Immunologia

Attivazione dei Ly T e loro funzioni                                                                 Lezione 7 del 22.10.07

Rivediamo alcuni concetti

Sappiamo che le molecole MHC stanno in membrana associate normalmente a peptidi self; se sono associate a peptidi self, normalmente i Ly T non li riconoscono. Occasionalmente l'individuo viene a contatto con antigeni estranei non self, ad esempio per contatto microbico, o perché lo stesso individuo è stato sensibilizzato ad un allergene, o perché ad un certo punto una cellula produce antigeni che normalmente non esprime come nel caso di una trasformazione neoplastica; tuttavia, le molecole MHC che presentano un antigene non self rispetto alla totalità delle molecole MHC presenti in membrana rappresentano una minima parte, ovvero anche soltanto lo 0,1% delle molecole MHC di membrana può essere in grado in certi momenti di presentare antigeni non self.  Da questa informazione possiamo comprendere che sono sufficienti da parte dei Ly T pochi contatti con molecole MHC che esprimono antigeni non self, al fine di attivarsi. 

Le cellule dendritiche possono anche stare nella mucosa seppure nel caso dell'epitelio intestinale abbiamo cellule dendritiche che stanno nella parte sottostante al lume. Sembra che queste cellule abbiamo un ruolo importante per la tolleranza a microrganismi fisiologici presenti nell'intestino; infatti, nel momento in cui si fanno prolungate cure antibiotiche, è necessario ripristinare la flora batterica.

Attivazione dei Ly T

Un Ly T vergine che non ha mai visto l'antigene per il quale è specifico prima d'ora, per attivarsi richiede alcune condizioni. Queste sono quelle di ricevere un primo segnale che è generato dal riconoscimento, da parte del TCR, dell'epitopo complessato alla molecola MHC, insieme al legame tra cd4 (o cd8 in base al tipo di Ly), legame specifico ma debole, che si forma tra il cd e la zona monomorfica della molecola MHC di classe seconda (o prima a seconda del Ly); questo rappresenta il primo segnale di attivazione. 

Il secondo segnale è dato invece dal legame tra il B7 presente sulla APC ed il cd28 espresso sul Ly T. Ricordiamo che il cd28 è espresso in maniera costitutiva mentre il B7 è espresso in maniera inducibile. Abbiamo anche altri segnali opzionali che sono quelli in cui sono coinvolte le molecole di adesione.

L'assenza del secondo segnale scatena uno stato di così detta anergia. Nel timo non tutti i Ly T autoreattivi vengono deleti. Nel corso del differenziamento che avviene nel timo avremo la delezione di quei cloni linfocitari T che riconoscono antigeni propri; questo è quello che normalmente accade, ma, tuttavia, questo processo non ha un'efficienza del 100% in quanto non tutti i cloni autoreattivi vengono eliminati. Cosa accade a quei cloni che sfuggono dal processo di selezione timica? Questi Ly T vanno in uno stato di anergia che è definito come uno stato di inattivazione funzionale in cui la cellula non muore ma è refrattaria ad un successivo riconoscimento antigenico.

Una cellula dendritica generalmente non riconosce antigeni non self ma capta segnali attraverso i propri recettori PRR rendendosi conto che c'è un microrganismo estraneo. In questo modo si attiva divenendo da cellula dendritica immatura, cellula dendritica matura in grado di esprimere anche molecole B7 che prima non esprimeva e, quindi, in grado di presentare l'antigene in maniera corretta alle cellule T vergini nei linfonodi. Se però tutto questo avviene in assenza di un processo infiammatorio, l'attivazione dei Ly T vergini non avviene. Il processo infiammatorio è fondamentale in questo senso e non è un caso che tra le cause di scatenamento di induzione di una risposta autoimmunitaria c'è una grossa reattività incrociata tra antigeni microbici e self. Per far attivare un Ly T vergine è necessaria una risposta infiammatoria che si genera a seguito del legame tra PRR e PAMP. Non avendo una risposta infiammatoria nei confronti di un antigene self, non avremo una induzione di risposta autoimmune; se però abbiamo un batterio che ha un antigene con delle omologie ad un antigene self, esso indurrà una risposta infiammatoria perché ricco delle PAMP che attivano la risposta innata che poi attiverà quella adattativa. Questa risposta potrà però anche essere indirizzata nei confronti dell'antigene che ha omologia nei confronti dell'antigene non self e, per questa ragione, si potrà avere una risposta autoimmune.

Abbiamo visto l'interazione tra il cd28 e le molecole di B7 dell'APC importante per il secondo segnale di attivazione. In seguito all'attivazione del Ly T che da vergine è diventato effettore, si ha l'espressione di un'altra molecola inducibile che è detta CTLA-4 (cd152). Questa molecola riconosce il B7 e ci si lega con un'affinità maggiore rispetto al cd28. Essa però, invece di trasdurre segnali di attivazione, trasduce segnali di inibizione. Questo vuol dire che il Ly T ha meccanismi di controllo per evitare che rimanga indefinitivamente attivato. Una risposta adattativa deve essere controllata altrimenti la risposta infiammatoria che ne deriva può essere dannosa per i tessuti stessi. C'è quindi una competizione ed una sovrapposizione tra segnali positivi e negativi fino a quando quelli negativi prevalgono su quelli attivatori ed il Ly T si inattiva.

Per l'attivazione linfocitaria sono importanti anche altre molecole opzionali che mantengono più a lungo il tempo di contatto tra il Ly T e l'APC. Queste molecole sono le molecole di adesione che stanno sulla membrana dell'APC: LFA-3, ICAM 1 ed ICAM 2 che legano molecole del Ly T e migliorano l'adesione ed il contatto tra Ly T e l'APC.

Per un Ly T cd8 (citotossico) cambiano alcune cose, è necessario per l'attivazione la presenza di interleuchina 2 nel microambiente, quindi, è necessario che ci sia oltre al primo riconoscimento tra MHC di classe 1 e TCR, e B7 con cd28, anche la presenza dell'interleuchina 2 che determina responsività nel Ly T cd8 che può differenziarsi in maniera corretta. L'attivazione può esserci solo in presenza di interleuchina 2 che viene legata dal recettore prodotto dai Ly T. I più grandi produttori di interleuchina 2 sono i Ly T helper ma anche le cellule dendritiche possono farlo. L'interleuchina  è un importante fattore proliferativo e, una volta che il Ly T cd8 vergine deve espandersi clonalmente, ciò può avvenire solo se attivato dall'interleuchina 2 presente nel microambiente e prodotta o dai Ly T helper locali, che sono specifici per un altro epitopo (del resto essi legano MHC di classe 2 mentre i citotossici MHC di classe 1), o dalle cellule dendritiche. Questo presuppone la contemporanea presenza di tre “attori”: la cellula dendritica che presenta l'antigene tramite cross priming*, la cellula T helper che produce interleuchina 2 e la cellula cd8 che riconosce un altro epitopo per quello o altri antigeni correlati. Si pensa che in realtà il Ly T cd4 (helper) possa in qualche maniera condizionare la cellula dendritica a produrre IL-2 ad attivare il Ly T cd8 vergine anche in assenza del Ly T cd4 stesso. *(Con cross priming, o cross presentazione, si intende la capacità di certe APC di fagocitare, processare e presentare antigeni extracellulari con MHC di classe 1 a Ly T cd8).

Ripetiamo il tutto: sulla base di quanto detto si può pensare che per attivare un Ly T cd8 vergine sia necessaria la contemporanea presenza di un Ly T cd4 helper che produce interleuchina 2. In realtà è stato dimostrato che, per potere attivare un Ly T cd8 naif, potrebbe essere sufficiente non per forza la simultanea presenza del Ly T cd4 ma il fatto che il cd4 possa avere precedentemente attivato la cellula dendritica che in questa maniera potrebbe essere condizionata e la cui attività viene potenziata nell'attivare un Ly T cd8 vergine. Invece di essere contemporaneamente presenti il Ly T cd4, la cellula dendritica e il Ly T cd8 naif, sarebbe sufficiente che il cd4 nel tempo passi nel linfonodo, attivi una cellula dendritica e, quando arriverà il cd8, tale cellule dendritica potrà, anche in assenza del Ly T cd4, attivare il Ly T cd8 che potrà quindi andare a svolgere le sue funzioni. I segnali che un Ly T cd4 genera nella cellula dendritica per potenziarne l'attività di presentazione ai Ly T citotossici cd8, non sono noti al momento. Un Ly T citotossico per potersi attivare in presenza di interleuchina 2 deve esprimere i recettori per questa molecola. Questi recettori vengono espressi in seguito al primo e secondo segnale di attivazione. L'interleuchina 2 presente nel mezzo può a questo punto legare i suoi recettori ed attivare i Ly T cd8. Una volta che la cellula citotossica riceve i due segnali e il segnale dell'interleuchina 2, diventa una cellula armata pronta ad uccidere la cellula bersaglio. Questa attivazione ed apprendimento dei Ly è fondamentale.

Quando la cellula T esce dal linfonodo, è in grado di riconoscere l'antigene anche in assenza del secondo segnale e quindi di B7. Non potrebbe essere altrimenti; una cellula epiteliale infettata da un virus non presenta B7 che è espressa solo da APC e non da tutte le cellule nucleate dell'organismo che possono essere infettate. E' importante che nel linfonodo ci sia l'attivazione da Ly T vergine ad effettore in grado di uccidere la cellula bersaglio anche senza B7. Ricapitolando, dopo la fase di riconoscimento che prevede i due segnali, avremo la fase di proliferazione e differenziamento in presenza di interleuchina 2 e, dopo ciò, avremo la funzione effettiva dei Ly T cd8.

I Ly T helper produrranno citochine e sosteranno la risposta infiammatoria locale mentre i citotossici eserciteranno una risposta citotossica nei confronti delle cellule.

Meccanismi di azione di un Ly T citotossico cd8

I Ly T citotossici hanno lo scopo di esercitare un'attività citotossica che si esplica attraverso la secrezione di granuli, ovvero vengono secrete alcune molecole presenti in vescicole che sono molecole dette perforine e granzimi. E' però importante che avvenga una polarizzazione della risposta. Se un Ly T citotossico deve uccidere una cellula che viene riconosciuta in quanto esprime un antigene virale associato a MHC di classe 1, è necessario che le perforine ed i granzimi siano prodotti nei punti di contatto del riconoscimento perché, se così non fosse, l'attività citotossica si esprimerebbe nei confronti di cellule prossimali, in inglese dette bystander. Il Ly T citotossico deve colpire quindi solo le cellule che presentano antigeni per i quali lui è specifico. Per garantire ciò, quello che si ha, è la formazione della così detta sinapsi immunologica. Si ha il complesso classe 1 peptide che, quando viene riconosciuto dal TCR, determina la formazione di interazioni tra molecole di adesione permettendo la formazione di una sinapsi immunologica che focalizza questi granuli nella zona della membrana a contatto con la cellula infettata. Questo si ha a causa di un riarrangiamento del citoscheletro che convoglia queste vescicole solo in quella zona della membrana, permettendo che il contenuto dei granuli possa fuoriuscire passando attraverso la sinapsi.

La perforina è normalmente presente sotto forma di monomeri che si inseriscono all'interno della MP e che, in presenza di calcio extracellulare, polimerizzano generando dei veri e propri pori, dei canali all'interno dei quali possono passare anche i granzimi che si inseriscono nel citoplasma e vanno ad attivare la cascata delle caspasi. Le caspasi altro non sono che molecole effettrici del processo di morte cellulare per apoptosi; quindi le cellule muoiono per apoptosi a seguito dell'effetto delle molecole contenute nei granuli citotossici. Esiste anche un altro sistema per indurre morte cellulare programmata, ed è quello mediato da FAS. Esso è un recettore che, una volta ingaggiato da FAS ligando, genera dei segnali di morte sempre per apoptosi. Se tale ligando espresso sulla MP del Ly T cd8 (citotossico) riconosce una molecola di FAS presente su una cellula bersaglio, esso invierà segnali di morte. Questo è un meccanismo aggiuntivo di uccisione di una cellula bersaglio che richiede l'espressione di FAS, cosa non automatica e non costitutiva.

Questi meccanismi di morte sono alla fine gli stessi che noi osserviamo in seguito all'attivazione delle cellule Natural Killer. Rivediamo la differenza tra Ly T citotossici e NK. Mentre i T citotossici riconoscono l'antigene complessato con una molecola MHC di classe prima, le NK si attivano in assenza di molecole MHC di classe prima e, quindi, lì dove c'è una situazione patologica che porta ad un diminuzione dell'espressione delle molecole MHC di classe prima. Le NK svolgono pertanto un ruolo importantissimo che complementa il ruolo svolto dai Ly T citotossici.

Ly T helper 1 e Ly T helper 2

Dal punto di vista effettore i Ly T helper possono essere distinti in Ly T helper 1 e Ly T helper 2. Le distinzioni in realtà sono di più: possiamo avere i Ly T helper 17, quelli 3 ecc, ma ai fini di questo corso ci soffermiamo solo su alcune tipologia di linfociti. I Ly T regolatori (Th3) li tratteremo ad esempio quando parleremo di tolleranza periferica. I Ly T helper 17 sono invece Ly che producono una citochina, l'interleuchina 17 e sono quei linfociti che sostengono lo stato infiammatorio. Questa categorizzazione è comunque solo un tentativo umano di semplificare!

I Ly T helper 1 aiutano e promuovono quelle risposte immunitarie che culminano nell'attivazione dei linfociti T citotossici e nell'attivazione dei macrofagi. Questo tipo di risposta immune, mediata da macrofagi e cellule citotossiche, è detta risposta cellulo-mediata. 

L'interferone γ, prodotta dai Ly T helper 1 (ma anche dalle NK), nei macrofagi aumenta l'espressione degli MHC di classe 2 e quindi promuove la presentazione antigenica ma ancora prima abbiamo la processazione antigenica che viene promossa sempre dall'interferone γ, rendendo più microbicida il macrofago, in quanto promuove la maturazione fagolisosomiale e la produzione di idrolasi ed INOS (ossido nitrico sintetasi). Oltre a favorire l'espressione di MHC di classe due, l'interferone γ promuove anche l'attività microbicida del macrofago.

I Ly T helper 2 producono interleuchina 4 e 5 che sono citochine importanti nell'attivazione dei Ly B, quindi sono fondamentali nell'attivazione della riposta umorale. A differenza dei Ly T citotossici e macrofagi, i Ly T helper producono sostanzialmente citochine. Queste molecole sono importanti messaggeri che danno informazioni alle cellule circostanti al fine di indurre un tipo di attivazione piuttosto che un altro. Esse sono caratterizzate da alcune proprietà. Ad esempio possono indurre diverse risposte su diversi tipi cellulari come l'interleuchina 4 che favorisce l'attivazione dei Ly B promuovendone la produzione di immunoglobuline di tipo E (IgE). L'interleuchina 4 a sua volta promuove un differenziamento verso i Ly T helper 2 ed inibisce il differenziamento verso i T helper 1, inibisce anche l'attività di presentazione antigenica e microbicida dei macrofagi. L'interleuchina 2, 4 e 5 hanno tutte lo stesso effetto di indurre proliferazione sui Ly B. Possono anche essere sinergiche come IFN γ e TNF che possono incrementare l'espressione di molecole MHC di classe prima e seconda su molti tipi cellulari; oppure possono essere antagoniste come cioè l'interferone γ che promuove l'attivazione dei macrofagi quando invece l'interleuchina 4 la inibisce.

Il differenziamento in T helper 1 o 2 può avvenire in diverse condizioni e tutto dipende dalla cellula che attiva il Ly T ovvero la APC. Nel caso in cui un APC, in seguito a fagocitosi di qualche microrganismo, produce interleuchina 12, essa promuove il differenziamento verso i T helper 1. Nel caso in cui, a seguito di contatto con molti microrganismi, la nostra APC produce interleuchina 10, avremo un differenziamento più verso i T helper 2. I due tipi di Ly T helper tendono a bilanciarsi l'uno con l'altro nel senso che le citochine prodotte dai T helper 1 tendono a promuovere un ulteriore differenziamento verso i T helper 1 inibendo il differenziamento verso i T helper 2, così come il contrario per le citochine prodotte  dai T helper 2. L'interferone γ prodotta dai Ly T 1 promuove gli 1 ma inibisce i 2. L'interleuchina 4 ha, al contrario, effetti opposti. Essi hanno un attività che si contrasta vicendevolmente. Le risposte che abbiamo possono essere più propense verso un T helper 1 o 2, ciò dipende dai microrganismi e dal microambiente. Questo tipo di risposta non è esclusivo, può però esserci una dominanza tra i due tipi di riposte sulla base delle informazioni che erano state inviate dall'APC precedentemente.

Sapendo che l'interleuchina 4 promuove i T helper 2, quando abbiamo un'infezione molto sostanziosa, l'APC che viene a contatto con questi microrganismi, tende ad inibire la risposta T helper 2 e ad attivare una risposta T helper 1 in quanto la risposta infiammatoria eccessiva potrebbe causare danni al tessuto stesso. L'orientamento della risposta viene quindi dato sulla base della stimolazione originale.

Una T helper 1 attiva una risposta cellulo-mediata producendo Il-2, IFN γ TNF α e favorendo la produzione delle IgG-2a. Mentre una risposta di tipo T helper 2 che produce IL-4, 5, 6, 10 ecc favorisce la produzione di anticorpi di tipo IgE che sono anticorpi importanti nella risposto contro i parassiti e contro gli elminti. Questi anticorpi sono coinvolti anche nella risposta agli allergeni in quanto, in corso di allergie, avremo grandi quantità di IgE; non è però per questo che il nostro sistema ha però evoluto le IgE; esse sono importanti in quanto, una volta prodotte, possono opsonizzare il verme così che gli eosinofili, riconoscendo la porzione costante dell'anticorpo, possano rilasciare i loro granuli. Questo tipo di risposta favorisce quindi l'attivazione da parte degli eosinofili. Ci sono comunque delle citochine condivise dalle due vie come il TNF α.

I T helper 1 riconoscono l'antigene sulla APC e producono interferone γ che favorisce sia l'espressione di MHC di classe due che le capacità microbicide del macrofago, che, una volta attivato, produce interleuchina 12, che sostiene il differenziamento nei T helper 1. Essi possono anche produrre IL-2 ed interferone γ che possono andare ad attivare dei Ly T citotossici memory e renderli effettori nei confronti di cellule bersaglio. 

I T helper 2 favoriscono la produzione sia di IgG, sia lo scambio (switch) isotipico verso le IgE che favorisce l'attivazione di eosinofili e mastociti. Questa riposta può essere influenzata dal tipo di infezioni. Un batterio intracellulare favorisce la risposta di interleuchina di tipo 12 mentre un elminta favorisce la produzione di interleuchina 4 che attiva la risposta T helper 2.

Un NK, oltre ad esercitare una risposta citotossica, può anch'essa dirigere la successiva risposta immunitaria producendo interferone γ che può  attivare il macrofago, come abbiamo già visto, o favorire il differenziamento da T helper 0 a T helper 1.

Nel caso in cui abbiamo un'infezione di vermi, un mastocita produce interleuchina 4 che favorisce il passaggio da T helper 0 a T helper 2. I T helper 2 produrranno interleuchina 4 e 5 che indurranno i Ly B a produrre IgE che sono gli anticorpi importanti nella risposta contro i vermi in quanto, una volta che li opsonizzano, i parassiti possono diventare bersaglio degli eosinofili.
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