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Le diverse popolazioni di linfociti e i loro recettori

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

antige%

BCR

Antigen

ZN

@ 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:
La regione che interagisce con il sito combinatorio

I\dei recettori per I’antigene dei linfociti
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Antigenic
peptide
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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
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Linfocitl B: alcuni fatti

Vengono prodotti inizialmente nel feto, verso I’ 8-9 settimana
Poi subentra il midollo osseo, per tutta la vita
Ogni giorno ne produciamo il 10-20% del totale (ma ne perdiamo altrettanti!)

Ogni cellula B ha sulla sua superficie circa 100.000 recettori specifici per I'antigene (BCR)

| linfociti B producono gli anticorpi!
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Membrane IgM Secreted IgM

BCR anticorpo
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Membrane-bound IgM (migM)

recognition

light chain

heavy chain

198 lga

e

signaling

Il recettore del linfociti B:
BCR (B cell receptor)

1. L’antigene si lega al BCR, viene internalizzato e presentato
a linfociti T helper in associazione con I’'MHC di classe II.

2. L’antigene legato al BCR invia segnali alla cellula B, che
prolifera e si differenzia.



Le molecole in grado di riconoscere I'antigene

Recettore della cellula B

BCR

recognition

light chain <‘

heavy chain

—~

OuTxXxmoOoOnNO—4H2Z2>

198 Iga

Recettore della cellula T

TCR

—

recognition

Quanti antigeni possono essere riconosciuti? 10%-10%
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B C R Legame con I’Ag

recognition >
Antigene=Ag
Iightchain‘
rﬂ/chain
I8 Ige: |\
L - :
signaling signaling
Linfociti B Linfociti T
Interazione con  Ag solubile/BCR Ag/TCR/MHC
I’AQ (binaria) (ternaria)
Natura dell’Ag Ioilroti)é(ieme, polisaccaridi proteine
Caratte_rlstlche accessibilg, idrofilo, in grado di legare PMHC
dell’epitopo conformazionale
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La comunicazione tralinfociti T e B

Linfocita B
Effetti Effetti
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La struttura degli anticorpi



Struttura di un anticorpo
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Struttura di
un anticorpo

Riconoscimento dell’antigene
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Struttura di un anticorpo
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FIGURA 6.5. I

La flessibilita della regione

cerniera. La regione cemiera Regione

consente una certa mobilita cermiera

delle due braccia Fab della mo-

lecola di lg, permettendo alla O (

molecola stessa di interagire O
con due eplmpl identici pid

o meno vicini tra loro in una
stessa molecola di antigene
(espressa ad esempio sulla su-
perficie di un batterio). Epltopl |den11|:| Amadori-Zanovello 2021




Carbohydrate




Classi (e sottoclassi) di anticorpi

Caratteristiche Tipo di lg

lgG1  IgG2  1gG3  IgG4  IgA1  IgA?  sigA  IgM lgD IgE
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Come, dove e quando
SI generano

| linfociti B e gli anticorpi?

La RICOMBINAZIONE SOMATICA (o riarrangiamento VDJ)
e la MATURAZIONE DEI LINFOCITIB (e T)



— — TCR

BCR TCR
» | Linfociti T e B riconoscono l'antigene estraneo recognition recogtion’
— T

grazie alla presenza di recettori specifici.

light chain

» | recettori per I'antigene si formano durante la m—_—
maturazione dei linfociti, mediante eventi di Ig8 Iga
ricombinazione somatica del tutto casuali.

» Ogni linfocita al termine della ricombinazione = . 5
. . N . . signaling signaling
somatica esprimera un solo tipo di recettore per
I’antigene, che e diverso da quello degli altri linfociti.

* & W

COME e QUANDO SI FORMANO | RECETTORI PER L'ANTIGENE?




| riarrangiamenti somatici sono necessari per I’espressione
dei recettori dell’antigene
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LA RICOMBINAZIONE (o riarrangiamento) VDJ,
o come si formano i recettori per I'antigene

Germline configuration of antibody gene locus

V segments D segments J segments Constant region exons

VH ~40 DH 1-23 Ju1-6 CH1-9

m -(—) (Ill II)B@DDD‘

A VDJ Recomblnatlon
S ——

\\

. Valizhioregion

Variable region / \

Zoom in of Variable region

FR1 FR2 FR3 N---D-N FR4 CH1...

CDR2

CDR3
Defines the cloneT Constant
Diversity >3 x 10 i ~aail|
Joining (J) _V/_ region

Total Variable Region
A.A.Diversity ~5 x 10"




Diverse catene pesanti = diverse classi di anticorpi
(ma stesso antigene!)

IgM IgD IgE

\ {/ \/"\/ \/
I
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VD J Cu Cb Cy3d Cyl (Ce) Cal Cy2 Cy4 Ce Co2

FIGURA 6.13.

La disposizione dei segmenti genici codificanti le catene pesanti delle lg sul cromoso-
ma 14 umano in configurazione germinativa. La parte bassa della figura rappresenta la
sequenza del segmenti genici codificantt le diverse classi e sottoclassi. || codice dei colon
corrisponde sia nella sequenza dei segmenti genici che nella struttura dei domini vanabili
e costanti delle corrispondenti molecole di lg (raffigurate nella parte supernore della figura).
| & catene leggere, codificate su altri cromosomi, non sono considerate.
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Diverse catene pesanti = diverse classi (isotipi) di anticorpi
(ma stesso antigene)

Siti poli-A

Ch |93 Oy Oy Cy2a Ce  Ca

Siti poli-A

O3 Cyl Cy2b Cy2a Ce  Ca

. Siti poli-A

DMA catena H LWl L Ven DHlD70en Wl Jyddin Cu

configurazione _l_l_l_._
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giunzione D-J

__.3'

L Wil L Vi Wi DHI Dh7ded  Cu
DMA catena H
et S HE-HE B

Giunzione V-D-J

__.3'

L Vil Vi D73 Cu | G | Oy3 Oyl Cy2b CyZ2a Ce  Ca
CEENES) B EFEEEE.
Trascrizions
v Sito poli-A
L MG Ca 3 .. . . .
Trascrtio ANA primario .- l-_o’-ﬂ, v’ | primi anticorpi che si formano
(nuclears) L ‘ | | |
— sono leIgM e le IgD.
Processazions ANA:
splicing
v . :
L V DJ Cu v Il resto del DNA rimane intatto
ANAmessaggero [T —Aan per la generazione degli altri
Traduzione . . . . . . o
isotipi (switch isotipico)
LV DJ Cu

Proteina nascents -

Glicosilazione
e export

v

V DJ Cu

Catena pesants u -
Regione WV Regione C
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V DJ Su Cu Cd %3 C3 C¢ Ca

Scambio di classe ; i

degli anticorpi
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FIGURA 6.31.

Lo switch isotipico. A differenza di quanto accade per |a co-espressione di lgM e IgD e per la produzione di lg secrete e di
membrana, lo scambio isotipico non & mediato da fenomeni di splicing alternativo dellRMA ma da un riarrangiamento irre-
versibile del DMA del cromosoma 14, con elisione di segmenti intercalati tra | segmenti genici che si ncombinano. Amadori-Zanovello 2021




Scambio di classe
degli anticorpi
(switch isotipico)

Genes in heavy chain locus of an IgM expressing B cell

v e ol

_ — Transcripl for Ight

1 1

Removal of DNA segment by enzyme activity between switch regions

R — " -of

|

Mon-homologous end joining of DNA at switch regions

8 9

Genes in heavy chain locus of an Ig-lE expressing B cell

Transcripd for IgG1

Excised DMNA segment



Come fa un anticorpo di membrana ad essere secreto?

FIGURA &.29.

Produzione di lg di mem-
brana e lg secrete. La fi-
gura illustra il meccanismo
attraverso cui un linfocita B
pud produrre catene  anti-
corpali che restano ancorate
alla membrana oppure, in al-
ternativa o esclusivamente,
molecole che vengono se-
crete come anticorpi solubili.
Questo fenomeno & possibile
grazie allo splicing alternativo
del trascritto RMA nucleare
primario, la cul traduzione
prosegue fino al secondo sito
AAL includendo il cosiddetto
pezzo di coda (TP) e il seg-
mento transmembrana (TM).
Quando, a seguito dell’atti-
vazione cellulare, il linfocita B
nella fase effettrice si orienta
verso la secrezione di anti-
corpi, la traduzione delllRNA
primario si arresta invece al
primo sito AAA: non vengo-
no cosl tradotti | prodotti dei
segmenti TP e TM, e la mole-
cola non ha nessun ancorag-
gio nel bilayer lipidico e viene
trasferita dal Golgi all'esterno
della cellula.

Il passaggio da BCR ad anticorpo solubile

L VDJ Cg C2 C3 TP TM CP

RMA maturs .
catena H T —e—--3
E'rlf'_di i
iadenilazions
Linfocita B AAA
Linfocita B attivato @ ' Eﬂ )
quisscente (secements
anticonpi)
Trans-membrana Pezzo di coda

mARMA catena H di membrana ‘-.,L Citopl i
asmatico

\-l}f%

Ilg di membrana (BCH) Ig secreta

Regioni V

hn\

dl ::c:nda

M) (TP)
Faa EENEEREEERE

splicing alternativo del’RNA
(con o0 senza la parte TM e Cyt)
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» Un antigene e una molecola che induce la sintesi di anticorpi.

» L’epitopo antigenico e quella parte dell’antigene che si combina con il sito combinatorio

degli anticorpi.

Antigene multivalente con epitopi differenti

Esempi di possibili tipi di antigene:

| Agl h
: 3

-] « Epitopi diversi— “{

Antigene multivalente con epitopo ripetuto

La maggior parte degli
antigeni sono multivalenti
(hanno MOLTI epitopi,
uguali o diversi!)



La maggior parte degli
antigeni sono multivalenti
(hanno MOLTI epitopi!)

Ag con epitopi

Clonal proliferation Clonal proliferation

B-cell
~ receptor

Clonal proliferation Clonal proliferation

Risposta policlonale!

diversi

Ag con epitopi
ripetuti




Quindi... Tutti i recettori per I’antigene sono generati
mediante un processo casuale...

BCR antibody TcR
Sitodi legame Sitodi legame dallantipens
dellantigeng "
- Ragioni vanabili —{
Catena lggem 1
- —
| Regionicostanti ——{

Catenaa Catenab

ma si possono generare 101°-1018 specificita diverse!

Janeway



Il problema centrale del sistemma immunitario e
discriminare tra:

SELF ~. E  + NON SELF
Tutti i normali Costituenti dei :
. costituenti normali  / . patogeni, o costituenti :
dell’organismo .- propri alterati '

RISPONDERE all’estraneo (non-self) (o al self alterato)
ESSERE tollerante al self




Obiettivi principali della maturazione
di un linfocita B:

BM

Cellula B
matura

Precursore nel

midollo osseo
(BM)

1. Generare un vasto repertorio di cellule/recettori per il riconoscimento
(creare un alto numero di cloni diversi, con diversi recettori per 'antigene)

2. Garantire la tolleranza verso il self
(Eliminazione dei cloni specifici per gli autoantigeni)

Precursore

Linfocita T
immaturo B

maturo

BM: bone-marrow



La maturazione dei linfociti B (e T)

Espressione Espressione Selezione
Proliferazione del recettore per Proliferazione del recettore positiva
I'antigene pre-B/T per 'antigene e negativa

Debole - —
riconoscimento [rL'“fOC'tao]

" Linfocita  dellantigene I/B matur
Linfocita pre-B/T: B/T immaturo:
esprime una _esprime
catena del recettore il recettore

per I'antigene _per I’'antigene .

Cellula ,
pro-B/T Selezione
positiva
_ Forte/ascente
riconoscimento
dell’antigene

3 <

Q.

.)-‘, > ‘.J'u ‘/7.
@ ©
Mancata &
espressione espressione kLA
del recettore del recettore _ §
del prelinfocita; per l'antigene; Selezione &

morte cellulare morte cellulare negativa




Il ciclo vitale di una cellula B puo essere suddiviso in quattro fasi principali

1 2 3 4
Precursore della Cellula B immatura Cellula B matura Plasmacellula
cellulaB legata ad un antigene legata ad un antigene

self non self

@ NEY

[ lasma cell
O'- i

IgM

memory cell

AN ﬁ’;&\ AR

bone marrow
stromal cell

Nel midollo 0sseo Nel midollo osseo Nei linfonodi e nella Produzione di anticorpi
si formano i recettori | sopravvivono i linfociti B milza gl_l antigeni e c_eI_IuIe del!a memoria
oer le cellule B tolleranti verso antigeni | estranei (non-self) nei linfonodi, nella milza
self attivano la cellula B e nel midollo osseo
Midollo osseo . «Oraani linfoidi periferici ,
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La differenziazione dei linfociti T (timo)

006%&8

Sito anatomic Mldollo asseo

Stadio di Cellula Pro-T Pre-T Doppio posmvo posmwo
maturazione staminale positivo ﬂm)T (ﬁnbm)T

La differenziazione dei linfociti B (midollo osseo) s |ER | g "‘;-2"‘;“' Scamtio

BCR produzione
classe Il anticorpi

009 080w 4B

Stadio di maturarione | Progenitore Llllncita unfuml:a Flazmaceluia| 3 St cohstaiiasnscmmtstsestsqreesstsirresestrotstcsTusstente
T
%.

Linfocita B
immaturo

Linfocita
B maturo

Linfocita B
attivato

linfoide
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Stipite Linfociti - Ricircolazione
Cellula linfocitario B maturi

staminale B : >
del midollo osseo 47 Midolio osseo “——Q:/ Sangue| o, Linfonodi

Q % - Vilza

\\\ Tessuti linfoidi
i : . <~ |associati alla cute]| |
Stipite Timo |t 3 = [Sangue, [ < |
Iinfogitario O linfa e alle mucose |
T Linfociti T
Primari maturi Secondari
Ricircolazione

adenoide

tonsille

vena subclavia destra ena subclavia sinistra

Gli organi linfoidi =
sono lasededi -
maturazione e
attivazione dei
LINFOCITITeB ==

cuore

dotto toracico

milza

placche del Peyer nel
piccolo intestino
intestino

mldollo 05580



LA SELEZIONE CLONALE DEI LINFOCITI B

Ogni singolo linfocita B produce un tipo di anticorpo dotato di
una specificita antigenica.

Un antigene seleziona solo i cloni specifici (pochissimi) e ne
induce l'attivazione e la differenziazione funzionale.

)antigene
ON N

I
v o v v
XX

Produzione di anticorpi specifici per I’antigene




La generazione della diversita e la discriminazione SELF/NON SELF

Duranke ko sviluppo e cellule proge nitrici danno
origine a un grande numero di linfociti,
ciascuno dotato di una diversa specificita

O
e

Pool di pbooll linfociti circolanti

RREDP0P

Ogni individuo possiede un grande
numero di linfociti diversi:

101°-10*8 LINFOCITI DIVERSI

QQQ@G?§ ?9‘\> Un linfocita, un recettore, una specificita.

» | linfociti con i recettori ad alta affinita per antigeni
self vengono eliminati durante il loro sviluppo, e
quindi non fanno parte del repertorio dei linfociti
maturi (selezione negativa).

La selezione clonale del linfociti

Patogeno

2 =

N
Proliferazione e dlbnmhbm
dei linfociti attivati dal paioge
a formare unclone doollb otbllrbi

Y9977

¢ & @ @ ¢

Calluke effetinciche eimnano Il patogeno

e indotta dal patogeno!
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La teoria della selezione clonale

1. Ilinfociti maturano negli organi linfoidi
primari, in assenza di antigeni estranei.

2. | linfociti maturi entrano nei tessuti linfoidi
periferici dove incontrano gli antigeni.

3. I cloni che riconoscono antigeni non-self (o
self-alterato) vengono attivati.

4. Si verificano risposte immunitarie
antigene-specifiche.

L’antigene induce una espansione
massiccia di linfociti che esprimonao il
TCR/BCR specifico (fino a 10% x)!

La progenie ha la stessa specificita
antigenica del linfocita originario.

Un clone!

Pool of maturelymphocytes

i
g :
‘ i
A\ /,
%

2. foreign antigen

Proliferation and differentiation of activated

specmc lymphocytes to form a clone
of effector cells

4.

@@@@@

cells ellmlnate antlgen
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Intensita della risposta

Le varie fasi della risposta immunitaria adattativa

" Eiminazione  Declino
= Fase Eliminazione : |
di riconoscimento di attivazione dell'antigene della risposta  Memoria
(omeostasi)
Linfocita T
Cellula ""\h
che produce 4’% effettore

anticorpi .

(Differenziazione)

Anticorpi
ecelluleT Cellule
effettrici della memoria
che sopravvivono
Cellula .
accessoria Espansione
' clonale
Linfocita T
naive <
o
wmv
Linfocita B Apoptosi 5
naive |
-
Q
v 14 21 o
Giorni dopo l'esposizione all’antigene




Storia di una infezione "naturale”

Risposta immunitaria
primaria

Immunita protettiva

Memoria immunologica (Im)

osta immunitaria
animlll i secondania | Immunita protettiva

1
Prima
infezione

2. 3
Tempo (settimane)

Esposizione ripetuta al palogeno:

infezioni neutralizzate

Seconda
infezione

36

> velocita
> efficienza

Il mantenimento della memoria forse dipende dal sequestro dell’antigene, o riesposizione, o CFrOSS-

reattivita

P. Parham, Il sistema immunitario, 2017



La risposta anticorpale primaria e secondaria

' Risposta anticorpale ' ' Risposta anticorpale '

primaria secondaria
A Prima Seconda
esposizione esposizione Plasmacellule
4gG »‘lge
Nedkis
Wl
Plasmacellule "?\'
a breve Co
& sopravvivenza \J l Ia'enlflgc'ta B
55 negli orgam Produzione ;
Qo st~ il
S linfoidi di bassi Plasmacellula ~MemMoria
= S o livelli di anticorpi alunga
S I;E&;;“ E aif. sopravvivenza
) nel midollo osseo
0. Linfocita B
=8 ng]'f\(/)CI 4 Pllasmacellula
(4 alunga ’ > .
(S sopravvivenza Linfocita B
SQ nel mldoIIo osse9 della memoria
~:9 1 T III/ T
0 74 >30 O 3 10 >30
Giorni dopo I'esposizione
A © 2022 Edra SpA per uso didattico
all’antigene P ==
(Caratteristica IRisposta primaria IRisposta secondaria ]
"Intensita | Minore Maggiore )

Aumento relativo delle IgG
e, in determinate situazioni,
delle IgA o delle IgE

Isotipo anticorpale | Abitualmente IgM > IgG

Affinita anticorpale

maggiore variabilita

\Indotta da

) Tutti gli immunogeni

In genere affinita minore,

In genere affinita maggiore
(maturazione dell’affinita)

Solo antigeni proteici




Memoria immunologica

L LinfocitaB Vergine (IgM*, IgD™) Memoria
CINETICA Lenta Rapida
Risposta primaria INTENSITA Minore Maggiore
. ISOTIPO Prevalente Ighd Prevalente IgG, IgA, IgE
VS. secondaria AFFINITA — Vaggiore
(cellule B) AVIDITA Maggiore Minore
ANTIGENI Tutt Solo proteici

1000 —

8

Tholo anticompale

livelll slerici di anticorpo
(unita arbitrarie)

.r Risposta primaria T Risposta secondaria

Antigens Antigene



pool di linfociti naive
000 00 @ angene |

Espansione clonale solo delle cellule specifiche per 'antigene

Risposta primaria

Cellule effettrici Cellule della memoria

Risposta secondaria

Cellule effettrici

Cellule della memoria

t ANTIGENE-SPECIFICHE




