ONTOGENIA DE
CELULAS T



1. Linfocitos T e seu receptor (TCR)

2. Rearranjos para formac¢ao do TCR

3. Maturacao / selecao das celulas T no timo



-
Figure 1-6 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Linfdcito “naive”: inativo, cromatina condensada



HSC

\

MPP
)

| 2 |

E=

<:| Migram para o timo

Q|| O

e 2 S AT
il HgQl

Figure 7-2 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



CDA4 regulatory

CDs8 cytotoxic CD4AT,1 cells CD4 T2 cells CD4Ty17 cells Tcells
Tcells .
(various types)
Types of effector
T cell
Activate infected ||| Provide help to
Main functions in Kill PT:vci:;?l?:lge:o g:teill')ifc;)r Enhance Suppress
adaptive immune virus-infected B cells P pro ductio‘:\ neutrophil T-cell
response cells for antibody especially response responses
production switching to IgE
Microbes that
persist in
macrophage
Viruses vesicles (e.g.
(e.g.influenza, mycobacteria, Extracellular
Pathogens targeted rabies, vaccinia) Listeria, Helminth bacteria
Some Leishmania parasites (e.g.Salmonella
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carinii)
Extracellular
bacteria

Figure 8-1 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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Figure 3-11 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

TCR parece Fab das
Imunoglobulinas



Cada linfocito T: 30.000 TCRs iguais

carbohydrate

Dominios Ig: dominios
discretos (folhas 3
paralelas) separados

_ variable por dobras
region (V)

a chain B chain

- constant
region (C)

]. stalk segment

disulfide bond

Figure 3-12 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



CDRs (regides determinantes
de complementaridade) 1,2,3-
sitios de ligacdo ao antigeno

Ligagdo Co-Cp auxiliada
por carboidratos (pontes H)

carbohydrate *¢

b

Fiaqure 3-13 Immunobioloav, 7ed. (© Garland Science 2008)



Reconhecimento TCR # reconhecimento BCR/Ig

T cell

BCR/Igs interagem com patdgeno e seus
produtos soluveis

TCR reconhecem antigenos na superficie de
cé¢lulas proprias

‘ T-cell receptor
BCR tem dois sitios de ligagdo a antigeno,

TCR um

PR antigen

e 18 ¢ soluvel, TCR sempre fixo a membrana

antigen-presenting
cell




MHC 1 MHC 11

peptide-binding peptide-binding
cleft cleft
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microglobulin
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MHC I: cadeia a (1,2,3) ligada a B2 microglobulina
Peptidios pequenos (8-10aas)
MHC II: cadeias a e 3. Peptidios maiores (ate 30aas)



Tissue . MHC dlass | MHC class I

Lymphoid tissues

T cells

B cells

Macrophages

Dendritic cells

Epithelial cells of the thymus

Other nucleated cells

Neutrophils

Hepatocytes

Kidney

Brain

Non-nucleated cells

I + + + I + IIII

Red blood cells

Figure 3-27 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

IFNy aumenta expressao de MHC I e II e pode induzir MHC II onde ndo era expresso



Ligacao do TCR ao MHC I- peptidio

o
CDRI1 e 2: roxo
CDR3: amarelo

i |
Q3 B2~
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~

Figure 3-22 Immunobiology, 7ed. (© Garland Scie

B
CDRI1 e 2: azul

CDR3: verde

CDRI1 e 2: contato com MHC
CDR3: contato com peptidio



Ligacao do TCR ao MHC 11I- peptidio
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Figure 3-23 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Ligacao do TCR (CDRs) ao MHC- peptidio




Energia de ligacao: contato TCR-peptidio ou TCR-MHC?

1. Ligacdo TCR-MHC: posicionamento inicial TCR

1. Ligacdo TCR-peptidio e MHC: ligacdo ou dissociacao

Poucos aminoacidos fazem contato TCR, MHC, peptidio.
Mutag¢des/polimorfismos: efeitos significativos ou ndo



TCR ¢ instavel na membrana da célula T

C¢lulas transfectadas com cDNA cadeias a e 3 do
TCR nao tem receptor na superficie; heterodimero €
degradado

Estabilizacao do “complexo” TCR e
transporte at¢ membrana
gracas ao complexo CD3 (y,0e¢€) e



TCR

recognition CD3: Dominios Ig
Ligacao ao TCR
por cargas opostas

ITAMs= motivo
ativador do
imunorreceptor de

tirosina
(Igs, NKR, FcR)

Que outra(s)
molécula(s) se

(v e associa(m) ao
' ' TCR?

signéling

Figure 6-10 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Co-receptores CD4 e CDS8

CD4 liga MHC II (regides invariaveis)
CD8 MHC I (regides invariaveis)
Ambos ligam TCR

MHC class Il MHC class |

Ko L2
g kﬁf\\,ﬁ\ \\




CD4: 4 dominios
imunoglobulina
Liga MHC II
(B2) via D1

7

CDS8: dimero Ig
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D,

D, B2 o) b «

MHC class |

B>-
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por sialilagao do
CDS8 durante
maturacao/ ativacao
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Fig

ure 3-25 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Consequéncias da associaciao com co-receptores

CD4/CDS8 aumentam 100x sensibilidade da célula T ao antigeno
Cel T CD4: ativada por 10-50 ligagdes MHC-peptidio
Cel T CD8: ativada por 1-3 ligagdes MHC-peptidio

Cé¢l B: ativada por ~20 ligagdes ao antigeno



C¢lulas yo

Dois conjuntos:
1-No tecido linfoide, com receptores diversificados. Reconhecem

antigenos diretamente (sem MHC) ou ligados a MHCs nao
classicos e respondem rapidamente produzindo citocinas

2-Intraepiteliais, com receptores limitados- ligam antigenos
epiteliais expressos em infec¢cdoes como proteinas de choque
térmico, MHC 1B, nucleotideos e fosfolipidios raros



Rearranjos para formac¢ao do TCR:
Recombinacao somatica



Loci das cadeias a e § do TCR

Cromossomo 14

a-chain locus

[ LV, x70-80 Jyx61 C

I SSEEEEEEEEISEEEEEEERIS ¢

B-chain locus

i L VB X 52- DB1 JB1 X6 CB1 DBZ JBZ x7 CBZ

Figure 4-9 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Cromossomo 7

Segmento C: regido constante, regido transmembrana € citoplasmatica
L= lider, V= variavel, J= de jun¢ao, D= de diversidade



Rearranjo das cadeias a e  do TCR no timo

germline DNA

T e —

recombination

‘ rearranged DNA \

transcription
splicing
translation

protein
(T-cell receptor)

translation
splicing
transcription

rearranged DNA

recombination

VBn

| germline DNA B::-::

Figure 4-10 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Mecanismos de recombinacao semelhantes
aos de céls B

Recombination signal sequence (RSS) Recombination signal sequence (RSS)
with 23-base-pair spacer with 12-base-pair spacer

CACAGTG ACAAAAACC GGTTTTTGT CACTGTG |:
' GTGTCAC TGTTTTTGG CCAAAAACA GTGACAC

aBTceIIs- | - ;JT_
[ b 4
R . {7

Figure 4-11 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

RSS= sequéncia sinal de recombinacao
Regra 12/23 (12= uma, 23=duas voltas da h¢lice de DNA)



DNA s circulares=
TRECs (circulos de
excisao do TCR).
Marcadores de céls
recem emigradas do
timo.

— > —
L,V L, V,

L, V,

direction of transcription
—

L, v, J
coding joint

L, vV,

"y

inverted .

direction of
transcription

Figure 4-6 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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RAG1:2 binds RSS By thamg.ﬂ:asss
RAG1/2 éi
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-|, closed
DNA
hairpin
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)
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Terminal deoxynucleotidyl
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i
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ligates DNA ends
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e
[
g F
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o

RAG (recombination activating
genes) 1 e 2 (linfocitos em
desenvolvimento) ligam-se a
RSSs=clivagem

Ligacao Ku70:80-DNA PK:
fosforilacdo e ativacao da nuclease
Artemis= quebra grampo

TdT adiciona nts (N)
DNA ligase/XRCC4

* Mecanismo de recombinacao
semelhante a virus e transposons



Mutacoes nas recombinases/ enzimas reparadoras

Camundongo RAG ko: ndo tem céls Bnem T

RAGI ou RAG2 mutados em humanos- sindrome de Omenn:
nao tem céls B, tem poucas ce€ls T (oligoclonais)

Camundongo SCID (severe combined ID)- ko RAG1 ou
RAG?2 ou Ku ou DNA-PKs ou Artemis: ndo tem céls Bnem T
Defeitos no reparo de quebras no DNA, hipersensiveis a
radiacdo 1onizante

Defeitos em Artemis em humanos- RS-SCID: deficiéncias de
cels B e T, radiossensibilidade



Diversidade dos TCRs:

Combinacoes V-J (cadeia o) e VDJ (cadeia [3)

Adic¢ao de nucleotideos P € N nas jungdes nas cadeias o € 3
Combinacao entre as cadeias a. € [3

Regides CDR1,2: segmentos V das cadeias a e B-ligacao a MHC

Regioes CDR3: segmentos VI (a) e DJ (B)
Grande variabilidade, ligacao ao peptidio



Diferencas em relacao as Imunoglobulinas

Nao ha dois loci de cadeia “leve”- um locus da cadeia o
Nao ha hipermutagao somatica

Igs t€ém diferentes regides constantes que determinam 1sotipos com
funcoes efetoras distintas

TCR tem Ca e CP (2 segmentos praticamente 1guais, sem funcao
efetora)

Igs t€ém maior variagao ao longo da molécula (CDR 1,2,3)
TCR tem CDRI1 e 2 mais conservados € grande variagao em CDR3



CDR3

Immunoglobulin o:p3 T-cell receptors

Element

H K+A B a
Variable segments (V) 40 70 52 ~70
Diversity segments (D) 25 0 2 0
D segments read in three
p rarely - often -

rames
Joining segments (J) 6 5(k) 4(\) 13 <61>
Joints with N- and -
0,

P-nucleotides 2 50% of joints 2 1
Number of V gene pairs 1.9 x 106 5.8 x 106
Junctional diversity ~3 x 107 ~2 x 10"
Total diversity ~5x10"3 ~1018

Figure 4-12 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

* Nao inclui hipermutag¢ao somatica Igs



Event Process Nature of change | Process occurs in:
Bcells | Tcells
V-region assembly Somatic recombination Irreversible Yes Yes
of DNA
. . . Imprecise joining, N-sequence i
Junctional diversity ‘nsertion in DNA Irreversible Yes Yes
5 o " Activation of promoter by Irreversible but
Transcriptional activation proximity to the enhancer regulated Yes Yes
Switch recombination Somatic recombination Irreversible Yes No
of DNA
Somatic hypermutation DNA point mutation Irreversible Yes No
: ; ; sk Reversible,
IgM, IgD expression on surface | Differential splicing of RNA regulated Yes No
; ; i Reversible,
Membrane vs secreted form Differential splicing of RNA requlated Yes No

Figure 4-28 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)




Linfocitos y0

o T Cells

Imunidade celular adquirida

Orgdos linfoides (circulacio)

Grande diversidade de TCR,
reconhecendo enorme variedade

de antigénios

Reconhecem antigénio peptidico
apresentado por MHC

vo T Cells

Imunidade inata?

Tecidos periféricos (IEL)

Diversidade de TCR limitada;
Reconhecem “stress-induced self”??

MHC nio € necessario para
seleccdo ou funcio




o T-cell rec/eptor v:0 T-cell receptor

(

e

Figure 3-28 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)




aff T Cell Receptor

TCRB TCRu

CD3s CD3y q —/ CD3: CD3

CD3( CD3(

ITAM (Immunoreceptor
tyrosine-based activation motif)

vd T Cell Receptor

TCRy TCRS

CD3e CD3y q p CD3s CD3s

CD3C CD3C




a-chain locus

[ LV, x70-80 D;x 3 Jyx 4 Cs ). x61] C,
V,and V;
interspersed

v-chain locus
T L Vyx12 ] Jyx3 Cy1 Jyx2 Cy2

HO=H-H R

Figure 4-14 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Menos segmentos V nas cadeias y € 0
Segmentos génicos da cadeia o entre os segmentos Va. € Jou



Segmentos VO localizados a 3’dos Vai: rearranjo da cadeia a exclui
segmentos da o

Figure 4-15 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



N TCR off ou y5?

~:5 TCR v:8 TCR

Semmoll,

Figure 7-22 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)




Maturacao das celulas T no timo
Selecao das células T no timo
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Selecao clonal: Macfarlane Burnet (1950)

Postulates of the clonal selection hypothesis

Each lymphocyte bears a single type of receptor with
a unique specificity

Interaction between a foreign molecule and a lymphocyte receptor
capable of binding that molecule with high affinity leads
to lymphocyte activation

The differentiated effector cells derived from an activated lymphocyte
will bear receptors of identical specificity to those of the parental cell
from which that lymphocyte was derived

Lymphocytes bearing receptors specific for ubiquitous self molecules
are deleted at an early stage in lymphoid cell development and are
therefore absent from the repertoire of mature lymphocytes

Figure 1-12 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



LINFOCITOS T e NOBEL PRIZE

Prémio Nobel de Medicina em 1987- Susumu Tonegawa (Igs)

Prémio Nobel de Medicina em 1996
Peter C. Doherty e Rolf Zinkernagel

Prémio Nobel de Medicina em 1960
F. Macfarlane Burnet e Peter B. Medawar



Precursores da medula 6ssea migram para o timo,

onde se tornam linfocitos T maduros
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A entrada de células progenitoras linfoides no timo ocorre em 11.5 de gestagdo no camundongo e
8 semanas em humanos. Papel de CCL21 e CCL25 (no timo)

Receptor

CCR4

CCR7

CCR9

CXCR4

Receptor-expressing cells in the
thymus?*

CD62L"CD69* SP thymocytes (R, F)*
CD3*CD4*CD8"™ thymocytes (F)®
Medullary thymocytes (R)=*
CD4*CD8&" and DP thymocytes (F)®*

SP thymocytes (R, F)325382 (p)#L.54
TCR-stimulated DP thymocytes (P)**
DN1 and DN2Z thymocytes (P)*

5P and a fraction of DP

thymocytes (F)&3-108*

DP thymocytes and CD6ZL-CD6EO*
SF thymocytes (F)s310-111
DMN3-DM4, DF and a fraction of 5P
thymocytes (P)*

DP thymocytes and yo T cells (P)1*2
DP thymocytes (high levels),

5P thymocytes (low levels) (R)*®
DP and SP thymocytes (F)***

DN1-DN4 thymocytes (R, F)224032
DN, DF and 5P thymocytes (R, F)#*
Dendritic cells (H)%4*

DP and SP thymocytes (B, F)'®*

Ligand®

CCL17
(TARC)

CCL22
(MDC)

CCL19
(ELC, MIP3p)

CCL21
(SLC, 6Ckine)

CCL25
(TECK)

CXCL12
(SDF1,
SDF1a)

Ligand-expressing cells in the
thymus*

Dendritic cells (R)*#
Mostly in the medulla (R)*

Outerwalls of Hassall's
corpuscles (H)F5*

A fraction of mTECs (H)**

A fraction of mTECs (H)**
Endothelialvenules in the
medulla (H)®

Medulla, CM|, blood vessels (H)*
mTECs (high levels), cTECs

(low levels), dendritic cells (R)®
mTECs (H)®*

Maost mTECs (H)**

Medulla, CM], cartical dendritic
cells and macrophages (H)*
mTECs (high levels), cTECs

(low levels)®

cTECs and mTECs (H)*

cTECs and a fraction of mTECs (H)**
mTECs (high levels), cTECs (low
levels) (R)*®

Medulla, CM] (H)*
A subset of cTECs, not in the
medulla (R)*

Hassall's corpuscles, epithelial
cells (H)HH

Yousuke Takahama 2006. Nature Rev. Immunol

Role in the thymus as identified
in gene-knockout mice

Mot determined, although possibly
associated with negative selection

Attraction of positively selected
thymocytes to the medulla®™
Guidance of postnatal thymus exit™

Outward relocation of DN thymocytes

towards the outer cortex®
Attraction of fetal progenitor cells
to pre-vascular fetal thymus®®

Outward relocation of DN2 or DN3

thymocytes to the subcapsular region®

Fetal thymus accumulation®

Outward relocation of DN thymocytes

towards the outer cortex®
Development of DN thymocytes®



Desenvolvimento do timo:
Camundongo: continua até 3-4 semanas ap0Os 0 nascimento

Homem: desenvolvido ao nascimento
Timo encolhe a partir da puberdade, baixa producao de céls T
no adulto (timectomia na puberdade)

C¢lula progenitora recebe sinais no timo via receptor Notchl,
que ativa genes comprometidos com desenvolvimento de
célula T

Notch1 R: necessario durante todo o desenvolvimento de céls
T: formagao dos TCRs af3 x yo, CD4 x CD8



Que células saem do timo?

CD3°4°8
‘double-negative’ thymocytes

Céls DN: 5% dos timocitos

=)
Cél T v5:20% das DNS|::> o @

v:3*CD3* CD3*pTa:p*4*8*

CD4 8 large active
‘double-positive’ thymocytes
\/ C
Export to
T NK: 20% das DNs periphery
CD3*a:p*4*8*

small resting
‘double-positive’ thymocytes

O QO

CD4*'8” CD48*
small resting
‘single-positive’ thymocytes

Export to
periphery

Figure 7-19 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Células T NK

- Muitas apresentam CD4

- TCR o3 de baixa diversidade- cadeia a invariavel e 3
cadeias [3 diferentes

- Receptor NK1.1 (cels NK)

- No timo, reconhecem antigenos de lipidios e glicolipidios
microbianos em CD1 de DCs, monocitos e alguns timocitos
- Fora do timo, CD1 ¢ induzida por infecc¢ao

- Capazes de produzir I1L4 e IFNy; IL4 geralmente apos
contato com vermes, direcionando para resposta Th2



T-cell precursor rearranges
its T-cell receptor
genes in the thymus

Immature T cells that
recognize self MHC receive
signals for survival. Those
that interact strongly with

self antigen are removed
from the repertoire

Mature T cells encounter
foreign antigens in the
peripheral lymphoid
organs and are activated

\/——_\_/

S

),

A

¥

T-cell progenitors develop
in the bone marrow and

migrate to the thymus

Positive and negative
selection in the thymus

Mature T cells migrate to the
peripheral lymphoid organs

Figure 7-14 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)




Extensao da selecao timica

Camundongo jovem:

Timo com 108 timocitos

- 5x107 novas células/dia

- 1-2x10°0 (2-4%) saem do timo/dia

Demais: morte por apoptose, corpusculos apoptoticos
nos macrofagos do timo



O timo

capsule
cortical

epithelial cell

trabeculae

Cortex sub-

capsular

thymocyte
epithelium y s

(bone marrow

origin)
cortico-

- medullary

; : medullary
junction

epithelial cell

dendritic cell
(bone marrow
origin)
macrophage
(bone marrow
origin)

Medulla
Hassall's
corpuscle

destfuicao celular

Figure 7-15 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



g\;la epitelial

cortical
Timocito (ectoderme)
(medula 6ssea)
Cé]c]lﬂ? epitelial Célula dendritica
?;dgdaé‘me) (medula 6ssea)
Macroéfago /

(medula Ossea)




Rede de céls epiteliais envolve os timocitos

Figure 7-16 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)
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Subcapsular
region ﬁ Immature . DN4
double-negative thymocytes
’ & cortical
( epithelial
Cortex o DN2 © cell
Immature
Cortico- @ double-positive thymocytes
medullary @
junction .%% dendritic
cell
e A W @
@ Mature CD4*8~ or CD8*4-
@ thymocytes
@ @0 © medullary
Medulla 107 epithelial cell

macrophage

Figure 7-21 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)




Rearranjo 3: DN2 e DN3
-Improdutivo=morte (ou y9d)
-Produtivo: perda CD25
Funcao CD25?

Kit, IL7R e Notch sao
essenciais (ko)

V—DJB

Complexo preTCR-CD3:
proliferagdo, interrupcgao dos
rearranjos 3, inicio do

Kit Signaling

CcD44 Adhesion

_ rearranjo a

molecule DPs: Maioria dos timocitos
| [ Vida curta, rearranjo .,
it || T 2020 00Bb TCRlow
CD3 || Signaling D Sclccio positiva
o Co-receptor _ eétg:r-
cps D | (Bs || Duragdo (cmdg): 3semanas

Figure 7-20 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)



Rearranjos
no genoma ao
longo da
maturacao

Process Genome Cell
Vv Vv DDJCJ Cc maturing CD4 8
B - thymocyte
Germline gene
configuration vV V J C
o H HHHRHHHHEHFCF
8 o HHHHE  F
= =
Vv CD25* CD44'
\'/ vV DJJ thymocyte
B : rearranging
Dp-Jp o . B-chain genes
rearrangement \4 Vv J C
(y- and 3- chain o -0
rearrangement :

may also occur)

=
CD25* CD44"v
VDJJ € thyinocyte
¢ -EHH-- cytoplasmic B*
Vg-DlJg L
rearrangement vV Vv J C [
In frame. R B S 3
B-chain protein
produced e
S S
= =
Surface expression N CD4-8-—CD4*8*
of B chain with vDiJ _C suiface pTa:p+CD3very
surrogate a chain -
—
B rearrangement vV Vv ) C pTa B

stops
cell proliferates

ow

CD4/CD8 induction | o S
a transcription T I=HFCF
starts CDACD8
= =
A cpatgt
Vs vDJJ C surface a:f CD3%"
a=da AIHEHTF
rearrangement e S - B
surface expression v) J C
of a:3:CD3 o JHHHHH--
—m—

selective events
begin

cD3 CD4CD8




RAG-1 Lymphoid-
specific

RAG-2 || recombinase

L |

pTa a chain !

cp3 =

Lek transduction

Ikaros B

GATA-3 e
factor

LKLF e

Th-Pok [

Figure 7-25 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

DN3-4: rearranjo [3,
fosforilacao e degradagao
RAG-2 (exclusao alélica 3)
(exp Tg cadeia  pronta)

Proliferagao DN4-DP

DP: Transcricao RAGs:
rearranjo o= TCR a3

Lck, ZAP70, Fyn: quinases
Fyn: desnecessaria?

Ikaros e GATAZ3:
necessarios precocemente



Auséncia de exclusao alélica para cadeia o

Repeated rearrangements can rescue nonproductive V_ J  joins

Vu "a ca
L 4
Initial nonproductive rearrangement
<= =
N
L 4
Subsequent rearrangements bypass nonfunctional VJ gene segment
= =
N
L 4
Multiple rounds of rearrangement may occur to generate a functional a chain
< =Z
N

== =

e ————

Figure 7-26 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Rearranjo de a ndo ¢ inibido por TCR na membrana, s6 durante sele¢cdo
positiva= Mais de 1 TCR por linfocito! (1 s6 especificidade)



Linfécitos Y0

Loci 3, y e o sofrem rearranjo quase simultaneamente.

TCR v0o tem sinal inibitorio mais forte do que pre-TCR o
Geralmente cadela [3 rearranja antes:

- Inibe outros rearranjos de (3 (fosforila e inativa RAG2) (tg TCRpB)

- pre-TCR sinaliza continuamente via Lck inibindo rearranjo yo

Apos DN4: sinal do pre-TCR ativa expressao RAGle2e
rearranjo de o que exclui o.

Sinais inibitorios yd e pre-TCR distintos.
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Linfocitos Y0 em camundongos
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Camundongo NUDE

Delecao do gene Whn (diferenciacao epitelial): ausé€ncia de timo

Quais as deficiéncias associadas? Tém cels T e B?
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Selecao das células T no timo:
Papel do complexo MHC-antigeno



Percurso das células T aff no timo

NG

Vi 4

Subcapsular
region ﬁ Immature @ DN4
double-negative thymocytes

Cortex DN2 6 ©)

Immature
Cortico- double-positive thymocytes
medullary
junction © ®)

©
©
Mature CD4*8~ or CD8%4~

@ thymocytes

Medulla @

cortical
epithelial
cell

dendritic
cell

medullary
epithelial cell

macrophage

Figure 7-21 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

DPs: 3-4 dias de vida
Resgate da morte por
selecdo positiva



SELECAO POSITIVA: restricio ao MHC (II)
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Injecdo de APCs MHCb com antigeno

Selecao ¢ feita por céls do timo que ndo sdo mortas na

irradiacao: céls epiteliais do cortex

Modelos animais nude/timectomizados com enxertos timicos
Camundongo MHC axb que recebe timo MHC a responde a qual MHC?
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SELECAO POSITIVA: restricio ao MHC 1

Zinkernagel et al, 1978. Cytotoxic T cells learn specificity
for self H2 during differentiation in the thymus. Nature
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TCR especifico para MHC I ou II determina manutencdao de CD8 ou CD4

10-30% TCR reconhecem MHC-peptidio proprios e sofrem selecao positiva



Sindrome do linfocito nu (ID humana): auséncia de MHC I ou 11
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C¢ls epiteliais do ttmo: MHC I e 11
MHCs devem interagir com CD4 ou CD8
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Sinalizagdo por Lck € mais forte se a
selecdo ¢ feita em MHC 11, e dirige para
CD4.

ThPOK ¢ fator de transcricao essencial
para direcionamento para CD4 (ThPOK
ko s6 gera células CDS)

Treg CD4CD25: selecao e
desenvolvimento pouco conhecidos
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Cortex:

DPs sob selecdo positiva
(céls epiteliais MHC I e II)
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Selecao negativa
(céls epiteliais e DCs)



Selecao negativa: Reconhecimento leva a apoptose
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OBS: “timing” de maturacdo em camundongo tg pode ser distinto, TCR pode ser mais
precoce (sem rearranjo)



Selecao negativa: Importancia de DCs e macrofagos (MO)
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Selecao negativa- principalmente na medula timica

Para haver morte de células T auto-reativas a antigenos tecido-
especificos, € necessario que elas encontrem o complexo
MHC-peptidio especifico na medula do timo

Como 1sso € possivel?



AIRE (regulador autoimune): fator de transcricao
expresso em células da medula timica, induzido por LTa

AIRE expression in normal thymus AIRE expression in LT-a~~ thymus

Figure 7-34 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Verde: AIRE vermelho: medula timica



O fator de transcricao AIRE (autoimune regulated gene) induz expresséao
de proteinas de tecidos periféricos nas cels medulares do timo

Table 1. Summary of the cell type-specific pattern of promiscuous gene expression
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Jens Derbinski, Antje Schulte, Bruno Kyewski and Ludger Klein”
Published online: 15 Oetober 2001, DOL 10.1038/ni723

MutacOes em AIRE =sindrome APECED
(Autoimmune poliendocrinopathy candidiasis ectodermal distrofy)



Selecao negativa x afinidade

DNA extraido de linfocitos CD4" do timo que entraram em
contato com MHC-peptideos de diferentes afinidades

baixa alta

Fragmentacao de DNA=morte
por apoptose decorrente da
selecdo negativa das c¢lulas
auto-reativas



Afinidade x avidez

A afinidade/avidez dos TCRs pelos complexos peptideo-MHC
(proprios) influencia a sele¢ao timica

Os timocitos que possuem TCRs que se ligam com alta
afinidade/avidez aos complexos MHC-peptideos das celulas
apresentadoras sao negativamente selecionados

Afinidade = intensidade de ligacao de uma molécula (anticorpo ou
TCR) com o seu ligante (antigeno ou MHC-peptideo).

Avidez = soma das interagoes entre moléculas (o conjunto de TCRs
de uma cé¢lula e o conjunto de MHC-peptideos de outra célula).

A avidez depende da afinidade e da valéncia das interacoes



Positive and negative
selection have the same
specificity or avidity

Positive and negative
selection have different
specificity or avidity
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Selecao timica de Tregs naturais CD4CD25
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The thymus selects the useful, neglects the useless

and destroys the harmful.
von Boehmer H, Teh HS, Kisielow P. 1989



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22von%20Boehmer%20H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Teh%20HS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kisielow%20P%22%5BAuthor%5D

Resultado final das selecoes timicas
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Ludger Klein et al., 2009. Antigen presentation in the thymus for positive selection and central
tolerance induction. Nature Rev Immunol 9.



Transplante de timo trata crian¢as com
imunodeficiéncia severa- Agencia FAPESP, 9/4/13

Sindrome diGeorge

Dele¢des no cromossomo 22q11
Defteitos cardiacos, faciais, endOcrinos e imunes
Auséncia de timo



Segundo a pediatra Mary Louise Markert, que coordena a equipe médica responsavel pelo
transplante na Duke University, o procedimento ¢ indicado para os casos mais severos da
sindrome de DiGeorge, nos quais o bebé nasce sem o timo.

“Por meio de um teste sanguineo ¢ possivel verificar se ha células T circulantes e se elas
expressam a proteina CD45RA — um indicador de que aquele linfocito passou pelo
amadurecimento no timo. Em um beb¢ saudavel, 70% das células T devem expressar esse
marcador. Quando o exame indica 0% ou 1%, ha algo muito errado com o timo.

Quando um cirurgido cardiaco opera um bebé com cardiopatia congénita, precisa muitas
vezes remover uma parte do timo. As células sdo cultivadas em laboratorio e cortadas em
fatias bem finas. Apds duas ou trés semanas, essas fatias sdo implantadas no musculo da
coxa da crianca receptora. Elas passam a crescer na perna e os globulos brancos imaturos
produzidos na medula 6ssea comegam a se dirigir ao local para receber o treinamento.
Quando tudo da certo, quatro meses apos o transplante as células T maduras ja podem ser
detectadas na corrente sanguinea.”

A equipe realizou o procedimento em 64 criangas com a forma completa de DiGeorge e
em dois portadores de uma muta¢ao no gene Foxnl — caracterizada pela auséncia de timo
e de cabelo.

Sobreviveram 45 portadores da sindrome DiGeorge e os dois portadores da mutacao
Foxnl operados. O tempo de sobrevida pds-transplante varia entre 2 meses € 19 anos, com
meédia de 7,2 anos.



