RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA




Preguntas a responder

® Cuales son las bases de la especificidad de la respuesta

inmune adaptativa
® Como se activan los linfocitos T y B

® Que moleculas participan: solubles (citocinas y quimiocinas)

y adosadas a la membrana (co-estimuladoras)

® Cuales son las principales funciones efectoras: citotoxicidad y
anticuerpos

® (Generacion de celulasT de memoria y la regulaci(')n de la

respuesta




e

Caracteristicas de la respuesta

inmune especifica

Memoria
Especificida
Control genét
Tolerancia .
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Inmunidad adquirida: Caracteristicas

generales

Inmunidad adquirida especifica para

el patdgeno, esta ausente o es débil’
durante las fases iniciales de la
primera exposicion y la re-exposicion
incrementa dramaticamente su

eficacia: 0 -

»Previo a la exposicion el numero de
clonas especificas es muy bajo

»La expansion de estas clonas ocurregen
14 dias &
»>1 clona puede dividirse hasta 15 veces
y dar origen hasta 50000 hijas !
»El tiempo necesario para instruir esta
proliferacion es de aproximadamente 12-
24h

1 ()

Luego sigue una fase de contraccion,
regulacion de la respuesta y subsecuente
generacion de células de memoria

-

Require APCs vy linfocitos del mismo individuo

Immediate innate mechanisms
= complement, natural anbbodies
» pther antibactedal faclors

\

1 minute 1 hour

"Natural' and ‘actual’ memory
o DC-MZB/BE, NKT, some 18 T cells

\ Adaptive immunity

* GC: FOC-B-cel-T-call-

8y,

AR

1 day 1 week

|
.-dff"%a lmﬁf N\

™

Mature Reviews | Immunalogy

Cell. Mol. Life Sci. (2012) 69:1565-1575 /




4 ™
Respuesta Inmune adaptativa

Innate immunity Fungus
Muccsal suriace @‘é‘a‘j Polarizacion de la
rl]ﬂ A respuesta inmune
]Im lO' 010 dependiendo de las
L . Neshclon caracteristicas del
NN G i patdgeno:
. Th1, Th2, Th17,

Th3/TREG, Th
foliculares

ST =
Mature Reviews | Immunology /




Abbas A. Et al, 2009

Inmunidad especifica: Fase
efectora

Mecanismos de
defensa adqulrldos. S

[ aoaliin macinieid

LinfocitosT: el o

Potenciadores y facilitadores de la B ypteyies
respuesta efectora, citotoxicidad,
secrecion de citocinas ‘ z{ \
-

o
Anticuerpos (producidos por .:‘”m;?\ ,
los linfocitos B): of 3}/ ) 4
%'Y 3-,.: =
!

Neutralizacion de toxinas y virus,
inhibicion de actividad enzimatica,
LT LR
bloqueo de la adherencia R

microbiana, inhibicion del o,
crecimiento de procariotas, ADCC 0‘

Copyright © 2003, Elbiai Sciafeia (UISAY, ANl ighty risrnd
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Respuesta mediada por linfocitos T

Diferenciacion en linfocitoT activado

CélulasT de memoria

Tethering/Rolling — Activation ——Adhesmn -

Proliferacion
Funciones efectoras: "=~y 1o7- AW
D e oloysyyalo ofovelclofsy=ol o
4 ° O
produccién de citoc B D00 E ki e O s ~ DOAEE
° ° od d O & S S i 0|0 0lo O o Ooe % lO O
CltOtOXlCl a ) Dermis © . : : °°o
° T 4 \ Chemokine/o 6
inmunomodulacion //—e:&
/ Dermal posteapillary venule

Systemic circulation
Transmigration

Selectin - ; & @, .

Efferent lymphatic ) £ n ligand
Selectin Chemok ine Chemokin Integrin
ligand A ChemoKne

/




" Fases de la respuesta inmune

mediada por linfocitos T
1-Reconocimiento del antigeno
2-Activacion
3-Fase efectora

[
In vivo
IL-2, -4,

w1/ N | :
| ﬂi" |t | | |
e i | i
||*~ P;:r |"-1‘!}~ ‘i‘,—‘n -
| u- ||‘~w,r ||*t'-=r
r
IL-B, IL-12, TNF, ! )

othar yo-family cytokines?
4-1B8, OX40, CD2T,
othars? Effector T call

Nature Reviews | Immunology




Sitio de p i T
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K Dominios que traducen la informacion al interior de la célula

Tissue Cell—cell interactions Molecular interactions ilan et al Nat Rev Immunol 2011 \
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Signal 2

#\ctivacion del linfocito T

—
polarizacion de la
respuesta
l inmune
5//.. " |.
@* b
: A [
i Cytokines

\

Signal 3

.i'.

\

La senal 3, se
asocia con la

Kalinski et al Nat Rev Immunol 2005 /
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Sinapsis inmune

Rafts:
microdominios
Lipidicos de
colesterol

y Esfingolipidos




"Estructura y funcién de los “rafts”
o balsas lipidicas

@ Regiones especializadas en la L@
membrana plasmatica
(compartimientos)
enriquecidas en colesterol,
glicoesfingolipidos y
esfingomielina

® Contienen proteinas de
sefnalizacién tales como
protein kinasas src proteinas
asociadas a GPIl y proteinas
adaptadoras

® Plataformas de senalizacion

K Kinashi Nat Rev Immunol 2005




mark et al JCB 2005; 170:177 \
Sinapsis inmunolégica: c-SMAC

Localization to the Immunological Synapse

® c-SMAC:

e SMAC incrementa la activacion y la
prolonga por concentrar TCR/MHC en
un area determinada

® Dependiente de actina, de los
microtubulos y de la polarizacion del

MTOC

o Requerida para: sostener la produ

dirigida de IL-2 y proliferacion




6oestimulaci6n en la activacion del linfocito P

Nat Rev Immunol 2008 /

Hstune Reviaws | renunobomy




Activacion de linfocitos T
Moléculas coestimuladoras

Sus ligandos pueden estar en
las APC, células blanco,

endotelio vascular y matriz

extracelular

No son polim(')rficas ni
variables

Incrementan la fuerza de
union entre las celulasT y

las APC y la eficacia de la

presentacién antigénica

\




Activacion de linfocitos T
Moléculas accesorias/co-
estimuladoras

Contribuyen en la

traduccion de senales

en las célulasT

Determinan diferentes
fases de maduracion de
las célulasT

Mature Reviews | Immunology




a Activacion de linfocitos T h

Funcion de la molécula CD40L

Interaccion CD40-CD40L

favorece la expresion del
CD80 y CD86 sobre el

linfocito B y es necesaria

Co-stimulatory signals

para la activacion de las

celulas dendriticas (Fase 1)

CD40-CD40L median la

}
. . Q0 ® 11cel O IFN-y
liberacion de IL-12 (Fase 2) RS o
o OX40-OX40L, median @ T, cel © 10
) ) ory signals 3 Dendritic cell 0 IL-12
liberacion de IL-4 y L .
POIarizaCion Th2 (PartiCiPan “* Regulatesthrough == Produces

K €n la pOlarizaCion de la RI) Copyright © 2006 Nature Publishing Group

Nature Reviews | Microbiology




" Activacion de linfocitos T:papel de
CD40/CD40L y OX40/0X40L

™
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Fendmenos bioquimicos y moleculares en la

activacion de los linfocitos T

Eventos tempranos de traduccion de senales

(fostorilacion (RSGICk y ZAP70), moléculas
adaptadoras (LAT))

Activacion transcripcional de varios genes (T-bet y

GATA3)

Expresion de nuevas moléculas en la superficie celular

CD69)

Secrecion de interleucinas o citotoxicidad
Mitosis
Regulaci(')n negativa de senales de activacion
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Proliferation Cell-cycle arrest
Differentiation
Effector function

Nature Reviews | Immunolog

Co-estimulacion de T

CD28 es clave para la activacion de PI3K,
gue en conjunto con Ick y ZAP70, generan
activacion de linfocito T

Activacion delNjnfocito T

Unstimulated state Following TCR ligation
| [ 1
™ 5
CDarg [ CDa/s
CD3

80 ;
A Pt

AN

Ca?+flux ERK JNK P38
L ]

Activation of transcription factors
Cytokine production
Proliferation

CD3

Nature Reviews | Im~




e \
[

Activacion del linfocito T
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Signal 1 Signal 2
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Interleucinas:
Propiedades generales

Forman parte de la fase efectora de la RI

Su secrecion es breve y autolimitada

Son producidas por multiples tipos celulares
Tienen multiples efectos sobre una misma célula
Sus acciones son redundantes

Ejercen su accion por unirse a receptores

especificos (autocrina, paracrina y endocrina)

33 diferentes ILs hasta ahora descritas




Interleucinas:
Propiedades generales

Comparten receptores con estructuras relacionadas,

asociados a Janus kinasas (Jak, 4 miembros)
Inducen la sintesis y accion de otras ILs
La expresi(')n de los receptores esta regulada por senales
] (e
espemflcas

Su senalizacion esta relacionada con activacion de factores
activadores de la transcripcic')n llamados STAT (6

miembros)
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Senalizacion
mediada por
citocinas

b Psaudo-kinasa Kinase
domain domain
JHT JHE JHS JH2 JH1
JAK N-{ ] [1 [ 1 ] E— | [ ] - | e
ee
c Amino-terminal  Coiled-coil DNA-binding  Linker SH2  Transactivation
domain domain domain domain domain
STAT N-E ] r ¥ SC

Nature Reviews | Immunology




Interleucinas:
Propiedades generales

IL-7R IL-2R IL-15R

IL-2/IL-15Rp € —

IL-2Rax @

IL-2/IL-15Rp € —

L-15Ra .

Nature Reviews | Immunaology




Clasificacion de las interleucinas

basada en sus receptores

® Typo I:
* Citocinas que utilizan yc: IL-2IL-7, IL-9, IL-15, IL-4
* Citocinas que utilizan Bc: GM-CSF, IL-3, IL-5
* Citocinas que utilizan gp130: IL-6, IL-11, IL-12
* Citocinas que utilizan receptor homodimerico: Epo, Leptina, Prl, GH
® Tipo Il
e Interferones: K,y,affictural classification of cytokines and receptors
® Familia de IL-10 (19, 22, 24-my 26)
¢ Familia de IL-20 & b ok
e [L-28, IL-29 (actividad pareCIda a'IFN -y pﬁcﬁilferentigeptor);hemomneFa

-r_ kN ﬁs i i type
== B =
lg-type TNFR-type Cﬂﬂk'ﬂeﬂ cytokineR

type | type Il

=/




/ ™
Supresores de la senalizacion

dependiente de citocinas (SOCS)

® 8 miembros de la familia de proteinas SOCS

® Actilan como represores o moduladoresde las

senales de citocinas

® Actlian sobre residuos de tirosina en las JAKs y
en el tallo citoplasmético de receptores para
citocinas

® Actiian como pseudosustratos para las JAKSs

° Contribuyen a la degradaci(')n de elementos de

~ . o« / . . . . o« /
senalizacion mediante ubicuitinagion.
F3s D &2 L%
M—] KR | Cassical 3H2 domain c
|

]
SH? J o Horgin B Eliarggir 1
" @cdlrﬁ
FRE 3
EX ligase

\ Yoshimura et al Nat Rev Immunol 2007 : 7: 454 4




6ontrol de las iy
senales a
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Funciones de lalL-12




Polarizacion de la
respuesta inmune

TSLP

Pe ptde IL-2Rat

-2 IL-7
Other $ é)
signals | || 4ra. II Ye IL-2RB ]llv IL-7Ra, |!T IL- ?Rall TSLPR
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0 : stren gth \ / IL—4
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/ a Positive selection

TGF-B

IL-12
TGF-B @

\Qell Physiol. 211: 273-278,2007, Paul Nat Rev Immunol 2010
Nature Reviews | Immunology

\

Diferenciacion de las
células TH (CD4+):

TH1 (t-bet): IL-2, IFN-y
TH2 (GATA-3): IL-4, IL-5, IL-13

Cel T reguladoras: TREG: TGFb
/TH3: IL-10: (CD4+CD25+
Foxp3 +), producen IL-10, TGF-3

Th17: IL-17, Artritis
Reumatoide
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~ Pro-inflamatorias
1FH-Y l

IL-18

IL-12
Treg — Decreased
autoimmunity

TGF-B

Treg«p

IL-23
Increased
autoimmunity
IL_ .

llona Gutcher and Burkhard Becher J. Clin. Invest. 117:1119-1127 (2007

/




4 ™
Regulacion de la respuesta inmune

Inhiben la
expresion de
moléculas co-
estimuladoas y
compiten con las
efectoras por la
APCs

Abbas Nat Rev Immunol 2003

-




/I\/Iasopust et al J Immunol 2012; 188:5811-5817

Generacion de células\de

Division celular asimétrica: Efectora/Memoria

ANA

*  Pathogen

O Epithalial cell

% Dendritic: cel 3 \

@I rTew : rasident in extra-lymphoid tissue, absant from blood and SLT g, Proliferation 3
= Differentiation -

©) mTem: constitutively migrates between blood & lissues tm o mmmmct

@ bTew ; in blood and red pulp, recruited to inflamed tissues

@ Tom : recirculates between blood and SLT

Effactar: migrates from SLT to tisswes

Je clilidud) e "




Quimiocinas en la Rl

1. Donde ocurre el
encuentro entre las
APCs/Lin T?

2. Como se relocaliz
estas células despué
del desafio antigénico® |
3. Como se establece la N
comunicacién entre
linfocitos By T (si estan
alojados en diferentes
micoroambientes)

Mature Reviews | Immunology

- /




Regulan la quimiotaxis y la ?

o / ° .
expresion de las integrinas

Poseen 4 residuos de cisteina
y dos puentes disulfuro

Los receptores pertenecen a
la familia de proteinas que
atraviesan 7 veces la
membrana, unidos a la
proteina G la cual activa ala

PLC

Kinashi Nat Rev Immunol 2005 \

Interleucinas:
Quimiocinas




Interleucinas:
Quimiocinas

Dos familias, 50 miembros identificados

RANTES , MCP-1, MIP-1a. y B , EOTAXINA

IL-8, GCP-2, PF4, PBP, SDF, NAP, ENA
C

Lymphotaxina-o. y lymphotaxina- 3
CX;C

Fractalkina

Ransohoff RM, Immunity, 2009; Distler JHW. Rheumatology 2009

/




Trafico de CD mediado por quimiocinas

CCRY es el principal regulador del trafico en los 6rganos linfoides secundarios

Pammn 'Emmatul'ﬂ’

dendritic cell Activated ‘mature’
e —»
& ﬂ -‘“ ‘ LURIP LAy dandritic cell

& rrat G .@ biion = "_/"’fﬁ L
a

Tissue
macrophi

Capillary \‘.._‘
endotheli

CCRY es
fundamental para
que las DCs y
linfocitos T se
encuentren en el
nodulo linfatico
Su ligando CCL19
es producido por

/| fibroblastos

estromales de NL

CCRY7 es
expresado DCs
maduras, linfocitos
By T virgenes,

= Células T de

memoria central ,
Células T
reguladoras o Treg

F6rstr et al Nat Rev Immunol 2008; Mueller Nat Rev Immunol ZOOy




Funcion efectora:

CTL

Citotoxicidad
m‘&o _ Cytotonto grornie

Mature Reviews | Immunology




~ Funcidén efectora: Respuesta
Inmune humoral

‘exposure Second exposure
antigen to antigen

Antibody-secreting MY »% f'ﬁ’

plasma cell

g

Activated / Secondary

B cells w4 response : Long-lived plasma
\ cell (mainly in

bone marrow)

Antibody-
secreting
plasma cell

IgM

]
£
Activated i . i
B cells =<2~ I
i i 1 1
1 i i i i
1 | Primary A E :
i | response| ! ‘ ;
: B o G :
! il PN ) '8 ;
i . : B cell
i 1} H
i i i i
, . Long-lived % s
5 ) / plasma cell E
~ . a0 | (mainly in ¢ Bell !
” 3 1 !
j _Naive B cell ! bone marrow) | ;
5 : i }{/ : i : 7
0 5 10 365 0 5 10 365
T Days after antigen exposure T




Activacion de
los linfocitos B
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300 || g || 1§ SN |||
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K
Signal transduction  Intemalization

. . 7/ \
Activacion de won  uows

los linfocitos B

it 0

Nature Reviews | Immunology




Maduracion de linfocitos B:
Cooperacion por Th foliculares

A través de la cooperacion con las Th foliculares (IL-21 e ICOS
dependiente, son CXCR5+ y pierden CCR7), maduran Linfocitos B
de memoria y células plasmaticas

Primary SCS macrophage
E-EE[[ Fnlln:lE

a sl | Secondary follicle formation | €
1 —'d-.-l"'!‘ .-"‘.‘_-"‘-
g 1\.\ J.r .

Fnlhcu lar D'C

Cummltment s
to B cell
memaory

! |Antigenyy
+ |uptake

A‘Fﬁnity 4
maturation

@ E Plazma cell *&
@@L@ ' @@ @?ﬂ* Antil:uqd:.-‘ Antibody
@ Ty celll @—h @ * secretion secretion

CD4* T cell Lymph E Non-GC B cell | |Mon-GC plasma cell
proliferation| | node exit|; |differentiation | [differentiation

K McHeyzer-Williams Nat Rev Immunol 2012

T cell zone /| B cell zone

Antigen- CD4
primed DC T cell




/de Villartay et al Nat Rev Immunol 2003; 3:962, McHeyzer-Williams Nat Rev Immunol 2012

Ontogenia: csre &
hipermutaciones somaticas
IgM: 1gG, IgA o IgE

» Cambio de isotipo (CSR)

o Cambio de la regic')n constante Selection

conservando la misma espec1ﬁcldad

b Pre-GC T, cell Antigen-primed B cell C IgG1

GC pathway

Cognate
contact




/de Villartay et al Nat Rev Immunol 2003; 3:962, McHeyzer-Williams Nat Rev Immunol 2012 \

Hipermutaciones somaticas y cambio de
isotipo

Citidin deaminasa

— et inducida por

l activacion (AID)
Cada isotipo es
Transcription of targeted regu|ado por
Activada por — Jracil N- citoquinas
Clivada po l glycosilasa
CD40/CD40L
Endonucleasa
DMA arteratlnns/ .—> apirimidica
AlD LING -
C L
g g
o 5
OMNA break
Error-prone DNA DMA repair
polymerases and

mismatch-repair enzym 95/ MWHE




Inmunoglobulinas: ¢cémo se genera la W

[asma cells

region variable?
o” o

Mt’lltiples segmentos y

recombinaciones

Union de las cadenas pesad

livianas

el sitio de union

/

Hipermutaciones somaticas

B cell

i 5=

@O
O GC founder cells

Germinal centre
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Abbas A Immunol Cell Mol 2009

Respuesta inmune humoral:

Eliminacion del antigeno mediado por
anticuerpos

Funciones de las inmunoglobulinas:

Unidos a la membrana:
Proliferacion y secrecion de Ac

Neutralizacion de toxinas

Neutralizacion de virus

Opsonizacion y activacion de la fagocitosis
Activacion de complemento

Citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC)




/\’b/bas A Immunol Cell Mol 2009

® Plasma y liquido intersticial

® Fluidos secretados

® Moco, saliva, leche

® UUnidos a la supertficie de algunas celulas a

traves de receptores especiticos para Fc (Ej.
NK)

® Unidos a la superficie del Linfocito B
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Abbas A Immunol Cell Mol 2009; Janeway Immuno Biol 2005

Inmunoglobulinas: ESTRUCTURA

2 Cadenas pesadas (55 o 70

kD)
2 livianas (24 kD) | The IgG Molecule
Dominio C : 110 aa Fab arm waving
5 clases o isotipos Domin_o V X (3(
IgM (W), IgG (y), IgA (o), ' Fab: sitio
IgE (€) e IgD (0) de union al
) Ag
Domino C Fc: funcién
efectora

l

B hdilce: Clarkc 1974




7 Abbas A Immunol Cell Mol 2009

Estructura de las inmunolglobulinas:

cadenas ligeras

Dos clases o isotipos
KyA
Dominios Constantes
y Variables
Longitud de 110 aa

CDR=10aa

CDR1,CDR2 y CDR3
es la mas variable

&8

The IgG Molecule

Fab arm waving

a Fc wagging

2 hike Clang 1994

/




Estructura de las

iInmunolglobulinas: cadenas pesadas

Cinco clases o isotipos

The IgG Molecule
Ha ya (l, 89 8 Fab arm waving
Dominios Constantes y Fab slbow band
Variables '

Longitud de 110 aa

Dominios de 12 kD .
CDR=10 aa \/,

CDR1, CDR2 y CDR3 (es la mas
variable)

Los dominios constantes son
diferentes para cada isotipo

IgM e IgG: 4 dominios y el
resto 3 dominios

X Qb;ﬂtinn

\/‘ Fc wagging

& Mie Clark 1974

/




Inmunoglobulinas: actividades
biologicas

IgG:

Mas abundante (75%)

Predomina en la

respuesta secundaria

Unica que atraviesa la
placenta, responsable
proteccion del RN

Fija el complemento, (
une CH2

\
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Inmunoglobulinas: actividades
IgA: biologicas
Celulas B IgAm mas abundante en placas de Peyer,

amigdalas y otros tejidos linfoides de las mucosas

IgA dimérica y trimérica en secreciones: saliva,
lagrimas, mucus intestinal, secrecion bronquial,
leche, fluidos prostatico, etc.

Dos subclases: IgA1 e IgA2 | == ¢ =
Componente secretorio o I v




Inmunoglobulinas: actividades
biologicas
IgM

IgM:
10% de Igs séricas
Pentameros 900 kDa
Predomina en RI primaria

IgM e IgD mas frecuentemente
expresada en superficie de
linfocitos B “naive”

Mas eficiente para fijar
complemento

Existen receptores Fc pero aun no
bien caracterizados

-




Inmunoglobulinas: actividades
biologicas
IgD:
180 kDa, mas comun en la superficie de linfocito B

raramente secretada

Co-expresion de IgM/IgD en linfocito B por empalme
alternativo, pero con idéntica especificidadd
antigenica

Media activacion del linfocitos B

Cuando el linfocitos B se activa cesa la expresion
de IgD




Inmunoglobulinas: actividades
biologicas
IgE
0,004% sérica

Participa en las enfermedades alérgicas a traves de

la sensibilizacion de mastocitos y basofilos, por
Fce de alta afinidad

Defensa contra parasitos * ) W L

Solo monomeérica
Fc reconoce CH3 o

~ _
Granule contents + Mazt cell basophil
(immediate release)

.T_'r:::‘i_:n'm .\\" Cytokine production {over hours)
e Including IL-4 and IL-13
-4
rs
di
nes

Heparin
e-derived lipid

over minutes)
aglandins

c

a8 3
T
:.Lnﬂm

FEE




