Immunologia

Presentazione antigenica                                                                                  Lezione 5 del 15.10.07

Rivediamo alcuni concetti

Durante un processo di cicatrizzazione, il tessuto che viene riparato è identico a quello di origine? La risposta è no. Tratteremo meglio questa domanda nella parte del corso di patologia per gli studenti di Biotec ma, ad ogni modo, sicuramente un fatto importante è che il tessuto cicatriziale manca di elasticità, ovvero ha una resistenza maggiore alle tensioni. Sappiamo che la nostra pelle è un tessuto molto elastico, basta pensare a quello che accade quando una donna è in gravidanza: il tessuto si distende durante la gravidanza e poi torna come prima. Questo avviene perché nel tessuto è presente una molecola detta elastina che non viene rigenerata nel corso della cicatrizzazione in cui abbiamo solo la deposizione di collagene. Quando abbiamo delle cicatrice molto estese, come a seguito di ustioni o nel corso di alcuni processi infettivi, ad esempio in alcune infezioni che generano delle ulcere necrotiche che si estendono su gran parte della superficie del corpo, avremo delle situazioni di vera e propria disabilità perché nel momento in cui viene riformato il tessuto, esso tende a contrarsi per mancanza di elasticità. I grandi ustionati sono spesso invalidi perché hanno difficoltà a muovere gli arti in quanto il tessuto si è contratto. Quindi il tessuto che si origina a seguito di cicatrizzazione non è lo stesso rispetto a quello di origine.

Esperimenti sul rigetto dei trapianti

Un linfocita T, rispetto ad un B, necessita della presenza di alcune molecole, quelle del complesso maggiore di istocompatibilità.

Le evidenze sperimentali che hanno portato a questa conoscenza si basano su alcuni esperimenti che vedremo. Se noi sottoponiamo un animale a trapianto di cute, quest'organo viene rigettato. Se prendiamo la cute di un tipo di ceppo A e la trapiantiamo in un analogo di ceppo A, ovvero in un individuo geneticamente identico, il trapianto attecchisce. Se prendiamo però un pezzo di cute di un topo A e lo trapiantiamo in un topo di ceppo B, il trapianto viene rigettato.

Le basi di questo rigetto sono basi genetiche. Il rigetto dipende dal ceppo dal quale preleviamo il nostro organo, in questo caso la cute. Se è geneticamente identico, il trapianto attecchirà, mentre se il ceppo è diverso, il trapianto verrà rigettato. Se prendiamo la cute di un ceppo A e la trapiantiamo in un ceppo B, avremo un rigetto primario ad esempio nel giro di 10 giorni; ma se noi da questo animale preleviamo i linfociti e li inoculiamo in un analogo animale di ceppo B e se poi questo ceppo lo sottoponiamo ad un trapianto di cute di ceppo A, il rigetto accadrà nel giro di soli tre giorni. Se lo stesso ceppo B lo sottoponiamo ad un trapianto da topi di ceppo C, di nuovo il trapianto verrà rigettato nel giro di 10 giorni. Questi esperimenti non sono altro che l'analogo della risposta primaria e secondaria visti già in precedenza.

Il rigetto è una risposta antigene specifica nei confronti di qualche antigene presente nella cute del trapianto stesso e possiede memoria immunologica. La risposta nei confronti dei trapianti è antigene specifica e avviene con memoria immunologica. Essa è quindi mediata da una risposta di tipo adattativo. 

Vediamo altre evidenze sperimentali. Se incrociamo topi di ceppo A con topi di ceppo B  otterremo una generazione F1 di topi A per B. Se questi topi li sottoponiamo ad un trapianto di cute da parte di topi di ceppo A o B, in linea generale questo trapianto sarà accettato; ma se facciamo il contrario, ovvero il topo di ceppo A lo sottoponiamo ad un trapianto da topo di ceppo A-B, avremo rigetto. Questo vuol dire che questi antigeni vengono trasmessi geneticamente. Un topo di tipo F1 è tollerante nei loro confronti perché già li possiede, mentre un topo che non ha mai visto antigeni di un altro topo, li riconoscerà come estranei causando il rigetto.

Questi antigeni sono detti antigeni del complesso maggiore di istocompatibilità cioè di compatibilità istologica, tissutale. Essi sono stati trovati sulla base degli esperimenti visti prima.

Nei topi la regione H2 (mentre nell'uomo la HLA) è quella che codifica per questi geni. Possiamo anche fare esprimenti in vitro con cellule. Se noi mischiamo linfociti di animali geneticamente diversi avremo delle reazioni dette linfocitarie miste. Se prendiamo un linfocita T di un topo A e lo mettiamo insieme ad una cellula APC  dello stesso topo, in assenza di antigeni estranei, il Ly T non risponderà, ma, se prendiamo un Ly T di A e lo mettiamo insieme ad una APC proveniente da un topo B, i Ly T risponderanno perché i Ly T vedranno degli antigeni che non riconoscono come propri e quindi prolifereranno.

Molecole MHC

Queste molecole riconosciute sono le molecole MHC che attivano le cellule T. I Ly T, per potersi attivare, devono vedere degli antigeni associati a delle molecole MHC. Questo vuol dire che la cellula T non risponde all'antigene nativo, non risponde ad un antigene di superficie cellulare, non riconosce peptidi solubili, ma riconosce solo l'antigene associato a molecole MHC proprie. Questo antigene, per poter essere riconosciuto, necessita del fenomeno di processazione antigenica. L'antigene deve essere captato, internalizzato, processato e ripresentato. La processazione dell'antigene ha luogo in compartimenti separati a seconda che l'antigene debba essere presentato da molecole MHC di classe prima o seconda. 

Le MHC di classe 1 hanno una catena α che ha associata ad essa (con legami non covalenti) una molecola detta β2 microglobulina, una molecola non polimorfa codificata al di fuori dell'MHC. 

Le molecole MHC di classe 2 hanno una catena α ed una β. Distalmente alla MP si forma una tasca di membrana dove si alloggia il peptide. Il TCR riconosce quindi la regione della tasca. Le molecole MHC di classe prima sono presenti su tutte le cellule nucleate dell'organismo mentre le molecole MHC di classe seconda sono presenti solo nelle cellule APC come macrofagi, cellule dendritiche, linfociti B attivati (nell'uomo) e da cellule epiteliali del timo.

L'MHC di classe prima ha tre domini: α 1, 2 e 3. L'α 1 e 2 formano una tasca dove alloggia il peptide. Questa tasca è formata da due α eliche che delimitano un piano di foglietti β antiparalleli. All'interno della tasca alloggerà il peptide. Per sua natura, essendo fatta la tasca da un'unica catena, la α (che possiede ricordiamo tre domini 1, 2 e 3), la tasca tende ad essere chiusa. Poiché la tasca di legame è delimitata all'interno di un'unica catena, tende ad essere chiusa e a far alloggiare quindi peptidi relativamente corti di 8-11 AA.

Vediamo invece la struttura delle MHC di classe seconda: esse sono formate da una catena α e da una β dove la regione che crea la tasca di legame con il peptide è delimitata da due α eliche e da una serie di foglietti β formati, in questo caso dalle due catene, e non più da una sola come nelle MHC di classe prima. Questo permette una conformazione più aperta che può far alloggiare dei peptidi più lunghi di circa 10-30AA. Se noi conosciamo la geometria della tasca di legame e conosciamo i residui del pavimento della molecola MHC, possiamo, con sistemi bioinformatici, predire il tipo di peptidi che quelle molecole preferenzialmente legheranno.

Ognuno di noi ha molecole MHC di tipo diverso perché esiste un polimorfismo allelico per le molecole MHC. Le MHC di classe prima sono caratterizzate da molecole di tipo a, b e c. Due alleli per a , due per b e due per c. Per le molecole MHC di classe seconda avremo DP, DQ e DR, sempre con due alleli ciascuno, uno paterno ed uno materno. Perché abbiamo tanti alleli diversi? Perché i nostri alleli sono diversi da quelli presenti in un altro individuo. Sono diversi perché riconoscono un pool di antigeni diversi. La specie homo sapiens si è caratterizzata nell'avere tanti alleli diversi in modo da rispondere in maniera adeguata a qualsiasi stimolo antigenico con risposte qualitativamente diverse rispetto allo stesso antigene. Se il set di alleli è diverso, anche i peptidi che alloggeranno su di essi saranno diversi, come anche la specificità antigenica dei Ly T che riconoscono questi antigeni. Se avessimo tutti le stesse molecole di MHC, i microrganismi facilmente potrebbero evolversi per generare peptidi che non vengano associati ad i nostri alleli MHC.

Tasca di legame delle molecole MHC

Se conosciamo la tasca di legame e conosciamo la sequenza degli amminoacidi di antigeni presenti su microrganismi nei confronti dei quali vogliamo ad esempio generare un vaccino, possiamo in linea di principio disegnare dei vaccini individualizzati. Se un individuo è caratterizzato da avere un certo tipo di alleli MHC, possiamo predire, all'interno di quella sequenza primaria di quell'antigene verso la quale vogliamo immunizzarlo, i peptidi che verranno riconosciuti preferenzialmente e che quindi potranno dare una risposta memory. Un allele MHC può legare differenti tipi di peptidi; è sufficiente che questi peptidi abbiano degli AA che possano legarsi ai residui ancora della tasca; per far ciò devono rispondere a caratteristiche chimico fisiche, come l'idrofobicità, l'anello aromatico ecc... Devono essere amminoacidi appartenenti alla stessa famiglia di amminoacidi. Inoltre la sequenza tra i due AA che ancorano il peptide legandolo alla tasca può essere più lunga, basta che il tutto riesca ad ancorarsi alla tasca di legame. Questo rende ancora più varia l'interazione tra la molecola MHC ed i set di peptidi che possiamo derivare da un antigene.

Il Ly T riconosce l'antigene (nello specifico il peptide) associato a molecole MHC proprie. In realtà un allele può avere diverse possibilità di riconoscimento antigenico, basta che il peptide possegga in alcune zone critiche dei tipi di AA che sono in grado di legarsi con gli AA presenti nella tasca di legame, così come la sequenza presente tra di loro non deve esser per forza fissa ma può variare in tipo e lunghezza, ampliando le possibilità di legame tra i peptidi. I Ly T vengono selezionati nel timo per riconoscere a bassa affinità molecole MHC con antigeni self, mentre, nel momento in cui trovano una antigene esogeno, l'affinità cambia aumentando.

Se prendiamo gli APC di due animali diversi con molecole MHC diverse, e li carichiamo con lo stesso antigene internalizzato, processato e ripresentato, perché i Ly T li riconoscono in maniera diversa? Lo riconoscono in maniera diversa perché un DR3 ha la zona di legame con il peptide diversa rispetto ad un DR4; per cui, se mettiamo anche lo stesso peptide, è possibile che il peptide non si leghi ad uno dei due DR, ma, supponendo che lo faccia, avrà una conformazione diversa tra i due alleli dell'MHC. I TCR saranno necessariamente diversi. L'antigene può essere processato in maniera diversa ma, se le molecole MHC sono diverse, vuol dire che si legheranno al peptide diversamente, e, quindi, in genere si legheranno peptidi diversi. Se in un caso particolare abbiamo gli stessi AA portanti della tasca di legame, potranno anche legarsi peptidi uguali, ma anche se lo fanno, la conformazione complessiva che vede il TCR è diversa perché le molecole MHC sono diverse: hanno ad esempio nelle α eliche AA diversi. Il TCR vedrà quindi AA diversi con lo stesso peptide, per cui la conformazione sarà diversa, cosa che porta ad un diverso riconoscimento.

Riconoscimento antigenico

Il riconoscimento si può riferire: o a peptidi di antigeni esogeni presentati nel contesto delle proprie molecole di MHC, o al concetto di riconoscimento stesso di molecole MHC di tipo diverso. Il TCR presente su un linfocita T riconosce in genere molecole di MHC proprie alle quali è stato associato un peptide derivato da un antigene non self. Quando i Ly T vedono questo complesso, si attivano, ma non si attivano quando vedono invece peptidi derivati da antigeni self. Le molecole MHC sono sempre associate a peptidi self generati da proteine proprie perché non possono andare in membrana se non hanno un peptide sulla tasca di legame, cosa che li stabilizza. Questo peptide può essere di origine propria, o derivato da un antigene non self. Se è self, il Ly T non risponde ma risponde solo se abbiamo un antigene non self associato a molecole MHC proprie.

Quando un Ly T vede un MHC estraneo con un peptide self derivato da quell'individuo, lo stesso TCR può riconoscerlo direttamente. Questo riconoscimento avviene perché l'MHC è estraneo ed ha caratteristiche diverse rispetto all'MHC proprio. Questo vuol dire che il TCR riconosce sia antigeni non self associati a molecole MHC proprie, sia molecole MHC non self: questo è all'origine del rigetto dei trapianti in quanto anche in quest'ultimo caso si attiva la risposta immunitaria.

Pathway di processazione antigenica

Possiamo parlare di due diversi pathway di processazione antigenica: uno esogeno ed uno endogeno. Quello esogeno è quello che deriva da antigeni che vengono endocitati e processati all'interno di fagolisosomi. L'incremento di acidità dato dall'unione del fagosoma con il lisosoma, attiva proteasi che digeriscono gli antigeni proteici formando dei peptidi.

Nel corso della sua formazione nel RE, una molecola MHC di classe due richiede l'assemblamento delle catene che vengono stabilizzate da una catena detta invariante, invariant chain. Questa è formata da una catena che decorre parallelamente tra le catene e da una sequenza detta CLIP che appoggia sulla tasca di legame delle molecole di MHC di classe due (questo vale solo per le MHC di classe due, per le MHC di classe uno lo vedremo successivamente). Una volta che l'invariant chain è associata alle catene β, nelle vescicole del reticolo endoplasmatico la catepsina L degrada l'invariant chain in peptidi, lasciando solo la sequenza CLIP. Queste vescicole, nel momento in cui si fondono con gli endosomi derivati dal pathway fagolisosomiale, subiscono l'effetto della molecola HLA-DM che sequestra il peptide CLIP (che è associato a bassa affinità a livello della tasca), permettendo all'MHC di legare un peptide non self così da stabilizzare il complesso che può andare in membrana ma, se la molecola di MHC non trova un peptide giusto, viene degradata nel compartimento fagolisosomiale senza andare in membrana.

Ripetiamo il concetto: abbiamo un antigene che viene fagocitato e quindi spezzettato; contemporaneamente nel reticolo endoplasmatico vengono formate molecole MHC di classe due. Queste molecole devono essere stabilizzate dalla catena invariante associata. La catepsina L degrada la catena invariante e fa si che venga rilasciata. Associata alle MHC neoformate avremo solo una piccola porzione della catena invariante, detta CLIP che serve a stabilizzare la tasca di legame. A questo punto i due compartimenti devono venire a contatto e, quindi, avremo la fusione tra le vescicole del RE e quelle del pathway fagolisosomiale. Quando la vescicola si distacca e si fonde con il fagolisosoma, la molecola HLA-DM sequestra CLIP e rende disponibile la tasca di legame; se questa molecola MHC neoformata incontrerà il giusto peptide, si stabilizzerà ed andrà nella membrana plasmatica, ma, se non incontra il peptide corretto, verrà degradata nel compartimento lisosomiale.
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