Immunologia

Risposta immunitaria innata                                                                            Lezione 2 del 03.10.07

Rivediamo alcuni concetti

L'ultima volta abbiamo affrontato attraverso una panoramica generale la risposta immune. 

I Ly B riconoscono l'antigene nella sua forma nativa attraverso gli anticorpi. I Ly B secernono anticorpi in maniera tale da avere anticorpi circolanti. Gli anticorpi vengono prodotti a seguito del riconoscimento antigenico che determina l'attivazione dei linfociti. 

Il Ly T è invece un linfocita che presenta sulla sua membrana il TCR che riconosce l'MHC associato a peptidi antigenici. L'MHC può essere sia di prima che di seconda classe. Essi presentano peptidi derivati sia da proteine endogene self, che peptidi derivati da proteine esogene non self; la differenza sta nel fatto che normalmente i Ly T riconoscono solo quei peptidi derivati da proteine esogene e non endogene, se lo facessero, ciò sarebbe dannoso per l'organismo perché avremo linfociti che aggredirebbero molecole e cellule proprie dell'organismo, cosa che avviene nelle malattie autoimmuni.

La risposta immunitaria umana innata

La risposta innata è mediata da diverse cellule, tra le quali abbiamo le cellule epiteliali che formano una prima barriera. La cute stessa produce delle molecole, come lipidi e peptidi, che hanno attività antimicrobica. Quando detergiamo le mani dobbiamo stare attenti a mantenere intatto il microambiente dell'epitelio. Molti detergenti tensioattivi sono molto aggressivi anche nei confronti dell'epitelio stesso. Un altro tipo cellulare della risposta innata è costituito dai fagociti tra i quali abbiamo anche i macrofagi. I fagociti effettuano la fagocitosi.

Mentre la risposta adattativa compare dal punto di vista evolutivo nei vertebrati, la risposta innata la vediamo anche negli organismi inferiori come gli invertebrati e le piante. 

Dal punto di vista temporale, quando l'ospite fronteggia un microrganismo, il primo tipo di risposta che avverrà sarà la risposta innata. Le caratteristiche fondamentali della risposta innata sono che essa possiede un livello di specificità minore rispetto a quella adattativa ed è geneticamente predeterminata, ovvero è per tutti la stessa. Un neonato che non ha potuto incontrare quella varietà di antigeni che si può incontrare nel corso di una vita, risponde a stimoli antigenici alla stessa maniera secondo la risposta innata. Questa risposta non incrementa alla seconda esposizione. La prima risposta che ci sarà è quella innata, naturale, e dopo, a questa si affiancherà un tipo di risposta detta adattativa. La riposta innata è un sistema di sorveglianza distribuito su tutto l'organismo per accorgersi che qualcosa non va. Essa è come un sistema di allarme distribuito su tutto l'organismo. L'allarme avviene sotto forma di molecole solubili come citochine.

La risposta innata è importante a causa del nostro contatto continuo con il mondo microbico; noi  interagiamo continuamente con microrganismi estranei. Nonostante siamo immersi in un mondo microbico, considerando che la nostra specie è evoluta insieme al mondo microbico che la circonda, più del 99% di queste reazioni vengono controllate dalla risposta innata. La risposta adattativa si attiva in situazioni nelle quali la risposta innata non è in grado da sola di sostenere il processo infettivo. Il tipo di risposta innata che si ha, dirige la successiva risposta adattativa, il tipo di citochine prodotte possono infatti influenzare il tipo di risposta adattativa che può essere più anticorporale o più cellula mediata. Queste direzioni vengono indotte da citochine e molecole solubili prodotte nel corso della risposta innata. Se un macrofago si trova a fronteggiare un batterio o mille batteri, non fa sempre la stessa cosa, ma agirà diversamente. Non mostrerà differenze di risposte se lo infettiamo con una salmonella o una shigella, ma se abbiamo molti o pochi batteri si comporterà diversamente.

Caratteristiche e componenti della risposta innata

La risposta innata è rapida, tende ad essere invariante, ha una specificità limitata e non ha una memoria immunologica. Le componenti possono essere sia cellulari che molecolari.

Tra le cellule abbiamo gli epiteli, i fagociti, e alcune cellule linfoidi particolari ma abbiamo anche delle molecole come recettori presenti sulle cellule. Questi recettori sono importanti per il riconoscimento di microrganismi patogeni e sono i così detti “pattern recognition receptor”, essi riconoscono profili molecolari conservati nel mondo microbico. In genere i batteri sono caratterizzati dal possedere una parete, al cui interno avremo dei lipopolisaccaridi che sono delle molecole conservate importanti nel metabolismo e nella sopravvivenza stessa del batterio.

Il sistema immunitario si è evoluto producendo dei recettori che riconoscono questi profili molecolari conservati. Il riconoscimento antigenico del sistema immunitario innato sta al riconoscimento antigenico del sistema immunitario adattativo come la capacità di un bambino nel ricopiare un disegno sta nella capacità di fare lo stesso da parte di un individuo adulto.

La risposta innata riconosce dei profili generali di molecole presenti nel microrganismo mentre quella adattativa ha un riconoscimento molto più fine. Questi recettori detti “pattern recognition receptor” riconoscono delle molecole che vengono chiamate attraverso un acronimo detto PAMP (pathogen associated molecular pattern). I PRR (pattern recognition receptor) sono i recettori che riconoscono il profilo molecolare, mentre i PAMP sono i profili molecolari presenti sul patogeno. Poi abbiamo le citochine che sono delle molecole. Nel corso di attivazione, le cellule rispondono a qualsiasi attivazione producendo molecole solubili dette citochine che hanno il ruolo di attivare in maniera autocrina o paracrina cellule circostanti ma anche cellule lontane. 

Infine abbiamo fra le componenti della risposta innata il sistema del complemento e le cellule linfoidi con un repertorio limitato. Questi ultimi sono dei linfociti T che invece di avere il classico recettore TCR che è caratterizzato da una catena α ed una β ed una regione variabile per il riconoscimento antigenico, hanno un TCR caratterizzato da una catena γ e δ. Questo tipo di TCR ha una variabilità molto più limitata in quanto la regione variabile ha molte meno possibilità rispetto a quella esercitata dal TCR con α e β; spesso tali Ly riconoscono lipidi di derivazione microbica.

Abbiamo anche delle particolari cellule B-1 che sono localizzate soprattutto a livello della cavità peritoneale dove possono rispondere ai microbi ed alle tossine microbiche che superano la parete intestinale. Gli anticorpi che producono sono specifici per residui carboidratici presenti sulla parete cellulare di numerosi batteri.

Ultima componente cellulare della risposta immunitaria innata sono le cellule Natural Killer che vedremo meglio nelle prossime lezioni.

I PRR sono sostanzialmente distribuiti all'interno di molti e diversi tipi cellulari come epiteli, linfociti e fagociti e sono importanti perché rappresentano un sistema di sorveglianza. All'interno di questi recettori ve ne sono diverse tipologie che vedremo dopo.

Oltre ai tipi cellulari e molecolari detti prima abbiamo anche per esempio delle cellule ciliate, come quelle lungo l'albero bronchiale. Queste cellule, nel caso specifico, producono muco che serve a filtrare, e la presenza di muco fa si che eventuali microrganismi vengano intrappolati ed espulsi più facilmente attraverso le ciglia. Poi abbiamo riflessi come lo starnuto e la tosse, il pH acido dello stomaco che è anche un sistema per uccidere eventuali microrganismi presenti nel cibo. Ancora abbiamo un miscuglio di acidi organici e lipidi presenti sulla cute. Il tessuto epiteliale della pelle è di circa 2 m2 mentre nel polmoni 100m2 e nel tratto intestinale 300m2. Questo tessuto ha quindi un ruolo importante.

Fagocitosi

La fagocitosi prevede l'inglobamento e l'internalizzazione di un microrganismo estraneo all'interno di una cellula deputata a distruggerlo. La fagocitosi può avvenire in diversi modi: essa può avvenire sia direttamente che anche attraverso un processo indiretto.

Essa può avvenire in maniera diretta, per esempio riconoscendo dei profili molecolari conservati nel microrganismo. Esistono ad esempio dei recettori per il mannosio presenti sui fagociti che hanno proprio questo ruolo di riconoscere questi profili molecolari conservati. I PRR sono recettori presenti sui fagociti mentre i PAMP sono presenti ovviamente nel microrganismo patogeno. 

Diretto può essere quello attraverso il quale vengono riconosciuti questi PAMP. Un altro riconoscimento diretto è quello che coinvolge una cellula apoptotica che non può morire e basta, ma deve essere fagocitata. Quella cellula che va incontro ad apoptosi deve essere fagocitata senno va incontro a fenomeni di necrosi secondaria. Questa fagocitosi assume ruoli molto importanti nel nostro organismo come nei processi di embriogenesi e differenziamento, ma in realtà la morte cellulare per apoptosi può avvenire anche nel corso di una risposta immune o nel corso di una risposta infettiva. Una cellula potrebbe rispondere ad un batterio innescando un tipo di morte cellulare per apoptosi. Una volta innescato ciò tale cellula deve essere fagocitata. Abbiamo quindi questi due tipi di riconoscimento diretto.

I riconoscimenti di tipo indiretto sono quelli mediati da molecole che chiameremo opsonine per semplicità. Queste opsonine possono essere anticorpi specifici per antigeni presenti sulla superficie, sulla parete del microrganismo. Questi anticorpi devono rivestire la membrana del microrganismo facilitando la fagocitosi. Il fagocita possiede un recettore specifico che riconosce quelle porzioni costanti degli anticorpo, la base della Y. Questi sono detti recettori per la regione costante dell'immunoglobulina.

Una volta che il fagocita ha fagocitato il nostro microrganismo o cellula apoptotica, si forma il fagosoma che si fonde con i lisosomi per dar luogo al fagolisosoma. Questo meccanismo attraverso il quale un fagosoma matura e differenzia a fagolisosoma è un processo dinamico a molte fasi in cui avvengono dei processi di fusione e fissione tra organelli, tra endosomi. Questo processo dinamico permette al fagosoma di fondersi con delle vescicole cellulari che fondono la loro membrana e immettono il loro contenuto all'interno, modificando il fagosoma nella sua membrana e contenuto. Questo processo è detto Kiss and Run (bacia e fuggi). Processi di fusione seguiti da processi di fissione che determinano poi la gemmazione in altre vescicole. All'interno del fagolisosoma vi saranno enzimi litici o digestivi, proteasi e idrolasi che sono attivi a pH acidi.

La fagocitosi comprende diversi meccanismi, come quelli ossigeno dipendenti ed ossigeno indipendenti. Quelli ossigeno dipendenti coinvolgono la produzione da parte della ossidasi fagocitica di radicali liberi (ROI) come gli anioni superossido o i radicali idrossilici, radicali molto reattivi perché hanno un elettrone spaiato. Per diminuire la loro energia libera questi radicali aggrediscono lipidi ed acidi grassi polinsaturi modificando l'architettura della membrana dei microrganismi fagocitati causandone la morte. Altro meccanismo è quello mediato dall'enzima sintetasi inducibile di ossido nitrico (iNOS) che catalizza la conversione di arginina in ossido nitrico, anch'esso dotato di capacità microbicida.

I meccanismi ossigeno indipendenti comprendono ad esempio le difensine che sono peptidi ad attività antimicrobica. Possono loro stessi immediatamente uccidere dei batteri generando dei veri e propri buchi all'interno della parete batterica; ma possiamo avere anche più in generale le proteasi lisosomiali che attaccano e digeriscono le proteine microbiche.

PRR e loro famiglie

A questi PRR appartengono recettori caratteristici di tre diverse famiglie.

Alla prima e alla seconda famiglia troviamo i recettori per l'endocitosi o la fagocitosi che sono ad esempio il recettore per il mannosio, ma possiamo avere anche delle proteine secrete come ad esempio la proteina che lega il mannosio. Le cellule possono quindi avere sia recettori sulla membrana (prima famiglia) che proteine secrete in grado di riconoscere residui mannosilati (seconda famiglia). La proteina C reattiva è, ad esempio, la proteina della fase acuta che indica una risposta infiammatoria in atto. Queste molecole si comportano da opsonine che vengono riconosciute da recettori (stiamo quindi parlando di seconda famiglia).

Per ultimi, nella terza famiglia, abbiamo i recettori di tipo Toll detti anche “toll like receptor”. La maggior parte di questi recettori sono sulla membrana esterna e servono per sorvegliare la presenza di microrganismi all'esterno della cellula. Abbiamo però anche recettori intracellulari, i Toll di tipo 9, che riconoscono sequenze di DNA caratterizzate da una citosina seguita da una guanina non metilate, sequenze caratteristiche del DNA batterico. Questi recettori toll, che sono i primi ad essere attivati nel corso di una risposta immune, lo fanno quindi sia extracellularmente riconoscendo le componenti della parete batterica, sia intracellularmente, cercando di vedere molecole di DNA del batterio. In quest'ultimo caso questi recettori sono localizzati quindi all'interno della cellula per segnalare la presenza di molecole di DNA batteriche.

Per ricapitolare abbiamo recettori di primo tipo che servono per l'endocitosi, proteine di secondo tipo che vengono secrete, e recettori di tipo Toll come il “toll like receptor 2” che riconosce proteine della parete batterica.

Risposta infiammatoria

Questi recettori di tipo Toll sorvegliano. Essi non sembrano essere coinvolti nella fagocitosi ma in processi di attivazione cellulare. Quando la cellula si attiva vengono indotti segnali di infiammazione. Essi non sono coinvolti nella fagocitosi ma comportano l'attivazione della cellula che si esplica nella produzione di citochine proinfiammatorie come il “tumor necrosis factor α” TNF-α o l'interleuchina 1 β, che sono citochine che avviano la risposta infiammatoria. La loro produzione è indotta dall'attivazione di un fattore di trascrizione nucleare noto come NFKB. Esso è un importante fattore di trascrizione che viene attivato in seguito al riconoscimento dei recettori di tipo Toll e che attiva la trascrizione dei geni delle citochine proinfiammatorie. Le chemochine sono la forma abbreviata di citochine chemiotattili. Esse danno chemiotassi ovvero attirano i leucociti verso i batteri. Esse vengono prodotte a seguito del riconoscimento di recettori di tipo Toll ma non solo. Sono cellule distribuite nei nostri tessuti che nel momento in cui vedono un batterio cercano di attivare immediatamente la risposta infiammatoria, cercano di reclutare nel tessuto attaccato altre cellule del sistema immunitario. Quindi vengono prodotte da cellule del sistema innato in seguito al riconoscimento dei microrganismi. Possiamo avere macrofagi tissutali che fagocitano il microrganismo e producono chemochine che attirano altre cellule del sistema immunitario, ma possiamo avere anche cellule bronchiali ecc..

Qual'è la differenza tra citochine proinfiammatorie e chemochine? La differenzia è sostanziale, le chemochine all'interno di un processo infiammatorio hanno il ruolo di attrarre leucociti, mentre le citochine proinfiammatorie hanno il ruolo di sostenere il processo infiammatorio nelle cellule che sono state richiamate. Per poter attrarre dei leucociti in un tessuto periferico a seguito di un taglio al braccio in cui subiamo un'infezione, è necessaria una risposta infiammatoria. Quello che succede è che esistono delle modificazioni tissutali, il tessuto ad esempio si arrossa. Per sostenere un processo infiammatorio i vasi sanguigni ed i capillari devono poter permettere l'afflusso nel tessuto di cellule e liquidi, in altre parole i vasi sanguigni devono aumentare la loro permeabilità capillare e si devono dilatare. Per poter fare ciò è importante che le cellule endoteliali vengano attivate da TNF α una citochina proinfiammatoria che favorisce queste modificazioni, cosa diversa rispetto alle chemochine che generano un gradiente. La generazione di un gradiente vuol dire che le cellule che hanno recettori specifici vanno nella direzione dove è maggiore il gradiente di concentrazione di queste molecole. 

Il TNF α attiva nel tessuto infettato i monociti per farli diventare macrofagi tissutali attivandone le capacità antimicrobiche, ruolo diverso rispetto alle chemochine che generano un gradiente. La ridondanza delle citochine è un sistema filogeneticamente antico. I loro sistemi di riconoscimento chemochine-recettore, non sono così specifici, sono sistemi ridondanti, una chemochina può essere riconosciuta da più di un recettore come anche il contrario.

Legame tra risposta innata ed adattativa

Esiste un legame tra risposta innata ed adattativa. La risposta innata può modulare la risposta adattativa sulla base delle citochine che essa produce, cosa che dipende dai recettori che sono stati coinvolti. Una cellula che fagocita un corpo apoptotico produrrà segnali antinfiammatori, mentre una cellula che fagocita un batterio produrrà segnali proinfiammatori. Per far si che una risposta adattativa avvenga bene, deve avvenire nel corretto sistema di ambiente infiammatorio che permette la risposta adattativa: se non c'è infiammazione non c'è risposta adattativa. 

Quando parliamo di vaccini, sappiamo che un vaccino possiede almeno due componenti, un immunogeno cioè quella molecola in grado di essere riconosciuta da linfociti B o T per la risposta adattativa, ed un adiuvante, che è una molecola che ha la responsabilità di attivare la risposta innata per montare il giusto e corretto assetto di segnali proinfiammatori all'interno dei quali possa stabilirsi una giusta e corretta risposta adattativa. Bisogna somministrare antigeni del virus influenzale per stabilire dei cloni memoria che potranno rispondere con maggiore efficienza al secondo incontro, ma è necessario che questo incontro avvenga nel corretto ambiente infiammatorio dato da molecole adiuvanti che stimolano la risposta infiammatoria producendo citochine proinfiammatorie. L'allume è l'adiuvante che viene usato al momento per risposte anticorporali ma si stanno sperimentando altri adiuvanti che sono in grado di legare i recettori di tipo Toll, degli analoghi a dei PAMP. Attraverso questi recettori di tipo Toll e i PRR vengono prodotte citochine infiammatorie ed altro, che possono attivare i linfociti T vergini grazie al riconoscimento antigenico e grazie alle citochine proinfiammatorie presenti nell'ambiente.

L'adiuvante deve essere una componente del vaccino perché, per innescare una corretta risposta adattiva, bisogna innescare prima una corretta risposta innata che attiva una risposta infiammatoria. Non c'è risposta adattiva senza una precedente risposta innata. La risposta antigene specifica senza segnali infiammatori o non avviene, o avviene con scarsa efficienza.

I microrganismi di per se hanno dei PAMP attraverso i quali indurre una risposta innata. Moderni vaccini usano molecole ricombinanti e non organismi disattivati. La molecola in se non svolge un ruolo di adiuvante ed in genere si usano molecole che sono in grado di attivare dei PRR in maniera molto efficiente perché si vuole indurre una risposta forte con molti cloni.
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