Immunologia

Presentazione antigenica p2                                                                             Lezione 6 del 17.10.07

Rivediamo alcuni concetti

Un antigene, per poter essere riconosciuto dai linfociti T, deve esser processato e presentato. Il meccanismo della processazione è un meccanismo metabolicamente attivo. La cellula, per poter processare un antigene, deve essere viva, mentre la presentazione in quanto tale non è così stringente. Se fissiamo delle cellule con formaldeide e le pulsiamo con dei peptidi di parti di proteine che hanno già subito degradazione proteolitica, che mimano la processazione, queste APC possono presentare il peptide; è sufficiente che un peptide esogeno prenda il posto del peptide self della tasca dell'MHC. Esso, avendo maggiore affinità, si alloggerà al posto del peptide self così che la cellula possa presentarlo. La processazione antigenica richiede invece che la cellula sia funzionante.

Esistono due tipi di presentazione antigenica, una ristretta alle molecole MHC di classe seconda ed una per le MHC di classe prima. Adesso però rivediamo le caratteristiche molecolari delle MHC: le MHC di classe seconda sono formate da due catene, una α ed una β ognuna della quali è caratterizzata da avere dei domini. I domini che partecipano alla tasca di legame sono l'α 1 e il β 1. Questa tasca di legame ha pareti caratterizzate dall'avere due α eliche con un piano di foglietti β antiparalleli. DP, DQ e DR sono le molecole MHC di classe seconda codificate dai rispettivi alleli. Le MHC di classe prima sono invece formate da un catena α e da una molecola “non polimorfa” detta β 2 microglobulina; la catena α possiede anch'essa domini dei quali α 1 e 2 partecipano alla formazione della tasca. La differenza tra le due è che una tasca è più aperta ed una più chiusa; quella aperta, posseduta dalle MHC di classe seconda, può alloggiare peptidi più lunghi di circa 10-30 AA mentre la tasca più chiusa delle MHC di classe prima può alloggiare peptidi di circa 8-11 AA. Le molecole MHC normalmente, quando le troviamo sulla MP, presentano peptidi nella tasca di legame. Questo legame è fondamentale per stabilizzarne la struttura e la conformazione. In assenza di un peptide alloggiato, la molecola non è stabile. Normalmente alloggiano peptidi self che sono quelli che le cellule trovano nel proprio ambiente. Il sistema immunitario tende infatti a  riconoscere delle modificazioni del self; generalmente vengono quindi presentati i peptidi self, che, a meno di casi particolari, il sistema immunitario non riconosce cioè è tollerante. Con “tollerante” si intende che il sistema immunitario non reagisce contro molecole proprie mentre reagisce quando vede delle modificazioni, ovvero la mancanza di peptidi self verso i quali è stato educato negli organi linfoidi primari (timo e midollo osseo); quando vede delle modificazioni rispetto agli standard, risponde.

Attraverso un frazionamento proteico possiamo prendere delle molecole MHC. Se quindi eluiamo dalle molecole MHC, potremmo vedere che, per ogni allele MHC, caratterizzato dalla presenza di una tasca di legame particolare, possiamo verificare i peptidi che alloggiano che devono possedere alcuni AA posti in zone particolari in grado di prendere contatto con la tasca di legame; devono esserci degli AA che possiedono caratteristiche chimico fisiche che ne giustifichino il legame. Il legame della tasca con il peptide è di affinità, cioè un legame non covalente in cui alcuni AA del peptide prendono contatto con gli AA ancora della tasca di legame con legami detti legami deboli da un punto di vista chimico. Possiamo quindi predire, conoscendo gli alleli, quali peptidi vengono preferenzialmente legati ad un determinato set di alleli MHC.

Questa predizione ha implicazioni importanti in ambito diagnostico e vaccinale.

Le MHC di classe seconda sono espresse sulle APC (cellule dendritiche, macrofagi e linfociti B NON invece neutrofili che sono fagociti ma polimorfonucleati; quindi le MHC sono espresse sui fagociti mononucleati). Le cellule polimorfonucleate sono quindi neutrofili, gli eosinofili ed i basofili. Si chiamano così sulla base del nucleo multilobato. I fagociti mononucleati che derivano dal sangue periferico sono invece i monociti che possono differenziare in altre cellule.

La presentazione da parte di un Ly B è importante; un Ly B, per poter presentare un antigene, deve processare e quindi internalizzare tramite endocitosi. Esso usa le immunoglobuline di membrana come recettori che vengono usati per endocitare (IgM e IgD nel caso di un naif). Trattandosi di un tipo di riconoscimento più fine, l'internalizzazione mediata da anticorpo presuppone che ci sia stato un precedentemente riconoscimento antigenico; questo consente la maturazione della risposta immunitaria dato che un Ly B che presenta l'antigene ad un Ly T costituisce una maggiore specificità della risposta immunitaria.

Le MHC di classe prima vengono quindi espresse su tutte le cellule nucleate incluse le APC. Esse vengono però riconosciute solo dai Ly T cd8 (CTL); mentre le MHC di classe due vengono espresse solo dalle APC e riconosciute solo dai Ly T cd4. Il riconoscimento specifico tra cd4 e cd8 con le rispettive MHC è mediato da una regione non polimorfa della molecola MHC.

Sia le MHC di classe seconda che prima vengono sintetizzate nel reticolo endoplasmatico.

Sintesi delle molecole MHC

Le MHC di classe seconda presentano in genere peptidi derivati da antigene endocitati, provenienti dall'esterno. Si parla di un pathway di processazione di antigene esogeni.

Le catene α e β vengono sintetizzate nel RE e, per stabilizzarne l'associazione, vengono associate all'invariant chain. Questa catena è associata alle molecole MHC di classe seconda di neosintesi fino a che queste si distaccano dal reticolo endoplasmatico attraverso la formazione di vescicole di esocitosi. Nel momento in cui queste vescicole intersecano il pathway di formazione del fagolisosoma, il pathway attraverso il quale l'antigene è stato fagocitato, le due vescicole si intercettano e, a questo punto, l'invariant chain viene degradata dalla catepsina L lasciando un peptide chiamato CLIP che viene rimosso per favorire il legame con gli antigeni processati. La rimozione di CLIP avviene ad opera di HLA-DM, molecola strutturalmente analoga ad una molecola MHC di classe seconda con l'unica differenza che questa molecola non va mai in superficie (per motivi non noti). HLA-DM non è un enzima, il suo ruolo è quello di captare il CLIP rimuovendolo per competizione. HLA-DM agisce nel momento in cui si fondono le vescicole. Se una molecola di MHC alloggerà un peptide nella tasca, essa potrà continuare il suo viaggio verso la MP ma, se questo non avviene, verrà degradata nel compartimento lisosomiale e riciclata.

Nella cellule c'è quindi un intenso e ben regolato traffico vescicolare; queste vescicole che contengono molecole MHC di classe seconda che si sono formate dalla fusione delle due vescicole viste prime, si chiamano MIIC (MHC class 2 compartment).

Passiamo alla presentazione delle MHC di classe prima. Poiché la presentazione della classe prima deve poter garantire una risposta da parte dei linfociti T CD8 (quelli citotossici che sono quei linfociti importanti nel caso di patogeni intracellulari), deve essere un tipo di risposta garantita in tutte le cellule nucleate e quindi molto efficiente contro i virus. Gli antigeni presentati in questo caso sono sempre peptidi. 

Gli acidi nucleici non self vengono invece riconosciuti dai recettori PRR che contengono anche i Toll che possono essere intracellulari o di membrana; quelli intracellulari possono essere di due tipi: 9 e 3; il primo (tipo 9) riconosce sequenze non metilate di DNA caratterizzate dalla presenza di citosina e guanina, mentre il secondo (tipo 3) riconoscere delle molecole di RNA a doppio strand. Questi recettori intracellulari riconoscono quindi acidi nucleici per la presenza di eventuali microrganismi intracellulari.

La classe prima quindi, non riconosce acidi nucleici ma antigeni intracellulari, che si distinguono da quelli extracellulari, dal fatto che vengono endocitati come abbiamo già visto. Questi antigeni sono quindi già presenti all'interno della cellula. Essi devono chiaramente subire una processazione e, non potendo avvenire tramite compartimento fagolisosomiale, deve avvenire in un altro modo. All'interno della cellula abbiamo un complesso multienzimatico chiamato proteasoma. Le molecole presenti all'interno della cellula hanno un inizio una vita ed una fine. Per poter essere degradata, una molecola deve subire una modificazione da parte dell'ubiquitina che serve da etichetta per quelle molecole che devono essere degradate. Attraverso il proteasoma si possiamo quindi degradare sia peptidi propri che proteine derivate da antigeni non self come quelli che derivano da prodotti batterici o virali. L'ubiquitina etichetta tutto quello che deve essere degradato. Una volta che le proteine vengono etichettate, esse entrano nel proteasoma e si generano dei peptidi.

L'ubiquitina quindi serve ad etichettare molecole che devono essere degradate; l'ubiquitina fornisce un segnale di riconoscimento per il proteasoma che riconosce e degrada le molecole. Tutto questo avviene nel citoplasma anche se il proteasoma è associato a membrane del RE.

I peptidi generati dal proteasoma verranno trasportati nel RE dove sono presenti le MHC di classe prima di neosintesi. Questo avviene attraverso degli scambiatori detti TAP 1 e 2. Essi sono trasportatori presenti sulle membrane del reticolo endoplasmatico che captano il peptide e, attraverso un processo attivo, ne consentono il trasporto all'intero del lume del RE. Qui la catena α della MHC di classe prima appena sintetizzata è associata alla calnexina che ne stabilizza la struttura (dato che è una chaperonina) e ne favorisce il legame con la β 2 microglobulina. L'associazione di queste molecole MHC di classe prima con il trasportatore TAP è favorita dalla tapasina che le associa fisicamente in quanto è necessario che le MHC siano vicine a TAP in modo da fare avvenire subito l'incontro con il peptide così da garantire l'associazione tra i due.

Nel RE ci saranno quindi sia le MHC di classe uno che due. Per impedire che, ad esempio, i peptidi possano in qualche maniera essere legati alla classe due piuttosto che alla uno, la tasca di legame della classe due viene stabilizzata dal legame con l'invariant chain che verrà successivamente rimosso e degradato a seguito dell'incontro con i peptidi di derivazione esogena. La classe uno si trova invece associata al complesso TAP e riceve il peptide; se questo peptide si può legare alla tasca di legame, questa gemmerà in vescicole di esocitosi che andranno sulla MP.

Eccezioni e processi di blocco da parte di microrganismi

I meccanismi di processazione antigenica della classe uno e due sono generali, e quindi possono avere delle eccezioni: questo vuol dire che generalmente la classe due è in grado di legare antigeni extracellulari mentre la classe uno lega antigeni intracellulari; può però anche avvenire che la classe due possa legare antigeni intracellulari derivati da processazione proteasomiale come anche è possibile il contrario.

Com'è possibile che la classe due possa incontrare antigeni di natura intracellulare? Le cellule hanno anche altri meccanismi per degradare componenti proprie, come il meccanismo di formazione delle vescicole autofagiche lisosomiali, meccanismo in cui la cellula digerisce se stessa tramite autofagia. Meccanismi di degradazione proteica avvengono anche attraverso questi meccanismi di autofagia. Queste vescicole possono quindi poi intercettare molecole MHC di neoformazione che, se incontrano i giusti peptidi, vanno in membrana.

E' anche possibile che un antigene extracellulare possa venire intercettato da un MHC di classe prima perché, a seguito di fagocitosi, questo antigene potrebbe andare direttamente nel citoplasma: sappiamo che esistono diversi patogeni che sono in grado di far lisare la membrana del fagosoma rilasciando antigeni che possono colonizzare il citoplasma.

Listeria è un microrganismo che produce la “listrio tossina” (non sono sicuro di aver scritto bene) che crea dei buchi nella membrana fagolisosomiale consentendone la fuoriuscita. La Listeria quindi, con le sue tossine può uscire dal fagosoma ed iniziare una via di presentazione antigenica di classe prima.

Nel caso di molte infezioni batteriche intracellulari si è avuta l'evoluzione dei processi di blocco come il blocco della maturazione del fagolisosoma. Un fagosoma si forma nel momento in cui si fonde con dei lisosomi, il pH scende e si attivano gli enzimi idrolitici ma, se questa maturazione viene bloccata, viene impedita anche la presentazione antigenica di classe due (ad esempio la mobilizzazione del calcio è importante per attivare alcune fosfolipasi che modificano i lipidi di membrana che possono avere condizioni più favorevoli per fondersi con i lisosomi).

Abbiamo anche infezioni virali che producono degli antigeni che si legano a TAP bloccandolo, impedendo così il passaggio dei peptidi formati in seguito all'attività del proteasoma. In questa attività di blocco sono coinvolte le proteine di HSV (credo ci si riferisca all'herpes simplex virus). Queste sono alcune tra le diverse strategie usate dai microrganismi. Il sistema immunitario quindi cerca di rispondere a modificazioni non self mentre la controparte tende però a inibire questi processi.

Sappiamo che le MHC di classe prima inducono l'attività citotossica che è efficace nel caso di infezioni virali ma, nel caso di infezioni batteriche, se oltre alla cellula non uccidiamo anche il batterio, il batterio potrà colonizzare un'altra cellula.

Nel corso di una risposta T helper si produce molto interferone γ che sappiamo favorisce molto la presentazione antigenica incrementando i livelli di molecole MHC di classe due sulla MP e che incrementa la quantità di complessi proteasomiali in grado di digerire antigeni microbici presenti all'interno della cellula.

Ricapitolando: molecole MHC di classe due preferenzialmente presentano peptidi esogeni attraverso il pathway esogeno mentre la classe uno presenta peptidi endogeni; la classe due prevede digestione tramite pathway lisosomiali mentre la classe uno fa uso del complesso proteasomiale.

Linfonodi ed attivazione dei Ly T naif

Una risposta immune avviene sempre all'interno di una risposta infiammatoria. Un'infezione in seguito ad un taglio può far penetrare alcuni microrganismi che vengono captati da alcune cellule dendritiche, dette cellule di Langerhans, che sono dette cellule dendritiche immature. Queste cellule riconoscono il microrganismo attraverso i recettori PRR della risposta innata e saranno attivate dai recettori di tipo Toll che sono quelli importanti per scatenare una risposta infiammatoria. Una volta captato l'antigene, si generano segnali infiammatori che danno luogo ad un microambiente infiammatorio. 

Una volta che queste cellule hanno fagocitato, e quindi processato e presentato l'antigene, esse si saranno attivate. A questo punto dovranno migrare nei linfonodi prossimali del tessuto. I linfonodi sono organi linfoidi che rappresentano delle stazioni all'interno delle quali la risposta immunitaria subisce una scolarizzazione nei confronti della risposta antigene specifica. Per poter attivare un Ly T naif per la prima volta, è necessario che la loro attivazione avvenga non nel tessuto periferico, ma nei linfonodi. La cellula dendritica, una volta captato il microrganismo, differenzia in cellula dendritica matura che genera una serie di segnali costimolatori importanti per attivare i linfociti T. Essa migra quindi nei linfonodi. Nei linfonodi abbiamo i Ly  che passano in continuazione fino a quando qualche Ly riconosce la cellula dendritica che presenta il peptide non self. Maturando, la cellule dendritica riesce a presentare non soltanto MHC di classe prima e seconda ma anche altre molecole necessarie per l'attivazione di Ly T vergini. Questi segnali costimolatori sono due recettori B7.1 e B7.2 che sono recettori espressi sulla cellula dendritica matura ma non espressi sulla cellula dendritica non matura. Essi consentono ai Ly T vergini di attivarsi.

Un tale Ly T vergine, per potersi attivare in maniera efficiente, deve quindi ricevere un primo segnale, quello generato dal TCR che riconosce l'antigene associato a molecole MHC di classe prima o seconda, ma anche un secondo segnale generato dal riconoscimento tra CD28 (presente sul Ly T vergine in maniera costitutiva) e B7.1 (detto anche CD80) e B7.2 (detto anche CD86) che vengono espresse sulla cellula dendritica matura. L'espressione di questi recettori è importante e viene favorita in seguito ad un processo infettivo e quindi una risposta infiammatoria.

Esistono delle eccezioni come nel caso dei macrofagi del polmone che non esprimono molecole B7 per evitare che, in virtù del particolare sito che è sempre in contatto con l'esterno, ci sia costantemente un processo infiammatorio che danneggi il polmone stesso. Per il polmone abbiamo evoluto quindi una risposta innata efficiente che evita il coinvolgimento di una risposta adattativa che potrebbe causare danno tissutale. I B7 sono pertanto molecole inducibili che devono essere indotte solo quando necessario, durante la fase di apprendimento di un riconoscimento di un antigene. In seguito al riconoscimento dell'antigene sulla cellula dendritica matura, il Ly T naif si attiva nei linfonodi e differenzia come effettore; esce dal linfonodo e va nel circolo sanguigno fino a migrare nel tessuto periferico dove è presente la risposta infiammatoria. Una volta giunto al tessuto periferico, l'attivazione del Ly T effettore non necessita più della costimolazione da parte di B7 in quanto è sufficiente che esso veda le molecole presentate dalle MHC. Si ha quindi una prima attivazione nel linfonodo, che deve avvenire ad opera della cellula dendritica matura, poi il Ly esce e migra verso la regione infiammata seguendo il gradiente chemiotattico, fino a riconoscere l'antigene associato a molecole MHC, senza bisogno di attivazione da parte di secondi segnali.

Dal punto di vista biotec, dato il ruolo importante che le cellule dendritiche hanno nell'attivare per la prima volta i Ly T, sono state esplorate delle strategie in cui si è provato ad usare cellule dendritiche a scopo vaccinale. Un vaccino deve far conoscere ad un sistema immunitario naif degli antigeni mai visti fino ad ora e quindi, data la capacità di attivare i Ly T naif, si è provato ad usare queste cellule per attivare una risposta primaria. Si prende il sangue periferico, si fanno differenziare le cellule dendritiche in vitro; vengono caricate con la miscela di antigeni per la quale vogliamo indurre una risposta memory e iniettiamo tutto nel paziente. Le difficoltà trovate sono state però notevoli, soprattutto per quanto riguarda il maneggiamento delle cellule in vitro. Bisogna stare attenti a non indurre neoplasie, operare in sistemi controllati dal punto di vista delle contaminazione ambientali ed altro e quindi è stata una strategia esplorata ma non più usata se non a scopo di ricerca.
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