B lenfosit aktivasyonu ve
Antikor Uretimi (Il)

Doc¢. Dr. Emrah Sefik Abamor



Antijen-aracili B hicre aktivasyonunun islevleri

B lenfositlerin antijen ve
ikinci sinyal araciligiyla
aktive olmasi sonucunda
vardimci T lenfositleriyle
etkilesimi  gercekleserek
bu hicrelerin cogalma ve
farklilasma asamalari

baslar.
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Antijen-aracili B hicre aktivasyonunun islevleri

Aktive B lenfositler
hiicre donglsine girer
ve

antijene  ozgul

klonlarin  artist ile
sonuclanan B lenfosit

cogalmasi gerceklesir.
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Antijen uyarisi B lenfositlerde en az ¢ degisiklige yol acar ve boylece B
hicrelerinin yardimci T hicreler ile etkilesme yetenegi cogalir.

* B hiicre aktivasyonu;
* T hiicre aktivasyonu icin ikinci sinyali olusturan B7 es-uyaran ekspresyonu

* Yardimci T hiicre fonksiyonlarinin yurutilmesinde rol oynayan mediatorler olan
sitokinler icin reseptor ekspresyonu
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Figure 7-8 Mechanisms of helper T cell-mediated activation of B lymphocytes. Helper T cells recognize peptide anti-
gens presented by B cells and costimulators (e.g., B7 molecules) on the B cells. The helper T cells are activated to express
CD40L and secrete cytokines, both of which bind to their receptors on the same B cells and activate the B cells.



Protein Antijenlere verilen himoral immun yanitta
yardimci T lenfositlerin rold

* Protein yapili bir antijenin antikor yanitini uyarabilmesi icin, o antijene
ozgul B lenfositler ve yardimci T lenfositler lenfoid organlarda bir araya
gelmeli ve B hilcre cogalmasi ve farklilasmasini uyaracak sekilde
etkilesmelidir.
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Yardimci T hiicrelerin aktivasyonu ve gocl

* Efektor hiicrelere farklilasmak Uzere aktive olan yardimci T hicreler
antijenle uyarilmis B lenfositlerle periferik lenfoid organlardaki lenfoid

folikiillerin kenarlarinda etkilesirler.
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Yardimci T hlcrelerin aktivasyonu ve gocu

* Naif CD4+ yardimci T hiicreler, lenfoid organlarda profesyonel
antijen sunan hucrelerin (ASH) antijeni tanimasi ve sunmasinin
bir sonucu olarak, sitokin Uureten efektor hiucrelere
farklilasmak ve cogalmak tizere uyarilirlar.
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Yardimci T hiicrelerin aktivasyonu ve gocl
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Yardimci T hicrelerin aktivasyonu ve goci
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* Farklilasmis efektdor T hicreler normal konaklama yerlerinin disina goc
ederler. Bu T lenfositlerinin bazilari dolasima gecer, uzak bolgelerde
mikrobiyal antijenleri bulur ve hlcre aracii immdinite vyolu ile bu
mikroorganizmalari ortadan kaldirir.
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Antijenlerin B lenfositleri tarafindan yardimci T

hlcrelerine sunulmasi
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Antijenlerin B lenfositleri tarafindan yardimeci T
hlcrelerine sunulmasi

* Antijenin  aktive ettigi B
lenfositler B7 molekiilleri gibi

es uyaranlar eksprese ederek,

* B hiicrelerin eksprese ettigi
antijeni taniyan vyardimc T

hucrelerini uyarir.
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Yardimci T hicreler Araciligiyla B hiicrelerin
aktivasyon mekanizmalari

*B hicrelerinin sundugu antijeni taniyan yardimci T hicreleri,
yizeylerinde CD40 ligand (CD40L) eksprese ederek ve sitokin
salgilayarak B hlcrelerini aktive ederler.
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Yardimci T hicreler Araciligiyla B hucrelerin aktivasyon

mekanizmalari Activation of Responses of
macrophages activated macrophages
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Yardimci T hicreler Araciligiyla B hicrelerin aktivasyon
mekanizmalari

Helper T cell B cells are B cell
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re gr T cell expresses CD40L, CD40 engagement, and
P secretes cytokines cytokines differentiation
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« Ayni esnada, yardimci T hucrelerinin urettigi sitokinler B lenfositleri
uzerindeki sitokin reseptorlerine baglanarak daha fazla B hiicre
¢ogalmasini ve antikor tretimini uyarir. CD40L- CD40 etkilesimi T ve B

lenfositlerin yalnizca fiziksel temas yolu ile antikor Uretebilecek
asamaya gelebileceklerini gbsterir.



Agir zincir sinif (izotip) dénlistim

* Yardimcai T hiicreleri farkli agir zincir siniflarindan (izotipler) antikorlar
uretecek olan IgM+IgD eksprese eden B lenfositlerini uyarirlar.
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* izotip dénilisimiiniin énemi; hiimoral immiin yanitlarin degisik
mikroorganizmalarla en elverisli sekilde micadele etmeye uygun

hale gelmesini saglamasidir.
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Agir zincir sinif (izotip) donusimi

e Agir zincir izotip donusumu CD40- aracili sinyallerle baslatilir

ve farkh Ig izotiplerine dontisiumu degisik sitokinlerle uyarilir.

CD4O0L ve sitokinlerin aracilik ettigi sinyaller aktive B hucrelerini

etkileyerek izotip donisumunu tetikler.

B cell

Isotype
switching

D D ~ed @52’“

[Helper T cells: CD40L, cytokmesj
. N

Mucosal tissues;
L' cytokines, e. g TGF—

IgM

IgG subclasses

Principal
effector
functions

Complement
activation

(IgG1, 1gG3) IgE

Fc receptor— Immunity Mucosal
dependent against immunity
phagocyte helminths (transport of
responses; IgA through
complement Mast cell epithelia)

activation; degranulation
neonatal immunity | (immediate
{placental transfer) | hypersensitivity)




* CD40 veya CDA40OL yoklugunda, B hiicrelerinin yalnizca

IgM salgilamasi  ve diger izotiplere doniusum

yapamamasi, izotip déntsimunde de reseptor-ligand

ciftinin ne denli gerekli oldugunu géstermektedir.
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X’e bagh hiper IgM sendromu

*X kromozomunda vyer alan CD40L geninde
inaktivasyona yol acan mutasyonlarin neden oldugu
hastaliga X'e bagh hiper I1gM sendromu adi

verilmektedir.

* Bu hastalikta agir zincir donisimu yapilamadigindan,

serum antikorlarinin cogu IgM yapisindadir.




e CD40L, T hticre aracili immiunitede 6nemli rol oynadigindan hastalarin hiicre ici

mikroorganizmalara verdigi

hiicresinden hangi agir zincir izotipine dénusim yapilacagini sitokinler belirler.
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* Ornegin fagosit FC reseptorine baglanan opsonin yapisindaki
antikorlarin dretimi Th1l hiucrelerin anahtar sitokini olan
interferon-y (IFN-y) tarafindan uyarilr.




* Opsonin 0Ozelligi tasiyan antikorlar fagositozu destekler. IFN-y
ayni zamanda fagositer htucreleri aktive eden sitokindir ve
fagositlerin mikrobisidal fonksiyonlarini uyarir. . IFN-y, hem B
hicreleri hem de fagositer hticreler Gzerinde etkinligi olan bir
sitokindir.
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* Bakteri ve virlis yapisindaki mikroorganizmalarin cogu,
kendilerini en iyi sekilde elimine eden efektor

mekanizma olan Thl yanitlarini aktive ederler.

e |gE izotipine donusum ise Th2 hicrelerin anahtar

sitokini olan interlokin IL-4 tarafindan uyarilir.
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Afinite olgunlasmasi
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Afinite olgunlasmasi

* Afinite olgunlasmasi

yalnizca protein yapisindaki

antijenler araciligiyla ve

vardimci T hiicre-bagiml

olarak  gelisen  immdin

yanitta gorulir.
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* Afinite  olgunlasmasi  lenfoid
folikiillerin germinal
merkezlerinde meydana gelir.
Folikiiler dendritik hicrelerin
sundugu antijen tarafindan
secilen yuksek afiniteli B
hiicrelerinde Ig genlerinin somatik
hipermutasyonu sonucu

gerceklesir.
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* Boylece, somatik hipermutasyona yonelen B hicreleri folikiler
dendritik hicreler UGzerindeki antijene baglanma firsati bularak
olimden kurtulurlar.

* Immiin yanit gelistikce ya da ayni antijenle tekrarlanan karsilasmalar (
tekrarlanan bagisiklama) sonucunda Uretilen antikor miktari artar.



* B hicrelerinin lrettikleri
antikorlar periferik kana

gecer. Antikor salgilayan
plazma hiicrelerinin bazilari

ise kemik iligine goc¢ eder,

burada aylarca vyillarca
yasayabilir ve antijen

ortadan kaldirildiktan sonra

bile

antikor uretmeye

devam ederler.

B cell activation by
protein antigen
and helper T cells

B cells with somatically
mutated Ig V genes and
lgs with varying
affinities for antigen

Only B cells with high-
affinity membrane Ig
bind antigen on follicular
dendritic cells

B cells that encounter
antigen on follicular
dendritic cells are
selected to survive;
other B cells die

Naive B cell

Antigen

Q%
- (’

Migration into
germinal center

AN

@“?ﬁ@-@

>
%
O

H|gh-affm|ty
B cell

B %ﬁ@ -




Bellek B hiicreleri

* Bellek B hucreleri antikor salgilamazlar, antijenle ek karsilasma
olmadik¢ca dolasimda kalip, aylarca-yillarca yasarlar. Antijenle

tekrar karsilasildiginda hizla yanit vermeye hazirdirlar.



T bagimsiz antijenlere antikor yanitlari

* Polisakkarid, lipid ve diger protein olmayan antijenler yardimci

T hicrelerinin katilimi olmaksizin antikor yanitlari olustururlar.

Thymus-dependent antigen Thymus-independent antigen
Chemical Proteins Polymeric antigens,
nature 3 especially polysaccharides;
also glycolipids, nucleic acids

Features of
antibody
response
Isotype Yes Little or no: may be some IgG
switching Vt%:‘
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1gG gc 'o%
igM g IGA IgG

Affinity Yes Little or no
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response some antigens
(memory
B cells)




T bagimsiz antijenlere antikor yanitlari

* Polisakkarid ve lipid yapili antijenler siklikla ayni epitopun multivalan
(coklu degerli) diizenlerini icermesi sebebiyle bu antijenlerin 6zgul bir B
hicresindeki cogu antijen reseptort ile capraz baglanabildigi
distunulmektedir.

rThymus—dependent antigen TThymus—independent antigen J
Chemical Proteins Polymeric antigens,
nature - especially polysaccharides;
1 also glycolipids, nucleic acids
Features of
antibody
response
Isotype Yes Little or no: may be some IgG
switching ‘%
° 4%5 lgfg\ E%; % ;‘m@, ‘%’
igM IgG
9 IGA IgM I9G
Affinity Yes Little or no
maturation
Secondary Yes Only seen with
response some antigens
(memory
B cells)




T bagimsiz antijenlere antikor yanitlari

* Capraz baglanma B hucrelerini T hicre yardimina ihtiyac

olmaksizin ve farklilasma-cogalma yaratmaya yetecek sekilde

aktive edebilir.

rThymus—dependent antigen

TThymus—independent antigen
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nature especially polysaccharides;
also glycolipids, nucleic acids

Features of

antibody

response

Isotype Yes Little or no: may be some IgG
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Affinity Yes Little or no
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Humoral immuan yanitlarin kontroli:
antikor geribildirimi

* B lenfositlerin bir kismi antikor salgilayan hiicrelere ve bellek

hicrelerine farklilastiktan sonra uzun stre yasarlar.

* Aktive B hicrelerinin cogu ise muhtemelen programli hiicre
olumu sureciyle yok olur. Aktive B hucrelerinin bu ilerleyen

kaybi himoral immin yanitin fizyolojik olarak azalmasini

saglar.



ANTIBODY FEEDBACK: REGULATION OF HUMORAL
IMMUNE RESPONSES BY Fc RECEPTORS

e BCR signaling leads to Fc receptor-associated
PIP3 formation, which phosphatase, SHIP,
binds other signaling converts PIP3 to PIP2
molecules, leading in B cell-receptor complex,
to activation blocking downstream signaling
Polyvalent Antibody-antigen
an

e G

Block in B cell

receptor signaling,
no activation

FIGURE 12-21 Regulation of B cell activation by FeyRIB. A, Antgen-antibody complexes can
simultaneously bind to membrane Ig (through antigen) and the FoyRIIB receptor through the Fe portion of the
antbody. B, As a consequence of this simultanecus ligation of receptors, phosphatases associated with the
cytoplasmic tad of the FcyRIIB inhibit signaling by the BCR complex and block B cell activation



* B hiicreleri antikor tUretimini durdurmakta bir mekanizma daha

kullanirlar. Uretilen 1gG antikoru biitiin viicutta dolasirken kan
ve dokularda hala bulunmakta olan antijene baglanir ve

immun kompleksleri olusturur. Antijene 6zgil B hicreleri Ig
reseptorleri ile immun kompleksin antijen kismina baglanabilir.
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Secreted
* Ayni  zamanda, baglanan IgG for;gt‘(?g’r%lex
antikorun Fc  “kuyrugu” B with antigen
hicreleri  Gzerinde  eksprese Antigen-
edilen Fc reseptéri tarafindan co,ﬁg}g’fg%ds
taninir. anfioFBc cr:eeclgelgtor

* Bu Fc reseptoru antijen
reseptorunun uyardigi sinyalleri
kapatarak B hiicre yanitini
sonlandirir.
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* Antijene baglanan antikorun yeni antikor Uretimini inhibe ettigi
bu sirece antikor geribildirimi (antibody feedback) denir.
Boylece, yeterli 1gG antikorlari Gretilmesini saglayan htimoral

immun yanitlarin sonlandiriilmasi gerceklesir.



Monoklonal Antikorlar

Sadece bir epitopa karsi
reaksiyon gosteren
antikorlardir.

Sadece bir adet
B-Lenfosite dayanan
hicre klonundan

elde edilirler.
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Pelyecleonal
Antiboeecly

Cheap to produce
Mixed population of antibodies
May bind to different areas of the target molecule

Tolerant of small changes in protein structure
Polyclonal antibody

Meneecleonal

Antibody

Expensive to produce

Single antibody species

Will only bind single specific site

May recognise a particular protein form
Monoclonal antibody
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Monoclonal antibodies, Antlbod) pnoducmg Hybridoma screening for
expansion and stock hybridoma clones antibody of interest
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Hybridomas

* myeloma cells are selected as HGPRT-

« HGPRT- myeloma cells are fused with B-lymphocytes
taken from spleen of antigen-injected mouse

myeloma cells HGPRT- + B-lymphocytes HGPRT+

4

Plate on HAT medium: hypoxanthine, thymidine (salvage pathway)
and aminopterin (blocks de novo pathway)

|

Unfused myeloma cells die (HGPRT-): can’'t use salvage pathway
Unfused B lymphocytes die (primary cells with short life span)
Fused hybridomas grow-each cell producing a colony
secreting a unique monoclonal antibody
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Figure 1: Hybridoma Development
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e Types of ELISA s
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(a) Direct ELISA

| |
-S
wash wash

Antigen Add enzyme (E) — Add substrate (S)
(Ag) coated conjugated and measure
well antibody (Ab) to color

be measured

(b) Indirect ELISA

Antigen Add antibody Add enzyme (E) Add substrate (S)
(Ag) coated (Ab) to be - conjugated and measure
well measured secondary color
antibody

(c) Sandwich ELISA

e =l s =& ) =18

Antibody (Ab) Add antigen (Ag) Add enzyme (E) Add substrate (S)
coated well to be measured - conjugated and measure
secondary color
antibody

(d) Competitive ELISA

Y Y —'l !!f/@’mll\i!! |

Incubate
antib;dy (Ab) Add Ag - Ab Add enzyme (E) Add substrate (S)
with antigen (Ag) mixture to antigen - conjugated and measure

coated well secondary color

to be measured antibody



Clinical Uses for Monoclonal

Antibodies
© ]

e /n vitro diagnostic agents

e /n vivo imaging agents

e Therapeutic agents (MAb works like a
drug)

e Targeting agents (MAD linked to toxin)



(A) Naked mAb cMC

Complement
=5
sl e
ADCC b Induce apoptosis ” Immune checkpoint
e kg % ” Inhibitors
e Inhibit ligand .
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Antibody-drug Conjugate z

Radioimmunotherapy

Immunotoxins

siRNA particles

(B) Conjugated mAb (C) CAR-T cell (D) Bispecific mAb




