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Componenti cellulari e solubili del sistema immunitario
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Invasione microbica: cosa fanno le
cellule dellimmunita innata che se ne
accorgono?

*FAGOCITANO

‘UCCIDONO

CHIEDONO AIUTO  ---------= >



__________ > - Chiedono aiuto: come?
Mediante la produzione e la secrezione di

messaggeri molecolari: le citochine

Cito-china: metto in moto la cellula

Inter-leu-china: nome storico (IL-1, IL-2, IL-3.. IL-22,
IFN-a, B,y

Chemio-china: citochina con prevalente attivita
chemiotattica

CSF (colony-stimulating factor): citochine che agiscono
prevalentemente sul midollo osseo



LE CITOCHINE

* Regolano tutti gli aspetti e tutte le fasi della risposta
Immunitaria.

* Sono secrete non solo dai leucociti, ma da un ampio
spettro di tipi cellulari diversi in risposta ad uno stimolo
specifico.

Le citochine hanno numerosi effetti biologici che
esplicano legando recettori specifici espressi sulla
membrana della cellula bersaglio.

Le citochine funzionano da messaggeri intercellulari
che mettono in comunicazione regolando la durata e
I'intensita della risposta immunitaria.

‘Mettono in comunicazione le cellule del sistema
immunitario TRA loro e CON diversi altri tipi cellulari.

 La loro sintesi, secrezione ed emivita sono finemente
regolate, a diversi livelli.

Inducing stimulus

Cytokine Cytokine-producing cell
gene

Cytokine

&L

Receptor

Target cell

Biological effects



Produzione e funzione delle citochine
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LE CARATTERISTICHE PRINCIPALI DELLE CITOCHINE

* PLEIOTROPISMO

* RIDONDANZA

* SINERGISMO

* ANTAGONISMO

* CASCATADELLE CITOCHINE



Esempi di citochine (interleuchine=IL) con caratteristiche di
pleiotropismo, ridondanza, sinergia e antagonismo
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Cytokine imbalance during inflammation

PRO-INFLAMMATORY

ANTI-INFLAMMATORY




LE CITOCHINE INFIAMMATORIE

@ Activation of
macrophages
and NK cells

# Microbes
2Ed
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TNF, IL-1, =
chemokines

M h
killer cell acropiiags
B) Cytokine Principal Principal cellular targets
cell source(s) and biologic effects
Tumor necrosis Macrophages, T cells Endothelial cells: activation (inflammation,
factor (TNF) coagulation)

Interleukin (IL-1)

Chemokines
Interleukin-12 (IL-12)
Interferon-y (IFN-y)

Type | IFNs
(IFN-at, IFN-B)

Interleukin-10 (IL-10)

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-15 (IL-15)

Interleukin-18 (IL-18)

Macrophages, endothelial
cells, some epithelial cells

Macrophages, endothelial
cells, T lymphocytes,
fibroblasts, platelets

Macrophages,
dendritic cells
NK cells, T lymphocytes

IFN-a: Macrophages
IFN-B: Fibroblasts

Macrophages, T cells
{mainly TH2)

Macrophages, endothelial
cells, T cells

Macrophages, others

Macrophages

Neutrophils: activation

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins
Muscle, fat: catabolism (cachexia)
Many cell types: apoptosis

Endothelial cells: activation (inflammation,
ooa&ulauon)

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins

Leukocytes: chemotaxis, activation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis,
increased cytolytic activity
T celis: Ty1 differentiation

Activation of macropha%es
Stimulation of some antibody responses

All celis: antiviral state, increased class |
MHC expression
NK cells; activation

Macrophages: inhibition of IL-12 production,
reduced expression of costimulators and
class Il MHC molecules

Liver: synthesis of acute phase proteins

B cells: proliferation of antibody-producing
cells

NK cells: proliferation

T cellis: proliferation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis

TNF IL-1

IL-6 IL-12




Many cells = many functions

Aberrant activation of oy
Stimuli

osteoclast formation IL-2, IFN-y,
O (®) - Tcels Other CKs
proliferation
Osteoclast \ ) ‘
Interfer with metabolism A
. T-cell
? Monocyte/macrophage
(- ’ l Antnbodues
Adipocyte
B-cell
Q} m Increased acute
TNF, IL-1, phase response
IL-6 Hepatocytes
Increased
differentation
Endothelial cells ) Fmroblast
nlmm ’ IFN-B.  Apoptosi
Increased cell infiltration collagenase
increased angiogenesis Myocvte Glia
CKs, adhesion molecules, Myocardial dysfunction and Modification of
coagulation factors, iNOS cardiac myocyte death SyYPapYo wasswon

Fever, slee P TRENDS in Pharmacoiogical Sciences




Le funzioni principali del TNF
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Le funzioni principali del TNF

Quantitabasse
(conc.plasmatica<10?)

Inflammazione
locale

Cellule endoteliali

IL-1,
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Attivazione

Quantitamoderate

Effetti
sistemici protettivi

Cervello

Proteine
di fase acuta

Produzione di leucociti

Quantitaelevate
(conc.plasmatica>10"")

Effetti
sistemici patologici
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della trombina a partireda pro-trombina-einibisce
la coagulazionestimolando trombomodulina. Trombi
favoriti anchedall’'accumulo eattivazione dei
neutrofili.
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Locally, TNF-o. can cause
inflammation (most TNF is

from macrophages)

Local infection with
Gram-negative bacteria

Systemic infection with
Gram-negative bacteria (sepsis)

Macrophages activated to secrete
TNF-a in the tissue

Macrophages activated in the liver
and spleen secrete TNF-« into
the bloodstream

N

N
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Increased release of plasma proteins
into tissue. Increased phagocyte and
lymphocyte migration into tissue.
Increased platelet adhesion to blood
vessel wall

N
Systemic edema causing decreased
blood volume, hypoproteinemia, and
neutropenia, followed by neutrophilia.
Decreased blood volume causes
collapse of vessels

Phagocytosis of bacteria. Local
vessel occlusion. Plasma and cells
drain to local lymph node

Disseminated intravascular
coagulation leading to wasting and
multiple organ failure

6.2 o
O
2
:0‘;'0

0"‘:
AR
4&%&’000\

o)

900058
OCRRRAK
00009000020y
XXX
RRX
(oo Na%%r4 R
Qe 3

< 2

N
Removal of infection
Adaptive immunity

Chronic systemic
TNF (sometimes
associated with
cancer, AIDS and
other diseases) can
lead to cachexia

Systemically, high
doses of TNF-a can
cause septic shock
and death




Lo shock settico

LPS and other

Batteri Gram-/LPS

bacterial components  Batteri Gram+/acido lipoteicoico

!

.‘

Meutrophils

Endothelium Monocytes
k I
cmomnes{t\iﬁx (magdnchelL-1,1L-6, IFN-y, IL-12)
Oxygen radicals Lipid mediators l
Complement Ridondang
Increased (antagonisti TNF: no effetto )
TF and PAI-1 h
Chemotaxis
Procoagulant effect Lysosomal enzymes
\ 4 Y
Microvascular occlusion | e Vascular instability
( I I A
Coagulopathy Fever Vasodilation Capillary leak
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L—) Sepsis and multiple organ failure Q—J




Lo shock settico: istologia

FIGURE 2 - Histological examination of the lung (A and B) and liver (€ and D) in experimental
model of septic shock induced by lethal intravenous dose of live £ cofi n dogs. A shows two recent
fibrin thrombus m a pulmonary small vessels. B demonstrates intense inflammatory process m
pulmonary parenchyma forming a microabscess. Liver parenchyma and portal triad display an
intense mixed inflammatory infiltration (€Y. Microabscess in liver parenchyma (D). From Garrido

AC



Ruolo del TNF-a nelle malattie

Autoimmune diseases

. o . | agr
P Ankylosing spondylitis
Multiple sclerosis

Eczema

Hidradenitis suppurativa

Inflammatory
bowel disease

Atopic dermatitis
Rheumatoid arthritis
Psoriasis

Sarcoidosis

Scleroderma

Systemic lupus erythematosus

Cardiovascular diseases
|

Atherosclerosis

Myocardial infarction

Neurologic diseases
I -

Alzheimer's disease AL
Epilepsy ‘

Bipolar disorder
Parkinson's disease

Depression

Osteoporosis

Cancer

< >

Non-alcoholic fatty liver disease

Metabolic diseases

I
Obesity

Diabetes, type 2

Pulmonary diseases

|
Asthma

Chronic obstructive
pulmonary disease

Aggarwal B.B., Blood 2012



Immune-Mediated Inflammatory
Disease

B A group of conditions that

« Share common inflammatory pathways
« Have unknown etiologies

« Are a result of dysregulation of the immune
response leading to inflammation




Gli antagonisti del TNF nella clinica

Immune-Mediated Inflammatory
Disease (cont’d)

® Rheumatoid Arthritis
B Ankylosing Spondylitis
B Crohn’s Disease

® Psoriasis

W Psoriatic Arthritis

m Uveltis etc

How are they treated?

—

Mediated in part by common cellular and
molecular pathways




Gli anticorpi monoclonali:

come sfruttare un prodotto del sistema immunitario

o

contro una molecola di superficie

N\

contro una molecola solubile




Gli anticorpi monoclonali

Legame Legame
dell'antigene N N dell’antigene
C

/

C

Funzione effettrice dell’anticorpo

.~ Catena Catena Ponte disolfuro
pesante leggera Intracatena




Three types of monoclonal antibodies
now in use in the clinic

Murine

Chimeric

Mouse CDR

Human ™=
framework

Humanized




...mab:

...Ximab:

..zZumab:

..mumab:

...cept:

.fa.

...| SUFFISSI

anticorpo monoclonale (Monoclonal AntiBody)

anticorpo chimerico (uomo+topo)
anticorpo umanizzato

anticorpo umano («fully human»)
molecola di fusione/recettore solubile

antagonista del recettore («fully human»)



(Alcuni) Antagonisti del TNF

infliximab adalimumab
R , Crohn, ul iti s, juvenile Crohn
Murine
Fv

Human Ll Human Human L]
Feyl Feyt | | Fcyl
Chimeric mAb Receptor Human mAb
certolizumab pegol golimumab
Crohn, RA A\ \ AS, RA, Ps
Humanized Fv Human
(murine CDRs) Fv
(PEGylated Fab) s
CpeG /.
Polyethylene \Q‘E;\ Human
glycol @ BlE Feyl
Humanized mAb |
Human mAb

Tracey D et al Pharmacol & Therap, 2008



Psoriasis activity in an etanercept-treated patient
at baseline (A, Psoriasis Area and Severity Index
[PASI] = 18.7), at 12 weeks (B, 59% improvement
in PASI), and at 24 weeks (C, 86% improvement in

PASI) Time 0

12 weeks

24 weeks

ARandomized Trial of Etanerceptas Monotherapy for Psoriasis
Arch Dermatol. 2003




Patient at presentation,
prior to treatment,
showing widespread
patches of erythema with
overlying pustules
affecting 90% of his body
surface.

Patient after 4 weeks of
treatment with etanercept, 50

mg subcutaneously per week,
showing complete resolution of
the skin lesions.

Successful Treatment With Etanercept of von Zumbusch Pustular Psoriasis in a Patient With HIV.
Arch Dermatol. 2008



The New England Journal of Medicine

TUBERCULOSIS ASSOCIATED WITH INFLI!NIMAB,
A TUMOR NECROSIS FACTOR a-NEUTRALIZING AGENT

JosepH Keang, M.D., SHaron GersHon, PHARM.D., RoserTt P. Wisg, M.D., M.P.H., ELizaBetH MiraBILE-LEVENS, M.D.,
Joun Kasznica, M.D., WiLLiam D. SchwieTerman, M.D., Jerrrey N. SieceL, M.D., anp M. MiLes Braun, M.D., M.P.

From the Pulmonary Center, Department of Medicine (]. Keane, E.M.-L.),
and the Pathology Department (]. Kasznica), Boston University School of
Medicine, Boston; and the Center for Biologics Evaluation and Research,
Office of Biostaristics and Epidemiology, Division of Epidemiology (5.G.,
R.PW., M.M.B.), and Oftice of Therapeutics Research and Review (W.D.5.,
JI.N.5.), Food and Drug Administration, Rockville, Md.

RESULTS: There were 70 reported cases of tuberculosis after treatment with infliximab, for a median of 12 weeks. In
48 patients, tuberculosis developed after three or fewer infusions. Of the 70 reports, 64 were from countries with a
low incidence of tuberculosis. The reported frequency of tuberculosis in association with infliximab therapy was
much higher than the reported frequency of other opportunistic infections associated with this drug.

CONCLUSIONS: Active tuberculosis may develop soon after the initiation of treatment with infliximab. Before
prescribing the drug, physicians should screen patients for latent tuberculosis infection or disease.



LE CITOCHINE INFIAMMATORIE

@ Activation of
macrophages
and NK cells

# Microbes
2Ed
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TNF, IL-1, =
chemokines

M h
killer cell acropiiags
B) Cytokine Principal Principal cellular targets
cell source(s) and biologic effects
Tumor necrosis Macrophages, T cells Endothelial cells: activation (inflammation,
factor (TNF) coagulation)

Interleukin (IL-1)

Chemokines
Interleukin-12 (IL-12)
Interferon-y (IFN-y)

Type | IFNs
(IFN-at, IFN-B)

Interleukin-10 (IL-10)

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-15 (IL-15)

Interleukin-18 (IL-18)

Macrophages, endothelial
cells, some epithelial cells

Macrophages, endothelial
cells, T lymphocytes,
fibroblasts, platelets

Macrophages,
dendritic cells
NK cells, T lymphocytes

IFN-a: Macrophages
IFN-B: Fibroblasts

Macrophages, T cells
{mainly TH2)

Macrophages, endothelial
cells, T cells

Macrophages, others

Macrophages

Neutrophils: activation

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins
Muscle, fat: catabolism (cachexia)
Many cell types: apoptosis

Endothelial cells: activation (inflammation,
ooa&ulauon)

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins

Leukocytes: chemotaxis, activation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis,
increased cytolytic activity
T celis: Ty1 differentiation

Activation of macropha%es
Stimulation of some antibody responses

All celis: antiviral state, increased class |
MHC expression
NK cells; activation

Macrophages: inhibition of IL-12 production,
reduced expression of costimulators and
class Il MHC molecules

Liver: synthesis of acute phase proteins

B cells: proliferation of antibody-producing
cells

NK cells: proliferation

T cellis: proliferation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis

TNF IL-1

IL-6 IL-12




L’'IL-6 € una citochina pleiotrpoica

Inflammation\ Immunity Reproduction' |Metabolism| |[Hematopoiesis

Neural development |Bone remodeling| | Angiogenesis

IL6 (4-helix bundle, 212 AA)

v

B lymphocytes: plasma cell differentiation, T lymphocytes: in association with TGFj
survival/proliferation factor for multiple differentiation of TH17 and IL27 inhibition
myeloma of Treg

Megakaryocytes: differentiation Cardiac stem cells: cell survival
Adipocytes: lipolysis Neural stem cells: astrocyte differentiation

Osteoclasts: Cox-2, Wnt, NF-kB, RANK




* Prodotta da fagociti mononucleati e da altri tipi cellulari (fibroblasti,
cellule endoteliali) in risposta a diversi patogeni e citochine (IL-1, TNF).

eStimola la produzione di proteine della fase acuta da parte degli epatociti.

eStimola la crescita e differenziazione dei neutrofili e delle piastrine dai
progenitori midollari.

eStimola la crescita e differenziazione in plasmacellule dei linfociti B.



IL-6 is a pleiotropic cytokine
(but its persistent and dysregulated production causes the onset and development of various autoimmune
and chronic inflammatory diseases)

;‘ 4__ 4. Antibody production
Autoantibody production — Autoimmunity

inhibition
- - — Autoimmunity
Chronic inflammation

P ' | [TX <«
(PSOrri:'seirsa)mn . ) ™7 T break of tolerance due to
Keratinocyte Naive CD4*T cell Th17/Treg imbalance

Proliferation Hepatocyte
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Serum amyloid A  — Amyloid A amyloidosis

,.—-"/ Hepcidingf — Anemia of inflammation
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VEGFgp °
ietic stem cell  _ Platelet production

~ E’ prodotta da fagociti

. mononucleati e da altri tipi
cellulari (fibroblasti, cellule

endoteliali e muscolari) in risposta

a diversi patogeni e citochine (IL-1,

TNF).

Mesangial cell

owth
Angiogenesis

Osteoclast differentiation
Multipotential colony formation

3

(bone resorption; osteoporosis)



The IL-6 receptor and gp130:
classic signalling and trans-signalling

IL-6 signaling § IL-6 trans-signaling
5 slL-6Ra.: physiologically present
at high concentrations in
; £ biological fluids; IL-6/sIL-6Ra.
IL-6Ra: ligand binding, | e complex binds to gp130 and
expression restricted to few cell ’ % \' triggers signalling as efficiently
types as the transmembrane IL-6Ra

(trans-signalling).

Gp130 (CD130): almost
ubiquitous

=y, . E Signa"ng ) e
/ N e Cytoplasm
5 Trans-signalling confers IL-6
responsiveness to the majority
!| ! Nucleus of cell types

TTCNNNGAA TRANSCRIPTION OF

TARGET GENES
/ \ \ APOPTOSIS
ACUTE PHASE
bl \ PROLIFERATION
DIFFERENTIATION

MIGRATION



Concept of blocking IL-6 signaling by Tocilizumab

¥

/

Tocilizumab binds both IL-6R and sIL-6Ra with the same high affinity, thus
preventing the formation of both the IL-6/IL-6Ra and the IL-6/sIL-6Ra
complexes.



Therapeutic targeting of IL-6 and its receptor

L6 W b  FE999301

I « Sirukumab Siltuximab J_

l « Olokizumab « MEDI 5117 .
i « Clazakizumab e« EBI-029 gp130 |

' Trans-signaling blockers
S ﬂ F— . FEoo0301

gp130 IL-6R blockers
F——— «Tocilizumab + ALX-0061

* Sarilumab < NI-1201 Interleukin-6

Signaling blockers

« Tofacitinib Sirukumab
« Ruolitinib Clazakizumab
« CpG-stat3 siRNA MEDI 5117

Tocilizumab
Sarilumab




Chances of survival (%)

Tocilizumab in COVID-19 patients

Logrank test
P= 0273
_________________________ :
)
I
|
i
)
]
....................... |
s moace ot — Group A | did not receive corticoids or tocilizumab
-= Group 8 |received combined therapy with corticoids+tociliz
-+« Group C | received tocilizumab only
50 b— U VU FUURO WR — om—" — enrhve w | = Group D | recejved corticoids only
GROUP A GROUP B GROUP C GROUP D T
P— 034 0.44 046
40 p=— 0150686 019103 020-108
_ 283 1.2 131
i Group 8 1,245 44 0.54-2 94 057301
30 p= dosai s 224 079 > 1.04
- 096521 033184 0.44.2 43
20 = Gresp D 0.94.492 033174 041224
lo_lllllllllllllllllllllllllllll

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Time (days)

Survival analysis (Kaplan—Meier) regarding the 28-day survival in the 4 groups established.

Combined therapy of tocilizumab and corticosteroids in
severe SARS-CoV-2 disease . A Gonzdlez-Castro et, 2022



IL-6 nella clinica...

Table 2. Major Examples of Therapeutics for IL-6 Family Cytokines and Receptors

Targets Therapeutics Disease indications

IL-6 siltuximab? (anti-IL-6) multicentric Castleman’s disease
clazakizumab (anti-IL-6) antibody-mediated rejection of kidney graft,

rheumatoid arthritis, psoriatic arthritis, etc.

olokizumab (anti-IL-6) rheumatoid arthritis

IL-11 oprelvekin® (recombinant IL-11) severe thrombocytopenia

OSM GSK2330811 (anti-OSM) systemic sclerosis

CNTF NT-501 (CNTF implant) macular telangiectasia type 2

gp130 olamkicept (soluble gp130-Fc) inflammatory bowel diseases

IL-6R« tocilizumab® (anti-IL-6Rx) Castleman’s disease, rheumatoid arthritis, systemic

and polyarticular juvenile idiopathic arthritis, giant
cell and Takayasu arteritis, cytokine release syndrome
(chimera antigen-receptor T cell therapy)

sarilumab?® (anti-IL-6Rx) rheumatoid arthritis
IL-11Rx BMTP-11 (IL-11Ra-targeted cancer

proapoptotic agent)
Cytokine tofacitinib,? baricitinib,? etc. rheumatoid arthritis, inflammatory bowel
receptors (JAK inhibitor) diseases, psoriasis, etc.

“Approved drugs.

Murakami M, Immunity 2019
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Pro-tumor
4 Tumor cell
proliferation, survival,
and metastasis
4 Angiogenesis
4 Immune suppression

E nei tumori...

\

‘ (
7 -
' i ’

Anti-tumor
4 T cell proliferation and
survival
4 CD8* T cell trafficking
to lymph nodes and
tumors

D.T. Fisher, Seminars in Inmunology 2014



LE CITOCHINE INFIAMMATORIE

@ Activation of
macrophages
and NK cells

# Microbes
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TNF, IL-1, =
chemokines

M h
killer cell acropiiags
B) Cytokine Principal Principal cellular targets
cell source(s) and biologic effects
Tumor necrosis Macrophages, T cells Endothelial cells: activation (inflammation,
factor (TNF) coagulation)

Interleukin (IL-1)

Chemokines
Interleukin-12 (IL-12)
Interferon-y (IFN-y)

Type | IFNs
(IFN-at, IFN-B)

Interleukin-10 (IL-10)

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-15 (IL-15)

Interleukin-18 (IL-18)

Macrophages, endothelial
cells, some epithelial cells

Macrophages, endothelial
cells, T lymphocytes,
fibroblasts, platelets

Macrophages,
dendritic cells
NK cells, T lymphocytes

IFN-a: Macrophages
IFN-B: Fibroblasts

Macrophages, T cells
{mainly TH2)

Macrophages, endothelial
cells, T cells

Macrophages, others

Macrophages

Neutrophils: activation

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins
Muscle, fat: catabolism (cachexia)
Many cell types: apoptosis

Endothelial cells: activation (inflammation,
ooa&ulauon)

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins

Leukocytes: chemotaxis, activation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis,
increased cytolytic activity
T celis: Ty1 differentiation

Activation of macropha%es
Stimulation of some antibody responses

All celis: antiviral state, increased class |
MHC expression
NK cells; activation

Macrophages: inhibition of IL-12 production,
reduced expression of costimulators and
class Il MHC molecules

Liver: synthesis of acute phase proteins

B cells: proliferation of antibody-producing
cells

NK cells: proliferation

T cellis: proliferation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis

TNF IL-1

IL-6 IL-12




Heclutamento
di molecole
adattatrici

fattorn di
trascrizione

_ (NF-Kb, IRF)

x-‘,h____

(MAP-chinasi,
chinasi IKB) =

Trascrizione genica

Aumento dell'espressione di:

AR
Citochine l IFM di \ Molecole Mol le di Enzimi
infiammatorie Chemochine dlladesmn_e Ecoie di NZImi A0S
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FIGURA 3.41.

Conseguenze biologiche dell’attivazione dei TLR. Uinterazione dei PAMP con i diversi TLR induce nella cellula una
serie di funzioni differenti, tutte volte a concorrere alla sua attivazione e allo svolgimento delle funzioni proprie del
fagocita. In particolare, la cellula attivata produce una serie di citochine destinate ad attivare gli endoteli e di chemo-
chine necessarie per il reclutamento cellulare nel sito di flogosi. La cellula potenzia anche l'espressione di molecole
di costimolo (B7-1/2) che facilitano il compito di presentare I'antigene alle cellule dellimmunita acquisita. La cellula
va anche incontro al cosiddetto burst ossidativo, che implica un incremento dell’attivita glicolitica e della produzione

di specie reattive dell'ossigeno (RO5), volte a favorire processi ATP-dipendenti quali la fagocitosi, nonché 'uccisione

dei microbi fagocitati (radicali O, ossido nitrico), Amadori-Zanovello 2021



A oV Tre tipi di IFN
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Le azioni degli IFN di tipo |

fibroblasto,
cellula epiteliale

stimolazione NK
inibizione della aumento dell’ .
sintesi proteica e espressione di MHC amﬂfj“'ﬁdﬂ&
della replicazione di classe | e della uosidere Je callule
del DNA nelle presentazione degli infettate
cellule infettate antigeni virali ai CTL

Amadori-Zanovello 2021



Le azioni degli IFN di tipo |

Produzione Gli interferoni inducono
di interferoni di tipo | I'espressione di enzimi
che bloccano la replicazione virale

é b—»d-

lFthbol-‘ e

da pano
Fostorilazione di dSRNA
el fatior
Yoo [ERGE “":‘gw‘
defia traduzione
¥ donmnias:
doll ANasi
Inibizione della sintesi Degradazione

di proteine virali dell’'RNA virale




Attivita biologiche degli IFN

Comuni ai tre tipi

attivita
anti-virake

atthita
anti-proliferativa

induzione di MHC
di classe |

attivazione di
cellule MK

attivazione -
di linfociti T citotossici

Effetti

previene linfezione
di nuove cellule

diminuisce la replicaziona
dei virus

rende le cellule infettate
pill “wisibil™ ai linfociti
T citotos=sici

aumenta l'uccisions
delle cellule infattate

aumenta l'uccisionsa
delle cellule infattate

Preferenziali di IFN-y

attivarione di monociti
& macrofagi

induzione di molecole
MHC di dasse Il

diminuzione della
produzione di citochine
di tipo TH2

aumento della produzions
di citochine di tipo TH1

Effetti

aumenta le funzioni
fagocitiche @ microbicide

aumenta la presentazione

dell'antige: F;Hda m:ﬂcdai:a

Antigen- Presenting Ce
(APC)

favorisce la produzione di
anticorpi opsonizzanti (IgG)

aumenta la ta TH1;
attiva le cellule NK
@ | macnofagi
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LE CITOCHINE INFIAMMATORIE

@ Activation of
macrophages
and NK cells

# Microbes
2Ed

Nawita “FNr]

fﬁ

TNF, IL-1, =
chemokines

M h
killer cell acropiiags
B) Cytokine Principal Principal cellular targets
cell source(s) and biologic effects
Tumor necrosis Macrophages, T cells Endothelial cells: activation (inflammation,
factor (TNF) coagulation)

Interleukin (IL-1)

Chemokines
Interleukin-12 (IL-12)
Interferon-y (IFN-y)

Type | IFNs
(IFN-at, IFN-B)

Interleukin-10 (IL-10)

Interleukin-6 (IL-6)

Interleukin-15 (IL-15)

Interleukin-18 (IL-18)

Macrophages, endothelial
cells, some epithelial cells

Macrophages, endothelial
cells, T lymphocytes,
fibroblasts, platelets

Macrophages,
dendritic cells
NK cells, T lymphocytes

IFN-a: Macrophages
IFN-B: Fibroblasts

Macrophages, T cells
{mainly TH2)

Macrophages, endothelial
cells, T cells

Macrophages, others

Macrophages

Neutrophils: activation

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins
Muscle, fat: catabolism (cachexia)
Many cell types: apoptosis

Endothelial cells: activation (inflammation,
ooa&ulauon)

Hypothalamus: fever

Liver: synthesis of acute phase proteins

Leukocytes: chemotaxis, activation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis,
increased cytolytic activity
T celis: Ty1 differentiation

Activation of macropha%es
Stimulation of some antibody responses

All celis: antiviral state, increased class |
MHC expression
NK cells; activation

Macrophages: inhibition of IL-12 production,
reduced expression of costimulators and
class Il MHC molecules

Liver: synthesis of acute phase proteins

B cells: proliferation of antibody-producing
cells

NK cells: proliferation

T cellis: proliferation

NK cells and T cells: IFN-y synthesis

TNF IL-1

IL-6 IL-12




| MEDIATORI SOLUBILI DELLIMMUNITA’ INNATA

 LE CITOCHINE INFIAMMATORIE
 |L COMPLEMENTO
LLE COLLECTINE
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| COMPONENTI SOLUBILI DELL'IMMUNITA’ INNATA:

IL SISTEMA DEL COMPLEMENTO (C):
un sistemaenzimatico del plasma

@ Comploment Lysis of microbes
& i Inflammation
P : Y e ‘)
X
Microbe Complement Phagocytosis of
proteins complement-coated
microbes

Alcuni frammenti del sistema del complemento interagiscono tra loro formando complessi
funzionali che rimangono legati al patogeno: LISI DEL PATOGENO

Altri frammenti diffondono dal sito di attivazione: amplificazione della risposta immunitaria



Componenti solubili del sistema immunitario:
IL SISTEMA DEL COMPLEMENTO (C)

* || sistema del Complemento (C) € costituito da circa 30 proteine plasmatiche presenti in
circolo in forma di zimogeni. Le proteine del C sono sintetizzate dal fegato e dalle cellule
del sistema immunitario.

|| sistema del C viene rapidamente attivato in risposta ad una infezione, e svolge un
ruolo fondamentale nella difesa contro numerose infezioni.

» L’attivazione del C dipende da un meccanismo “a cascata” estremamente potente e
finemente regolato in ogni passaggio.

 Le proteine del C hanno attivita enzimatica: ogni componente, una volta attivato,
catalizza il taglio proteolitico del componente successivo, determinando la formazione di

due frammenti.

* | diversi frammenti del C esplicano le funzioni biologiche.



Gli effetti dell’attivazione del complemento
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La cascata del complemento pud essere attivata con tre modalita diverse:

» VIA CLASSICA: rattivazione avviene ad opera di alcune classi di anticorpi che hanno legato un antigene;
» VIA ALTERNATIVA: lattivazione avviene ad opera di alcune componenti della superficie microbica, in assenza di anticorpi

» VIA DELLA LECTINA: é attivata da una lectina in seguito al suo legame a particolari carboidrati presenti sulla parete
cellulare dei microbi (residui di mannosio).

] 1
i 10 1l
N N hv
Opsonizzazione dei patogeni

che ne facilita la fagocitosi
e l'uccisione 2

Perforazione della membrana
cellulare dei patogeni

Reclutamento di cellule
infiammatorie

C[ N IJ

MORTE DEL PATOGENO




Componenti solubili del sistema immunitario:
LA CASCATA DEL COMPLEMENTO (C)

[ Viaalternativa | | Viaclassica | | Via lectinica |

C3a ‘7{ Caal) C2bO

Legame
delle proteine
del complemento
alla superficie
del microrganismo
o all’anticorpo

Proteina che lega

4 Mannosio
il mannosio

I

C8 convertasi *

Formazione
della C3 convertasi
| S

Clivaggio di C3

I

Formazione
della C5 convertasi
L —

Clivaggio di C5

MASP: mannan-binding lectin-associated serine protease



“cd 'Legame degli anticorpi'
S\C ad antigeni
multivalenti; legame
~di C1 agli anticorpi

Jia 02

Clivaggio di C4 da parte
di C1r,-C1s,; legame
covalente di C4b
alla superficie
dell’antigene
e agli anticorpi

Clivaggio di C2;
legame di C2a a C4b
con formazione
del complesso C4b2a |
(C3 convertasi)

Clivaggio di C3 da parte
della C3 convertasi

Legame di C3b
alla superficie

con l'antigenica

e al complesso C4b2a

con formazione del

complesso C4b2a3b

(C5 convertasi)

Clivaggio di C5;
avvio delle
fasi tardive

dell’attivazione
del complemento
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o Clivaggio spontaneo o
di C3

Idrolisi e inattivazione
di C3b in fase fluida

C3b si lega covalentemente
alle superfici dei microbi
e lega il fattore B

_J

Clivaggio del fattore B
da parte del fattore D;
stabilizzazione
tramite properdina

Clivaggio di altre
molecole di C3 da parte
della C3 convertasi legata
alla superficie del microbo

—

C3b si lega covalentemente

alla superficie del microbo

e al C3bBb con formazione
della C5 convertasi

Clivaggio del C5; inizio delle
tappe tardive dell’attivazione
del complemento

_) ¥C3a
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del microbo C3b
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convertasi

—

© 2018 — Edra S.p.A.




ATTIVITA’ DEL COMPLEMENTO

ifs i |l

Reclutamento di cellule Opsonizzazione dei patogeni Perforazione della membrana
infiammatorie che ne facilita la fagocitosi cellulare dei patogeni
e l'uccisione Z

C[ N )

MORTE DEL PATOGENO

Inizio
dell’attivazione e e —
del complemento Fasi precoci Fasi tardive

Microbo ;
w " @ .
3b
et 7 @/ depositato Complesso di attacco
sul microbo alla membrana
+,C3a &

o e W

I
classica Anticopo

Lectina che lega
i mannosio -
Funzioni C3a: C3b: C5a: Lisi
Via della <5 effettrici inflammazione opsonizzazione infiammazione del microbo
lectina - —_— e tagocitosi

1. 2. 1. 3.



1. INDUZIONE DI REAZIONI INFIAMMATORIE LOCALI (da parte dei piccoli frammenti C3a e C5a)

Le anafilotossine agiscono sui vasi sanguigni
aumentando la permeabilita vascolare

_— C3a, Cha (anafilotossine)

Rilascio di istamina dai mastociti
(vasodilatazione)

J e 8 S\
L'aumento della permeabilita incrementa La migrazione dei monociti
la fuoriuscita di liquidi, di fattori e dei neutrofili dal sangue ai tessuti
del complemento e di altre proteine e la loro attivita
plasmatiche nel sito di infezione microbicida sono aumentate

“a Qo> S
— plasmatiche
(&) V 8 ®
® @ -
o O 8
fattori - L
del complemento ’

T~ Migrazione di MONOCITI E NEUTROFILI
nel sito di INFEZIONE (FAGOCITOSI!)

L ]
¥ batteri




Le azioni delle anafilotossine
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2. OPSONIZZAZIONE E FAGOCITOSI

T s | ||

batterio

CR1

c

lisosoma

.Manmlagu . . . .

e

A i A e & e

I | fagociti esprimono diversi recettori per il frammento C3b (CR1, CR3, CR4) I




3. L’assemblaggio del complesso di attacco alla membrana da parte dei frammenti C5b-C9 forma
un poro nel doppio strato lipidico ed e responsabile dellalisi
(MAC: Membrane Attack Complex)

fino a 16!

lipid bilayer

pathogen

Figure 2.13 (part 1 of 2) The Inmune System, 4th ed. (© Garland Science 2015)
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Proteine Regolatorie del Sistema del Complemento

Proteine di controllo della via classica e alternativa

Nome (simbolo) Ruolo nella regolazione dell'attivazione del complemento

Inibitore C1 (C1INH) Si lega a C1r,C1s attivato, rimuovendolo da Clq

Fattore accelerante il

decadimento (DAF) Proteina di membrana che sposta

CDS59 (protectina) Previene la fﬂ(mazlone del complesso di attacco alla membrana su
cellule allogeniche o autologhe. Molto espresso sulle membrane

e eorea oo ttyariona,  CLINH previene
T di C1ro2s? I’attivazione di C1r2s2




Deficienza di Cl-inibitore:
edema angioneurotico ereditario o EDEMA di QUINKE

« episodi ricorrenti di edema a carico della cute
e delle mucose

* dolori addominali associati a vomito e diarrea
* ostruzioni a carico delle vie respiratorie




