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2 Due tipi di risposta immunitaria:

| diversi meccanismi della risposta immunitaria possono essere
raggruppati in due categorie principali:

2) Risposta Immunitaria acquisita o adattativa, che si attiva

piu lentamente e tardivamente. E’ pero capace di distinguere in
maniera estremamente specifica le diverse molecole estranee,
ed e in grado di rispondere ad esse in modo sempre piu
potente dopo contatti ripetuti (memoria immunologica).
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La risposta immunitaria innata e adattativa
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Bassa specificita Alta specificita (antigene-specifica)

Innata: piante, insetti
Adattativa: vertebrati (ca.360 milioni di anni)



| linfociti T e B «vedono» I’'antigene in maniera diversa!

antige%

ZN

BCR

Antigen

@ Nativo, solubile
@ Idrofilico, accessibile
@ Lineare o conformazionale

® Proteine, lipidi,
polisaccaridi

@ Affinita=10-7-10-11 M,
aumenta durante la risposta
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EPITOPO o DETERMINANTE ANTIGENICO:

I La regione che interagisce con il sito combinatorio dei recettori
l per I’antigene dei linfociti
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@ Denaturato, lineare

@ Associato con le molecole MHC

@ Richiede un processamento

@1 co-recettori CD4 e CD8 partecipano
@ Soprattutto proteine

O Affinita=10°-107 M




Le diverse popolazioni di linfociti ed i loro recettori

Linfociti B

Linfociti T helper Linfociti T citotossici

D4 TCR | ) €08
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L’ATTIVAZIONE DEI LINFOCITI T RICHIEDE 3 SEGNALI
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Le componenti del complesso del recettore dei linfociti T
(TCR)

vista laterale
Spazio— ch3 Pante
extracellulare ¥ & disclfure
Membrana — - - =
plasmatica
Citoplasma ——
Motivo ITAM
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TCR: T cell receptor

Le componenti L« |
del complesso  —————. s ) =
azio " '
de_l r_ecett_o_re extra%ellulare ' : /
dei linfociti T ' ; CD3 A CD3
(TCR)

Membrana
plasmatica

| Citoplasma |

Sequenza ITAM @

Ponte disolfuro --.

© 2018 — Edra S.p.A.




| co-recettori dei linfociti T
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Non solo TCR... cD4 | co-recettori dei
linfociti T

T helper T citotossico



Il linfocita T non e in grado di riconoscere I’'antigene
nella sua conformazione nativa...

Antigen recognition T cell response

T cell Antigen

4G — 4
No

L

ntigen- _ :
presenting  Peptide epitope of
cell (APC antigen presented

by APC

.....ma ha bisogno dell’intervento di cellule accessorie!

Abbas



Le cellule accessorie processano e presentano
I’antigene estraneo...

Antigene proteico nella cellula

Processazione dell’antigene
mediante disgregazione

Presentazione del peptide

della proteina insieme ad una molecola self
Membrana = == eptide
plasmatica MHC
> -~ @ I >
@) ) r B
‘ |
e ©

...associato ad una molecola self =
la molecola del complesso maggiore di istocompatibilita

(MHC)

Janeway



MHC

COMPLESSO MAGGIORE DI ISTOCOMPATIBILITA’
(Major Histocompatibility Complex)

« E’ costituito da glicoproteine espresse sulla superficie
cellulare che conferiscono una identita immunologica.

« E chiamato cosi perché storicamente & stato associato
al rigetti di trapianto.

 'MHC ha il compito di segnalare ai linfociti T la presenza
all’interno della cellula di antigeni alterati o estranei.



IL COMPLESSO MAGGIORE DI ISTOCOMPATIBILITA’ umano (HLA)

Chromosome 6

Long arm Short arm

- -

6p21

HLA gene clinster

MHC class I MHC class 11 MHC class |

IR

MHC e un locus POLIGENICO

> |l complesso MHC dell’lUomo si chiama HLA (Human Leukocyte Antigens)

» Le proteine MHC sono espresse sulla superficie cellulare e sono di due
classi: MHC-I e MHC-II (nell’lUomo: HLA-I e HLA-II)



IL COMPLESSO MAGGIORE DI ISTOCOMPATIBILITA’ umano (HLA)

. Uomo: HLA Locus Locus del’lMHC
Locus dell 'MHC d| classe llqr del’MHC dl classe| —
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| peptidi antigenici vengono presentati in associazione
a molecole self: le molecole MHC

/ peptide \

MHC di classe | MHC di classe Il

Amadori-Zanovello 2021



STRUTTURA DELLE MOLECOLE MHC

Class | molecule Tasca dove Si Class Il molecule

‘lega il peptide ’_ﬁ

Q4 B1

Membrane-distal
domains

Membrane-proximal o3
domains
(Ig-fold structure)

Ba-

microglobulin

Transmembrane
segment

Cytoplasmic tail

HLA-A, B, C HLA-DP, DQ, DR



Peptide

Dominio o

Dominio o,

Zona
dinterazione
con CD8

[3amicroglobulina

Dominio o,

Dominio
intracitoplasmatico

Struttura delle molecole MHC di classe |



rALA-DP, DQ, DR
Peptide

Dominio oty

Dominio [3,

Zona _
dinterazione B
con CD4

Dominio B, Dominio o,

intracitoplasmatici

Struttura delle molecole MHC di classe II



Tasche molecolari del peptide

MHC-I lega peptidi di MHC-II lega peptidi di
8-12 aminoacidi 10-30 aminoacidi
(meglio se 12-16)



Tasche molecolari del peptide

o-chain o-chain

HLA-A, B, C ) HLA-DP, DQ, DR

Ciascuna molecola MHC puo accogliere peptidi di diversa lunghezza e sequenza!




Le molecole MHC sono altamente polimorfiche

TABELLA 4.2. Numero approssimativo degli alleli finora identificati ai diversi loci HLA di classel ell TABELLA 4.3. Frequenza percentuale della distri-
buzione di alcuni alleli HLA in individui apparte-
Geni ) B G L Bfro- s e
HLA di Clazss | 12.351 Allele Caucasici americani Asiatici
Alleli 3913 4.785 3510
Al 29 10 9
Gemni DRB [T | DB DPA1 DPB1
HLA di Classs Il 4.404 A1 10 4 33
Alleli 231 Ta 1.078 45 828
A30 5 19 ¥
Allsli HLA 16.755
Somma HLA-I+HLA-II B33 13 13 10
B42 Q 11 0
Altri alleli non HLA 178 B52 2 23 0

Amadori-Zanovello 2021



HLA
di classe |

pl/\al HLA
di classe Il

Il polimorfismo influenza il legame con il peptide antigenico




Riconoscimento dell’Antigene da parte dei linfociti T.
Interazione trimolecolare tra TCR, Ag e MHC

Nicchie della molecola MHC
per i residui ancora del peptide

» lattivazione del linfocita T presuppone la
doppia interazione con i residui del
peptide e i residui presenti sui bordi della
tasca dell’MHC (scarsamente polimorifici).

MHC

» Le interazioni MHC-TCR condizionano lo
sviluppo dei linfociti T nel timo

TCR

* Una molecola MHC lega numerosi peptidi.
» Molecole MHC diverse legano peptidi diversi.

Amadori-Zanovello 2021



Riconoscimento dell’Antigene da parte dei linfociti T.
Interazione trimolecolare tra TCR, Ag e MHC

Amadori-Zanovello 2021



Alcune caratteristiche dell’associazione MHC e peptidi:

un riassunto

- Associazione MHC-peptide saturabile a bassa affinita (Kg ~ 1078)

= Ogni molecola MHC lega un solo peptide alla volta

* In temnpi diversi una stessa molecola MHC pud legare peptidi diversi

= | peptidi che =il ad una data molecola MHC mostrano
alcune caratteris COImiLni

+ Esistono precise differenze nella natura ded peptidi che legano classe | @ dasse 11

= Alcuni residui polimorfici della molecola MHC definiscono la specificita del legame
peptide, altr rasil:;.:ipul'mrﬂ daterminand il Aiconoscimento del complasso

i
mc-papﬂdada parte dei linfociti T

Amadori-Zanovello 2021



Nicchie della molecola MHC
per i residui ancora del peptide

MHC

Alcune caratteristiche dell’associazione MHC e peptidi:

un riassunto

TCR

- Associazione MHC-peptide saturabile a bassa affinita (Kg ~ 1078)

= Ogni molecola MHC lega un solo peptide alla volta

* In temnpi diversi una stessa molecola MHC pud legare peptidi diversi

* | peptidi che si legano ad una data molecola MHC mostrano
alcune caratteristiche comuni

+ Esistono precise differenze nella natura ded peptidi che legano casse | @ dasse I

= Alcuni residul polimoric della molecola MHC definiscono |a specificita del
per il paptide, altri residui polimor i deteminano il iconoscimento del complesso
MHC-paptide da parte dei linfociti T

» Molecole MHC diverse legano peptidi diversi

» Un TCR puo legare molecole MHC diverse (cross-reattivita)

» Lattivazione del linfocita T presuppone la doppia interazione con i
residui del peptide e i residui presenti sui bordi della tasca del’lMHC
(scarsamente polimorfici).

» Le interazioni MHC-TCR condizionano lo sviluppo dei linfociti T nel
timo

Amadori-Zanovello 2021



Premio Nobel per la Medicina, 1996:
la scoperta della restrizione del’MHC

Peter Doherty Rolf Zinkernagel




L’espressione degli alleli MHC e codominante

Gli alleli di ciascun gene HLA
vengono coespressi, ed i due
prodotti proteici sono presenti sulle
cellule. Da ogni incrocio

Si possono generare nella prole
guattro possibili combinazioni di
aplotipi HLA. Quindi anche | fratelli
hanno un elevata probabilita di
possedere alleli HLA diversi. Una
conseguenza di tutto cio consiste
nella difficolta di trovare un
donatore adatto per il trapianto di
organi.

Janeway



Quanti varianti alleliche dell’HLA di tipo | puo esprimere una cellula?

HLA-A, HLA-B, HLA-C:| 3 (geni) x 2 (alleli)) = 6 molecole
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Dove sono espresse le molecole MHC?

Tissue MHC class | MHC class |l

Lymphoid tissues

T cells ++ + +*
B cells + 4+ o
Macrophages +++ Lt
Other antigen-presenting cells T Tt
(eg Langerhans' cells)

Epithelial cells of the thymus + +++

Other nucleated cells

Neutrophils s =
Hepatocytes + i
Kidney + i
Brain + _—

Non-nucleated cells

Red blood cells - -_

Figure 3-19 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005) Janeway



Le molecole MHC delle due classi presentano
antigeni diversi

alinfociti T diversi



‘Cattura o sintesi Presentazione ‘Funzioni effettrici
dell’antigene dell’antigene dei linfociti T

~ Via del’MHC di classe I: presentazione dell’antigene ai linfociti T citotossici

Linfocita T
\p, Citotossico CD8%

) — Uccusmne della cellula
bersaglio che presenta

I’antigene
© 2022 Edra SpA per uso didattico

= a @
\) ~— Attivazione dei macrofagi:

uccisione microbi

Mirbo

extracellulare ~ Microbo | infocita T fagocitati
contenuto - o0
in endosoma N€'Per

A Linfociti B, secrezione
)’ Antigene @%@ Citochine anticorpi: legame

©

extracellulare dell’anticorpo all’antigene

Abbas



Le molecole MHC delle due classi presentano antigeni diversi a linfociti T diversi

. i S % = e S g ©202'ZEdraSpAperusodidatﬁco
Capte;zuo.ne Propes Biosintesi Associazione
dell’anti- sazione

gene dell’antigene del'MHC peptide-MHC

[ Peptidi
presenti — TAP[’;’/;;.»- 2
nel citosol ®%, e ;

— N\ Y

s © _
\l\a Proteina MHC dr”
citosolica _ classe |/ #3
\ Degradazione

delle proteine = S .
nei proteasomi Wl re/ Via dell MHC} di classe |

Digestione della proteina ) Linfoc
[ H negli endosomi/lisosomi ::\ el

d

Eh&béito si Catena ).

i dell teing INvariante~ ' .
jaclapotans <y ) L MHC Via del’MHC di classe Il
\ // RE ¥r=——diclasse Il '
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Ub

Struttura e funzione del proteasoma:
un tritacarne!

Sito di legame
all'ubiquitina

weine ubiquitinate

Peptidi
—

RETICOLO

Amadori-Zanovello 2021



MHC class |

tumour
antigen

LMP2 (34 Proteasome

|

oL Antigenic
00 peptide

Heavy chain (HLA-A,
HLA-B, HLA-C)

Exogenous

ﬁantigen

Nature Reviews | Immunology



| peptidi «xkimmunodominanti»

Internalizzazione La processazione | linfociti T
A Proces- - s .

dell’antigene SErione genera diversi peptidi, rispondono

da parte dell'anticene  UM° dei quali puo legarsi all’epitopo
dellAPC 9 all’allele di classe Il immunodominante

Linfocita T
Un esempio S o e Sy D\ —
p 74 - ' \ = ' S22 .

(MHC-II)

peptidici multipli © 2022 Edra SpA per uso didattico immunodominante
Si lega meglio al’MHC!

Gli epitopi immunodominanti esistono sia per MHC-I che MHC-II



Tasche molecolari del peptide

catena o catena a

HLA-A, B, C ) HLA-DP, DQ, DR

Ciascuna molecola MHC puo accogliere peptidi di diversa lunghezza e sequenza!




Come vengono captati gli antigeni esogeni dalle
cellule presentanti I’antigene (o APC)?



Vie di ingresso degli antigeni esogeni

Cute Tratto gastrointestinale Tratto respiratorio

© 2022 sdn'sm per uso didattico
Epitelio

v'A -;A JA JAVA «JA -JA\/A .’A JA ‘
Antigene
associato  Antigene

'
aunacellula che entra
Antigene dendntlca nel circolo ematico
disperso N =
nel tessuto \ ¢\
Vaso 155 4N
linfatico =@ \
Tessuto connettivo N

Al Imfonodo In circolo

meonodo ,

e alla milza

Gli antigeni presenti

Nei linfonodi nel sangue vengono
si raccolgono catturati dalle cellule
gli antigeni che presentano

che arrivano dai tessuti I’antigene nella milza




3 tipi di cellule APC professioniste
(Antigen Presenting Cells)

Cellule ;

dandr'rlicha
= PRR 5
MLR, RIG,
SCAVENJETS, _— o
Elﬁi::'iaia da accetera) Classa ll Costitutiva Primaria
pinocitosi | " Fecetton Fe
.EHLHH IG,
Ubiquitari SCaVBNgers, | (lagsg || Costitutiva Primaria
eccetera) & inducibile
= Recetton Fc
Linfociti B
"%' Aree B li Endocitosi
3 organi linfoidi | recattore- = |g (BCH) Classa Il Inducibile Secondaria
-} . socondari mediata
W2

» Sono cellule specializzate nel presentare gli antigeni ai linfociti T
» Esprimono molecole MHC di classe | e ll

» Presentano gli antigeni ai linfociti T CD4+ e CD8+

Amadori-Zanovello 2021



1. Le cellule dendritiche

% i derma

v —

Le cellule dendritiche prelevano gli antigeni
batterici nella cute e quindi si muovono verso
un vaso linfatico di drenaggio

Le cellule dendritiche che trasportano I'antigene
entrano nel linfonodo di drenaggio
e si localizzano nelle aree

Janeway



2. | macrofagi

| macrofagi presentano antigeni esogeni captati
mediante la fagocitosi

(a) (h)
l’scudopodizl

Bacteria-_ ) \\

./6 3 \ S0
/ 09/
3’ Class 11

\g;? /MH(

oo Antigenic peptide/class [I MHC

.’)
Exocytosed degraded material

Janeway



3. llinfociti B

Anche i linfociti B sono molto efficienti nella presentazione dell’antigene!

Antigen-specific
B cell binds antigen

Specific antigen efficiently
internalized by receptor-
mediated endocytosis

High density of specific
antigen fragments
presented

Janeway



Conseguenze funzionali della presentazione antigenica

Cytosolic pathogens

Intravesicular
pathogens

Extracellular
pathogens and toxins

o}

-

o
macrophage

Degraded in

Cytosol

Endocytic vesicles

Endocytic vesicles

(low pH) (low pH)
Peptides MHC class | MHC class I MHC class I
bind to
Presented to CD8 T cells CD4 T cells CD4 T cells
Effect on Activation to kill Activation of B cells to
presenting Cell death intravesicular bacteria secrete Ig to eliminate
cell and parasites extracellular bacteria/toxins

Antigeni di organismi patogeni DIFFERENTI
Inducono risposte funzionali DIFFERENTI

Janeway



Ricapitolando...

| linfociti T riconoscono il complesso peptide antigenico/molecole
MHC autologhe (self)

Le molecole MHC di classe | presentano peptidi endogeni ai linfociti T
CD8+ citotossici

Tutte le cellule nucleate esprimono molecole MHC di classe | e
possono quindi presentare I’antigene

Le molecole MHC di classe Il presentano peptidi esogeni ai linfociti T
CD4+ helper

Solo alcuni tipi cellulari (linfociti B, cellule dendritiche, monociti,
macrofagi) presentano l’'antigene associato alle molecole MHC di classe Il




Ricapitolando...

'Cattura o) sintesi' 'Presentazione' 'Funzioni effettrici
dell’antigene dell’antigene dei linfociti T

" Via del’MHC di classe II: presentazione dell’antigene ai linfociti T helper

S\ Macrofago @O@ Citochine

= Attivazione dei macrofagi:
uccisione microbi

Microbo . ' ' : e
extracellulare g@?\iggato Linfocita T agocitati
- helper CD4+

in endosoma

Linfociti B, secrezione

Citochine anticorpi: legame
extracellulare dell’anticorpo all’antigene

) " Antigene @°

Linfocita T
citotossico CD8+

8 —Edra S.p.A.

i

O

bersaglio c_he presenta o
’antigene



Lo sviluppo dei linfociti T

Gn



| linfociti T maturi si localizzano negli organi

Il timo € colonizzato da precursori immaturi
linfoidi periferici

provenienti dal midollo osseo

100 100
Numero di cellule T rilasciate Numero di cellule T circolanti
dal timo ogni giorno (x10-%) (% dei livelli dell’adulto)

= T | | | | _
nascitaT 1 2 3 4 5 6 Eta (mesi, nel topo)



Il timo

Adult's thymus

> Nel timo arrivano i linfociti immaturi che non hanno il TCR

» In seqguito a segnali particolari che ricevono nel timo, i linfociti T maturano ed esprimono il TCR con cui
riconoscono le molecole MHC-peptide.

» | genidel TCR vengono ricombinati a caso, per cui, ogni linfocita acquisisce il suo TCR individuale,
diverso da quello degli altri linfociti T e che reagisce solo con un particolare complesso MHC/peptide




Le cellule epiteliali del timo formano un reticolo
che circonda i timociti in via di maturazione




La maturazione dei linfociti T nel timo

Precursore Linfocita T

riconoscimento di antigeni estranei associati a molecole MHC autologhe
RESTRIZIONE AL SELF

non riconoscimento di costituenti propri dell’organismo

TOLLERANZA AL SELF

o (CD8+) citotossicita

funzione effettrice
T (CDA4+) produzione di citochine




La maturazione dei linfociti T nel timo

- generazione del REPERTORIO di recettori per I'antigene

- acquisizione della RESTRIZIONE e della TOLLERANZA verso il self

!

» Produzione di cloni di linfociti T,
» Iin grado di riconoscere l'antigene estraneo (non self) associato alle

molecole MHC autologhe,
» e incapaci di reagire contro i costituenti normali dell'organismo (self)




| passaggi della maturazione dei linfociti T nel timo

- TMO~_

_ Corteccia Midollo - Periferia
4 Morte 7 ’ N
e : CcD8+ ]
>« per deprivazione .
(mancato TCRof*

riconoscimento
di peptide MHC)

Selezione
positiva

negativa & { Linfocita T J
CD4+ /Y e cos+
TCRaf* :

' l,v
p

!

'

m

!

'

'

'

1

Selezione
positiva

CD4+

- | Linfocita T
CD4+ 5 =
Selezione negativa &
(forte riconoscimento §

Treg
% -
dell’antigene self)

5 Tre
\@ 2022 Edra SpA per uso didattico . ' )




Sito anatomico

Stadio di
maturazione
Proliferazione
Espressione
di Rag
Espressione
di TdT

TCR DNA

Espressione
del TCR

Marcatori
di superficie

Risposta
all'antigensa

La differenziazione timica dei linfociti T

Midollo osseo

00w«

Singolo Singolo
Cellula Doppio positivo positive
staminale Fro-T pre-T positivo (linfocita T (linfocita T
maturo) matura)
DMNA non DA non Gene della Gene della Gene della Gene della
ricombinato ricombinato catena catena catena catena
(linea (linea p icombinato | f, o ricombinati | f, o ricombinati | f, o icombinati
germinativa) germinativa)
Pre-TCR
Messuna Messuna {catena TCR af:CD3 TCR ofi:CD3 TCR afi:CD3
pipre-Ta)
c-kit+ c-kit*+
c-kit* IL-FTR IL-TR CD4+Chet CD4+CDE CD4 CDE+
CD25+ cDas*
Self (selezione
MNessuna MNessuna Nessuna positiva e

doppie positive
| TcR:CD3* | cD4* cDe* |

triplo negative
| TcR:CDa- | D4 coe- |

singolo positive singolo positive
[ TcR:cp3* | cD4* cDe- | | TcR:cpa* | cD4- cDe* |
10-15% 5-10%



Il TCR e formato da segmenti genici diversi
«assemblati»

Spazio
extracellulare

Membrana
plasmatica

Citoplasma ——
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La ricombinazione dei geni del TCR
(ricombinazione somatica)

REGIONE V REGIONE C

Catena Vi DB Jﬁ ™ CIT

Catenact

_a-a cor

™ CIT

a-chain locus
La V. x70-80 Jux 61

chromosome 14

recombination

rearranged DNA

transcription
splicing
translation

T-cell receptor
protein

translation
splicing
transcription

L Vg Dglpgr Cp

rearranged DNA B

recombination
o chromosome 7

i \
Lg Vpx52] Dp1 Jg1x6 CB‘ DB2 Jp2x7 CBZ

B-chain locus




| riarrangiamenti somatici sono necessari per I’espressione
dei recettori dell’antigene

— Vi H V2 R Yy

D,

D,

DNA

ENEN P linea

germinale

.

Riarrangiamento

@ Qe

riarrangiamento

V-DJ

.

DNA

riarrangiato



Numero (approssimativo) di segmenti genici V, D, J e C del TCR af

CATENA  CROMOSOMA NUMERO DI SEGMENTI GENICI
ione Regions
variabile costante

v D J c

¥ 14 ~70 - ~60 1

i} 7 ~50 2 ~15 2

{ 7 14 - 5 2

O 14 3 3 3 1
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L’'affinita del TCR per il complesso MHC/peptide self
condiziona la sopravvivenza dei linfociti in via di sviluppo (timociti)

Cellule Cellule
“PERICOLOSE" “UTILr”
Kg 10
alta avidita e )
' avidita intermedia
MHC-peptide
Cellule Cellule

“UTILF “INUTILF

Ky 102'

K4 108

avidita intermedia bassa avidita
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