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Generalidades
Interacciones entre los leucocitos y el
endotelio

— Células endoteliales altas
e Extravasacion de los leucocitos

Moléculas de adhesion:
— Selectinas y sus ligandos
— Integrinas y sus ligandos

Quimiocinas y sus receptores "7'.'!__




Trafico leucocitario

* Proceso altamente regulado:

— Reclutamiento de neutroéfilos y
monocitos desde los sitios de
generacion hacia el sitio de la
infeccion o de dano

— Transporte los linfocitos desde
los sitios de maduracion hacia
los 6rganos linfoides
secundarios

— Movilizar a los linfocitos desde
los 6rganos secundarios hacia
el sitio de infeccion

Neutrophils and
monocytes migrate to
sites of infection and

tissue injury:
inflammation

High endothelial
venule (HEV)

| Naive T and B cells
migrate into secondary
lymphoid tissues

Effector and memory
T cells migrate into
sites of infection
and tissue injury:
cell-mediated immunity




Jung et al Curr Opin Immunol. 1999; 11:319; Bradley et al Curr Opin Immunol 2003; 15:343

Recirculacion y alojamiento de

los leucocitos

Qbjetivos fundamentales de la

recirculacion y alojamiento:

— Balance en la distribuciéon de linfocitos en
los tejidos

— Seleccion de linfocitos Ag-especificos
(6rganos linfoides secundarios)

— Renovacion continua de los
microambientes

— Representantes en todo el cuerpo de C} "—»A— /

Thy Spleen Mesenteric hmph

linfocitos especificos para un determinado wmé- - i
iy

—

Peyer's patch

Ag
— Reclutamiento rapido a los sitios de
iInflamacion



Recirculacion de S — T e

or skin) ’ Q
[ ] [ ] 4 '
linfocitos
IECs VLA-4 Any tissue innervated
by neurons
Y& . Hea
Tr a.fl C O n O eS al eat O I’ | O Sbs(oaa | Influenza virus
almonella . aspiratory
e Células T naive recirculan ~ sw: 7 € o o e
constantemente en NL ol N ciaton o A

VLA-1 g
— No tienen acceso a la tejido no 4
linfoide: piel, pulmon, TGI

e (Células de memoriay

Lumer ;
y\

efectoras, capacidad de i s
circulacion mas amplia, o I
virtualmente pueden CC“%’ :
penetrar en cualquier tejido | -)&(\
linfoide o no linfoide |
— Tendencia a ubicarse en su sitio gy, " 4 v v
de origen 1 st

Nature Reviews Immunology 4, 325-336 (May 2004)



Migracion leucocitaria

Proceso organizado

Monocapa de células endoteliales

* Interacciones secuenciales ocito bcapa decélulie sildol
entre los leucocitos y LRSS e
células endoteliales .- | NN et
vasculares - | \

° Qué determina la : | . , ‘\Linfocitosv nt polarizados
distribucion y trafico e N o
diferencial?

v Expresion y activacion | MO ‘ |
diferencial de AR L SR
receptores de _ R Linfocito polarizado \}\ ~ j;\\\"!'*
quimiocinas y de 58 (adhesién) N
integrinas

Nature Reviews Immunology 4, 325-336 (May 2004)



Principios generales de la
migracion leucocitaria

* Los leucocitos que no han sido
activados por estimulos externos
normalmente se encuentra en la
circulacion y en los érganos linfaticos

— Luego de la activacion son
rapidamente reclutados a donde se /
necesitan J

e Las células endoteliales en los sitios de
infeccion y dano tisular también se
activan, principalmente en respuesta a C[\?
citoquinas secretada por los A
macrofagos y otras células del tejido .
en estos sitios. P




Von adrian et al N Engl J Med 2000; 343:1020; Vicente-Manzanares Nat Rev Immunol 2004; 4:110; Ley Nat Rev Immunol 2004;

4:1, Nat Rev Immunol. 2012 Nov;12(11):762-73

Algunas generalidades

Normal tissue

 Respuesta durante la
activacion de la
inmunidad innata
fagocitosis) y adaptativa
interaccion T-APC)

— Permite encuentro con
APC (célula dendritica)

e Células T “naive”
recirculan y se alojan en
organos linfoides
secundarios

* T efectoras ayudan a los
linfocitos B a madurary
migran al tejido

- Effecto
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Von adrian et al N Engl J Med 2000; 343:1020; Vicente-Manzanares Nat Rev Immunol 2004; 4:110; Ley Nat Rev Immunol 2004;
4:1, Nat Rev Immunol. 2012 Nov;12(11):762-73

Recirculacidon y alojamiento:
Ganglios linfaticos

¢ Estructura: Miaramﬁc

=450 NL

Afferent lymphatic vessels

-|- CD169" mac ruphlage Subcapsular sinus

Vasos linfaticos aferentes transportan Capsule

antigenos derivadas de tejido y CD) al
seno subcapsular (SCS), un espacio por
debajo de la capsula fibrosa rica en
colageno que cubre el ganglio linfatico

El suelo del SCS esta cubierto por las
células endoteliales linfaticas que
expresan el receptor de acido hialurénico
endotelial de vasos linfaticos 1 (LYVE1), y
estas células se entremezclan con
macrofagos CD169+ ***

Cortical
sinus

| Medullary sinus

Artery Vein Efferent lymphatic vessel



Trafico Leucocitario

¢, Qué elementos participan?

 VVénulas endoteliales altas
e Selectinas y sus ligandos

* Quimiocinas y sus
receptores

* Integrinasy su interaccion
con moléculas de la
superfamilia de Ig
(moléculas de adhesion)

Blood 2008, 111: 5271



Reclutamiento leucocitario:
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Reclutamiento leucocitario:
Secuencia de eventos

'Integrin activaton ~ Stable rMigration through'
_ by chemokines. _adhesion‘ . endothelium

Rolling

_|Integrin
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Adrian N Egl J Med 2000; 343:1023; von Adrian Nat Rev Immunol 2003; 3:867, Cancer Sci 2010; 101:
2302-2308

Vénulas endoteliales alt
(HEVs)

 |nteraccion con células endoteliales altas
(HEVs), ubicadas en vénulas post-capilares:

— Son redondeadas, endotelio cuboidal, expresan
adhesinas vasculares, caracteristicas de cada
organo

— Presentes en todos los 6rganos linfoides, excepto
en el bazo

— Se forman por influencia de linfocitos Ty
citokinas (linfotoxina) y quimiocinas liberadas
por las células del mesenquima

— Reconocidas por receptores de “homing”
presentes en los linfocitos




Miyasaka et al Nat Rev Immunol 2004; 4:360, Cancer Sci 2010; 101: 2302—-2308, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2010. 26:363-96

Vénulas endoteliales altas:

(HEVs)

e HEV sectorizacion:

— Zona paracortical, interfolicular de
los NL, placas de Peyer

« HEV NL: PNAD altamente glicosilado
y sulfatado (ligando de L-selectina)

* LPyPP: MADCAM1

— Las CDs entran por los vasos
linfaticos aferentes, (excepto CDs
plasmocitoides (pCDs) luego se
ubican en la vecindad de las HEV

* Con la excepcion de las pCDs las HEV

no dejan pasar a los leucocitos a los
NL

Normal venule  Peripheral

lymph-node HEV

Peyer's-
patch HEV

GO\ G2
&) st

Endothelium Flat Tall and plump Tall and plump
Basal lamina Thin Thick Thick
Perivascular sheath Scanty Prominent Prominent
CDa1 | : i
ICAM?2 + - +
ICAM1 —/4 ++4 i
VE-cadherin + - +
Sialormuging
Core protein i ;
PNAD epitope - '
Sulphation = : ;
MADCAM?1 - - +
Chemokines = | + +
(CCL19, CCLA1,
CXCL12and CXCL13)

CCL, CC-chemaoking ligand; CXCL, CXC-chemokine ligand; VE, vascular endothelial,



Miyasaka et al Nat Rev Immunol 2004; 4:360, Cancer Sci 2010; 101: 2302—-2308, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2010. 26:363-96

Vénulas endoteliales altas:
(HEVs)

Table 1. High endothelial venules (HEV)-associated molecules and their possible functions

Molecule Classification Possible functions in lymphocyte trafficking
MAdCAM-1 Adhesion molecule (expressed in Integrin =,p; ligand, control of lymphocyte
mucosal and immature HEV) rolling and adhesion to HEVY
PMAd (sulfated and glycosylated Adhesion molecules L-selectin ligands, control of lymphocyte
molecules, i.e. GlyCAM-1, CD34, tethering and rolling on HEV
endomucin, nepmucin)
ICAM-1, ICAM-2 Adhesion molecules Integrin ligands, control of lymphocyte
firm adhesion to HEV
Fuc-TVIl, B3GIcNACT-3, GlcMNACBSTZ Enzyme Synthesis of functional L-selectin ligand
CCL21, CCL19, CXCL13, CXCL12 Chemokines Activation of integrins, induction of cell
adhesion and migration
Autotaxin Enzyme Activation of lysophosphatidic acid signaling
DARC Chemokine receptor Chemokine immobilization, scavenging?
Mac25/angiomodulin Growth factor binding protein Regulation of the local concentration of
growth factors/chemaokines?
LRHG ECM and growth factor Regulation of the local concentration of
binding protein growth factors?

DARC, Duffy antigen receptor for chemokines; ECM, extracellular matrix; LRHG, leucine-rich HEV glycoprotein.



Miyasaka et al Nat Rev Immunol 2004; 4:360

HEV:

— Expresion de selectinas e e ot HEV bt e

integrinas no es suficiente 22D V22D
(estas requieren de su %’gg %26‘

a Ct i Va C i é n p O r q u i m i O Ci n a S ) Endothelium Flat Tall and plump Talland plump

Basal lamina Thin Thick Thick
. . Perivascular sheath Scanty Prominent Prominent
— Expresan constitutivamente o | + i
quimiocinas - .
. Sialomucing
* Ej. CCL9, CXCL12 y CXCL13 son Corsproten + . :
transportadas por las HEV haciala | S n : X
luz del vaso (es sectorizado (HEV Cremotes ! + 1
foliculares y HEV interfolicular?)) OXOL1Zand OXCL1Y

CCL, CC-chemokine ligand; CXCL, CXC-chemokine ligand; VE, vascular endothelial.




Miyasaka et al Nat Rev Immunol 2004; 4:360, Thelen Nature Immunology volume 9 2008, Cancer Sci 2010; 101: 2302—-2308

Recirculacion y alojamiento de los
leucocitos

? gc:(\i\e;‘ghe;g’l\e/,cl‘?’?ww h Lymphoid chemokine X ¢
Mecanismos de acceso a e 0, Chemkine 2 LI
. . . 2 «\:AQ 8@9%0!) ] "‘fi 2
guimiocinas desde la red de y Sun
fibroblastos (FRC): \oi_ felle  e)\a:
o / gg t: o ’g‘ glg
— Transporte vesicular /o8 E%”: \ 78"'5
— Presion hidrostatica ¥l QPPN AN
i y i & Y Q @q)q@A g>\>>
— Transcitosis a través de HEV s
: "
Como se mantienen las “ ‘

guimiocinas unidas a las HEV
— Proteoglicanos

— Co-receptores de TGF-3 (CD105,
glicoproteina HEV rica en leucina (LRHG)

— DARC (receptor de antigeno Duffy para
guimiocinas)

— En la membrana basal MAC25, colageno
IV'y laminina

DARC y CCR7 (CCL12), pueden mantener
quimiocinas adosadas



Von Adrian et al N Engl J Med 2000; 343:1020
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Moléculas de

adhesion endotelial

Selectinas

e Glicoproteinas transmembrana
gue se unen a carbohidratos
(fucosilados y sialilados) presentes
en sus ligandos, de forma
dependiente de Ca *?

 Pasos iniciales de la adhesion:

* Adhesiones de baja afinidad entre
los leucocitos circulantes y células
endoteliales de las vénulas post-

capilares

2y ¥ ey

P ¥ Y

& if’g 4% ¢

prass
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Table 1 | Selectin expression

Selectin
L-selectin

E-selectin

P-selectin

Cell/tissue

Myeloid cells

Naive T cells

Effector T cells

Effector memory T cells
Central memory T cells

Skin endothelium
Inflamed endothelium

Choroid plexus

Lung endothelium

Platelets

Platelet-derived microparticles
Peritoneal macrophages
Inflamed endothelium

Expression pattern

Constitutive

Constitutive
Low/negative

Absent

Re-expressed or retained

Constitutive
Inducible in most organs

Constitutive
Constitutive

After activation
Constitutive
Constitutive

Inducible in most organs




Fukuda et al JCB 1999; 147:467; McEver Curr Opin Cell Biol 2002; 14:558; Ley Nat Rev Immunol 2004; 4:1; Ley Trend Mol Med 2003; 9:263

Moléculas de adhesion

endotelial
Selectinas

e Dominios de unidn a Lectinas o CDR

— Expresadas exclusivamente en las celulas derivadas
de la médula 6sea y células endoteliales

— Permite |la adhesion de leucocitos y plaguetas a la
superficie vascular

* Interaccion reversible y bajo condiciones de
flujo
— Participan en el “rolling”
* Ligandos glicoconjugados especificos

— Sara la unidn de selectina con su ligando se requiere
e:

* Sulfatacion por sulfotranferasas (LSST) para activar la
union con su ligando
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McEver Curr Opin Cell Biol 2002; 14:558, Ley NRI 2007, Sperandio, FEBS J 273 (2006) 4377—4389; Marth NRI 2008, 8:278, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2010.26:363-396

Moléculas de adhesion endotelial

Selectinas

Endothelial cell

et | okl Al

(D34

Tipos:
— Selectina-L (CD62-L):

e Células T “naive”, todas las células
mieliodes, Treg y algunas poblaciones de ™= " NI
T de memoria ] B

Leukocyte

* No en células endoteliales

e Ligando: PSGL1 (ligando 1 de P-selectina),
adhesinas endotelial de los nddulos
linfaticos periféricos (PNADs) o mucinas
(CD34 (HEV) , MadCAM-1 y podocalyxin

@ Lectin domain B GalNAc A Fuc

* Entrecruzamiento induce incremento de S . Bowc e
ARNm para IL-8, TNF-a y 2 integrina

L-selectin w0l @®

Leukocyte

> D000~ L-selectin

Leukocyte

PSGL-1

« N-glycan
~ O-glycan
@ Ig domain



Abbas 1995; Rosen et al. Curr Opin Cell Biol 1994; 6: 663; Ley Nat Rev Immunol 2004; 4:1, Ley NRI 2007; Marth NRI 2008, 8:278, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2010.26:363-396

Moléculas de

adhesion endotelial

Selectinas
S lipos:
— Selectina-E (CD62-E):
* Endotelio activado y endotelio de
la piel en reposo
e Ligando Ag LewisX, Ag linfocitos
cutaneos (CLA)

(T-memoria/efectores), Ligando 1
de e-selectina (ESL-1)

e Acumulo de células al sitio de la

inflamacion
— Selectina-P (CD62-P):

e Granulos en las plaquetas,
endotelio pulmonar y plexos
coroideos

* Ligando Ag LewisX, PSGL (ligando
glicoproteico de P-selectina)

e Recluta PMN y Mo

*

o _ AH @
$§ 5 w
QATEYEYLDYDFLPETEPPEM

Activated

platelet Leukocyte

P-salactin  ~—-~oocoooDoall +*— PSGL-1

Activated

endothelial cell Leukocyte

E-selectin e~ aaaaraaeli

Endothelial cell L 4 Leukocyte
— o E: -
® s H-A
GhCAM-1 W ﬂrl_ﬁ
s/T
PNAD — D34 a sl 'y > @O®®~~— L-selectin
141
Podocalyxin

Leukocyte Leukocyte

L-solectin  ————aaDa -— PSGL-1

@ Lectin domain W GalNAc A Fuc « N-glycan
@ EGF domain W GlcNAC % Sia -~ O-glycan
@ Consensus repeat & Gal S 503 @@ lg domain



von Adrian Nat Rev Immunol 2003; 3:867; Camppell et al Curr Opin Immunol 2000; 12:336; Moser Trends Immunol 2004; 25: 75, Annu. Rev. Cell Dev. Biol.
2010.26:363-396, Journal of Leukocyte Biology Volume 86, November 2009

Recirculacion y alojamiento

* Las quimiocinas y moléculas de adhesion “Rolling” Permite
son los responsables de la migracion evaluacion de sefiales

* Durante el “rolling”, si no ocurre activacion antes de comisionarse
mediada por quimiocinas (receptores ala entrada a un tejido
acoplados a proteina G), las integrinas ([32)
no se activan (conformacion de alta
afinidad) y no ocurre el arresto

Table 1 | Multi-step adhesion cascades in lymph-node HEVs determine homing specificity
Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Rolling Activation Adhesion Transmigration E n IGS Cél u IC(S T
haive y de
memoria las
integrinas son

L-sedaction: PMNAD B cells %{%5221 [“?}?['_,F‘HJ, LFAT: ICAMA GC"' | Vadas po r‘
Tt s exora CCL21
Maive B calls Yes Yes Yes Yes (expr'esado por'
LR ves e ves b HEV), ligando de
Monocytes/Neutrophils — Yes No No No CCR7

Effector memory or Mo Mo Mo Mo
effector T cells




Parslow Medical Immunology 1997: 25; Pharmacology & Therapeutics 127 (2010) 1-8

Dinamica del proceso de
recirculacion y alojamiento

S e I.lghl G“g:::mhm S@I mo Iac ln P.roie:n
Fases de la migracion: \X /%ﬁ ar
e Fase de activacion: ::w"*

— Mediada por moléculas producidas por el
hospedador o microorganismos: fragmentos de
fibrina, colageno, C5a, fMLP, quimocinas, PAF,
LTB4, PGD?2

e Quimiocinas

— Casi todos los receptores pertenecen a flia. que
atraviesan 7 veces la membrana

— Acoplados a proteina G
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Familia de proteinas de bajo c

peso molecular (8-14 KDa) b cas .
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Capacidad quimioatrayente caw caz o can ccus
y proinﬂamatoria cc) CCLI6  CCL8  CCL24  CCL? CCLs
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Union ligando-receptor @:3 2 N —e
— Alto grado de c

) X CCL20 ccue cCL CCL25 cCL27 cCL2
promiscuidad ceL cax  cas
L
— Sin embargo, también hay e
parejas especificas de ceLs
quimiocina-receptor c 4

* CXCL13-CXCR5

Nature Reviews | Neuroscience

N Engl J Med 2006, 354: 6. Nature Reviews Neuroscience 2007, 8: 895



Quimiocinas

Lymphopoiesis Active defense
Thymus Bone marrow CXCR4
CXCR3

CXCR4 CXCR4 i CCR1
CCR4 Periphery gl
CCR7 CCR3
CCR8 CCR4

CCRS9

Qu I m i (0 CI Nnas Thymocytes CD34* precursors
homeostaticas Effector T cels COR9

* Expresadas CxacR1
constitutivamente 6w

Circulation

por Spleen, LN ( CXCR4 .
G ! ' CXCR5
subpoblaciones o L O @5 Sxcr
celulares o cxord Ger o S e
Quimiocinas °CR7 @ Coie
Infla matorias Immune surveillance
Naive T cells

Immune response initiation \ /@\) gég§4

Tep cells

TRENDS in Immunology

N Engl J Med 2006, 354: 6. Nature Reviews Neuroscience 2007, 8: 895



Inmunologia 2006, 25 (1): 39-49

Quimiocinas Y,

Plasma
membrane

* Receptores

— Pertenecen a la

familia de

receptores de 7

dominios

transmembrana
— Acoplados a

proteinas G

Leading-edge
formation




Camppell et al Curr Opin Immunol 2000; 12:336; Ransohoff Immunity 2009

Migracion de leucocitos: Quimiocinas

Site of
interaction

Blood

HEV

Peripheral
lymph
node

Inflamed

skin

Small intestinal
lamina propria

Cell type

Naive T cells

Naive B cells

Skin-memory
Tcells

Gut-memory
Tcells

~4000 mlcronsfsec midline velocity

~40 mlcronsfsec

A%

Interactions

»  L-selectin/CLA/cdp7

& SLC/TARK/TECK

& G-protsin

, W, CCR4/CCR7/CCR9

Minutes I LFA-1 (low affinity)
—> A LFA-1 (high affinity)

A& |CAM-

e

) )

(@) Initiation of (b)) Rolling

contact through
microvillous
raceptors

L-selectin-PNAd

L-selectin-PNAd

CLA-E-selectin
o4p1-VCAM-17?

4B 7-MAdCAM-1

(c) Activation
through G-protein-
linked receptors

CCR7-SLC

CCR4-TARC

CCRS-TECK?

~10 minutes  (f) Movement among

(d) Activation-
microanvironments

dependent arrest

(reversible over (e) Diapedesis within the organ
minutes)

LFA-1-ICAM-1  CCR7-MIP-37? CXCRS5-BLC
CCR7-MIP-33

LFA-1-ICAM-1  CCR7-MIP-33? CXCR5-BLC
LFA-1-1CAM-1 CCR?-CTACK  CCR?-CTACK

u4p1-VCAM-17?

LFA-1-1CAM-1 CCRS9-TECK? CCRS-TECK?

04B7-MAdCAM-17

Currant Opinion in Immun~’



B B cell area
(follicle)

HEV

CXCR5 es expresado por poblaciones de
células T efectoras (T;,) activadas y
permite su interaccion con linfocitos B

— Expresado ademas en linfocitos B de PP y
NL y es critico para su migracion a estos
microambientes

CCR9 y CCR10 reclutamiento a la mucosas
(Linfocitos B productores de IgA'y
linfocitos T al intestino delgado)

La regulacion de la accion de las
guimiocinas : proteasas (CD26),
metaloproteasas, catepsin D, D6

capsule Cyster Sciernce 1999; 286:2098; von Adrian Nat Rev Immunol 2003; 3:867; Ebert Mol Immunol 2005; 799;
Moser Trends Immunol 244; 25; 75; Miyasaka et al Nat Rev Immunol 2004; 4:360, Forster NRI 2008 May 8
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Migracion celular: Quimiocinas
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B B cell area
(follicle)

T cell

CCR7

— Sus ligandos CCL21 y CCL19 activan a las
integrinas en las células T naive y células
T de memoria central

— CCL21 y CCL19 son constitutivamente
mantenido en la superficie de HEV, por
proteoglicanos

— Critico para la entrada de linfocitos T
naive a los NL

— CCL19 permite la atraccion de T-APC en
NL

. Capsue Cyster Sciernce 1999; 286:2098; von Adrian Nat Rev Immunol 2003; 3:867; Ebert Mol Immunol 2005; 799;
Moser Trends Immunol 244; 25; 75; Miyasaka et al Nat Rev Immunol 2004; 4:360, Forster NRI 2008 May 8
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Bromley NI 2008; Ransohoff Immunity 2009

Migracion celular:
Quimiocinas

Las quimiocinas coordinan la
entrada a los nédulos linfaticos,
mientras que agonistas de
esfingosina (receptores de lipidos
acoplados a proteina G) ,
coordinan el egreso

INFLAMED TISSUE

can \\
———» Tolymphnode |
|
\/

Lymphatic vessal /

-
D6 {clears excess CC chemokines)

a2 \\‘

» To lymph node\,

Lymphati vessel J_/

-
D6 {clears excess CC chemokines)

LT, promueve la liberacion de quimiocinas
(CCR7 ligando) por FRCy VEH (no
inflamacidn)

IFN-y media CXCL3 durante inflamacion

Steady state Immune response
\\ Entry \‘ Entry
8 e eny, 00 TR, v
—_ : - \
- Stochastic = o s : Guided
exploration encounters
C
S AN &5
Egress
' s 3s CXCLo
¥ NaiveTcol &3 CCL21(CCL1S) g EffectorT call & cxciio
FRC(grey)wth  _mea o ba Cograte DC-Tcall CCL3
conduits (black) L conjugata CcCLs

D6: scavenger de quimiocinas soluble, considerada
receptor de quimiocina no funcional



Bromley NI 2008; Ransohoff Immunity 2009; Nat Rev Immunol. 2012 Nov;12(11):762-73

Migracion celular: Quimiocinas

e Dentro de los NL: w I
— Posicionamiento W £
. CCL19, CCL21 (FRC) . ' s < psL1
— CXCL13 (FDC) B — ¥ cosaL

Si los linfocitos no
reconocen el antigeno en —
el ganglio linfatico S::f”}m

‘ egress
'visitado', lo dejan a través P ot
del vaso linfatico eferente ' \ 1@ oy g cxc Lm jung
Utilizando el receptor de Ia Dendritic cell T cell ‘ /u-lz i,‘ ‘ - pscL-1 P& ;’:)_’Qa
esfingosina-1-fosfato \ N T
(S1P)-S1P de tipo 1

(S1PR1;) R4

i Cortical
Conduit — sinuses




Bromley NI 2008, Trends in Immunology October 2011, Vol. 32, No. 10. Front Immunol. 2013 Oct 8;4:311

Migracion celular: Quimiocinas

* Expresion dependiente de las poblaciones efectoras

PSGL-1¢
a8,

Tcell

1,25(0H),D,




von Adrian N Egl J Med 2000; 343:1023; Weiner Curr Opin Immunol 2002; 14::196; Ebert Mol Immunol 2005; 799 , Thelen NI 2008; 9:9, Ransohoff Immunity 2009,
Trends in Molecular Medicine Vol.16 No.3 2010

Migracion de leucocitos: Quimiocinas

Responsables del cambio de forma de “

la célula y arresto

— Polarizacion

* Frente de migracion
— Polimerizacion de actina

— Concentran receptores que
intervienen en la adhesion firme

* Uropodo
— Retraccion del citoesqueleto

— Uno de los efectos mas importante de
las quimiocinas es la activacion de
integrinas

Signal reception Gradient — | o
and transmission interpretation/ Polarity effectors/
to cell interior ° amplification actin rearrangements

(&)




Kinashi Nat Rev Immunol 2005; 5:546, Trends Biochem Sciencesxx(2011)1-8, SCIENCESIGNALING.org 26 April 2011 Vol 4 Issue 170, Cold Spring Harb Perspect Biol 2011;3:a004994

Moléculas de adhesion endotelial

Integrinas

 Terminologia usada desde 1987

 Grupo de receptores heterodimeéricos cuya
funcion especifica es integrar la matriz
extracelular con el citoesqueleto intracelular, para
mediar funciones: de adhesion, migracion,
crecimiento, sobrevida, diferenciacion.

e Median adhesion de las células a la matriz
extracelular y organizacion de los tejidos y
representan la interface entre en exterior e
interior celular.



Kinashi Nat Rev Immunol 2005; 5:546 Horwitz Curr Opin Cell Biol 1998; 10:563; Caswell NRCB 2009, Current Opinion in Cell Biology 2011, 23:607—614

Moléculas de adhesion endotelial

Collagen-binding integrins

Integrinas
* Mas de 30 tipos de integrinas .
* Todas poseen una estructura basica Leukocyte binding

integrins integrins

— Compuestos por 1 subunidad a y 1 subunidad 8

e Descritos 8 tipos de cadena By 19 a
— B1, aV y a5 receptores de fibronectina Gurrent Opinion n Gel Biology
— o1-7 unidén laminina
— a1-3 union al colageno
— a9B1 union Tenascin C

 Mas importantes en RI:

— aLB2: union a ICAM1 e ICAM2: trafico de linfocitos y formacién
de la sinapsis

— o4B1ly adp7: VCAM y MadCAM: migracidon a mucosas y tejido
inflamado



Damsky et al Curr Opin Cell Biol 2002; 14:594, Annu. Rev. Immunol. 2009.27:339-362, NATURE REVIEWS IMMUNOLOGY VOLUME 11 | JUNE 2011 | 417

Moléculas de adhesion endotelial

Integrinas
s Funhciones: Mutantes de ITAK,
' afecta formacion
— Durante la recirculacion estabilizan las de lamelopodia y la
uniones con las células endoteliales y direccion de la
favorecen la transmigracién | migracion r

— Mediar la sinapsis inmunoloégica

— Durante el alojamiento interactuan con
la matriz extracelular

* Reclutan receptores factores de
crecimiento (GFR)

* GFR recluta kinasa de adhesion focal y
actua sinérgicamente con integrinas

Dictribucidn de FAK



Damsky et al Curr Opin Cell Biol 2002; 14:594, Annu. Rev. Immunol. 2009.27:339-362, Nat Rev Immunol 2011, 11: 417. J Immunol 2013, 190: 4451-7
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Kinashi Nat Rev Immunol 2005; 5:546; Hemler Curr Opin Cel Biol 1998; 10:578; Harris et al JBC 2000; 275:23409, Trends inBiochemicalSciencesxx(2011)1-8,

SCIENCESIGNALING.org 26 April 2011 Vol 4 Issue 170, ,Cold Spring Harb Perspect Biol 2011;3:a004994

Moléculas de adhesion celular:
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Migracion de
leucocitos: Senales -

activadas por las P e

quimiocinas

Activacion de las Integrinas
Polaridad celular

Formacion del frente de
migracion
(lamelopodia/filopodia)
— Relocalizacion y polarizacion de
integrinas en el frente de

migracion (transporte vesicular
mediado por RAP1y RAPL)

Formacion del uropodo

Time after CCL12 0 30

60 120 300
addition (s) ,

Mon- Multiple Frant Uropod formation
polar lamelli- lamelli-  Stabilization of
podia podia polarization

./// —
(bocka)

Leading-edge
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} - ‘ (PKC-D)
(Ptdins(3.4.5P3) (RAP1 ) N

} |

|€¥tohesiji 1) R ApLJ /;.

\ |

‘ Integrin activation ‘ -

T

(RHO-H)

‘ Uropod
{ formation




Dustin et al Nat Immunol 2004; 5:363, Moser Science 2009, Annu. Rev. Immunol. 2009.27:339-362, Trends inBiochemicalSciencesxx(2011)1-8

Moléculas de adhesion celular:
Activacion de Integrinas

La combinacion

open integrin

de proteinas
asociadas a las

Integrinas —
incrementa la N
afinidad UHH ||(
— Rapl-RaplL | '
incrementan la
movilidad I
lateral
— Talin y kindlin : L~
favorecen la /"

asociacion con
el citoesqueleto

Liberacidén de Jab-1y activacion de sefial outside-in a nivel génico



Dustin et al Nat Immunol 2004; 5:363; Plow et al. JBC 2000; 275: 21787; DeMali et al Curr Opin Immunol 2003; 15:572; Hogg et al JCS 2003; 116:4695, Trends
inBiochemicalSciencesxx(2011)1-8 , Current Opinion in Cell Biology 2011, 23:607-614

Moléculas de adhesion celular: Integrinas

Senales outside-in (media senales
de sobrevida, proliferaciony
crecimiento)

— Mediada por Rac, CDC42 y Kinasa

de la cadena liviana de miosina
(MLCK)

* Regula lamolopodia vy filopodia
— Polimerizacion de actina
Mediada por Rho vy la kinasa de Rho
(ROCK)

e Regula la contraccion

* Separacion de las uniones en el
urépodo

— Contractilidad y transmision de
tension

Integrin

Calmodulin

1k

MLCK

o !
| ROCK

'

» MLCser19
. .l.

” Actomyosin

M LcTh r18/Ser19

.k

Actomyosin

_ Microtubules

o] AM—
Nucleus =@

Protrusion




Sanchez-Madris et al EMBO J 1999; 18:501; Vicente-Manzanares Nat Rev Immunol 2004; 4:110 Kinashi Nat Rev Immunol 2005;
5:546; Annu Rev Pathol 2011 ; 6: 323

Migracion de leucocitos: POLARIDAD
CELULAR

* Regulacion del citoesqueleto celular

— Microfilamentos (actina) controla plasticidad de la membrana y motilidad
— Adhesidn firme: enriguecimiento de ICAM-1 en el sitio de contacto

Reorganizacion de la membrana y relocalizacion de receptores
 Quimiocinas adheridas al endotelio,

] s Cytoskeletal components
— Incrementan la avidez/afinidad o&e Voosin CAMs
. . CD43
de las integrinas, resulta en el P Eztin, Mocsin —ou
arresto de linfocitos 7 Batia
» F-actin ICAM-1
UROPOD [ ¥ —_|1icam=2
/., ICAM-3
¥ //
LEADING EDGE ,‘fr::z./'?‘/ // MT7
e CKR/. ////jjf ./z:.:;
e, S S A/
uPAR %& P FAK/ Pyk2?

. / i
/ 8 Talin /
Focal adhesions o-actinin /
fMLPR <Q Paxillin QQ& X
v\@: »»7 /> / \ Vinculin ~ . [Integrins
3 ‘ F-actin ﬁﬂ (inactive conformation)

Integrins (active conformation)

—

MIGRATION




J Immunol 2015, 194:3535-3541. Am J Pathol 2014, 184: 886 e 896. Veterinary Pathology 2012, 50 (1): 7-22
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g apifipl S () 5. ABP in transmigratory cup formation
1
e

Citoesqueleto®

Proteinas que se unen a
citoesqueleto de actina
(ABPs) presentes en las

ABP-dependent

celulas endoteliales: stn vt
e q-actinin, filamin, @) s«
vinculin, paxillin, kinasa” s e eDmews

cup formation

de adhesion focal se une., € —~ @,

a E-selectina (tethering) D

e Cortactin controla N N o
rolling, adhesion y m
tra nsm|graC|On X 8. Crossing pericyte gaps and BM LER

e Cortantin, filamin B, a-
actinin, y ERM unen’a
ligandos de ICAM-1 and

AM-1 (Rollin
adhesion firme

e Cortactin, filamin B, a-.
actinin, y ERM: clustering
de ICAM-1/VCAM-1
(transmigracion)

6a. ABP in transcellular diapedesis 6b. ABP in paracellular diapedesis

Stable conditions: ) 5 Promigratory conditions:
TJ and AJ connected to actin £+ \:(/,7 TJ and AJ disassembly

Key:
= Pericyte <. Endothelial cell @ Neutrophil/Leukocyte Basement membrane weec F-Actin =s® Claudins/TJ | PSGL-1

woms VE-Cadherin/AJ | E- and P- selectins B ICAM-1 § VLA-4 § VCAM-1 f§ LFA-1 @ Mact GPCR * Cortactin @ Arp2/3 B ICAM-2

& Stress fibers " Myosin2 ¢ a-actinin < Filamin-B




Worthylake et al Curr Opin Cell Biol 2001; 13:569; Curtis EMBO Rep 2001; 2:277; Vicente-Manzanares Nat Rev Immunol 2004; 4:110, Current Opinion in Cell
Biology 2011, 23:607—614, Current Opinion in Cell Biology 2011, 23:562-568

Dinamica del proceso de recirculacion
y alojamiento

D | recc | é n d S I m OVi miento :c;rt\:;a_rrcijc;:‘rc:‘r::‘iz:ane protrusions

Tail retraction
RhoA, p160ROCK T Ract, Cdc42

Quimiocinas, inmovilizadas en

Ca?*, myosin | RhoA, Tp190RhoGAP
la superficie de las células phosphorylation WASP, T Ap2/3 gelsolin, Pyk 2
I Adhesive structures
endoteliales syl s
A% Rac1, Cdc42
e Formacion de Ia COIa de Podosomes actin, vimentin
. 7 Membrane ruffles gzg:zﬂ ggﬁ; RhoA
retraccion AL i
. = . ! : Directed migration
o REC IC I aJ € d €l nteg rinas ] MiGtes Polarized actin polymerization

= Focal complexes Cdc42, WASP, Arp2/3, PI3K

Current Opinion in Cell Biolo”

— Permite la transmigracion
e Requiere protrusion al frente

02 q PAK )\
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vesiculas
.

g e~

focal complex



Sanchez-Madris et al EMBO J 1999; 18:501; Vicente-Manzanares Nat Rev Immunol 2004; 4:110, Current Opinion in Cell Biology 2011, 23:554-561

Migracion de leucocitos: seiializacion

Intracelular

 Calcio:

— Reabastece de MAC al frente de
migracion, por transporte de

vesiculas
 PI-3K:
— Polarizaciéon mediada por y
quimiocinas
— Activa Rac
 PTK:

— Formacion y estabilizacion de |la
union y se ubican en el frente de
migracion.

e FAK, paxilin, tenascin, Pyk2
* PKA

— Requerida en la formacion de
uropodo

Rho GTPases

UROPOD compartment

e Famila de GTPasa:

Regulan la polimerizacion de actina

Organiza las protrusiones y la
adhesion focal

* Filopodia y Lamelopodia (rac media el
paso a través de las células
endoteliales)

— Rac, CDC42 (controla la direccién de
la migracidn)

Rho-H favorece la separacion de la
cola

MyosinII |
Tubulin 1
ERM

PKC? 1

PI3-K? /./'

= TRho GTPases
~ . PIP,

FAK?
Paxillin?
Tensin?

cAMP/ PKA
# PI3-K2

Ca

LEADING EDGE
compartment

Main body



Worthylake et al Curr Opin Cell Biol 2001; 13:569; westweber Curr opin Immunol 2002; 14:587, Severson COI 2009, 705, Trends in Immunoloay October
2011, Vol. 32, No. 10.

Recirculacion de los leucocites:
Transmigracion

upon adhesion Dla- ‘

* Vencer la adhesion engagement
entre las células
endoteliales

* Caderinas, establecen

interacciones 7y

homofilicas y

mantienen la union

endotelial | J
e PECAM-1 mediala

migracion

transendotelial
(interaccion - Regulador negativo
homofilica)

« Las integrinas son el e *'”@E

ligando de JAM
(junctional adhesion
molecule 1)



Severson COI 2009, 705

Recirculacion de los leucocitos

e JAM-A (junctional adhesion molecule 1):

— Participan en multiples procesos fisiologicos,
como la migracion, proliferacion, polaridad celular,
permeabilidad paracelular

— Tallo intracelular contiene dominio PDZ (dominio
involucrado en la polaridad celular)



Ley NRI 2007, Bromley NI 2008

Recirculacion de los leucocitos

En monocitos y PMN,
participa CX3CR1

Depende de la
interaccion con las JAM

Barreras de la
migracion:
— Células endoteliales

* Paracelular

* Transcelular

— Vesicular-vacuolar
organellas (VVO s)

— Células endoteliales
de la membrana
basal
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PECAM1, ICAM1, ICAM2, JAM- A, TJAM- B, JAM-C y
endothelial cell-selective adhesion molecule (ESAM)



~ Migracién transendotelial

~emmo VCAM-1
ICAM-1
_ e PECAM
e=—mmrn VE-cadherin
W p-catenin
@ Plakoglobin
A p120

LBRC: lateral border recycling compartment



Vicente-Manzanares Nat Rev Immunol 2004; 4:110. Annu Rev Pathol 2011 ; 6: 323

O Tethering
and rolling Firm adhesion Diapedesis
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e Fosforilacion de VE-cadherina en cel
endoteliales

e Activacion de Racl: Incremento de ROS
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