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"L'attivazione dei linfociti T

Il materiale presente in questo documento viene distribuito esclusivamente ad
uso interno e per scopi didattici.



L'ATTIVAZIONE DEI LINFOCITI T naive e effettori

| linfociti T naive
individuano gli antigeni
ricircolando attraverso | Iinfonodi.
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Le cellule dendritiche captano I'antigene presente nei tessuti,
migrano nei linfonodi drenanti e presentano gli antigeni alle cellule T vergini

dermis

epidermis

Dendritic cells take up bacterial antigens in Dendritic cells bearing antigen enter
the skin and then move to enter a draining the draining lymph node, where they
lymphatic vessel settle in the T-cell areas




Durante il viaggio fino ai linfonodi
maturano cambiando forma, fenotipo e funzioni

DC immatura DC matura

cell body Segnali derivati
o dai patogeni

Cellula Cellula
dendritica dendritica
immatura matura
Cattura Funzione principale Presentazione
dell’antigene dellantigene
ai linfociti T

++ Espressione dei recettori =

per 'Fc e dei recettori

per il mannosio
— o bassa Espressione ++

delle molecole coinvolte
nell’attivazione dei linfociti T:
B7, ICAM-1, IL-12

Molecole MHC di classe I
~10 ore Emivita >100 ore

Numero di molecole
~108 di superficie ~7 x 108




Le DC mature forniscono ai linfociti T naive tutti i segnali
di cui hanno bisogno per diventare linfociti effettori

Cattura

dellantigene | ¢

Presentazione
dellantigene

Cattura ~ Attivazione
dell’antigene e maturazione
~dapartedelleDC ~ delle DC

DC immatura
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Come comunicare? Incominciando a toccarsi

Molecole d'Adesione InterCellulare (ICAM) della

superfamiglia delle immunoglobuline che legano Ile
integrine



LFA-1(CD11a/CD18)

/7~ N\

LFA-1
|

LFA-1
|

-Appartiene alla famiglia delle integrine

-T suoi ligandi sono ICAM-1 e 2 espressi
dalle cellule APC ed endoteliali

-E’' responsabile dell'adesione tra:

* linfocita T/APC
» linfocita citotossico/cellula bersaglio
» leucociti/endotelio

T cell initially bind APC
through low-affinity
LFA-1:ICAM-1 interactions

Subsequent binding
of T-cell receptors
signals LFA-1

Conformational change in
LFA-1 increases affinity and

prolongs cell—cell contact Dispiegata

T cell
CD4 TCR LFA-1

AN

MHC
classll ICAM-1

antigen-presenting cell (APC)

A

%—i__‘ﬂ;/

(affinita alta)

L'affinita di LFA-1 per i suoi ligandi & regolata dal riconoscimento dell'antigene!




Nella zona di contatto tra APC e linfocita T si localizzano
le molecole coinvolte nella propagazione del segnale



Il riconoscimento dell'antigene induce il reclutamento
del TCR nel sito contatto tra il linfocita T e I'APC

Dopo aver interagito con |l
complesso MHC-peptide il TCR
trasloca in un micro dominio della
membrana (LIPID RAFT) ricco in
colesterolo, acidi grassi insaturi,
sfingomielina e glicosfingolipidi



La sinapsi immunologica

A
Cellula T APC
MHC
SMAC di classe I
7 oW ICAM-1 | {
s [l [ u
Cellula presentante I'antigene { TCR W
La regione di contatto del linfocita T con '
, e LFA-1 i
I'APC e chiamata :
sinapsi immunologica
Nt_alla sinapsi tutte le proteine che S
interagiscono tra loro formano T

una struttura nota come Complesso di
Adesione SopraMolecolare
SMAC = SupraMolecular Activation Cluster



The immunological synapse in different types of T cell
interactions

Helper T cell Cytolytic T cell

B TCR
"~ LFA-1/tdlin

Time 1 lytic granules




La trasduzione del segnale da parte di recettori di membrana
prevede una fase citosolica e una nucleare
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Nei linfociti T il TCR & associato al complesso CD3/¢(
responsabile della trasduzione del segnale

TCR

recognition

(ITAM motif:
YxxL/IxxxxxxYxxL/l
Sito di legame per

proteine contenenti SH2 - .
g _J signaling

Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif



CD4 e CD8 partecipano agli eventi precoci di

trasduzione del segnale =

consentono l'attivazione della tirosino chinasi Lck
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In seguito al riconoscimento
dell’antigene il complesso
del TCR e i corecettori
vengono raggruppati

SAOOC . .
nei raft di membrana

O &

}

" LCK fosforila le tirosine
presenti nelle ITAM
della catena C




Sito di

legame alla
membrana

Lck appartiene alla famiglia delle
tirosino chinasi Src

SH3: lega peptidi ricchi di residui di prolina
SH2: lega residui di tirosina fosforilati

La loro attivita € regolata da residui
di tirosina presenti nel dominio chinasico

Gli enzimi responsabili degli eventi
di fosforilazione/defosforilazione
del residuo inibitorio sono:

Csk= tirosino chinasi

CD45z= tirosino fosfatasi

unique
region
SH3
domain

SH2
domain

kinase
domain

activating

inhibitory

Sito di
legame ai

corecettori
CD4/CDS8

— tyrosine residue

— tyrosine residue

=

4
Defosforilazione
del residuo di
tirosina inibitorio:
conformazione
aperta, attiva

=
W
Fosforilazione
del residuo di
tirosina inibitorio:
conformazione
chiusa, inattiva




Proteino chinasi e fosfatasi sono coinvolte nell'attivazione dei linfociti T

CD4 CD45

TCR:CD3 complex

N ¢
’ Phosphatase
i LeK []: domains
JL -
N N
Fyn and Lck protein tyrosine kinase Protein tyrosine phosphatase
clustering activates kinase activity activates Lck and Fyn

CD45 = L-CA = Leukocyte Common Antigen



Eventi di attivazione prossimali alla membrana

Lck phosphorylates the ITAMs in the
TCR upon co-receptor engagement
with antigen:MHC
Antigen-presenting
L cell |

° Il _

MHC
classl

CcD4
Extracellular

TCR

n

l ITAM ~|E-1z

Lck ]
Tcell ,
— — kinase
e domain
ZAP-70 is recruited by tandem SH2
domains to the ITAMs and — Cytoplasm

is phosphorylated by Lck




Principali enzimi coinvolti nell'attivazione dei linfociti T

CD4 CD45

TCR:CD3 complex

&
3] Phosphatase
t@ domains
((
- Jd L < L
\/ ) \/ \/
_Fyn or Lck phosphorylates tyrosine Fyn and Lck protein tyrosine kinase Protein tyrosine phosphatase
residues on tthC;)% ?n% $ (liTAMs, allowing clustering activates kinase activity activates Lck and Fyn
-70 to bin




Structure of the related Syk and Zap-70 tyrosine kinases

B cells and
mast cells

T cells

Syk N
130 29031242

14 106 167 258 364 Gz

a4k

519 520

10 ing 162 £54 337 50g
Zap70 N c
126 290 21 496 487

4a1402

SH2Z(N) SHZ(C) linker kinase



Attivazione della tirosino-chinasi citoplasmatica ZAP-70
e propagazione del segnale

CD4/CD8

ZAP-70 si lega
alle fosfotirosine
della catena (

e fosforila le proteine
adattatrici, come LAT

Ras, fattore
di scambio GDP/GTP

Le proteine adattatrici
e i complessi enzimatici
vengono reclutati
in corrispondenza
della membrana:

Fosforilazione Attivazione delle vie sono attivate molteplici vie
€ gttiyazions i LGy Ras e MAPK di trasmissione del segnale




Meccanismi di attivazione a valle di PLCy:
il metabolismo degli inositoli

Reclutamento Idrolisi  Attivazione

loni Ca2+ e attivazione di PLCy1  di PIP, della PKC

o extracellulari Z . 0 o :
@) OO
o©

STIM1

Riserva di Ca?*
intracellulare



Meccanismi di attivazione a valle di PLCy:
I'aumento di calcio citosolico e I'attivazione delle PKC
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La via di RAS e delle MAP chinasi nell'attivazione dei Imfocm T

Reclutamento e attlva2|one ' Scambio
Z delle proteine adattatrici GDP/GTP su Ras

(252 £25252452

i () M) ’
W RSB

" Cascata delle
. MAP chinasi
|

Sintesi e attivazione
dei fattori di trascrizione
(per esempio, AP-1)




Queste vie attivano diversi fattori trascrizionali

' Fosforilazione, rilascio ' ' Defosforilazione ' ' Vie della
_ e degradazione di IkB di NFAT citoplasmatico ~ MAP chinasi
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Non basta il primo segnale ad
attivare
il linfocita T vergine.....

Specific signal alone

tissue cell

MHC
class Il

N

_ N
Inactivates T cell (anergy)

.. Sono necessari due segnali
indipendenti

Specific signal and co-stimulator

MHC
class I

antigen

T-cell
receptor

= =

v
Activates T cell

Figure 8-10 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



In cosa consiste il secondo segnale?

INTERAZIONI TRA MOLECOLE ligandi espressi dalle APC
DI MEMBRANA I

recettori espressi dai linfociti T

*Consente la piena attivazione dei linfociti T

*Limita la possibilita che il riconoscimento dell'antigene su
cellule non “professioniste” possa indurre una risposta contro
il self (tolleranza periferica)

*Genera una risposta immunitaria appropriata, focalizzandola
verso il non self aggressivo



Il 2° segnale: Le molecole accessorie dei linfociti T

@ Linfocita T helper CD4+ @ CTL CDS8+
TCR ;! < TCR B ¢
LEAT e OD2 Co2 GRS CD3 ;i cps ©D28

éf‘ 22

4

. MHC di |LFA-3
ICAM-1 classe | B7-1/B7-2

Peptide +

MHC di LFA-3
ICAM-1 classe || B7-1/B7-2

APC esprimente molecole i -
: Cellula bersaglio esprimente
MHC di classe |l molecole MHC di classe |

*Le molecole ACCESSORIE sono NON POLIMORFICHE ed INVARIANTI
* Agiscono aumentando I’ interazione (ADESIONE) tra linfociti T e APC e
generano segnali di COSTIMOLAZIONE

°L’ espressione e la funzione delle molecole ACCESSORIE é regolata nel
TEMPO e nello SPAZIO



La principale molecola costimolatoria dei linfociti T & il

CcD28

T cell $ a

9 E' espresso costitutivamente da

[ tutti i linfociti T CD4*e dal 50% dei
T i linfociti T CD8*

Lega B7.1 (CD80) e B7.2 (CD86)
espressi costitutivamente da cellule
dendritiche mature e dopo attivazione da
linfociti B e macrofagi

E' in grado di trasdurre il secondo segnale
richiesto per la piena attivazione del

linfocita T vergine
or
B7.2

APC MHCclass Il

Figure 8-11 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



A

Funzioni delle molecole costimolatorie

Riconoscimento dell’antigene

APC “a riposo”
(priva \?
di molecole

costimolatorie)

Attivazione delle APC da parte

dei microbi, risposta immunitaria innata

B

* B7 CD28_

p

/ |

APC attivate:

aumento ) S o
dell’espressione >
delle molecole

costimolatorie,

secrezione
di citochine

Citochine
(per es., IL-12)

| Risposta T |

Nessuna
risposta
O anergia

Linfociti T
effettori

02

Sopravvivenza,
proliferazione
e differenziamento
dei linfociti T




Principali segnali innescati dal CD28

Molecole Chinasi PI-3/AKT
che trasducono RAS/MAP chinasi

il segnale . l

Effetti T Produzione T Secrezione fCicline  Vie diverse
funzionali di Bel-X|, diIL-2, ! Inibitori ditrasduzione
' . Bcl-2 espressione del ciclo  del segnale

l di IL-2R  cellulare l

(Sopravvivenza) [Proliferazione) [Differenziamento]

in linfociti effettori

© 2022 Edra SpA per uso didattico e della memoria




Il segnale trasdotto dal CD28 amplifica il primo segnale
aumentando i livelli di trascrizione del gene per I'TL-2

TCR & PLC-y ﬁ CD28
< =
 \/

g . IPy/Ca?t )
| - |
IDAG/RasGRP
]
DAG/PKC-0
NFAT AP-1 Oct1 NFkB AP-1 AP-1 NFAT

> @

=




La piena attivazione dei LINFOCITI T naive induce
precocemente l'espressione di molti geni

A
_ D69 Divisione
c-Fos CD40L  cellulare
100+
y A\
© 75+
©
=)
=
850+
(0]
=
o
= 25-
=
— >
O ' /,l ]
1. 2 3 4 N
Ore Giorni 4

Proliferazione

IL-2R




L'espressione del recettore per IL-2 ad alta affinita (afy) &

altamente regolata: solo i linfociti T attivati possono proliferare!
/Complesso IL-2RByc

IL-2RBc

Attivazione dei linfociti T
da parte dell’antigene e
di molecole costimolatorie

Linfocita T
Costimolatore quiescente

(B7) (naive)
: : . N Kg~1x109M
Secrezione di IL-2 . IL-2

High affinity
K,~10"M

IL-2Rat

IL-2RB Q IL-2Ry

Espressione della catena
IL-2Ro; formazione
del complesso IL-2Rofy
ad alta affinita

Kg~1x10-11M

Proliferazione
dei linfociti T
indotta da IL-2




La famiglia dei recettori per IL-2

(¢) IL-2 receptor subfamily (common ¥ subunit)

IL-2 IL-15 IL-7 IL-9 IL-4
A =
2
L L
IL-ZRo. IL-15R0!
CD25 { i i i i
Y Y Y Y Y
IL2RB IL-2RP IL7R IL-9R

IL-4R




The structure and signalling pathways of the common
cytokine-receptor gamma-chain family of receptors.

Cell surface

IL-2Rex IL-15Ra
‘ . .
L IL-2 L -7
|L-2/15R@n5 . I-2/15RB I/ 7. -ara 1/ 4, w-7Ral I ¥,
1 B4 ' I 1

Nucleus DNA D

JAK1= Janus kinase 1
STAT5 = Signal Transducer and Activator of Transcription 5



Generazione di linfociti T effettori

Signal 3

In vitro
IL-2

IL-2, IL-4,

IL-6, IL-12, TNF,
|| other yc-family cytokines?
y/) 4-1BB, OX40, CD27,
others? Effector T cell

Extensive clonal expansion
and effector development

Nature Reviews Immunology, 2004



Linfociti naive ed effettori differiscono
fenotipicamente e funzionalmente

Property Naive T cells Effector T cells
Cell adhesion Low High
molecules

(CD2 and LFA-1)

Trafficking HEVs* in secondary Tertiary lymphoid
patterns lymphoid tissue tissues; inflam-
matory sites

Costimulatory Required for Not required for
signal (CD28-B7 activation activation

interaction)




LATTIVAZIONE DEI LINFOCITI T

" Riconoscimento  Attivazione Espansione . . " Funzioni
dellantigene del linfocita clonale Ditierenziazione effettrici
Attivazione
Linfocita T — * di macrofagi,
CD4+ linfociti B,
Linfocita T altre cellule

. ’

CD4+
effettore
PV~ Gitochine

(per es., IL-2) Linfocita T
CD4+

della memoria

= Uccisione
Linfocita T delle cellule
Sg&; bersaglio
-) infettate;
Linfocita T attivazione
CD8* dei macrofagi
effettore

(CTL)

Linfocita T
CD8*
della memoria

Organi linfoidi Tessuti periferici




I linfociti T effettori riconoscono nuovamente I'antigene:
eradicazione dell'infezione

| Captazione o sintesi " Presentazione " Funzioni
dell’antigene dell’antigene effettrici T

Presentazione dell’antigene extracellulare
associato allMHC di classe Il ai linfociti T helper

Antigene

Attivazione del
macrofago: uccisione
Linfocita T dell’antigene fagocitato

helper CD4+ Citochine

Antigene A%
extracellulare #¢

Secrezione di anticorpi

da parte dei linfociti B:

legame degli anticorpi
all’antigene

antigene- (&g
specifico

Presentazione dell’antigene citosolico associato
al’lMHC di classe | ai linfociti T citotossici

(G LU
Uccisione delle cellule
bersaglio che
citotossico CD8+ esprimono l'antigene

Antigene

citosolico d Linfocita T



Development of effector and memory T cells
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SEGNALI NEGATIVI INATTIVANO O UCCIDONO I LINFOCITI T EFFETTORT

T cell
expansion .
Functional

& inactivation
2 Active regulatory
o mechanisms =
= > >@)
Q) .
(&
—
S Apoptosis
S
= B7 cp2s
@
= Activated T cells

are deprived of

antigen and

other stimuli Surviving

T cell memory
activation cells
Time after antigen exposure
(© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com




Lo spegnimento del segnale T specifico:
ruolo dell'ubiquitina ligasi Cbl e dell'ubiquitinazione

‘Reclutamento di Cbl-b  Monoubiquitinazione
a ZAP-70 attivata di ZAP-70
e CD3 . e TCR da Cbl-b

CD3

Contributo
dell'ubiquitinazione nella = /&N "%/,
degradazione del TCR 1 .co@ =
e di proteine deputate alla —==>2-1=
. ~ Degradazione
trasduzione del segnale  lisosomiale di ZAP-70

e TCR ubiquitinate




L'attivazione dei linfociti T naive induce |'espressione
del recettore inibitorio CTLA4

CD28 is expressed by both
resting and activated T cells

Blocco del
segnale

Cellula Linfocita T

B7 CD28

dendritrica

IL-2Ro.
o-Fos CD69 (CD25) gy Divisione
IL-2 \ CTLA4 cellulare

100 - R

3751

!

=

8|50

3

°

5 25+

=

=l

0 T
Giorni /
) B7 CD28

Interazione " DS

B7-CD28

Cellula ~ Linfocita T . :
dendritrica - Proliferazione,
differenziazione

Interazione
B7-CTLA-4

) B7 CTLA4
N =5 |:Z>

Inattivazione
funzionale

CTLA-4 is expressed
on activated T cells

‘Il CTLA4 lega gli stessi ligandi
del CD28, ma con un'affinita 20
volte maggiore

*Trasduce segnali inibitori
responsabili dell'inattivazione
funzionale dei linfociti T



CTLA-4 competitively inhibits B7-CD28 engagement

Linfocita T‘ ‘/

(attivato

r : : . fr
Costimolazione = CTLA-4 blocca
attivazione e rimuove B7 =
linfocita T d mancanza

costimolazione =
assenza risposta
. del linfocita T

© 2018 —Edra S.p.A.




I principali membri della famiglia B7 e CD28

Espressione DC; macrofagi, DC;
linfociti B macrofagi, linfociti B;
cellule endoteliali
epiteliali e tumorali

(solo PD-L1)
Nome B7-1 B7-2 PD-L1 PD-L2
(CD80) (CD86) (B7-H1, (B7-DC,
CD274) CD273)

Ligandi
sulle APC
e altre cellule

Recettori
sui linfociti T

RRRIRRRAIIINK

QBVOAVIVIINSIONS
N

Nome CcD28 CTLA-4 PD-1
Espressione | Linfociti T Linfociti T Linfociti T attivati

sui naive regolatori :

linfociti T e T linfociti b |
attivati ﬁ

Funzione| Attivazione Inibizione Inibizione 3
principale linfociti T naive;, attivazione dell’attivazione |
attivazione linfociti T T linfocitaria g

della risposta (soprattutto dei linfoc («5

immunitaria T effettori)



Major functions of selected B7-CD28 family members

7 CD80
orCDBG CDZS

CD28-B7: initiation of
immune responses

Peptide
Naive or resting T cell

CTLA-4-B7: inhibits early T cell PD-1:PD-L1,2: inhibits effector T cell
responses in lymphoid organs responses in peripheral tissues
CTiA o Tt Q‘\
cell surface zfs:srL;:;eral

Tissue - /

PDLl
or PDL2
Antigen-experi enced Tcell




Funzioni inibitorie di CTLA-4 e PD-1

Sito d'azione

Fase di inibizione
della risposta

Segnali inibiti

Sottopopolazione
linfocitaria inibita

CTLA-4

Organi linfoidi

Fase di attivazione iniziale

Costimolazione del CD28
(riduzione dei livelli di B7)

CD4+ and CD8+

PD-1

Tessuti periferici

Fase effettrice

Stimolazione cronica

CD8+ > CD4+



Lo spegnimento del segnale T specifico:
ruolo dei linfociti di regolatori (T reg)

TiIMO  © 2022 Edra SpA per uso didattico Linfonodo
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Riconoscimento

Riconoscimento

dell’antigene self Linfociti T dell’antigene self
nel timo ~ regolatori , nei tessuti periferici
Inibizione dell’attivazione Inibizione
del linfocita T di altre cellule Cellula

Linfocita T

DC haive Linfociti T effettori Linfocita B



