Immunologia

Anticorpi                                                                                                            Lezione 9 del 31.10.07

Gli anticorpi sono delle proteine presenti nel siero che sono responsabili di quel tipo di immunità chiamata umorale, e che svolgono questo compito tramite alcune funzioni effettrici come l'induzione ed il favorimento della fagocitosi attraverso il riconoscimento del frammento Fc delle ig (immunoglobuline); il favorimento di un'attività neutralizzante nei confronti di patogeni batterici o virali, o nei confronti di tossine; e l'attivazione di molecole del complemento per esercitare un effetto citotossico nei confronti del patogeno stesso. Gli anticorpi si legano a degli epitopi che possono essere sequenziali, se la sequenza primaria AA è quella che viene riconosciuta e quindi quando la struttura terziaria e secondaria coincidono con la struttura primaria, oppure possiamo avere epitopi conformazionali, che sono quegli epitopi generati da una struttura terziaria che prevede l'avvicinamento di AA che non sono adiacenti nella struttura primaria.

Gli anticorpi riconoscono epitopi tramite legami deboli e quindi le forze che vengono coinvolte nel riconoscimento sono le forze di Van Der Waals, i legami a idrogeno, i legami di tipo elettrostatico e le forze idrofobiche. Ognuno di loro non rappresenta un legame forte ma la somma di tutti i legami è responsabile di una forte forza di legame. Possiamo calcolare quindi l'affinità di un anticorpo nei confronti di un determinato antigene calcolando la costante di dissociazione, data dal rapporto tra la concentrazione dei prodotti e quella dei reagenti. Questo legame è una reazione chimica che va all'equilibrio. La reazione sarà spostata a destra li dove ci sarà un anticorpo con affinità molto forte.

Struttura e tipologia degli anticorpi

Una molecola di anticorpo è composta da due catene pesanti identiche tra loro e da due catene leggere anch'esse identiche tra loro. Le quattro catene sono assemblate tra loro a formare una struttura a forma di Y. Ogni catena leggera è legata covalentemente ad una catena pesante, e le due catene pesanti sono legate covalentemente tra loro da ponti disolfuro. 

All'estremità di una catena pesante e di una leggera, è presente la regione variabile (ne esiste una sola per ig), cioè quella regione responsabile del riconoscimento e legame con l'antigene (l'epitopo) che determina la specificità antigenica di un Ly B. Abbiamo anche le regioni costanti (ne possono esistere più di una) che invece identificano l'isotipo di un anticorpo permettendone il differenziamento e determinandone la funzione effettrice.

La regione costante ci dice cosa quell'anticorpo farà nella sua funzione effettrice: se abbiamo un IgE, esso legherà antigeni microbici e, a seguito del riconoscimento degli eosinofili del recettore del frammento costante (Fc) delle IgE, essi secerneranno granuli citotossici efficienti contro infezioni da elminti (quindi una ADCC mediata dalle IgE). Le IgE causano anche la degranulazione dei mastociti dando luogo a reazioni di ipersensibilità immediata. Se abbiamo invece le IgG, avremo altre funzioni effettrici. Le IgG, contrariamente alle altre sottoclassi di anticorpi, sono in grado di attraversare la placenta e rappresentano l'unico meccanismo di protezione immunitaria che il feto ha nel momento in cui sta ancora nel grembo materno. Le IgG sono efficienti nel favorire, in seguito ad opsonizzazione, la fagocitosi da parte dei macrofagi, ma possono anche indurre una reazione di ADCC (citotossicità cellulare dipendente dall'anticorpo) nei confronti delle cellule natural killer. Le NK possiedono recettori per la regione costante delle IgG; una volta che queste immunoglobuline si legano ad antigeni tumorali, le NK possono riconoscerli ed uccidere quindi la cellula tumorale.

La regione variabile è importante nel riconoscimento antigenico ma poco ha a che vedere con la funzione effettrice, ruolo svolto dalla regione costante, specifica per l'isotipo di anticorpo. Se abbiamo delle IgA, esse, una volta prodotte, possono attraversare la barriera mucosale venendo secrete attraverso di essa. Queste immunoglobuline rappresentano l'unica risposta anticorpale a livello degli epiteli delle mucose. La principale citochina responsabile dello scambio isotipico verso le IgA è il TGF-β, prodotto a livelli elevati proprio nei tessuti delle mucose del tratto gastro-enterico e respiratorio.

Gli anticorpi sono organizzati in domini. Vediamo un po' di nomenclatura: C sta per costante, H sta per heavy, L sta per light, ed il numero indica il dominio. Tra le molecole del sistema immunitario sono molte quelle che hanno un'organizzazione con domini simili a questa. Tali molecole appartengono alla superfamiglia delle immunoglobuline (tra cui abbiamo anche le proteine di adesione) che si dice che si siano evolute nel tempo per duplicazione genica a partire da un gene ancestrale. La porzione variabile è rappresentata dall'unione di una catena pesante con una catena leggera; l'unione tra queste genera un sito di legame per un epitopo. Ogni immunoglobulina ha quindi due siti di legame essendo formata da due catene leggere e due pesanti. Le braccia di un anticorpo hanno una certa flessibilità, dovuta alla regione cerniera, che permette quindi il riconoscimento ed il legame di epitopi a diverse distanze.

La classe delle Ig può essere divisa in diverse sottoclassi. La differenza sta nella diversa organizzazione delle regioni costanti e, nel fatto che alcuni di questi isotipi possono avere un'organizzazione dimerica come IgA, o pentamerica come le IgM.

Le IgM sono le prime immunoglobuline prodotte, che vengono prodotte prima della maturazione di affinità della risposta. Invece dei classici due siti di legame, le IgM ne hanno 10. Nonostante l'affinità che può essere relativamente bassa essendo le prime Ig prodotte prima della maturazione dell'affinità della risposta, la loro avidità è alta; questo vuol dire che, nonostante le singole interazioni siano deboli, la somma delle interazioni fa si che l'avidità per quell'antigene sia alta; le IgM attivano il complemento.

La maturazione dell'affinità ha luogo su antigeni T dipendenti. Un Ly B che riconosce un antigene lo internalizza e presenta a Ly T helper specifici che, attraverso il legame cd40 e cd40L, fanno si che quel Ly B da IgM effettui un cambio di classe, switch isotipico, oltre a far si che esso generi delle piccole mutazione in zone delle regioni variabili delle Ig per rendere l'immunoglobulina più specifica per lo stesso antigene. Le IgM hanno quindi un'affinità più bassa rispetto alle IgG prodotte successivamente ma, il fatto di avere più siti di legame, in qualche maniera compensa.

Ogni Ly B produce un'immunoglobulina sempre con la stessa regione variabile, salvo questi piccoli aggiustamenti detti mutazioni per affinità. Ogni Ly B produce, in un determinato momento della sua vita, sempre e soltanto un solo isotipo. Le IgM, essendo formate da 5 anticorpi identici, hanno comunque sempre la stessa regione variabile, come anche sempre le stesse regioni costanti. Quando avviene lo switch isotipico, quel Ly B viene indotto a produrre immunoglobuline di diverso tipo, cambiando la funzione effettrice.

I Ly T helper dirigono la risposta immune. I Ly T helper 2 producono l'IL-4 che stimola lo switch verso le IgE, cosa importante durante infestazioni da vermi. La risposta T helper 1, che produce invece interferone γ, è importante per infezioni da patogeni intracellulari mediando una risposta cellulo-mediata e produzione di IgG. C'è quindi un nesso tra l'attività dei Ly T helper rispetto alla produzione di ig, ovvero rispetto al loro isotipo responsabile di una particolare funzione effettrice. Quel particolare isotipo viene prodotto in seguito al rilascio di citochine da parte dei Ly T helper che dirigono la risposta immunitaria.

Piccolo chiarimento: Dire che un Ly B ha sempre la stessa regione variabile è una esemplificazione perché non è così, in quanto, se abbiamo una selezione per affinità, se si modifica anche un solo AA, la conformazione proteica si modifica. Nel corso della risposta anticorpale T dipendente avremo un cambio isotipico e, quindi, la produzione di isotipi differenti, oltre ad una maturazione dell'affinità dell'ig.

Variabilità anticorpale

Le possibilità con le quali il nostro sistema immunitario si confronta con il mondo esterno sulla base della variabilità antigenica, è enorme. Differenti proteine possono generare differenti epitopi, e il sistema immunitario deve essere specifico per quell'antigene particolare che incontra. Dal punto di vista della configurazione germinale, le cellule somatiche dell'organismo hanno tutte lo stesso DNA, quello che cambia è solo l'espressione genica. Tuttavia, poiché la risposta immune deve confrontarsi con un'enorme variabilità epitopica, il sistema immunitario ha evoluto dei sistemi per possedere una altrettanto grande variabilità delle regioni variabili. Questo discorso vale anche per il TCR dei linfociti T che ha pure lui regioni variabili e costanti.

Come abbiamo già detto, un anticorpo potrà avere diverse catene pesanti in base all'isotipo (catene pesanti che possono essere α, ε, μ, δ e γ) ed una catena leggera che può essere di due tipi, o k o λ. Per ogni ig, e quindi per ogni Ly B, avremo un solo tipo di catena leggera, o k o λ, secondo il fenomeno dell'esclusione allelica.

Dal punto di vista genico la catena pesante di un'immunoglobulina è organizzata in diversi segmenti genici. Abbiamo diversi segmenti V (da 1 a 65), diverse regioni D (da 1 a 27), e diversi segmenti J (da 1 a 6). Le catene leggere non possiedono il segmento D ma possiedono invece i segmenti V e J. Per far si che venga espressa una particolare regione variabile e non un'altra, durante il differenziamento dei Ly B che avviene nel midollo osseo, uno dei possibili segmenti D ricombina con uno dei possibili segmenti J. Questi segmenti si mettono quindi adiacenti e la regione di DNA che era compresa tra di essi viene persa. Questo processo viene detto ricombinazione somatica ed è l'unico caso in cui una cellula somatica non ha lo stesso contenuto di DNA rispetto ad un'altra cellula. Un Ly B con una certa specificità antigenica, rispetto ad un altro Ly B con diversa specificità, ha un diverso contenuto di DNA a causa del processo di ricombinazione che avviene a carico del DNA. Molecolarmente, in seguito ad un appaiamento tra particolari regioni tramite un complesso enzimatico detto ricombinasi, alcune esonucleasi recidono poi il DNA all'estremità dei segmenti e le rotture vengono infine riparate da ligasi. Tutto questo avviene chiaramente nello stesso cromosoma. Dopo che un segmento D si è unito ad un segmento J, avviene un altro step ricombinatoriale, cioè uno dei possibili segmenti V si unisce al segmento DJ riarrangiato, attraverso lo stesso meccanismo visto prima. A questo punto abbiamo infine una sequenza VDJ adiacente.

Quella particolare cellula così formata ha quindi solo quel tipo di specificità antigenica perché ha perso le altre specificità potenziali.

Le possibilità di ricombinazione delle catene pesanti sono pari a 65 per 27 per 6 (il numero dei vari segmenti) ovvero 11000. Se consideriamo la stessa cosa per una singola catena leggera (che ricordiamo può essere o di tipo λ con 120 combinazioni o di tipo K con 200 combinazioni), avremo che il prodotto tra catena leggera e pesante sarà di 3,5*106, ovvero un gran numero di specificità antigeniche.

Esistono dei siti ad alta mutazione, soprattutto a livello della regione variabile, che incrementano ulteriormente la variabilità. All'interno delle regioni variabili abbiamo le CDR, ovvero le regioni ipervariabili dette anche regioni che determinano la complementarietà, che formano la porzione del recettore che lega fisicamente l'antigene. Queste regioni hanno un'alta probabilità di avere mutazioni puntiformi. Nel momento in cui ci sono queste mutazioni, possiamo avere uno spostamento del registro di lettura e, quindi, non è detto che quella mutazione sia produttiva. Questa diversità ha un prezzo, ovvero, da un punto di vista probabilistico, avremo mutazioni che promuovono l'affinità, mutazioni che la peggiorano ed altre mutazioni che danno luogo ad un frameshift non produttivo.

Cosa regola e seleziona questo processo? La selezione naturale operata dall'antigene. Sarà quindi selezionato quel Ly B che avrà una maggiore affinità nei confronti di quell'antigene perché sarà lui che riceverà gli stimoli per proliferare ed aumentare di numero. Quei Ly che hanno un'affinità minore non riceveranno gli adeguati stimoli di differenziamento e proliferazione e quindi verranno controselezionati.

Base genetica dello Switch

Le prime Ig prodotte durante il corso di differenziamento di un Ly B sono le IgM che possiamo trovare anche in membrana insieme alle IgD. La differenza tra queste due sta nel fatto che le IgD non vengono mai secrete mentre le IgM si. Le IgD le troviamo quindi solo in membrana. Un Ly B, nel corso del suo differenziamento, ha dato luogo a quella regione variabile unendo il segmento VDJ per produrre una immunoglobulina che andrà in membrana. All'inizio si produrrà quindi una IgM con un VDJ specifico, che si unisce alla regione μ (ovvero la catena pesante specifica per le IgM), formando un trascritto primario dove, per splicing, queste regioni vengono unite a formare IgM, o IgD (se abbiamo la catena pesante δ), fenomeno che avviene nel midollo osseo.

Nel corso della maturazione della risposta anticorpale, mediante il coinvolgimento dei Ly T helper, viene indotto il meccanismo di switch isotipico. Ci sono delle sequenze dette sequenze di switch, che fanno si che, nel corso della maturazione della risposta mediata da IL-4, una sequenza S si appaia con una sequenza S a monte della regione ε che codifica per la catena pesante delle IgE. A seguito di ciò viene perso di nuovo un pezzo di DNA così che si formi il trascritto primario dove VDJ è affiancato alla regione ε. Lo stesso meccanismo che abbiamo visto mediato da IL-4 può avvenire anche se si ricevono stimoli dall'interferone γ che media uno switch verso il γ1 che si troverà quindi affiancato alla regione VDJ, dando luogo alla produzione di IgG.

Nel midollo osseo avremo ad esempio dei Ly B che hanno IgM con questa regione variabile, VDJ, e questa regione costante μ (catena pesante delle IgM). Nel corso della risposta immunitaria, in base agli stimoli mediati dalle citochine (come IL-4 o interferone γ), verrà promosso uno scambio isotipico che darà luogo alla maturazione per affinità. A questo punto verranno avviate mutazioni a carico di alcune regioni (quelle variabili) che possono aumentare o diminuire l'affinità. Il fatto di cambiare classe isotipica vuol dire che la riposta immunitaria si avvia verso una certa direzione.

La diversificazione delle regioni variabili è un processo assolutamente casuale dove vengono selezionati i più adatti. La produzione di una sottoclasse rispetto ad un'altra non è invece un processo casuale ma un processo mirato e regolato perché le funzioni effettrici devono essere di un tipo piuttosto che di un altro.

All'interno dell'organizzazione delle regioni costanti abbiamo una sequenza precisa in cui le regioni variabili sono a monte di quelle costanti. Un Ly B che ha ricevuto gli stimoli per produrre uno scambio di classe verso una IgE, non sarà più in grado di produrre IgG perché avrà perso le regioni codificanti per questo isotipo. La perdita di DNA comporta che quel Ly B abbia quella particolare funzione effettrice. Il riarrangiamento è unidirezionale e non può tornare indietro. A livello di DNA i segmenti a valle rimangono. Abbiamo un riarrangiamento a carico del DNA che è quello che comporta la perdita stessa di DNA. Una catena ε può venire a trovarsi nel DNA vicina alla regione variabile riarrangiata, cosa che ha portato alla perdita dei segmenti genici compresi mentre i segmenti di DNA a valle sono mantenuti. Lo switch avviene quindi a carico del DNA ed è un meccanismo unidirezionale. Quel Ly B che, in seguito a stimolo citochinico, ha prodotto per esempio γ1, si differenzierà clonalmente in parte in Ly B effettori (ovvero plasma cellule) ed in parte in Ly B della memoria. Se i Ly B della memoria, che hanno precedentemente subito lo switch isotipico e sono caratterizzati dal possedere IgG1, ricevono successivamente uno stimolo da parte dell'IL-4, possono cambiare il loro isotipo verso una IgE ma non possono tornare indietro a causa del materiale genetico che si è perso a monte durante lo switch. Un ulteriore switch può quindi in teoria avvenire ma è raro perché dovremmo avere una cross-reattività (capacità di legare antigeni strutturalmente simili) tra antigeni di patogeni diversi. Dal punto di vista immunologico è quindi un evento raro perché un antigene rispetto ad un altro ha una sua specificità verso un patogeno piuttosto che un altro.

A livello del midollo osseo avviene produzione e differenziamento di Ly B naif che hanno IgM e IgD. Il riarrangiamento avviene nel midollo osseo, ma lo switch da IgM a IgG non avviene lì. Lo switch isotipico lo abbiamo nel momento in cui avviene il contatto con l'antigene nei linfonodi.  Questi processi avvengono all'interno di stazioni dove l'antigene viene concentrato. La risposta infiammatoria aumenta l'essudato, ovvero i liquidi che si raccolgono durante un processo di infiammazione che contengono anche gli antigeni. L'essudato viene drenato attraverso la linfa nei linfonodi così che le cellule dendritiche mature possano attivare i Ly T naif. Nei linfonodi avviene anche l'incontro tra i Ly B naif e l'antigene, solo che in questo caso l'antigene non è presentato (cosa necessaria per i Ly T) ma si trova nella sua conformazione nativa.

Per riassumere: tutto dipende dal tipo di danno che l'ospite ha ricevuto e dal tipo di risposta innata che è stata prodotta che sarà più th1 o th2. Il tipo di risposta a sua volta guiderà il tipo di funzione effettrice che i diversi Ly B possono svolgere sulla base degli isotipi che sono in grado di produrre.


Anticorpi monoclonali

Questi anticorpi sono degli strumenti biotec fondamentali. Essi sono uno strumento potente perché sono anticorpi con un isotipo che possiede una specificità antigenica particolare. Questi anticorpi vengono prodotti immunizzando un animale da laboratorio come un topo. Una volta immunizzato vengono prelevati i suoi Ly B che, in seguito all'immunizzazione, saranno specifici per quell'antigene. Bisogna però considerare che quell'antigene avrà diversi epitopi e, quindi, avremo una popolazione di Ly B che riconoscono epitopi diversi dello stesso antigene e che quindi hanno una diversità di riconoscimento antigenico. Se vogliamo isolare quel Ly B che produce solo quell'anticorpo specifico per quell'epitopo e non altri, mettiamo insieme i Ly B in presenza di cellule di mieloma e di polietilenglicol che favorisce la fusione delle membrane. Questa procedura crea gli ibridomi che hanno caratteristiche dei due tipi cellulari di partenza. Essi hanno la capacità di produrre ig in continuazione. Avremo però diversi ibridomi specifici. Per purificare il tutto bisogna all'inizio isolare gli ibridomi rispetto alla cellule non fuse. Le cellule B primarie non cresceranno per conto loro perché non sono cellule immortali (durano una settimana, massimo dieci giorni). Le cellule di mieloma invece, essendo una linea tumorale, possono sopravvivere ma se mettiamo in un terreno selettivo HAT dove è presente l'amminopteridina, essa blocca la sintesi endogena delle purine. Mentre le cellule di ibridoma (a causa del materiale genetico ottenuto dai Ly B) in presenza di ipoxantina usano l'enzima ipoxantina fosforibosiltransferasi che gli permette di sintetizzare le purine; le cellule di mieloma invece non possiedono questo enzima e quindi muoiono. L'ipoxantina seleziona quindi le cellule di ibridoma che hanno l'enzima. Fatto questo avremo le nostre cellule di mieloma selezionate. Abbiamo però il problema di purificare uno specifico ibridoma con quella specificità rispetto ad un altro. Per risolvere il problema si fa una diluizione limite cioè dispensiamo in micropozzetti delle sospensioni cellulari che contengono una cellula per pozzetto. Dobbiamo diluire quella sospensione cellulare per aver una concentrazione di una cellula per microlitro che metteremo nel pozzetto. Facciamo crescere le singole cellule che producono anticorpi che possono essere testati tramite un saggio ELISA (enzyme link immunosorbent essay) per selezionare solo quelle cellule che hanno anticorpi specifici. L'ELISA è un saggio immunoenzimatico nel quale si fa aderire su un pozzetto il nostro antigene X, gli mettiamo sopra l'anticorpo, e, se l'anticorpo è specifico, ci si lega, mentre se non è specifico non si legherà e potrà essere tolto tramite lavaggio. Fatto questo si aggiunge un anticorpo che riconosce una regione costante del primo anticorpo. Questo secondo anticorpo deve essere coniugato ad un enzima, come la perossidasi, che è una ossidoreduttasi che catalizza delle reazioni di ossidoriduzione. Questi substrati aggiunti, in presenza di perossidasi, possono far cambiare colore al pozzetto, cambiamento di colore che avviene solo nel caso in cui l'enzima legato alla perossidasi avrà incontrato l'anticorpo specifico per questo antigene, altrimenti non avremo reazione colorimetrica. Questo è quindi il sistema per selezionare l'ibridoma di interesse così da produrre anticorpi monoclonali.                     
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