Immunologia

Chiarimenti vari                                                                                              Lezione 11 del 07.11.07

Rivediamo alcuni concetti

Gli adiuvanti endogeni interagiscono con i recettori Toll o no? Fino ad ora abbiamo visto gli adiuvanti come molecole esogene di natura microbica i cui profili conservati PAMP (patogen associated molecular pattern) sono in grado di legarsi a recettori particolari, i recettori PRR (pattern recognition receptor). Questi adiuvanti creano il corretto ambiente proinfiammatorio così che le cellule possano attivarsi in maniera propria producendo citochine proinfiammatorie ed esprimendo i giusti recettori, ovvero molecole prostimolatorie espresse in maniera inducibile, per garantire una corretta presentazione antigenica nei confronti dei Ly T naif. In seguito ad una risposta infiammatoria dovuta ad infezione, un microbo penetra nel tessuto ed attiva le cellule di Langerhans  attraverso le PAMP; queste cellule dendritiche maturano e vanno quindi ai linfonodi dove possono attivare in maniera corretta i Ly T naif.

Esistono però anche degli adiuvanti endogeni. Il fatto in se era noto da tempo. Quando una cellula muore per necrosi tissutale genera infiammazione, una cosa nota da tempo. Quello che non si conosceva era cosa all'interno di una cellula che sta morendo genera segnali in grado di sostenere questa infiammazione. Questa molecola endogena con effetto adiuvante è stata identifica qualche anno fa ed è l'acido urico prodotto normalmente dal metabolismo delle purine ma che di per se non è immunostimolatorio tranne quando precipita sotto forma di cristalli a certe concentrazioni. I cristalli di acido urico diventano quindi molecole ad attività immunostimolatoria e lo fanno perché sono in grado anch'essi di legare recettori di tipo Toll, in particolare quelli di tipo Toll 4.

Questo cambia la prospettiva perché fino ad ora siamo stati portati a pensare alla risposta immune come qualcosa che si scatena nel momento in cui c'è un antigene non self, con la presenza di infiammazione che avviene attraverso l'attivazione di quei recettori che legano profili conservati appartenenti al mondo microbico. Questo era un dogma ma piano piano è stato smontato. La risposta immune non si attiva solo quando c'è un'aggressione esterna ma si attiva anche quando c'è un segnale di pericolo (cosa che giustifica le malattie autoimmunitarie).

Che cosa rappresenta un segnale di pericolo? Ad esempio la presenza di molecole che possono generare segnali di pericolo. Se aumenta la concentrazione di acido urico vuol dire che delle cellule stanno morendo, quindi un segnale di pericolo. Come adiuvante possiamo avere i PAMP ma non solo; possono essere adiuvanti anche l'olio minerale, una sostanza lipidica. Anche l'olio minerale può essere inserito all'interno di quelle sostanze che possono essere rilasciate in situazioni di pericolo. Le nostre membrane biologiche si sono formate in ambiente acquoso, cosa che ha generato una distribuzione dei fosfolipidi di membrana con le teste polari all'esterno e gli idrocarburi apolari all'interno. Quando una cellula si rompe accade che le membrane possono, ad esempio, perdere quella simmetria che le caratterizza all'interno di una cellula viva. Possono cominciare ad esporre le catene idrofobiche perché la membrana si sfalda. L'olio minerale può quindi essere legato a questo fenomeno. L'esposizione di zone idrofobiche può rappresentare segnali di pericolo. Si è visto che in molti casi alcuni PAMP legano zone di riconoscimento ad alto indice idrofobico di alcuni PRR. Nonostante siano parzialmente esposte posseggono delle catene di residui idrofobici. Questo è vero per alcuni casi come per il lipopolisaccaride. Siamo passati quindi da una visione di non self ad una visione generata da situazioni di pericolo. Le cellule avvertono e percepiscono questo pericolo tramite le modificazioni dell'integrità tissutale.

Questo da il senso di come mai in alcune circostanze viene montata una risposta verso antigeni propri e del fatto che una risposta autoimmune, per essere tale, deve poter essere sostenuta e quindi deve autosostenersi. Non è sufficiente che ci siano cloni autoreattivi che poi possano essere messi sotto controllo dalla tolleranza periferica ma è comunque necessario che si crei di nuovo una situazione realmente proinfiammatoria in grado di attivare e sostenere una risposta autoimmune.

Nel caso del vaccino antiallergico si somministra ripetutamente quell'antigene al fine di indurre tolleranza (non immunità!). Questo non è un vaccino ma una immunoterapia che tende a ridurre la risposta immune tramite i meccanismi della tolleranza periferica. In base a quello che abbiamo visto finora si tende all'esaurimento clonale. Gli anziani sono in uno stato di immunodepressione in quanto il loro repertorio linfocitario è più limitato; questo perché nel corso degli anni, avendo incontrato molti antigeni estranei, nel momento in cui dovevano diminuire la loro risposta nei confronti di quell'antigene, questo avveniva tramite il controllo omeostatico mediato da morte cellulare da attivazione.

Una cosa simile si verifica per l'allergia. Dopo 20-30 anni non si sarà più allergici verso quell'antigene. Si può indurre tolleranza anche in seguito ad una grande somministrazione di antigene che, più che attivare la risposta, la riduce. Se somministriamo l'antigene in via intravenosa esso tenderà ad essere tollerogenico piuttosto che immunogenico.

Nel corso di una risposta allergica si assumono antistaminici perché uno dei mediatori della risposta allergica è la liberazione dei granuli di istamina. Se somministriamo per lungo tempo questi antistaminici riduciamo la risposta infiammatoria ma non quella antigene specifica. Evitiamo che ci sia infiammazione. Questa non è una terapia risolutiva per l'allergia ma è solo un palliativo che serve ad evitare i fastidi che una risposta infiammatoria sostenuta genera.

Noi sappiamo che abbiamo microrganismi che colonizzano alcune delle nostre mucose (come l'intestino) e che sono indispensabili per la nostra vita. Sicuramente il nostro sistema immunitario non li aggredisce NON perché c'è stata una selezione negativa nei confronti di antigeni provenienti da essi, cosa che accade solo nei confronti di antigeni propri, ma perché c'è un sistema di tolleranza periferica. Questo sistema di tolleranza è poco conosciuto e sembra coinvolgere una popolazione di cellule dendritiche presenti sotto la mucosa intestinale che sembra abbia il ruolo di indurre tolleranza più che attivazione nei confronti di antigeni microbici presenti all'interno del lume intestinale.

In che distretto un Ly T vergine diventa effettore? Nei linfonodi prossimali al sito di infiammazione. Una volta diventato effettore esso migra lasciando il linfonodo attraverso il circolo sanguigno verso il sito di infiammazione. Questo avviene tramite modificazioni presenti a carico del microcircolo. Queste modificazioni sono a carico dei vasi sanguigni e sono l'aumento della permeabilità e del lume. Le chemochine non vengono incontrate nel circolo sanguigno; il gradiente chemochimico viene usato invece come pista una volta che i Ly extravasano. A quel punto le citochine rilasciate generano un gradiente verso il quale il Ly si muove. Lì il linfocita può quindi esercitare le sue funzioni effettrici.

Un Ly T naif ha bisogno di una costimolazione mentre un effettore può attivarsi direttamente in seguito al riconoscimento antigenico anche in assenza di costimoli. Le molecole costimolatorie vengono prodotte dalla APC professionali. Come l'attivazione è regolata, è anche regolato lo spegnimento. In seguito all'attivazione del Ly si ha l'espansione clonale: l'effettore aumenta di numero e, supponendo che la risposta sia stata efficiente, la risposta immunitaria innata si va spegnendo mentre la risposta adattiva cessa tramite morte cellulare indotta per attivazione. Il Ly T comincia quindi ad esprimere Fas (in alcuni casi anche Fas ligando). Questa espressione viene indotta in seguito all'attivazione e serve a diminuire la risposta adattiva.

Ci sono anche altri sistemi come nel caso di CTLA-4 (espresso in maniera inducibile sui Ly) che lega B7 mediando inibizione della riposta tramite anergia. Il sistema immunitario si basa sull'espressione di coppie di recettori, uno espresso in maniera costitutiva ed un altro espresso in maniera inducibile. CTLA-4 rispetto a cd28, ha un'affinità maggiore per B7 (bisogna considerare che cd28 è costitutivo, per questo è necessaria una maggiore affinità di CTLA4). Quando è necessario ridurre la riposta immunitaria che potrebbe generare danno, i Ly cominciano ad esprimere CTLA-4 che, avendo una maggiore affinità, lega B7 e media segnali negativi all'interno della cellula favorendo lo spegnimento. In base a quanto visto la cellula può morire o rimanere anergica. Esistono quindi diversi sistemi di autoregolazione come quello mediato da Fas o da CTLA-4.

Nel corso di una risposta anticorpale, nel momento in cui si attiva un Ly B, esso può differenziare in Ly B della memoria ed in plasmacellule che producono e secernono anticorpi. Una plasmacellula è in grado di percepire l'eccessiva presenza di anticorpi liberi. Se abbiamo infatti troppi anticorpi in circolo, essi si legheranno al complesso BCR causando il feedback anticorpale. Un Ly B, quando percepisce e lega tramite i suoi BCR questi immunocomplessi di immunoglobuline grazie al riconoscimento dell'antigene da essi legato, inibisce l'ulteriore produzione di anticorpi e, quindi, la risposta umorale.

Si ritiene che le cellule della memoria si mantengano in pool attraverso periodiche stimolazioni che essi percepiscono da parte di recettori di tipo Toll presenti su di esse. Le cellule della memoria rimangono quiescenti fino a quando incontrano l'antigene e si attivano (non hanno bisogno di costimolazione). Si pensa che venga mantenuto il pool della memoria da parte di stimolazioni ripetute da parte dei recettori Toll espressi sulla membrana.

I cloni nel tempo tendono a morire per esaurimento clonale; un clone si espande divenendo in parte effettore ed in parte della memoria. Le cellule effettrici tendono nel corso della risposta immunitaria a morire o a diventare energiche mentre le cellule della memoria, in seguito ad un successivo incontro con l'antigene, e alla successiva risoluzione di quell'infezione, tendono di nuovo a morire per i processi già visti; questo comporta che nel tempo avremo un esaurimento clonale che causa l'eliminazione di quel clone nel corso della vita (di solito quando si è vecchi). Le cellule della memoria tendono ad essere terminali e, anche per questo, si tende all'esaurimento clonale; esse non possono quindi generare altre cellule delle memoria.

Prevedere gli alleli di un MHC può servire a prevedere un'accettazione o rigetto nel caso di un trapianto. Perché però è importante riuscire a conoscere e prevedere le modalità di associazione dei diversi alleli MHC nei confronti di diversi antigeni? (classica domanda di esame). Le molecole MHC legano l'antigene nella tasca di legame. Un allele non può legare infiniti antigeni a causa della sua composizione AA di alcuni residui della tasca che hanno il ruolo di prendere contatto con altri residui del peptide che vengono chiamati residui ancora. Questi residui ancora ancorano il peptide all'interno della tasca di legame. Se conosciamo quell'allele e, quindi, la composizioni AA inclusa quella della tasca, possiamo in linea di principio prevedere se un certo peptide si associ o meno; è possibile vedere se c'è complementarietà. Un allele MHC può legare una famiglia di peptidi caratterizzati da certi residui ancora con certe proprietà chimico fisiche. C'è una certa flessibilità nei peptidi che aumenta le possibilità di legame di quell'MHC nei confronti di una famiglia ancora più vasta di antigeni peptidici.

Prevedere quali antigeni si associano a quel determinato allele MHC e non altri equivale a dire che la nostra risposta immunitaria nei confronti del virus X sarà composta da una risposta ad esempio verso certi antigeni α, β e γ sulla base dei propri alleli MHC. Un'altra persone risponderà verso il virus X riconoscendo epitopi diversi. Esistono comunque anche epitopi promiscui che si legano a diversi alleli. Esiste un polimorfismo allelico dell'MHC che ha un significato importante ovvero quello di garantire la sopravvivenza della specie; questo perché abbiamo più probabilità di rispondere e riconoscere diversi antigeni.

Prevedere quali antigeni si legano può essere importante per prevedere quale sarà la risposta verso quell'antigene. Possiamo quindi usare come immunogeni alcuni antigeni e non altri. Possiamo produrre quindi dei vaccini differenti e specifici, in linea di principio per ogni persona. Produrre peptidi di 10-20AA rispetto a produrre antigeni complessi è molto più facile ed economico. Se riusciamo a  prevedere il peptide che si lega, e conosciamo gli alleli caratteristici MHC di una certa popolazione, possiamo fare vaccini a basso costo. Conoscere questo vuol dire che, se una porzione dell'Africa è caratterizzata da una decina di alleli per DR, DP e DQ, possiamo fare degli antigeni particolarmente immunogeni con porzioni di molecole che preferenzialmente si legano a quegli alleli, con costi molto più ridotti rispetto alla produzione in larga scala di antigeni ricombinanti.

In termini diagnostici può essere utile per verificare una precedente esposizione ad un determinato microrganismo. Per sapere se al momento siamo infettati da un certo microrganismo, vediamo nell'analisi del sangue la presenza di anticorpi. Possiamo però pure vedere se rispondiamo a determinati antigeni in una risposta in vitro. Si prende il sangue del soggetto e, per vedere se il l'individuo è stato esposto all'antigene X precedentemente, prendiamo i Ly e li mettiamo in presenza di questi peptidi valutando la loro risposta: se essi proliferano entro un certo tempo (breve) vuol dire che c'è stata una risposta di richiamo mediata anche dai Ly della memoria. Se proliferano poco, avremo invece una risposta primaria che indica assenza di una precedente esposizione all'antigene. Può accadere che un paziente con tubercolosi, che colpisce generalmente i polmoni, possa risultare negativo al così detto skin test, il test cutaneo alla tubercolina. Questo test è un sistema per verificare se una persona ha una risposta alla tubercolina, una miscela di proteine derivate dal Micobatterium tubercolosis. La tubercolina viene quindi iniettata in maniera intradermica e, se si sviluppa nel giro di 48-72 ore una reazione di ipersensibilità ritardata, ovvero un rigonfiamento nella zona dove è stato iniettato l'antigene, vuol dire che c'è stata una risposta rapida a causa di una risposta all'antigene precedente o in corso. In alcune circostanze particolari, soggetti con tubercolosi possono avere Ly antigeni specifici tutti richiamati nel polmone e non in periferia. La risposta antigene specifica viene quindi esercitata particolarmente nel polmone e quindi nella cute potrebbe non esserci risposta allo skin test.

La possibilità di studiare la possibilità di legame di alcuni peptidi su molecole MHC può essere fatta chiaramente anche per epitopi B. Possiamo prevedere quali sono quegli epitopi esterni per i quali montiamo preferenzialmente una risposta anticorpale.
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