Q@ ==X Pathogens

o > A
e Rl N
LY > 'F'.:.\
Aah L3
e .
e N
B -
A
¢
*,

‘." Pattern Recognition
: Receptors:

" . 9 e
Microbial-clearance |/ Apoptotic and necrotic Ve L g A
and kiling pathways cell-death pathways o . TLRs, NLRs, RLHs
o.o. Y % e .Ae:,.{' S
oS e
o & j ............ e e e e o e e S e S e e e C e oo, ;

Innate immune system

. D =

Inflammatory Responses
Microbial-recognition Sterile-inflammation
pathways pathways
TLR NOD TLR
protein

e v Lisbeth Berrueta,
IDIC-ULA 2012

Nature Reviews | Immunology




Bruce Beutler - l =} .
- e BN

Jules Hoffmann “

Ralph Steinman

Premio Nobel en Fisiologia y Medicina 2011



axaaatrresn ¥l
i, ;

-
reevTTE e

A A A A AN RO 3N AT RN RN R N R RO N RN AN N

Nature Reviews | linmunology




Nature Reviews | Cancer

de respuasta inrmu




Immunological Reviews 201 |

Vol. 243: 235-246

=200
33 >203 0 0 >70 e
A B~~~ B s
Homo Mus Strongylocentrotus Caenorhabditis Drosophila Nematostella Arabidopsis
sapiens musculus purpuratus elegans melanogaster vectensis thaliana
|
Vertebrates Echinoderms Nematodes Arthropods Cnidarians Plants
Protostomes

Chordates ‘

Deuterostomes

Bilateria
| Eumetazoans

Innate immunity

BEvolucién de sistema inmunel®




Janeway C.A. And Medzhitov R. Ann Rev Immunol, 2002. 20:197-216

adaptive
immunity

» Sisterna muy conservado y
evolucionado presente en
todos los organismos

» Respuesta inflarnatoria iniciada e \ D
por polirmorfonucleares, s\
rmacrofagos, via receptores:
PAMPs (LPS )Ecﬁe de ADN
bacteriano), DAMPS (patrones
enddgl?ms en respuesta a
daho tisular)

» Los defectos en este sisterna  cucwores \
S0n raros y casi siermpre oo~ N
letales »

innate immunity

PROTOCELLS

Slstarma INMmMuUne Innato



Janeway C.A. And Medzhitov R. Ann Rev Immunol, 2002. 20:197-216

Sistema inmune
adaptativo

Rearreglo implicito
Clonal

Detalles de la
estructura molecular

Discriminacion entre Perfecta, seleccionado Imperfecto:
lo propio y lo extrano | Ancestralmente seleccionado a nivel
celular

Inmediato Retardado

Moléculas co- Expansioén clonal o

estimuladoras, citocinas J anergia

y quimiocinas IL-2, citokinas
efectoras




Corrinori=2rra2s oa |z ] Lir1lcel=z1el 7 ata
Componente Funcion
Barreras

Capas del epitelio

Prevenir la entrada de microorganismos

Defensinas, linfocitos intraepiteliales

Muerte de microorganismos

Células efectoras circulantes

Neotroéfilos Fagocitosis temprana, muerte de microorganismos
Macrofagos Fagocitosis, muerte de microorganismos, activacion de respuesta inflamatoria
Células NK Muerte de células infectadas, activacion de macréfagos

Proteinas efectoras circulantes

Complemento

Muerte de microorganismos, opsonizacion, activacion de leucocitos

Lectina de uniéon a manosa (colectinas)

Opsonizacion, activacion del complemento

Proteina C reactiva (pentraxina)

Opsonizacion, activacion del complemento

Factores de coagulacion

Compartalizacion de tejidos infectados

Citocinas

TNF, IL-1, quimiocinas

Inflamacién

IFN-ay B

Resistencia a infecciones virales

IFN- y

Activacion de macréfagos

IL-12, 1L-18, IL-23

Produccion de IFN-y por NKy celulas T

IL-15

Proliferacion de células NK

| IL-10, TGF- B

Control de la inflamacion




Madzhitov R, Natura raview in Immunoogy, 2001,
AirzrSand Fagada i Nature ravisue in immuriology, 2005
Mat Rav immunol. 2010 Dacambar ; 10(12): 826-837. doi:10.1938/nri2873

Macoconoclrnlanto Inrnlune 1nnzeo

» Basado en el reconocimiento de productos
Ea%tutwos conservados mediante receptores
y

rtenecientes a vias metabélic?% dnicas a los
mlcroor%amsmos y ausentes del hospedador,

esenciales para la_sobrevivencia del
rMicroorganismo, Eé*: LPS, lipoproteinas,
eptidoglicano y acido lipoteicoico 5
» Permite la identificacion de “huel a? de%adas dpor
0S ricroorganismos”, ausentes del hoSpedador:

sensores deé la presencia de infeccion

» Inflarnacion_estéril en respuesta 3 daino
endogeno gDAMPS): P éuccuén e TNF, IL-1,
reclutarmiento de neutrofilos y macrofagos



Racanioras da la inmunidad Innaes

> Receptores Toll (Toll-like receptors ,TLRs: proteinas
transmembrana localizadas en la superficie celular o en
endosomas

» Receptores NOD (NOD-like receptors, NLRs): Localizados
en el citoplasma;

» Receptores RIG (RIG-I-like receptors RLRs): localizacion
intracelular y participan en infecciones virales

» Lectinas Tipo C (C-type lectin receptors CLRs) y receptores
scavenger: Receptores transmembrana que presentan
dominios de union de carbohidratos.

» Receptores AIM2 (absence in melanoma 2 AIM2)-like

receptors): Presencia de dominio pirina y dominio HIN de
union al ADN bacteriano

Nat Rev Immunol. 2010 December ; 10(12): 826-837.
doi:10.1038/nri2873
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Funciones de activacion de la cascada d
cornplernento / chc sis. frn(“ :lci' n d
cascada de senalizacion que conduce 2
activacion de la inmunidad innata

» Inicio y Activacion de una respueasta
inflarnatoria

Activacion de inrmunidad adaptativa
Control mediante la participacion de
rmoléculas co-estirnuladoras, citocinas vy
cuirniocinas (celulas dendritic cas)

'—n |—|
(13

Racantoras de la Inmunlidad
Trirzesz)



Aiira Shizuo. Curr Opin Immungl, 2003, 15:5-11. ASRNA (virus)

Pasare C. And Madzhitov R, Curr Opinlmmunagl, 2003 15:1-6. Profilin-like molecule l ssRNA. (virus)
GoldatzinmDiRa Curr Ouin lmmungl: 206:4) (protozoa) \ : /
TaksgaKand Axia 3. Intzmational Immungl 2005, 17:1, 1-14 ‘ L
SEhier B, Blood 2009 &N gy
? Bi - ssRNA
P - - 1 " -l &\ e -r JJ T~ A \ " lvirus)
P, - A
Haczororas To

Diacyl = I ‘ T cpoona
- . lipopeptides (bacteria) :\2’) q } (bacteria, virus)
» Haconouczn bactarias, honyous i
virus / N\
» Haconocimiznto da motives T popeptde cirs ] Frasin e
alramantz conszryados: patrronzs i

molzcularas asouciadous a patgygz2nous
(PANMIPS)

» 13 rzezprorz2s Toll hasta anhors:
daseritus

» Dominio 2iceraczlular rico 2n l2uc

» Dominlo intrac i:J,Jlasma'J': c
:ll racanior da -1 (TIR)

» S2falizacion a travas da M/DEJB,
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(IRAK), ractor asociado al racantor
.l-*l TNF (TRAF), NMap XKinasas y (
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Localizacion de PRR




Liew F, et al Nature Review Immunol, 5: 2005

Especificidad de los receptores Toll
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MAP kinases

.

Nuclear membrane

Nature Reviews | Immunolog




Madzhitov R, Natura raview in Immuncogy, 2001

Raconocimiznto da PANMPS
madiado nor TLR

» TLR4: Primer receptor Toll reconocido,
expresado en macrofagos y células
dendriticas

El LPS en circulacion ‘@s capturado por
LBP (proteina de unién de LPS). LPS-
LBP es transferido a CD14 en la
superficie de fagocitos.

Participacion de la molécula MD2,
asociada a TLR4



Madzhitov R, Natura raview in Immuncogy, 2001

Senalizacion via TLR4

Peptidoglycan (G+)
Lipoprotein
Lipoarabinomannan
{Mycobacteria)

LPS (Leptospira)

LPS (Porphyromonas)
GPI ( Trypanosoma cruzi)
Zymosan (Yeast)

LPS (G-)
Lipoteichoic acids (G+)
RSV F protein

Unmethylated

dsRMA Flagellin CpG DNA

Figure 3 | Ligand specificities of TLRs. Toll-like receptors (TLRs) recognize a variety of pathogen-associated maolecular
patterns (FAMPs). Recognition of lipopolysaccharide (LPS) by TLR4 is aided by two accessory proteins: CD14 and MD-2. TLR2
recognizes a broad range of structurally unrelated ligands and functions in combination with several (but not all) other TLRs,
including TLR1 and TLRG. TLR3 is involved in recognition of double-stranded (dsRNA). TLRS is specific for bacterial flagellin,
whereas TLHY is a receptor for unmethylated CpG motifs, which are abundant in bacterial DNA. G+, Gram-positive; G-, Gram
negative; GPI, glycophosphoinositol, RSV, respiratory syncytial virus,



Akira Shizuo, Curr Opin Immunol, 2003, 15:5-11
Medzhitoy,R..Nature review,in Immunoogy,.2001

Naconocimiznto da PAMPS madizdo

nor TLR
» TLR2
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B ey
, i&ki" §resado si exclusivamente en células

icas. Funciona cormo receptor para RNA de
cadena



Estructura y localizacion celular de TLRs y NOD

TLR1
or

TLR6 TLR2 TLR4  TLRS
™

LRR domain

Plasma membrane

TLR3 TLR7 TLR9 \

domain

CARD NOD LRR domain

L H M NOD1
EH H—_nop:2

CARD CARD NOD LRR domain
\ Cytosol

Warren Strober*, Peter J. Murrayt, Atsushi Kitani* and Tomohiro Watanabe, volumen 6, Enero 2006

Endosome
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TasLE 1: Pattern recognition receptor activating ligands from Salmonella spp. and Helicobacter pylori.

Helicobacter pylori ligand

PRR Salbmonella spp. ligand

TLR1/2/6 Lipoproteins

TLR4 Lipopolysaccharide (LPS)

TLR5 Flagellin (FliC)

TLR9 CpG rich repetitive elements in Salmonella DNA
NLRC4 Flagellin (FliC}, T3SS protein Prg]
NOD1 Peptidoglycan

Membrane protein HpaA

Tetra-acylated LPS (poorly immunogenic) Hexa-acylated LPS

Flagellin (very poor stimulator)

Bacterial nucleic acid

Peptidoglycan

Tasre 2: TLR expression within the gastrointestinal tract. (Adapted from Fukata and Abreu 2008 and Gribar et al. 2008) [11, 19].
TLR Stomach Small intestine Large intestine
1 Not detected RNA RNA
2 RNA RNA/protein RNA/protein
3 Not detected RNA/protein RNA/protein
4 RNA/protein RINA/protein RNA/protein
5 RNA/protein RINA/protein RNA/protein
6 Not detected Not detected RNA
7 Not detected Not detected RNA
8 Not detected Not detected RNA
9 RNA/protein RINA/protein RNA
10 Not detected Not detected Absent
11 Not detected Not detected Not detected

Clinical and Developmental Immunology

\ Volume 2011, Article ID 579650, 11 pages ‘
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Sterile inflammatory signal

Putative sensor

Associated pathology

Endogenous
HMGEIL TLR2, TLR4, TLR%, RAGE and CD24 Cellular injury and necrosis
HSPs TLR2, TLR4, CD%l, CD24, CD14 and Cellular injury and necrosis
CD4n
S100 proteins RAGE Cellular injury and necrosis
SAPL30 CLECA4E Cellular injury and necrosis
ENA TLR3 Cellular injury and necrosis
DN A TLEY and AIM2 Cellular injury and necrosis
Uric acid and MSU crystals NLRP3 Giout
ATP NLREP3 Cellular injury and necrosis
Hyaluronan TLR2, TLR4 and CD44 Cellular injury and necrosis
Biglycan TLR2 and TLR4 Cellular injury and necrosis
WVersican TLR2 Cellular injury and necrosis
Heparan sulphate TLR4 Cellular injury and necrosis
Formyl peptides (mitochondrial)  FPRI Cellular injury and necrosis
DNA (mitochondrial) TLRS Cellular injury and necrosis
CPPD crystals MNLEP3 Pseudogout

P-amyloid

NLEP3, CD36 and RAGE

Alzheimer's disease

Cholesterol crystals

NLRP3 and CD36

Atherosclerosis

IL-lao IL-1R Cellular injury and necrosis

IL-33 5T2 Cellular injury and necrosis

Exogenous

Silica MNLREP3 Silicosis and pulmonary interstitial fibrosis
Asbestos NLRP3 Asbestosis and pulmonary interstitial fibrosis




Nat Rev Immunol. 2010 December ; 10(12): 826-837.
doi:10.1038/nri2873

NLRP3 (cryopyrin)




Block agonists:

S TIR domain- TMlgf RC-529 ™~
TIR domain Block recaptor—
interactions j——— | ligand or protein-

protein interactions

omodulacion
> senales
ependientes de TLR

Nature Reviews | Immunology —






SUBROBLACIONES DE CELULAS

v 4

DERIDRITICAS

Dendritic
cell subset Markers Function
Myeloid CD11c*CD205- Located in splenic marginal zones.
CD11b* CD8 -CD4*- | Efficient stimulation of CD4* and CD8* T
z cells. Th2 differentiation

Lymphoid CD11c*CD205*CD11 | Efficiently cross-present exogenous
b-CD8 *CD4- antigens to CD8* CTL. Favor Thl
differentiation . Cross-tolerance to self
antigens.

Plasmacytoid | CD11¢c*CD11b-B220* | Possibly contribute to peripheral self-
GR1*- tolerance. Mediate anti-viral responses

through production of IFN- o .




ECOGNITION
A

T CELL ACTIVATION
AND POLARIZATI

EFFECTOR
TCELLS

apel de las células dendriticas e
la respuesta inmune
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Paviidos antimicronianos: Las
dafznsinas

» Son polipéptidos de menos de 100 aa con
actividad antimicrobiana a concentraciones
fisiologicas. Dos rmiembros principales:
defensinas y catelicidinas (LL37)

+ A, B, 6 defensinas: Hoja plegada beta,
estructura de cisteinas con puentes
disulfuro
Distribucidn: mayor concentracion en

ranulos de almacenarmiento. Celulas de
aneth en el intestino delgado. leucocitos

« Actividad contra bacterias, hongos y virus

Ganz Tomas. Nature Review in Immunology, 2003, septiembre: 3.
Mary E. Klotman and Theresa L. Chang, Junio 2006.
Mona Doss, et alNolume 87, January 2010 Journal of Leukocyte Biology



Bone-marrow promyelocyte Tissue neutrophil

(chagocytosis)
Mucleus |[ER Golgi | Maturing

I [ Preprodefensin [l Prodefensin [l Defensin

HNP: defensina o, péptido de los neutréfilos humanos
Nature Reviews | Inmunology
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Infected =
CD4 Tecell £

HBD2 and HBD3

00 O
O

Mucosal
epithelial
cell

d Macrophage

: f # Chemokines an
< cytokines

2 0 +° ‘ .
' | \ Recruitment of
Immature adaptive immune

l CXCR4 dendritic cell response

Mary E. Klotman and Theresa L. Chang, Junio 2006



, Pertenecen al grupo PRR, expresados en células
rnieloides y células endoteliales

, Captura y elirninacion de elementos propios
transformados (ej: cel apoptoticas)
» Interacciones con bacterias

> SR-AI y SR-AII: Expresados en la rayoria de
rhacrofagos tisulares (no neutrdfilos ni MoNoCitos).

> La elirninacion de estos receptors en ratones conduce a
susceptibilidad a L. rnonocitogenes y S. Aureus

Receprores scavenger en
ITnrnunidacd Innata



Nacanioras laciinzas tipo C an a2
inmunidzid innze:

, Lectinas de tipo C se unen a azucares en una
manera dependiente de Ca utilizando residuos
de carbohidratos altarnente conservados
(CRDs).

» Ejernplos de tipo solubles: Surfactante
pulrmonar (SPA y SPD), llarnadas colectinas
(coldgeno+lectina). Proteina de unidn a
manosa (MBP)

» Al unirse a sus ligandos, las colectinas se
asocian a receptores en la membrana
proroviendo la fagocitosis



Marezpioras Jaciinas iiny C 2n lz
inmunidad innatz

» Familia de receptores e _
unidos a la mermbrana agf ~NO0
del tipo lectina: de TR

B\ I (posee varios
y de tl% 0 I (un
solo omlmo

» De tipo I: MMr, DEC
205

» De tipo II: Langerina,

DC-Sign, induce S { fue

roliferacion de células WV~ =\ A/
rmediada por DC. RN VS



Orlgan v funclonzs da las calulas
TN
» Representan entre 5-20% de los linfocitos
circulantes, 5% de los linfocitos esplénicos

,» Expresion de CD56 y CD16, ausencia de CD3

» Producen citokinas: INF-y, TNF-q,
Linfotoxina, IL-3, GM-CSF, IL-5, IL-13, IL-10,
IL-8, MIP-1¢, MIP-1pB, entre otras.

, Deficiencia de NK, infecciones virales severas

» Resistencia contra: L. monocitogenes,
malaria, T. gondii, Leishmania.



Nature Reviews | Cancer




Clivtosdcidad

» CD3 citotdlicas » Células N

» Educadas para - Reconocen MHC
reconocer péptidos propias

- Grénulos citoliticos - Grdnulos citoliticos
forrmadores de poros forradores de poros

- Poseen perforina - Poseen perforina
anélogo al C9, analogo al C9,
grarmazirme grarzime
(neoformada) (constitutivarmente)

- Citotdxicidad via FasL

- Pico maximo de
activacion 1-3 dias

- Citotdxicidad via FasL

- Pico maximo de
activacion 5-8 dias



Innate immunity is critical to
@ Fathogen adaptive immune response

\ antigen-presenting cell (macrophage or dendritic cell)

/ cytokines

receptors
recognize costimulatory

PAMPS signals

naive T cell effector T cell

@ rathogen/antigen

| I 1
Innate Immunity Adaptive Immunity

http://research4.dfci.harvard.edu/innate/innate.html







Trdfico dz €D mediade por quimiocinas

Path i ‘Immature’
i dﬂﬂdrlli': call Activated ‘mature’
§H‘ ﬁ , ‘ dendritic cell
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