Patologia 03/12/07
Continuiamo l’argomento della scorsa lezione.

Abbiamo visto che una co-infezione del m.t. e del HIV è doppiamente pericolosa in quanto le due malattie sembrano collaborare per propagarsi all’interno delll’organismo.

Abbiamo visto l’altra volta in che modo il virus dell’HIV è favorito dalla presenza del batterio, vediamo ora in maniera più dettagliata come il batterio è favorito dalla presenza del virus.

La presenza del virus favorisce l’eliminazione delle popolazioni clonali di cellule CD-4 antigene specifiche per il mycobacterium. Il che vuol dire che vengono a mancare popolazioni di Ly Th1 antigene specifiche per il mycobacterium, ovvero quelle cellule che sono in grado, mediante l’invio di alcuni stimoli, di aumentare la capacità microbicida del batterio e quindi di contrastare l’infezione. In questo modo quindi il virus si replica nei macrofagi e nei Ly richiamati nella zona di infezione, il mycobacterium invece può cominciare a replicare senza problemi e causare tutte quelle problematiche che derivano da una sua infezione (tubercolosi miliare, meningite da tubercolosi ecc.)

Quasi per assurdo i pazienti affetti da co-infezione saranno meno infettivi, per la tubercolosi, per gli altri, pur presentando un quadro clinico sicuramente più grave. Questo è dovuto al fatto che di solito pur essendoci una quantità enorme di m.t., questo preferenzialmente lederà il tessuto endoteliale e comincerà a diffondere nell’organismo attraverso la circolazione sanguigna. Per essere infettivo per gli altri invece avevamo visto che devono essere lesi i tessuti alveolari e il batterio deve poter essere espulso all’esterno tramite la respirazione.
Come abbiamo visto quindi una co-infezione porta i macrofagi dell’organismo a confrontarsi con un numero elevatissimo di microrganismi; questo fatto è da tenere assolutamente in considerazione quando si cerca di studiare un infezione in vitro, per questo vanno ricostruite al meglio le condizioni ambientali.

La risposta di un macrofago contro molti m.t. è infatti diversa da quella di un macrofago contro pochi m.t., più in generale si può dire che la carica infettiva determina il tipo di risposta che verrà scelta dal macrofago.

Tramite studi si è visto che i macrofagi alveolari in soggetti affetti da co-infezione HIV + m.t., sono in proporzione più in apoptosi. Quindi si è pensato subito che la risposta è preferenzialmente di tipo apoptotico piuttosto che infiammatorio, in quanto le due cose sono state sempre viste come alternative non coniugabili.

[CITOFLUORIMETRO:
Per proseguire con la nostra spiegazione sulle metodologie molecolari di co-infezione dobbiamo parlare di uno strumento molo potente per l’analisi delle stesse: il Citofluorimetro.

Questo è una macchina attraverso cui si fa passare una miscela di cellule marcate da determinati anticorpi i quali possiedono un fluoroforo. Nella macchina è presente un rilevatore che tramite l’emissione di un raggio laser e l’analisi della frequenza riemessa dal fluoroforo riesce a fornire dati qualitativi e quantitativi sulla presenza/assenza di un determinato fattore che si stava ricercando.

Inoltre la macchina è settabile in maniera che permetta di analizzare più marcatori insieme.

IL risultato di un analisi con citofluorimetro è di solito un grafico su cui sono presenti molti puntini. Le ascisse e le ordinate sono rappresentate da due frequenze relative a due marcatori che si era andati a ricercare durante l’esperimento. Più si sale sulle assi, maggiore è la presenza del marcatore. 
Di solito i grafici ottenuti in questo modo sono divisi in quattro quadranti di dimensioni variabili a seconda dei valori relativi ai marcatori ricercati. Questa operazione semplifica di molto il lo studio del grafico stesso in quanto il quadrante in alto a sinistra rappresenterà le  popolazioni di cellule che hanno solo il marcatore che abbiamo abbinato alle ordinate, mentre quello in basso a destra rappresenta le cellule che hanno solo il marcatore abbinato alle ascisse. Gli altri due quadranti invece indicheranno: quello in basso a sinistra la mancanza di entrambi i marcatori, quello in alto a destra la presenza di tutti e due. 

Le dimensioni dei quadranti sono variabili perché l’espressione di un certo marcatore, per esempio un recettore di membrana che in immunologia sono i siti che bersaglio maggiormente studiati, può non essere mai a livelli alti; al contrario un alto recettore può venire sovra espresso in determinate condizioni. Per questo la dimensione dei quadranti non può essere sempre la stessa. 

La disposizione dei punti segnati dalla macchina sul grafico si solito indica un gradiente di presenza del marcatore all’interno della popolazione, e se l’esperimento viene effettuato in tempi diversi della vita di una cellula esso può cambiare.

Per fare un esempio sull’incredibile utilità di questa tecnica possiamo dire che lo studio del sistema di apoptosi indotta da un alta carica virale di m.t. nei macrofagi alveolari è stata fatta tramite questa macchina, immettendo in una coltura di macrofagi una altissima quantità di m.t. e degli anticorpi (confluorimetro) specifici per l’annexina, la quale si lega alla fosfatidil serina la quale a sua volta è una molecola rilasciata all’esterno durante l’apoptosi.]

Torniamo ora a parlare dello studio sulla co-infezione.

In vitro già dopo un ora i macrofagi esposti ad alte concentrazioni di m.t. entrano in apoptosi. Si è capito quindi che questo processo di morte cellulare programmata doveva avere almeno tre caratteristiche:
1- l’apoptosi in questo caso doveva essere indipendente dalla fagocitosi, quindi mediata da un recettore di membrana.

2- Il recettore di membrana doveva riconoscere un ligando presente sulla parete batterica

3- Illigando (una proteina da 19kDa) reagisce con un recettore di tipo Toll 2

Soprattutto l’ultimo punto ha stupito, in quanto di solito i recettori di tipo Toll, che riconoscono profili conservati nel mondo microbico, attivano prevalentemente una risposta di tipo pro-infiammatorio, sono infatti molto presenti nell’attivazione della risposta innata. Dopo questa scoperta si è però capito che in presenza di un elevata carica microbica questi recettori potevano anche indurre l’apoptosi.

Si è visto però che un apoptosi indotta in questo modo, invia anche segnali di tipo infiammatori, per esempio mediati da TNF-. Questa scoperta ha praticamente posto fine al dogma che diceva che l’apoptosi non genera processi infiammatori. In presenza di alte cariche virali i macrofagi possono andare incontro ad apoptosi e al tempo stesso secernere citochine pro-infiammatorie scatenando quindi una doppia risposta. Questo doppio stimolo viene attivato da una caspasi, la caspasi 1. Le caspasi sono spesso associate all’apoptosi, tuttavia questa in particolare di solito non entra nel processo di morte cellulare programmata, al contrario stimola la produzione di citochine pro-infiammatorie. Si è quindi pensato che non è il semplice contatto tra i recettori Toll e il batterio a mandare la cellula in apoptosi, ma esiste un limite soglia di contatti che la cellula può ricevere con elementi batteri a livello di questi recettori, che se superato attiva i meccanismi di morte cellulare senza però inibire quelli infiammatori.
Purtroppo è proprio questo sistema che viene “sfruttato” dalla co-infezione del m.t. con l’HIV. Infatti il TNF- prodotto dai macrofagi in apoptosi quando entra in contatto in Ly CD-4 infetti da HIV, stimola l’attivazione di NF-kB che come sappiamo, oltre ad attivare la trascrizione di TNF-, permette anche la replicazione del virus e quindi la lisi della cellula linfocitaria.

Inoltre a peggiorare la situazione c’è il fatto che i corpi apoptotici, che non possono venire rimossi in quanto si trovano in una zona di infezione, possono sfaldarsi e rilasciare all’esterno i succhi contenuti al loro interno, causando quindi necrosi nel tessuto.

Con questa panoramica sui meccanismi molecolari della co-infezione possiamo chiudere questa parte e passare alla prossima.

RIGGETTO DEI TRAPIANTI

Questo processo di tipo immunitario è la croce della medicina moderna, che possiede i messi, e la conoscenza necessaria ad effettuare i trapianti, salvo poi avere molti problemi per stabilizzarli all’interno del ricevente. Esistono vari tipi di trapianti possibili:

· Autotrapianto: una parte di tessuto viene presa da una zona di un paziente e spostata in un'altra dello stesso paziente. Molto usata nei grandi ustionati

· Isotrapianto: un tessuto viene trapiantato da un paziente ad un altro geneticamente identico (gemelli monozigoti per esempio).

· Allo trapianto: un tessuto viene trapiantato da un paziente ad un altro della stessa specie ma geneticamente differente.

· Xenotrapianto: un tessuto viene trapiantato da un paziente ad un altro di una differente specie (per esempio cuore di maiale in un uomo).

Per definizione i primi due tipi di trapianto non causano rigetto, mentre i secondi due causano sempre rigetto.

Che Il rigetto di un trapianto è una risposta di tipo immunitario, in particolare dovuta ad una risposta adattativa, è stato chiaro analizzandone le caratteristiche che sono di Memoria e Specificità.

Infatti un tessuto rigettato, se trapiantato una seconda volta nello stesso paziente, causerà un rigetto più veloce e più potente (Memoria). Al tempo stesso se il tessuto viene trapiantato in un altro paziente, o se il primo paziente viene sottoposto ad un trapianto con un altro tessuto, il rigetto avverrà con le modalità del primo (Specificità).

La risposta di rigetto deriva da una cross-attività con molecole MHC eterologhe.
Esistono due tipi di riconoscimento di tessuti estranei che causano il rigetto:

1- Diretto: deriva da cellule T che riconoscono MHC estranee presenti sulle APC del donatore

2- Indiretto: vengono riconosciuti peptidi derivanti da MHC estranee

Dato che il secondo tipo di riconoscimento, quello indiretto, necessita di una processazione antigenica e quindi di una precedente fagocitosi, è chiaro che risulti essere temporalmente successivo al primo riconoscimento, quello diretto, e ne risulti essere quasi una conseguenza. Difatti il primo riconoscimento potrebbe causare la fagocitosi delle cellule estranee che quindi consenta una processazione antigenica e una presentazione di peptidi derivanti dalle MHC esogene.
