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RIASSUNTO

Introduzione

| probiotici modulano le funzioni immunitarie mucosali e sistemiche regolando le attivita delle

cellule immunitarie, tra cui la produzione di anticorpi e le risposte cellulo-mediate. Le azioni
immunomodulanti dei probiotici sono state investigate nel trattamento e nella prevenzione di

patologie legate a disordini del sistema immunitario, nonché in ambito vaccinale, con la

ricerca di un effetto adiuvante dapar t e dei p r o b i iodotia dalle vaccidaziodii mmu n i
Di fronte a limitazioni di efficacia ed effetti collaterali degli adiuvanti tradizionali, i probiotici
potrebbero rappresentare wundattrattiva notevol
attivita dei tessuti linfoidi associati alle mucose e la prospettiva, dunque, di ottenere un
potenziamento delle risposte immunitarie indotte dalla vaccinazione.

Scopo dello studio

Con il presente studio si intende analizzare la capacita di tre ceppi di lattobacilli (L. plantarum,
L. gasseri L6, L. gasseri CO-L04) di potenziare le risposte immunitarie indotte da un vaccino
antinfluenzale inoculato per via intramuscolare.

Materiali e metodi

Topi BALB/c sono stati divisi in gruppi, a ciascuno dei quali & stato somministrato uno

specifico ceppo probiotico per via intranasale (10° CFU/die) oppure intragastrica (10°
CFU/die), ad eccezione di due gruppi di controllo, trattati invece con solo PBS sterile. Dopo 6

gg di trattament o, S i N procedut o all 6i mmuni
antinfluenzale in commercio, alla dose di 2,1 €9 dipereiamoaggl
intramuscolare, e il trattamento con probiotici &€ stato esteso per altri 6 gg. Il vaccino é stato

inoculato a tutti i topi trattati con i probiotici, mentre dei due gruppi di controllo ne & stato

vaccinato soltanto uno. | | sacrificio degld:.i animali ~ avvenul
campioni prelevati sono stati, per ogni topo, il sangue, al fine della misurazione delle risposte

umorali sistemiche (IgG totali, IgG1, lgG2a) mediante ELISA, il tessuto polmonare, per la
guantificazione delle risposte umorali mucosali (IgA) con ELISA, e la milza, per la
guantificazione dei linfociti T e B mediante citometria a flusso con o senza challenge in vitro.

Risultati

Un aumento significativo dei linfociti T si € osservato negli animali trattati con tutti i ceppi
probiotici somministrati mediante gavage intragastrico; nei gruppi di animali trattati con i ceppi
probiotici per via intranasale, tale effetto non si & presentato con alcuno dei probiotici. Nessun
probiotico e stato in grado di incrementare la percentuale di cellule B spleniche. Nel siero, un
aumento significativo delle 1gG virus-specifiche totali € stato ottenuto solo con L. plantarum
intranasal e, mentre considerando singolarmente
con L. plantarum somministrato per via intranasale e intragastrica. Nel tessuto polmonare non



appariva un aumento significativo di IgA virus-specifiche per alcuno dei gruppi assegnati ai
probiotici rispetto ai topi immunizzati ma non trattati con probiotici.

Discussione

L. plantarum, L. gasseri L6 e L. gasseri CO-L04, quando somministrati mediante gavage
intragastrico, dimostrano un interessante effetto adiuvante sulla vaccinazione antinfluenzale
incrementando la percentuale di linfociti T splenici. Conversamente, gli stessi probiotici non
aumentano invece la percentuale di cellule B attivate e della memoria. L. plantarum promuove
inoltre le risposte umorali sistemiche antinfluenzali. Tuttavia, L. plantarum non potenzia le
relative risposte anticorpali mucosali polmonari.



INTRODUZIONE

ANATOMIA E ISTOLOGIA DEL SISTEMA
IMMUNITARIO

Il sistema immunitario e l'insieme di molecole, cellule e processi biologici deputati alla difesa
dell'organismo da agenti biologici estranei e da cellule tumorali (1). Molte specie viventi tra cui
'uomo hanno sviluppato un'immunita innata ed una adattativa. L'immunita innata € un
complesso di processi fisiologici che vengono attuati come prima linea difensiva in caso di
infezione, ma essa non é specifica per il microrganismo coinvolto. | suoi meccanismi effettori
si ripetono allo stesso modo al ripresentarsi di una stessa causa di infezione, e si originano a
partire dal riconoscimento di strutture molecolari comuni ad un gran numero di microbi, senza
discriminazione per la singola specie microbica. | suoi principali componenti sono le barriere
fisiche naturali date dagli epiteli, assieme alle sostanze antimicrobiche da essi prodotte, le
cellule ad attivita fagocitica quali macrofagi e neutrofili, le cellule Natural Killer (NK), ad attivita
citotossica, le proteine del sistema del complemento e le citochine, messaggeri chimici di
natura proteica che regolano l'azione delle cellule dellimmunita. Oltre questa prima e precoce
linea di difesa, I'agente microbico mette in moto anche meccanismi di immunita adattativa,
ben piu specifici rispetto allimmunita innata, ma che impiegano un tempo maggiore ad
instaurarsi. Le caratteristiche dell'immunita adattativa sono la notevole specificita nel
riconoscere macromolecole legate al singolo microrganismo, la memaoria conservata per lungo
tempo e la capacita di incrementare la potenza della risposta ad ogni successiva esposizione
allo stesso patogeno. L'immunita acquisita € operata dai linfociti e dalle molecole da essi
prodotte. L'immunita innata e quella acquisita sono strettamente connesse tra loro: l'intervento
dellimmunita innata porta al dttibazione delle risposte adattative, principalmente mediante la
presentazione dell'antigene ai linfociti, i quali a loro volta attuano I'eliminazione del microbo
anche stimolando le attivita dell'immunita innata. Un'altra essenziale peculiarita della fisiologia
del sistema immunitario € la capacita di riconoscere solo materiale eterologo (non-self), ossia
estraneo all'organismo, e di esercitare le risposte selettivamente su di esso, risparmiando
tutte le molecole autologhe (self). Tale fenomeno € noto come tolleranza al self. Aberrazioni
nell'induzione e nel mantenimento della tolleranza al self scatenano patologie autoimmuni (1).

Antigene , epitopo , adiuvante : definizioni

Un antigene é definito come qualsiasi sostanza in grado di legarsi ad un anticorpo o ad un
recettore per l'antigene (1). Sostanze quali zuccheri, intermedi metabolici, lipidi, carboidrati
complessi, proteine e acidi nucleici possono essere riconosciute da anticorpi e da cellule della
componente innata del sistema immunitario, mentre i recettori delle cellule T riconoscono solo
peptidi. Si definisce immunogeno una sostanza in grado di generare una risposta immunitaria.
Solo prodotti macromolecolari possono manifestare questa proprieta: piccole molecole, pur
potendosi legare ad anticorpi, non sono in grado di elicitare la risposta dei linfociti B.
Potrebbero invece indurla qualora si legassero ad una struttura macromolecolare. In tal caso
la struttura prende il nome di aptene, mentre la macromolecola funge da "carrier". L'anticorpo
e in grado di riconoscere solo una piccola porzione di antigene, chiamata determinante
antigenico o epitopo, e una macromolecola antigenica pud presentare piu unita dello stesso
epitopo nella propria struttura. Si parla in questo caso di antigene polivalente. Le proteine



globulari non si comportano facilmente da antigeni polivalenti, eccetto quando formano
aggregati. Gli acidi nucleici e i polisaccaridi sono polivalenti grazie ai gruppi molecolari che si
ripetono nella loro struttura. Quando due o piu determinanti antigenici non siano
sufficientemente distanti tra loro, si puo verificare un'interferenza sterica tra i diversi anticorpi
che li legano: si parla di determinanti sovrapposti. Esistono due tipi di determinanti. Il
determinante lineare € fornito da una sequenza amminoacidica lineare, mentre il determinante
conformazionale & prodotto dal ripiegamento di una macromolecola, coinvolgendo strutture
chimiche non contigue. Un determinante pud anche generarsi in seguito alla modificazione
enzimatica di una macromolecola: si parla di determinante neo-antigenico (1). Un altro
concettof ondament al e nell 6i mmunol o gtunasostanzq uapdcd db
potenziare le risposte immunitarie verso un antigene quando somministrata insieme a
guest 6(l ti mo

Linfociti

| linfociti sono le uniche cellule in grado di riconoscere in maniera specifica i determinanti
antigenici e di formare una memoria immunitaria agli stessi, permettendo quindi all'organismo
una risposta specifica e piu potente alla reinfezione da parte di uno stesso patogeno (1). |
linfociti che non sono stati ancora stimolati da un antigene, noti come vergini, sono cellule del
diametro di circa 8-10 micrometri, con un nucleo che occupa la gran parte del volume cellulare
e un sottile orlo citoplasmatico caratterizzato da scarsi organelli. Quando i linfociti vengono
per la prima volta a contatto con l'antigene, il loro diametro aumenta a circa 10-12 micrometri,
con incremento del volume citoplasmatico, aumento del numero di organelli e della quantita di
RNA intracellulare. | linfociti si suddividono essenzialmente in due sottopopolazioni, ossia
linfociti B e T. Le cellule B sono responsabili della produzione di anticorpi. Le cellule T si
distinguono ulteriormente in linfociti T helper e linfociti T citotossici. | linfociti T helper
esprimono prevalentemente il recettore di superficie CD4, mentre a livello dei citotossici si
riscontra soprattutto il recettore CD8. Sono stati pero descritti anche casi, sebbene infrequenti,
di linfociti T helper esprimenti il recettore CD8 e di linfociti ad attivita citotossica aventi il CD4.
Le cellule T helper stimolano I'attivita di fagocitosi dei macrofagi e I'attivazione dei linfociti B,
mentre le cellule T citotossiche effettuano la lisi di cellule tumorali o infettate da virus e
parassiti intracellulari. Dal punto di vista morfologico, le sottopopolazioni linfocitarie sono tra
loro indistinguibili: i linfociti appaiono identici al microscopio indipendentemente dal loro stipite.
| linfociti esprimono a livello di membrana recettori per I'antigene distribuiti clonalmente. In
guesto modo, ogni clone di cellule linfocitarie possiede un recettore in grado di riconoscere
uno specifico peptide, e tale recettore sara diverso da quello espresso da tutti gli altri
innumerevoli cloni, ognuno dedicato ad uno specifico determinante antigenico. Durante la
maturazione dei linfociti si verifica la ricombinazione di segmenti del loro DNA, con una
conseguente enorme diversificazione del repertorio di recettori espresso dai linfociti (1).

Sistema dei fagociti mononucleati

Il sistema dei fagociti mononucleati comprende i monociti ed i macrofagi (1). | monociti, dal
diametro di 10-15 micrometri e dal caratteristico nucleo a fagiolo, si originano nel midollo
osseo, dal quale entrano in circolo. Migrati nei tessuti, i monociti si evolvono in macrofagi,
cellule morfologicamente diverse dai monociti e con un citoplasma piu abbondante. | fagociti

di
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mononucleati svolgono funzioni effettrici sia nell'immunita innata che in quella adattativa. Essi
fagocitano microbi e materiale estraneo, processandone gli antigeni e presentandone
frammenti ai linfociti T helper, con la conseguente attivazione di quest'ultimi. Esistono inoltre
segnali costimolatori che i fagociti forniscono ai linfociti per favorirne l'attivazione, mentre i
linfociti T helper secernono citochine stimolanti I'attivita dei fagociti. Oltre a possedere recettori
tipici dell'immunita innata, manifestano recettori per la porzione cristallizzabile degli anticorpi,
permettendo alla cellula il legame a microbi opsonizzati dagli anticorpi e la fagocitosi del
complesso antigene-anticorpo (1).

Cellule dendritiche

Le cellule dendritiche, caratterizzate da molte estroflessioni citoplasmatiche, presentano gli
antigeni proteici ai linfociti T (1). Esse si trovano allo stato immaturo a livello epiteliale e, una
volta captato l'antigene, migrano attraverso i vasi linfatici ai linfonodi, laddove presentano
l'antigene ai linfociti T vergini. Durante tale migrazione si ha la maturazione delle cellule
dendritiche, le quali assumono cosi un'elevata efficienza nella presentazione dell'antigene (1).
Si riconoscono diversi lignaggi di cellule dendritiche (2). Le cellule dendritiche convenzionali
(cDC) derivano da precursori mieloidi, e sono a loro volta distinte in ¢cDC1, presentanti
I'antigene ai linfociti T CD8*, e cDC2, che lo presentano ai linfociti T CD4* (2). Le ¢DC rilevano
microrganismi tramite recettori dellimmunita innata, i PRRs (Pathogen Recognition
Receptors), tra cui i recettori Toll-like (TLRs) (3). A livello delle mucose di polmoni e intestino,
le cDC1 riescono ad estendere le proprie estroflessioni negli spazi alveolari e nel lume
intestinale, rispettivamente, al fine di campionare antigeni a cui le mucose sono esposte. Le
cDC2 hanno invece limitato accesso al lume degli organi, e intercettano i microrganismi
guando questi si presentano nella lamina propria. Le cDC presentano l'antigene anche ai
linfociti B, inducendo la risposta anticorpale (3). Le cellule dendritiche plasmacitoidi (pDC),
alquanto rare, discendono da un progenitore linfoide (4). Risiedono negli organi linfoidi
periferici, ove rappresentano lo 0,1-0,5% delle cellule nucleate, e tra questi ricircolano. Sono
dotate del recettore TLR-7, che riconosce RNA a singola catena, e TLR-9, che lega DNA non
metilato contenente motivi CpG. All'interazione con queste molecole, le pDC rispondono
secernendo massive quantita di interferoni di tipo I, oltre a interferoni di tipo Il e altre citochine
(4). Le cellule dendritiche derivate dai monociti presentano I'antigene ai linfociti T a livello dei
tessuti, ma non e chiaro se abbiano un ruolo rilevante nella presentazione degli antigeni nei
linfonodi (3). Le cellule dendritiche, derivanti da precursori midollari, si differenziano dalle
cellule follicolari dendritiche, presenti nei centri germinativi dei follicoli linfoidi (1). Le cellule
follicolari dendritiche captano antigeni opsonizzati da anticorpi o proteine del complemento e li
presentano alle cellule B (1).

Sistema linfoide

Il sistema linfoide ha un'importanza cruciale nelle funzioni immunitarie. Gli organi linfoidi si
suddividono in primari e secondari (1). Negli organi linfoidi primari i linfociti nascono e
maturano per divenire linfociti B e T vergini. Le cellule linfoidi entrano poi nel circolo sistemico
e si accumulano negli organi linfoidi secondari, laddove hanno modo di entrare in contatto con
I'antigene. Nei mammiferi, gli organi linfoidi primari sono il midollo osseo ed il timo. Gli organi



linfoidi secondari includono i linfonodi, la milza e il tessuto linfoide associato alle mucose
(MALT) (2).

A Right lymphatic duct
' Thoracic duct
= =) B
Adenoids———— /|
Tonsils v J

X

Left subclavian
vein

Lymphatic
collector vessel

Thoracic
duct

Cisterna
chyli

Lymphatic
capillary

Peyer's
patch

Inguinal

(s Zipper-like
Direction of junctions
lymph flow

Bone marrow

Popliteal ol .
nodes ol 4 A “

Capillary Collector

Figura 1. Sistema linfoide (5). A) Anatomia del sistema linfatico e collocazione anatomica dei principali organi
linfoidi, tra cui il midollo osseo , il timo, la milza e le placche di Peyer . B) Giunzioni tra il dotto toracico e la vena
succlavia sinistra e tra il dotto linfatico destro e la succlavia destra. C) Microcircolazione linfatica. D) Capillare
linfatico. Riprodotto su licenza CC BY-SA 4.0.

Midollo osseo

Il midollo osseo €& un tessuto molle di consistenza gelatinosa che occupa le cavita delimitate
dal reticolo trabecolare allinterno delle ossa (1). Si distingue un midollo osseo giallo,
prevalentemente costituito da adipociti, e un midollo osseo rosso, svolgente la funzione
emopoietica(6). Quest dultimo ~ abbondante in tutte |l e os
nell 6adulto esso  circoscritto allo sterno, alle
alle epifisi delle ossa lunghe (6). Il midollo rosso & costituito da adipociti, fibroblasti, e da un
insieme di precursori cellulari distinti in una linea mieloide e una linea linfoide arrangiati



all 6interno del ldicelldetemapaigtichd (@,6). i Talicaggoegati cellulari sono
situati in prossimita dei sinusoidi midollari (6). | sinusoidi si originano dalla coalescenza di
arteriole, e riversano a loro volta il sangue nelle vene nutritive (6). | precursori mieloidi danno
origine a tutte le cellule del sangue ad eccezione dei linfociti B e T, che derivano invece dalla
linea linfoide (1). La produzione di determinati tipi di cellule da parte del midollo osseo é
stimolata da citochine chiamate CSF (Colony Stimulating Factors). La funzione emopoietica é
sostenuta prevalentemente dal fegato e dalla milza nella vita fetale, e tali organi possono
recuperare questa funzione nell'eta adulta in situazioni di aumentata richiesta di cellule
ematiche. Le cellule B si originano e completano la propria maturazione interamente nel
midollo osseo, cosicché lasciano I'organo ed entrano in circolo attraverso i sinusoidi vascolari.
I linfociti T, per contro, accedono alla circolazione in uno stato immaturo e compiono la loro
maturazione nel timo (1).

Figura 2. Preparato istologico del midollo osseo (6). In rosso-violaceo si evidenziano le cellule staminali e i
progenitori emopoietici, affiancati dagli adipociti, i quali appaiono bianchi. Ben visibili sono anche i sinusoidi, in
rosso-fucsia, caratterizzati da evidenti anastomosi. Alcune aree bianche adiacenti ad alcuni dei sinusoidi
rappresentano un artefatto di processazione del tessuto.

Timo

Il timo, situato nel mediastino supero-anteriore, € un organo bilobato, i cui lobi sono suddivisi
in lobuli, e questi ultimi in lobulini (1). Ciascuno di questi distretti & caratterizzato da una zona
corticale, piu esterna, e da una midollare, piu in profondita. La corticale del timo é
densamente popolata da linfociti, mentre nella midollare essi sono piu scarsamente distribuiti.
Il parenchima timico comprende anche le cellule epiteliali timiche, macrofagi e cellule



dendritiche. Il linfocita T immaturo accede alla corticale timica, ove ha inizio il processo di
maturazione, che prosegue mentre la cellula si approfonda maggiormente nell'organo fino ad
attraversarne la midollare, strato composto prevalentemente da linfociti T maturi in procinto di
lasciare I'organo per entrare nel circolo sistemico (1).

Figura 3. Anatomia microscopica del timo (7). A destra, microfotografia di una sezione di timo neonatale umano,

con i lobuli delimtati da setti connettivali che appaiono in bianco. In ogni lobulo, la corticale si presenta di colore

violetto, mentre la midollare, piu profonda, si distingue per la colorazione malva. A sinistra, microfotografia di una

sezione di timo di un adulto. La corticale manifesta un aspetto molto piu frammentario, e appare evidente

Il 6i nvol uzi one d e lcon pagroldenazidne dn adipdciti, Tdpmresentata dalle aree bianche rilevabili
particolarmenteat t or no ai setti connettivali e nell a r eddatatbe sott oca
da https://histologyguide.com/gallery/10-lymphoid-system.html.

Linfonodi

I linfonodi sono aggregati di tessuto linfoide disposti lungo il sistema linfatico (1). Essi drenano
la linfa da vasi linfatici chiamati afferenti, convoglianti linfa proveniente dalla periferia. La linfa
scorre internamente attraverso un sistema di seni linfatici, riversandosi infine in un vaso
efferente, che la trasporta verso il dotto toracico. Il linfonodo €& delimitato da una capsula di
tessuto connettivo fibroso, da cui si dipartono setti che dividono internamente I'organo. Nel
parenchima linfonodale si riconoscono una corticale, una paracorticale e una midollare. La
corticale e costituita da follicoli, ossia aggregati di linfociti molto stipati tra di loro, talora
comprendenti un centro germinativo. La paracorticale, piu interna, € composta da cordoni
cellulari comprendenti linfociti, macrofagi e cellule dendritiche. Ancor piu in profondita é situata
la midollare, organizzata in cordoni che contengono plasmacellule e macrofagi. Appare
peculiare la distribuzione delle cellule linfoidi tra le diverse zone. | follicoli della corticale sono
costituiti prevalentemente da linfociti B, mentre i cordoni paracorticali ospitano cellule T, di cui
circa il 70% sono cellule T helper CD4". | centri germinativi costituiscono zone in cui &
avvenuta la stimolazione antigenica, ed € dunque in corso un'attiva proliferazione linfocitaria
con maturazione dell'affinita anticorpale. Il sangue accede al linfonodo tramite un'arteria ilare,
che perfora la capsula a livello dell'ilo e si dirama in una rete capillare nella corticale. | linfociti



escono dal circolo ed entrano nel parenchima linfonodale attraverso venule ad endotelio alto,
site nella paracorticale. Il sangue refluo & raccolto dalla vena ilare. L'organizzazione
anatomica del sistema linfatico, con i linfonodi disposti in serie lungo i suoi vasi, rende
possibile lo sviluppo dell'immunita specifica ad antigeni che accedono alla circolazione
linfatica. | capillari linfatici raccolgono il fluido extracellulare in eccesso evitando la formazione
di edemi (1). La linfa circola dai capillari in vasi di calibro sempre maggiore, per poi riversarsi
nel circolo venoso tramite il dotto toracico e il dotto linfatico destro (1,8). Assieme alla linfa, nei
vasi linfatici entrano cellule dendritiche mature che hanno captato un antigene a livello
tissutale, microbi allo stato naturale o opsonizzati, ed antigeni solubili (1). A livello del
linfonodo le cellule dendritiche si localizzano nella paracorticale e incontrano i linfociti T a cui
presentare l'antigene. Antigeni solubili possono essere captati da cellule dendritiche della
paracorticale e dai linfociti B della corticale. | macrofagi della paracorticale e della midollare
sono piu proni a fagocitare gli antigeni particolati. Cosi, cellule dendritiche, macrofagi e linfociti
B che hanno processato lI'antigene lo presentano ai linfociti T. In questo modo i linfonodi
accumulano gli antigeni, permettendo che in essi si instaurino i processi della risposta
immunitaria adattativa, e filtrano inoltre la linfa prima del suo riversamento nel sangue (1).

Figura 4. Linfonodo (7). Sezione istologica di linfonodo. In alto, in colore rosso chiaro, appare la capsula fibrosa
dall a qual e, vicino siaistaccaaumtar ot r daeblelcéil mamacghi en Bantevidertisano is a
follicoli della corticale, alcuni caratterizzati da un centro germinativo, pit chiaro rispetto alla corona mantellare
circostante. A circondare e separare tra loro i follicoli vi sono le aree di linfociti T della paracorticale, piu chiare
rispetto alla zona mantellare dei follicoli. In basso a sinistra si individua la midollare, di colore rosato-violaceo. Il
sottile spazio tra la capsula e i follicoli corrisponde al seno sottocapsulare, mentre i canali presenti tra la trabecola

e i follicoli rappresentano i seni corticali.
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Milza

La milza € un organo impari collocato nell'ipocondrio sinistro, ed €& la principale sede delle
risposte specifiche ad antigeni presenti nel circolo sanguigno (1). Come i linfonodi, la milza é
rivestita da una capsula fibrosa. L'arteria splenica, che perfora la capsula a livello dell'ilo, si
sfiocca all'interno dell'organo in vasi di calibro progressivamente minore, fino alle arteriole
centrali. Queste sono circondate lungo il loro decorso da manicotti linfoidi periarteriolari
(PALS), a cui sono annessi dei follicoli linfoidi che talvolta includono un centro germinativo.
Queste strutture, chiamate collettivamente polpa bianca, sono circondate da un sottile strato
di linfociti e macrofagi, la zona marginale. Le arteriole centrali sfociano nei seni marginali,
ossia particolari canali vascolari anastomotici, attorno ai quali si trovano abbondanti
macrofagi, cellule dendritiche, scarsi linfociti, organizzati nella polpa rossa (1). In ultima
sintesi, dunque, la polpa bianca & organizzata in nuclei isolati, interamente inglobati dalla
polpa rossa; ogni isolotto di polpa bianca & separato dalla polpa rossa circostante dalla zona
marginale e dal seno marginale (1). 1 n al cuni ani mal i, tra cui
un ulteriore canale vascolare, il seno cavernoso perimarginale, posto in continuita con la zona
marginale e con altre strutture vascolari (9). Il seno marginale € pero risultato assente nella
milza umana (10). Vi sono anche altre rilevanti differenze anatomiche tra la milza umana e

quella dei roditori. Nel | 6 u o mo, inver o, | a z ovnurra zana mayginaea | e

interna e una esterna (11). Il confine tra le due aree é delimitato da particolari fibroblasti (11).
Inoltre, la zona marginale umana € separata dalla polpa rossa da una zona perifollicolare (12).
Quest dul ti ma ~ abi & aontene dia spdziivastotare privi di entoteko, sB
capillari. Tali capillari sono circondati da manicotti di marcofagi positivi alla sialoadesina, i
guali non si osservano invece nel ratto (12). Il seno marginale, la zona marginale e il seno
cavernoso perimarginale drenano nei vasi venosi della polpa rossa (9). In alcune specie,
come il topo, il sangue  raccolto da venu
leone, si trovano i sinusoidi venosi, ampiamente anastomotici (13). Analogamente ai linfonodi,
vi € una segregazione delle cellule nelle varie aree appena considerate (1). | follicoli
contengono cellule B, mentre i linfociti T popolano i manicotti periarteriolari, con una
maggioranza di T helper CD4* rispetto ai T CD8*. La zona marginale include macrofagi,
linfociti T helper CD4* e linfociti B specializzati detti linfociti B della zona marginale.
L'attivazione dei linfociti B si verifica nella zona di giunzione tra i manicotti del PALS e i
follicoli. Le cellule B si localizzano in centri germinativi o nella polpa rossa. | macrofagi della
polpa rossa rappresentano il piu importante sito di fagocitosi di materiale particolato,
soprattutto microrganismi opsonizzati (1).

O U0 mc
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Figura 5. Anatomia microscopica della milza (14). I parenchima splenico & organizzato attorno alla
mi crocircolazi addval Wed ¢ 6rapprgsenato ars sso corallo, include le arteriole centrali,
immerse nei manicotti del PALS, colorati in verde smeraldo. L6 a | b e r o raffigurato ;1 durchese, inizia con i
seni venosi, mentre la zona marginale, in indaco, segna la separazione tra la polpa bianca e la polpa rossa.

Tessuto linfoide associato alla cute (SALT)

La cute € una sede di ingresso importante per agenti estranei e di inizio delle risposte
immunitarie. Nell'epidermide sono disseminati linfociti intraepidermici e cellule di Langerhans
(1). Un tempo considerate cellule dendritiche, le cellule di Langerhans sono oggi riconosciute
come appartenenti al lignaggio dei macrofagi (15). Esse mostrano tuttavia molti aspetti in
comune con le cellule dendritiche (15). Infatti, le cellule di Langerhans sono presenti in forma
immatura a livello epidermico, ove formano collettivamente un reticolo grazie ai lunghi
prolungamenti di cui sono dotate (1). Captato un antigene introdotto in seguito a una ferita
cutanea o0 a una vaccinazione, le cellule di Langerhans retraggono i dendriti € migrano ai
linfonodi tramite i capillari linfatici del derma. | linfociti intraepidermici sono prevalentemente
cellule T CD8* e hanno un repertorio di recettori per I'antigene meno vario rispetto a molti altri
distretti. Il derma contiene una quantita di linfociti maggiore rispetto all'epidermide. Si tratta di
cellule T sia del fenotipo CD4* sia CD8*, riscontrabili soprattutto in sede perivascolare. |l
derma ha inoltre un significativo contenuto di macrofagi (1).

Tessuto linfoide associato alle mucose (MALT)

Le mucose rappresentano un'importante barriera all'ingresso di microrganismi a cui esse sono
esposte. Per questo la mucosa e la sottomucosa sono colonizzate da linfociti e cellule
accessorie, ivi presenti per garantire una risposta immunitaria ad antigeni che possono
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introdursi nell'organismo attraverso le mucose (1). Gli esempi probabilmente piu emblematici

di MALT sono probabil ment eeldplaechedaiPkyerintestimfi. Alei c o di
placche di Peyer, istologicamente e funzionalmente analoghe al parenchima linfonodale, si

fara piu volte riferimento nella presente trattazione, anche se il MALT verra trattato
estesamente solo alla fine della Sezione introduttiva.

Tessuto linfoide terziario

Il tessuto linfoide terziario € un tessuto linfoide ectopico che si forma a livello di organi affetti
da patologie infammatorie croniche, tipicamente in sede perivascolare (16). Come gli organi
linfoidi secondari, il tessuto linfoide terziario &€ principalmente costituito da linfociti, con il
supporto strutturale di fibroblasti specializzati. Si manifesta in aggregati di variabile morfologia,
partendo da semplici raggruppamenti poco coesi di cellule B e T, arrivando a strutture ben piu
organizzate caratterizzate da segregazione dei linfociti T e B in aree separate. Le aree B
possono ospitare un centro germinativo. Si riscontra anche la presenza delle venule ad
endotelio alto (HEV). Sebbene la loro anatomia rammenti il parenchima linfonodale, gli
aggregati linfoidi terziari non sono circondati da una capsula. Percio, tali formazioni sono
direttamente esposte agli antigeni. Le patologie in cui si pud assistere alla formazione di
tessuto linfoide terziario includono tumori maligni, infezioni, malattie autoimmuni e malattie
cronico-degenerative legate all'eta. Nelle neoplasie e nelle infezioni, la presenza del tessuto
linfoide terziario & associata ad un miglioramento della prognosi, mentre nei fenomeni
autoimmuni e cronico-degenerativi, ad un suo peggioramento (16). Esempi di tessuto linfoide
terziario si riscontrano a livello renale in patologie tra cui il rigetto di trapianto di rene e il lupus
eritematoso sistemico (LES) (171 21); nel LES, il tessuto linfoide terziario si osserva anche nel
sistema nervoso centrale (22). La formazione di tessuti linfoidi terziari pud anche essere
indipendente da malattie ed essere invece correlata alla senescenza (16), come accade nel
fegato e nella milza (237 25).

RI CONOSCI MENTO SPECI FI CO DELLSOG

Il riconoscimento specifico di un antigene da parte del sistema immunitario € mediato
essenzialmente da tre molecole, ossia le proteine del Complesso Maggiore di
Istocompatibilita, il recettore per l'antigene dei linfociti T e gli anticorpi. Queste molecole
rendono possibile la transizione tra limmunita innata come unico iniziale mezzo di difesa
all'infezione, e linizio delle risposte adattative (1).

ANTICORPI (Immunoglobuline)

Tra le molecole implicate nel riconoscimento dell'antigene da parte dei linfociti, gli anticorpi
sono quelle che presentano il maggior grado di diversificazione, la maggior capacita di
discriminare tra i diversi antigeni, e la piu elevata affinita per gli antigeni (1). Gli anticorpi,
inoltre, non prendono parte solo al riconoscimento, ma anche alla fase effettrice dell'immunita.
Le uniche cellule in grado di produrre anticorpi sono i linfociti B, i quali li sintetizzano in due
diverse forme. La forma di membrana svolge la funzione di recettore per l'antigene, dando
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luogo alla risposta delle cellule B. Tale stimolazione antigenica avvia la produzione di un
grande quantitativo di anticorpi in forma secreta, che partecipano ai meccanismi effettori
legandosi all'antigene e determinandone, mediante diversi fenomeni, l'eliminazione. Gili
anticorpi sono distribuiti nel plasma, nelle secrezioni mucose e, in minori concentrazioni, nei
fluidi extracellulari. Le forme secrete degli anticorpi si legano alle membrane dei fagociti
mononucleati, dei mastociti e delle cellule NK, grazie a particolari recettori espressi da queste
cellule. Gli anticorpi prodotti da cloni diversi di linfociti B hanno significativa variabilita nelle
regioni di legame antigenico, ma presentano aspetti strutturali identici. Sono proprio queste
caratteristiche a permettere la generazione di un numero elevatissimo di anticorpi diversi, pur
mantenendo costanti le funzioni effettrici che da essi dipendono, oltre ai caratteri fisico-
chimici, simili per i differenti anticorpi. Le funzioni effettrici dell'anticorpo sono infatti mediate
da regioni strutturalmente separate da quelle che attuano il legame all'antigene. Ogni
molecola anticorpale presenta una struttura simmetrica, formata da due catene pesanti, tra
loro identiche e dal peso di circa 55 o 70 kDa ciascuna, e da due catene leggere, anch'esse
uguali fra loro, e del peso di circa 24 kDa ciascuna. Entrambi i tipi di catena includono una
serie di segmenti omologhi in grado di ripiegarsi su sé stessi in una struttura globulare,
chiamata dominio immunoglobulinico. Tale struttura & formata da due foglietti b planari
sovrapposti, a loro volta composti da poche unita di nastri polipeptidici a disposizione
antiparallela. Domini immunoglobulinici si riscontrano anche in altre proteine aventi un ruolo
nel sistema immunitario, che costituiscono la superfamiglia delle g, un macroinsieme che
comprende, oltre gli anticorpi, molte altre molecole. Ciononostante, il termine
"immunoglobulina" & molto spesso utiizzato come sinonimo di anticorpo. Le catene pesanti e
guelle leggere possiedono entrambe una regione variabile, N-terminale, ed una costante, C-
terminale. Per le catene leggere si ha un dominio Ig per la porzione variabile e uno per la
regione costante. Le catene pesanti manifestano una regione variabile comprendente un solo
dominio lg, mentre la loro regione costante pud comporsi di 3 o 4 domini Ig, con il numero
esatto che varia a seconda dall'isotipo anticorpale. In un'immunoglobulina correttamente
ripiegata e assemblata vi & I'accostamento tra le regioni variabili delle catene leggere e quelle
delle catene pesanti a formare una superficie in grado di interagire con un ben determinato
epitopo antigenico. In particolare, in ogni anticorpo esistono due identici siti di legame per
l'antigene, essendo che le coppie catena pesante - catena leggera sono due nella struttura
anticorpale. Il ruolo effettore dell'immunoglobulina é legato alla sola regione costante delle
catene pesanti, mentre la regione costante delle catene leggere ha uno scopo puramente
strutturale. Le regioni variabili di entrambi i tipi di catene contengono tre brevi parti,
denominate regioni ipervariabili, oppure CDR (Complementarity-Determining Regions), in cui
si riscontra la maggiore variabilitd di sequenza tra tutti gli anticorpi. | segmenti ipervariabili,
lunghi circa 10 amminoacidi, sono intervallati da sequenze piu conservate, € sono numerati
CDR1, CDR2 e CDR3 partendo dall'estremita N-terminale delle catene. | CDR di una catena
leggera sono allineati ai rispettivi corrispondenti della catena pesante a cui essa € legata,
formando uno spazio complementare all'antigene. La variabilita di sequenza amminoacidica
tra i CDR di anticorpi diversi produce combinazioni di residui amminoacidici a livello della
superficie di legame uniche per ogni anticorpo, con la possibilita di ottenere il notevole
differenziamento del repertorio anticorpale che si osserva. Nello specifico, le regioni cornice
che si inframezzano alle regioni ipervariabili sono responsabili del corretto ripiegamento delle
regioni variabili in un dominio Ig, grazie alla loro ben piu costante sequenza; le regioni
ipervariabili dettano invece la specificita di un anticorpo per un dato antigene. Il contatto
antigene-anticorpo piu esteso si ha a livello di CDR3, regione che possiede il grado maggiore
di variabilita. Degno di nota, altresi, e il fatto che pure le regioni cornice stabiliscono
un'interazione molecolare con I'antigene (1).
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Isotipi e sottoclassi anticorpali

Gli anticorpi sono classificati in isotipi in base alla struttura delle catene pesanti (1). Gli isotipi
anticorpali sono chiamati IgA, 1gD, IgE, IgG e IgM. Gli isotipi IgA e IgG sono ulteriormente
suddivisi in sottoclassi, in particolare IgAL, IgA2, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4. Gli anticorpi che
appartengono ad uno stesso isotipo, o sottoclasse, a seconda del caso specifico, possiedono
la sequenza amminoacidica della regione costante delle catene pesanti sostanzialmente
uguale. Tale sequenza invece differisce in anticorpi rientranti in un altro isotipo o sottoclasse.
Le catene pesanti vengono chiamate con la lettera dell'alfabeto greco corrispondente
all'isotipo, con un eventuale numero ad indicarne, se del caso, la rispettiva sottoclasse. Le
catene pesanti delle IgE e delle IgM comprendono complessivamente 5 domini Ig, di cui uno
costituente la regione variabile e 4 formanti la regione costante. Le catene pesanti delle IgA,
IgD e IgG hanno invece 4 domini Ig, di cui 3 formano la regione costante. Tali domini vengono
numerati a partire dall'estremita N-terminale in Cyl, Cn2, etc. La diversita tra i vari isotipi e
sottoclassi risiede nella composizione delle regioni costanti delle catene pesanti, che
differenzia le funzioni effettrici svolte da ogni isotipo e sottoclasse. La flessibilita della
molecola anticorpale permette all'lg di legarsi a due o piu epitopi identici di antigeni
multivalenti. Tale flessibilita & dovuta principalmente ad una regione cerniera a livello delle
catene pesanti tra i domini C4l e Cu2, di lunghezza variabile tra i diversi isotipi e sottoclassi,
ma anche alla torsione che si puo verificare tra domini V4 e Cul delle catene pesanti. La
regione cerniera fa parte di tutti gli isotipi, fatta eccezione per le IgE. Per le catene leggere si
riconoscono due isotipi, chiamatia ( kappa) e Quasti duke motifi doa presentano
differenze funzionali, in divergenza da cid che avviene con le catene pesanti. In uno stesso
anticorpo le catene leggere sono entrambe dello stesso isotipo. Tra i due isotipi esiste una
certa omologia sia a livello delle regioni costanti, chiamate rispettivamente Cos e, si&€relle
regioni var ieabvial.i ,L ed ertetgei acdmgianodreun eolo @aminio Ig. Degli
anticorpi espressi nell'uomo, il 60% esprime catene leggere 8, mentre il restante 40% catene
& Neoplasie dei linfociti B caratterizzate dall'espansione di un clone alterano questo rapporto.
Nel topo, il rapporto a / eedi circa 10, ben piu elevato di quello umano (1).

Anticorpi secreti e anticorpi di membrana: differenze strutturali

Le forme di membrana degli anticorpi e quelle secrete differiscono per la sequenza
amminoacidica C-terminale dell'ultimo dominio Cx (1). Nelle forme secrete, questa regione
termina con una serie di residui carichi, mentre nelle forme di membrana si riscontra una
sequenza di 26 amminoacidi idrofobici che si continua con una catena di residui basici C-
terminale. La regione idrofobica si ripiega ad U-elica a costituire il dominio transmembrana,
mentre gli amminoacidi basici sono intracitoplasmatici ed interagiscono con le teste polari dei
fosfolipidi dello strato interno della membrana. Il dominio intracitoplasmatico delle IgD e delle
IgM é molto piu breve di quello presente in IgE e IgG. Le forme di membrana si trovano
sempre allo stato monomerico; anche le forme secrete delle IgG e delle IgE sono
monomeriche. Contrariamente, le unita anticorpali secrete di IgA e IgM sono assemblate
covalentemente in complessi multimerici. Le IgA sono secrete sotto forma di dimeri, monomeri
e trimeri. Le IgM secrete si osservano solo in forma pentamerica. L'interazione tra queste
avviene a livello di sequenze di coda, presenti all'estremita C-terminale delle catene pesanti U
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e €. A stabilizzare maggiormente tali complessi € la catena J, un polipeptide di 15 kDa che
forma ponti disolfuro con le sequenze di coda (1).
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Figura 6. Strutture monomeriche e polimeriche degli anticorpi (26). Si noti la presenza della catena J nel
pentamero di IgM secretorie e nel dimero di IgA secretorie.

Assemblaggio strutturale delle catene nelle molecole di anticorpo

Ciascuna catena leggera € legata ad una pesante in modo che le regioni Vu e V. si allineino a
formare la superficie di legame con l'antigene (1). Le due catene sono unite da un ponte
disolfuro tra l'estremita C-terminale della catena leggera e il dominio Cu1, con l'aggiunta di
interazioni non covalenti tra i domini V4 e V. e tra C4l e C.. Le catene pesanti sono tra loro
connesse da ponti disolfuro che nelle IgG sitrovano a | i vel | o 2diredroksemitar e gi o |
della regione cerniera. Anche legami non covalenti possono intervenire nell'appaiamento tra le
catene pesanti (1). Esperimenti svolti trattando IgG di coniglio con papaina in condizioni di
proteolisi limitata hanno prodotto tre frammenti (27). Due di questi, identici fra loro, sono
costituiti da una catena leggera legata alla porzione Vu-Cul di una catena pesante e sono noti
come Fab (Fragment, antigen binding) poiché conservano la capacita di legare l'antigene,
comprendendo infatti la tasca di legame nella sua totalita (1). L'altro frammento, definito Fc
(Fragment, crystallizable), € formato dai domini Cy2 e Cn3 delle catene pesanti uniti
covalentemente (1). Lo stesso trattamento su anticorpi di altri isotipi e di altre specie non
porterebbe allo stesso risultato (1), ma l'esperimento ha permesso di identificare
l'organizzazione strutturale e funzionale di tutti gli anticorpi, anche in relazione alla
separazione spaziale tra le funzioni di legame e quelle effettrici (27).
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Figura 7. Schema strutturale di un anticorpo  (26). Si osservino i ponti disolfuro che uniscono tra loro le catene
pesanti a livello della regione cerniera e quelli che uniscono ciascuna catena pesante alla rispettiva catena leggera.

Si noti inoltre i | sito | egante | dantigene, ottenuto dall 6appai ament |

leggere.

Processo biologico di sintesi degli anticorpi

La produzione anticorpale nei linfociti B implica la sintesi delle catene pesanti e leggere a
livello ribosomiale, il loro assemblaggio covalente e la N-glicosilazione nel reticolo
endoplasmatico, la processazione dei carboidrati nellapparato di Golgi e, infine, il trasporto
verso la membrana attraverso vescicole e I'esocitosi (1). L'immunoglobulina, a seconda della
forma, puod rimanere ancorata alla membrana oppure diffondere nei liquidi biologici (1).

Aspetti biochimici del legame anticorpo  -antigene

L'interazione tra anticorpo e antigene comporta un legame non covalente e reversibile, in
particolare caratterizzato da legami a idrogeno, forze di Van der Waals, interazioni
elettrostatiche ed idrofobiche (1). L'affinita di un anticorpo misura la forza di legame tra il
singolo sito combinatorio dellimmunoglobulina e I'epitopo. Essa & espressa come costante di
dissociazione, Kd, che esprime la concentrazione di antigene necessaria ad occupare la meta
dei siti combinatori in una sospensione anticorpale. Normalmente questa oscillatrai 10’ M e i
10 M. Osservando che un anticorpo possiede due siti combinatori nelle IgG e IgE e molti piu
siti negli anticorpi multimerici, se ne deduce che le immunoglobuline possono legare piu di
un'unita epitopica in un antigene polivalente, soprattutto considerata la flessibilita strutturale.
Una IgM in forma secreta puo arrivare a legare fino a 10 epitopi, con un aumento significativo
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della forza di interazione rispetto ad un anticorpo monomerico di pari affinitd. La forza
complessiva di legame dell'anticorpo & chiamata avidita, e il suo valore cresce ad ogni sito
combinatorio occupato (1).

Complesso Maggiore di Istocompatibilita (MHC)

I linfociti T riconoscono l'antigene in maniera completamente diversa rispetto ai B (1). Perché i
linfociti T possano attuare il riconoscimento, l'antigene va presentato dalle cellule attraverso
proteine di membrana facenti parte del Complesso Maggiore di Istocompatibilita (MHC). Il
recettore della cellula T & in grado di riconoscere un frammento proteico solo se questo e
legato ad un complesso MHC. Vi sono due tipi di molecole MHC, note come MHC di classe | e
MHC di classe Il. L'MHC | espone sulla superficie cellulare antigeni intracellulari citosolici e i
presenta ai linfociti T a fenotipo CD8+. L'MHC II, d'altra parte, complessa frammenti di
antigeni proteici provenienti da materiale fagocitato, presentandoli selettivamente ai linfociti T
CD4+. Alle molecole MHC umane viene dato il nome di antigeni leucocitari umani (HLA). | loci
genetici HLA sono situati in una regione del cromosoma 6. | geni HLA-A, HLA-B e HLA-C
sono noti come geni MHC di classe I, mentre i geni HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR sono chiamati
geni MHC di classe Il. Queste due classi di geni codificano per proteine funzionalmente
distinte ma tra loro omologhe. | geni MHC sono altamente polimorfi ed espressi in regime di
codominanza: ogni individuo esprime entrambi gli alleli. Ad ognuno di questi alleli & assegnato
un numero, e la lista degli alleli MHC presenti su ciascun cromosoma € definita aplotipo MHC.
Alcune forme alleliche dei geni MHC vengono ereditate congiuntamente con una frequenza
tale da ritenere poco verosimile I'evento casuale; questo fenomeno prende il nome di linkage
disequilibrium (1).

Basi biochimiche delle molecole del Complesso Maggiore di
Istocompatibilita

Le molecole MHC sono essenzialmente costituite da una tasca di legame per il peptide, due
domini lg, uno o due domini transmembrana di ancoraggio alla cellula e una o due porzioni C-
terminali intracitoplasmatiche (1). La tasca di legame del peptide & formata da un basamento
di foglietto b e due U-eliche laterali. Queste ultime formano anche il contatto con il recettore
dei linfociti T. Gli amminoacidi variabili a causa del polimorfismo genetico sono concentrati in
guesta regione. | due domini Ig, non polimorfi, legano i co-recettori CD4 o CD8 a seconda
della molecola. In particolare, i recettori CD4* legano solo le MHC 1l e i CD8* si appaiano
esclusivamente alle MHC | (1).

Molecole MHC di classe |

Le molecole MHC | sono eterotrimeri composti da una catena U codificata dai geni MHC, dal
peptide antigenico, e da una catena di b2-microglobulina, molecola non polimorfa il cui gene
codificante mappa nel cromosoma 15 (1). La presenza di tutti i tre componenti & essenziale
per il mantenimento del complesso a livello di membrana. Gran parte della lunghezza della
catena U prende posto all'esterno della cellula. La porzione N-terminale si ripiega in due
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domini, UL e U2, ciascuno dei quali costituisce una delle pareti e meta del basamento della
tasca per il peptide. Nei domini UL e U2 risiedono gli amminoacidi polimorfi del'MHC I. La
tasca ha dimensioni adatte ad ospitare un peptide di 8-11 amminoacidi. La catena si continua
con il dominio U3, ripiegato in un motivo Ig. Tale regione contiene sequenze atte ad interagire
con il CD8. Seguono il dominio transmembrana, di 25 amminoacidi, e quello
intracitoplasmatico C-terminale, di 30 amminoacidi. Ogni individuo esprime sei distinte
molecole MHC di classe I: una per ogni allele HLA-A, HLA-B, HLA-C di entrambi i cromosomi.
La b2-microglobulina € ripiegata in un dominio Ig che interagisce in modo non covalente con il
dominio U3 e non possiede un dominio transmembrana. | legami tra la tasca e il peptide e tra
la catena U e la b2-microglobulina si rafforzano vicendevolmente (1).

Molecole MHC di classe I

Le molecole MHC di classe Il sono eterotrimeri formati dal peptide antigenico e da due
polipeptidi appaiati con legami non covalenti, entrambi codificati da geni MHC (1). Prendono i
nomi di catena U, di circa 32-34 kDa, e catena b, di circa 29-32 kDa. Le parti N-terminali di
entrambe le catene sono ripiegate nei domini UL e b1, ciascuno dei quali compone una parete
e meta del fondale della tasca per il peptide. La loro congiunzione da forma a tale spazio
interno. In U1 e b1 si trovano gli amminoacidi polimorfi delle molecole MHC Il. Diversamente
dalle molecole MHC I, le estremita della tasca sono aperte, e la tasca puo contenere peptidi di
lunghezza anche superiore ai 30 amminoacidi. Le catene si continuano con i domini U2 e b2,
domini immunoglobulinici non polimorfi. A livello di b2 vi & una regione di legame per il CDA4.
Alle porzioni (2 e b2 segue una breve regione che le connette ad un dominio transmembrana
di 25 amminoacidi. La porzione intracitoplasmatica di entrambe le catene comprende un tratto
iniziale di amminoacidi basici e un apice C-terminale di residui idrofili. Le molecole MHC di
classe Il neosintetizzate sono associate ad una proteina non polimorfa, la catena invariante.
Questa regola il traffico intracellulare delle molecole MHC II. Le catene U codificate da un
locus HLA tendono ad accoppiarsi preferenzialmente con catene b derivanti dallo stesso
locus, anche se si possono osservare appaiamenti eterologhi, ad esempio tra una catena U
dellHLA-DP di un cromosoma con la b dellHLA-DP dell'altro cromosoma. Per tali ragioni il
numero di molecole MHC Il diverse espresse da un individuo eterozigote € di 10-20 (1).
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Figura 8. Schema di struttura delle molecole  MHC | e 1l (28). Si osservi la posizione della tasca di legame in
ciascuno dei due complessi.

Aspetti biochimici del legame tra molecole del Complesso Maggiore
di Istocompatibilita e peptidi antigenici

Il peptide antigenico che le molecole MHC espongono e trattenuto nella tasca da interazioni
non covalenti (1). Il peptide € dotato di uno o due residui "ancora", coinvolti in interazioni
idrofobiche con amminoacidi dei foglietti b del basamento della tasca. | residui ancora
possono essere situati a meta o a un'estremita del peptide. Al legame tra peptidi e molecole
MHC contribuiscono inoltre interazioni elettrostatiche e ponti a idrogeno tra residui del peptide
e le due U-eliche che costituiscono le pareti laterali. | peptidi che si legano a molecole MHC di
classe | contengono spesso residui basici o idrofobici all'estremita C-terminale con una
rilevante importanza nel legame con la tasca. Grazie al polimorfismo degli amminoacidi della
tasca, le molecole MHC codificate da alleli diversi sono in grado di coniugare peptidi differenti.
Ad essere riconosciuta in modo altamente specifico dal recettore dei linfociti T € solo la
porzione del peptide esposta all'imboccatura della tasca. | residui riconosciuti dal recettore
linfocitario sono distinti da quelli che interagiscono con gli amminoacidi della tasca. Perché si
attivi la risposta T, tuttavia, € anche necessario che il recettore delle cellule T si leghi a regioni
polimorfe delle due U-eliche delle pareti della tasca. Ogni molecola MHC & in grado di legarsi
a peptidi diversi a seconda delle esigenze. Per questo motivo i peptidi che si legano ad una
data forma allelica di molecole MHC devono presentare delle caratteristiche in comune in
merito a strutture complementari con la tasca di tale forma allelica. Ancor prima delle
caratteristiche chimico-fisiche, la lunghezza della sequenza discrimina la classe della
molecola MHC a cui il peptide si puo legare. Infatti, le molecole di classe | riescono ad
accogliere peptidi di minor lunghezza rispetto a quelli che possono inserirsi nelle molecole di
classe Il. Tra peptidi antigenici e molecole MHC sussiste un'interazione saturabile a bassa
affinita, con Kd attorno a 10 M. La kd ¢ il rapporto tra il tasso di associazione (ton) € il tasso di
dissociazione (to). Il ton tra peptide e molecola MHC € basso e il tof € ancora inferiore. Ne
consegue un tempo di dissociazione molto lungo, da molte ore a giorni, sufficiente affinché il
linfocita T intercetti il complesso MHC-peptide. Le molecole MHC non veicolano soltanto
peptidi eterologhi (non-self), ma anche autologhi (self). Ciononostante, la fine specificita del
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riconoscimento dei peptidi da parte dei recettori delle cellule T e la tolleranza al self dei linfociti
T impediscono un'attivazione della risposta T a peptidi autologhi (1).

Altri geni mappanti nel locus MHC

Il locus MHC e situato sul braccio corto del cromosoma 6, con i geni delle molecole di classe |
disposti verso il telomero e quelli delle molecole di classe Il verso il centromero (1). Esso
codifica non solo per le molecole MHC, ma per la gran parte delle proteine responsabili della
processazione intracellulare dell'antigene. Nel locus di classe Il si trovano due geni codificanti
per un trasportatore eterodimerico chiamato TAP (Transporter associated with Antigen
Processing). Esso trasporta peptidi nel reticolo endoplasmatico per farli legare a molecole
MHC di classe I. L'MHC contiene anche i geni codificanti il proteasoma, complesso proteico
che degrada proteine nel citoplasma ricavandone i peptidi da accoppiare alle molecole MHC
di classe I. | due geni HLA-DMA e HLA-DMB codificano la proteina HLA-DM, coinvolta nel
legame dei peptidi alle MHC di classe Il. Tra i geni di classe | e quelli di classe Il si trova un
locus chiamato "MHC di classe IlI". | geni in esso contenuti codificano alcune proteine del
complemento, tre citochine, e alcune heat shock proteins (HSP), prodotte in risposta a stress.
Tra i geni HLA-C e HLA-A sono compresi geni chiamati "geni di tipo classe I", i quali
presentano somiglianze con i geni di classe | pur manifestando scarso polimorfismo. Tra
questi figurano geni codificanti HLA-G, una proteina con un ruolo nel riconoscimento
antigenico da parte di cellule NK, e le molecole di classe IB, espresse assieme alla b2-
microglobulina. Molte altre proteine codificate da geni di tipo classe | hanno un ruolo
sconosciuto (1).

Profili di espressione delle molecole del Complesso Maggiore di
Istocompatibilita

Le molecole MHC di classe | sono espresse da tutte le cellule nucleate (1). Tale fenomeno si
riconduce al fatto che esse attivano selettivamente linfociti T CD8*, i quali presentano nella
maggior parte dei casi attivita citotossica. Questo permette alle cellule nucleate infettate da
parassiti intracellulari, come ad esempio i virus, di essere soppresse, in modo da contenere
linfezione. Cito c hi ne come gl b e b, rattea di mecrosh tumotdle (TNF) e
linfotossina incrementano l'espressione di molecole MHC | nella maggior parte delle cellule.
Le molecole MHC di classe Il sono invece appannaggio esclusivo di macrofagi, cellule
dendritiche, linfociti B e pochi altri tipi cellulari. Di conseguenza, le molecole di classe Il
rappresentano il sistema ideale per la presentazione di microrganismi extracellulari. 1l profilo
espressivo € cosi ristretto perché le molecole di classe Il sono riconosciute dai linfociti T
CD4", la gran parte dei quali ha un'attivita helper. | linfociti T helper hanno il compito di
stimolare l'attivita fagocitica dei macrofagi e la produzione di anticorpi da parte dei linfociti B,
necessitando quindi di interagire con pochi tipi cellulari. Per tale motivo, I'espressione di
molecole MHC Il & limitata a tali cellule. Nei monociti, nei macrofagi e nelle cellule endoteliali
vascolari, la principale citochina incrementante I'espressione di MHC di classe Il é
l'interferone-2. In assenza di questa stimolazione, tali cellule esprimono livelli di MHC 1l molto
bassi. Le cellule dendritiche aumentano gradualmente il proprio numero molecole di classe Il,
principalmente grazie alla stimolazione da parte del TNF. | linfociti B, che esprimono
costitutivamente le MHC di classe Il, ne incrementano la produzione in risposta all'lL-4.
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Nell'uomo, anche i linfociti T, dopo la loro attivazione, esprimono molecole MHC di classe II.
Tale fenomeno non si riscontra perd0 nel topo. Le citochine incrementano la sintesi e
I'espressione di molecole MHC aumentando il tasso di trascrizione dei relativi geni. Nello
specifico, le citochine sono in grado di attivare dei fattori di trascrizione, e questi si legano a
sequenze regolatrici dei promotori dei geni MHC. Nel caso delle MHC di classe II, molti fattori
di trascrizione possono associarsi ad una proteina nota come CIITA (Class Il Transcription
Activator). Il complesso che ne risulta si lega al promotore di classe Il e favorisce la
trascrizione genica. CIITA, la cui espressione & indotta dall'interferone-o, €& il principale
elemento regolatorio per l'espressione di MHC classe II. Altre proteine coinvolte nella
presentazione dell'antigene, la cui trascrizione incrementa in risposta all'interferone-2, sono
b2-microglobulina, proteasoma e TAP (1).

Cellule presentanti I'antigene (APC)

Le cellule presentanti I'antigene (Antigen Presenting Cells, APC) ai linfociti T CD4" sono in
grado di endocitare I'antigene, processarlo, ed esporlo in complessi MHC di classe 1l (1). |
fagociti mononucleati, le cellule dendritiche e i linfociti B esprimono costitutivamente MHC Il e
sono classificati come APC professionali. Le cellule dendritiche sono le APC maggiormente
efficienti nell'attivazione dei linfociti T CD4* vergini, grazie agli elevati livelli di espressione di
complessi MHC Il e molecole costimolatorie necessarie per il secondo segnale. Vi sono inoltre
varie cellule mesenchimali ed epiteliali in grado di esprimere molecole di classe |l
costitutivamente o solo mediante stimolazione da parte di interferone-2, con un ruolo diverso
rispetto alle precedenti. Esse sono chiamate APC "non professionali". Un esempio & dato
dalle cellule epiteliali timiche, che esprimono costitutivamente MHC di classe Il, ma la cui
funzione é legata alla maturazione dei timociti, non alla presentazione di antigeni (1). Le
cellule endoteliali vascolari umane esprimono costitutivamente molecole di classe Il in vivo,
mentre in quelle di topo e di ratto le MHC Il non sono costitutive ma inducibili (29).
L'espressione sulle cellule endoteliali dei costimolatori CD80 e CD86, indispensabili per
I'attivazione dei linfociti T, & stata riportata da alcuni studi (301 34), ma non da altri (351 37). La
capacita di queste cellule di attivare linfociti T CD4" vergini € pertanto incerta (29).
Lbébespressione cost iMHQ diiclasse lIGudlé delule epieliab branthali e
al veol ar i, codpaitidolare rdenrento agli pneumaociti di tipo Il e all'epitelio ciliato, era
stata inizialmente riscontrata (381 40). Ulteriori esami istopatologici non propendono tuttavia
verso questa conclusione (417 44). Questi ultimi, infatti, pur rilevando la presenza di molecole

MHC 1l sulle cellule epiteliali respiratorie n e | corso di alcune patolo
fibrosante e le infezioni da rhinovirus, hanno evidenziato | 6 assenza di
costitutiva di MHC |.lUnodiuqudstbseugi iha dirostrato cheeGDBOiér at o r |
espresso costitutivamente sia sull déepitelio

| 6 elip pdim@nare manifesta CD86 (43). Un i ncr ement o d edDB06eeCD®6r e s s i

sulle cellule epiteliali respiratorie € stato osservato in determinate condizioni infammatorie, tra
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cui infezioni da rhinovirus e fibrosi polmonare idiopatica (43,44). A livello dell 6 appar at o

digerente, le molecole MHC di classe Il sono espresse costitutivamente sulle cellule epiteliali
della mucosa dell'intestino tenue (38,451 50), ma non a livello delle cellule della mucosa del

colon (38,46,51153). Ne |l | 6 uo mo, i n ¢ onle MEG lloserio pidi dessanoehte g i ¢ h €
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del | 6i irmitakiles a malattia celiaca e talune infezioni batteriche, | 6espressione del
1 pu, essere incrementata eindottasullamucosasdel cobbre | | 6i nt e
(38,451 47,511 53). Uno studio immunoistochimico ha analizzato gli epiteli del tratto digerente
del ratto, rilevandovi una presenza costitutiva di molecole MHC Il sui dotti salivari e sulla
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| 6 e ssjpne @elle MHC 1l sulla mucosa del colon, sui dotti pancreatici e biliari e sulle cellule

parietali dello stomaco (54). Le molecole costimolatorie CD80 e CD86 non sono
costitutivamente espresse sulle cellule epiteli a | i del | 6appa0b%56)0Quahioger ent e
alla possibile espressione di tali costimolatorinel | a si ndr ome de,glidudint est i n
hanno prodotto risultati discordanti (56,57). Nonostante ci0, occorre anticipare che i linfociti T

CD4* presenti nelle mucose sono prevalentemente cellule della memoria, per la cui

attivazione non sono strettamente necessari segnali costimolatori, al contrario dei linfociti T

CD4* vergini (58,59).

Processazione dell'antigene

Le vie di processazione dell'antigene all'interno delle APC implicano la trasformazione
intracellulare di antigeni proteici derivanti da fagocitosi o presenti nel citosol a seguito
dellinvasione della cellula in peptidi, e la successiva inserzione degli stessi nella tasca delle
molecole MHC (1). Gli organuli e gli enzimi che prendono parte alla degradazione di tal
proteine rientrano in un ruolo biologico di piu ampio respiro, essendo coinvolti in funzioni che
vanno ben al di la dell'elaborazione degli antigeni. Per il caricamento dei peptidi nelle
molecole MHC occorre ridurre le proteine native in frammenti dalle caratteristiche fisico-
chimiche adatte a farli alloggiare nella tasca delle molecole di classe | o Il, a seconda del
caso. | compartimenti cellulari contenenti i peptidi ottenuti devono convergere in quelli che
ospitano le molecole MHC preformate; € infatti necessario che I'assemblaggio MHC-peptide
avvenga prima dell'esposizione delle proteine a livello di membrana, in quanto la presenza del
peptide & fondamentale per la corretta collocazione e la permanenza stabile del complesso. |
processi che presiedono alla generazione dei peptidi e al loro caricamento su molecole di
classe | sono pero ben distinti e separati da quelli che operano le stesse funzioni per le MHC
Il. Tale segregazione parte dall'origine dei peptidi, citosolica per le MHC I, e endosomiale-
lisosomiale per le molecole di classe Il (1).

Biologia cellulare della presentazione di antigeni in complessi MHC
di classe |l

Dopo il legame ad un recettore e la conseguente fagocitosi, oppure in seguito a pinocitosi,
l'antigene proteico si trova confinato negli endosomi, vescicole dal pH interno acido e
contenenti enzimi (1). Gli endosomi possono fondersi con i lisosomi generando fagolisosomi.
In questo ambiente, caratterizzato dalla presenza di proteasi che al pH acido di queste
vescicole lavorano in modo ottimale, gli antigeni proteici vengono degradati proteoliticamente.
Molti dei peptidi che ne scaturiscono mostrano le caratteristiche adatte ad occupare le tasche
delle molecole MHC di classe Il. Nonostante la maggior parte delle proteine presentate
mediante MHC |l sia di derivazione extracellulare, anche proteine citoplasmatiche possono
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contribuire a comporre questi complessi. Cid € possibile grazie ai processi di autofagia:
segmenti di reticolo endoplasmatico inglobano materiale cellulare formando un autofagosoma.
Tale vescicola si riversa nei lisosomi, i quali possono poi fondersi con endosomi contenenti
MHC |II, convogliandovi i frammenti di proteine autologhe. Anche proteine di membrana
possono venire esibite da molecole MHC di classe Il. Questo accade poiché le MHC vengono
trasportate alla membrana dell'apparato di Golgi, al pari di tutte le altre proteine di membrana,
con la possibilita di una complessazione tra le MHC e altre proteine in questo distretto. Inoltre,
le proteine di membrana vengono riciclate per endocitosi e trasporto ai lisosomi, i quali
possono poi trasferire i frammenti di degradazione ad endosomi, con lo stesso fenomeno visto
nellautofagia. Tra le proteine citosoliche e di membrana esibite dalle MHC II potrebbero
figurare proteine virali che in queste sedi si stabiliscono; questo potrebbe spiegare in parte
l'attivazione dei linfociti T CD4" in risposta ad antigeni virali. Le catene U e b dellMHC Il si
assemblano a livello del reticolo endoplasmatico. Le operazioni di ripiegamento ed
assemblaggio sono assistite da chaperonine, quali la calnexina. Nel reticolo endoplasmatico,
le due catene sono complessate ad una catena non polimorfa, la catena invariante (li), che ne
favorisce lo sviluppo. Essa occupa la tasca della molecola, impedendo che peptidi presenti
nel reticolo si leghino alle MHC 1l in fase di sviluppo, ma solo alle MHC di classe I, prive della
catena. Dal reticolo endoplasmatico si dipartono vescicole che trasportano le MHC Il verso i
compartimenti contenenti i peptidi processati, con i quali si fondono. Sono state identificate
vescicole contenenti elevate quantita di proteine MHC di classe Il. Nei macrofagi e nei linfociti
B umani esse sono note come MIIC (MHC class Il Compartments), e contengono enzimi
proteolitici, molecole MHC 1l associate a li, i peptidi, e la molecola HLA-DM. Nei MIIC la
catena li viene degradata dalle proteasi lasciando adeso alla tasca delle MHC Il un frammento
di 24 amminoacidi, chiamato CLIP. La molecola HLA-DM, non polimorfa, rimuove il peptide
CLIP, permettendo ai peptidi derivanti dagli antigeni di legarsi alla tasca. L'interazione con il
peptide ha un effetto stabilizzante per il complesso, a tal punto che una molecola che non lo
contiene non gode della stabilita necessaria a poter essere effettivamente espressa. La APC
presenta contemporaneamente moltissime molecole MHC Il a segnalare tutte le proteine
endocitate. Ne consegue che ognuno dei complessi MHC Il portanti lo stesso peptide sia
rappresentato da un numero esiguo di copie espresse sulla stessa cellula. Un ulteriore
problema é dato dalla peculiarita del fenomeno di endocitosi: la maggior parte del materiale
che la cellula ingloba é costituito da proteine autologhe. Come risultato, anche le molecole
MHC Il riflettono tale proporzione, non essendovi un meccanismo intracellulare che discrimini
il self dal non-self. Percio, la cellula esibisce in larga parte complessi MHC relativi ad antigeni
autologhi. Le proteine che espongono peptidi non-self rappresentano quindi una minoranza.
Tuttavia, viene in soccorso la straordinaria sensibilita del recettore dei linfociti T per il suo
specifico antigene, cosicché per l'attivazione del linfocita T antigene-specifico & sufficiente un
piccolo numero di complessi MHC ll-peptide (1).
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Figura 9. Processi di presentazione degli antigeni tramite molecole MHC 1l (60). a) Nelle cellule dendritiche
immature, le molecole MHC Il risiedono principalmente negli endosomi. Le MHC Il esposte sulla loro membrana
presentano antigeni autologhi. Contestualmenteall a capt azi one del |l dantigene, Il a stimol

la sintesi e la presentazione delle MHC II. b) | linfociti B che internalizzano | adtigene tramite il BCR processano
| 6 a n telogesporgono mediante MHC II.

Biologia cellulare della presentazione di antigeni in complessi MHC
di classe |

| peptidi presentati da molecole MHC di classe | derivano prevalentemente da proteine
presenti nel citosol (1). Di questi peptidi, una nutrita schiera deriva da proteine autologhe, ma
vengono esposti tramite le MHC | anche prodotti virali e, in cellule tumorali, proteine risultanti
dall'espressione di oncogeni o di geni mutati. Talvolta, pero, le molecole di classe | possono
veicolare peptidi derivanti da antigeni extracellulari. Puo infatti verificarsi una traslocazione di
materiale dagli endosomi al citosol. Una volta nel citoplasma, tali antigeni intraprendono |l
processo che li trasforma in peptidi destinati a combinarsi alle MHC di classe I. Le proteine
citosoliche vengono degradate dal proteasoma, un grande complesso enzimatico multimerico
presente nel citoplasma di gran parte delle cellule. Nella cellula, le proteine destinate alla
degradazione vengono marcate attraverso il legame covalente con un polipeptide, I'ubiquitina.
Il proteasoma scinde proteoliticamente tutte le proteine ubiquitinate in piccoli peptidi. Esistono
varie configurazioni di proteasoma. Una di queste € costituita da una struttura cilindrica di 700
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kDa, formata da due anelli interni e due esterni, tutti tra loro coassiali, ciascuno comprendente
7 subunita. A questa forma di base si possono associare altre subunita a comporre un‘altra
tipologia di proteasoma, di 1500 kDa, ed € quest'ultima ad avere rilevanza nella funzione di
presentazione dell'antigene (1). L'interferone-o stimola un aumento della trascrizione e della
sintesi di alcune subunita catalitiche, di cui LMP-2 e LMP-7, codificate da geni della classe
MHC 11l (1), e di MECL-1 (61,62). Queste proteine si sostituiscono ad altre subunita del
proteasoma, modificandone la specificitd di substrato e le caratteristiche dei peptidi generati
(1). Tali peptidi hanno una lunghezza di 6-30 amminoacidi, con residui basici o idrofobici
all'estremita C-terminale. Questi aspetti rendono il peptide adatto ad inserirsi nella tasca delle
molecole MHC di classe |. L'attivita del proteasoma non € necessaria per processare tutti gli
antigeni proteici. Per alcuni possono infatti esistere altri meccanismi di proteolisi, quali le
proteasi del reticolo endoplasmatico. Un esempio & dato dalle sequenze segnale delle
proteine di membrana e di secrezione, che vengono rimosse a livello del reticolo
endoplasmatico prima del trasporto della proteina alla membrana. | frammenti generatisi,
gualora dotati delle caratteristiche molecolari opportune, si possono legare alle molecole MHC
I, che proprio nel reticolo risiedono. | peptidi ottenuti dal proteasoma vengono trasferiti,
mediante un meccanismo attivo ATP-dipendente, dal citoplasma al lume del reticolo, cosi da
poter incontrare le MHC di classe I. Il trasporto € attuato dall'eterodimero TAP, le cui subunita
sono ciascuna codificate da TAP1 e TAP2, geni MHC diclasse lll. L'interferone-o mostra
attivita potenziante sulla trascrizione e sulla sintesi delle subunita di TAP. TAP manifesta una
spiccata affinita per peptidi dalle caratteristiche fisico-chimiche adeguate per l'inserimento in
MHC di classe I. Sul lato interno della membrana del reticolo endoplasmatico TAP & legato
non covalentemente a molecole MHC | neosintetizzate mediante una proteina, chiamata
tapasina. Il posizionamento delle MHC | rispetto al trasportatore dei peptidi € dunque ideale a
favorire l'interazione MHC-peptide. La sintesi e I'assemblaggio delle molecole MHC di classe |
avvengono nel reticolo endoplasmatico, e il ripiegamento delle due catene dei dimeri &
coadiuvato da chaperonine, di cui calnexina e calreticulina. Quando il peptide, introdotto nel
reticolo endoplasmatico da TAP, si lega al dimero MHC I, la tapasina si stacca dal complesso
trimerico cosi ottenuto. | dimeri di catena U e b2-microglobulina non legati al peptide sono
instabili, al punto da non poter essere trasportati alla membrana. Nel reticolo endoplasmatico
delle APC professionali, le molecole MHC | e Il coesistono. Tuttavia, i peptidi di origine
citosolica si legano selettivamente alle MHC I, e non alle MHC Il. Questo accade sia perché la
tapaina mantiene le MHC | a stretto contatto con TAP, laddove i peptidi fanno ingresso nel
reticolo, sia perché la catena invariante (li) impedisce l'accesso alla tasca delle MHC Il in tale
distretto. Avvenuto il caricamento della molecola MHC di classe | con il peptide, il complesso
puo essere espresso sulla membrana (1).
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dimero TAP nella processazione e la presentazione degli antigeni attraverso molecole MHC I. La figura illustra
inoltre i meccanismi mediante i quali certe proteine prodotte da alcuni virus ostacolano questo processo.

Ruolo delle proteine MHC nell'immunogenicita

Le molecole MHC determinano l'immunogenicita degli antigeni peptidici (1). Per ogni antigene
proteico, un individuo possiede in genere pochi cloni linfocitari T, ciascuno in grado di
riconoscere specificamente un diverso determinante lineare della proteina. Tali sequenze
sSono note come epitopi immunodominanti. La proteolisi produce un grande numero di peptidi
antigenici, ma solo un'esigua quantita di questi possiede un'adeguata affinita per le proteine
MHC. Tale proprieta € dunque vincolante per determinare l'immunogenicita di un antigene. Lo
studio degli epitopi immunodominanti ha grande importanza a livello biotecnologico, in
particolare nella progettazione di vaccini. Le proteine dei microrganismi possono infatti essere
studiate in base alla presenza di epitopi immunodominanti che mostrino un'elevata affinita per
le molecole MHC. Le particolari forme alleliche delle molecole MHC Il presenti in un soggetto
influenzano le sue risposte agli antigeni. Il polimorfismo degli amminoacidi della tasca
determina differenze nella capacita di legare i peptidi tra le varie forme alleliche (1).
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RECETTORI E MOLECOLE DEI LINFOCITI T

La risposta dei linfociti T agli antigeni peptidici ha inizio con l'adesione stabile del linfocita ad
una APC (1). Questo avviene grazie al legame tra una molecola MHC sulla superficie della
APC e il recettore dei linfociti T (TCR) specifico per il peptide che la MHC racchiude. Il
riconoscimento specifico da parte del TCR si estende su due fronti. Si ha infatti un'interazione
specifica sia con residui polimorfi di una molecola MHC autologa, in ragione della restrizione
per MHC del TCR, sia con il peptide antigenico. | recettori delle cellule T riconoscono solo
determinanti lineari, legati alla sequenza amminoacidica del peptide antigenico, a differenza
degli anticorpi, che legano anche determinanti conformazionali. I TCR & un recettore
clonalmente distribuito: ogni clone linfocitario T si distingue per la specificita del suo TCR,
diverso per ogni clone. La trasduzione del segnale all'interno della cellula T & mediata dalle
proteine CD3 e g, che si associano con il TCR. Al riconoscimento prendono parte anche altre
proteine di membrana, che perd non entrano in diretto contatto con il peptide antigenico. Esse
sono note come molecole accessorie. Alcune di queste generano un secondo segnale che si
addiziona a quello del complesso TCR, al fine di innescare la piena attivazione del linfocita T.
Altre molecole accessorie permettono al linfocita di stabilizzare la propria interazione con la
APC, agendo come molecole di adesione e prolungando il tempo di contatto; altre ancora
permettono al linfocita di migrare verso i siti di risposta all'antigene. Inoltre, linfociti T attivati
secernono ed esprimono a livello di membrana proteine in grado di regolare l'attivita di altre
cellule (2).

Aspetti bi ochi mici del recettore dei

Nei linfociti T helper e T citotossici il recettore TCR & un eterodimero costituito da una catena
Ue una catena b legate covalentemente tra loro da un ponte disolfuro (1). Ciascuna delle due
catene e formata da un dominio Ig N-terminale variabile (V), seguito da un dominio Ig costante
(C), un dominio transmembrana e una porzione intracitoplasmatica di 5-12 amminoacidi C-
terminale. Analogamente alle immunoglobuline, nelle regioni V delle catene si situano alcuni
brevi segmenti ipervariabili CDR (Complementarity Determining Regions). La catena U
possiede 3 CDR, mentre le catena b ne possiede 4. In entrambe le catene, il CDR3 ¢ la
regione con la pitl ampia variabilita. | segmenti da CDR1 a CDR3 della catena U si allineano ai
corrispondenti nella catena b, formando il sito di riconoscimento del complesso MHC-peptide.
La quarta regione ipervariabile della catena b, CDR4, non € coinvolta nel riconoscimento di
molecole MHC o dei peptidi che esse caricano. Le regioni C di entrambe le catene si
continuano con una regione cerniera, comprendente il ponte disolfuro intercatena, la quale
precede il dominio transmembrana, il quale comprende amminoacidi carichi positivamente.
Questi residui interagiscono con altri di carica negativa delle proteine CD3 e e. Il recettore
TCR manifesta una struttura analoga al frammento Fab degli anticorpi, ma sussistono
sostanziali differenze con le Ig. Il TCR, infatti, non ha un ruolo effettore nell'immunita, non
presenta fenomeni di scambio isotipico, e durante la differenziazione dei linfociti T esso non
va incontro a maturazione dell'affinita (1).
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Aspetti biochimici del legame tra TCR U be complesso MHC

Il sito di legame per I'antigene del TCR si presenta come una superficie planare formata dai
CDR delle catene U e b, ed & responsabile sia del legame al peptide antigenico, sia della
restrizione per MHC dei linfociti T (1). In alcuni TCR, le regioni ipervariabili CDR1, CDR2,
CDR3 sono tutte impegnate nel legame con la molecola MHC; in altri, solo i tratti CDR1 e
CDRZ2 interagiscono con la MHC, mentre il CDR3 e relegato esclusivamente al legame con |l
peptide antigenico. CDR3 mostra un ruolo predominante nell'interazione del recettore con il
peptide, ossia la parte piu variabile dei complessi MHC. Questo spiega la necessita da parte
di CDR3 di possedere una variabilita maggiore rispetto alle altre regioni ipervariabili. L'affinita
del TCR per il suo specifico complesso MHC e ben minore di quella di un anticorpo per il suo
determinante. Il tasso di dissociazione € inoltre rapido: I'emivita del legame & di pochi secondi,
rendendo necessarie altre molecole per prolungare l'interazione, altrimenti I'attivazione delle
cellule T non sarebbe possibile (1).
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Altre molecole del complesso TCR

Le proteine CD3 e ¢ si associano non covalentemente al recettore TCR U b e hanno il solo
ruolo di trasduttori del segnale all'interno della cellula T quando il recettore lega il complesso
MHC (1). CD3 & un complesso di tre proteine, chiamate 9, ii ed U La catena ¢ & presente nel
complesso TCR umano come omodimero; nel topo & presente come eterodimero con la
catena 6. CD3 e ¢ sono proteine monomorfe: sono identiche per tutti gli individui della specie
e non variano da un clone linfocitario all'altro. Le catene 2, U ed Usono tra loro omologhe.
Sono dotate di un dominio Ig N-terminale extracellulare che si continua con un dominio
transmembrana, contenente un residuo di aspartato, che interagisce con amminoacidi a
carica positiva dei domini transmembrana delle catene U e b per stabilizzare il complesso. Le
tre catene terminano con una coda intracitoplasmatica C-terminale di lunghezza variabile, ma
contenente sempre un segmento ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif).
Tale elemento & fondamentale per la trasduzione del segnale. La catena ¢ presenta una
porzione extracellulare N-terminale di 9 amminoacidi, un dominio transmembrana dotato di un
residuo di aspartato, e una lunga regione intracellulare comprendente 3 motivi ITAM. Nel
corso della maturazione dei linfociti T nel timo, le proteine di CD3 e le catene ¢ vengono
sintetizzate prima dell'espressione delle catene Ue b del TCR. Quando anche queste ultime
sono sintetizzate, avviene il ripiegamento e I'assemblaggio del complesso TCR a livello del
reticolo endoplasmatico, con l'assistenza di chaperonine. L'esistenza del complesso TCR
nella sua interezza & fondamentale per la sua espressione a livello di membrana: solo il
complesso completato pud esservi trasportato attraverso |'apparato di Golgi. Come
conseguenza del riconoscimento dell'antigene, i domini ITAM delle catene CD3 e ¢ vengono
fosforilati. | residui di tirosina fosforilati diventano un sito di legame per chinasi con domini
SH2, di cui ZAP-70 (70 kDa Zeta-Associated Protein), che si lega alle catene g, € Fyn, che si
associa a CD3. Queste chinasi, cosi attivate, danno luogo ad una serie di eventi cellulari che
alterano l'espressione genica dei linfociti T (1).
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Recettore dei linfociti T 2 U

Un altro tipo di recettore delle cellule T & il TCR 2 {(1). Anch'esso, come il TCR U b si associa
a CD3 e . Esso € un eterodimero composto da due catene, chiamate 9 e U. La sua struttura
rammenta pienamente il TCR U b le due catene si estendono in due domini Ig extracellulari, di
cui uno variabile (V) e uno costante (C), una regione cerniera che collega le due catene
tramite un ponte disolfuro, un dominio transmembrana dotato di residui a carica positiva, e un
piccolo processo citoplasmatico. La trasduzione intracellulare del segnale si svolge in modo
identico al TCR Ub Il recettore 9 Ucaratterizza una popolazione di linfociti T assai
scarsamente rappresentata, appartenente ad uno stipite differenziativo diverso dai linfociti T
ristretti per MHC. La maggior parte di queste cellule non esprime CD4 né CDS8, pur svolgendo
molte funzioni comuni anche ai linfociti T aventi il TCR U b tra cui la secrezione di citochine e
l'attivita citotossica. | linfociti T o Urappresentano circa il 5% di tutti i linfociti, e la loro
distribuzione tissutale & disomogenea. Essi popolano soprattutto gli epiteli, ove compongono
una certa percentuale dei linfociti intraepiteliali. In diversi momenti dell'ontogenesi si formano
varie sottopopolazioni di linfociti T o {iciascuna caratterizzata da una distinta regione V e in
grado di colonizzare un distretto anatomico diverso. Nel topo, nel primo periodo di vita si
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sviluppano linfociti T o Ga livello cutaneo senza alcuna diversificazione delle regioni V; in

seguito, in altre aree anatomiche insorgono ulteriori sottopopolazioni, ciascuna esprimente un

TCR con una regione V diversa. Nell'intestino tenue del topo e del pollo, i linfociti o U
rappresentano oltre il 50% dei linfociti intraepiteliali. Nell'uomo, conversamente, le cellule T 2 U
costituiscono solo il 10% dei linfociti intraepiteliali della mucosa intestinale. | ligandi dei linfociti

T 2 (sono in buona parte sconosciuti. Non possedendo restrizione per MHC, non riconoscono

complessi MHC, ma alcuni linfociti T o Usi legano a lipoglicani batterici presentati dalla

molecola non polimorfa CD1. Per via della loro scarsa diversificazione recettoriale e della loro

distribuzione prevalentemente epiteliale, si ritiene che i linfociti T & Gabbiano un ruolo nella

risposta ad antigeni che normalmente si incontrano a livello epiteliale, riconoscendo

componenti antigenici comuni a molti microrganismi (1).

Molecole accessorie dei linfociti T

Oltre al complesso TCR, i linfociti T sono dotati di altre proteine integrali di membrana con un
ruolo nella risposta all'antigene (1). Esse prendono il home di molecole accessorie. Queste
presentano alcune caratteristiche peculiari. Si tratta di proteine monomorfe, analogamente a
CD3 e &. Ogni molecola accessoria interagisce con il proprio specifico ligando espresso sulla
membrana di una APC, professionale o non, o di una cellula endoteliale vascolare, oppure
presente nella matrice extracellulare. Spesso, quando si instaurano tali interazioni, le
molecole accessorie trasducono segnali all'interno della cellula che integrano quelli
contestualmente trasmessi dal TCR. Un altro importante ruolo di alcune molecole € legato
all'aumento della forza di adesione tra il linfocita T e la APC, compensando al rapido tasso di
dissociazione del solo legame tra MHC e TCR e favorendo dunque la piena attivazione dei
linfociti T. Infine, l'interazione tra alcune molecole e i rispettivi ligandi a livello endoteliale e di
matrice & essenziale per la migrazione e la permanenza dei linfociti T nei distretti anatomici
sede di inflammazione e negli organi linfoidi secondari. Un fenomeno singolare riguardante
gueste ultime molecole & I'aumento della loro espressione e della loro affinita per il ligando a
seguito dell'attivazione del linfocita T. Al contempo, anche l'espressione dei ligandi varia a
livello degli endoteli dei diversi tessuti, e in particolare aumenta in distretti colpiti da
inflammazione. Conseguentemente, queste modulazioni di espressione dei ligandi regolano il
passaggio dei linfociti dal sangue ai focolai d'infiammazione e la loro ricircolazione dal sangue
agli organi linfoidi (1).

Co-recettori CD4 e CD8

CD4 e CD8 sono co-recettori espressi dai linfociti T, i quali si legano a domini non polimorfi
delle molecole MHC (1). Questi trasmettono un secondo segnale all'interno del linfocita che si
addiziona a quello dato dal complesso TCR in seguito al riconoscimento antigenico, allo
scopo di promuovere l'attivazione della cellula T. Ogni linfocita T maturo puo esprimere il co-
recettore CD4 oppure il CD8, ma mai entrambi i co-recettori assieme. E invece possibile
l'assenza di entrambe le molecole, come visto per i linfociti T 9 G Quando il TCR riconosce il
complesso MHC-peptide, il co-recettore CD4 o CDS8 si lega alla molecola MHC, consolidando
linterazione tra linfocita T e APC. E proprio per la loro attivita, strettamente coordinata con le
funzioni del recettore TCR, che CD4 e CD8 guadagnano la definizione di co-recettori. Di tutti i
linfociti T aventi il TCR U bdistribuiti nel sangue e negli organi linfoidi, circa il 65% esprime il
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CD4, il restante 35% esprime il CD8. CD4 e CD8 sono glicoproteine transmembrana
appartenenti alla famiglia delle 1g. CD4 e presente in forma monomerica su linfociti T maturi,
timociti, fagociti mononucleati e talune cellule dendritiche. La sua porzione extracellulare,
organizzata in 4 domini lg, si continua con un dominio transmembrana, e una porzione
intracitoplasmatica con residui basici. | due domini Ig N-terminali interagiscono con il dominio
b2 delle molecole MHC di classe Il. CD8 esiste come eterodimero di due catene CD8U e
CD8b oppure come omodimero CD8U. In ogni caso, le due catene sono unite da un ponte
disolfuro e ciascuna € costituita da un dominio Ig extracellulare, il quale si lega ad U3 delle
molecole MHC [, un dominio transmembrana, e una coda citoplasmatica ricca in residui
alcalini. Le porzioni intracellulari di CD4 e CD8 sono legate non covalentemente alla chinasi
Lck. La partecipazione di CD4 e CD8 all'attivazione dei linfociti si articola in due meccanismi.
In prima istanza, il legame tra co-recettore e MHC promuove l'adesione del linfocita alla APC.
Inoltre, avendo TCR e co-recettori la stessa molecola quale ligando, l'interazione tra il TCR e |l
complesso MHC porta il co-recettore in diretta prossimita del complesso TCR, allorché Lck
fosforila i motivi ITAM di CD3 e & Questo avvia la cascata intracellulare di segnali per
I'attivazione. La presenza di CD4 o di CD8 sulla superficie di un linfocita & I'elemento che ne
determina la restrizione per MHC, data la specificita di legame di CD8 per le molecole MHC |
e di CD4 per le MHC Il. CD4 e CD8 non sono restrittivi per la funzionalita della cellula. Questo
spiega l'esistenza delle popolazioni, seppur minoritarie, di linfociti CD4"*, quindi ristretti per
MHC Il, ma ad attivita citotossica, e di linfociti T helper CD8* (1).
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Costimolatori

I linfociti vergini necessitano di due segnali distinti per l'attivazione (1). Nei linfociti T, il primo é
dato dall'interazione tra TCR e complesso MHC, il secondo € operato da molecole chiamate
costimolatorie. CD80 e CD86 sono molecole costimolatorie espresse dalle APC professionali,
i cui ligandi sono proteine di membrana dei linfociti T, tra cui CD28. CD28 & espresso
costitutivamente dal 90% dei linfociti T CD4* e dal 50% dei linfociti T CD8* ed € un omodimero
appartenente alla superfamiglia delle Ig. Esso trasduce all'interno del linfocita segnali
antiapoptotici e di secrezione di citochine. Un altro ligando di CD80 e CD86 e CTLA-4,
espresso dai linfociti T solo dopo I'attivazione. Pur interagendo con le stesse molecole a cui si
lega CD28, CTLA-4 modula negativamente la risposta linfocitaria, antagonizzando gli effetti di
CD28 (1).

CD45

CD45 é una famiglia che comprende 8 glicoproteine di membrana, derivanti dallo splicing
alternativo dei trascritti del gene CD45 (1). Tali proteine si articolano in una porzione
extracellulare di variabile lunghezza, un dominio transmembrana, e un'enorme coda
intracitoplasmatica di ben 705 amminoacidi. Il dominio intracellulare svolge un'attivita tirosin-
fosfatasica intrinseca, e defosforila la chinasi Lck, attivandola. Le proteine CD45 sono
espresse da una vasta gamma di leucociti, tra cui fagociti mononucleati, linfociti, timociti e
polimorfonucleati. Le isoforme di CD45 rappresentate su un insieme ristretto di tipi cellulari
prendono il home di CD45R. CD45RA é espressa dai linfociti T vergini, mentre i linfociti T
della memoria presentano CD45R0O (1).

CD2

CD2 e una glicoproteina espressa su oltre il 90% dei linfociti T maturi, su buona parte dei
timociti e sulle cellule NK (1). La sua struttura comprende 2 domini Ig extracellulari, un
dominio transmembrana, e una lunga regione intracellulare. CD2 funge sia da molecola di
adesione, sia da trasduttore del segnale. Nell'uomo, il principale ligando di CD2 é LFA-3
(Leukocyte Function-associated Antigen-3), anch'esso della superfamiglia delle Ig. LFA-3
esiste sia come proteina integrale di membrana, sia in forma ancorata alla membrana da un
ponte fosfatidil-inositolico, ed & espresso da un ampio numero di cellule (1).

Molecole di adesione dei linfociti T

Tra le molecole accessorie, vi sono proteine in grado di mediare I'adesione dei linfociti T ad
altre cellule e componenti tissutali. Queste rientrano principalmente nelle famiglie delle
selectine e delle integrine (1).

Integrine

Le integrine sono proteine transmembrana espresse sui leucociti. Sono tutte costituite da un
eterodimero, composto da una catena b1 o b2 combinata con una delle diverse catene U. Si



34

suddividono in due sottofamiglie, distinte in base al tipo di catena b (1). Le principali integrine
dei linfociti T sono i VLA (Very Late Antigen), della sottofamiglia b1, e LFA-1 (Leukocyte
Function-associated Antigen-1), della sottofamiglia b2. LFA-1 & espressa su oltre il 90% dei
linfociti T maturi e dei timociti, sui linfociti B, sui polimorfonucleati e sui monociti, e tra i suoi
ligandi figurano ICAM-1, una glicoproteina di membrana espressa da molte cellule, tra cui
linfociti T e B, cheratinociti, fibroblasti e cellule endoteliali, ICAM-2, espresso su cellule
endoteliali, e ICAM-3, espresso su linfociti. VLA-4 interagisce con VCAM-1 (Vascular Cell
Adhesion Molecule-1), espresso da cellule endoteliali attivate da citochine. Inoltre, VLA-4 e
VLA-5 si legano alla fibronectina, mentre VLA-6 alla laminina. Le integrine espresse dai
linfociti T ne mediano l'adesione alle cellule endoteliali attivate, alle APC e alla matrice
extracellulare. L'avidita delle integrine per i loro ligandi aumenta a seguito del legame del TCR
allantigene o della stimolazione da parte di chemochine. L'aumento dell'avidita é
caratterizzato da cambiamenti della porzione extracellulare dell'integrina, ed &€ accompagnato
da riarrangiamenti del citoscheletro che concentrano le integrine nella regione di contatto con
l'altra cellula. | livelli di espressione delle integrine incrementano dopo [attivazione del
linfocita, e le citochine pro-inflammatorie aumentano l'espressione dei loro ligandi a livello di
APC e cellule endoteliali. Questi due fenomeni potenziano la capacita dei linfociti T attivati di
aderire ad altre cellule nei focolai inflammatori, rendendone possibile la migrazione dal
sangue e la permanenza in tali siti. Le integrine possono mediare un'iniziale adesione dei
linfociti T alle APC anche in assenza del riconoscimento antigenico. In tal modo, le cellule T
possono scandagliare la superficie delle APC cui aderiscono per rilevarne molecole MHC. Nel
caso in cui il TCR riconoscesse il suo specifico complesso MHC, l'avidita dell'integrina per il
suo ligando aumenterebbe, consolidando I'adesione gia formata. Nei focolai infiammatori, il
riconoscimento dell'antigene aumenta l'affinita delle integrine per la matrice extracellulare,
permettendo la permanenza delle cellule T specifiche per I'antigene negli organi linfoidi e nei
siti infiammatori, ove la loro presenza é richiesta per I'eliminazione dell'antigene. Le integrine
sono fondamentali anche nell'adesione di granulociti e macrofagi alle cellule endoteliali (1).

Selectine

Le selectine sono proteine di membrana che si legano ai carboidrati. Sono espresse su
leucociti, piastrine e cellule endoteliali (1). La selectina espressa dai leucociti & la L-selectina,
molto rappresentata a livello dei linfociti T vergini, ma la cui espressione diminuisce dopo la
loro attivazione. La L-selectina interagisce specificamente con residui carboidratici delle
cellule endoteliali che tappezzano le venule ad endotelio alto (HEV), che caratterizzano tutti
gli organi linfoidi secondari ad eccezione della milza. La L-selectina media dunque la
migrazione dei linfociti T vergini nei distretti linfoidi periferici (1).

CD44

CD44 e una glicoproteina di membrana esistene in diverse isoforme derivanti da splicing
alternativo (1). Si trova su numerosi tipi cellulari, tra cui linfociti T e B, timociti e macrofagi. Il
suo livello di espressione & molto piu elevato nei linfociti T attivati e della memoria rispetto ai
vergini. CD44 lega l'acido ialuronico, e questa caratteristica € legata alla permanenza dei
linfociti T attivati e della memoria a livello dei tessuti inflammati, analogamente a quanto
osservato per le integrine (1).
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Molecole effettrici dei linfociti T

Oltre ad essere dotati di molte molecole accessorie, i linfociti T esprimono molecole dedicate
alle funzioni effettrici (1). | linfociti T CD4* esprimono il ligando di CD40 (CD40L), una proteina
di membrana in grado di legarsi alla molecola CD40, presente su macrofagi, linfociti B, cellule
dendritiche e cellule endoteliali. Il legame di CD40L a CD40 stimola nel macrofago ['attivita
microbicida e nel linfocita B la produzione di anticorpi. | linfociti T attivati esprimono il ligando
del recettore Fas (FasL, CD95L), proteina che, legandosi al recettore Fas di un'altra cellula,
determina l'apoptosi di quest'ultima. Questo € uno dei meccanismi impiegati dai linfociti T
citotossici per uccidere le cellule bersaglio. Un'altra categoria di molecole effettrici prodotte dai
linfociti T attivati sono le citochine, messaggeri proteici secreti che agiscono da fattori di
crescita e differenziamento per altre cellule, tra cui i linfociti T stessi, che ne esprimono anche
i recettori (1).

Aspetti anatomici e istologici della presentazione dell'antigene ai
linfociti T CD4 *

Un antigene che penetra attraverso un epitelio viene captato ed internalizzato dalle cellule di
Langerhans nel caso dell'epidermide, e dalle cellule dendritiche nelle mucose (1). Per
maggiore semplicita, nella presente trattazione si considereranno le cellule dendritiche, ma le
cellule di Langerhans attuano sostanzialmente gli stessi processi. La presenza dei prodotti
microbici genera una contestuale risposta infiammatoria locale, con secrezione di citochine
pro-inflammatorie da parte di cellule dellimmunita innata. Sotto l'influsso di tali sostanze, le
cellule dendritiche retraggono i prolungamenti e assumono una forma rotondeggiante,
perdendo adesivita per le cellule circostanti. In tal modo, le cellule dendritiche possono
infiltrare i tessuti fino a introdursi nei vasi linfatici ed essere trasportate ai linfonodi. Durante
guesto percorso, le cellule dendritiche subiscono una maturazione, con l'aumento graduale
dell'espressione di MHC di classe Il e di molecole costimolatorie, cosicché, all'arrivo nel
linfonodo, la cellula & divenuta una APC pienamente funzionale. Il processo di migrazione &
promosso da chemochine, citochine ad azione chemiotattica. | linfociti T vergini accedono al
parenchima linfonodale attraversando I'endotelio delle venule ad endotelio alto (HEV). Le
cellule dendritiche pervenute al linfonodo possono presentare I'antigene qualora venissero a
contatto con il linfocita T specifico per il complesso MHC II. A tal punto, la cellula T vergine si
attiva dando luogo alla risposta immunitaria specifica. La linfa veicola altresi antigeni in forma
particolata, opsonizzata, e solubile. Filtrati nello stroma linfonodale, tali antigeni possono
essere captati da cellule dendritiche, macrofagi e linfociti B ivi residenti. | macrofagi fagocitano
il materiale particolato ed opsonizzato, mentre i linfociti B legano antigeni solubili mediante il
BCR, con successiva internalizzazione. Questi tre tipi cellulari processano gli antigeni e li
presentano ai linfociti T CD4". In conseguenza di questi processi, gli antigeni presenti in
periferia vengono concentrati a livello linfonodale. A livello degli epiteli mucosi, alla rete
linfatica si aggiunge l'impatto del tessuto linfoide associato alle mucose (MALT), il quale ospita
fenomeni di captazione dell'antigene da parte di APC e di presentazione dello stesso ai
linfociti T. Le cellule T CD4" attivate migrano nei focolai inflammatori per svolgere le funzioni
effettrici (1).
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Aspetti anatomici e istologici della presentazione dell'antigene ai
linfociti T CD8 *

I meccanismi di presentazione dell'antigene ai linfociti T CD8* differiscono sostanzialmente sul
piano anatomico e funzionale rispetto a quelli descritti per i CD4* (1). Perché un linfocita T
CD8* vergine possa attivarsi, € indispensabile che una APC presenti l'antigene specifico per
tale linfocita in forma di complesso MHC di classe |, con I'aggiunta di segnali costimolatori
provenienti dalla stessa APC o da linfociti T helper. Affinché cido avvenga, la APC capta ed
internalizza cellule infettate da virus e cellule affette da mutazioni di carattere neoplastico. |
peptidi derivanti da tali cellule, nonostante l'origine extracellulare del materiale, vengono
caricati in molecole MHC di classe I. Tale fenomeno € definito cross-presentazione. | linfociti T
CD8* attivati, la maggior parte dei quali esercita attivita citotossica, possono cosi sopprimere
le cellule esprimenti lo specifico complesso MHC | (1).
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Figura 14. Pr esent azi one del | 0 ¢6).tLe gelute elendritiche leidinLangerhans ie gli antigeni
solubili, particolati e opsonizzati raggiungono il linfonodo attraverso i linfatici afferenti e percolano nel seno
sottocapsulare. Ivi giunti, le cellule dendritiche e di Langerhans e gli antigeni, accompagnati dal flusso della linfa,
percorrono il seno sottocapsulare, i seni corticali e i seni midollari. Le ampie fenestrature e le discontinuita che
caratterizzano | 0 efordistdneadlle APC d agli antagéni I@ppootumith aitadccédere al parenchima
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CITOCHINE

Le citochine sono messaggeri proteici prodotti sia dal compartimento innato che da quello
adattativo del sistema immunitario (1). Esse sono secrete in risposta ad un antigene, e sono in
grado di regolare le funzioni esplicate dalle cellule di entrambi i rami dell'immunita. Le
citochine promuovono l'espansione clonale e la differenziazione dei linfociti nella fase di
attivazione delle risposte adattative, e mediano le funzioni di molte altre cellule nel corso della
fase effettrice. Alcune citochine agiscono come fattori per lo sviluppo di cellule emopoietiche.
Molte citochine sono prodotte da leucociti ed esercitano la propria principale funzione su di
essi. E per questa ragione che svariate citochine hanno assunto il nome di interleuchine,
indicate con la sigla IL, seguita da un numero. Tale nomenclatura € tuttavia alquanto
imprecisa, in quanto tra le interleuchine sono classificate anche citochine non prodotte da
leucociti, e il cui bersaglio primario non risiede in queste cellule. Ancor pil vaga essa appare
guando si nota che alcune citochine, pur essendo secrete esclusivamente da leucociti ed
espletando solo su questi il loro ruolo biologico, non sono fatte ricadere tra le interleuchine. Le
citochine si caratterizzano per alcuni aspetti degni di nota. Anzitutto, le citochine non vengono
generalmente immagazzinate nelle cellule, e sono immediatamente secrete dopo la loro
produzione. La loro sintesi richiede l'accensione di geni normalmente silenti, e gli RNA
messaggeri che ne risultano sono spesso instabili. Per questi motivi la secrezione di citochine
e un fenomeno di breve durata e autolimitante. In taluni casi, il processo di sintesi pud
dipendere da splicing alternativo del trascritto e da modificazioni post-trascrizionali. Numerose
citochine presentano pleiotropismo, ossia la capacita di esercitare effetti su molteplici tipi
cellulari. A questo, perd, consegue una certa ridondanza dell'azione delle citochine: gli effetti
di una citochina si sovrappongono spesso, almeno parzialmente, a quelli di altre. Una
citochina puo influire sulla sintesi di altre citochine attraverso l'accensione e lo spegnimento
dei relativi geni codificanti. Le interazioni che si verificano tra le diverse citochine possono
consistere in antagonismo, effetto additivo, o effetto sinergico, ossia un'azione superiore alla
mera somma degli effetti dei mediatori. In merito alla localizzazione dell'attivita, la
maggioranza delle citochine mostra un'azione locale come messaggeri autocrini, ossia
indirizzati alla stessa cellula secernente, o paracrini, ovvero destinati a cellule adiacenti.
Talune citochine, alle alte quantita, possono accedere al circolo sistemico ed agire su distretti
molto distanti da quello di produzione, fungendo quindi da ormoni endocrini. Ai fini
dell'espletamento delle loro funzioni, le citochine si legano a specifici recettori di membrana
espressi sulle cellule bersaglio. Tali recettori hanno un'affinita molto elevata per le citochine,
superiore anche a quella dell'interazione antigene-anticorpo, cosicché le citochine riescono a
trasmettere il segnale anche a concentrazioni molto basse. Nonostante le cellule bersaglio
esprimano un quantitativo molto scarso di recettori specifici per ogni citochina, cid non inficia
sull'azione di tali messaggeri proteici. L'espressione dei recettori per le citochine € modulata
da segnali esterni alla cellula. Questo fenomeno riveste una particolare importanza
nellimmunita: l'aumentata espressione di recettori per le citochine nei linfociti B e T che hanno
riconosciuto I'antigene garantisce la specificita dell'azione delle citochine a livello di tali cellule,
in quanto le citochine, di per sé, non sono specifiche per l'antigene. L'espressione del
recettore per una citochina pud essere regolata da altre citochine o dalla stessa citochina.
Quest'ultima puo incrementare i livelli di espressione del recettore mediante un circuito di
amplificazione oppure ridurli con un meccanismo a feedback negativo. La trasduzione del
segnale che segue al legame della citochina al proprio recettore conduce generalmente a
cambiamenti dell'espressione genica; questo principio vede tuttavia due importanti eccezioni.
Esse sono le chemochine, le quali inducono la migrazione cellulare, e il TNF, che media



38

l'apoptosi della cellula bersaglio; in entrambi questi casi non si assiste a variazioni
dell'espressione genica (1). Nella presente Sezione saranno trattate le principali citochine del

sistema immunitario adattativo, mentre quelle pr et t ament e | egat evistalal 6i mmun
loro minore rilevanza alla luce di questa trattazione, saranno omesse.

Recettori per le citochine

| recettori per le citochine sono composti da una o piu proteine transmembrana la cui porzione
extracellulare costituisce il sito di legame per la citochina, mentre la trasduzione del segnale &
affidata al dominio intracitoplasmatico (1). Ordinariamente, la cascata di trasduzione
consegue all'aggregazione dei recettori prodotta dal legame con la citochina. In tal modo, i
domini intracellulari dei recettori vengono portati tra loro in stretta prossimita. La piu diffusa
classificazione dei recettori per le citochine, basata sull'omologia tra le porzioni extracellulari
dei recettori, consente di riconoscere 5 famiglie di recettori. | recettori di tipo I, altrimenti noti
come recettori dell'emopoietina, presentano una o piu copie di un dominio contenente due
coppie di residui di cisteina e un caratteristico breve motivo conservato, dotato perd di un
amminoacido non costante. Tale struttura comune permette l'associazione del recettore con
molecole ripiegate in quattro domini ad U-elica. Sono proprio i residui amminoacidici variabili a
garantire la specificita di legame per una determinata citochina. | recettori di tipo I, simili ai
precedenti, sono dotati di residui di cisteina conservati, ma mancano dell'ulteriore sequenza
descritta per i recettori di tipo I. Taluni recettori per le citochine comprendono domini Ig nella
loro porzione extracellulare, e sono quindi inquadrati nella superfamiglia delle Ig. Pur essendo
accomunati da questo aspetto, i recettori che appartengono a questo gruppo differiscono tra
loro per i meccanismi di trasduzione del segnale. | recettori per TNF possiedono domini
conservati ricchi in cisteina nella regione extracellulare; essi possono attivare I'espressione
genica, indurre I'apoptosi, 0 promuovere entrambe le risposte. | recettori per le chemochine
sono recettori a 7 domini transmembrana accoppiati a proteine GU; questa struttura
biochimica & propria anche di molti altri recettori coinvolti in un‘ampia gamma di funzioni
biologiche (1). Un'ulteriore categoria di recettori per le citochine é rappresentata dai recettori
per TGF-b, i quali presentano attivita serina-treonina chinasica e al contempo tirosina
chinasica (67).

Chemochine

Le chemochine sono piccole proteine dal peso molecolare di 8-12 kD, con la funzione di
regolare la migrazione dei leucociti e il loro reclutamento dal sangue ai tessuti (1). Nel corso
delle risposte infiammatorie, le chemochine agiscono sui leucociti determinandone, in pochi
secondi, profonde alterazioni morfologiche, con formazione di processi citoplasmatici
lamellari. Mediante cicli di polarizzazione e depolarizzazione di filamenti citoscheletrici, le
chemochine determinano lo spostamento dei leucociti verso la sorgente di tali proteine,
seguendo il loro gradiente di concentrazione. Parallelamente, le chemochine inducono un
aumento dell'affinitd delle integrine leucocitarie per i rispettivi ligandi espressi sull'endotelio
(). Tra loro, le chemochine presentano omologia strutturale, e sono tutte caratterizzate da
quattro residui di citochina conservati, i quali si appaiano a formare due ponti disolfuro (68).
Sulla base dei due residui di cisteina N-terminali, le chemochine sono raggruppate in quattro
sottofamiglie, chiamate rispettivamente CC, (X)C, CXC, e CX3C. Nelle chemochine CC i due



39

residui di cisteina N-terminali si trovano adiacenti, mentre nelle CXC essi sono separati da un
amminoacido. La chemochina CX3CL1, altrimenti nota come fractalchina, & I'unico membro
della famiglia CX3C e tra i suoi due residui N-terminali di cisteina si interpongono tre
amminoacidi (68). Le chemochine sono secrete da leucociti, cellule endoteliali, cellule epiteliali
e fibroblasti (1). Dal punto di vista funzionale, si distinguono diverse categorie di chemochine
(68). Le chemochine infiammatorie, la cui sintesi € promossa negli stati infiammatori,
reclutano i leucociti nei focolai infiammatori. Tra queste, le chemochine CXC dotate di un
motivo detto ELR subito a monte del primo residuo di cisteina stimolano l'angiogenesi. Le
chemochine omeostatiche sono invece costitutivamente prodotte negli organi linfoidi, ove
mediano la migrazione di vari tipi cellulari, tra cui i linfociti, dal sangue a questi distretti. Alcune
chemochine ricoprono entrambi questi ruoli, e sono pertanto chiamate "dual-function”. Queste
categorie funzionali non devono perd essere intese come mutualmente esclusive. Invero,
alcune chemochine inflammatorie potrebbero avere un ruolo omeostatico, mentre certe
chemochine omeostatiche potrebbero essere sovraespresse durante processi infiammatori
(68). Le chemochine CC e CXC sono in grado di associarsi a proteoglicani eparan-solfati
presenti sulla membrana delle cellule endoteliali; di fatto, la principale forma attiva di alcune
chemochine & quella legata alla superficie cellulare (1). Lo scopo di tale fenomeno & quello di
concentrare le chemochine a livello delle sedi endoteliali con le quali i leucociti interagiscono
tramite le molecole di adesione, allo scopo di promuoverne in maniera piu efficace il
reclutamento (1). La relazione che sussiste tra le chemochine e i relativi recettori & alquanto
promiscua: in molti casi, una stessa chemochina pud associarsi a pit di un recettore, e un
singolo recettore per le chemochine riconosce spesso piu di un ligando (68). Ad oggi, sono 18
i recettori ad attivita chemotattica per le chemochine accoppiati a proteine GU identificati
nelluomo e nel topo. Tali recettori sono suddivisi in quattro sottofamiglie in base alla
sottofamiglia del loro principale ligando (68). Oltre a questi, sono stati descritti anche recettori
atipici per le chemochine (ACKRs, Atypical ChemoKine Receptors), i quali non esercitano una
funzione chemotattica, ma sono associati al recupero, al sequestro e al trasporto delle
chemochine attraverso le cellule endoteliali, di fatto regolando la biodisponibilita delle
chemochine nei confronti dei leucociti migranti (69). Quelli al momento riconosciuti sono
ACKR1, precedentemente noto come DARC, ACKR2, un tempo chiamato D2 o CCBP2,
ACKRZ3, altrimenti noto come CXCR7, e ACKR4. Questi recettori sono organizzati in 7 domini
transmembrana, al pari dei recettori tipici. A differenza di questi ultimi, tuttavia, essi
comunemente non elicitano le vie di segnalazione tipicamente attivate dai recettori tipici, non
associandosi a proteine GUi né portando ad un aumento della concentrazione intracellulare di
Ca?* per liberazione dai depositi cellulari. Gli ACKR mostrano un profilo di espressione
divergente rispetto ai recettori tipici per le chemochine. Sono infatti prevalentemente espressi
su cellule non dotate di motilita, nello specifico cellule endoteliali e stromali, mentre si
riscontrano in minor misura sui leucociti. Malgrado cid, sono note categorie di leucociti
esprimenti ACKR. Le cellule endoteliali venose e linfatiche esprimono diversi ACKR; ACKR1 e
molto rappresentato a livello degli eritrociti e delle cellule di Purkinje del cervelletto. Gli ACKR,
ad eccezione di ACKR1, reclutano le b-arrestine, le quali mediano I'endocitosi del complesso
recettore-ligando e possono inoltre attivare le vie di segnalazione delle MAPK e di AKT (69).
Nel caso di ACKR4, uno studio del 2020 ha dimostrato che per l'internalizzazione recettoriale
e il recupero delle chemochine da parte di tale recettore non e indispensabile I'intervento delle
b-arrestine, pur potendo queste contribuirvi (70).
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Interleuchina -2

L'interleuchina-2 (IL-2) & una glicoproteina di 14-17 kD ripiegata in una struttura globulare
comprendente 4 domini ad U-elica (1). A lungo si discutera in seguito il ruolo dell'lL-2
nell'espansione clonale dei linfociti T che segue al riconoscimento antigenico. L'IL-2 & prodotta
da linfociti T CD4* e, in minori quantita, anche dai CD8+. La sua secrezione é transitoria, con
un picco a 8-12 ore dall'attivazione del linfocita. Il recettore dell'lL-2 (IL-2R) & di tipo I, ed &
composto da tre catene, chiamate U, b e 9, tra loro associate tramite interazioni non covalenti.
IL-2RU & espressa dai linfociti solo dopo l'attivazione ed ha bassa affinita per I'lL-2; peraltro,
linterazione di IL-2 con IL-2 R Ghon ha rilevanti effetti biologici. IL-2Rb si trova in scarse
quantita sui linfociti T quiescenti e sulle cellule NK, associata a IL-2R9, la quale fa parte anche
di recettori per altre citochine, quali I'lL-4. L'attivazione del linfocita T causa un rapido aumento
dell'espressione di IL-2RU, e il trimero IL-2RU b xhe ne risulta ha un‘affinita 100 volte
maggiore per I'lL-2 rispetto a IL-2Rb 2In tal modo, I'lL-2, alle concentrazioni fisiologicamente
raggiunte nel corso delle risposte adattative, agisce principalmente sui linfociti T attivati
dall'antigene. In ultima analisi, I'espressione del recettore trimerico determina la specificita
d'azione dell'lL-2. Un'attivazione di lunga durata dei linfociti T determina il rilascio di IL-2R nei
fluidi biologici. IL-2R sierico rappresenta un marcatore clinico di severe patologie
inflammatorie, come il rigetto acuto di allotrapianto. Il legame di IL-2 a IL-2R ha numerose
conseguenze funzionali nel linfocita. Si ha un aumento dell'espressione di ciclina D2 e ciclina
E, le quali azionano talune chinasi ciclina-dipendenti. Queste ultime attivano per fosforilazione
alcune proteine che portano la cellula dalla fase G1 alla fase S del ciclo cellulare. Tale effetto
e favorito dall'lL-2 anche mediante la riduzione di p27, una proteina che inibisce le chinasi
ciclina-dipendenti. Al contempo, I'lL-2 induce la proteina anti-apoptoica Bcl-2, promuovendo la
sopravvivenza cellulare. Nonostante ['IlL-2 si comporti principalmente da messaggero
autocrino, pud esercitare anche un'azione paracrina, determinando la proliferazione delle
cellule adiacenti. L'IL-2 agisce inoltre come induttore per la sintesi di altre citochine, tra cui I'lL-
4 e I'IFN-9, nei linfociti T. Se da una parte I'lL-2 promuove la proliferazione e la
differenziazione dei linfociti T, dall'altra, quasi paradossalmente, li rende piu suscettibili
all'apoptosi mediata da Fas. Tale fenomeno diviene maggiormente evidente alle
concentrazioni elevate di IL-2 che vengono raggiunte nelle fasi piu avanzate della risposta
adattativa. L'IL-2 induce anche la proliferazione delle cellule NK e il loro differenziamento in
cellule killer attivate da linfochine (LAK, Lymphokine-Activated Killer). Esprimendo IL-2Rb 2
anziché la forma trimerica del recettore, le cellule NK rispondono solo alle piu alte
concentrazioni di IL-2. Nelle cellule NK, IL-2Rb 2si associa alla catena U del recettore dell'IL-
15, cosicché I'lL-15 rappresenta un potente fattore di crescita per queste cellule. L'IL-2 ha
inoltre un'azione proliferativa sui linfociti B, a livello dei quali essa potenzia altresi la
produzione di anticorpi (1).

Interleuchina -4

L'interleuchina-4 (IL-4) & dotata 4 domini ad U-elica ed & prevalentemente prodotta dai linfociti
T helper della sottopopolazione Th2 (1). Sorgenti secondarie sono rappresentate dai mastociti
e dai basofili. L'IL-4 media lo scambio isotipico verso le IgE nelle cellule B. Essa induce inoltre
'espansione clonale e la differenziazione dei linfociti T helper vergini in cellule della
sottopopolazione Th2, fungendo da fattore di crescita autocrino. Si ricordi che le IgE e i
linfociti Th2 agiscono di concerto nelle risposte contro elminti e artropodi. L'IL-4 secreta dalle
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cellule Th2 antagonizza l'effetto che I'IFN-o esercita sui macrofagi, smorzando quindi le
risposte cellulo-mediate. Piu in generale, I'lL-4 promuove le risposte dei mastociti, dei basofili
e degli eosinofili, spegnendo invece quelle dei macrofagi. Si conoscono due distinti recettori
per I'lL-4. Il recettore per I'lL-4 delle cellule linfoidi & di tipo 1 ed é costituito da una catena IL-
4RU, responsabile del legame alla citochina, abbinata alla catena 9 comune di IL-2R, che
invece trasduce il segnhale. Una volta legata la citochina, tale recettore innesca le vie
JAK/STAT e IRS-2 (Insulin Response Substrate). Nel primo caso, I'lL-4 attiva STAT6, proteina
che media la differenziazione dei linfociti T in cellule Th2 e, nei linfociti B, lo scambio isotipico
verso le IgE. La via di IRS-2 conduce invece alla proliferazione cellulare. Il recettore per I'lL-4
espresso su cellule non linfoidi & di tipo Il ed & composto dalla stessa IL-4U combinata alla
catena UL del recettore per I'L13 (IL-13RU1) (1).

Interleuchina -5

L'interleuchina-5 (IL-5) & un omodimero le cui due subunita contengono 4 domini ad U-elica
(2). 1l suo recettore, di tipo |, comprende una catena dedicata al legame dell'lL-5 associata ad
un'altra deputata alla trasduzione del segnale attraverso la via JAK/STAT. Quest'ultima, nota
come "catena b comune", rientra anche nella composizione di altri recettori. Le fonti di IL-5
sono i linfociti Th2 e i mastociti attivati. L'IL-5 esplica le proprie principali attivita a livello degli
eosinofili: essa induce la proliferazione, la differenziazione e I'attivazione degli eosinofili. L'IL-4
e I'lL-5, entrambe secrete dalle cellule Th2, agiscono sinergicamente nelle risposte agli elminti
poiché, come si analizzera successivamente, le IgE e gli eosinofili rappresentano i pilastri
della lotta contro questi parassiti. Altre azioni dell'lL-5 sono la stimolazione della proliferazione
dei linfociti B e della produzione di IgA, anche queste funzioni sono svolte anche da altre
citochine (1).

Interferone -2

L'interferone-o (-bFN | a cui struttura  omodi meric
svolge pertanto un ruolo sia nellimmunita innata che nelle risposte cellulo-mediate (1).
Conosciuto come IFN di tipo I, I'IFN-2 ha una minore attivita antivirale rispetto agli IFN di tipo
I, con un ruolo invece incentrato sull'elicitazione dei meccanismi effettori dell'immunita. | tipi
cellulari che secernono IFN-2 sono le cellule Thl, le cellule NK e i linfociti T CD8*. Nell'ambito

dellimmunita innata, le cellule NK produconoIFN-o a seguito del riconosci
di componenti microbiche oppure in risposta all'lL-12. Nel corso delle risposte specifiche, a
secernere 'N'FN-0 s ono i l i nfociti T. I n questo caso,
guesta citochina € il riconoscimento antigenico, con l'ulteriore azione favorente dell'lL-12. Il

recettore per I'IFN-2 U nlesso cetanpdimerico le cui due subunita sono tra loro
strutturalmente omologhe. Una di esse e responsabile del legame alla citochina, l'altra della
trasduzione del segnale. Il legame di IFN-0 a | Ssuo recettore attiva

STATL1. Tra gli effetti di STAT1 figurano l'aumentata espressione delle molecole MHC,
dell'ossido nitrico sintasi inducibile (iNOS) e di talune citochine. STAT1 attiva inoltre altri fattori
di trascrizione che condizionano ulteriormente l'azione dell'IFN-2. L'IFN-0  h rmampio spettro
di effetti biologici. Esso attiva i macrofagi potenziando le loro capacita microbicide; cio avviene
mediante incremento della produzione di intermedi reattivi dell'ossigeno e di ossido nitrico nei
lisosomi, ottenuto grazie all'induzione dei geni codificanti per i relativi enzimi e all'eventuale
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efficientamento dell'assemblaggio dei complessi enzimatici. Tale fenomeno ha importanti

risvolti nell'immunita cellulo-mediata. Altre importanti cellule bersaglio dell'lFN-2 sono le APC,

a livello delle quali esso accresce l'espressione di molecole MHC di classe | e I, di molecole

costimolatorie e di proteine coinvolte nella processazione e nella presentazione antigenica.

Tra queste ultime si trovano TAP, le subunita LMP-2 e LMP-7 del proteasoma e le molecole

HLA-DM. L'efficienza della presentazione dell'antigene ai linfociti T € quindi enormemente

aumentata. Parallelamente, ''FN-o at ti va anche | ' endotelio di conc
quindi l'adesione endoteliale e la conseguente extravasazione dei linfociti T. A livello dei

linfociti B, I'FN-0 promuove lo scambio isotipico verso gli anticorpi IgG e inibisce gli scambi

indotti dall'lL-4. Le 1gG mediano la fagocitosi dei microrganismi a cui si associano legandosi ai
recettori Fco dei fagociti e attivando il compl
contestuale attivazione dei macrofagi sopra descritta. L'IFN-0 attiva inoltre i neutrofili e

favorisce l'attivita citolitica delle cellule NK. L'INF-2 provoca la differenziazione di linfociti T

helper CD4* in cellule Thl; tale effetto & perd indiretto, in quanto é I'lL-12 secreta dai
macrofagi in risposta alllFN-o a medi are questa trasformazione ne
I'IFN-2 promuove fenomeni i nfiammator.i in cui predo
sostanziale inibizione delle risposte degli eosinofili (1).
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Fattore di crescita trasformante -b

Il fattore di crescita trasformante-b (TGF-b, Transforming Growth Factor-b) ha molteplici ruoli
nell'organismo (1). Nel sistema immunitario, esso reprime la proliferazione dei linfociti e di altri
leucociti. Il TGF-b esiste in tre isoforme, chiamate TGF-b1, TGF-b2 e TGF-b3 e codificate da
tre distinti geni. TGF-b1 é la principale forma prodotta dalle cellule del sistema immunitario. Il
TGF-b1, la cui struttura € omodimerica, é sintetizzato in forma di precursore. La sua forma
attiva é ottenuta mediante taglio enzimatico. La maggior parte dei leucociti secernono TGF-
b1, tra cui alcuni linfociti T attivati dall'antigene e monociti e macrofagi stimolati dall'LPS (1).
Una particolare sottopopolazione di cellule T CD4", i linfociti T regolatori (Treg), svolge un
ruolo immunosoppressivo, mantenendo la tolleranza periferica al self e prevenendo patologie
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inflammatorie croniche (72). Al contempo, tuttavia, inibiscono anche le risposte ai parassiti, ai
virus e alle cellule tumorali. Sono molteplici i meccanismi che i linfociti Treg mettono in atto
per esercitare queste funzioni (72). Tra questi, vi €& la produzione di citochine
immunosoppressive, quali TFG-b1, I'lL-10 (72), e la piu recentemente scoperta IL-35 (73). Il
TGF-b sopprime le risposte immunitarie e inflammatorie, essenzialmente mediante
l'antagonismo delle citochine pro-inflammatorie; esso reprime la proliferazione e la
differenziazione dei linfociti T e l'attivazione dei macrofagi, dei leucociti polimorfonucleati e
dell'endotelio (1). Uno studio del 1989 ha rivelato che il TGF-b agisce come potente induttore
dello scambio isotipico verso le IgA nei linfociti B murini (74). L'esperimento si & basato su
colture di cellule B murine stimolate con LPS. Un ulteriore lavoro condotto su linfociti B umani
confermo l'attivita di promozione dello scambio isotipico verso le IgA da parte del TGF-b
anche nell'uomo (75). Addizionalmente, il TGF-b promuove la sintesi di integrine, di proteine
della matrice extracellulare tra cui il collagene, di enzimi di rimodellamento della matrice come
le metalloproteasi (1). Il TGF-b inibisce la proliferazione dei precursori dei linfociti B nel
midollo osseo. Tale fenomeno si verifica sia per inibizione diretta sia mediante soppressione
della secrezione di IL-7 da parte delle cellule stromali (76,77).

Linfotossina

La linfotossina € una citochina della superfamiglia del fattore di necrosi tumorale (TNF) (78).
La linfotossina-U (LTU) forma un omotrimero solubile che si lega con elevata affinita ai
recettori 1 e 2 del TNF (TNFRSF1A, TNFRSF1B), pur esercitando un'attivita inferiore rispetto
al TNF. Essa fu originariamente identificata come un prodotto dei linfociti avente effetti
citotossici su cellule tumorali in vitro. La linfotossina-b (LTb) si assembla invece in eterotrimeri
con unita di LTU a formare proteine di membrana il cui recettore specifico € LTbR (TNFRSF3).
La forma di superficie della LT & espressa da linfociti B e T, cellule NK, cellule dendritiche e
cellule linfoidi innate. LTBR si trova invece prevalentemente su cellule non linfoidi, tra cui
cellule epiteliali, cellule stromali, cellule dendritiche e macrofagi. Il legame della citochina di
membrana al recettore apre dunque un ponte di collegamento tra cellule linfoidi e non linfoidi.
Il ruolo della LT nell'organogenesi del sistema linfoide & ben caratterizzato. Nei topi,
linattivazione di geni che codificano LTU, LTh, o LTBR conduce ad assenza di linfonodi e
placche di Peyer e a gravi aberrazioni istologiche della milza, del timo e di altri organi linfoidi.
A queste anormalita anatomiche conseguono deficit delle risposte immunitarie. Studi basati su
guesti modelli murini hanno evidenziato compromissioni delle risposte antivirali dei linfociti T
citotossici, con rallentamento della clearance del virus in molti casi (78). Si menziona in
particolare uno studio in cui si analizzavano gli esiti dell'infezione con il virus dell'influenza A
(HIN1) in due coorti di topi, una con genotipo LTU", quindi priva di linfonodi e con
disorganizzazione del parenchima splenico, e l'altra wild-type (79). | topi LTU" mostravano
maggiore suscettibilita al virus. Analisi delle cellule T CD8* della milza e dei polmoni
rivelavano inoltre che la comparsa di linfociti T CD8" specifici per il virus e di cellule T CD8*
secernenti IFN-o negli animali LTU- avveniva molto in ritardo rispetto ai wt. Esami condotti sui
lavaggi bronchiali e sul tessuto polmonare evidenziavano come i topi LTU" fossero in grado di
generare linfociti T citotossici influenza-specifici, sebbene tale risposta fosse ritardata rispetto
ai wt; gli animali LTU" erano caratterizzati altresi da un minor numero di cellule T citotossiche,
a causa del pi % elevato grado di 7 sinoctavadnoitredaz i one pc
formazione di centri germinativi nel polmone, ma non nella milza (79). In un altro modello
murino di influenza, i topi wt e quelli LTU" ricostituiti con midollo osseo di animale wt
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presentavano la regolare formazione di tessuto linfoide inducibile associato ai bronchi
(iIBALT), mentre quelli LTU" esibivano aggregati polmonari di linfociti B e T non propriamente
organizzati (80). Nel 2012 si e investigata la relazione tra la deplezione di cellule T e la
contestuale riduzione delle cellule fibroblastiche reticolari degli organi linfoidi in due specie di
primati colpite da SIV (Virus dell'lmmunodeficienza delle Scimmie) (81). La causa della perdita
di cellule fibroblastiche reticolari era rintracciata nella diminuzione dei livelli di LTb,
prevalentemente prodotta dai linfociti T CD4", i quali vengono progressivamente depletati nel
corso della malattia. Gli autori di questo lavoro hanno inoltre confermato che la stessa
relazione di dipendenza sussiste fra i linfociti T CD4* e le cellule fibroblastiche reticolari nei
pazienti infettati da HIV-1 (81). Vi sono crescenti evidenze riguardo al ruolo della LT nella
produzione degli IFN di tipo | (78); tale fenomeno &€ emerso per la prima volta grazie ad un
modello murino infettato con Cytomegalovirus, nel quale, per un'efficiente induzione dell'lFN-
b, era necessaria la compresenza del virus e della segnalazione mediata da LT (82).

Citochine con funzione emopoietica

Le citochine svolgono un ruolo fondamentale anche a livello del midollo osseo. In questa
sede, esse regolano finemente i processi emopoietici. Alcune citochine prodotte nel corso
delle risposte immunitarie innate e specifiche agiscono sul midollo osseo stimolando la
produzione di leucociti per garantire I'opportuno ricambio di quelli persi durante le reazioni
inflammatorie, talora instaurando anche un aumento dei leucociti circolanti rispetto ai livelli
basali fisiologici (1).

Fattori stimolanti la formazione di colonie

Le cellule staminali emopoietiche e i progenitori cellulari emopoietici del midollo osseo
subiscono processi di differenziazione verso uno stipite cellulare o un altro (1). | fenomeni di
proliferazione e di diversificazione di tali cellule sono orchestrati dai fattori stimolanti la
formazione di colonie (CSF, Colony-Stimulating Factors). Il loro nome deriva dall'osservazione
che, una volta che le cellule staminali del midollo osseo sono poste in un mezzo di coltura
semisolido in modo tale da immobilizzarle, tali citochine inducono la formazione di una colonia
a partire da ogni cellula depositata nel mezzo. Il nome di ciascun CSF é dato dalla linea
differenziativa che le colonie assumono quando esso € addizionato al mezzo di coltura. Sono
noti tre CSF, rispettivamente chiamati GM-CSF, M-CSF e G-CSF. Essi sono secreti da linfociti
T attivati, macrofagi, cellule endoteliali, e cellule stromali del midollo osseo, e agiscono sulle
cellule staminali emopoietiche indirizzandole alla differenziazione in leucociti. || G-CSF
(Granulocyte Colony-Stimulating Factor), secreto nei focolai infettivi, stimola il midollo osseo a
produrre i granulociti e a mobilizzarli in circolo (1). I GM-CSF (Granulocyte Macrophage
Colony-Stimulating Factor) induce la differenziazione delle cellule staminali del midollo osseo
in granulociti e monociti ed € inoltre un attivatore dei macrofagi (1), mentre il M-CSF
(Macrophage Colony-Stimulating Factor) promuove la produzione da parte del midollo osseo
di soli macrofagi (83). Il M-CSF e costitutivamente presente in circolo a concentrazioni
rilevabili, al contrario del GM-CSF, il quale richiede uno stimolo, che puo derivare ad esempio
dal TNF o dall'LPS in caso di un'infezione, per poter raggiungere livelli rilevabili. Malgrado il
GM-CSF e il M-CSF promuovano entrambi la formazione dei macrofagi, i loro effetti in tal
senso non sono sovrapponibili. | macrofagi che discendono da precursori emopoietici del
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midollo osseo murino trattati con GM-CSF secernono un profilo di citochine nettamente
divergente dai macrofagi ottenuti tramite stimolazione degli stessi precursori con M-CSF (83).
Oltre alla gia discussa attivita emopoietica, i CSF esercitano un complesso di effetti funzionali
sui granulociti e sui macrofagi, favorendo la sopravvivenza, I'adesione e la chemiotassi di
queste cellule, e promuovendone l'attivita di fagocitosi (84). In alcuni casi, tuttavia, queste
azioni potrebbero risultare nefaste per I'organismo. Ad esempio, si & scoperto che il GM-CSF,
il M-CSF e I'lL-3 aumentano la produzione del virus HIV-1 in fagociti mononucleati infettati con
un ceppo di HIV-1 con un tropismo per queste cellule (85).

c-kit

Il recettore tirosin-chinasico c-kit & codificato da un oncogene ed é espresso sulle cellule
staminali emopoietiche e sulle cellule progenitrici emopoietiche, indicando un ruolo nella loro
differenziazione e nel loro sviluppo. Il suo ligando & il fattore delle cellule staminali (SCF, Stem
Cell Factor), una citochina prodotta dalle cellule stromali del midollo osseo in forma secreta o
come proteina transmembrana. Queste due forme derivano dallo splicing alternativo dello
stesso trascritto primario (1,86,87). Nel corso del processo differenziativo, I'espressione di tale
recettore viene persa per molti tipi cellulari, tra cui i linfociti B e T (86). Tuttavia, i mastociti, gli
eosinofili, una sottopopolazione di cellule NK e le cellule dendritiche continuano ad esprimere
c-kit anche allo stadio pienamente differenziato. c-kit &€ fondamentale per lo sviluppo, la
sopravvivenza e le funzioni dei mastociti. | legame di SCF a c-kit nei mastociti conduce alla
loro degranulazione con rilascio di istamina e alla secrezione di citochine pro-inflammatorie e
chemochine (86). SCF promuove la generazione di eosinofili agendo sui progenitori nel
midollo osseo, di concerto con GM-CSF, I'lL-3 e I'lL-5 (88), ed induce inoltre la degranulazione
degli eosinofili (89). Un'analisi dell'espressione genica dimostra che CSF induce una
moltitudine di geni pro-inflammatori negli eosinofili, tra cui talune chemochine (89).
L'espressione di c-kit & stata riscontrata anche in una particolare sottopopolazione di cellule
NK, le cellule NK CD569" (90). SCF potenzia I'effetto proliferativo che I'lL-2 esercita su
queste cellule, ma non induce di per sé proliferazione. Le cellule NK esprimenti c-kit mostrano
attivita citolitica inferiore rispetto a quelle prive di tale recettore (90). | linfociti pro-T esprimono
livelli elevati di c-kit, il quale svolge un ruolo cruciale nella maturazione delle cellule T nel timo

(1).

Interleuchina -7

L'interleuchina-7 (IL-7) & dotata di 4 domini ad U-elica (1). Questa citochina promuove lo
sviluppo e la proliferazione dei progenitori linfoidi B e T. Il suo recettore (IL-7R) comprende
una subunita U, la quale si associa alla citochina, e la catena 2 comune del recettore per I'L-2
(IL-2R), che funge da trasduttore del segnale (1). Il timo e probabilmente I'organo con i piu alti
livelli di espressione di IL-7 (91). Nel timo postnatale e nel timo adulto, le cellule epiteliali
timiche secernenti IL-7 sono massimamente rappresentate nella midollare e alla giunzione
corticomidollare, laddove i progenitori linfoidi extravasano per addentrarsi successivamente
nella midollare, e molto scarsamente presenti nella corticale e nella regione sottocapsulare
(91). Nei linfonodi, la sorgente principale di IL-7 & costituita dalle cellule fibroblastiche reticolari
(92). In vitro, queste cellule hanno dimostrato di essere in grado di mantenere vitali i linfociti T
vergini (92). Un'altra sede di produzione dell'lL-7 € il midollo osseo, ove essa € secreta dalle
cellule stromali midollari (93). Nel corso di patologie di natura allergica, si ha la formazione di
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tessuto linfoide inducibile associato ai bronchi (iBALT) (94). Il mantenimento dei linfociti Th2
della memoria residenti in tali tessuti linfoidi terziari € garantito dall'lL-7 prodotta da cellule
endoteliali linfatiche a fenotipo Thyl* (94). L'espressione di IL-7 & stata riportata a livello delle
cellule epiteliali del colon e delle cellule caliciformi intestinali umane (95). Ancor piu notevole &
il contestuale riscontro del recettore per [I'IL-7 sui linfociti intraepiteliali della mucosa
intestinale. L'IL-7 regola la proliferazione di questi linfociti (95). Negli epatociti, la segnalazione
mediata da TLRs induce la produzione di IL-7 (96). Il fegato e peraltro una fonte primaria di IL-
7 secreta in risposta alla stimolazione dei TLRs (96).
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Interleuchina -3

Provvista anch'essa di 4 domini ad U-elica, l'interleuchina-3 (IL-3) agisce sui progenitori del
midollo osseo, promuovendone la proliferazione e incanalandoli nella differenziazione verso
tutti gli stipiti cellulari (1). L'IL-3 esplica inoltre innumerevoli altre funzioni (98). Il recettore per
I'lL-3 & un eterodimero comprendente una subunita U (CD123), che riconosce specificamente
la citochina, e una subunita b (CD131), con funzione di segnalazione. CD131 & anche noto
come catena b comune, in quanto fa parte anche dei recettori dell'lL-5 e del GM-CSF (98).
Nel topo, addizionalmente a CD131, si riscontra un'ulteriore tipologia di catena b, capace di
legare direttamente I'IlL-3 (99). CD123 & espresso su un vasto numero di tipi cellulari, tra cui le
cellule staminali emopoietiche, i progenitori cellulari emopoietici, i mastociti, gli eosinofili, i
basofili, i macrofagi, le cellule dendritiche plasmacitoidi umane, linfociti attivati e altre cellule
non emopoietiche (98). Il ruolo dell'lL-3 nelllemopoiesi € stato studiato nel topo (100). La
somministrazione di IL-3 ricombinante non porta a variazione del tipo e del numero di
precursori nel midollo osseo, ma incrementa significativamente I'emopoiesi extramidollare,
con enorme aumento dei progenitori granulocito-macrofagici, eosinofili ed eritroidi nella milza.
Si e riscontrata inoltre un'infiltrazione di cellule emopoietiche nel fegato, ma queste
apparivano prive di attivita mitotica. Nella milza aumentava anche il numero di cellule in via di
maturazione, tra cui granulociti ed eosinofili immaturi, mentre si osservava una leggera
diminuzione delle stesse nel midollo osseo (100). L'IL-3 favorisce la proliferazione e la
differenziazione dei mastociti murini (98), e promuove la produzione di IL-9 da parte di tali
cellule attraverso un meccanismo autocrino (101). Tuttavia, i mastociti umani residenti nelle
tonsille, nell'utero, nei polmoni e nella cute non esprimono CD123 (102). | basofili umani
secernono IL-3 in seguito all'attivazione mediata dalle IgE, che si legano ai recettori Fc(RI
espressi sui basofili, e da altri stimoli (103). I linfociti T sono un'importante fonte di IL-3 nei
processi inflammatori (104). | linfociti B, T CD4* e T CD8* umani attivati esprimono CD123, e
I'lL-3 promuove la sopravvivenza e la proliferazione di queste cellule e I'espressione di IL-6 e
IL-13 nei linfociti T CD4". L'IL-2 accresce I'espressione di CD123 nelle cellule T CD8* (104).
Nell'uomo, I'lL-3 promuove inoltre la sopravvivenza delle cellule plasmacitoidi dendritiche
(105). L'IL-3 potenzia I'adesione e migrazione transendoteliale degli eosinofili (106), e ne
sostiene |'attivita citotossica verso elminti complessati con anticorpi (107).

MATURAZIONE DEI LINFOCITI

Il processo di maturazione dei linfociti a partire dalle cellule staminali emopoietiche del midollo
0SSeo si sostanzia in una successione di eventi biochimici (1). | progenitori cellulari linfoidi che
discendono da tali cellule staminali possono differenziarsi in linfociti T, B e cellule NK. |
progenitori linfoidi sono soggetti a una notevole proliferazione prima della loro
differenziazione, ai fini di raggiungere un elevato grado di diversificazione della specificita
antigenica nei linfociti maturi. L'IL-7 ha un ruolo fondamentale nell'espansione mitotica dei
progenitori. L'espressione del recettore per l'antigene € I'evento principale della maturazione
dei linfociti. La diversificazione del repertorio linfocitario avviene grazie ad un fenomeno di
ricombinazione somatica caratteristico dei linfociti, la ricombinazione V(D)J. Tale processo e
catalizzato da un insieme di enzimi che ricombinano casualmente tra loro segmenti non
congiunti di DNA in una serie infinita di possibili combinazioni mediante I'eliminazione delle
parti tra essi interposte. |l recettore antigenico espresso sui linfociti immaturi trasduce segnali
intracellulari che promuovono la sopravvivenza, la proliferazione e la prosecuzione della
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maturazione. La piena casualita della ricombinazione somatica determina l'insorgenza di cloni
linfocitari sia utili sia aberranti. L'eliminazione di quest'ultimi € garantita dai processi di
selezione che si verificano negli organi linfoidi primari. Con la selezione positiva, i linfociti i cui
recettori non sono in grado di legarsi ad altre molecole non ricevono segnali di sopravvivenza
attraverso i recettori stessi e vanno conseguentemente incontro alla morte. La selezione
negativa determina invece la morte dei linfociti autoreattivi, ossia quelli che riconoscono con
elevata avidita antigeni autologhi presenti negli organi linfoidi primari, mediante I'innesco della
cascata apoptotica. La maturazione si conclude con l'acquisizione della maturazione
funzionale, attuata mediante I'espressione dell'apparato molecolare che consente ai linfociti di

attuare appieno le funzioni effettrici (1).

Maturazione dei linfociti B

La maturazione dei linfociti B ha luogo interamente nel midollo osseo dopo la nascita, e nel
fegato durante la vita intrauterina (1). Le cellule pro-B, che rappresentano i primi progenitori
della linea differenziativa B, non esprimono lg, ma manifestano molecole di superficie
distintive dei linfociti B, tra cui CD10. Lo stadio successivo corrisponde alle cellule pre-B, le
guali sintetizzano nel citoplasma la catena pesante €. Questa si pud associare alla catena
leggera sostitutiva, una proteina omologa alle catene leggere a e ama interamente costante e
priva delle regioni variabili, a formare il recettore pre-B. Esso €& espresso a basse
concentrazioni in superficie in associazione alle catene IgU e Igb, poste a trasdurne il segnale.
Le cellule pre-B si evolvono in linfociti B immaturi, i quali esprimono una catena leggera 8 0 &
in associazione a €. La risultante IgM di membrana svolge l'esclusivo ruolo di selezione
negativa attraverso l'interazione con antigeni self generalmente polivalenti presenti nel midollo
osseo. Infine, le cellule B iniziano ad esprimere anche IgD in associazione alle IgM,
raggiungendo contestualmente la maturita funzionale. Si parla a tal punto di linfociti B vergini
maturi, i quali, immettendosi in circolo mediante i sinusoidi del midollo osseo, possono
intraprendere la ricircolazione tra il sangue e gli organi linfoidi (1).

Maturazione dei linfociti T: aspetti biochimici, anatomici e istologici

| precursori cellulari linfoidi si originano nel midollo osseo dopo la nascita, mentre sono
prodotti dal fegato nella vita fetale. Una volta rilasciati nella circolazione sistemica da questi
organi, tali progenitori extravasano nel timo (108). L'organizzazione istologica del timo é
responsabile della proliferazione e della maturazione dei linfociti (1). | mezzi fondamentali per
I'espletamento di queste funzioni sono la presentazione di molecole MHC | e Il complessate a
peptidi self, e la secrezione di citochine, tra le quali I'lL-7 riveste un ruolo principale. Tali
processi sono governati dalle cellule non linfoidi del timo, di cui le cellule epiteliali timiche, le
cellule dendritiche e i macrofagi (1). Le cellule dendritiche sono abbondanti alla giunzione
corticomidollare e nella midollare (1), mentre i macrofagi sono localizzati sia nella midollare
sia nella corticale (1,109). A livello della corticale profonda e della regione sottocapsulare, i
macrofagi fagocitano massivamente corpi apoptotici derivanti dai timociti defunti (109). Da un
punto di vista immunoistochimico, le cellule epiteliali timiche si possono suddividere in 4
sottotipi, ossia le corticali sottocapsulari, le corticali interne, le midollari e le cellule dei
corpuscoli di Hassall (109). La localizzazione timica & consentita dall'interazione della
molecola PSGL-1, espressa dai precursori, con la P-selectina esposta sulle cellule endoteliali
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timiche (110). Il reclutamento delle cellule nel timo & ulteriormente favorito dalle chemochine
che si legano ai recettori CCR7 e CCR9 (1117 113). Sotto l'influenza di ligandi di Notch e
dell'lL-7 prodotta dalle cellule epiteliali della corticale del timo, i progenitori linfoidi provenienti
dal midollo osseo vengono indirizzati verso la linea differenziativa T (108,114,115). | timociti
doppio-negativi rappresentano il primo stadio maturativo dei linfociti T, e sono cosi chiamati
poiché non esprimono alcuno dei co-recettori CD4 e CD8 (108). Lo sviluppo dei timociti
doppio-negativi € suddivisibile in 4 stadi. Nel primo stadio (DN1), essi sono connotati
dall'assenza del TCR, di CD3 e della catena . Raggiunto lo stadio DN3, i timociti doppio-
negativi manifestano il recettore pre-T. Tale complesso € costituito dalla catena b del TCR
associata alla catena pre-TU, una proteina non polimorfa, alla catena ¢ e a CD3. Dopo lo
stadio DN4, i precursori linfocitari passano allo stato di doppia positivita, con l'espressione di
entrambi i co-recettori CD4 e CD8. Nel corso della fase di doppia positivita, nei timociti si
compie l'espressione del complesso TCR maturo, grazie all'espressione della catena U. |
timociti doppio-positivi vanno incontro alla selezione positiva: i timociti che riconoscono a
bassa avidita complessi MHC self ricevono segnali di sopravvivenza, con la contestuale morte
delle cellule che non riconoscono MHC self. | timociti che sopravvivono si evolvono in timociti
singolo-positivi, ovvero esprimenti soltanto il CD4 oppure il CD8, ma non entrambi i recettori
(108). Lo status di singola positivita € acquisito grazie al tipo di co-recettore che la molecola
MHC impegna assieme al TCR: ad esempio, i complessi MHC | si associano a CD8, quindi il
timocita coinvolto perde CD4 per "non uso", assumendo il fenotipo CD4CD8" (1). Nella
midollare del timo, i timociti singolo-positivi CD4* e CD8* subiscono la selezione negativa, con
I'eliminazione dei timociti autoreattivi (1). Le cellule epiteliali timiche della midollare espongono
in maniera promiscua antigeni tessuto-specifici (116). Il riconoscimento ad elevata avidita di
guesti antigeni da parte dei timociti porta all'eliminazione di quest'ultimi per apoptosi,
garantendo la tolleranza centrale al self (1). Parallelamente all'evoluzione fenotipica dei
timociti, si verifica la loro maturazione funzionale, cosicché, al termine dei processi, si
ottengono linfociti T vergini CD4* e CD8* pienamente competenti (1). | processi di
maturazione dei linfociti T esprimenti il TCR2 Ui svolgono nel timo in modo analogo a quanto
visto per le cellule TCRU B. L'espressione del TCRU be quella del TCRo Usono mutualmente
esclusive. | linfociti TCRUB e i TCRo Ui appartengono a linee differenziative distinte,
discendenti dallo stesso progenitore (1).

Maturazione delle cellule T NK

Le cellule T NK, a cui si era brevemente fatto riferimento in precedenza, sono una
popolazione di linfociti T funzionalmente distinta dalle cellule T convenzionali (117). Esse si
caratterizzano soprattutto per la presenza di marcatori fenotipici tipici delle cellule NK e per il
repertorio del loro TCR, piu ristretto rispetto a quello dei linfociti T CD4* e CD8*. Le cellule T
NK non sono ristrette per MHC | o Il, e il loro recettore riconosce la molecola di superficie
CD1d, simile al'lMHC | e caricata con antigeni glicolipidici. Pur maturando anch'esse nel timo,
le cellule T NK richiedono un programma di maturazione diverso da quello dei linfociti T
convenzionali. Le cellule T NK si sviluppano grazie alla presentazione di antigeni glicolipidici
self da parte di timociti doppio-positivi attraverso molecole CD1d (117).
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Migrazione de i timociti all'interno del timo

La localizzazione dei precursori linfocitari nelle diverse zone del parenchima del timo é stadio-
specifica: i timociti si distribuiscono in ben determinate aree parenchimali in funzione del loro
grado evolutivo, grazie al percorso che essi compiono all'interno dell'organo nel corso della
maturazione (118). Nel timo postnatale, i progenitori provenienti dal midollo osseo si
introducono nel parenchima in una sottile regione della corticale perimidollare. Mentre i
precursori si evolvono in timociti DN1, essi iniziano la loro migrazione verso l'esterno della
corticale, fino ad accumularsi nella regione sottocapsulare quando si trovano gia nella fase
DN3. La zona sottocapsulare costituisce un microambiente atto ad accogliere le fasi tardive
della proliferazione dei timociti, coincidenti con gli ultimi stadi doppio-negativi e con l'inizio
dello stato di doppia positivita (118). Con la selezione positiva e il passaggio a singolo-
positivo, i timociti incrementano la propria espressione del recettore CCR7, i cui ligandi CCL19
e CCL21 inducono la migrazione dei precursori linfocitari dalla corticale alla midollare (119).
Conseguentemente, i timociti singolo-positivi si collocano prevalentemente nella midollare
(109). Si é osservato che i linfociti T maturi fuoriescono dal timo introducendosi nello spazio
perivascolare ed infiltrandosi sia nei vasi linfatici sia nelle venule post-capillari (120,121).
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Figura 17. Maturazione dei linfociti T nel timo  (122). | precursori linfocitari accedono al parenchima timico
attraverso i vasi sanguigni nella giunzione cortico-midollare. | timociti doppio-negativi migrano allora verso gli strati
superficiali della corticale. Nella regione sottocapsulare avviene la transizione tra lo stadio DN3 e la doppia-
positivita. | timociti doppio-positivi si spostano dunque in profondita nella corticale, e nel corso di tale tragitto
avviene la selezione positiva. Convertiti alla singola-positivita, i timociti accedono alla midollare e subiscono la
selezione negativa. | linfociti T pienamente competenti fuoriescono dalla midollare tramite i vasi sanguigni e
linfatici.

ATTIVAZIONE DEI LINFOCITI T

Dal punto di vista biochimico, l'attivazione dei linfociti T necessita di un primo segnale,
prodotto dal legame del TCR all'antigene, e da un secondo generato da molecole
costimolatorie (1). Qualora il linfocita T vergine ricevesse il primo segnale in mancanza del
secondo, la cellula T potrebbe morire per apoptosi oppure sprofondare in uno stato di anergia.
Una delle piu conosciute vie costimolatorie coinvolge la molecola CD28. CD28, espresso Sui
linfociti T, si lega alle molecole CD80 e CD86 presenti sulla superficie dei macrofagi, delle
cellule dendritiche e dei linfociti B, che rappresentano le APC professionali. Queste APC
esprimono bassi livelli basali di tali molecole costimolatorie, ma la presenza di prodotti
microbici (PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns), il legame del loro recettore
CD40 al CD40L dei linfociti, I''FN-2 e, nelle cellule B, anche l'aggregazione del recettore per
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l'antigene, producono un grande incremento dell'espressione di molecole B7. L'induzione di
qgueste due molecole € temporalmente differenziata: CD86 € espressa entro 6 ore dalla
stimolazione, mentre CD80 impiega almeno 24 ore per fare la sua comparsa. Un'altra
molecola costimolatoria € ICOS (Inducible T-cell COStimulator), omologo a CD28. ICOS é
espresso sulla membrana del linfocita T a seguito dell'attivazione. CD2 & un altro
costimolatore presente sui linfociti T, che ha come ligando sulle APC la molecola LFA-3 nei
primati, e CD48 nei roditori. CD2 promuove lattivazione in modo analogo a CD28, e puo
compensare ad eventuali carenze di quest'ultimo. CD28 e CD2 trasducono segnali che
incrementano la produzione di citochine, tra cui I'lL-2, e che favoriscono la sopravvivenza del
linfocita, quali 'aumento dell'espressione della proteina anti-apoptotica Bcl-x. Il sistema di
segnalazione di CD40 e CD40L favorisce l'attivazione dei linfociti T in modo indiretto,
generando segnali che nella APC stimolano I'espressione di molecole B7 e la secrezione di
IL-12. L'espressione delle molecole costimolatorie € finemente regolata, allo scopo di
coordinare l'appropriato sviluppo delle risposte delle cellule T. In questo contesto, la
stimolazione dell'espressione di molecole costimolatorie sulle APC da parte di PAMPs,
contrapposta all'estrema paucita di costimolatori in assenza di dette sostanze, rappresenta un
espediente per circoscrivere l'insorgenza della risposta T a situazioni di minaccia da parte di
un agente estraneo, contribuendo al mantenimento della tolleranza al self. Invero, in
condizioni fisiologiche, eventuali cellule T non potrebbero venire effettivamente attivate data
l'assenza di costimolazione, divenendo anergiche (1).

Primo segnale per l'attivazione dei linfociti T: il riconoscimento
dell'antigene

Il riconoscimento antigenico da parte del TCR avvia una risposta intracellulare che porta
all'espressione di numerosi geni e alla proliferazione cellulare (1). Le vie di trasduzione del
segnale iniziano pochi minuti dopo il riconoscimento, portando entro poche ore a modificazioni
della trascrizione genica. Si ha l'attivazione delle vie delle chinasi Ras-MAP, Ras-SAP, e
protein-chinasi C (PKC), e della via della calcineurina. Queste cascate attivano fattori di
trascrizione. Le regioni ITAM comprese nelle porzioni intracellulari delle catene ¢ del
complesso TCR, fosforilate dalle chinasi Lck e Fyn a seguito del riconoscimento dell'antigene,
divengono una base di aggancio per la tirosin-chinasi ZAP-70, non appartenente alla famiglia
Src. ZAP-70 contiene due domini SH2 (Src Homology-2), ognuno in grado di legarsi ad una
tirosina fosforilata, sicché ad ogni ITAM si lega un'unita di ZAP-70. A tal punto, Lck, trovandosi
in prossimita di ZAP-70, la fosforila, attivandola. L'effettivo inizio della cascata di attivazione
puo richiedere un certo quantitativo di unita di ZAP-70 attivate. Pertanto, potrebbero essere
necessari ripetuti contatti tra linfocita e antigene, in modo tale da raggiungere un appropriato
livello di fosforilazione delle ITAM delle catene ¢. Nella regolazione delle varie proteine che
intervengono nella cascata di trasduzione, sono implicate tirosin-chinasi e tirosin-fosfatasi che,
fosforilando e defosforilando i propri substrati, possono esercitarvi effetti attivanti o inibitori. Un
esempio € la gia trattata molecola CD45. ZAP-70, una volta attivata, fosforila delle proteine
adattatrici che fungono da piattaforme di legame per ulteriori proteine coinvolte nella
trasduzione del segnale. Due importanti proteine adattatrici sono la molecola di membrana
LAT (Linker of Activation for T cells) e la proteina citosolica SLP-76 (SH2 domain-containing
Leukocyte Protein of 76kDa). Queste ultime reclutano altre proteine adattatrici, tra cui Grb-2,
anch'essa dotata di domini SH2 e fosforilata da ZAP-70 (1).
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Vie di segnalazione di Ras e Rac

La proteina Ras si attiva grazie all'interazione con le proteine adattatrici fosforilate (1). Ras fa
parte di una famiglia di proteine dotate di attivita GTPasica intrinseca, ed & ancorata alla
membrana tramite legami covalenti con lipidi. Allo stato inattivo, Ras & occupata da una
molecola di GDP. Allo scambio di questa con un'unita di GTP, Ras acquisisce la capacita di
attivare allostericamente altre proteine. La proteina Sos, reclutata da Grb-2 a seguito del
riconoscimento antigenico, agisce su Ras scambiandone l'unita di GDP con GTP. Ras-GTP
awvia la cascata delle chinasi MAP (Mitogen-Associated Protein), che prevede l'attivazione
sequenziale di alcune chinasi mediante fosforilazione. ERK, una di queste chinasi MAP, attiva
Elk, che agisce come fattore di trascrizione per Fos, componente del fattore di trascrizione
AP-1 (Activation Protein-1). Ras-GTP promuove anche la riorganizzazione del citoscheletro,
coadiuvando l'assemblaggio di co-recettori e proteine adattatrici al complesso TCR in un
aggregato posto all'interfaccia del linfocita con la APC. Le proteine adattatrici fosforilate
associate al complesso TCR dopo il legame all'antigene reclutano anche Vav, un altro
scambiatore GDP-GTP che attiva un altro membro della famiglia Ras, la proteina Rac. Rac-
GTP aziona una separata cascata MAP chinasica che esita nell'attivazione della chinasi JNK
(c-Jun N-terminal Kinase). JNK é tipicamente attivata da citochine pro-inflammatorie e da
stimoli nocivi, tra cui radiazioni e stress ossidativo. JNK fosforila il secondo componente del
fattore AP-1, noto come c-Jun. Le chinasi ERK e JNK vengono disattivate da fosfatasi
tirosina/treonina indotte dalle stesse ERK e JNK nell'ambito di un meccanismo a feedback
negativo (1).

Vie di segnalazione dell'inositolo 1,4,5 -trifosfato (IP3) e del
diacilglicerolo (DAG)

ZAP-70, una volta entrata in azione, attiva per fosforilazione l'isoforma 2l della fosfolipasi C
(PLC), reclutato a livello del foglietto interno di membrana dalle proteine adattatrici fosforilate
come LAT (1). PLCol scinde il fosfatidilinositolo 4,5-difosfato (PIP2) in diacilglicerolo (DAG) e
inositolo 1,4,5-trifosfato (IP3). L'IP3 & responsabile dell'aumento dei livelli citosolici di Ca?* che
si osservano dopo pochi minuti dal riconoscimento dell'antigene, e la concentrazione di Ca?*
permane elevata per oltre un'ora. In conseguenza a tale incremento di Ca?*, ioni Ca?" si
legano alla calmodulina, attivandola. Tra le proteine che la calmodulina aziona vi & la
calcineurina, una fosfatasi serina/treonina. Un altro degli effetti dell'innalzato livello di Ca?* & la
traslocazione di una delle isoforme di PKC a livello del foglietto interno di membrana, laddove
Vi € un contestuale accumulo di DAG prodotto da PLCol. DAG agisce da attivatore di PKC, la
guale partecipa alla generazione dei fattori di trascrizione (1).

Fattori di trascrizione coinvolti nell'attivazione dei linfociti T

Queste quattro distinte vie di segnalazione che partono dal legame dell'antigene al TCR
attivano fattori di trascrizione (1). Questi agiscono legandosi ai promotori dei geni, a sequenze
enhancer, 0 a sequenze a monte dei geni. Ognuna di queste vie di trasduzione da luogo a
diversi fattori di trascrizione, e la necessita di piu fattori per mediare I'attivazione del linfocita



55

spiega l'esistenza di ben quattro vie. | principali fattori di trascrizione che operano l'attivazione
dei linfociti T sono AP-1, NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells), NF-aB (Nuclear Factor o-
light-chain-enhancer of activated B cells). NFAT & necessario per I'espressione di citochine tra
cui IL-2, IL-4 e TNF. Esistono quattro tipi di NFAT, codificati da quattro diversi geni. | piu
rilevanti nei linfociti T sono NFATp e NFATc. NFAT esiste nel citosol in forma inattiva,
fosforilata, in assenza di stimolazione antigenica. Solo dopo il riconoscimento, la calcineurina
defosforila NFAT, attivandolo. Avvenuta la traslocazione nel nucleo, NFAT si lega a sequenze
consenso della regione regolatrice dei geni delle citochine, spesso in associazione ad altri
fattori, tra cui AP-1. L'acronimo AP-1 é riferito a una famiglia di fattori di trascrizione
eterodimerici, i cui monomeri sono tra loro uniti da particolari domini a cerniera di leucina. Il
fattore AP-1 maggiormente caratterizzato € costituito dalle proteine Fos e Jun. |l
riconoscimento dell'antigene porta alla comparsa di molecole di AP-1 nel nucleo, segnando
una convergenza di due distinte vie di segnalazione. Infatti, la trascrizione del gene Fos e
promossa dalla via a cui fa capo Ras-GTP e da PKC, mentre la fosforilazione di Jun é attuata
da JNK. AP-1 mostra una potente attivita di promozione della trascrizione, e si associa
frequentemente ad altri fattori di trascrizione, tra cui NFAT. NF-oB € un fattore di trascrizione
importante per la sintesi di citochine. Esso si presenta in forma omodimerica o eterodimerica,
ed é coinvolto nella trascrizione di molti geni in diversi tipi di cellule. Nel linfocita T non
stimolato dall'antigene, NF-aB si trova complessato con proteine inibitorie, chiamate IKB.
Dopo il contatto del TCR con l'antigene, IeB sono fosforilati in serina da specifiche chinasi, in
un processo in parte dipendente da PKC. Gli IKB fosforilati subiscono legame con ubiquitina e
sono degradati dal proteasoma. Svincolato dagli 1eB, NF-aB si trasferisce nel nucleo, ove
favorisce la trascrizione di geni di citochine e dei loro recettori (1).

Secondo segnale per [l'attivazione dei linfociti T: le molecole
costimolatorie

| costimolatori potenziano la generazione dei fattori di trascrizione in sinergia con i segnali
trasmessi dal TCR (1). Nello specifico, le molecole costimolatorie possono influenzare le
stesse vie innescate dal TCR, agire su vie di segnalazione che convergono in quelle del TCR,
attivare vie totalmente indipendenti da quelle del TCR, o inibire lo spegnimento di talune
cascate di trasduzione. CD28, a seguito del legame con molecole B7, puo attivare la chinasi
P1-3, facilitando lo scambio di GDP con GTP a livello di Ras, e promuove anche vie alternative
per l'attivazione di Vav, intervendendo dunque sulla via di Rac. CD28 attiva inoltre una forma
di NF-aB in grado di legarsi ad una regione del promotore dell'L-2, nota come elemento
responsivo a CD28 (CD28RE). CTLA-4, che lega le molecole B7 ma ha effetti opposti a
CD28, sopprime l'attivazione della cellula T (1).

Ligandi peptidici alterati (APL)

Modificazioni dei residui del peptide antigenico riconosciuti dal TCR possono condurre ad
un‘alterazione della risposta dei linfociti T (1). Tali peptidi modificati prendono il nome di
ligandi peptidici alterati (APL). Taluni cambiamenti della sequenza amminoacidica a cui si lega
il TCR possono portare alla produzione di solo una parte delle citochine elicitate dal peptide
nativo, 0 comunque a una risposta quantitativamente inferiore. Tali peptidi prendono il nome
di peptidi agonisti parziali. Altri peptidi determinano invece un segnale negativo, che spegne la
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risposta al peptide originario. Si parla in questo caso di peptidi antagonisti. La modificazione
degli antigeni € una risorsa talvolta sfruttata dai microrganismi per trarre un vantaggio
sull'ospite ed evadere le difese immunitarie (1). Tale meccanismo €& stato riportato nel caso
delllHBV: il virus e in grado di generare APL antagonisti che smorzano l'attivita di linfociti T

citotossici specifici per il virus (123).

Aspetti biochimici e istologici dell'attivazione dei linfociti T:
proliferazione, differenziazione e declino

Dopo il riconoscimento dell'antigene, una delle prime risposte che si osservano nei linfociti T &
la secrezione di citochine e l'aumento dell'espressione di recettori per le citochine (1). Tali
cambiamenti sono dovuti all'espressione di geni precedentemente silenti. | linfociti T helper
effettori secernono molte citochine, le quali mediano le risposte effettrici dell'immunita che
queste cellule coordinano. Una citochina con un ruolo importante nell'attivazione delle cellule
T e I'lL-2. Essa é il principale fattore di crescita delle cellule T. Tali cellule, una volta
riconosciuto l'antigene, iniziano a secernere IL-2 e ad esprimere i relativi recettori di
membrana, al punto che la catena U del recettore dell'lL-2, nota come CD25, rappresenta un
marcatore specifico per l'identificazione dei linfociti T attivati. Il legame di tale citochina al suo
recettore stimola la proliferazione della cellula: si tratta sostanzialmente di una via di
segnalazione autocrina. La proliferazione di un linfocita T si concretizza nella sua espansione
clonale, ossia la produzione di un elevato numero di cellule T specifiche per l'antigene
riconosciuto. | linfociti T attivati vanno incontro anche ad una differenziazione: si evolvono in
cellule effettrici dotate di funzioni diverse. La differenziazione dei linfociti T CD4* da luogo a
diverse sottopopolazioni, ciascuna secernente un distinto spettro di citochine, quindi in grado
di espletare funzioni differenti. | linfociti T CD8* si differenziano in linfociti T citotossici effettori,
idonei a uccidere cellule che presentino il complesso MHC |-peptide da essi riconosciuto. La
differenziazione implica l'attivazione della trascrizione di geni codificanti molecole relative a
funzioni effettrici. Queste includono citochine, proteine di membrana e, nel caso delle cellule T
citotossiche, proteine citotossiche. Le funzioni effettrici hanno inizio quando linfociti T effettori
riconoscono l'antigene specifico. | linfociti T helper rispondono secernendo citochine che
agiscono sulle stesse cellule T, sui linfociti B, sui macrofagi, sui granulociti, sulle cellule
endoteliali. Questo complesso di molecole promuove e regola le risposte immunitarie e
inflammatorie. | linfociti T helper attivati esprimono CD40L, che lega la molecola CD40
espressa su macrofagi e linfociti B, attivando queste ultime cellule. A tal proposito, appare
singolare la relazione che collega i linfociti T helper con i macrofagi e le cellule B. Da un lato,
macrofagi e linfociti B presentano l'antigene ai T hepler, attivandoli. Dall'altro le cellule T
helper stimolano l'attivita fagocitica dei macrofagi e la risposta anticorpale dei linfociti B
mediante segnali umorali e di membrana. La funzione effettrice dei linfociti T citotossici
comprende, oltre all'uccisione di cellule tumorali o infettate da parassiti intracellulari, la
produzione di citochine. La risposta delle cellule T, una volta instauratasi, &€ soggetta ad un
lento declino, caratterizzato dalla morte per apoptosi della maggior parte delle cellule T
attivate. Tale progressiva deplezione si deve alla decrescente stimolazione da parte
dell'antigene, essendo questo gradualmente eliminato. Assieme all'antigene, vengono a
mancare anche quei segnali di sopravvivenza dati dalle citochine e dalle molecole
costimolatorie. Il declino delle risposte T & funzionale al ripristino dell'omeostasi del sistema
immunitario (1).
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Linfociti T della memoria

Una parte della progenie dei linfociti T attivati si differenzia in cellule T della memoria (1).
Queste sono responsabili della risposta immunitaria secondaria, ossia la reazione rapida,
potenziata e specifica che si verifica alla nuova esposizione allo stesso antigene. Nonostante
la gran parte dei linfociti T effettori scompaia al piu entro alcune settimane, le cellule T della
memoria sono in grado di sopravvivere per lungo tempo dopo linizio della risposta
immunitaria, anche in assenza di stimolazione antigenica. | linfociti T della memoria si
accumulano nel corso della vita, rispecchiando la storia naturale di incontri con gli antigeni. Le
cellule T della memoria esprimono, al pari dei linfociti T effettori, grandi quantita di integrine e
CD44, che permettono la migrazione e la permanenza nei focolai inflammatori. Al contempo,
non esprimono perd marcatori di attivazione, quali CD25, e cio riflette lo stato di quiescenza
funzionale di tali cellule. Le loro funzioni effettrici si esplicano soltanto alla riesposizione
all'antigene (1).

Sottopopolazioni di linfociti T

A seconda della tipologia di antigeni da cui vengono stimolati, i linfociti T helper CD4* si
possono differenziare in numerose sottopopolazioni che si distinguono tra loro sulla base della
gamma di citochine che secernono e quindi, delle funzioni effettrici che esplicano (1). Tra le
sottopopolazioni oggi maggiormente caratterizzate figurano i linfociti Thl e i linfociti Th2. Le
cellule Thl si identificano per la produzione di IFN-2, mentre le cellule Th2 sono note per
secernere IL-4 e IL-5. Le sottopopolazioni Thl e Th2 si riscontrano molto spesso nel corso dei
fenomeni inflammatori cronici, ove il bilancio di queste due sottopopolazioni & fondamentale
per determinarne la risoluzione o un'evoluzione patologica. Le cellule Thl e Th2 non
esibiscono tra di loro differenze fenotipiche di rilievo, fatto salvo per una diversa espressione
di recettori per le citochine. Questi parametri sono comunque instabili e correlati allo stato di
attivazione del linfocita, pertanto non sono validi come marcatori fenotipici. Le citochine
rilasciate dalle cellule Thl e Th2 non mediano soltanto le loro funzioni effettrici, ma
promuovono l'espansione della relativa sottopopolazione. Invero, ['IFN-0 induce la
differenziazione di ulteriori linfociti T helper in cellule Thl e I'lL-4 ne promuove invece la
trasformazione in senso Th2. Contestualmente, I'lL-10 secreta dalle cellule Th2 inibisce
I'attivazione dei linfociti Thl. In sostanza, dunque, ciascuna di queste due sottopopolazioni,
per mezzo delle citochine prodotte, alimenta circuiti di auto-amplificazione e contrasta
I'espansione dell'altra. Di conseguenza, nel corso delle reazioni infiammatorie, quando una
delle due sottopopolazioni diviene prevalente, la risposta si orienta sempre maggiormente
verso di essa. Tale polarizzazione risulta particolarmente evidente nelle infezioni croniche e
nelle patologie caratterizzate da una prolungata esposizione ad antigeni ambientali. Le cellule
Thl1 e Th2 esibiscono diversi regimi di migrazione nei focolai infiammatori. Cio & dovuto ai loro
differenti profili di legame alle selectine dell'endotelio e alle divergenti sensibilita alle
chemochine. I linfociti Thl e Th2 originano entrambi da linfociti T CD4" vergini. A propellere la
differenziazione verso l'una o l'altra sottopopolazione € I'entita degli stimoli, principalmente
rappresentati dalle citochine, che agiscono sulle cellule T helper vergini. Mentre ['lL-12
costituisce il piu importante induttore della differenziazione in cellule Thl, I'lL-4 ¢ il principale
promotore della diversificazione Th2. La differenziazione in cellule Thl si verifica sovente a
causa di infezioni da microrganismi che attivano o invadono i macrofagi oppure che attivano le
cellule NK. Tipici esempi di questi sono i virus, i micobatteri e taluni protozoi. La chiave di
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guesto meccanismo e la secrezione di IL-12 nel corso della risposta innata. Alcuni agenti
patogeni inducono direttamente la produzione di IL-12 da parte dei macrofagi, mentre altri, tra
Ccui i virus, stimolano le cellule NK a secernere IFN-9, il quale attiva a sua volta i macrofagi,
scatenando in tal modo la sintesi dell'lL-12. Questa citochina si lega al suo specifico recettore
presente sui linfociti T CD4", la cui espressione é indotta dalla stimolazione antigenica, con la
conseguente attivazione di STAT4 (1). Questo fattore di trascrizione ha dimostrato un ruolo
essenziale nella differenziazione dei linfociti T CD4" in senso Thl (124). La differenziazione in
cellule Th2 e invece un tratto distintivo delle risposte alle infezioni da elminti e delle reazioni
allergiche (1). Queste patologie sono caratterizzate da una stimolazione cronica dei linfociti T
e da un marginale coinvolgimento dei macrofagi. L'IL-4, legandosi al proprio recettore sui
linfociti T CD4*, attiva STATS, il quale induce la trascrizione dei geni fondamentali per la
trasformazione in Th2 (1). L'IL-4 che induce la differenziazione Th2 pu0 essere rilasciata dai
mastociti (1), dai basofili (125), dalle cellule T NK (126), e dagli stessi linfociti T CD4* vergini
(127). L'IL-4 secreta da quest'ultimi agisce come mediatore autocrino (127). Il profilo di
citochine non rappresenta tuttavia I'unico fattore che manovra la differenziazione dei linfociti T
helper. Un altro importante elemento é l'intensita della stimolazione antigenica (1). Nel 1995,
uno studio in vitro ha dimostrato che linfociti T CD4* vergini murini stimolati con alte dosi di un
antigene opportunamente presentato da APC si differenziano in cellule Thl, mentre in
presenza di dosi inferiori dello stesso antigene essi si evolvono in linfociti Th2 (128). Un lavoro
del 2014 sulla stessa materia ha confermato i risultati del precedente, evidenziando inoltre
come l'intensita della stimolazione antigenica da parte delle cellule dendritiche, che deriva in
ultima analisi dal dosaggio di antigene, sia ancor piu importante dell'effetto degli adiuvanti nel
condizionare la polarizzazione Thl o Th2 (129). Infatti, quando le cellule dendritiche
trasmettono un segnale antigenico di elevata intensita ai linfociti T CD4*, la tendenza di
quest'ultimi e di differenziarsi in cellule Thl, indipendentemente dalla presenza di papaina,
adiuvante che promuove la differenziazione Th2. Qualora invece il segnale delle cellule
dendritiche avesse piu bassa intensitd, i linfociti T andrebbero piu favorevolmente incontro alla
trasformazione in Th2, a prescindere dal tipo di adiuvante aggiunto (129). Altri fattori che
influenzano la differenziazione Thl o Th2 sono le molecole costimolatorie e la costituzione
genetica del soggetto (1). Simili fenomeni di differenziazione in sottopopolazioni caratterizzate
da una diversa produzione di citochine si riscontrano anche nei linfociti T CD8" (130).

ATTIVAZIONE DEI LINFOCITI B E RISPOSTE
ANTICORPALI

Gli antigeni contro i quali i linfociti B possono scatenare una risposta anticorpale si
suddividono in antigeni timo-dipendenti e timo-indipendenti (1). Gli antigeni timo-dipendenti
sono quelli di natura proteica, e affinché ad essi si sviluppi una risposta anticorpale &
indispensabile la cooperazione dei linfociti T helper. Gli antigeni timo-indipendenti
comprendono polisaccaridi, lipidi e acidi nucleici, e la risposta umorale a questi avviene
indipendentemente dalle cellule T. Le risposte anticorpali si originano negli organi linfoidi
secondari, e piu precisamente nella milza per gli antigeni circolanti nel sangue, e nei linfonodi
e nei tessuti linfoidi associati alle mucose per gli antigeni penetrati attraverso gli epiteli. Gli
anticorpi secreti accedono al lume degli organi mucosi ed entrano nel circolo sistemico,
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distribuendosi ampiamente nei fluidi biologici, mentre le cellule che li producono permangono
negli organi linfoidi secondari e nel midollo osseo (1).

Primo segnale di attivazione dei linfociti B: il riconoscimento
dell'antigene da parte dei linfociti B

Il riconoscimento dell'antigene da parte dei linfociti B € attuato mediante il legame
dell'antigene al recettore delle cellule B (BCR). Il BCR trasduce a livello intracellulare la
cascata di segnali che portano all'attivazione del linfocita, ed opera altresi l'internalizzazione in
endosomi dell'antigene complessato al recettore. Qualora si trattasse di un antigene proteico,
guesto verrebbe processato e presentato ai linfociti T (1).

Vie di trasduzione del segnale del BCR

Affinché avvenga la trasmissione di un segnale di attivazione, € necessario che due o pil
molecole di BCR si aggreghino grazie al legame ad un antigene multivalente (1). La
trasduzione & svolta da due proteine transmembrana, chiamate IgU e Igb, tra loro legate
covalentemente da un ponte disolfuro e associate non covalent e ment e al BCR.
hanno un ruolo importante anche nell'espressione delle Ig a livello di membrana, e i loro
domini intracellulari sono dotati di regioni ITAM, essenziali per la trasduzione. Durante
l'aggregazione recettoriale, numerosi motivi ITAM vengono a trovarsi tra loro adiacenti,
innescando la cascata di trasduzione. Pochi minuti dopo il riconoscimento, le chinasi Lyn, Fyn
e Blk, associate al complesso BCR, fosforilano i residui di tirosina delle regioni ITAM di IgU e
Igh. A tali residui fosforilati si lega, tramite i propri domini SH2, la tirosin-chinasi Syk. Per
attivarsi, Syk deve essere fosforilata in uno specifico residuo di tirosina. Tale fosforilazione
puod avvenire a opera di Lyn, Fyn o Blk, oppure puo essere Syk ad autofosforilarsi. Syk attiva
una serie di altre proteine. Tra esse rientra l'isoforma ol della fosfolipasi C (PLCol), la quale
scinde il fosfatidil-inositolo (PIP2) di membrana in IP3 e DAG. L'IP3 incrementa la
concentrazione intracellulare di Ca?* mobilizzandone le riserve intracellulari e facendolo
possibilmente accedere anche dall'ambiente extracellulare. Gli elevati livelli intracellulari di
Ca?* inducono la traslocazione di alcune isoforme di PKC alla membrana cellulare, ove
vengono attivate dal DAG e fosforilano residui di serina e treonina di alcune proteine, tra cui
Ras. Cosi attivata, Ras innesca la cascata delle chinasi MAP. Le cascate che insorgono
attivano fattori di trascrizione, tra cui Fos, JunB, NF-aB e Myc, responsabili dell'induzione di
geni codificanti proteine necessarie per l'attivazione delle cellule B. | linfociti B in cui é
avvenuto lo scambio isotipico godono delle stesse vie di trasduzione del segnale presenti nei
linfociti B vergini esprimenti IgM e IgD come recettori, poiché la trasmissione del segnale
dipende esclusivamente da IgUe Igb (1).

Secondo segnale di attivazione dei linfociti B: il recettore del
complemento CR2

L'attivazione dei linfociti B richiede un secondo segnale, che pud essere conferito da proteine
del sistema del complemento. Il recettore CR2 (Complement Receptor-2), espresso sui
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linfociti B, lega C3b, un prodotto proteolitico del complemento (1). C3b lega direttamente
l'antigene oppure lega complessi antigene-anticorpo, e si associa al CR2. In tal modo, C3b
svolge un duplice ruolo a livello dei linfociti B. Da un lato, fornisce il segnale attraverso CR2,
dall'altro, portando I'antigene in prossimita delle Ig di membrana, permette a queste di legare
l'antigene. CR2 e presente sui linfociti B maturi in un complesso con le proteine di membrana
CD19 e CD81, chiamato TAPA-1 o complesso co-recettoriale dei linfociti B. Al legame di CR2
a C3Db, la porzione intracitosolica di CD19 viene rapidamente fosforilata dalle chinasi associate
al BCR, con conseguente potenziamento delle vie di trasduzione del segnale promosse del
BCR (1).

Aspetti anatomici e istologici dell'attivazione dei linfociti B

Le vie di segnalazione avviate a seguito dell'aggregazione delle Ig di membrana scatenano
una serie di eventi cellulari importanti per la proliferazione e la differenziazione del linfocita B
(2). La cellula entra in fase G1 del ciclo cellulare e incrementa il suo volume, il suo contenuto
citoplasmatico di mRNA e di organelli di cui i ribosomi. Nell'ambito del ruolo dei linfociti B
come APC professionali, si ha I'aumento dell'espressione di molecole MHC di classe Il, e di
molecole costimolatorie, di cui prima CD86, poi CD80. Aumenta anche l'espressione di
recettori per citochine prodotte da linfociti T, quali IL-2 e IL-4. Si attivano inoltre geni anti-
apoptotici i cui prodotti prolungano la sopravvivenza cellulare. Molti antigeni timo-indipendenti
sono multivalenti. Tipici esempi sono i polisaccaridi e i glicolipidi, che riportano molteplici copie
dello stesso epitopo nella loro struttura e sono pertanto in grado di produrre una massiva
aggregazione del BCR, innescando la risposta delle cellule B senza necessita di stimolazione
da parte dei linfociti T, che peraltro riconoscono solo antigeni proteici. Conversamente, gli
antigeni timo-dipendenti contengono spesso solo una copia dello stesso epitopo, € non
producono autonomamente aggregazione di Ig di membrana; un'interazione efficace con |l
BCR potrebbe tuttavia instaurarsi qualora tali antigeni formassero complessi con anticorpi
secreti o proteine complementari. In ogni caso, agli antigeni proteici rispondono sempre le
cellule T helper, che supportano la proliferazione e la differenziazione dei linfociti B mediante
la secrezione di citochine. Per tali ragioni, nel caso di antigeni timo-dipendenti, I'attivazione dei
linfociti B non richiede necessariamente una trasduzione del segnale di BCR: é di fatto
sufficiente che l'antigene venga internalizzato, processato, e presentato ai linfociti T helper,
con un'attivazione delle cellule B che avviene in conseguenza della loro attivita di APC
professionali. La risposta anticorpale agli antigeni proteici presuppone il riconoscimento
dell'antigene da parte dei linfociti T helper, la presentazione dell'antigene alle cellule T helper
effettrici da parte delle cellule B, l'attivazione dei linfociti T con espressione di molecole
costimolatorie e secrezione di citochine, e la conseguente attivazione delle cellule B, le quali
vanno incontro ad espansione clonale, scambio isotipico, maturazione dell'affinita, e
differenziazione in linfociti B della memoria. Il processo di iniziazione della risposta anticorpale
agli antigeni proteici riconosce una certa segregazione anatomica delle sue varie fasi
all'interno degli organi linfoidi secondari. | linfociti T CD4" vergini riconoscono l'antigene a
livello delle aree T 1-2 giorni dopo il suo ingresso, mediante presentazione da parte di cellule
dendritiche e macrofagi. | linfociti B effettuano il riconoscimento a livello dei follicoli, e migrano
verso aree T. Le cellule B e T che hanno incontrato lo stesso antigene si incontrano nella
zona di confine tra le due aree. | linfociti T helper attivati secernono citochine ed esprimono
molecole importanti per la proliferazione e la differenziazione dei linfociti B (1).
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Ruolo dei linfociti B come APC professionali

| linfociti B legano l'antigene peptidico grazie al BCR, lo internalizzano in vescicole
endosomiali, lo processano e ne presentano i frammenti peptidici attraverso molecole MHC di
classe Il (1). In un complesso aptene-carrier, la porzione riconosciuta dall'anticorpo di
membrana del linfocita T e I'aptene, mentre i linfociti T riconoscono epitopi del carrier tramite i
peptidi presentati dalle cellule B, che internalizzano il complesso aptene-carrier. Un fenomeno
analogo si manifesta con gli antigeni proteici: le Ig di membrana legano un determinante della
proteina, mentre i linfociti T specifici per lo stesso antigene ne riconoscono altri. Al
riconoscimento dell'antigene da parte dei linfociti B consegue un aumento dell'espressione di
molecole costimolatorie, tra cui CD86 e CD80, che avviene contestualmente alla
processazione dell'antigene. In risposta alla costimolazione di tali molecole, i linfociti T helper
attivati dall'antigene, una volta legati i complessi MHC Il espressi sulle cellule B, esprimono
sulla propria superficie CD40L. Quest'ultimo lega CD40, molecola presente costitutivamente
sui linfociti B. In questo modo, unita di CD40 oligomerizzano, reclutando a livello della
porzione intracellulare di CD40 proteine TRAF (TNF Receptor-Associated Factors). Tali
proteine avviano una cascata di segnalazione che culmina nell'attivazione di diversi fattori di
trascrizione, tra cui NF-aB e AP-1. Uno degli effetti della via CD40-CD40L é I'ulteriore
aumento dell'espressione di molecole B7. Un'espressione considerevole di B7 sui linfociti B e
I'espressione di CD40L sui linfociti T si verificano solo in caso di stimolazione da parte
dell'antigene nei confronti di questi due tipi cellulari. Cio garantisce che le interazioni fra
linfociti B e T coinvolgano solo cellule specificamente sollecitate (1).

Ruolo delle citochine nella risposta dei linfociti B

Le citochine secrete dai linfociti T helper attivati, agendo sinergisticamente con la via di CD40,
favoriscono la proliferazione e la differenziazione dei linfociti B (1). Esse condizionano anche
la risposta anticorpale: lo spettro di citochine influenza profondamente lo scambio isotipico
verso le varie classi anticorpali. In tal senso, le citochine svolgono ruoli diversi tra loro, anche
se gli effetti di molte citochine possono parzialmente sovrapporsi. Pud sussistere sinergismo o
antagonismo fra citochine. Il riconoscimento antigenico da parte dei linfociti B induce
I'espressione dei recettori delle citochine. | linfociti B che interagiscono con le cellule T helper
sono quelli fisicamente esposti alle concentrazioni di citochine piu elevate. Anche un linfocita
B non specifico che si trovasse casualmente nelle adiacenze del linfocita T helper secernente
non si troverebbe investito da cosi alti livelli citochinici. Tra le citochine, I'lL-2, I'lL-4 e ['IL-5,
prodotte da linfociti T helper, agiscono sinergicamente come fattori di crescita per le cellule B,
L'IL-6, secreta da molte cellule tra cui macrofagi e linfociti T, stimola la proliferazione di linfociti
B gia differenziati e secernenti anticorpi (1).

Cellule secernenti anticorpi

Avvenuta la proliferazione dei linfociti B che hanno riconosciuto I'antigene, una parte di essi si
differenzia in cellule secernenti anticorpi (1). Tale differenziazione richiede una modificazione
dell'espressione delle Ig dalla forma di membrana a quella secreta. Il dominio transmembrana
e la porzione intracellulare di un anticorpo di membrana sono codificati da due distinti esoni
nel gene della catena pesante. In un linfocita B secernente anticorpi si verifica uno splicing
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alternativo del'mRNA primario tale da escludere tali esoni nel trascritto maturo. Tale splicing
alternativo e indotto dal riconoscimento dell'antigene e dal traffico di segnali dipendenti dai
linfociti T helper. In assenza del dominio transmembrana e della porzione intracellulare,
l'anticorpo non possiede i caratteri biochimici per potersi ancorare alla membrana, ed é
dunque destinato ad essere secreto. Tutte le catene pesanti possono essere sintetizzate sia
nella forma di membrana che in quella secreta, con l'eccezione della catena U, prodotta
raramente in forma secreta. Ne consegue per le IgD un ruolo quasi esclusivo di anticorpi di
membrana. Con il procedere della differenziazione, le quantita di mRNA codificante la forma
secreta divengono sempre piu elevate. La produzione anticorpale & regolata dagli stessi
segnali che regolano la proliferazione delle cellule B, ossia CD40 e le citochine. Questi
segnali attivano fattori che aumentano il tasso di trascrizione dei geni delle Ig. Molte citochine,
tra cui I'lL-2, I'lL-4 e I'lL-6 aumentano la sintesi e la secrezione di anticorpi in cellule B attivate.
Le citochine dirottano inoltre il macchinario di splicing verso la formazione del trascritto per la
sintesi di Ig secretorie. Negli organi linfoidi, le cellule secernenti anticorpi si collocano in sedi
extrafollicolari, come nella zona midollare dei linfonodi e nella polpa rossa della milza. Tali
cellule migrano anche nel midollo osseo, in una tal misura che dopo 2-3 settimane dall'inizio
della risposta immunitaria il midollo osseo é la sorgente principale di anticorpi specifici. Molte
cellule B secernenti anticorpi vanno incontro a differenziazione in plasmacellule, caratterizzate
dalla massiccia produzione anticorpale. Le cellule producenti anticorpi sono tuttavia stanziali;
sono gli anticorpi che esse rilasciano che, diffondendosi nel plasma e nei fluidi interstiziali,
possono legarsi all'antigene e innescare le funzioni effettrici della risposta umorale (1).

Scambio isotipico

I linfociti B maturi esprimono in superficie sia IgM che IgD (131). In queste cellule, il segmento
VDJ riarrangiato & trascritto assieme ai due locus Cy ad esso contigui, ossia Ce e CU. Lo
splicing alternativo del trascritto genera due distinti mRNA maturi, ossia VDJ-CU e VDJ-Ce,
nella stessa cellula. Questi vengono entrambi tradotti, spiegando la coesistenza dei due isotipi
(131). In risposta al legame di CD40 al suo ligando e alle citochine, una parte delle cellule B
proliferate in seguito ad attivazione, esprimenti inizialmente IgM e IgD, va incontro ad uno
scambio dell'isotipo della catena pesante, iniziando a produrre un'altra classe di anticorpi (1).
Lo scambio isotipico avviene a livello dei follicoli degli organi linfoidi quali la milza e i linfonodi,
contemporaneamente alla differenziazione delle cellule B. | segnali trasmessi da CD40 hanno
un ruolo vincolante nel determinare lo scambio isotipico; in assenza di essi, si potrebbero
avere solo IgM come anticorpi secreti. Il profilo citochinico & responsabile dell'orientamento
delle cellule B verso le varie classi anticorpali. Invero, ogni citochina dirige lo scambio verso
un certo isotipo, ma non verso altri. Tale fenomeno ha importanti implicazioni fisiopatologiche,
poiché diversi agenti infettivi inducono la proliferazione di differenti sottopopolazioni di linfociti
T helper, che a loro volta producono una distinta gamma di citochine. Lo scambio isotipico &
quindi legato all'agente patogeno, e dalla classe anticorpale che viene prodotta scaturiscono
funzioni effettrici volte all'eliminazione del microrganismo. Ad esempio, I'lL-4 promuove lo
scambio verso le IgE, anticorpi con una funzione centrale nella risposta a infestazioni
parassitarie che si legano a recettori di superficie di eosinofili e macrofagi. Dal punto di vista
genetico, lo scambio isotipico € attuato mediante un processo di ricombinazione genica (1).
Esso implica che il segmento VDJ venga collegato ad un gene Cy situato piu a valle rispetto a
guello con cui era inizialmente combinato, con l'escissione del tratto di DNA interposto
(1,131). Tale ricombinazione richiede la partecipazione delle regioni di scambio (S), situate in
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posizione 5' rispetto ad ogni locus Cu, ad eccezione di Cu. Tali regioni si estendono per 1-10
kilobasi, e contengono alcune sequenze ripetute altamente conservate. L'enzima AID,
specifico dei linfociti B, catalizza la conversione della citosina a uracile a livello di un singolo
filamento della regione Se. Tale mutazione é riconosciuta come danno al DNA, e innesca la
via BER (Base Excision Repair) o la via MMR (MisMatch Repair). Nei linfociti B attivati, la
riparazione delle unita di uracile porta dapprima a rotture di un singolo filamento, poi a rotture
del doppio filamento. | segnali derivanti da CD40 e dalle citochine inducono inizialmente una
trascrizione di tipo germinativo a partire dalla regione di scambio di un determinato locus Ch.
Tale trascrizione potenzia I'accessibilitd a quel gene dell'enzima AID, il quale catalizza anche
a livello di tale locus un danno al DNA della regione S che degenera fino alla rottura del
doppio filamento a livello della regione S di tale locus Cu. A tal punto, essendovi ben due
rotture del doppio filamento, il moncone di DNA a monte della regione Se viene saldato a
guello a valle della regione S del locus Cx soggetto a trascrizione, con l'esclusione della
porzione compresa tra la regione Se e quella relativa all'altro gene C. Tale processo avviene
nelllambito di una giunzione terminale non omologa classica (c-NHEJ), che in molti mammiferi
€ catalizzata dalle proteine Ku 70, Ku80, XRCC4 e DNA ligasi IV. Il segmento VDJ viene
guindi ricombinato con il gene Cy trascrizionalmente attivo (1,131).

Risposta del centro germinativo

Poco tempo dopo l'inizio della risposta delle cellule B, che avviene al confine tra i follicoli e le
aree T all'interno degli organi linfoidi, alcuni linfociti B attivati si approfondano nel follicolo (1).
In tale sede, la loro intensa proliferazione origina un centro germinativo, ossia una formazione
centrale che appare pit chiara della porzione follicolare circostante all'esame istologico. |
linfociti B attivamente proliferanti del centro germinativo, chiamati centroblasti, hanno un
tempo di raddoppiamento di 6-12 ore. Nel centro germinativo si trovano anche linfociti B di piu
piccole dimensioni, i centrociti, cellule non proliferanti derivate dai centroblasti e destinate ai
processi di differenziazione. Ogni centro germinativo € composto da uno o da pochi cloni
linfocitari B. L'impalcatura strutturale e funzionale del follicolo & costituita dalle cellule follicolari
dendritiche. Queste esprimono recettori per il complemento (CR1, CR2 e CR3), recettori Fc
per la porzione cristallizzabile degli anticorpi, e CD40, coinvolti nella stimolazione delle cellule
B del centro germinativo. Al contrario delle cellule dendritiche, le cellule follicolari dendritiche
non derivano dal midollo osseo, né esprimono molecole MHC di classe Il (1). Le cellule
follicolari dendritiche derivano da precursori mesenchimali, stromali e localmente residenti
(232). 1 loro lunghi prolungamenti citoplasmatici si arrangiano in un reticolo che sostiene le
cellule linfoidi del follicolo (1). Le cellule B attivamente proliferanti si concentrano in una zona
basale dall'aspetto piu scuro all'analisi istologica, in cui le cellule follicolari dendritiche sono
scarsamente rappresentate. | centrociti migrano in una zona basale adiacente ricca di cellule
follicolari dendritiche, che si presenta piu chiara nei preparati istologici. La formazione di centri
germinativi dipende strettamente dall'attivita delle cellule T helper e dall'interazione tra questi
e i linfociti B, in particolare attraverso la via CD40-CD40L. Un centro germinativo puo
generarsi solo nel caso di una risposta delle cellule B ad antigeni timo-dipendenti (1).
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Figura 18. Centro germina tivo (133). Preparato istologico di milza umana in cui si rilevano un follicolo, la zona
marginale interna e quella esterna. Il follicolo presenta un prominente centro germinativo, a | teo del quale si
distinguono vagamente un 6 ar ea pi % c hi ar a ll eentra gefménativoréaa sya ivolta racchiuso aella
zona mantellare del follicolo, piu intensamente colorata rispetto al centro germinativo. Gli spazi contrassegnati con
FA corrispondono al lume delle arteriole follicolari, viste in sezione trasversale.

Maturazione dell'affinita e ipermutazione somatica

La maturazione dell'affinita & l'aumento dell'affinita per l'antigene degli anticorpi prodotti
durante la risposta umorale ad un antigene timo-dipendente (1). Essa € la conseguenza di
mutazioni somatiche a livello dei geni delle Ig, cui segue la selezione e la sopravvivenza dei
linfociti B secernenti gli anticorpi a maggiore affinita. Le cellule B proliferanti nei centri
germinativi presentano un elevato tasso di mutazioni a carico dei geni delle catene pesanti e
leggere degli anticorpi, che ammonta a una mutazione su 1000 paia di basi del gene V ad
ogni divisione cellulare. Essendo tale tasso ben piu alto di quello degli altri geni dei
mammiferi, a questo fenomeno € valso il nome di ipermutazione somatica (1). L'enzima AID
ha un ruolo fondamentale nell'ipermutazione somatica, introducendo mutazioni puntiformi per
conversione della citosina in uracile a livello di IgV (131). Per la maturazione dell'affinita sono
necessari il contributo dei linfociti T helper e l'interazione CD40-CD40L (1). La piena casualita
delle mutazioni a carico delle cellule B del centro germinativo permette di originare sia
mutazioni che incrementano l'affinitd dell'anticorpo, sia altre con un effetto deleterio di
riduzione dell'affinita. La selezione dei centrociti con I'affinita piu elevata € operata dalle cellule



