Imunitatea
celulara

Limfocitele T: CD4, CD8, CD3




RASPUNSUL IMUN CELULAR

Raspunsul IC este o componenta a imunitatii dobandite
responsabila de eliminarea microbilor care pot
supravietui in vacuole fagocitare (facultativ intracelulari)

sau in citoplasma celulelor infectate (obligator
intracelulari).

Acest tip de imunitate este realizat predilect de
Limfocitele T.
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® Precursorii limfocitelor T (LT) migreaza in timus,
unde sub influenta celulelor stromale (IL-7) si a
corpusculilor Hassal se diferentiaza in limfocite T
mature.

e Migratia LT din cortex spre medula timica este
Insotita de achizitia unor proteine de suprafata
specifice (receptori: TCR, CD2, CD3, CD4, CDS, etc).

® La 0 etapa precoce de selectie doar limfocitele cu
TCR functional vor supravietui.



P Dezvoltarea ulterioara a LT impune o selectie
a celulelor dependenta de capacitatea de
recunoastere a moleculelor Complexului Major
de Histocompatibilitate (CMH): CMH | si CMH I
de catre CD4 si CD8, precum si de receptorul LT —
selectie pozitiva si selectie negativa —

2 procese independente.




¢+ Selectia pozitiva —

etapa 1 a examenului limfocitelor in timus: testarea CD4 si CD8

Sunt testate limfocitele T in vederea recunoasterii de catre CD4 si CD8 expresate
initial pe acelasi limfocit a moleculelor CMH | si CMH Il expresate de celulele
prezentatoare de antigen.

Daca recunoasterea este concludenta, atunci limfocitele au sustinut examenul si
vor fi admise la examenul urmator. Limfocitele care nu se impun prin
recunoasterea completa a CMH | si CMH I, vor pieri prin apoptoza.



Selectia negativa — examenul 2

Este testat receptorul LT in vederea recunoasterii antigenelor
proprii expresate de CMH | si CMH lII.

Limfocitele T, care 1n medula timusului recunosc cu afinitate inalta
peptide proprii asociate cu CMH | si CHM Il (celulele dendrite si
celulele epitelale), sunt expuse unui semnal apoptotic pozitiv si vor
pieri prin apoptoza.

Astfel, se evita riscul formarii unor clonuri de limfocite super-
reactive, capabile sa atace structurile antigenice proprii.



Etapa finala a instruirii LT in timus:

® Celulele capabile sa recunoasca mai activ peptide in asociere cu
moleculele CMH | pierd markerul CD4 si devin celule T-CD8+ - limfocite
citotoxice sau limfocite killer. (40%)

m Celulele, care recunosc mai activ CMH Il - pierd markerul CD8 si,
respectiv, devin celule T-CD4+ - limfocite helper. (25%)

Celulele CD8 naive vor fi activate de CMH |I.
Celulele CD4 si CD8 naive vor fi activate de CMH L.



selectie - selectie +




> Selectia pozitiva — selectie timus-dependenta sau general3?:

Limfocitele T care au supravietuit in timus prin selectia pozitiva
recunosc peptidele expresate de CPA din timocite.

Important:

poate fi un pericol, ca aceste limfocite, parasind timusul, sa nu
recunoasca drept proteine-self proteinele din alte organe???

m Acest fenomen in mod normal nu are loc din cauza prezentei unei
proteine, numita proteina-regulator-autoimun, care induce expresia
mai multor proteine, iminente si altor organe (pulmon, rinichi, etc.).
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Limfocitele B si T naive sunt celulele care inca nu s-au intalnit cu Ag.

Populeaza organele limfoide periferice, ies pe timp scurt in circuitul
sangvin in recunoasterea Ag.

Dupa interactiunea cu Ag urmeaza activarea lor, proliferarea si
diferentierea in celule efectoare:

Limfocitele B — plasmocite producatoare de Ac.

Limfocitele T — T-helper (CD4) si T-citotoxice (CD8)

Limfocitele B reprezinta o cota medie 15% din toate limfocitele, cu o
durata de viata scurta, de 3-5 zile.

Limfocitele T constituie 65-70% cu o durata de viata lunga (luni, ani).
Raportul limfocitelor CD4/CD8 este de 3:2.
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Lymphotoxin - IFN-y
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LIMFOCITELE T-helper:

Celule care ajuta alte celule imune sa elimine patogenii din organism:
Thl, Th2, Th9, Th17, Tfh, Treg

Criteriile de subclasare:
1. Citokinele care asigura diferentierea CD4 in subtipuri

2. Factorii de transcriptie ce participa in diferentierea limfocitelor
3. Citokinele care sunt produse si eliberate de aceste subclase de T-helper



De ce atatea subclase de limfocite T-helper sunt necesare:

1. Diverse tipuri de patogeni si infectii.

Diferite celule tinta.

3. Patogeni cu rezistenta deosebit de mare fata de puterea de nimicire a lor
de catre macrofage prin fagocitoza.

4. Patogeni prea mariin dimensiune ca sa fie eficient fagocitati (eg, parazitii).

N

Un patern comun:
T-helper elibereaza diferite citokine, care comunica si ajuta alte celule imune
sa distruga si sa elimine din organism Ag.



Thl

Celulele dendritice (CD) si macrofagele activate de patogeni
intracelulari  inglobati activeaza limfocitul Th-naiv si asigura
diferentierea lui in Th1 prin intermediul IL-12, IL-18 si

tipul 1 de INF (gamma si beta).

IL-18 potenteaza actiunea IL-12.

Factorul de transcriptie STAT4 are rol important in procesul de
diferentiere. STAT - Transductorul de semnal si activatorul

transcriptiei 4 — factor de transcriptie apartinand familiei de proteine
STAT.

Costimulatori: CD40L-CD40R, CD28-B7,
CD2 - LFA3 (Lymphocyte function associated antigen-3),
LFA1 — ICAM1.
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Thl

Odata ce T-naiv este diferentiat in Thl, acesta din urma secreta
INF-gamma, care activeaza macrofagele si faciliteaza astfel, fagocitoza
patogenului.

INF-gamma stimuleaza de asemenea si productia de anticorpi de catre
plasmocite.

IL-2 (factorul de crestere al limfocitelor T) eliberat de Th1l are rol notabil
in proliferarea limfocitelor Th1 prin actiunea sa autocrina.

Thl produce si TNF-beta, citokina implicata in inflamatia legata cu
procesul de fagocitoza.



Th2

mediaza atacul patogenilor extracelulari si al alergenilor
In atacul cu paraziti, CPA (celula dendriticd) elibereaz3 IL-4, care asigura
diferentierea Th-naiv in Th2.

Th2> elibereaza citokinele IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13.
IL-4> stimuleaza limfocitele B in vederea productiei de IgE.
IL-5 si IL-9> stimuleaza mastocitele si euzinofilele.

IL-13> stimuleaza productia de mucus in tractul intestinal.

IgE eliberata leaga parazitul. Ulterior mastocitele si euzinofilele se leaga
de fragmentul Fc al IgE ce acopera parazitul. Enzimele eliberate prin
degranularea acestor celule vor ucide parazitul.



Raspunsurile dominate de Thl sunt implicate in patogeneza
afectiunilor autoimune specifice ale organelor, a bolii Crohn,
a sarcoidozei, a respingerii acute a alogrefei de rinichi si a
unor avorturi recurente inexplicabile.

In schimb, raspunsurile Th2 specifice sunt responsabile
pentru tulburdrile atipice la indivizii susceptibili genetic. In
plus, raspunsurile dominate de Th2 au un rol patogenetic in
scleroza sistemica progresiva si alveolita fibroasa.



Thl7

Numele deriva din IL-17 produsa de aceste limfocite

n atacul cu bacterii extracelulare si fungi CD (celulele dendritice) vor produce
diferentierea Th-naiv in Th17 sub actiunea IL-6 si TGF-beta (factorul de
transformare a cresterii).

Th-17 elibereaza IL-17 si IL-22.

IL-17 participa in recrutarea neutrofilelor (potential pro-inflamator). Neutrofilele
trebuie sa distruga bacteriile extracelulare si fungii, inclusiv prin fenomenul de
NEToza (moartea neutrofilelor si formarea capcanelor din proteaze).

IL-22 stimuleaza celulele epiteliale in vederea productiei de proteine
antimicrobiene.



Thl7

Raspunsul inflamator mediat de celulele Th17 este asociat cu boli care au o
componenta inflamatorie importanta, cum ar fi:

artrita reumatoida

lupusul eritematos sistemic (LES)

astmul bronsic

respingerea transplantului.

IL-17 actioneaza in sinergism cu TNF-alpha conducand la activarea genelor de
control al factorilor pro-inflamatori.

IL-17 se leaga cu receptorii fibroblastelor, epiteliocitleor si endoteliocitelor,
determinand eliberarea de IL-8 si MCP-1 (proteina chemoatractanta a monocit.).

Important: IL-17 si IL-22 stimuleaza expresia defensinelor (proteine din
epiderma cu efect antibacterial).



Th22

Th-22 deriva din celulele dendritice plasmoide (un set de CD circulante in palsma
si limfa) sub actiunea IL-6 si care produc cantitati mari de INF-tipul 1.

Profilul transcripcional al Th-22 include, de asemenea, gene care codifica FGF
(factor de crestere a fibroblastelor), IL-13 si chemokine implicate in angiogeneza
si fibroza.

Th-22 stimuleaza proliferarea keratinocitelor si au rol patogenetic in evolutia
psoriazisului.



Threg (limfocitele reglatoare) cunoscute ca limfocite
supresoare: 5-15% din T-CD4

Odata ce patogenul este eradicate, Threg tempereaza activitatea sistemului
imun. Astfel, Threg previne patologia autoimuna.

Mecanisme:
1. Threg produce TGF-beta si IL-10, care asigura atenuarea raspunsului imun:
2. IL-10 are efect supresor asupra macrofagelor.

3. TGF-beta creste populatia de Threg.

4. IL-10, TGF, IL-35 si adenozina inhiba secretia de citokine
specifice fenotipurilor Thl, Th2 si Th17.

5. CD25 - receptorul catre IL-2. Are efect competitor

cu IL-2 fata de celulele imune efectoare.
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Tth: T- follicular helper cells

Tth exceleaza prin capacitatea de a expresa la cel
mai inalt nivel molecule costimulatoare, cum ar fi

CDA40 si ICOSL (inducible T cell costimulator
molecule-ligand).



Tth: T- follicular helper cells

Tfh stimuleaza productia de anticorpi de catre limfocitele B prin

intermediul eliberarii:

* Factorului de transcriptie BCL-6 (B-cell lymphoma 6), o proteina
codificata de gene BCL-6 din cromozomul 3 si care participa in
controlul proliferarii celulelor dendritice splenice nemature.
Expresia majorata a genei BCL-6 poate conduce la riscul dezvoltarii
limfomului non-Hodgkin.

°* IL-4

* |IL-10

* |L-21



Limfocitele T-CD8 (citotoxice)

Se impun in cadrul imunitatii adaptive prin capacitatea de a distruge celulele
cancerogene si infectate cu virus care au expresat prin intermediul CMH |
antigenul non-self, recunoscut de receptorii TLR si CDS.

Efectul citotoxic al T-CD8 este realizat prin 3 mecansime de baza:

1. Eliberarea de perforina si liza celulei.

2. Eliberarea de granzime si apoptoza celulei (granzima B activeaza caspaza-1).

3. Expresia ligandului pentru receptorul Fas (eg, CD95), interactiunea carora va
conduce la declansarea apoptozei pe calea extrinseca.

T-CD8 pot elibera si TNF-alpha, precum si IFN-y, citokine importante in
defensiva antivirala si controlul proliferarii cresterii tumorale.



How Do CD8'T Cells
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Unele celule prezentatoare de antigen profesionale pot fagocita
celule infectate sau tumorale moarte sau epave de celule, iar in
urma procesarii Ag, acesta sa fie expresat cu ajutorul CMH |
limfocitelor T-CD8 — fenomenul de cross-prezentare.

Molecula costimulatoare principala pentru T-CD8 este CD28.

Subsetul de memorie al celulelor T CD8+ poate fi clasificat in trei
grupuri distincte:

1. celule de memorie centralaq,

2. celule de memorie efectoare,

3. celule de memorie rezidente in tesuturi.



1. Celulele cu memorie centrala sunt limfocite rezidente in tesutul
limfoide care raspund de obicei la infectii secundare prin proliferare
rapida. La om, acestea sunt caracterizate fenotipic prin co-
exprimarea markerilor de suprafata CD127, CD27 si CD28.

2. Celulele de memorie efectoare circula in tot corpul gata sa caute
si sa omoare celulele tinta care se potrivesc cu antigenul.
Activitatea lor de proliferare si innoire este joasa.

3. Celulele de memorie rezidente in tesut - celule mature care sunt
»in asteptarea” infectiilor secundare la locul initial de leziune sau
invazie.



Important:

1. T-CD8 pot influenta supresor replicarea virusului HIV in limfocitul
T-CDA4 fara liza acestuia din urma. Se presupune ca T-CD8
elibereaza un factor de inhibitie a replicarii virusului (o proteina
ce nu a fost gasita in alte celule, rezistenta la stres termic,
acidoza).

2. T-CD8 pot elibera un set de citokine (IFNy, TNFa, IL-2) si
chemokine) si, deci, stimula recrutarea celulelor
imune.

3. Activitatea necontrolata a limfocitelor T-CD8 poate contribui la
raspunsuri autoimune impotriva celulelor sanatoase.



INTERLEURIN-INDUCED PROLIFERATION

OF T8-LYMPHOCYTES ("} intre T-CD8 si T-CD4 poate fi
“-' ' ' 0 cooperare importanta,
activated . . ey uges
privind cresterea capacitatii
TE8-lymphocyte
- | e r de proliferare a CD8 de
\ J catre IL-2 eliberata de CDA4.

- « La randul sau eliberarea IL-2

de catre celulele CD4 aflate
in vecinatate, este stimulata
de IL-2 eliberata de CDS.
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Important:

Memorie imunologica — Capacitatea sistemului imun de a

realiza un raspuns mai rapid, mai intens si mai eficace la
intalniri repetate cu acelasi Ag.

Toleranta — absenta raspunsului imun la antigene proprii
(self). Este determinata de inactivarea si eliminarea

limfocitelor autoreactive in procesul de maturizare a
limfocitelor T si B.



Important
Citokine:
m Citokinele sunt molecule care permit diferitor celule sa
comunice intre ele in producerea unei reactii de raspuns.

¢ Citokinele reunesc un grup eterogen de molecule:
interleukine (IL), limfokine, monokine,

interferoni (IFN),

factori de stimulare a coloniilor (CSF),

factori de necroza a tumorilor (TNF), etc.
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Important - Citokine:

e Citokinele permit celulelor imune sa se multiplice si sa se
diferentieze (eg, IL-2 este un factor de crestere al limfocitelor
T, iar IL-4 stimuleaza limfocitele B si diferentierea lor in
plasmocite producatoare de Ig).

e Citokinele actioneaza asupra celulelor prin intermediul
receptorilor membranari, care nu sunt intotdeauna activi.
Expresia lor poate fi indusa de o alta citokina (eg, IL-1 induce
receptorul pentru IL-2 pe limfocitele T si B).

® Receptorii citokinelor sunt prezenti si pe alte celule ale
organismului.



Modele patologice privind raspunsul imun celular

e Imunodeficienta dobandita: reducerea numarului de limfocite T
in diferite impacturi (Ex. reducerea T-CD4 in infectia cu HIV)

e Imunodeficienta genetic asistata manifestata prin dezvoltarea
insuficienta sau chiar absenta timusului (Ex. sindromul DiGeorge):
deficienta totala a limfocitelor T.



Modele patologice privind raspunsul imun celular

¢ Incapacitatea limfocitelor T de a coopera adecvat cu limfocitele B
cauzata de afectarea eliberarii diferitor tipuri de citokine (Ex. IL-2,
IL-4, IL-12), astfel ca activarea LB si diferentierea lor in plasmocite

sunt compromise.

e Afectarea expresiei CD3 si disfunctia limfocitelor reglatoare, fapt
ce conduce la evolutia diferitor stari autoimune (afectarea

tolerantei imune).



Modele patologice privind raspunsul imun celular

o Afectarea expresiei Fas-ligand, fapt ce conduce la diminuarea
efectului CD-8 (limfocitele killer sau citotoxice).

e Incompetenta genei AIRE (care expreseaza proteina reglatoare
autoimuna), fapt ce conduce la o instruire insuficienta in timus a
LT privind dimensiunea recunoasterii antigenelor self. Astfel,
creste riscul patologiilor autoimune.



Modele patologice privind raspunsul imun celular

e Mutatii ale genelor ce expreseaza IL-2, fapt ce conduce la
activitatea proliferativa joasa a LT-CD8 in detrimentul raspunsului
imun citotoxic.

e Afectarea primara a LT in limfoame. Drept consecinta sunt
tulburari cantitative si calitative ale CD4 si CD8.

e Cresterea limfocitelor Th17 care are efecte ambigue:
(¢) combaterea infectiilor repetate si
(¢) facilitarea si agravarea proceselor autoimune.



Modele patologice privind raspunsul imun celular

e Mutatii genetice ce converg in afectarea aparatului lizozomal si
incapacitatea acestuia de a asigura cantitati suficiente de
catepsine, perforina si gramzine necesare pentru actiunea
citotoxica a limfocitelor CD-8.

e Mutatii genetice ce converg in expresia joasa a proteinei scurfin
(factor de transcriptie) de catre gena Foxp3, fapt ce conduce la
pierderea tolerantei LT.



Consecintele de baza ale raspunsul imun celular afectat

1. Perturbarea efectului citolitic al CD-8 (Ex. vizavi de celulele
infectate cu virus).

2. Perturbarea activarii si diferentierii imfocitelor B, precum si a
sintezei de anticorpi de catre plasmocite.

3. Perturbarea actiunii anti-cancer.
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