Immunologia

Tolleranza                                                                                                        Lezione 10 del 05.11.07

Rivediamo alcuni concetti

Uno switch isotipico è la modificazioni di isotipo di una immunoglobulina. Due ig prodotte dallo stesso Ly B, come ad esempio una IgM ed una IgG, cosa hanno in comune e cosa di diverso? La porzione variabile è quella in comune, cosa che implica la stessa specificità antigenica, eccetto per le mutazioni che determinano una maturazione dell'affinità, mentre la regione costante è la porzione che varia da una ig ad un'altra.

Un Ly B che produce IgE, può produrre IgG a seguito di switch? No! Perché lo switch isotipico è unidirezionale, può andare solo in un verso, ed il materiale genetico che si è perso a seguito di precedenti switch non può essere recuperato (questa è una classica domanda di esame).

La catena leggera, quanti step ricombinatoriali deve fare per produrre la regione variabile? Solo uno, ovvero lo step in cui uno dei segmenti genici V ricombina con un segmento genico J, mentre la catena pesante avrà un segmento genico D che ricombina con un segmento genico J a formare DJ, dopo di che questo deve ricombinare con un segmento genico V. A questi si sommano ulteriori mutazioni per migliorare l'affinità, mutazioni che possono essere somatiche ed a carico di particolari regioni della sequenza, le così dette regioni ipervariabili (CDR).

Tolleranza centrale – Maturazione delle cellule T

Il sistema immunitario necessita di meccanismi precisi di autoregolazione. Il sistema immunitario che ha una diversificazione recettoriale così ampia in grado di riconoscere un così ampio profilo di molecole microbiche, può occasionalmente fare degli errori. E' quindi necessario che ci sia una specificità recettoriale del TCR come anche delle ig che devono essere dirette verso antigeni estranei e non propri. E' anche necessario che la risposta immune sia sottoposta ad un controllo omeostatico in quanto non si può permettere che una risposta infiammatoria perduri più del dovuto perché questo potrebbe essere dannoso per i tessuti stessi.

Questo genere di meccanismi stanno alla base della tolleranza che può distinguersi in centrale e periferica. La centrale è quella tolleranza all'interno della quale i Ly vengono educati all'interno degli organi linfoidi primari. All'interno degli organi linfoidi primari ovvero timo per i Ly T e midollo osseo per i Ly B, vengono deleti i cloni linfocitari autoreattivi specifici verso gli antigeni self. I processi ricombinatoriali che stanno alla base della diversificazione dei TCR e delle ig (processi simili per entrambi), siccome sono assolutamente casuali (come abbiamo visto nel caso delle ig), possono dar luogo anche a TCR autoreattivi (dato che sono processi casuali). All'interno di questi organi linfoidi primari vengono quindi eliminati i cloni che presentano recettori antigenici specifici per il self (antigeni propri).

Lo sviluppo dei Ly T avviene nel timo e si possiamo distinguere due tipi di eventi, quelli indipendenti dal recettore, e quindi dal riconoscimento antigenico (eventi che portano a riarrangiamento della catena α e β) ed eventi legati al riconoscimento antigenico, ovvero quelli che danno luogo alla selezione positiva e negativa, processi alla base della tolleranza centrale. Se dovessimo seguire un Ly T nel corso del suo processo differenziativo, avremo una prima cellula che è -, una cellula negativa sia per il cd3 (molecola strettamente associata al TCR in quanto il TCR, per poter trasdurre il segnale all'interno della cellula a seguito del riconoscimento antigenico, necessita di cd3) che per il cd4 ed il cd8. Dopo inizieranno ad essere prodotti linfociti doppi positivi, positivi sia per il cd3 che per il cd4 e cd8, oltre che per la catena α e β del TCR. Una volta prodotti questi Ly T doppi positivi, avremo una prima selezione detta selezione positiva. La maggior parte dei timociti giunti a questo punto del differenziamento muore per apoptosi, circa il 90-95%. Essi sono quei linfociti che, in seguito al riarrangiamento casuale del TCR, non riconoscono le molecole MHC. Solo quel 5-10% di linfociti che riconoscono antigeni legati alle proprie molecole MHC sopravvivono. La selezione positiva determina quindi la restrizione MHC. Vengono quindi selezionati tutti quei cloni che hanno un TCR in grado di legarsi alle molecole MHC proprie.

Dallo stadio di doppio positivo si passa allo stato di singolo positivo. Il TCR, in base al fatto che abbia riconosciuto un MHC di classe prima o seconda, differenzia in un Ly singolo positivo che ha o un cd8 o un cd4. La scelta del differenziamento in cd4 o cd8 dipende dall'affinità del TCR che può variare in una classe o in un'altra oltre che dalla tempistica dell'incontro. Si elimina quindi l'espressione di quel cd opposto al riconoscimento che è avvenuto nei confronti di una delle due classi di MHC. Da uno stato di doppio positivo si passa pertanto ad uno stadio di singolo positivo. Avremo quindi un Ly con un TCR positivo ed un cd4 o un cd8 positivo. Le cellule coinvolte in questo processo di educazione dei Ly sono le cellule dell'epitelio corticale del timo.

Dopo questa selezione positiva avviene la selezione negativa, cioè l'eliminazione di quei Ly T singolo positivi che legano i complessi MHC peptide self con alta affinità. Rimarranno quindi solo quei linfociti che hanno un'affinità bassa o intermedia nei confronti delle proprie molecole MHC legate ad antigeni self. Questo processo è mediato dalle cellule dendritiche ed epiteliali della midollare timica. Questo processo di selezione negativa elimina quindi i Ly che riconoscono le MHC con peptidi propri. È un processo che non ha efficienza al 100% in quanto vengono deleti quei Ly specifici per quegli antigeni propri che vengono incontrati nel timo e non è detto che siano tutti. Esistono infatti delle aree privilegiate dove alcuni antigeni presentati in quelle zone non vengono presentate in altre. Antigeni presenti nelle cellule del sistema nervoso non vengono espresse in altri tessuti, tuttavia possiamo dire che in questo processo di riconoscimento la selezione è abbastanza efficiente.

Ricapitolando: abbiamo un processo in cui il TCR viene riarrangiato; i primi linfociti a comparire sono i Ly cd4, cd3, cd8 e TCR negativi, poi comincia a comparire il TCR e compaiono i cd4 e cd8. A questo stadio ha luogo una selezione positiva per quelli che riconoscono le MHC self; dopo i doppi positivi differenziano a singolo positivo e, una volta fatto questo, le cellule che dalla corticale passano alla midollare, subiscono il processo di selezione negativa. Tutti i Ly che riconoscono con alta affinità le MHC proprie con peptidi self vengono deleti. Una volta che vengono selezionati quei Ly che riconoscono MHC proprie con bassa o media affinità, essi potranno quindi riconoscere antigeni non self con alta affinità ed attivarsi. Le cellule T mature selezionate possono pertanto migrare agli organi linfoidi periferici dove potranno attivarsi e migrare nei siti di infiammazione.             

Solo quei cloni che sono maggiormente specifici per l'antigene verranno selezionati ed espansi durante una risposta infiammatoria. I processi che distinguono cosa diventa effettore e cosa cellula della memoria, sono meccanismi ancora non noti, forse i recettori di tipo Toll espressi anche sui Ly T e B possono avere un ruolo nella differenziazione in cellule della memoria. Sembra che serva un minimo di stimolazione da parte di questi recettori per mantenere in vita un Ly della memoria.

Tolleranza centrale – Maturazione delle cellule B

Nel caso di un Ly B il processo differenziativo avviene nel midollo osseo. Il Ly B da luogo a diversi stadi differenziativi che sono caratterizzati da diverse molecole di membrane ma, a differenza di un Ly T che subisce una pesante selezione, nel caso dei Ly B essi possono, in casi specifici, dar luogo ad una riedizione della ig di superficie. Questo vuol dire che, una volta che viene espressa la ig con catena pesante e leggera (leggera che può essere o K o λ), se c'è una specificità antigenica verso antigeni propri, il Ly B può dar luogo ad un meccanismo di riedizione delle catene leggere. Le catene leggere K, ad esempio, possono cambiare di nuovo la loro regione variabile dando luogo ad un nuovo fenomeno di riarrangiamento genico tramite il meccanismo di riediting del recettore. Si ha quindi una nuova possibilità di creare una ig con regioni variabili in grado di non riconoscere il self con grande affinità. Questo avviene solo se la prima ig riconosce antigeni self ad alta affinità subisce segnali di riedizione del BCR (che sarebbe la ig di membrana) all'interno della quale possono avvenire nuovi meccanismi di ricombinazione somatica a carico solo della catena leggera (una delle due che sarà stata espressa, K o λ) e non della catene pesante. Un Ly B può quindi provare a modificare la propria regione variabile tenendo presente che le zone di DNA perse a causa del primo riarrangiamento sono perse definitivamente. Il Ly maturo sarà caratterizzato dall'espressione contemporanea in membrana di IgM e IgD, mentre un Ly B immaturo esprime solo le IgM. Quando si stabilizza la specificità antigenica del Ly, esso esprime anche le IgD. Ciò che differenzia le due ig, è la regione costante e non quella variabile. L'editing recettoriale è una possibilità che un Ly B può avere, e non è detto che avvenga sempre. Nel caso non avvenga o sia di nuovo difettosa, il Ly muore per apoptosi.

Quella che abbiamo visto finora è quindi una tolleranza centrale. Essa non ha efficienza del 100% in quanto non tutti i possibili antigeni propri possono venire incontrati ed è quindi necessario che possa avere luogo una seconda tolleranza detta periferica.

Tolleranza periferica

Un primo meccanismo attraverso il quale avviene la tolleranza periferica è quello dell'induzione di anergia in seguito al riconoscimento antigenico da parte di Ly T vergini o naif in assenza del secondo segnale. Quando non c'è il secondo segnale si ha uno stato di anergia. L'anergia è uno stato all'interno del quale la cellula non è funzionale, cioè non è in grado di rispondere a stimoli successivi. Queste cellule possono esse stesse differenziare in un tipo linfocitario diverso rispetto a quelli che abbiamo visto finora, i Ly T helper 3. Essi sono quei Ly T che possono svolgere un ruolo importante nel mantenimento della tolleranza sopprimendo la risposta immunitaria.

Lo stato di anergia può essere indotto anche in seguito al legame tra CTLA4 e B7, sebbene questo meccanismo non sia esattamente un meccanismo responsabile di tolleranza ma può essere considerato un meccanismo di omeostasi della risposta immune. I Ly T vergini legano il B7 attraverso il cd28, recettore espresso in maniera costitutiva nei Ly T naif. B7 è invece il recettore presente in maniera inducibile nelle APC in grado di legare il cd28. Proprio per favorire questi processi di regolazione della risposta, in condizioni normali le APC non esprimono B7. Il B7 viene espresso nel momento in cui c'è una risposta infiammatoria. I prodotti microbici inducono quindi l'espressione del secondo segnale sulle APC favorendo l'espressione del B7. Una volta che un Ly T naif si è attivato nei linfonodi dopo aver riconosciuto l'antigene ed aver preso contatto con il B7 della cellula dendritica, esce dal linfonodo e va nel tessuto periferico. In seguito all'attivazione, per non rimanere indefinitivamente attivato, esiste un meccanismo di omeostasi che permette lo spegnimento della risposta attraverso l'espressione del recettore CTLA4, che è un recettore inducibile che lega il B7 con un'affinità maggiore rispetto al cd28. A differenza di cd28 che da segnali positivi di attivazione quando lega B7, CTLA4 trasduce segnali negativi di inattivazione. Non è noto come i Ly T scelgano di esprimere CTLA4 o cd28 per attivare o inibire la risposta.

Se abbiamo un APC che non esprime B7 ma che esprime un antigene sulle sue MHC di membrana, noi potremmo attivare un Ly T naif se aggiungiamo nel nostro terreno di coltura un anticorpo per il cd28; è necessario che il cd28 venga ingaggiato affinché il Ly T naif si attivi.

Un altro meccanismo di anergia è quello che avviene ad esempio in seguito a modificazioni del peptide. Un Ly T specifico per il peptide A, se incontra lo stesso peptide alterato in qualche AA, può cadere in uno stato di anergia. Questo meccanismo non si sa perché accade ma si sa che una cosa del genere ha conseguenze importanti in patologie autoimmuni dove se conosciamo quale è l'antigene self per il quale si sta attivando il sistema immunitario, possiamo disattivare la risposta modificando un po' quell'antigene.

Se vogliamo immunizzare un animale nei confronti di una antigene, è necessario dare un adiuvante perché se quell'antigene viene incontrato in assenza di costimolatori, quell'animale può diventare tollerante nei confronti di quell'antigene, più che diventare immune. Per attivare dei Ly T vergini è necessario un primo segnale ed un secondo segnale. Il secondo segnale è quello tra B7 e cd28 che può essere indotto da agenti microbici o dalla presenza di un adiuvante che genera un microambiente infiammatorio che permette la corretta espressione di recettori per la presentazione antigenica. Un adiuvante fa quindi esprimere alti livelli di B7 e classe 1 e 2 di MHC. In presenza di adiuvante avremo sicuramente una risposta nei confronti di quell'antigene. Se però diamo solo l'antigene, e lo diamo in assenza di segnali in grado di attivare le nostre cellule dendritiche correttamente, l'antigene verrà visto in assenza di B7 e, quindi, i nostri Ly T diverranno anergici senza differenziare più in Ly T effettori; non ci sarà quindi risposta immunitaria al momento e quello stesso Ly T anergico rimarrà ad esserlo senza rispondere all'antigene anche dopo.

Oltre al meccanismo dell'anergia, abbiamo anche il meccanismo mediato dai Ly T regolatori, o soppressori o th3. Questi Ly T regolatori di cui non è nota l'ontogenesi (ovvero il tipo cellulare da cui si sviluppano: forse direttamente dal timo o da Ly T anergici), sono caratterizzati dall'attività di spegnere la risposta immune. Essi lo fanno, in genere, producendo citochine ad attività inibitoria come la IL-10 ed il TGF β. IL-10 inibisce la funzione delle APC (no secrezione di IL-12 e no espressione di B7) mentre TGF β inibisce la proliferazione dei Ly T, inoltre sia TGF β che IL-10 inibiscono l'attivazione dei macrofagi. Questo può avvenire sia tramite rilascio di citochine che tramite riconoscimento in membrana, come nel caso di un TGF β. Questo effetto di soppressione può essere quindi mediato sia da citochine solubili che da citochine di membrana. Il TGF β va in membrana e, per poter essere prodotto, necessita di alcune metalloproteasi che lo tagliano e rilasciano; altre citochine vengono invece direttamente secrete.

Un Ly T è detto tollerante quando si ha anergia e, quindi, quando non scatena una risposta immune nei confronti di un antigene self. Abbiamo anche altri meccanismi che regolano la risposta, detti di omeostasi, come quelli mediati da CTLA4 o quelli mediati dall'apoptosi. Un Ly T effettore non può rimanere indefinitivamente attivo. Essi possono quindi esprimere recettori, come CTLA4, che ne inducono lo spegnimento. Poi possiamo avere situazioni come quella della modificazione del l'antigene, caso in cui un Ly T può andare in anergia. Questo può essere un possibile meccanismo per modulare una risposta non voluta. Il meccanismo degli antigeni modificati può avere un ruolo in terapia di alcune malattie autoimmunitarie.

Il meccanismo dell'anergia può essere indotto sia come sistema di omeostasi che come sistema di tolleranza periferica. Quel Ly T anergico potrebbe divenire esso stesso cellula T regolatoria in grado di spegnere la risposta immune quando necessario. Non sono molte le malattie autoimmuni nelle quali si conosce l'antigene che scatena la risposta. Per ora le malattie autoimmunitarie vengono curate con ciclosporine ed antinfiammatori (cortisone) che sono immunosoppressori.

Per poter indurre una risposta sostenuta nei confronti di un antigene self, deve essere sempre necessaria la presenza di molecole adiuvanti. L'adiuvante, nel caso di cellule self, è sempre un ligando di recettori di tipo Toll, in questo caso una molecola endogena di tipo adiuvante rilasciata a seguito di necrosi, come i cristalli di acido urico.

L'altra possibilità di controllo della risposta immunitaria è quella che viene indotta attraverso meccanismi di apoptosi. Un Ly T attivato può esprimere sia recettori Fas che il suo ligando. L'apoptosi è una morte programmata che può essere indotta da stimoli di varia natura. Essa è programmata perché avviene nel corso del differenziamento come nel caso della selezione dei Ly T e B vista prima. Questa morte non è infiammatoria e si contrappone alla morte per lisi cellulare che è quella che genera necrosi tissutale, evento che porta ad infiammazione. L'apoptosi è un processo altamente regolato che viene controllato da geni ed enzimi diversi. Nel nostro caso può essere indotto da alcuni stimoli come quello mediato dal legame tra Fas ligando e Fas recettore. Questo recettore e questo ligando possono essere espressi su cellule diverse, cosa che porta alla morte della cellula che esprime Fas recettore, mentre, nel caso in cui sia ligando che recettore sono espressi su entrambe le cellule, muoiono entrambe. Esistono siti di immunoprivilegio come occhio, testicoli e placenta, che presentano cellule che esprimono il Fas ligando. Nelle MHC del feto avremo alleli di origine paterna e materna dato che entrambi sono espressi in maniera codominante sulle cellule del feto. Siccome il feto si sviluppa all'interno della madre, gli alleli di origine paterna potrebbero essere riconosciuti come non self. Gli antigeni espressi sugli altri siti non vengono incontrati nel corso della maturazione timica e, quindi, per evitare che si generino delle risposte indesiderate, saranno anche qui presenti dei sistemi di controllo mediati dal Fas ligando.

Si ritiene quindi che ci siano dei meccanismi di apoptosi mediati da Fas che causano la morte dei Ly. Nel corso della risposta avremo questo meccanismo a feedback in cui il Ly che si attiva può, o morire per apoptosi, o divenire anergico. Nel caso dell'apoptosi (sempre mediata da Fas) si parla di morte cellulare indotta da attivazione che si verifica ad esempio quando un Ly T cd4 viene ripetutamente stimolato.
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