ATTIV ZIONE
LINF CITL-B



Sottopopolazioni di linfociti B

Cell surface CD5* CD5- CD5- CD5- CD5*
phenotype CD1g™ CD19™ CD19mid CD19m« CD19M
CD1d™4 CD1d™d CD1d" CD1d™d CD1d"
CDZ lhi CDZlhiimld
CD23" CD23" CD23" CD23° CD23*"
CD43* CD43* CD43- CD43" CD43-
IgM"! IgM" IgM™ IgMiew IgM"!
|gDQm~ lngow |ngow |gDh| lngow/mid
Frequency in 2% <1% 15% >70% 1%
total splenic
B cell population
Marginal Regulatory
B-1b zone Follicular B cell
B-1 cells B-2 cells Relat'onsh-p
to B-1 and B-2
cells unclear

Nature Reviews | Immunology



Sottopopolazioni di linfociti B

: Cellule B-1

Cellule B 4
follicolari
Milza,
altri organi
linfoidi
CellueB 4
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Tessuti
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Reazione
del centro germinativo

OO0
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Antigeni T-dipendenti
ad alta affinita,
scambio di classe;
plasmacellule a lunga
sopravvivenza

lgG IgA IgE

AN

Antigeni
T-indipendenti,
soprattutto IgM;
plasmacellule a

breve sopravvivenza

Antigeni
T-indipendenti,
soprattutto IgM;
plasmacellule a

breve sopravvivenza

i



Risposte T dipendenti e T indipendenti

' R
Anticorpi ad alta affinita
dopo scambio di classe;
linfociti B della memoria,

plasmacellule a lunga

:T-dipendente:

Linfocita

Antigene proteico T helper

V N k sopravvivenza )
) > NgG
o =
Linfociti B4 W aCh
follicolari ‘;\i\lgE

Principalmente IgM,
anticorpi a bassa
affinita; plasmacellule
a breve sopravvivenza

'T-indipendente'

{ Antigene:
\ polisaccaride

Cellule B-1% “
linfociti B - — S
marginale (per es. prOteIne g

del complemento




Cross-linking del BCR

Antigene Linfocita B Linfocita B
quiescente cross-legato
\q s

\\\ Src Syk
\\ Cinasi
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Sequenza ITAM

Ag multivalenti o polivalenti



Antigene
microbico

(
e

BCR == ‘éf C3d legato

CR2/CD21

> .

L0 Ve

. AN
fetetetete ettt

B CRLGEEREpE |

RGO B RIOOOOOOOLOLLDLLOY

'

Attivazione del BCR

Potenziamento

l del segnale
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Attivazione del BCR
l Attivazione del TLR

4

Proliferazione

e differenziazione

TLR5 (flagellina)

ar5.jpg

Immunclogia cellulare e molecolare 7 ed

Ruolo del CR2 e dei TLR nell'attivazione dei infociti B. Nelle risposte antimicrobiche, |'attivazione del BCR viene coadiuvata da antigeni rivestiti da frammenti del complemento che possono essere simultaneamente ficonosciuti dal recettore del complemento di tipo 2 (CR2) (<b>4</b>). e dalla contemp
attivazione dei TLR, espressi dai linfociti B, a opera dei profili molecolari associati ai patogeni (<i>Patoghen-Associated Molecular Pattems</i>, PAMP) microbici (<b>B</b>). T I R 7 S S R N Q
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TLR9 (CpG DNA)
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| B follicolari e larisposta
agli antigeni T dipendenti
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| B follicolari raggiungono il follicolo grazie al recettore CXCRS5 che
lega CXCL13 prodotta principalmente dalle cellule dendritiche
follicolari
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cells and follicular dendritic cells
(FDCs)



Caratteristiche dell’'Ag

Seno sottocapsulare /

(

R

Gli antigeni
arrivano dai tessuti

attraverso i vasi

I|nfat|C| afferenti |
| ir %
N\ & 7 Condotto "o\

Cellule
Ak dendrltlche follicolari k .

— Gli antigeni
di piccole

dimensioni | ~ \ \
raggiungono _—
i follicoli attraverso Follicolo

,‘ ,.| condotti Gli antigeni di grandi

dimensioni sono catturati '
dai macrofagi nel seno >
sottocapsulare e dalle cellule

dendritiche nella midollare

Macrofago
nel seno
sottocapsulare Cellule dendritiche

della midollare




Risposte anticorpali agli Ag proteici

e Microbial
: : : : Receptor-mediated 2{,?}3;’:,
Le risposte anticorpali agli endocytosis
of antigen

antigeni proteici richiedono il
riconoscimento e il
processamento dell’Ag da
parte dei linfociti B

and presentation Class Il

MHC-peptide
complex

Antigen processing Jl

T cell recognition
of antigen

URA 11 Fotografia al miscroscopio elettronico a trasmissione del contatto iniziale tra un linfocita T e un linfocita B (sini-
) e di un coniugato T-B (destra). Notare I'estesa area di contatto tra le membrane delle due cellule dopo la formazione del
iugato. Il trattino = 1um. [Da V. M. Sanders et al., 1986, J. Immunol. 137:2395.]

bbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunoloay 5e www.,



Cooperazione T-B

Antigen
presentation;
T cell activation

Migration of
activated
T cells to edge
of follicle

B cell antigen
presentation;
bidirectional

T-B activation

Antigen uptake and
processing; B cell activation;
migration of activated
B cells to edge of follicle

Dendritic
cell

B cell zone
(primary

Tcellzone  _follicle)

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com



Linfocita
B vergine

(a) 1.11 cross-legame delle mlg da parte dell’antigene
innesca il segnale @, che induce il linfocita B ad
aumentare 'espressione di MHC di classe II e
della molecola costimolatoria B7.

2.1l linfocita T}, riconosce il complesso antigene-
MHC di classe II sulla membrana del linfocita B.
Questo ulteriore segnale costimolatorio attiva il
linfocita T ;.



Co-operazione T-B:
meccanismi molecolari

(b) 1. Una volta attivato, il linfocita Ty esprime
CD40L.
2. Linterazione tra CD40 e CD40L trasmette il

segnale (2).
3. L'interazione B7-CD28 trasmette un segnale
costimolatorio al linfocitaTy.



Co-operazione T-B

itochin
IL-2, L4, IL-S},‘,’oCl DEERE
[

Linfocita B
attivato

Linfocita B
proliferante

(o) 1.11 linfocita B comincia a esprimere recettori
per varie citochine.
2.1l legame delle citochine secrete in modo
direzionale dal linfocita Ty; trasmette segnali
che sostengono la progressione del linfocita B
verso la sintesi di DNA.



Risposte anticorpali agli Ag proteici

A /" Antigene proteico

Epitopo
riconosciuto
dai linfociti B

Epitopo~_") B ,‘.._
riconosciuto ,' y
\dai linfociti T « )

Iniziale interazione T-B

Linfocita
T helper Area T

Area B (follicolo
primario)

Foci
extrafollicolari

Plasmacellule £ o
a breve Cellula -
St i i ~aln <
sopravvivenza dendritica Linfocita T hélp 3
Linfocita T helper follicolare "fOH'COIa"i (T @;
extrafollicolare Linfocita B @5
del centro 3i

germinativo Reazione del centro S
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germinativo




Differenziazione dei T,

Cellula
dendritica Cellula & NLY|CD40-L
iIcos  dendritica | -21®Y
follicolare <
Linfocita T Gy e Linfocita Ty, Linfocita T

attivato helper follicolaree

| T, SoOno caratterizzati da

* [COS-ICOS-L promuove la maturazione dei T,

« |L-21 necessaria allo sviluppo del centro germinativo
* IFN-y, IL-4 importanti per lo scambio isotipico



Linfocita B
della memoria \

Fuoriuscita di cellule B
della memoria e di
cellule B che producono
anticorpi con alta affinita

Mutazione somatica
e maturazione
dell’affinita;
scambio isotipico

Linfociti

Proliferazione
dei linfociti B

¢

Attivazione e
migrazione dei linfociti B
nel centro germinativo

helper

ol2p
Immunclogia celulae & molecclate 7 ed
Reazons dal centio geminativo in un Infenodo. | Infocili B attivali dai lrfock T halper alla perfenia def folicok pamano migrano &k nteino dal folicoko dove, polfeando stvamerie. lomerarno bs 2ona scua | IdochB c

queste stesse celkie @ venficano le mutazion somatche a canco det geni V. In seguito, | krfocti B migrano nella zona chisra, dove incontiano le cefule denditiche folicalan (FOIC) che presentano [anhgene e i frfoch T<s:
e in infociti B sacementi anicoms o in frfoch B defla memoria. Le celide che producono anticomi 3i bcalzzano nel midoo o2360 solto forma d plasmacelide a nga sopra
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Scambio isotipico

igM*
B cell

red .
CD28

!l! QO Cytokine

' —}1 B7-1: lQ

B7-2 ./

Mucosal tissues;

cytokines
IFN-y| | IL-4 e.g., TGF-
lsotype V| (e.g B)
switching J
IgG subclasses
IgM (IgG1, IgG3)
Principal | Complement Fc receptor- Immunity Mucosal
effector activation dependent against immunity
functions phagocyte helminths (transport of
responses, IgA through
complement Mast cell epithelia)
activation; degranulation
neonatal immunity | (immediate
(placental transfer) | hypersensitivity)

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman:

Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com




Linfocita T helper

Scambio isotipico

Linfocita B
|gM+ ’ CD40

" Tessuti mucosi;
- citochine (per es.
APRIL, BAFF,

- TGF-B e altre)

"Scambio
_isotipico

( S e ‘
laM Classi di |gG IgE, | G4 laA

e (I9G1, IgG3) 9579 J
”"‘APrincipaIia Attivazione  Opsonizzazione Immunita Immunita
funzioni | del efggogitosi; contro delle mucose <
effettrici | complemento attivazione gli elminti (trasporto s
del complemento; delle IgA p
immunita neonatale Degranulazione attraverso o
(trasferimento dei mastociti gli epiteli) «
placentale) (ipersensibilita N
immediata) @’




Maturazione per affinita

Ipermutazioni somatiche della
porzione di DNA che codifica per |
domini variablili della Ig (CDR)
portano come risultato |l
cambiamento del sito di legame con
I'antigene



Maturazione dell’affinita

IMutazione " Regioni V della " Regioni V della
puntiforme catena pesante catena leggera

Kd
CDR1 CDR2 CDR3 CDR1 CDR2 CDR3 10" M

Giorno 7 | 3,6
dalla prima 4,0
immunizzazione . 6,0

Giorno 14 I
dalla prima I
immunizzazione

0,4
0,1
0,2

immunizzazione I ?’?2

|
| h
' Seconda | I a I | H [ | 0.2
Il !
Il Wl I <003

Terza
immunizzazione I I| |I I lH—“il [ ig’gg

D) J

arl8ipg

Immunologia cellulare & molecolare 7 ed

Mutazioni somatiche a carico dei geni delle lg. In questo esperimento sono stati prodott ibridomi a partire da cellule spleniche di topi immunizzati 7 o 14 giomi prima con un aptene [Dxazuluns] coniugalo a una plulelna Gli ibridomi erano prodotti anche a Dar ire da cellule spleniche otterute dopo una seconda o terza
immunizzazione con o stesso antigene. G ibridomi in grado di produrre anticorpi monoclonali specifici antioxazolone sono stati isolati da ciascuna di queste condizioni sperimentali e si & proceduto al sequenziamento dei geni Y codificanti per le catene pesanti & \eggele delle lg. Le mutazioni a carco di tali geni si concentrano nelle
regioni che deteiminano la cump\emenlanela [zixComplementanty-Determining Regions</i>. COR) e aumentano con il tempo in seguito allimmunizzazione e per effetto di immunizzazion ripetute. La localizzazione della rsg\une CDR3 rnele catene pesanti & approssimativa. Anche [ affinita dedli anticorpi prodotti tende ad aumentare

con ['aumentare del numero di mutazioni, come indicato dalla costante di dissociazione [K<sub>d</sub>) del legame dell’anticorpo all'aptene sempre pil bassa. [<izAdattata da Berek C e C Milstein. Mutation diift and repertoire shift in the maturation of the immune response. Immunological Reviews 96:23-41, 1987, Blackwell
Publishings /i>.]

@ 2011 - Copyright Elsevier srl - Tutti | dinitti riservati



Reazione del centro germinativo:
Maturazione dell’affinita

Linfocita
T helper

~ Attivazione del linfocita B
da parte dell’antigene
proteico e dei linfociti T helper /

Induzione di AID e migrazione
nel centro germinativo

Linfociti B che hanno subito A

mutazioni somatiche Y
= \
N

dei geni V delle Ig e che Q
esprimono g con differente
affinita per I'antigene L
che possiedono tﬂq;
recettori ad alta affinita
riconoscono l'antigene \:‘%
sulla superficie delle cellule 32

follicolari dendritiche
e lo presentano ai linfociti T,:H

Solo i linfociti B con alta
affinita per i recettori
per 'antigene sono selezionati

per la sopravvivenza

Solo i linfociti B

Linfocita
TFH

©2018—EdraSpA ﬁ

Linfocita B
ad alta affinita




AlD

(Activation induced deaminase)

* Enzima chiave del processo di scambio
ISotipico e maturazione per affinita.

* La sua espressione e regolata dal CD40

 Deficit di AID inducono patologia
caratterizzata da mancanza di scambio
ISotipico e maturazione per affinita

Sindrome da Iper-igM



S| possono selezionare | cloni
piu affini

Affamare i linfociti

(importante per vaccinazioni)



Struttura del follicolo linfatico

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology 5e www.studentconsult.com

Nel mantello sono presenti i linfociti B vergini

| B cominciano a proliferare dopo 4-7gg dall’esposizione all’Ag B
formando il centro germinativo

La zona scura corrisponde ai linfociti B in rapida proliferazione (definiti
anche centroblasti). 1 linfocita B puo dare origine ad un clone di 5000
cellule in meno di 5gg



Rispost: umorale
primaria_._-econdaria




Cinetiche della risposta anticorpale

Concentrazione anticorpale

sierica, unita per ml

100 B T
otale
N

10~

Risposta & ik Risposta

primaria oo secondaria
1,0~

Totale N
IgG
o1l 1eM- AR
0,01 '

1° antigene

2° antigene

Tempo dopo I'immunizzazione




' Risposta anticorpale ' ' Risposta anticorpale

primaria secondaria
A\ Prima Seconda
esposizione esposizione Plasmacellule
*-"e-l G *&_ IgG
VL o A

Plasmacellule 2
a breve sopravvivenza
negli organi linfoidi

)
—..Q
Linfocita B
) della
Produzione memoria

L : Plasmacellula
di bassi

0] v | ; a lunga

© Linfociti B__ ivelli di anticorpi sopravvivenza

g— attivati 3 nel midollo osseo——

9 ,

% Plasmacellula

ke @ unga. Linfocita B

9 POpravVivenzd della memoria

= Linfocita B naive |nel midollo osseo | |

1 T 7/ T T / T
0 7 ~30 0 3 10 >30
Giorni dopo I'esposizione
all’antigene l >t >
Caratteristica Risposta primaria Risposta secondaria
Picco della risposta Minore Maggiore
Isotipo anticorpale Abitualmente IgM > IgG Aumento relativo delle IgG
e, in determinate situazioni,
delle IgA o delle IgE
Affinita anticorpale In genere affinita minore, In genere affinita maggiore
maggiore variabilita (maturazione dell’affinita)

Indotta da Tutti gli immunogeni Solo antigeni proteici

o2
Inurcloga celliare e molecolare 7 ed

Sipous ok ol plvre ¢ condue: Nebo goae renks | ek 0. sutlonvn o tore ¢ o avrann 1y pomacshle che rod oo an ol speck o Tondome chs b st ipcnac Al o vty clsmacshit i
corso dlla risposta peimaiia anche generati nfoci B delk unga soptavitvenza. La tpasta mutuntata secondat ek B dela memon G i
anbcorpi speciic

tanivono el ridolo useo dave contfano  pode s per i peiod Nel
veogro memcna 3 o stmolat erer o pis s o 3 maggin &
oo & iy oo v o ek D0 P Lo Proal dhersihe Sub ot el s  socondie s Rocaie o b ok Lastostre s eche Sl

e c
Gioeniagone G lefoch B i modo
i nfocit T

g_
H
i
€
il
i

2011 - Copyight Elsevier sl - Tusti it riservati



Sottopopolazioni di linfociti B

Cell surface CD5* CD5- CD5- CD5- CD5*
phenotype CD1g™ CD19™ CD19mid CD19m« CD19M
CD1d™4 CD1d™d CD1d" CD1d™d CD1d"
CDZ lhi CDZlhiimld
CD23" CD23" CD23" CD23° CD23*"
CD43* CD43* CD43- CD43" CD43-
IgM"! IgM" IgM™ IgMiew IgM"!
|gDQm~ lngow |ngow |gDh| lngow/mid
Frequency in 2% <1% 15% >70% 1%
total splenic
B cell population
Marginal Regulatory
B-1b zone Follicular B cell
B-1 cells B-2 cells Relat'onsh-p
to B-1 and B-2
cells unclear

Nature Reviews | Immunology



Vie di trasduzione del segnale

Antigene Linfocita B Linfocita B
quiescente cross-legato

N

Membrana Ig-a/lg-B\ SREe
dellinfocita B I

il 1L
Citoplasma || | ul sl
1| O & B O
- \/ - \ X N
\ ~
ITAM \\ Src Syk
v\ Cinasi
A

1. Aggregazione e attivazione delle tirosin-chinasi della fam Src
2. Fosforilazione dei residui di tirosina delle sequenze ITAM

3. Reclutamento di Syc



Cross-linking
of membrane
Ig by antigen

Tyrosine
phosphorylation
events

Biochemical
intermediates

r

Active
enzymes

Transcription
factors

PLCy

activation

V.

GTP/GDP exchange
on Ras, Rac

v

Increased , = P
cytosolic Ca2+ Diacylglycerol (DAG) | sl Ra:;% L
Ca?*-dependent enzymes PKC ERK. JNK
L
} } i
NFAT NF-xB AP-1

Btk
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Agammaglobulinemia legata al
cromosoma X

 Difetti nel gene che codifica per la tirosin
kinasi di Bruton Btk

« Mancano B maturi

 Numerose infezioni batteriche (soprattutto
Streptococcus pneumoniae e Haemophilus
Influenzae) con frequenti polmoniti, sinusiti,
meningiti batteriche e setticemie.

« Descritta da OC Bruton nel 1952
* Anni ‘90 identificato il gene responsabile



CD5 e analogo allo
scavenger receptor

dei macrofagi LII’]fOCItI Bl

Plasmacellula

Linfocita B

BCR presenta diversificazione limitata
sono presenti nel peritoneo, pleura e milza (pochi)

« Sono in grado di replicarsi al di fuori del midollo
0SSeo



Linfociti B1

* Producono anticorpi IgM a basso titolo specifici per
antigeni polisaccaridici e lipidici come la fosforilcolina
e LPS espressi da diversi batteri

 Gli anticorpi naturali fungono da meccanismo di difesa
precostituito contro i microrganismi che riescono a
penetrare le barriere epiteliali.



Anticorpi naturali anti ABO

Sono IgM

Sono presenti a basso titolo (1/32-1/64)

Vengono prodotti dopo | 3 mesi di vita senza
un’evidente immunizzazione sebbene sia possibile
stimolarne la produzione a seguito del contatto con
epitopi identici espressi abitualmente su un'ampia
varieta di microrganismi

Non possono attraversare la placenta



Sono antigeni complessi composti da glucidi presenti su

tutte le cellule

Gli zuccheri conferiscono I'antigenicita e sono montati da
transferasi presenti sul cromosoma 9

Eritrociti da individui di gruppo sanguigno

Esprimono le strutture carboidrate

R-GIlcNAC - Glal
FLC

F\’—GICNM—GFI -GalNAc
Fuc

R-GlcNAc - Gal - Gal
1
FUC

K- GIcNAC - Gal - GalNAC
1
Fuc
+
K -GlcNAC - Glal - Gal
Fuc




Gli antigeni del gruppi sanguigni
ABO

Gli epitopi sono localizzati sulle unita carboidratiche
delle glicoproteine e dei glicolipidi di numerose cellule

GalAc=Nacetilgalattosamina
GlcAc=Nacetilglucosamina
Fuc= fucosio

Sostanza fondamentale Gal= galattosio

(Branca 1) Gall=_GicAc 1,3

| - g Gal- 2 GicAc—> Gal-2 GalAc—P
(Branca ll) Gal—GicAc {

P = porzione
lipidica o proteica



(Branca 1)

(Branca 1)

GRUPPO O

GalAc=Nacetilgalattosamina
GlcAc=Nacetilglucosamina

Sostanza fondamentale Fuc= fucosio
Gal= galattosio
1.3
Gal—GIcAc _ 13
vl g Gal—‘iGchC—liGall—'s—Ga!Ac—P
Galt GlcAc 5

Effetto del gene H (H)

Fuc
|43
Gal — GicAc
> Gal — GilcAc — Gal — GalAc — P
Gal — GIcAc ;
12
Fuc

GRUPPO BOMBAY



GRUPPO B

Effetto del gene H e B (H,B)
Fuc
l .2

Ga|.1_3_ Ga' sE s G!CAC \
Sal3 e Ciens L=Sal - GicAc — Gal — GalAc — P
| 1.2

Fuc



GRUPPO A

Effetto del gene H e A, (HA,) (80%)
Fuc
12

GalAcl=-Gal — GIcAc e
13 - /Gal — GlcAc — Gal — GalAc — P
GalAc—— Gal — GIcAc

|12
Fuc GalAc=Nacetilgalattosamina
GlcAc=Nacetilglucosamina
: Fuc= fucosio
Effetto del gene H e A, (H,A,)  ©Gal=galatiosio
Fuc
| 12

Gal — GIcAc :
13 \Ga! — GicAc — Gal — GalAc — P
‘ 1.2

Fuc



Nel sistema ABO esistono 4 fenotipi e
guesti danno origine a 4 possibili
gruppi sanguigni

0 40% | ondiacione talana
A | 36%

B | 17%
AB | 7%

Tabella 16-1. Distribuzione dei gruppi ABO nella popolazione americana.

H Anti-A, Anti-B 45 49 79 40

A Anti-B 40 27 16 28

B Anti-A 11 20 4 27
Ae

> /4
om® > o )

B = 4 4 <1 5 H




FENOTIPO GENOTIPO
A ALIA; AJA, A0
A, A,IA, A,l0

B B/B B/O

0 0/0

A,B A,/B

A,B A,/B




Effetto del gene secretore

Genotipo Saliva Siero
Se Se +
Se se +

Se Se




Anticorpi naturali anti ABO

Gruppo Antigene ||Anticorpo
0 H A, B

A o B

B B A

AB of -




Reazione di agglutinazione

anticorpi Gruppp
Anti-A  Anti-B 0T

O

A

B

AB




TIPIZZAZIONE

DEL SANGUE

TEST
DIRETTO E
INDIRETTO

Eritrociti da individui di gruppo sanguigno

Esprimono le strutture carboidrate
R -GIcNAc - Gal - GalNAc
1
Siero da individui R-GlcNAc - Gal R-GlcNAc-Gal-GalNAc | R-GlcNAc - Gal-Gal Fuc
1 1 1 +
con Fuc Fuc Fuc R - GIcNAc - Gal - Gal
gruppo sanguigno Flic
0
nesstind agglutinazione agglutinazione agglutinazione
Anticorpi agglutinazione 99 99 99
anti-A e anti-B
A% hessuna nessuna
_— o agglutinazione agglutinazione
T agglutinazione agglutinazione 99 99
Anticorpl antl-B
&}B nessuna
nessuna R : -
- agglutinazione L agglutinazione
A agglutinazione 99 agglutinazione 99
Anticorpl antl-A
AB
Non h icorni nessuna nessuna nessuna nessuna
on ar;noﬁan gml“ agglutinazione agglutinazione agglutinazione agglutinazione
contro Ao




