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* Linfocitos son las tinicas
células del cuerpo con una
alta diversidad de receptores,
capaces de reconocer a una
amplia variedad de antigenos

Diversidad generada durante
el desarrollo

extranos, con alta
especificidad (respetando |
integridad de los tejidos
propios) y preservando la
tolerancia

Nature Reviews | Immunology
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Elementos de la
respuesta inmune:

Inmunidad innata:

Células mieloides
(Células dendriticas,
Monocitos/macroéfagos,
PMN, mastocitos)

Células linfoides (células
dendriticas plasmocitoides,
NK, iNKT, linfocitos Tyd),
linfocitos Biay Bib

Inmunidad adaptativa
Linfocitos T (CD4, CD8,
Treg,) y B (B2)




ainmunidad efectiva requiere de un balance entre

la defensa contra los Ag extranos y la no respuesta
contra los antigenos propios”

* Preguntas a responder:
e ;A partir de qué célula se generan los diferentes
linajes?
e ;Donde maduran las células linfoides?
e ;Que factores median este proceso?

¢ ;Cuales son las decisiones que deben tomar los
linfocitos?

¢ ;Que factores condicionan la decision hacia los
diferentes linajes?




“La inmunidad efectivarequiere deun balance-ent
la defensa contra los Ag extranos y la no respuesta
contra los antigenos propios”

e ;Cual es larazon de la existencia
mecanismos de regulacion del desarrollo
de los linfocitos?




“La inmunidad efectivarequiere de'un balance-€
la defensa contra los Ag extranos y la no respuesta
contra los antigenos propios”

e ;Cual es larazon de la existencia
mecanismos de regulacion del desarrollo
de los linfocitos?

e Asegurarse de contar con el repertorio de células
capaces de reconocer a todos los Ag extrafios
presentes en la naturaleza

e Asegurarse que el sistema inmune reconozca como
propio a los Ag del individuo (TOLERANCIA)

e Asegurarse que los linfocitos migren hacia la
periferia con las herramientas basicas para
enfrentarse a los Ag extrafios
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Ontogenia de linfocitos

e ;Cual es larazon de la existencia de
mecanismos de regulacion del desarrollo de
los linfocitos?

e Asegurarse que los receptores antigénicos (BCR,

TCR) sean utiles (seleccion positiva) y los
receptores potencialmente peligrososy
autorreactivos sean eliminados (seleccion
negativa)

e Asegurarse que los linfocitos puedan comunicarse
con las células accesorias (aquellos que no lo hacen
sufren muerte por negligencia)




Ontogenias de linfocitos

e Elementos que participan

o Ce1u1a progenltora aContrionofcellsneartheendosteum
pluripotencial

e Diferentes microambientes
e Células de estromales
e Mediadores solubles

e Interaccion entre las celul
linfoides con elementos ¢
microambiente \

1%, 2,
| ’0




Elementos del'sistema =
inmune

* MHC-1y MHC-II E—

e Moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad de clasely
I T

e Receptor de linfocitos T (TCK
e Receptor de linfocitos B (BCR.

0 O ) A 3

_® Mediadores solublesy sus
N29 (receptores (Ej. Interleukinas:
st 1L-7/1L-7r, 1L-15/1L157)
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Target-gene transcription
and downstream signaling
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Tejido embrionario y
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On}genia de

infocitos

* Células hematopoyéticas

(HSCO):

* Sealojan en la médula 6sea_

e Fenotipicamente son
reconocidas por expresar

CD34

e Actividad de la telomerasay

autorenovacion

Salmen et al Avan Biomed 2 -
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Tcell

NK cell

@

Lymphoid

B cell

Dendiritic

cell

Neutrophil

Basophil

Eosinophil Myelcid

Monocyte

Macrophage

Dendritic

cell

Erythrocytes

Megakaryocyte Erythroid-
megakaryocyte

Platelets

Precursor o éb
femprano con |
potencialidad para
desarrollar células 5?358
del linaje linfoide y

mieloide (EPLM)

Nature Reviews | Immunology
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Ontogenia: ORIGEN DE LAS HSCs

 Médula dsea

* Nicho: combinacién de HCS y
Células del eStI'OIlla, medlan - a Contribution of cells near the endosteum
sefales extrinsecas que
mantienen a las HCS.

- Sitios de contacto cel-cel, cel-ECM,
concentracion variable de citokinas
y factores de crecimiento

« Endostio

« Formado por osteoblastosy
osteoclasto

ECM: colageno, elastina w

(estructurales); fibronectina y '96.' :
laminina, proteoglicanos ' 74
(especializadas)




Nicho: duo entre HSC y células
mesenquimdticas gue regula la
autorenovacion, diferenciacion y E N D E L AS H S CS
quiescencia.

Suple >100 billones de células
sanguineas diariamente
Durante el desarrollo las HSC migran | y
de un nicho a otro para regular su —
diferenciacion 3
Blood. 2015:125(17):2621-2629

mantienen a las HCDS.

- Sitios de contacto cel-cel, cel-ECM,
concentracion variable de citokinas
y factores de crecimiento

« Endostio

« Formado por osteoblastosy
osteoclasto

- ECM: colageno elastlna

Krause Oncogene 2002; 21:3262; Kiel et al NRI 2008, Salmen et al Avan Biomed 2013; Supl 1: 26-39, Wang et al Nat Rev Cell Bio 2011

a Contribution of cells near the endosteum

laminina, proteoghcanos
(especializadas)
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Nicho: dio entre HSC y células 7
mesenguimdticas gue regula la ==
autorenovacion, diferenciacion y E N D E L AS H S CS
quiescencia.

Suple >100 billones de células
sanguineas diariamente
Durante el desarrollo las HSC migran a
de un nicho a otro para regular su
diferenciacion

Blood. 2015:125(17):2621-2629

mantienen a las HCDS.

 Sitios de contacto cel-cel, STe
concentracion variable de VendslEspect
y factores de crecimiento Emergent c

« Endostio

« Formado por osteoblasto
osteoclasto

- ECM: colageno, elastina
(estructurales); fibronec
laminina, proteoglicano:
(especializadas)

® > "Haemogenic
endothelial cell
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Nicho: dio entre HSC y células
mesenquimdticas gue regula la

La placenta representa el principal
autorenovacion, diferenciacion y reservorio de HSC hasta el nacimiento
quiescencia, ’ Una vez 'desar'/"o//c’zda la vascula fura las
Suple >100 billones de células HSCs migran al higado fetal ahi ciclan
de manera activa, en contraste a su
contraparte de la medula dsea . Cuando
comienza a desarrollarse los
condrocitos y osteoblastos se activa

sanguineas diariamente
Durante el desarrollo las HSC migran
de un nicho a otro para regular su

diferenciacion . o,
Blood. 2015,:125(17):2621-2629 el «/70/77//79» Of HSCS)/ CO/O”/ZGC/O” de
Mantienenalas ACS /a mga’u/a osea fetal . Proceso
. mediado por CXCL12
- Sitios de contacto cel-cel, Blood. 2015:125(17):2621-2629
concentracion variable de —
y factores de crecimiento B é
+ Endostio
« Formado por osteoblasto
osteoclasto

- ECM: colageno, elastina
(estructurales); fibronec
laminina, proteoglicano:
(especializadas)
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Nicho: diio entre HSC'y células La placenta representa e/ pr/h/pa/
mesenquimdticas que requla la reservorio de HSC hasta el nacimiento

autorenovacion, diferenciacion y
quiescencia, Una vez desarrollada la vasculatura las
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Nicho: dio entre HSC y células /

mescrqunitios g eiolo || ol repesere dprncps
autorenovacion, diferenciacion y

Una vez desarrollada /la vasculatura las

quiescencia. ' 1 ura

Suple >100 billones de células ’;’I SCs migran ;7/ higado f f tal fah/ ciclan

sanauineas diariamente € manera activa, en conirasre a su

-~ S s in
Osteoblastos Proteina ATG?7, activa la mitofagia

para mantener la funcion y cantidad | Receptores expresados por las CPHs.
de mitocondrias a un nivel minimo

CXCR4, ¢-Kit, Car, Tie-2,CD44, anexinall,

Ligandos para “Homing™.

Selectinase y P, VCAM1, anexinall, CXCL12,
Kit-L.

' Ligandos nicho endosteal.

Jagged1y 2, Deltal y 4, N-cadherina, anexina
11, Osteopontin, Kit-L, CXCL12, Ang-1,
NQS!IM' \ Trombopoyetina.
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Las células estromales perivasculas expresan
altas cantidades de CXCLi2, denominadas
CXCLiz2-abundant reticular (CAR) cells,
regulan HSC autorenovacion, ]
proliferacion y trdfico. © © g
Nat Med 20 AUGUST 2014 0 O
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HSC expresan: Wnt
0 signaling flamingo
(Fmi, o Celsr) y
frizzled 8 (Fzd8),
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HSC expresan: Wnt
signaling flamingo
(Fmi, o Celsr) y
frizzled 8 (Fzd8),
promueven la
quiescencia por evitar
la localizacion nuclear
de NFAT, suprime
expresion IFN-y y
antagoniza las sefiales
candnicas de Wnt

Osteoblast Osteoclast
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«— 7 Wnt

Lymphoid | @B )
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Nonmyg NESTIN" AL /\\l ( 2
NG2 peri- .
e i CXcaz i agocne | Nicho per'/vascu/ar man f/ene alas

HSC guiescente.

Nicho perivascular dicta el
destino de las HSC, estabiliza la
expresion del factor hypoxia-
inducible factor-1 a (HIF-1 a)
Nicho sinusoides: HSC en

1), diferenciacion y autorenovacion
“ Blood. 2015,125(17):2621-2629
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Suda R Trends Immunol 2005; 26:426; Congdon Current Opinion in Immunology 2008, 20:302-307, Stem Cells 2010;28: 1
Nat Rev Immunol2011

-Ontogenia: oRrIGEN DE LAS HSCs

Mecanismos asociados a regular la guiescencia e inmadurez

El complejo represivo
Polycomb (CRP) asociado con
fenomenos de metilacion
metilacion/demetilacion del
ADN vy asi reprimir genes
asociados con la
diferenciacion

Histone deacetylation

Local heterochromatin

623-1629, Cedar et al

/

and demethylation

DNA methylation




Suda R Trends Immunol 2005; 26:426; Congdon Current Opinion in Immunology 2008, 20:302-307, Stem Cells 2010;28: 1623-1629, Ceda etal

Nat Rev Immunol2011 ,, ' ' ' |
JNTOZEeNIa: ORIGEN DE LAS HSCs

Mecanismos asociados a regular la guiescencia e inmadurez

olycomb (CRP) asoczado con

mod/f/ca (0] histonas letzlaaon/demetllaaon del
(tri-methylation sine DN
27 on histone H3 s0Ci( PRC2

(H3K27me3) ), es la unidad
catalitica del Polycomb
Repressive Complex 2
(PRC2).

Previene la maduracion y e/
envejecimiento de HSC,
pero no su capacidad de
autorenovacion

080 8080

Herviou, Oncotarget, 2015 Vol. | /
7 No. 3 J w ﬁ&y
@) ) )

Transcriptional
repression

e

Histone deacetylation Local heterochromatin DNA methylation
and demethylation
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ORIGEN DE LAS HSQ§:

Arresto en el
ciclo celular y
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osteoblastos
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. . crecimiento, inhibicion de la apoptosis,
€ mTegrmaS enlentecimiento del ciclo celular y union

por N-cadherin a osteoblastos
Hipoxia en los nichos: 1-6%
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Hipoxia en los nichos: 1-6%




Immunology 2008, 20:302-307, Stem Cells 2010;28: 16
G ogenla ORIGEN T HSCs

Ubicacién del huso mitético perpendicular al nicho, asi
asegurar que una de las hijas pierda el contacto con el nicho

“Stem cell”: Division

celular asimétrica, — e l bl EEr i e
simetrica X ".:\.. . AT A7
autorenovaciony P (O @ay) \eis
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e Preservacion de la

autorenovacion S el e——
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en linfocitos maduros
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memoria Currant Opinion in Immunology
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- Ontogenia: orIGEN DE LAS HSCs
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~—Ontogenia: SERIE LINFOIDE

e Resumen
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Ontogenia de los linfocitos

* El desarrollo de los linfocitos depende de tres
procesos basicos:

e Migracion y proliferacion

e Diferenciacion: adquisicion de fenotipos
maduros

e Seleccion del repertorio: células especificas

a los antigenos (Ag) extranos y restringidas

por las moléculas de histocompatibilidad
(MHC) propias
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FIGURE 5 | Model for antigen-receptor locus accessibility to the
RAG complex at the time of recombination. (A) In non-recombining
cells, the antigen-receptor locus is inactive, decontracted, and stays
within its chromosome territory. It is located at the nuclear periphery or
close to pericentromeric heterochromatin (PCH). (B) At the time of
recombination, the antigen-receptor locus leaves the vicinity of the

nuclear periphery or PCH, becomes contracted {forming internal loops),
loops out from the repeat-rich core of the chromosome territory, and
becomes accessible to the RAG machinery. Transcription dependent
eviction of H2A/H2B dimers from the nucleosomes and the formation of
hexamers provides a mechanism for RAG access at recombination signal
sequences (RSS).
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Ontogenia de linfocitos: pesarroLLO
DE CELULAS T REGULADORAS

* Seleccidn positiva por agonista

Tregs: especificas

contra antigenos propios

Su desarrollo depende:

fuerza de la sefal, tipo
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timico (c TEC??),

moléculas accesoria (B-
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Inmunoglobuling
(IgM e IgD) +

(comunicacion
intracelular)
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Ontogenia de linfocitos B

» Su desarrollo se inicia en el
higado fetal 8v2-9" semana y e 1t Mokccule
luego continda en la médula dsea

+ El repertorio de células se
genera por recombinaciones de
segmentos de los genes del
receptor de linfocito B (BCR)

» Estdn sujetos a mecanismos de
seleccion positiva y negativa
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Cell proliferation

Cell differentiation

apel de la IL-7

Pre-BCR
Y

Y 5

Large pre-B cell

lgu'

Pre-p,ro;B cell

Late pro-B cell

Immature

B cell
* g’
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Small pre-B cell
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* En ratones knockout de IL-7
atenua la linfopoyesis de B.

» Se cree que thymic stromal
lymphopoietin (TSLP)
pudiera tener funciones
redundante a la IL-7y
compensar la deficiencia de
IL-7.

» Senales mediadas por IL-7, a
través de activacion de
STAT5 y estimula
transcripcion de cyclin D3,
requerida para proliferacion
tanto de pro-y pre-B cell

NATURE REVIEWS | IMMUNOLOGY
VOLUME 14 | FEBRUARY 2014 | 79
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Ikaros y EBF1 (early B cell factor 1) media
remodelamiento de los nucleasomas seguido
por la monometilacion histone H3 lysine 4
(H3K4) que se requieren para la entrada de
factores de transcripcion
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> pre- Cl!)cadengenla L|NFOCITO B

sada + S
Vpr'eB) + Iga/IgB):

Media la exclusion alélica de la cadena
pesada

Inhibe expresion de RAG1/2 y TdT, una
vez reordenada la cadena pesada

Critica para el paso de pre-BI a pre-BII

 Pre-BII: induce re-expresion de RAG
para el reordenamiento de las cadenas
livianas

« B cell linker protein (BLNK; SLP65)-
and Bruton's tyrosine kinase (Btk),
controlan la salida del ciclo celular,
disminucidn de la expresion de las

cadenas sustitutas y expresion de-a [ e | /
All:ee)imon I Negané%ﬁmm

sintesis de cadena liviana “surrogate”

cadenas livianas y paso a células B
maduras

Al formarse la cadena liviana, cesa

o sustituta

LeBien Blood 2000; 96.:9; Martensson Immunology 2000, 101:435, Gold Immunity 28, April 2008, FEBS Letters 584 (2010) 2572-2579, , Current

Pre-BCR no requere ligando para
su activacion , formacion de
conglomerados en menbrana lo
activan
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pesada

Inhibe expresion de RAG1/2 y TdT, una
vez reordenada la cadena pesada

Critica para el paso de pre-BI a pre-BII

 Pre-BII: induce re-expresion de RAG
para el reordenamiento de las cadenas
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and £ arresto en estadio pre-B-cell ] Allergy Clin
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Fig. 1. Aschematic diagram of the signaling pathways initiated downstream of the IL-7R as well as other signaling molecules that work with or inhibit IL-7R activation. Red lines denote inhibitory actions and dashed lines denote
a multistep pathway. See text for detailed description.
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pro-B:
Reordenamiento genético

de la cadena pesada de las
inmunoglobulinas : cadena p

The IgG Molecule
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Ontogenia de Linfocitos B
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Los linfocitos B de MZ B son dependientes de las sefiales de myeloid
differentiation primary response gene-88 (MyD88), IL-1 receptor-
associated kinase 4 (IRAK4), y Toll-IL-1 receptor domain-

containing adaptor protein (TIRAP), senales de TLR
(TLRs, ej TLRio, TLR9).
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Los linfocitos B de MZ B son dependientes de las sefiales de myeloid
differentiation primary response gene-88 (MyD88), IL-1 receptor-
associated kinase 4 (IRAK4), y Toll-IL-1 receptor domain-

containing adaptor protein (TIRAP), senales de TLR
(TLRs, ej TLRio, TLR9).
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Ontogenia de linfocitos B: Subpoblaciones
en la periferia
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® B-1: lgM +
CD5+ gD

493/AA4 1

B2IZ0(6BZ)

en cavidad peritoneal ..

Potencialmente CD23

autorreactivas HSA(T1d30F 1)
CD43

No son eliminadas por b3
antigenos propios CD11b/Mac-1

Ubicadas C]i)referencialmente

o B_2 ® part are ++ and part are —

b Only im pentoneal cavity, B-1 cells are CD1I/Mac-17 i spleen.

() Predominan en la periferia TL, T2 = transitional (maturing) B cells.

MR = maure recirculating B cells.

([ CDS— MZ = marginal zone B cells,

Niiro et al Nat Rev immunol 2002; 2:945, Hardy Immunity 26, June 2007, ,liman Current Opinion in Immunology 2008, 20:149-157, von boehmer Nat
immunol 2010
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Solo 1-5% de los timocitos que sobreviven, sin embargo una vez que pasan la
seleccion positiva, permanecen 2 dias en el timo.

Para ser liberados requieren incrementar la expresion de Kruppel-como
factor de 2 (KLF2) un factor de transcripcion que dirige la expresion de
esfingosina-i-fosfato de receptor-1 (SiP1)
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2: LTi clustering
causes RANK
signalling

3: Inducing LT, B,
expression

1 LT, B,

ONIZACION |

Las Lti (inductoras de
tetido linfoide) CXCR5+

| 1:Initiation | | 4:LTPR
son reclutadas —— N| signalling on LTo
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nuclear factor-B ligand
(RANKL), e induce la
expresion de linfotoxina
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6: Chemokine/LTa. B,
production
positive feedback

5: Increased
clustering

CCLig t Differentiation
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adhesion
. @ u EK LTAR
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COLONIZACION DE ORGANOS LINFOIDES
SECUNDARIOS

CD45+CD4+CD3- , células colonizantes e inductoras de la organogénsis de los tejidos
linfoides secundarios (atraidas por CXCL13, CCL19 y CCL21)

(a) (b) 2
IL7R CXCL13@ VCAM-1 or

ligands
Pape/ =>
Chemotaxis @

preponderan
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v
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N4/
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CXCR5

Vessel
Mesenchymal
cell

Induccion de
moléculas de
adhesion

Acumulo de células
inductoras de
tejido linfoide

Current Opinion in Immunology

Colonizacion por
linfocitos Ty B

CXCR5 y su ligando CXCL13: crucial en el desarrollo de drganos
linfoides. Favorecen formacion de HEV y reclutamiento de linfocitos B
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ONIZACION DE ORGANOS LINFOIDES
SECUNDARIOS

CD45+CD4+CD3- , células colonizantes e inductoras de la organogénsis de los tejidos
linfoides secundarios (atraidas | Celulas mese nquimaticas
(a) (b)
e derivadas de celulas estromales: 1.
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CXCR5 y su ligando CXCL13: crucial en el desarrollo de drganos
linfoides. Favorecen formacion de HEV y reclutamiento de linfocitos B




Qué determina esta
distribucion y trafico
diferencial?

e Expresiony activacion diferencial
de receptores de quimiocinasy de
integrinas

Interacciones entre las células
endoteliales, la matriz
extracelular, quemokinasy las
moléculas de adhesion




—Migracion ce
QUEMOKINAS

emigration
7.
Expresado sobre los linfocitos T
“naive” y DC maduras

5"expresado
sobre Th, permitir
interaccion con
células B

‘Durante la
activacion inicial
los linfocitos
pierden el
receptor CCR7 y
adquieren otros,
lo que le permite
salir hacia los
tejidos
inflamados




Organos secundarios

* Funcion:
e Facilitan el trabajo de los linfocitos

e Sitios de encuentro entre células presentadoras de

antigeno (APC) y linfocitos

e Proveen el microambiente adecuado para la expansion
de linfocitos T

e Optimizan la activacion de linfocitos B “naive”




Todo el proceso de
ontogenia permite a
5 los linfocitos estar
M preparados para

reconocer de manera
especifica a los
antigenos extranos




