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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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Le molecole in grado di riconoscere I'antigene

Recettore della cellula B (BCR)

BCR

recognition

light chain <‘

heavy chain

—~
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Recettore della cellula T (TCR)

TCR

—

recognition

Quanti antigeni possono essere riconosciuti? 10%-10%

Janeway



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
Carattgrlstlche accessibilg, idrofilo, in grado di legare P'MHC
dell’epitopo conformazionale
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Membrane-bound IgM (migM)

recognition

light chain

heavy chain

196 g

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. Il BCR che ha legato I’antigene si attiva e invia segnali alla
cellula B, che prolifera e si differenzia.



La comunicazione tralinfociti T e B

Linfocita B
Effetti Effetti

il

Pl_d Anche i linfociti B
‘“’“;\\ hanno bisogno

Attivazione CcD2 TR e LFA-3 : del dOppIO Segnale
I . .-, - -
Produzione citochine LFA-1 DR SN ICAMA | Ilinfociti B per I’attivazione!
| possono presentare
I ' antigeni esogeni (sono
—— T ——— [ - eys
5 . cellule APC!) Come i linfociti T....
—— T -
:
T,
N Y |
Proliferazions . w’m—\_rm
Produzione I E%g_ ME'iC i
citoching " R classe |
' |
: TR - » Recettori per il complemento (CR2/CD21) *
.'. TR ; :
! PRR '
' — T [
! — : ) ) * Esempi di recettori che possono attivare
, CD4 | Proliferazione i linfociti B anche in assenza dei linfociti T
. I i 1
: CD4oL TR O CD40 I‘ i;tl;at:-:::gg
' = TR —— | I utazi
) b ) o~ 57 : domatica
' N |
I P o™ B ttori !
' LR, p::: Eitgghid.e *
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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!

CH1 )
Y (A W (4
CH2 |
CH3 Pezzo
di coda
™
Ig di membrana (BCR) Ig secreta

anticorpo



La struttura degli anticorpi



Struttura di un anticorpo

Frammenti
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Struttura di
un anticorpo

Riconoscimento dell’antigene
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Struttura di un anticorpo

SltO dl Iegame
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FceaCyq
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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




Le 5 CLASSI DI ANTICORPI:
PROTAGONISTI DELLE RISPOSTE UMORALI DELL'IMMUNITA’ ADATTATIVA

variable regions
(antigen-binding sites)

Fab
Fc

constantregion
(effector function)




» 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




Come, dove e quando
SI generano

| linfociti B e gli anticorpi?

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



» | recettori per l'antigene (TCR e BCR) si formano BCR
durante la maturazione dei linfociti T e B, mediante tecogpition
eventi di ricombinazione somatica del tutto casuali.

I_I_I
recognition

» Ogni linfocita T o B, al termine della ricombinazione
somatica esprimera un solo tipo di recettore per
I’antigene, che e diverso da quello degli altri linfociti
(1,2,3,4,ecc.).

(]
signaling

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



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"




| 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



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 1019-1018 specificita diverse!

Janeway



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

IgM IgD IgE

\ {/ \/"\/ \/
I

I I
II::'I':':I:I:I:.:-: L — :.: ] :.:-::I

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.

Amadori-Zanovello 2021



Diverse catene pesanti

(ma stesso antigene)

L Wil L Van DHIDWTONn Jy1 30 Cu

Siti poli-A
el s | - 1B LR
u

Ch | Oyd Oyl Cy2b Cy2a Ce Co
__.3'
(configura S & = 8 = & &
Ricombinazione somatica:

D-J
giunzions Siti poli-A

L Wil L Vi Wi DHI Dh7ded  Cu
DMA catena H
GereER ) BY R e 1B

arangiamento
Giunzione V-D-J

¥ Siti poli-A
Chb |Oy3 Cy1 Cy2b Cy2a Ce Ca

TR Bl EEEEEE
Trascrizions
v Sito poli-A
L M4 Cu J Ch O3

Trascritto RMA primaric  _,
(nuclears) 2l

LeeditE | ==

Processazione AMNA:
splicing

LV DJCu

RMA messaggero - —AAA

Traduzione

L V DJ Cu

Proteina nascents -

Glicosilazione

e export
v
WV DJ Cu
Catena pesants u -
Regione WV Regione C

O3 Cyl Cy2b Cy2a Ce  Ca
EVEEEFTR

= diverse classi (isotipi) di anticorpi

| primi anticorpi che si formano
sono le IgM e le IgD.

Il resto del DNA rimane intatto
per la generazione degli altri
isotipi (switch isotipico)

Amadori-Zanovello 2021



V DJ Su Cu Cd %3 C3 C¢ Ca
i .

T C@3 C Ca
T

(Ricombinazione di Su e Sy3;

delezicne dei geni intercalati]
Vo oDJ l Cy
L]
AAA

Scambio di classe
degli anticorpi
(switch isotipico)

Segnali Tyl

3 Ce Ca
-- DNA (Legatura)

({CD40L, IFN-y)
V DdJ Cy3
mANA della catena 3
- (trazcrizione e splicing)
O D Catena pesante y3 ES. IgG
V DJdS8u Cu Cb kSe Ce S Ce Sa Ca 3

S TN T R N Ea

DMA riarrangiate in infociti B vergini

Ce Co
]

:
Messun !
segnale !
T helper !
Segnali Tw2 : DNA
(CD4OL. IL-4) ; {Ricombinazione di Su & Se;
& delezicne dei geni intercalatij
vV Dd l C Ca
mANAGela . EEE-emn s - B DNA (Legatura)
catenay - 5 VR~ ; M
iV DJ Ce
‘ , mANA della catena «
Catena ' ARA (trascrizione e splicing)
-l ram -
pesante u :
| GEEVPEED  Caicna pesante: Es. IgE

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




Scamb|0 d| Classe Genes in heavy chain locus of an IgM expressing B cell
degli anticorpl v 0, Lo
(switch isotipico) e TS for I

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 heav:,r chain locus of an 1gG expressing B cell

Es. I9G, ]+B—

Trnn::npl for 1IgG1
Excised DMNA segment



Come, dove e quando
SI generano

| linfociti B e gli anticorpi?

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



Il problema centrale del sistemma immunitario e
discriminare tra:

SELF ~. E  + NON SELF
Tutti i normali Costituenti dei -:
. costituenti normali  / . patogeni, o costituenti :
- dellorganismo - 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



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



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 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




LA SELEZIONE CLONALE DEI LINFOCITI B

Ogni singolo linfocita B maturo produce 1 tipo di anticorpo
dotato di 1 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!

Janeway



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

Janeway



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




La differenziazione dei linfociti T

006%83

Sito anatomico Mldollo o_.seo

Stadio di Cellula Pro-T Pre-T Doppio posmvo pomwo
maturazione staminale positivo (Im)T (ﬁnbm)T

La differenziazione dei linfociti B — Y ey
classe Il PIOGUION " Zzione | JAZORE isotipico

9-0-0-0-0-0-46, G (5>

Stadio di maturazione | Progenitore | Linfocita IJnfm:rI:a Linfocita B Linfocita Plasn'mc:ellul‘al """"""""""""""""""""""""""""""""

Linfocita B
attivato

linfoide pro-B immaturo B maturo
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La funzione dei linfociti B
e delle diverse classi di anticorpi



Le 5 CLASSI DI ANTICORPI:
PROTAGONISTI DELLE RISPOSTE UMORALI DELL'IMMUNITA’ ADATTATIVA

variable regions
(antigen-binding sites)

Fab
Fc

constantregion
(effector function)




5 diverse IgG
classi di
anticorpi

(ISOTIPI)

Hinge
region

(d) IgA (dimer) |g M
pentamero

Disulfide

IgA dimero

J chain



IgM monomerica lgM pentamerica

catena J

*%* Recettore per I’antigene dei linfociti B naive (forma monomerica)

** Pentameriche nella forma secreta (decavalenti = 10 siti per legare I’AQ)

%* Sono le prime immunoglobuline ad essere prodotte durante una risposta immunitaria
(risposta PRIMARIA)

‘:‘Isotipo piu abbondante nelle risposte primarie

Le piu efficienti nell’attivazione del complemento

** Emivita: 5-10 giorni



IgM

Heavy chain: u-Mu
Half-life: 5 to 10 days
% of Ig in serum: 10

Serum level (mgml-): 0.25-3.1

Complement activation:  ++++ by classical pathway

Interactions with cells: Phagocytes via C3b receptors
Epithelial cells via polymeric Ig receptor

Transplacental transfer: No

Affinity for antigen: Monomeric IgM - low affinity - valency of 2
Pentameric IgM - high avidity - valency of 10



g G: quattro differenti sottoclassi

1gG4

Struttura generale delle quattro
sottoclassi di IgG umane.

Esse differiscono nel numero e
nella organizzazione

dei legami disolfuro intercatena
che uniscono le catene pesanti.

I + = + +  Attraversano la placenta |

|+ +/- ++ - Attivano il complemento |
I ++ +/- ++ 4+ Silegano ai recettori Fc I

*%* Costituiscono il 70-80% delle Ig circolanti
** Hanno una emivita lunga (circa 20 giorni)



190G

Heavy chains: y1y2y3 4 -Gammal-4
Half-life: IgG1 21 - 24 days 1gG2 21 - 24 days
1gG3 7 - 8 days IgG4 21 - 24 days
Serum level (mgml-1): IgG1 5-12 IgG2 2-6
IgG3 05-1 IgG4 0.2-1
% of Ig in serum: IgG1 45 - 53 1gG2 11 - 15
1gG3 3-6 1gG4 1-4
Complement activation: 1gG1l +++ 1gG2 +
1gG3 ++++ 1gG4 No

Interactions with cells:  All subclasses via IgG receptors on macrophages
and phagocytes

Transplacental transfer: 1gG1 St 1gG2 +
IgG3 ++ 1gG4 ++



Structure of secretory IgA

J chain

Secretory
component

\/ . . . , . .

%* Dimeriche (secrezioni), monomeriche (siero)

\/ . - , . . . . .

%* Isotipo piu abbondante nelle secrezioni (saliva, ghiandole mammarie, lacrime) e nel tessuto
linfoide associato alle mucose (gastroenterico, respiratorio, uro-genitale)

KR o . .

+* Emivita: 6 giorni



Lamina propna

Le IgA delle secrezioni e la transcitosi

A D

Legame delle Fusione dell'endosoma

dimeriche al oA e rilascio della IgA
legata al pezzo
secretorno

~ Tessuto linfoide associato alle mucose (o MALT)

e R S P
O Cellula
£ producente IgA
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IgA

Heavy chains: al or a2 - Alpha 1 or 2
Half-life: IgA1 5 - 7 days
IgA2 4 - 6 days
Serum levels (mgmlt): IgA11.4-4.2
IgA2 0.2 - 0.5
% of Ig in serum: IgAl1 11 - 14
IgA2 1 -4

Complement activation: IgAl - by alternative and lectin pathway
IgA2 - NoO

Interactions with cells:  Epithelial cells by plgR
Phagocytes by IgA receptor

Transplacental transfer: No



IgE

%* Attivano la degranulazione dei mastociti (rilascio

di istamina)
:“‘;P;:ge/ C.2 ** Attivano la citotossicita degli eosinofili
eqgl
/ 55 *%* Caratteristiche della risposta contro i parassiti
o .
gdd't'.onal X Responsabili delle allergie
omain CH4 . o _ _
** Emivita: 2 giorni
IgE Eosinophil
Z | u D High-affinity
%, a2 _-FceRl

Helmmth Q._,{/‘\

Uccisione degli elminti




Struttura del recettore Fc ad alta affinita per le IgE (FceRl)

The IgE - FceRl interaction is the highest affinity of

|BOEU n d (X N any Fc receptor with an extremely low dissociation
g rate.
r Binding of IgE to FceRl increases the half life of IgE

r ¢

B

GDQLLLIULVERVOER
t: 3

00000000 CE

&4 LE
@7 N ®

C/C
ITAMs

* basofili e mastociti
« eosinofili (bassi livelli)

* cellule di Langerhans, macrofagi
dermici, monociti attivati C



IgE

Heavy chain: ¢ - Epsilon
Half-life: 1 - 5 days
Serum level (mgml1): 0.0001 - 0.0002
% of Ig in serum:; 0.004

Complement activation: No

Interactions with cells:  Via high affinity IgE receptors expressed
by mast cells, eosinophils, basophils
and Langerhans cells
Via low affinity IgE receptor on B cells
and monocytes

Transplacental transfer: No



Distribuzione delle diverse sottoclassi di anticorpi

Dimeric
IgA

Distribution IigM | IgD | IgG1

Trasporto attraverso + _ _

I” epitelio

Trasporto attraverso

la placenta

Diffusione nei siti

extravascolari +- -

Livelli sierici 15 0.04 9 0.5 2.1 ||{3x10"°

Janeway



Le proprieta fisiche degli isotipi delle immunoglobuline umane

Ogni CLASSE (e SOTTOCLASSE) di Immunoglobuline ha un diverso:

- Peso molecolare

- Concentrazione sierica

- Emivita
- Distribuzione

Classe e sottoclasse di immunoglobuline

lgM IgD lgG1 | lgG2 | IgG3 | IgG4 | IgAf IgA2 IgE
Catena pesante I & Y, Yo Ya Ya Oty L E
Peso molecolare (kDa) 970 184 146 146 165 146 160 160 188
Livello sierico 5
: : : 1 \ . , 1
(media per adulti mg/mi) 1.5 0,03 9 3 0,5 2,0 0,5 |95x10
Vita media nel siero (giorni) 10 3 21 20 7 21 B 6 2




Classi (e sottoclassi) di anticorpi

Caratteristiche Tipo di g

lgG1 lgG2 lgGa lgG4 lgAl IgA2 slgA lgM gD IgE
mesante Y1 Y2 Ya Y4 @ ap miy 5 :
%[ﬁg“,:ggigf;f“g%] ~900 ~300 ~100 ~50 ~300 ~50 ~5  ~150 ~3  ~5x10°
fﬁﬁ r{u'“s!fm'“'e ~150 ~150 ~170 ~150 ~160 ~160 ~380 ~950 ~200  ~200
Eﬂ;ﬁ media 2 21 7 21 6 6 7 10 2 1-2
Eﬁgﬂ'ﬂgg&e (%) 50 50 50 50 60 60 =05 20 20 50
Eﬁ|ﬂ?ﬂijﬂ dl + + + + ++ ++ ++ +++ +++ +++

Legenda

[{+]2-3% (++) 7 - 107 [(+++) 10 - 15%

slgh: IgA secretorie ]
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Le funzioni effettrici degli anticorpi



L’anticorpo riconosce in maniera SPECIFICA I'antigene

e attiva meccanismi effettori NON SPECIFICI

microrganismo 1

microrganismo 2

D

N
’

per Fc

*ADCC
*fagocitosi

\ siti specifici
dilegame _V nessun
legame M — i legame
F&

; attivazione
legame di Fc F del complemento
al fagocita da parte di Fc
anticorpo
17 <\\

recettore

Attivazione de
complemento:
elisi
*0psonizzazione
*inflammazione




| recettori Fc degli anticorpi

(FCR)
Antibody ; %9?,5

r

Fc Receptor

Effector Cell

Recettori espressi sulla superficie cellulare,
specifici per la regione costante di una
molecola Ig.

Vi sono diversi tipi di recettori Fc, specifici per
differenti isotipi di Ig (IgE, IgA e 1gG).

| recettori Fc mediano molte delle funzioni
effettrici degli anticorpi, tra cui:

- la fagocitosi di microorganismi opsonizzati
- 'attivazione della ADCC (NK, eo0)

- Pattivazione dei mastociti




| recettori Fc degli anticorpi
(FCR)

IgG IgE IgA
{ \
FcyRlla FcyRIlb  FeyRllce FcyRllla FeyRIlIb

Nature Reviews | Drug Discovery



Le funzioni effettrici
degli anticorpi

Meccanismi con

cui gli anticorpi

combattono le
infezioni

B-cell activation by antigen
and helper T cells

cytokines

9 =

Antibod%ecretion
by plasma cells

4
()£
N

] |
Q5

{/L,

Neutralization

M
Opsonization

)

Complement activation

PAYAN

hid

olo|o]o

Antibody activates
Antibody prevents Antibody promotes complement, which
bacterial adherence phagocytosis enhances opsonization
and lyses some bacteria
Batteri Batteri Batteri
e virus extracellulari nel plasma

Janeway



Gli anticorpi possono scatenare diverse funzioni effettrici

CDC
Target cell

Antigen

nFclella FcRn

NK cell Endothelial cell




Gli anticorpi possono scatenare
diverse funzioni effettrici

Linfocita B Anticorpi |

. N
6,“-

./{-

Microbo

y/
R

3 Attivazione
del complemento

Fagocita

® |anticorpo-dipendente |

(Infiammazione)

Neutralizzazione
di microbi j
e tossine

e fagocitosi

Opsonizzazione
agocitosi | 19
dei microbi

Citotossicita
cellulare

rFagocitosi dei microbi |
opsonizzati
con i frammenti
del complemento
L (per esempio C3b)

© 2018 -EdraS.p.A
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Gli anticorpi neutralizzanti bloccano l'infezione delle cellule
Infezione da virus

Il virus si lega a recettori Endocitosi virus Entrata del DNA virale

resenti sulla superficie )
Ee"mare P mediata da recettore nella cellula

Infezione da batteri

adesione dei batteri sulla Internalizzazione e
superficie delle cellule propagazione dei batteri

EAE




Gli anticorpi neutralizzanti bloccano lI'infezione delle cellule
Infezione da virus

. . - L’anticorpo blocca il
Il virus t?' 'eﬁlaa recf_ N Endocitosi virus Entratgs®el DNA virale legame dpel Virus
pr‘lelsle” | Suflasupertici mediata da recettore ney#®cellula g

cellulare al recettore

by
A6 o g
%

Infezioneaga batteri

adesione dei batwg sulla Internalizzag#ne e Gli anticorpi impediscono
superficie delle cell) propaggg®ne dei batteri I’adesione dei batteri alla cellula

o g S &




Gli anticorpi possono neutralizzare |le tossine batteriche

- | batteri producono le tossine che danneggiano le cellule dei tessuti

- Latossina tetanica silega ai recettori presenti nelle placche motrici delle giunzioni
neuromuscolari inibendo la trasmissione dell'impulso nervoso e causando la paralisi.

Effetto patologico

della tossina

Cell surface

receptor

for toxin sToxin
i

L’anticorpo
blocca il legame della tossina

NECEOSI al recettore sulla cellula




GLI ANTICORPI POTENZIANO LA FAGOCITOSI

Il batterio rivestito Ls me misans dol recrofago I lsosomi si fondono
Legame dellanticorpo dianticorpisi lega La membrana de| macrofago sifondono ':;* con il fagosoma

al batterio ai recettori per Fc espressi circonda il batierio una vescicola, : : £

‘ sulla superfich cellularm il fagosoma origingn Y grdacec e
¥ A
Beterio 7

¥ e 4 5 3 B
- = - =S

| RECETTORI Fc ESPRESSI SUI FAGOCITI LEGANO GLIANTICORPI CHE
HANNO RICOPERTO LA SUPERFICIE DEI BATTERI (OPSONIZZAZIONE)

Janeway



OPSONINE E OPSONIZZAZIONE 2 3

| patogeni opsonizzati vengono fagocitati in maniera piu efficiente (10-50 volte di piu degli stessi patogeni non opsonizzati)
Opsonine: dal gr. «dwov, opsony, cibo.
OPSONIZZAZIONE: Reazione delle opsonine con i microbi per renderli piu suscettibili all’ingestione

da parte dei fagociti. Sia gli anticorpi che il complemento fungono da OPSONINE: ricoprono il microbo
affinché esso sia fagocitato dai macrofagi e dai neutrofili.

3b

Gli anticorpi ed alcuni frammenti del
complemento hanno attivita opsonizzante

anticorpi



GLI ANTICORPI POTENZIANO LA FAGOCITOSI

| segnali

Opsonizzazione Legame del microbo M Uccisione
del microbo opsonizzato ai dall’FeyRl Fagocitosi del
da parte recettori dell’Fc (FcyRlI) Attivano del microbo microbo
delle 1gG presenti sul fagocita fagocitato

il fagocita

© 2018 - Edra S.p.AN



Gli anticorpi
possono indurre
I’attivazione del

complemento

| Viaalternativa | | Viaclassica | | Via lectinica |

Cav,. i ! _ Cdal C2bo | __Caalcxmp
de
detl
_Complesso
di C1
.‘E
anticorpo Superficie
lgG gellulare .
I
5
o Formazione o

gella C5 convertas!

" Clivaggio di C5




Effetto degli anticorpi e del complemento sui batteri

Healthy E. coli

Antibody + complement- mediated
damage to E. coli



Gli anticorpi possono mediare la citotossicita delle NK
(Antibody Dependent Cytotoxicity-ADCC)

Antibody binds antigens on
the surface of target cells

Fc receptors on NK cells
recognize bound antibody

Cross-linking of Fc
- receptors signals the
NK cell to kill the target cell

Target cell dies
by apoptosis

FeyRIll

Target cell

activated




...e degli eosinofili

_ Eosinophil

Helminth

Killing of helminth




Le IgE, legate costitutivamente su
mastociti e basofili, causano la
degranulazione
in seguito all’incontro con
I’antigene

Resting mast cell

P

Resting mast cell contains granules
containing histamine and other
inflammatory mediators

Multivalent antigen cross-links bound
IgE antibody, causing release of
granule contents




La citotossicita mediata da anticorpi di diverso isotipo

() Proteina basica maggiore
/\ Enzimi litici, ROI, NO
B Perforine, granzimi
® TNF

\_/ CD16 A
LJ coz3

Antigene di
membrana

perle lgG

Gn: granulociti neutrofili
Ge: granulociti eosinofili

M: macrofagi Amadori-Zanovello 2021



Meccanismi con cui gli anticorpi combattono le infezioni

Batteri e virus

Batteri extracellulari

Batteri nel plasma

Janeway



LE FUNZIONI DEI DIVERSI ISOTIPI DELLE IMMUNOGLOBULINE...

R

Attlvith blologica
Anticorpo | Sottofipo | Struttura Furzione principale
-l:- s

Immunité dedle +
ig.i.? [Jlmm Mucose
Monomero Sconoscuta
Monomero Risposta &l parassid i o= o=
igG1 Risposta secomndana
a3 | Monomero a patogeni +++ | +4++ | +++ | +++ +
oG4 | mmnuenité i nesoneatabe:
Risposta primari
Pentamero Tm“"“gm = +++ ++

Figura 4-2. |sotipi delle Immunoglobuline. Nella parte superiore & rappresentata la struttura della forma solubile dei
diversi tipi di 1g. La tabella inferiore elenca le caratteristiche dei diversi isotipi di |g e le loro funzioni. C: attivazione del
complemento, N: neutralizzazione di patogeni, FcR: legame ai recettori Fc che inducono endocitosi (nei fagociti) ejo
esocitosi (nelle NK, mastociti e eosinofili).



...E DEI LORO RECETTORI
Tabella 4-1. Recattori per le Inmunoglobine (FcR)

Nome cD Distribuzione cellulare Funzione
FeyRI* B4 Fagociti, cellule dendritiche Endocitosi/Esocitosi (ADCC)
cyRIlA, B 32 Fagociti, mastociti, basofili, cellule dendri- | Inibizione

tiche, linfociti B e piastrine
FeyRIIl A, B 16 Fagaciti, mastociti, linfociti NK Csocitos|/Endocitosi
-ceRl* 23 Mastociti, basofill, ecsinofil csocitosi/Endocitosi
~ceRll 23 Linfociti, monociti, ecsinofil Esocitosi/Endocitosi
~caH 89 Fagociti Esocitosi/Endocitosi (ADCC)
~chRn* - cpitelio intestinale neonatale e placenta | Transcitosi di [gG materna
poli IgR (SC)* - cpitelio della mucosa adulto Transcitosi/stabllizzazione dell'lgA (e IgM)
polimerica

* Legano le Ig libera. ADCC: Antibody-dependent Cell Citotoxicity (lisi callulare dipandante da anticorpi).



La comunicazione tra linfociti T e B



3 tipi di cellule APC professioniste
(Antigen Presenting Cells)

Cellule ;

dandr'rlicha
o lI:IHLIEI‘ IG,
o ﬁ;t“g%?'& Classs Il Costitutiva Primaria
Pinocitosi
= Recattori Fo
Fagocitosi .EHLHH G,
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



——— 3.l linfociti 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



La comunicazione tralinfociti T e B

| linfociti B inviano segnali ai linfociti Th (CD4+)
presentando I'antigene in associazione con ’MHC di classe II.

| linfociti T aloro volta forniscono 2 tipi di aiuto ai linfociti B:

1. Segnali mediati da recettori di membrana espressi sulle cellule T e B: CD40L/CDA40 e altre
molecole di superficie

2. Secrezione di citochine



Antigene proteico
microbico

Non dimentichiamo che |
er

linfociti B
presentano I’antigene ai Linfocita B
linfociti Th...

Epitopo «T»

Peptide lineare
“epitopo carrier”

T .
Linfocita B con recettore epitopi diversil

: . specifico per epitopo
Endocitosi conformazionale
dell’antigene Epitopo «B»

mediata
dal recettore Gli anticorpi prodotti saranno

specifici per I'epitopo B (e non T!!!)

dell’antigene

_—

d
{ g
B>>>T Processamento [
e presentazione

Complesso
MHC ll-peptide
antigenico

Linfocita T §pecifico per epitopo «T»
CD4+ attivatn, P P PItop

\J
Riconoscimento : >

dell’antigene da
parte del linfocita T

© 2018 — Edra S.p.




E i linfociti Th aiutano |
linfociti B ad attivarsi e a
produrre anticorpi...

| linfociti T helper | linfociti B vengono Proliferazione

attivati esprimono attivati dall'ingaggio e differenzia-
CD40L e secernono di CD40 zione

citochine e dalle citochine del linfocita B

Anticorpi specifici

Ligando % -
-l{"‘ per I'epitopo «B»
=y

CD40 del CD40

inizialmente
riconosciuto dal
BCR

P <- /
Recettore _
per le citochine Citochine

© 2018 - Edra S.p.A.



...e a seconda dell’aiuto

(stimolo) ricevuto i linfociti B Linfocita B

(scambio isotipico delle

producono anticorpi diversi
:\ %
{

catene pesanti delle Ig)

Ligando di CD40
CD40

$/\

N

Linfocita T helper

IgM+

)

X

£
L }

"Scambio ’:_
_isotipico

IFN-y

Thl

\ A /

" Tessuti mucosi;

- citochine (per es.

APRIL, BAFF,

- TGF-f e altre)

.

) 1 i
Classi di IgG
IgM I(IgGL 19G3) I IgE, 1gG4 I IgA

fPrincipaIi”\' Attivazione

funzioni | del
effettrici complemento

J
Opsonizzazione  Immunita Immunita )
e fagocitosi; contro delle mucose <l
attivazione gli elminti (trasporto 5
del complemento; delle IgA e
immunita neonatale Degranulazione attraverso o
(trasferimento dei mastociti gli epiteli) @
placentale) (ipersensibilita g

immediata)




La presenza dei linfociti T helper influenza la produzione di anticorpi

~\

»
Anticorpi ad alta affinita
Linfocita dopo scambio di classe;
| T helper linfociti B della memoria,
plasmacellule a lunga
sopravvivenza

:T-dipendente:

Antigene proteico

% z"
2 /d
—_ > T QY ST X196
Linfociti B4 e #-10A
follicolari (organi linfoidi secondari) =202 ";&@E
T-indipendente " Principalmente IgM,

anticorpi a bassa
affinita; plasmacellule
| abreve sopravvivenza |

@ 5
| A M

Antigene:

polisaccaride ~

Cellule B-1:¢

linfociti B

della zona Altri stimoli

marginale (per es. proteine

(es., milza, mucose, .del complemento ‘ T

peritoneo)



Senza T helper!

Con T helper!

| vaccini coniugati

a Polysaccharide IgG2 and
IgM
\)f ) 4
/=
P A
o
> Antibody
Depletion of production
memory B-cell pool
No production of \
B cell \ menl:')\ory B cells Plasma cell ‘
b Polysaccharide
Carrier b and
tei
Proteing Polysaccharide-

Internalization
and processing
of carrier protein

2 or CD86
}-CD28

specific plasma cell

specificB

Antibody
production

MHC
class Il

CD80

Polysaccharide-
specific memory

o )\ B cell

Carrier-peptide-
specific T cell

Memory
response

Anticorpi a bassa affinita, per lo piu IgM
ad emivita breve

Anticorpi ad alta affinita, per lo piu IgG
ad emivita lunga

Pneumococco (Streptococcus pneumoniae)
Meningococco (Neisseria meningitidis)
Hib (Haemophilus influenzae)



Le diverse fasi della risposta mediata dai linfociti B

' Riconoscjmento ' 'Proliferazionee differenziazione'
dell’antigene dei linfociti B

Linfociti T helper, Plasmacellula
~altri stimoli
Antigene (Proluferaznone)

Linfocita B
che esprlm

Secrezione
di anticorpi

> IgG
Scambio
S N ; isotipico
Linfocita B Linfocita B AT
na'l‘v:z 2 attivato \ Z—c Maturazione
lgM™'e 1gD X [ delraffinita

4\—-IgG

ad alta affinita

Linfociti B
= |della memoria

Linfocita B
che esprime Ig
ad alta affinita
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La risposta anticorpale primaria e secondaria

Risposta anticorpale Risposta anticorpale
primaria secondaria
A Prima Seconda
esposizione esposizione Plasmacellule

oG ¥ xge
Nedkis

P
Plasmacellule @.)‘
a breve
sopravvuvenza V

-Y
negli organl Produzione

' ' Linfocita |
linfoidi di bassi

della
Plasmacellula Memona
livelli di anticorpi a lunga

Linfociti B ok sopravvivenza
attivati ™~ e
nel midollo osseo

Linfocita B Plasmacellula

hal alunga ‘ N

soprawivenza | Linfocita B

nel mldollo osse? della memoria .
l I 7/

I
0 7 >3O 0 3 10 >30

Glgrm.dopo I'esposizione © 2022 Edra SpA per uso didattico
all’antigene

Lnfociti B o anticorpi
specifici per l'antigene




Memoria immunologica

Linfocita B Vergine (IgM*, IgD*) Memaria
CINETICA Lenta Rapida
Risposta primaria INTENSITA Minore Maggiore
. ISOTIPO Prevalente Ighd Prevalente IgG, IgA, IgE
VS. secondaria AFFINITA Ayr— Maggiors
(cellule B) AVIDITA Maggiore Minore
ANTIGENI Tutti 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




Storia di una infezione ”"naturale”

Risposta immunitaria osta immunitaria
primaria Immunita protettiva Memoria immunologica (Im) E?hﬁaﬁmm sebselx Immunita protettiva Im

2 3
Tempo (settimane)

1
Prima
infezione

Esposizione ripetuta al palogeno:
infezioni neutralizzate

> velocita
> efficienza

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

P. Parham, Il sistema immunitario, 2017



