Immunologia

Citochine Th1, Th2 e Ly B                                                                               Lezione 8 del 24.10.07

Rivediamo alcuni concetti

Una risposta th1 o th2 dipende dagli stimoli che i Ly T helper ricevono dalle APC, stimoli che poi portano al differenziamento e alla produzione di diverse citochine.

Questo è un meccanismo di specializzazione del nostro sistema immunitario, un meccanismo attraverso il quale il nostro sistema cerca di reagire alle diverse modificazioni del self nella maniera più corretta e specifica possibile.

Abbiamo diversi attori nella risposta immune e questi diversi attori giocano un ruolo differente: i Ly T citotossici servono per uccidere le cellule infettate, servono ad eliminare patogeni intracellulari e sono particolarmente efficiente nel caso di infezioni virali, mentre, nel caso delle infezioni batteriche, l'efficienza varia in quanto alcuni patogeni resistono e possono vivere anche al di fuori della cellula senza essere uccisi dai Ly T citotossici; le NK fanno più o meno la stessa cosa ma con un meccanismo diverso; i Ly B producono anticorpi che a loro volta sono coinvolti in diversi meccanismi di difesa. I meccanismi di attivazione di particolari cellule immunitarie viste prima richiedono segnali diversi. Il sistema immunitario, quando interagisce con una modificazione del self (come infezione da patogeni, infezione da elminti, trasformazioni neoplastiche) deve fronteggiare la situazione in maniera specifica.

Una risposta infiammatoria contiene in se elementi di danno ed elementi di protezione sulla base dell'intensità della risposta. Quando la modificazione del self è particolarmente sostenuta, per eliminare la causa che ha prodotto quel danno, il sistema immune non esita anche ad eliminare quella porzione di tessuto all'interno della quale si è verificata quella modificazione, dato che difficilmente sarà in grado di agire in maniera molto selettiva, ad esempio perché quel patogeno è particolarmente resistente. C'è quindi un sistema di controllo delle diverse risposte immuni ma, nonostante ciò, queste non sono mai dicotomiche in quanto, ad esempio, se abbiamo un'infezione virale, non avremo mai solo ed esclusivamente una risposta th1 così come, se abbiamo un infezione dal elminta, non avremo mai solo una risposta th2 ma, più che altro, una predominanza di risposta. I fenomeni tutto o nulla non sono comuni in biologia ma avvengono in genere nel corso dei processi di attivazione: una cellula si attiva quando un segnale raggiunge una soglia, mentre sotto quella soglia non si attiva; in questo caso abbiamo il “tutto o nulla”.

Funzioni di alcune citochine Th1

Quando parliamo di citochine th1 parliamo di IL-2 che è un importante fattore di proliferazione delle cellule T, un fattore che le fa espandere clonalmente; questo vuol dire che da una sola cellula si genera una popolazione di cellule identiche. Quello che distingue una cellula T da un'altra è l'espressione genica ma, in casi particolari anche il patrimonio genico, quello che però li distingue davvero sono i recettori e quindi la specificità dei loro recettori. E' chiaro che nel corso di una certa situazione dovremo espandere clonalmente quei linfociti con quella specificità e non altri. 

L'IFN-γ, che è la citochina th1 tipica, attiva i macrofagi ovvero li rende più microbicidi inducendoli a produrre enzimi idrolitici lisosomiali. Esso promuove anche la maturazione fagolisosomiale e la presentazione antigenica inducendo l'espressione di molecole MHC di classe 2; in altre parole nel macrofago l'interferone γ favorisce la capacità di eliminare microrganismi intracellulari e, per questo, si dice che la risposta th1 è efficiente contro patogeni intracellulari. L'IFN-γ promuove anche l'attivazione dei Ly T citotossici (anche IL-2 svolge questo ruolo come abbiamo visto nella lezione scorsa).

Il TNF-α è una classica citochina proinfiammatoria. Essa attiva anche i macrofagi, come abbiamo visto prima, permettendo inoltre di farli extravasare nel sito di infiammazione. Con attivazione macrofagica si intende il favorire la produzione di citochine proinfiammatorie e quindi l'amplificazione della risposta infiammatoria. Esso quindi rende più microbicida il macrofago e favorisce il reclutamento di cellule infiammatorie, favorendo la permeabilità vascolare che permette la migrazioni di leucociti dal microcircolo al tessuto periferico. Il TNF-α  è anche un pirogeno endogeno (causa febbre) insieme alla interleuchina 1β e l'interleuchina 6.

Nel corso di un processo infiammatorio, un macrofago si rende conto della presenza di un batterio estraneo riconoscendolo con i recettori PRR. I PRR sono una grande famiglia di recettori che comprendono i recettori di tipo Toll, i recettori di fagocitosi, che favoriscono l'endocitosi come i recettori per il mannosio, ma anche recettori solubili, come la proteina C reattiva. In seguito alla fagocitosi, oltre a produrre TNF-α, essi producono anche interleuchina 12 in seguito al riconoscimento da parte di un recettore Toll.

L'interleuchina 12 è un importante fattore di differenziamento nella direzione dei th1. Quando essi si attivano, producono interferone γ che, a sua volta, nel macrofago ne causa attivazione e potenziamento, oltre alla produzione di interleuchina 12 che amplifica la risposta, e che porta all'uccisione dei batteri intracellulari mediata dal macrofago stesso. I Th1, oltre ad attivare il macrofago, attivano anche i Ly T citotossici che possono esercitare la loro funzione nei confronti delle cellule bersaglio specifiche.

Possiamo anche avere un altro circuito mediato dalle cellule NK. Le NK, una volta che si attivano (grazie anche a IL-12), oltre alla loro funzione citotossica, hanno anche una funzione immunoregolatrice sulla base delle citochine che producono, come l'interferone γ che può attivare il macrofago che, a sua volta, produce IL-12 che attiva una risposta Th1, che a sua volta continua il ciclo.

L'interferone γ, citochina tipica dei Th1, favorisce anche uno switch isotipico, un cambiamento di classe degli anticorpi da parte dei Ly B. Sappiamo che esistono diversi isotipi anticorpali come le IgM, le IgG, le IgA e le IgE, la cui differenza sta solo nella regione costante. Queste immunoglobuline, quando vengono prodotte da un Ly B, mantengono la stessa specificità ma, ciò che cambia, è la porzione costante. L'interferone γ favorisce quindi la produzione di IgG. Questi anticorpi sono importanti in quanto coinvolti nell'opsonizzazione che favorisce la fagocitosi dei macrofagi attraverso i recettori che riconoscono il frammento Fc dell'anticorpo. La risposta, nel complesso, è quindi cellulo-mediata.

Infine abbiamo il TNF-β che inibisce l'attivazione dei macrofagi e dei neutrofili e inibisce la proliferazione dei Ly T; quindi esercita un'attività anticitotossica (inibizione dell'attivazione T). Questa citochina è generalmente prodotta dai Ly T regolatori (Th3) che vedremo successivamente..

Funzioni di alcune citochine Th2

I Ly Th2 hanno un importante ruolo nei confronti dei parassiti, degli elminti, e di tutti quegli organismi che non possono essere fagocitati perché troppo grandi. Si cerca quindi di ucciderli attraverso la secrezione di granuli citotossici prodotti dagli eosinofili. Essi tendono ad avere un'azione antinfiammatoria che si contrappone quindi all’azione delle citochine dei Th1, tanto da fungere da down-regolatori della risposte mediata dai Th1.

L'interleuchina 4 promuove l'attivazione e la crescita dei Ly B, promuovono lo switch isotipico che porta alla produzione di IgE, favorisce la crescita delle cellule th2 (è un importante fattore autocrino di mantenimento della risposta th2), inibisce la risposta th1 ed inibisce l'attivazione macrofagica, cioè, un macrofago stimolato da interleuchina 4, è meno efficiente nell'uccidere organismi patogeni.

L'interleuchina 5 determina la crescita di eosinofili ed attiva le IgA tramite switch isotipico, immunoglobuline che attivano una risposta mucosale. Le mucose sono un'importante via di accesso da parte di patogeni. Queste immunoglobuline sono importanti per bloccare il patogeno appena cerca di entrare, la dove ci sono le mucose.

IL-6 favorisce la proliferazione delle cellule B.

IL-10 inibisce l'attivazione macrofagica e la risposta th1. Inibire la risposta macrofagica vuol dire non promuovere la produzione di citochine proinfiammatorie; questa risposta si dice infatti risposta antinfiammatoria. Questa interleuchina agisce quindi sui macrofagi determinando una inibizione della produzione di IL-12 ed una ridotta espressione di costimolatori e molecole MHC di classe 2.

Attivazione dei Ly B

Le risposte umorali si avviano quando i Ly B situati nei follicoli linfoidi della milza, dei linfonodi e dei tessuti linfoidi associati alle mucose riconoscono un antigene. Grazie ai loro recettori ig di membrana i Ly B riconoscono l'antigene nella sua conformazione nativa, cioè senza bisogno che esso sia processato; tale riconoscimento innesca una cascata di segnali  che avvia l'attivazione della cellula. Come nel caso dei Ly T, l'attivazione B richiede due segnali distinti. Anche qui il secondo segnale si origina nel corso di una risposta innata a microbi.

I Ly B esprimono un recettore per una proteina appartenente al sistema del complemento, che fornisce alcuni segnali necessari per l'attivazione cellulare. Il microbo responsabile dell'attivazione del complemento, viene rivestito da prodotti di degradazione della sua componente quantitativamente più rappresentata, ossia C3; uno di questi frammenti è chiamato C3d. I Ly B esprimono un recettore detto CR2 (cd21), che lega appunto il frammento di attivazione complementare C3d. I Ly B specifici per un certo antigene microbico riconoscono quindi, allo stesso tempo, sia l'antigene (mediante il BCR) che le molecole C3d che rivestono il microbo (mediante CR2). L'impegno di CR2 trasduce nella cellula segnali che coadiuvano l'attivazione: le proteine del complemento si comportano quindi da secondo segnale che funziona sinergicamente con il primo segnale trasmesso dal BCR nell'indurre la proliferazione e la differenziazione dei Ly B.

Maturazione della risposta anticorpale

I Ly B sono inoltre importanti cellule presentanti l'antigene che fanno parte delle APC insieme ai macrofagi e alle cellule dendritiche. I Ly B possono captare l'antigene in maniera specifica tramite le loro immunoglobuline di superficie e poi presentarlo, insieme alle MHC di classe seconda, ai Ly T. Nel momento in cui c'è questa interazione tra TCR di un Ly T con MHC di seconda classe (primo stimolo di attivazione per un Ly T) e il legame tra B7, espresso dai Ly B attivati, e cd28 (secondo stimolo di attivazione per un Ly T), il Ly T espone in membrana il cd40L. Questa molecola si va a legare al cd40 espresso sulla superficie del Ly B: questa interazione promuove una ulteriore attivazione del Ly B e lo switch isotipico verso altre classi di immunoglobuline. Una volta che i Ly T helper 1 o 2 vengono attivati, essi esprimono il ligando di cd40 che, insieme all'interleuchina 4, è fondamentale per l'attivazione dei Ly B e per lo switch. Sarà quindi necessaria una stimolazione del Ly B da parte di citochine prodotte dai th2 e la stimolazione del cd40 ligando presente sul Ly T al fine di maturare una risposta anticorpale. Per ricapitolare: per attivare in maniera specifica un Ly B e causarne switch isotipico è necessario un primo stimolo dato dal legame antigene anticorpo ed una costimolazione data dal legame cd40-cd40L e dalla presenza di specifiche citochine come IL-4 (switch verso le IgE) o interferone γ (switch verso le IgG).

Il cd40 ligando è importante anche nell'attivazione macrofagica e sinergizza con l'IFN-γ per attivare il macrofago. Cd40 ligando viene indotto nei Ly T mentre cd40 (presente su Ly B, macrofagi e cellule dendritiche) è costitutivo. Il cd40 può essere espresso anche sul macrofago e media, anche in questo caso, un importante segnale di attivazione e potenziamento dell'attività antimicrobica. Oltre all'interferone γ, l'interazione di un th1 con il macrofago avviene anche attraverso il sistema di cd40. In questo modo si attivano in maniera specifica solo quei macrofagi direttamente a contatto con i Ly T. Questa interazione sinergica fa produrre interleuchina 12 da parte del macrofago che, a circuito, attiva il differenziamento verso i th1 attraverso un sistema che si autoamplifica. La risposta immune è quindi un sistema complesso molto interconnesso.

Con maturazione della risposta anticorpale si intende il miglioramento dell'affinità dell'anticorpo prodotto da un Ly B grazie al cambiamento di classe anticorpale. Vuol dire che un Ly B, nel momento i cui produce un'altra classe anticorpale, migliora anche l'affinità dell'anticorpo verso quel particolare antigene, rendendo la risposta sempre più specifica. Il Ly B presenta quell'antigene al T helper, ed il T helper manda segnali di miglioramento dell'affinità verso quell'antigene. Per poter far questo, è evidente che ci sia un contatto cellula-cellula favorito dal legame tra cd40 e cd40 ligando. Il contatto è necessario per garantire la specificità dell'attivazione. Il T helper attiva lo stesso Ly B per migliorare l'affinità verso il suo antigene specifico. Quindi l'insieme di interleuchina 4, interazione tra cd40-cd40L e riconoscimento tra TCR del Ly T e antigene legato alle immunoglobuline, porta alla produzione di una immunoglobulina di diversa classe che migliora anche l'affinità del Ly B verso lo stesso antigene; la risposta aumenta quindi in specificità.

Ly T helper 2

Come già abbiamo visto, i Ly T helper 2 sono importanti nei confronti di una risposta contro parassiti che, per la loro dimensione, non possono essere fagocitati. Le interazioni con parassiti sono rare nelle civiltà occidentali ma una risposta th2 è importante anche nella regolazione di una risposta th1, in quanto l'azione infiammatoria dei th1 deve essere controllata da parte dei th2. La risposta th2 non favorisce solo la produzione di IgE, ma favorisce anche un tipo di risposta mucosale, come la produzione di IgA. Di contro, le civiltà occidentali si sono dovuti confrontare con le allergie ad esempio. L'allergia è una classica patologia della società del benessere. E' raro trovare soggetti allergici in villaggi rurali dove la risposta th2 nei soggetti allergici è una risposta dannosa, in quanto causa asma ed altro.

I Ly T helper 2 possono svolgere anche un ruolo antinfiammatorio in quanto inibiscono l'attivazione macrofagica e, quindi, inibiscono la produzione di citochine infiammatorie da parte del macrofago. Cosa decide se una riposta deve essere th1 o th2? Il tipo di infezione: patogeni come batteri o virus produrranno una risposta th1, mentre gli elminti una risposta th2 anche se questo non è sempre vero. Anche all'interno di patogeni batterici, il tutto dipende anche dall'intensità dell'infezione e dalla carica batterica che si fronteggia; infezioni con alte cariche tendono ad indurre una risposta preferenzialmente th2 piuttosto che th1. Questo avviene perché, in alcune circostante, una risposta infiammatoria può essere deleteria e portare a danno tissutale esteso. Una th2 l'abbiamo anche in assenza di IL-12: là dove il macrofago produce citochine proinfiammatorie ma non produce IL-12, i Ly T tenderanno ad andare verso un differenziamento di tipo th2.

In generale comunque i th2 si formano successivamente ai th1 in quanto questo è sintomatico del loro ruolo di inibizione della risposta infiammatoria.

Ricapitolando: l'elemento centrale di una risposta infiammatoria è il fagocita che incontra un patogeno o un danno e produce citochine. Le citochine possono agire su diversi tipi cellulari facendo cose diverse. In seguito alla presentazione antigenica, il fagocita attiva un Ly T resting che, prima di essere attivato non proliferava. Il macrofago presenta l'antigene e trasforma il Ly T  in T helper 1 o 2 che, a loro volta, poi possono attivare tipi cellulari diversi come Ly B, cellule citotossiche, eosinofili e cellule NK.

Approcci biotec

Ci sono dei modelli sperimentali nei quali se inibiamo una riposta th1, un animale che normalmente è protetto nei confronti di una certa infezione, soccombe. Se infettiamo questi animali con leishmania essi muoiono ma, se li trattiamo con interferone γ, IL-12 e con anticorpi anti interleuchina 4, essi sopravvivono. Ci sono quindi alcune citochine che sono fondamentali nel controllo di alcuni tipi di infezioni.

Dal punto di vista biotec, se conosciamo bene i meccanismi attraverso i quali il sistema immunitario favorisce un tipo di risposta o un'altra, e se conosciamo che quella risposta è protettiva o patogenetica, in linea di principio possiamo usare queste conoscenze per bloccare, inibire o aumentare la risposta che ci interessa, modulandola. Le citochine possono essere ridondanti, possono agire su tessuti lontani da dove sono state prodotte eccetera, ma questo è importante perché, se conosciamo i meccanismi di protezione e patogenesi, possiamo modulare la risposta immune secondo le condizioni dell'individuo. Nel caso di trattamento in seguito ad una malattia autoimmunitaria, o in seguito a trapianto d'organi, gli individui vengono trattati con immunosoppressori che deprimono completamente la risposta immunitaria. L'acquisizione delle conoscenze su come interferire sulle singole risposte è importante.

Ci sono stati trial clinici che hanno dato inizialmente risultati ottimistici in soggetti affetti da tubercolosi. Gli individui malati di tubercolosi (micobatterium tubercolosis) hanno nel tempo sviluppato la malattia ai polmoni nei confronti della quale è importante e protettiva una risposta di tipo th1 dato che il micobatterium è un patogeno intracellulare. Questi soggetti sono stati quindi sottoposti ad aerosol di interferone γ (tipica dei th1) osservando un certo miglioramento nel decorso della malattia, anche se non troppo significativo.

Ruolo dell'IL-2

Nel corso dell'attivazione di un Ly T abbiamo visto che l'IL-2 è un importante fattore che promuove l'espansione clonale. Un Ly T vergine ha un recettore per IL-2 a bassa affinità composto solo da due catene, una β ed una γ. La γ è quella a bassa affinità per l'interleuchina 2 ed è espressa da un Ly T resting. Nel momento in cui però un Ly T si attiva, avremo anche l'espressione della catena α ad alta affinità che darà quindi un recettore ad alta affinità per l'IL-2 (composto quindi da tre catene e non più due). L'attivazione del recettore di IL-2 ad alta affinità avviene dopo il riconoscimento tra TCR ed antigene, e porta al differenziamento della cellula T. Questo fa si che, a seguito dell'attivazione del recettore dell'IL-2 (detto cd25) ad alta affinità, venga stimolata la proliferazione del Ly T con effetto autocrino e paracrino anche sulle cellule vicine. L'attivazione deve però essere antigene specifica. Questo fa si che, di nuovo, vengono attivati clonalmente solo quei Ly T antigene specifici che sono quelli che hanno prodotto un recettore ad alta affinità. La risposta immune ha sempre questi sistemi di controllo in quanto deve attivarsi solo in maniera specifica. Questo significa che avremo un clone di cellule figlie, parte delle quali diventeranno cellule effettrici ed altre cellule della memoria, cioè cellule pronte a rispondere ad un secondo stimolo antigenico in maniera più forte e veloce. IL-2 fa proliferare sia i th2 che i th1 oltre che i Ly T citotossici (come detto la scorsa lezione).

Anticorpi

Le immunoglobuline sono delle proteine presenti nel siero in grado di riconoscere, legare ed inattivare antigeni non self estranei. Le funzioni effettrici delle Ig sono: la neutralizzazione, la opsonizzazione e l'attivazione delle proteine del complemento attraverso la loro porzione Fc. 

Il processo di neutralizzazione avviene perché viene inibito il riconoscimento da parte di una tossina dei suoi recettori presenti sulle cellule dell'ospite. Possiamo neutralizzare un'infezione impedendo al patogeno di entrare all'interno della cellula ospite in quanto essa necessita di recettori che ne favoriscono l'adesione. Possiamo pure prevenire l'effetto tossico di tossine prodotte da microrganismi in quanto queste tossine, per poter esercitare effetti tossici, necessitano del legame con qualche recettore della cellula ospite. La lisi mediata dal complemento rappresenta un'ulteriore modalità di azione dell'anticorpo che, attraverso la porzione Fc, può legare una componente del complemento e dar luogo ad una cascata il cui evento finale è la formazione di veri e propri buchi nella parete del batterio che muore per lisi.

Un antigene può essere una proteina, ma gli anticorpi riconoscono epitopi cioè regioni presenti su queste molecole complesse. Dal punto di vista immunologico, un antigene può essere considerato una combinazione di epitopi differenti. Qui stiamo parlando di epitopi B, ma esistono anche epitopi T che sono distinti dall'antigene complesso. Un epitopo T, rispetto all'antigene complesso, è una porzione proteica che è stata processata, un peptide che deriva dall'antigene in seguito al fenomeno della processazione. Poiché gli anticorpi riconoscono gli antigeni nella loro conformazione nativa, non è necessaria la processazione in quanto riconoscono antigeni solubili. Gli epitopi B, rispetto agli T, sono epitopi accessibili, cioè sono regioni di molecola accessibili agli anticorpi. Se abbiamo una molecola ripiegata, le regioni che sono all'interno della molecola ripiegata, magari quelle idrofobiche, non possono essere epitopi B ma epitopi T. Questo rappresenta un ulteriore elemento di diversificazione della risposta immune.

Un Ly T può riconoscere anche un antigene solubile, ma le regole che selezionano i differenti epitopi sono diverse. Alcuni epitopi possono essere ripetuti, come nel caso di alcune molecole come i lipopolisaccaridi, che possiedono alcune regioni, riconosciute da anticorpi, che possono ripetersi nell'ambito della stessa catena. Questo fa si che un Ly B che vede un antigene con epitopi ripetuti, possa attivarsi e produrre le prime immunoglobuline, ovvero le IgM (che sono sempre le prime prodotte) anche senza l'aiuto di un Ly T helper. Il fatto che ci siano epitopi ripetuti con i quali un Ly B può prendere contatto, permette il raggiungimento di una soglia di attivazione. Questi antigeni vengono detti T indipendenti. Le IgM sono sempre le immunoglobuline prodotte all'inizio ma, quando la risposta anticorpale matura in seguito al coinvolgimento dei Ly T helper, vengono prodotte IgG o altre immunoglobuline sulla base del microrganismo infettante.

Spesso in corso di gravidanza le donne si sottopongono al test per rivelare l'infezione da toxoplasma che viene trasmesso dai gatti. Siccome questa infezione è pericolosa per il feto, nei vari monitoraggi ci sta anche questa analisi. Quello che si fa è monitorare le IgM (e non delle IgG) per il toxoplasma perché le IgM rilevano la presenza di un'infezione in corso presente proprio in quel momento in quanto essi sono i primi anticorpi prodotti. Di contro le IgG possono essere presenti anche come molecole che riflettono una precedente esposizione al patogeno. Se un'infezione è in atto, devono esserci anche le IgM, oltre che anche altre immunoglobuline.

Il termine epitopo può essere scambiato con il termine determinante antigenico, anche se è preferibile usare il termine epitopo. Possiamo distinguere epitopi conformazionali e lineari:

Gli epitopi conformazionali sono quelle regioni di proteina che derivano dalla vicinanza di sequenze amminoacidiche che, nella sequenza primaria, sono distanti tra loro ma che, nella conformazione secondaria e terziaria, arrivano ad avvicinarsi tra di loro. In seguito a denaturazione l'epitopo conformazionale si perde. 

L'epitopo lineare è invece quella regione dove la struttura primaria coincide con la struttura terziaria. In questo caso, se c'è denaturazione, l'epitopo si mantiene. In un western blot si prende il proteoma, si fanno correre su gel le proteine per separale in base al peso molecolare, e dopo di che si fanno ibridizzare con un anticorpo. Nel caso di un western, in cui usiamo un anticorpo monoclonale a singola specificità, è importante sapere se quell'epitopo è conformazionale o lineare in quanto, quando facciamo la corsa, la faremo in condizioni denaturanti che fanno denaturare la proteine. L'anticorpo deve quindi riconoscere un epitopo sequenziale e non conformazionale. Se vogliamo fare una microscopia a immunofluorescenza possiamo usare un anticorpo che riconosce sia un epitopo sequenziale che conformazionale. Ci sono casi in cui si possono determinare nuovi epitopi in seguito a proteolisi. Nella matrice extracellulare possiamo infatti avere proteasi di matrice che possono modificare alcuni antigeni facendogli scoprire epitopi che prima non avevano.
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