines; o.a. azurosydine




=> lactoferrine: capteren van Fe => ijzertekort





=>bacteriën kunnen niet meer repliceren


Secretie van macrofagen:



-lysosomale enzymen



-cytokinen



-complementfactoren



-prostaglandinen & leukotriënen



-groeifactoren



-procoagulantfactor

3. Immuunpathologie door bacteriën


a) Endotoxine shock



gram – sepsis: LPS in circulatie => alle WBC en endotheelcellen activeren




=>vrijstelling granulocytenzymen: o.a. metalloproteasen:






-collagenase






-gelatinase







=> BM van endotheelcellen afbreken, daardoor 

                                                                             geen barrière meer => plasma in weefsels 

                                                                                                    => SHOCK



gram + : superantigenen in circulatie (meningitis)




=> TSS = Toxic Shock Syndrome





cross linking van MHC-moleculen zonder dat er peptide is





=>algemene activatie van T-cellen





=>release van cytokines => VASODILATATIE



Schwartzman-Sanirelli:



Eerst lokaal (24 h) LPS inspuiten, dan intraveneus. => Hemorragische 

                                                                                                                            Necrose



Koch-fenomeen: 



Koch-bacillen eerst lokaal, dan IV inspuiten.  Wel grotere latentietijd.


Vooral gemedieerd door T-cellen



BEWIJS: -nude muizen: mutatie waardoor ze geen thymus kunnen aanmaken.






=> GEEN T-CELLEN




    -knock-out muizen






=> bepaalde genen uitschakelen







bv. genen voor TCR





=> Bij hen geen Koch-fenomeen

Ook gemedieerd door cytokines


BEWIJS: - cytokine blokkeren door antistoffen




=> geen Koch-fenomeen

Opmerking: schimmels/gisten: T-cel gemedieerde immuniteit


          Wormen/parasieten: specifieke AS nl. IgE => eosinofielen belangrijk









  (IL-5 = groeifactor voor 

                                                                                                             eosinofielen)

VRAAG 36: Bespreek de celadhesiemoleculen

1) Selectinen

=glycoproteïne met lectinedomein (voor binding aan suikers)

  
      komen voor op -leucocyten




        -bloedplaatjes




        -endotheelcellen



=> zorgen voor interactie tussen leucocyten & endotheelcellen = ROLLING


2)  Adhesines


= sterk O-geglycosyleerd en vaak gesialeerd op Ser α-aminozuren.  Er zijn 

verschillende receptoren voor selectine

Bv. CD34 & Glycam-1 op endolymfeknopen

       PSGL-1 op neutrofiele granylocyten


3)  Ig-supergen familie van adhesiemoleculen



=> Ig domeinen voor binding aan integrine




Bv. ICAM 1-2-3 ; VCAM-1 ; MAdCAM-1



=> stevige interactie tussen endotheel en leucocyt = MARGINATIE

4) Integrines

Op leucocyten; hebben een α en β-keten (onderverdeeld in subfamilie: β1,β2 en β3)

Elke β-keten kan interageren met verschillende α-ketens


=> zo onstaat er een groot aantal combinaties

β1: adhesie leucocyt aan extracellulaire matrix

β2: adhesie aan endotheel of andere immuuncellen

β3: interactie tussen bloedplaatjes en neutrofielen




Mg²+ en Ca²+ nodig voor hoge affiniteit tussen integrines.
36. Bespreek de celadhesiemoleculen

oppervlaktestructuren die cel-cel en cel-ECM interacties verzorgen.

Rol in: -antigeenpresentatie


-Lymfocytactivatie


-Signaaltransductie

3 grote families:

· Selectinen

Glycoproteïnen met lectinedomein (Ca2+ afhankelijk), binden aan suikers, aangeboden door mucinen.

Mucinen (= vasculaire adressinen) = selectine liganden

Bv: GlyCAM-1: glycosylation-dependent CAM


CD 34: beenmergprecursorcellen


PSGC-1: P-selectine glycoproteïne ligand


CLA: cutane leucocyte antigeen

Initiëren leukocyt-EC interachties: afremmen en rolling van circulerende leukocyten.

Structuur:  

- N-Terminaal C-type lectinedomein, heeft Ca nodig

- Epidermale groeifactor domein

- Consensussequenties # C3b-C4b regulatory proteïne

- Transmembranair domein

- Korte cytoplasmastaart

soorten: 

- L selectine: 75-110 kDa


expressie op leukocyten, constitutief, proteolytische afklieving


aanhechting van lymfocyten

-E selectine: 115 kDa

expressie op endotheelcellen, induceerbaar

Rekruteren van neutrofielen, monocyten, T cellen ( rolling

Verhoogde transscriptie door IL-1, TNF( en LPS

      -P selectine: 150 kDa, 2 isovormen door verschillende splicing.

Op platelets (bloedplaatjes) en endotheel, induceerbaar

Binding PMN aan EC

Stijging L-integrine expressie

Expressie stijgt door thrombine, histamine en cytokine

( stolling

· Integrinen

Mediëren cel-cel en cel-EC adhesie (Mg2+ en Ca2+ afhankelijk)

Adhesie van leukocyten aan endotheelcellen of extracellulaire matrix componenten

= eiwit-eiwit interacties!

Structuur: ( + ( ketens, (1 (2 (3, niet covalent gebonden



TM-domein met kort intracytoplasmadomein, signaaltransductie

Liganden: 

- Ig superfamilie (ICAM, VCAM-1, MAdCAM-1)

- ECM-componenten: fibronectine, laminine, collageen

- Oplosbare moleculen

- Virale en bacteriële componenten

- complementfactoren

(herkennen meestal RGD motieven (Arg-Gly-Glu)

(reversiebele binding

Subgroepen: 

- (1 integrinen: VLA = CD29


adhesie leukocyt-ECM

- (2 integrinen: LFA-1 (leukocyt function antigen) = CD 11a/ CD18 met ICAM (

immunologische synaps


WBC, endotheel binding

- (3 integrinen: cytoadhesine


Bloedplaatjes-neutrofielen binding

· Immunoglobuline superfamilie IgSF

Tegenhangers van integrines

= membraangebonden molecule opgebouwd uit Ig motief

antigeenherkenning door B en T cel

cel-cel adhesie

nodig voor immunologische synaps, Ag herkenning

Structuur: 

- Ig domeinen met disulfidebrug = Ig- vouw

- hydrofoob TM domein

- korte cytoplasmatische staart

Liganden: 

- binden op integrinen ( VLA-1, LFA-1)

Soorten:

- ICAM-1: intercellulair  - constitutief, 51q domeinen





- stijging door IL-1, TNF ( en endotoxine

 - leucocyt- endotheelcel adhesie en Ag herkenning

- leucocyt extravasatie

- PCAM -1= platelet en endotheel  - constitutief, 61g domeinen


CD31



   - transmigratie door endotheel






   - verhoging leucocyt, integrine activatie

- VCAM-1 = vascular  -stimulatie transcriptie door TNF (, IL-1, LPS




        - leucocytextravasatie, diapedese




        - initiatie T cel activatie en proliferatie




        -71g domeinen

· Adressines/Mucines

TM glycoproteïnes met O-gekoppelde suikers, serine of threonine

Dikwijls syalyl lewis N-acetylglucosamine 

+ Fucose ( 1-3

+ Galactose ( 1-4


Expressie op 
HEV





Endotheel





Lymfocyten





Mucosa


Bv: GlyCAM-1



CD34 op HSC



MAdCAM (mucosaal adhesie CAM)



PSGL-1 (P-selectine geglycosyleerd ligand)



CLA (cutaneous leukocyte Ag)


Toepassing: HSC uitfilteren door plakken aan CD34

37. Mechanismen van tumorimmuniteit

· Immuunsurveillance

Meeste tumoren worden voorkomen dankzij vroege destructie van abnormale cellen door het immuunsysteem van de gastheer.

Bewijs: bij (?) met immuunsupressie komen meer tumoren voor, vooral stijging van incidentie van tumoren door oncogene virussen. Dus immuunsurveillance vooral gericht tegen virussen.

Immuunrespons tegen virale Ag, maar ook mutaties.

Overexpressie normale eiwitten of expressie van abnormale eiwitten = tumorAg.

2 typen van tumor geassocieerde transplantatie Ag (TATP’s)

- T-Ag  =gedeeld door alle tumoren

- T-specifieke TA (TSTA’s) = specifiek voor bepaalde tumoren

T-Ag: virale oorsprong


Bv: RNA tumorvirus gp in tumorcelmembraan + leukemie/sarcoma’s.

TSTA’s: gevolg van verandering in tumorgenen, door tumorvirussen of door mutatie, of gen expressie.

TATA’s: tumor geassocieerde tumor Ag


-Foetale oncoproteïnes, normaal enkel foetaal geëxprimeerd.


Ub en FP bij hepatocill carcinoom


CEA colorectaal carcinoom; carcinoembryonaal Ag


MAGEA: melanoma’s


-Ag die veel hoger tot expressie komen 


Bv: CD10: normaal <1% bij lymfoblasten, veel meer bij ALL


       Thomsen-Friedrich Ag bij de meeste cellen normaal verborgen


       EGF


Tumoren kunnen ook uitzaaien buiten hun immunologische barrière, bv BHB, BTB

-Weinig Ag zijn uniek voor tumoren.

-Sera van patiënten met tumoren detecteren hele reeks Ag

-Tumoren kunnen: normaal Ag tot expressie brengen die in normale cellen beperkt voorkomen omdat tumorcellen komen van 1 cel bv: K-PP door leverkankercellen

-Verandering glycosylatie: nieuwe KH epitopen

Humane immuunresponsen?

· Meeste tumoren hebben lymfoïede infiltraten (ontstekingscellen)

Alle belangrijke lymfocytsubtypes zijn aanwezig

· Gemengde lymfocyt tumorkweek (GTLK)

Geïnactiveerde tumorcellen uit patiënt

lymfocyten uit patiënt

(



(




        CO-kweek +herstel van lymfocyten

· (
proliferatiebepaling 


bepaling van cytotoxiciteit door

door inbouwen 3H thymidine
isotoop (?)


Er worden Th-cellen en Tc-cellen gevormd, ook NK-cellen


( met verschillende specificiteiten (enkel autologe tumoren tot alle doelwitcellen)

· Hoe ontsnappen ze aan de mechanismen?

= niet immunogeen

want slechte APC, hebben niet de costimulatorische signalen


bv: afwezigheid van B-7: anergie.

Ook missen van andere moleculen voor adhesie op lymfocyten bv LFA-1 of supressieve cytokinen produceren.

Ook belangrijk verlies van MHC klasse I Ag waardoor tumorAg peptiden niet gepresenteerd kunnen worden.

VRAAG 37: TUMORIMMUNITEIT

1) Inleiding:
1. Tumorcellen verschillen van normale cellen 
- verandering in regulatie van groei








- invasie onderliggende weefsels








- metastase

2. Proto-oncogenen = coderen voor EW die een rol spelen in controle van normale groei


=> indien omzetting naar oncogenen : inductie kanker


=> omzetting o.i.v. mutatie in oncogen, translocatie of amplificatie

3. Tumor supressor genen = coderen voor EW die excessieve celproliferatie inhiberen


vb.  p53 : 1) stilleggen celcyclus door verlenging G1-fase, repareren defect in DNA



    2) indien defecten : inductie apoptose



    3) p53 stimuleert genen die differentiatie induceren



    4) korte T1/2, actief o.i.v. anoxie in tumormilieu



    5) gemuteerde p53 : lange T1/2 => biologisch inactief




=> snellere celcyclus




=> geen detectie DNA defecten




=> minder differentiatie cellen




=> inhibitie synthese normaal molecule

2) Tumor AG

2 types tumor AG: 1) tumor specifiek transplantatie AG (TSTA)



       2) tumor-associated transplantatie AG (TATA)

1. TSTA


= uniek voor tumorcellen, niet bij normale cellen

Gevolg: aantal mutaties in tumorcel => ontstaan van cellulaire EW => cytosolic processing

Gevolg: AG presentatie in MHC I groeve => celgemedieerde respons

2. TATA

= niet uniek voor tumorcellen, ook expressie door normale cellen in foetale periode

=> ontstaan tijdens foetale periode: immatuur IS


Gevolg: verdwenen productie TATA indien volwassen

=> EW die ontstaan door normale cellen in zeer lage concentraties


Gevolg: in tumorcel: ° in zeer hoge concentraties

Vb. α FP, CEA : reactivatie van embryonale genen die coderen voor deze EW, zorgen voor expressie in tumorcellen

3) Immuunrespons

1. CTL gemedieerde lysis


CD 8 + Tc zorgen voor eliminatie: 
- productie van perforines







- ° M porine







- dood van doelwitcel





= perforinepolymeren

2. NK-cellen


activiteit is onafhankelijk van MHC-restrictie (( T-cellen)


Gevolg: onafh. van dalende MHC moleculen thv tumorcellen


- herkenning van NK determinanten van ontaarde cellen door aanwezigheid van NK-R

3. ADCC


- Indien tegen kankercel AS worden gemaakt, kunnen verschillende mechanismen leiden tot eliminatie


- aanwezigheid van receptoren, R, voor Fc van AS op de K cellen (killer)



Gevolg: kankercellen dichterbij trekken => perforines, granzymes

4. MACROFAGEN

- onafhankelijke MHC restrictie


- expressie Fc receptoren => binding AS aan tumorcellen => ADDC


- antitumorale werking gemedieerd door: 
- lytische EZ








- reactief O2








- NO


- secretie TNF α : antitumorale werking ( hemorrh. + necrose tumor)

4) Ontsnappingsroutes

Ontsnappen aan normale controle van het Immuun Systeem:

Op verschillende wijzen mogelijk

1) ze bestaan uit cellen die weinig immunogeen zijn

2) overspoelen IS met oplosbare AG

3) stimulatie door AS ( opp. AG

Invasie IS door modulatie tumor AG/ expressie MHC I daalt / inhibitie CTL

      5)   Niet specifieke reactie : stromareactie

 vnl. epitheliale tumoren: ° O. + vorming nieuw BW

Reden van ° O :

1) secretie chemotaxines door tumorcellen

2) secretie chemotaxines door leukocyten

3) chemotaxines < necrotische cellen

4) adhesiemoleculen

O is geen teken van bevechten tumor

Vb. macrofagen, PMN : °bloedvaten => angiogenese => positief voor groei tumor

     6)
Therapie

Experimentele kankertherapie:

1) costimulatorische signalen voor T-cel activatie toedienen

2) genetisch gemanipuleerde tumorcellen

                  Doel: stijging van °cytokines : stijging IS ( zichzelf (=tumorcellen)

3) cytokine therapie (oa. LAK-therapie)

4) toename van de APC-activiteit

5) monoclonale AS ( TATA (soms TSTA)

Vraag 38: Mechanismen van leucocytose

I. Inleiding

Hematopoëtische stamcellen (= ongedifferentieerde cellen)

   
[image: image1]
HSC delen en vormen


Differentiëren tot: - RBC
zo nieuwe HSC. Deze





      - BPL

zitten vnl in BM, sommigen



                  - granulocyten

(=perifere bloedstamcellen) 




      - MF
in circulatie.                                                                                 - B/Tcellen

Bij behandeling met chemotherapie ( vernietiging van tumorale cellen en van stamcellen ( leukopenie ( verhoogd risico op infecties + BM-transplantatie nodig (=pijnlijk voor BM-donor) ( op zoek naar alternatieven:


stamcelmobilisatie: stamcellen worden vanuit het BM gemobiliseerd om het
            aantal stamcellen in de circulatie te doen stijgen. Hierdoor is transplantatie van
            perifere bloedstamcellen mogelijk.

II. Biologische mechanismen van stamcelretentie en –mobilisatie

1. Retentie van stamcellen in het beenmerg

BM = hematopoëtisch weefsel, stromale cellen en ECM.

In evenwichtstoestand zijn adhesiekrachten tussen de stamcellen en de elementen van het BM verantwoordelijk voor de retentie van stamcellen in het BM.

Stromale cellen  ( ECM moleculen + CAM tot expressie

Progenitor          ( op opp. zitten adhesiemoleculen zoals integrinen en selectinen


[image: image2]


 - komen differentieel tot expressie tijdens maturatie van progenitorcellen



 - stamcellen verliezen hun affiniteit voor matrixmoleculen in BM

! interactie voor retentie en homing van stamcellen:  VLA4-/fibronectine en VLA4-/VCAM1.

Adhesiemoleculen zijn ook ! voor migratie door endotheelwand naar bloedbaan.

SDF-1 = stromal derived factor  ( voor migratie naar het BM na transplantatie.

            = chemoattractant voor CD34+ cellen (enkel stamcellen brengen CD34 tot expressie)


= aangemaakt door stromale cellen in BM

Migratie van stamcellen in het bloed is het gevolg van verstoring van moleculaire interacties.

2. Rol van Il-8 in mobilisatie
Mobilisatie kan opgewekt worden door cytokinen.

· G-CSF of GM-CSF (nodig over lange periode)

· Il-8: - verwekt snelle mobilisatie

· geproduceerd in lichaam bij ontstekingen oiv oa LPS van Gram-, TNF-alfa, ander Il, …

· chemotactisch voor neutrofiele granulocyten

· doet vrijstelling van MMP’s ontstaan

· Rol van LFA-1 in de Il-8 geïnduceerde mobilisatie (nl. remt mobilisatie)

· Recent: toedienen van G-CSF ( Il-8 neemt toe ( aantal circulerende CD34+ cellen stijgt.

3. Rol van proteasen in mobilisatie

Vooral MMP’s (degraderen ECM). Activiteit van MMP’s is afhankelijk van de balans tussen de productie van latent enzym en de productie van remmers.

Gelatinase B: hypothese:

Il-8 activeert neutrofiele granulocyten ( gelatinase B vrijgezet uit granulen ( afbraak van matrixmoleculen waaraan stamcellen zijn vastgehecht + afbraak van subendotheliale membraan in BM ( cellen hebben nu gemakkelijk toegang tot BM-sinussen.

Mechanismen die mobilisatie van perifere bloedstamcellen (PBSC) regelen, zijn dezelfde als deze bij leucocytose.

4. Klinische methoden van stamcelmobilisatie en –transplantatie

autologe transplantatie: patiënt ontvangt eigen BM of PBSC. PBSC worden  
            geïsoleerd vóór chemotherapiekuur en na kuur weer toegediend.


allogene transplantatie: patiënt ontvangt BM of PBSC van iemand anders. Succes is 
           afhankelijk van overeenkomst in HLA.

Aantal PBSC in circulatie kunnen stijgen door:

· herstel na chemotherapie (cyclofosfamide)

· toediening van cytokinen. Deze worden gebruikt om mobilisatie op te wekken van G-CSF en GM-CSF, want normaal is het aantal PBSC’s in de circulatie beperkt.

· Il-3 en Il-8

Als er voldoende CD34+ cellen circuleren kan men overgaan tot de isolatie van de cellen door 

aferese.

Men is nog steeds op zoek naar het meest succesvolle mobilisatieregime, nl.:

· min. toxiciteit

· optimaal aantal CD34+ cellen met een min. aantal aferesen.

5. Autologe setting

Er kan gebruikt gemaakt worden van enkel chemotherapie, enkel cytokinen of een combinatie van beiden.

Factoren die de opbrengst aan PBSC’s bepalen:

· mobilisatieprocedure

· intensiteit van vroegere chemo-/radiotherapie

· leeftijd

De mobilisatiestrategieën worden steeds meer aangepast aan een bepaalde ziekte. 

Optimale waarde = 5 x 106 CD34+ cellen per kg

6. Allogene setting
Om ethische redenen (toxiciteit voor donor): hier geen chemotherapie, wel mobilisatie door cytokinen. De drempelwaarde voor CD34+ cellen is hoger dan bij autologe setting. Kans op GVH-reactie is gestegen door het gestegen aantal lymfocyten tov BM-collecties.

III. Beenmergtransplantatie versus PBSCtransplantatie (PBSCT)

· gelijkaardig resultaat in behandeling van kwaadaardige aandoeningen.

· Voordelen van PBSCT: 

· geen algemene anesthesie nodig

· minder pijnlijk; sneller geïsoleerd

· neveneffecten voor donor duren minder lang

· grotere hoeveelheden SC verzameld.+ snellere regeneratie ( korter verblijf in ziekenhuis (minder transfusies en AB nodig)

· Nadeel: evt. toxiciteit van PBSCT met chemotherapie

1. Autologe setting

PBSCT is alternatief voor BMT bij patiënten met kankercellen in hun BM of als er te weinig SC aanwezig zijn in het BM. 

Niet alle patiënten reageren hier goed op.

2. Allogene setting

PBSC hebben meer lymfocyten ( kans op chronische GvH reactie neemt toe.

Geen verhoogd risico op weefselafstoting + beide behandelingen zijn even effectief ( stamcelmobilisatie zal in toekomst nog belangrijk worden.

Normale leucocytose: 4000-10 000 WBC:mm³ (volwassene)




Bij venapunctie kunnen variaties optreden door stress, inspanning, vetrijke 
                                   maaltijd, …

Leukopenie = te weinig WBC

Teveel: meer dan 10 000 granulocyten

8-12j : 4500 – 13 500 

4-7j: 6000 – 15 000

1ste jaar: 6000 – 18 000

geboorte: 10 000 – 25 000

waarvan: 

40 - 75% neutrofielen: 2500 – 7500

20 – 50% lymfocyten: 1500 – 3500

2 – 10% monocyten: 200 – 800

1 – 6% eosinofielen: 40 – 440

minder dan 1% basofielen: 15 – 400

Pathologie

* Dit kan verhoogd zijn door lymfomen of LAD (leukocyte adhesie deficiëntie. WBC kunnen niet uit BV)

Type I: wel rolling, geen marginatie, geen beta2 integrines (geen CD 18) = CAM

Type II: geen rolling, geen fucosyltransferase-7 (FuCT7) = suiker dat wordt herkend door endotheliaal E-selectine.

* granulocytose: ook kijken naar uitrijping: linksverschuiving is teken van infectie.

Wanneer myeloblast in circulatie komt: alarm: myeloblastemie. Wordt normaal teruggetrokken in BM door ISDF1

* leukocytose = 50 à 100 000 ( hoogstwaarschijnlijk kanker

Vraag 39: Pathogeen-geassocieerde moleculaire patronen (PAMP’s)

PAMP’s =  Repetitieve moleculaire structuren die voorkomen op pathogenen en door het immuunsysteem heel snel herkend worden als pathogeen en een afweerreactie uitlokken.

De herkenning hiervan is gebaseerd op de werking van TLR = Toll Like Receptoren ( aspecifiek

Soorten PAMP’s


· celwandstructuren gram + en – 

· viraal DNA/RNA

· celwandstructuren van gisten, vb. mannose

( weinig onderling verschil want sterk geconserveerd ( essentiële structuren

( hierdoor mogelijk te herkennen met een beperkt aantal receptoren

R: TLR: 

5 subfamilies

· TLR-2 (TLR-1, 2, 10, 6)

· TLR-3

· TLR-4

· TLR-5

· TLR-9 (TLR-8, 7, 9)

Intracellulair: TIR-domein, extracellulair domein: leucinerijk

Expressie door:

· Neutrofiele granulocyten

· Monocyten  (snelle respons)

· NK’s  (snelle respons)

· Dendritische cellen   (snelle respons)

Binding stijgt: 

· ook stijging aantal bindingsmogelijkheden door complexvorming TLR-2 met TLR..

· intra- en extracellulaire Receptoren

· immuuncellen maken gebruik van meerdere TLR

TLR-2: lipopeptiden (bacteriën/ mycoplasma)

TLR-3: dsRNA

TLR-4: LPS, virale prot., stressprot.(komen vrij na necrose afbraak)

TLR-5: flagelline

TLR-8: ssRNA

TLR-7: synthetische componenten

TLR-9: niet-gemethyleerd EPG       intracellulair: na fagocytose

B4-patroonsherkenning

Inductie van genexpressie ifv de verdediging

( inflammatoire cytokines

( chemokines

( antimicrobiële peptiden

( co-stimulatorische adhesiemoleculen

( MHC

Therapeutische toepassingen

· Opnemen in vaccins : liganden van TLR

· Remmers: endotoxineshock daalt,  ontstekingsreacties dalen

Tekening ( zie nota’s

Chemokine-R

Vb voor gamma-MLP

MBL :  

· bindt mannose en glucosen dmv collectine

( activatie complementcascade 

MMR

· C-type lectine op m doorsnede? 

· bindt specifieke suikers (op vele bacteriën, ook HIV)

Scavenger-R

Heterogene groep receptoren die bepaalde molecules herkent die bij ons afgeschermd worden door siaalzuurstructuren. Onder andere betrokken bij verwijderen van versleten RBC. 

MBL, MMR en scavenger-R kunnen direct of indirect leiden tot fagocytose. 

Vraag 40: Antistoffen en antistofderivaten voor therapie

Voor therapie gebruikt men: AS-derivaten

                                              Monoclonale AL

Heteroklonale AG brengen het risico van kruisreactiviteit met zich mee (ook minder efficiënt vr toepassing in therapie en in vitro)

Een uitzondering hierop is passieve immunisatie bij ID patiënten (Ig van 1000den donoren Worden gedesinfecteerd + Ig-complexen worden verwijderd ( risico op ongewenste complementactivatie) Dit beschermt hen via activatie en opsonisatie vr NK,… tegen pathogenen. 

1) Antistofderivaten

- Voor serotherapie vaak niet het volledige AL nodig: binding volstaat

- Deze producten hebben als voordeel: zelf minder immunogeen (geen HAMA of dergelijke respons)

- Men kan nog minder gebruiken door enkel de variabele delen op te zuiveren

- Indien gewenst kan men zelfs 1 keten aanmaken dmv recombinant DNA-technologie; via een bioconstruct van 2 Ig-vouwen met een hydrofiel linkerpeptide tussen L en SCFv (juiste manier van vouwen = belangrijk!)

- In extremis wordt dit zelfs slechts 1 Ig-domein (domain-antibody = dAB)

2) Monoklonale AS

aanmaak omvat: 

1. Opwekken van een goede secundaire immuunrespons op zuivere AG

                              Verschillende immunisaties

                              IV besmetting 5a voor miltcollectie ( overproportionele 

                               vertegenwoordiging van bloedcellen tegen dit AG

2. Voor continue productie: 

                               Fusie tussen miltellen en myeloomcellen (dmv virussen, fusiefactoren,    

                               PEG,…)

                               Hybridomas die AL produceren

3. Uitzetten op microtiterplaat + AG toevoegen

                          Indien cellen reageren op AG: juiste cellen (AS aanmaak)

4. Dit procédé herhalen om progressief een zuivere kloon op te zuiveren

Monoklonale AG dock muis Ig ( derivaten gebruiken: ‘chimere AS’= humaniseren van AS.  ( functioneel stuk overzetten naar menselijk AS dmv genetic engineering

3) Toepassingen 

· anti CD3 als immuunsuppressiva

· behandeling auto-immuunziekte met anti-CD4 of anti-TNFalfa

· ontwikkeling van anti-ideotype vaccin 

                   AS tegen AS ~ AG

                   Bootst AG in 3D-structuur na

                   Menselijk AS inspuiten bij konijn: maakt AS hiertegen 

· Behandeling allergische reacties met anti-IgE

· Nabootsen van enzymen = abzymes

· Men gebruikt ook mAS tegen verschillende tumoren . Men probeert ook deze AS te koppelen aan toxines ( magic bullets.

Selectief opsporen of doden van kankercellen (radio-actieve stof, complementactivatie,..) 

Vraag 41: Therapie met cytokinen                                                    p.55      

1) IFN                        

· antiviraal

antitumoractiviteit: remt proteïnezeersynthese en AZ synthese –W rem celgroei + stimul NK-cellen

IFN-α:

· geprod door leukocyten

· antiviraal: hepatitis B en C

· Kanker: 

· Hairy cell leukemie = leukemie van de lymphocytaire uitlopers van de T-cellen

· Kaposi sarcoma

· Larynxpapilloma = wratten op stembanden (of andere niet-opereerbare plaatsen) ( lokaal IFN-α  inspuiten

        IFN-β:

· Geprod door fibroblasten

· Multiple sclerose: remt deling T-lymphocuten

·         IFN-γ:

· Geprod door NK-cellen en geactiveerde T-celle,

· Antiviraal + immuunstimulerend, nl activ macrofaag

· (bij overmatige prod ( onderhoud ontstekingsreacties en autoimmuniteit)

· chronic granulomateuse disease 

2) Interleukinen

· signalen tussen leukocyten en ook andere cellen

IL-2:

· Geprod door LGL (NK-cellen) en CD4+ en CD8+ cellen

· Proliferatie T-cellen (TCGF = T-cel groeifactor)

· LAK therapie (= lymphokine activated killing) ( WBC uit circulatie halen, in vitro activeren met IL-2, terug toedienen ( meer efficiënt kankercellen doden

IL-3:

· multi-CSF = multi-specifieke groetfactor voor beenmergcellen (hematopoietische groeifactor) ( doet BM stamcellen/progenitorcellen groeien en differentiëren in zowel lymphocyten, granulocyten, monocyten, plasmacellen

· HPC ( cluster ( colony

· Behandeling van :

· Kanker

· Na bestraling of chemotherapie

· Beenmergtransplantatie

· Immunodeficiënties

· Stamcelmobilisatie

· Ander BM groeifactoren: G-CSF (voor granulocyten), C-CSF, M-CSF, GM-CSF (granulocyt, monocyt) ( stamcellen differentiëren slechts tot 1 (of enkele) soort cellen

IL-6:

· Groei en differentiatie van B-cellen

· Hybridoma groeifactor HGF (productie monoklonale AS, niet bij mensen)

IL-10

· Anti-inflammatoir cytokine: remt macrofaag waardoor prod van IL-1, IL-6 en TNF-α↓ ( ontstekingswerend

· Behandeling van AI ziekte van Crohn (= chronische ontsteking van ileum en colon)

Vraag 42. Bespreek de werking van antistoffen aan de hand van de structuur

As bestaat uit:

· 2 zware ketens H (50kDa)

· 2 lichte ketens L (25kDa)

· intercaternaire disulfidebruggen

· intracaternaire disulfidebruggen

Analyse AG bindingssite van lichte keten

3 hypervariabele delen (HVR) ( interindividuele verschillen, zware keten eveneens 3 HVR

=> Ag herkenning via HVR van lichte en zware keten door inklemming van Ag

Functies: 

· contact met (specifek) Ag ( aan aminoterminus

Fab = antigeen bindingsfragment

· Effectorfuncties ( aan carboxyterminus

Fc = crystallized fragment

· Binden en activatie v complementeiwitten via klassieke weg thv CH2
· Opsonisatie Fc

+ Fc-R thv fagocyterende cellen

    FcR I ( CD64

    FcR II ( CD32

    FcR III ( CD 16

· Enzymatische activiteit thv overgang VH en CH1
( oxidatie van H2O ( H2O2, kan anaërobe bacteriën doden 

Verschillende klassen:

· IgG

· Majeure soort

· Belangrijk As voor secundair antw en enige met antitoxine-activiteit

· Subklassen 1 tot 4

· Structuur: 

· Toepassing: Myeloom van Kahler = overproductie lichte ketens waardoor abnormale Ig (komen in urine = Bence-Jones eiwitten)( monoklonale hyperactiviteit van jonge abnormale plasmacellen 

· IgM

· Pentamerische structuur

· Effectorvan primair immuunantw

· Structuur: in oplossing ( sterconfiguratie (pentameer gevormd door extra constant domein = J-chain/joining-eiwit

Bij binding ( nietjes- of krabconfiguratie

Bindt aan repetitieve Ag bv flagellines v zweepstaart

Opm. niet alle 10 bindingsplaatsen gebonden, slechts 5-tal

· IgA

· Grootste deel van de IgA’s bij de mens komen voor als monomeren, maar ook deel als dimeer, nl in secreties van slijmvliezen

· Dimeer: 2 IgA’s covalent gebonden via J-chain (afkomstig van B-lymfocyt)

· Associeert met secretoir eiwit, afkomstig vd van kliercellen id longen, maag, melkklier in de borst ( eiwitten worden door epitheelcellen vrijgezet in lumen van de klier

Gevolg: borstvoeding: bevat IgA 

( om de pasgeborene te beschermen tegen verschillende pathogenen

( melk: ook bifidus ( darmflora (<-> lactobacillen)

( lactoferrine = melkeiwit dat F²+ vasthoudt => bacteriostatisch (want bact hebben ijzer nodig voor deling)

· IgD

· Cytofiel Al

· Op membraan van B-cellen

· Geassocieerd met Ag afh prikkeling van B-cellen

· Structuur gelijkaardig aan IgG

· IgE

· Cytofiel Al

· Op membraan basofiele granulocyten en mestcellen (zorgen voor degranulatie)

· IgE ↑ bij parasitaire infecties en allergische reacties

· Bevat veel suikers ( zwaar Ig

Vraag 43: Immunodeficiënties en mogelijke behandelingen                 p. 133

Primaire immuundeficiënties

· Specifiek: betrekking op aangeboren of adaptieve immuniteit dus T-, B-cellen of beide

· Algemeen: complementdefecten, fagocytosedefecten,…

Indeling obv WBC of obv differentiatielijnen, nl myeloied of lymfoied

Allen hebben een genetische basis, meeste autosomaal recessief, soms X-gebonden.

Basisarts moet aan AID denken bij bep tekens bij kinderen nl.:

· Verhoogde gevoeligheid vr infecties met virussen, bacteriën, schimmels

· Slecht bijkomen in gewicht (onverklaarbare magerheid, groei-achterstand, skeletafwijkingen)

· Ontwikkeling van tumoren

· Ontikkeling van zeldzame infecties (Pneumocystis, Cryptosporidium)

· Chronische long- en huidontstekingen

· Recurrente respiratoire infecties

Lyfoide ID:

· SCID = severe combined ID: 

· X-SCID: γ-keten van IL-R defect

· RAG-deficiënties

· JAK-3 deficiëntie: signaaltransductie van cytokinen

· deficiëntie van MHC II (Bare lymphocyte syndrome)

· Minder ernstige ID (meestal antistofdefecten): 

· Wiskott-Aldrich syndroom (WAS) ( defect in CD43 op lymfocyten, ernst stijgt met toenemende leeftijd, fataal door infectie of kanker

· Defect in IFN- γ R: X gebonden agammaglobulinemie

Afwezigh van IgG, vanaf 9 maanden infecties (moederlijke bescherming verdwenen) ( toedienen van Ig

Defecten van speciale klassen van Ig, bv hyper-IgE-syndroom = Job syndroom

ID met betrekking tot falen van thymusontwikkeling:
· Di George-syndroom: aangeboren thymusaplasie

· Afwijking van chromosoom 22

· Typische gelaatsafwijkingen

· Hypoparathyroïdie

· congenitale afwijkingen

ID met myeloiede afwijkingen:
Defecten van fagocytose, celmmotiliteit, adherentie of killing ( leidt tot recurrente infecties. 

Vb. : 

· Leukocyte adhesion deficiency: defect β2 integrine

· CGD = chronic granulomatomous disease: granuloma-vorming door intra- en extracellulaire infecties

· Chediak-Higashi syndroom: defect intracellulair transport proteïne

ID met defecten van complementsysteem:
Leiden tot ID of tot immuuncomplexziekten

Behandeling:

· Substitutie van defect eiwit

(! Afstoten eiwit omdat eventueel bij recessieve aandoening er geen exemplaar is van correcte ( lichaamsvreemd, maar meestal CH = compaired heterozygociteit, aantasting op verschillende plaatsen)

· Vervanging van ontbrekende celsoort of cellijn

· Gentherapie bv. X-SCID: bubble boys:  vector met correcte :γ-keten inbrengen, maar ( leukemie dus defect

Secundaire immuundeficiënties

Verworven defecten van de immuniciteit. 

Aangrijpingspunt = cellen van het immuunsysteem door infecties, vooral met virussen (HIV, mazelen, EBV) en doorcheische substanties. 

Vraag 44: Leg 4 immunologische technieken uit en hun toepassing in de geneeskunde

1) Immunoblotting-methode (Western Blotting)

Doel: aanwezigheid van As aantonen gericht tegen bepaalde individuele proteïnen van virussen

Werkwijze

1. scheiden van Ag monsters (gezuiverde virusdeeltjes) dmv SDS-elektroforese

SDS: negatief geladen detergens ( lost membranen van lipide-dubbellagen op ( vrijkomen v afzonderlijke eiwitten

Neg geladen SDS moleculen vestigen zich hierop, gaan elkaar onderling afstoten( natuurlijke configuratie verandert tot lineair

Deze oplossing van viruseiwitten worden op polyacrylerende gel geladen en ondergaan elektroforese ( scheiding volgens MolecGewicht

2. Blotting

Gescheiden eiwitten w overgebracht op strookje membraan v nitrocellulose in een blotting tank (?)

3. Immunokleuring cfr indirecte ELISA

Geïncubeerd in badjes met het te onderzoeken serum, enzyme gemerkte anti-humane IgAs + substraat

( eiwitdeeltjes waartegen As aanwezig  w gekleurd

Voornamelijk gebruikt aks bevestigingsreactie bij positief uitvallende ELISA of andere seologische tests voor aanw v As tegen HIV

· Specifieker doch minder gevoelig dan ELISA

· Enkel As aantonen tegen lineaire eiwitten 

1) Radio-ImmunoPresipitatie (RIP)

Toepassing: opsporen + kwalitatief bepalen van As tegen de antigenen vh HBV

Wijze: serumstaal w geïncubeerd met bekende hoeveelh Ag (radioactief gemaakt)

Als er As aanw zijn, vormen zich complexen welke onoplosbaar zijn (grotere efficiëntie in neeerslagen door entryglobuline)

Hoeveelheid radioactivitet in neerslag = maat vr hoeveelh As

2) Radio ImmunoAssay (RIA)

Toepassing: opsporen van virale Ag (bv van HBV)

2 meest gebruikte varianten: 

a. dubbele As methode

= competitiereactie

te onderzoeken staal +vooraf bepaalde hoeveelheid antistoffen

dan vooraf bep hoeveelh RA Ag toevoegen

Hoe meer Ag in staal, hoe minder RA Ag kunnen binden

Dan 2e soort As tegen Ig toedienen ( centrifugatie ( afzonderen neerslag ( meten RA

b. Sandwich methode:

( opsporen Hbs Ag

Buisjes in polystyreen met Hbs Al

Aanwezige Hbs Ag fixeert mee op wand

Dan RA HbsAs toevoegen ( dat bindt zich in hoeverre HbsAg vastzit

( Hoeveelheid As meten?

Eerst standaard hoeveelh Ag toevoegen aan buisjes aan ongekende hoeveelh As, dan RA die de nog onbezette plaatsen zullen bezetten

3) Immunofluorescentie

Binding van As + Ag in het licht stellen door As te merken met stoffen die fluoresceren in UV-licht.

Toepassing: aantonen van As of Ag in serum mbv monoklonale As

1. Detectie van Ag in cellen (gefixeerde of levende)

Directe: As zelf is gemerkt

Indirecte: fluorescerende anti-Ig-As

Of gebruik maken van enzymatische merkers ( kleurreacties detecteren met gewoon licht

2. Detectie van As in serum


vb EBV

serum + gekweekte B-cellen (van  verschillende lijnen die bepaalde Ag bevatten vb EBNA of VCA) ( al dan niet reactie

scheiden van IgM en IgG  door centrifugatie( infectie lang geleden of niet

Vraag 45: Leg het principe van de complementbindingsreactie uit en geef enkele toepassingen                                                        (virol en serol labo: p. 23)

Doel CF-bindingsreactie: Aanwezigheid van As aantonen 


(hoeveelheden <1µg/ml kunnen worden aangetoond

Toepassing: Onderzoeken of patiënt recent een virale aandoening heeft doorgemaakt en dus


As tg viraal Ag heeft

Eigenschappen complement:

· Normaal serumcomponent

· Themrolabiel, nl inactivatie bij 30 min aan 56°C

· Wordt gebonden wanneer As reageren met overeenkomstig Ag

· Nodig voor het opgaan van een hemotysine-reactie

Hemolysinereactie:

= SRBC + hemolysine (hemolytisch systeem HS)

· SRBC = schape Rode BloedCellen

· Hemolysine = serum van een konijn dat geïmmuniseerd werd tegen SRBC, complement van dit serum wordt vooraf geïnactiveerd

( Bij aanwezigheid van complement, zal hemolysine de SRBC hemolyseren

Complementbindingsreactie

Serum + Ag + gekende hoeveelheid complement + HS

· Complement van serum van te onderzoeken patiënt wordt vooraf geïnactiveerd

Gevolg: Hemolyse?

· JA:  Complement nog aanwezig waardoor hemolyse kan opgaan 

        ( geen As in serum, want ze hebben Ag en Complement niet gebonden

· NEEN: Complement reeds opgebruikt door As-Ag binding waardoor geen

hemolysinereactie

( As in serum

Opletten, en dus controle uitvoeren, voor:

· Een anticomplementaire factor in het serum ( vernietigt op zichzelf het complement ( vals +

· Een anticomplementair antigeen ( vals +

· Een spontaan hemolyserend HS (hemolyse zonder complement) ( vals +

· Een overmaat aan complement ( vals –

Daarom eerst zoeken naar juiste hoeveelheid via titratie

Vraag 46: Bespreek de technieken en toepassingen van ELISAs

          Virol. En serol. Laboratorium: p. 32

ELISA is minder duur en minder veeleisend dan radioimmunoessay en radioimmunoprecipitaties

Doel: Detectie van Ag of As 

Nodig: 

· Ag of As gebonden aan een vast substraat, meestal de plastic alveooltjes in een microtiterplaat

· Geschikte As die geconjugeerd is aan een enzyme dat detecteerbaar is door kleurreactie

a) Sandwich-methode voor detectie van een antigeen

· Microtiterplaat waarvan de alveoolbodems gecoat zijn met specifieke As (vb. HBsAs)

· Toevoegen van onbekende serummonster ( de eventueel aanwezige Ag zetten zich vast op de As

· Toevoegen van een standaard hoeveelheid enzyme-geconjugeerd ligand van dit Ag (vb. geconj HBsAs)

· Wassen van de plaat

· Toevoegen van substraat voor het enzyme

( indien er binding heeft plaatsgevonden tussen As, Ag en enzyme-geconj. ligand, verkleurt het substraat (=chemogeen)

· Deze reactie kan kwantitatief gemaakt worden dr verschillende diluties van het onbekende serum te gebruiken

Cfr voor detectie van As

b) Indirecte ELISA-methode voor detectie van As

· Microtiterplaat met alveolen die gecoat zijn met Ag

· Onbekende antistofmonster toevoegen (van humane oorsprong)

( indien As aanwezig zijn, binden ze op gefixeerde Ag

· Toevoegen van enzyme-geconjugeerde anti-humane-Ig-As

( deze bindt slechts in de mate dat ook de eerste As gebonden was

· Wassen

· Toevoegen van enzymesubstraat ( verkleurt indien laatste As binden

Toepassing: HIV-test

Vraag 47: Transplantatie: immunologie en toepassingen                       p.103 ev

Inleiding: MHC-moleculen

· Majeure histocompabiliteits-moleculen

· Erg polymorf, individuele vingerafdruk

· Uniek, dus wanneer in lichaam van een ander individu w ze als lichaamsvreemd herkend en geëlimineerd

= Weefseltypering en weefselafstoting bij transplantatie

· HLA = human leukocyte antigene of transplantatieantigeen

· Ook mineure histocompatibiliteits-moleculen hebben invloed op afstoting ( er moet met beide rekening gehouden worden bij transplantatie, om afstoting te voorkomen

Genetica

· Locus van MHC op chromossom 6; Is zeer polymorf ( kans dat 2 individu’s identiek zijn voor deze locus is zeer klein!

· Regio’s: A, B, C en D

A, B en C coderen voor MHC I

D codeert voor MHC II

· Elke subregio heeft 100-en allelen

· Beide allelen komen tot expressie (dus 1 allel verschillen geeft reeds incompatibiliteit)

· Allelenovererving is codominant

· Onderverdeling D-subregio:

· DP ( 5α- en 25β-ketens

· DQ ( 10α- en 15β-ketens, DR ( 1α- en 60β-ketens

· miljoenen combinatiemogelijkheden! 

1 combinatie = haplotype ( binnen 1 familie: reeds 4 haplotypen mogelijk

( niet-verwante personen: heel moeilijk om match te zoeken

Afstoting

· = herkenning van transplantatie-Ag via:

· humorale immuniteit: B-cellen en As

· cellulaire immuniteit: T-cellen en TCR

· is een adaptief proces, nl secundaire respons zal sneller en heviger zijn dan primare

· Specificiteit naargelang het weefsel: 

· Bloedproducten: vooral door As afgestoten

· Huid: vooral door cellulair gemedieerde processen

· Orgaangreffen (nier, lever, hart, longen): zowel door As tegen HLA als door celgebonden reacties

Wetten van de transplantatie

· Allogreffe: weefsel van genotype AA wordt als vreemd herkend + afgestoten door het immuunsysteem van individu met genotype BB

· Autogreffe: AA wordt herkend als ‘self’ door AA van ander

( geen afstoting bij transplantaties tussen eeneiige tweelingen of ingeteelde proefdieren

· AA  x BB

       ↓

      AB

· AA  x BB

       ↓

      AB

Afstoting voorkomen

· Zo goed mogelijke match zoeken (want hoe meer verschil, hoe meer kans op afstoting)

· Geen afstoting tussen eeneiige tweeling

· Binnen familieredelijke kans op overeenstemming

· Bepalen van weefseltype:
1) Antisera: FACS= Flourescence Activated Cell Sorting ( weefseltype van iedere cel bepalen door flourescerend Al

2) Cellulaire methode: bv. Mixed Lymphocyte Reactions

Getypeerde cel + testcel ( bij herkenning als vreemd: proliferatie ( meten adhv ³H uptake 

Maar pas na enkele dagen stijging van cellen, dus niet geschikt voor hyperacute typering (dood of hersendode donoren wel voor beenmerg)

3) Genetische diagnostiek: PCR en Southern Blotting

Opm.: 

· Meestal is het belangrijker om een HLA-D locus vast te stellen dan de MHC I te analyseren.

· Bijna nooit perfecte overeenstemming tussen donor en acceptor ( toedienen van immunosuppressiva (zorgt ook voor vermindering weerstand tegen infectueze agentia!)

Graft-versus-host reactie (GVH)

Indien er zich nog immuuncompetent cellen bevinden in het transplant, dan kunnen deze na transplantatie de gastheer aanvallen via het HLA-herkenningssysteem (vooral bij beenmergtransplantatie). 

( dit wordt tegengegaan door T-lymphocyten te doden, te elimineren of door gebruik van immunosuppressiva

Toepassing: Graft-versus-leukemia


B heeft leukemie ( bestraling maar sommige kankercellen zullen overleven


Beenmergtransplantatie met A-cellen ( zullen laatste kankercellen aanvallen volgens 


GVH

48.Mechanismen van tolerantie en klinisch nut van inductie van tolerantie

Inleiding

Immuunsysteem is gebaseerd op het onderscheiden tss lichaamsvreemd en lichaamseigen.

Hiertoe worden cellen die reageren op lichaamseigen antigenen uitgeschakeld.

Deze uitschakeling kan zowel centraal als perifeer gebeuren.

Deze tolerantie geldt enkel voor lichaamseigen antigenen, wat mogelijk problemen kan opleveren bij transplantatie.

Aangeboren immuniteit

( macrofaag onderscheid tss suikerstructuren eigen en vreemd dmw specifieke suikerherkennende R (lectinen)


( veranderde suikerstructuren van eigen cellen w als vreemd herkend

· oude rbc

· ontaarde kankercellen

( complementsysteem: binding met “aberrante” suikers

Adaptieve immuniteit

( repertorium AB en TCR tegen antigenen

Tolerantie = onresponsiviteit tegen eigen epitopen

Centrale tolerantie
Thymus: ° diversiteit aan TCR

( corticale epitheliale cellen dragen MHC-antigenen geladen met self peptides

( interdigiterende dendritische cellen: zelf-antigeen presentatie

· ontwikkelende thymocyten komen in contact met heel scale lichaamseigen Ag

· sterke activatie: APOPTOSE = negatieve selectie

· lage affiniteit: positieve selectie ( uitrijping tot CD4+ of CD8+

· gn stimulatie: dood dr nerglecht

10% van de lymfocyten tegen self peptides overleven de selectieronden. Toch gn 10% auto-immuunziek, dank zij perifere tolerantie.

Perifere tolerantie
Tolerantie dr ignorantie

Autoreactieve lymfocyt weet nt dat Ag bestaat dr de barrières:

· bloed hersen barrière

· bloed testis barrière

· avasculaire ooglens

Zo is vb myeline B in hersenweefsel nt zichtbaar voor adaptieve immuunsysteem.

Zolang de barrière nt drbroken w komt lymfocyt nooit in contact met lichaamseigen antigen en is er geen probleem. 

Dit feit geeft geeft een aantal klinische voordelen:

Zo is corneatransplantatie zeer goed uitvoerbaar, doordat het adaptief immuunsysteem nl nooit in contact komt met de cornea, waardoor donor en acceptor geen compatibiliteits problemen hebben op dat gebied.

Clonale anergie

Er zijn 2 aparte signalen nodig voor de activatie van lymfocyten

1 het zien van het “passende” antigeen

2 celadhesiemoleculen, cytokinen

Wanneer dat tweede signaal nt aanwezig is, zal het aanwezige antigeen gn reactie uitlokken.

Ook B lymfocyten w uitgeschakeld indien zij in de periferie in contact komen met hoge conc zelf-Ag.

Wanneer deze systemen van clonale anergie en immunologische ignorantie verstoord worden, leiden zelf-reactieve lymfocyten tot auto-immuun aandoeningen

Vb
-rheumatoïde arthritis


-diabetes mellitus


-MS


-…

Een immunogene trigger leidt tot een hele cascade van gebeurtenissen (zie schema laatste les). Elke stap heeft zijn activatoren en zijn inhibitoren.

Wanneer je een immuun respons wil vermijden op een transplantatie (met enkel nog onbekende Ag en aanvaardde Ag’en), kan je op deze factoren inwerken. (creatie status van anergie)

Bij transplantatie gebruikt men monoklonale AB tegen:

· CD3 molecule van TCR complex

· Anti-TAC (anti IL2 R)

· CD4

· ICAM-1

· LFA-1

· TNF alfa

· INF gamma

· IL2

In dierexperimenten heeft men gevonden dat de orale toediening van antigenen kan leiden tot tolerantie. De eerste experimenten voor ptn met MS zijn niet duidelijk qua resultaat.

49. Bespreek in grote lijnen hoe het immonologisch repertoire ontstaat

Er zijn twee componenten aan onze immunologisch repertoire. Aan de ene kant hebben we de TCR’en, langs de andere kant de antilichamen geproduceerd door B lymfocyten.

Wat overeenkomt bij deze beiden, is het feit dat de producerende cel gestimuleerd w tot proliferatie wanneer het complementaire antigen ten tonele verschijnt.

Het immunologische repertoire is ongelofelijk uitgebreid. Een noodzakelijk feit om te kunnen reageren te het hele scala aan mogelijke antigenen. Deze uitgebreidheid w bereikt door:

· multipele genen

· somatische mutaties

· somatische recombinaties

Differentiatie van B lymfocyten
1 lymphoide cel


Partiële zware keten gen herschikking

2 pro-B cel


Volledige zware keten gen herschikking

3 pre B cel

µ zware keten + surrogaat lichte keten


Lichte keten gen herschikking (eerst kappa indien faalt lambda)

4 immature B cel
mIgM


Veranderingen in RNA verwerking

5 mature B cel

mIgM + mIgD


Antigen stimulatie

6 geactiveerde B cel


Differentiatie

7 IgM-secreterende plasma cellen
IgM

7’memory B cellen (verschillende isotypen)

7’’ plasmacellen voor verschillende isotypen AB (IgG, IgA, IgE)

De variatie w geleverd dr:

1) verscheidene germ-lijn V, D en J gen segmenten

2) onderlinge recombinatie tss deze verschillende segmenten

3) junctionele flexibiliteit: 

de recombinatie met J segment is inprecies wat extra variabiliteit inhoudt


(deel van hypervariable regio)

4) nucleotide additie in P regio

tss J en D regio: dr variabele klieving dr endonuclease

5) nucleotide additie in N-regio

tss J en D regio: extra toevoeging nucleotiden dr een terminaal deoxynucleotidyl transferase

6) somatische hypermutatie

vervangen individuele nucleotiden in VJ en VDJ eenheden


in germinale centra ( selectie dr Ag activatie: affiniteitsmaturatie

7) combinatie tss lichte en zware keten

en dan hebben we het nog eens niet gehad over class switching.

T cel receptoren

 TCR diversiteit ( gegeneerd zoals AB diversiteit mr zonder somatische mutatie

1 germ-line alfa-keten DNA

2 herschikt alfa-keten DNA

+ 

1 germ-line beta-keten DNA

2 herschikt beta-keten DNA

=> prot product: alfabeta heterodimeer

Alfa:

Herschikking tss L - V – D – J segmenten

Beta:

Herschikking tss L – V – D – J segmenten

· combinatorial joining of variable-region gene segments: VDJ en VJ

· alternatieve joining van delta keten gen segmenten: VDDJ

· junctionele flexibiliteit

· R-regio nucleotide additie

· N-regio nucleotide

50.Antigeen-antistofcomplexvorming: nut in vivo en toepassingen in vitro
( specifieke herkenning van antigenen

( effector fct: 
-complementactivatie




-receptoractivatie




-enzymatische activiteit

In vivo
AB doodt micro-organisme niet opzichzelf. Hiertoe zijn andere proteïnen, cellen en weefsels vereist. AB binding (variabele regio’s) zorgt voor de herkenning van antigeen, daarbij zijn er nog effector functies die resulteren van de heavy chains cte regio’s. 

Vier algemene functies en een vijfde voor IgE:

1 opsonisatie

( promotie van fagocytose: interactie tss Fc R en cte regio van Ig moleculen


( crosslinking FcR’en: fagocytose

2 activatie van complement (IgM en IgG)

( C3b aan AB-Ag complex


( C3b (bindt op cel of complex); receptor op rbc & macrofaag ( fagocytose


( perforatie celmembraan 

3 ADCC = antibody dependent cell mediated cytotoxicity

( Fc receptor op NK cellen

4 transcytose 

( doorgave Ig van moeder op foetus

( AB aan mucosomale opp v resp, GI, urogen tr

( moedermelk

5 degranulatie basofielen en mastcellen (IgE)

( bij parasitaire infectie of allergische reactie

In vitro
Gebruik voor diagnose:

· immunoassays

· cytometrie (FACS)

· immunohistochemie (lichtmicroscoop & EM)

· Western blot

· Tracers

· Radioactief (follow up behandeling)

· Fluorescerend

Therapeutisch
( serotherapie (vb tetanos, Rh factor, Rabies, …)

( monoclonale AB en derivaten

( immunotoxine’s: kanker therapie

( abzymen

( remmen van biomoleculen: TNFalfa

( bispecifieke antistoffen


Comb Ag kankercel bindend + cytotoxisch (vb CD8 R) -> bijeenbrengen 2 cellen

( antibody directed enzyme prodrug therapy


AB + enzymatische activiteit -> voorlopen (prodrug) -> drug (schadelijk)



Lokale aanmaak drug

( immunocytokinen: 

koppeling AB met cytokine (TNF) ( herkennen kankercel: TNF nabij

( radioimmune conjugaten


Behandeling: langdurige bestraling specifieke lokaties


Diagnostisch: opsporen metastasen

