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Risposte funzionali dei neutrofili e loro regolazione in vivo e in vitro

P. BeLLaviTe?, M. ScHINELLA®, G. ANDRIOLE, G. Lippi#, S. LussioNoLi®, A. Carcerrod, U. Lippr®

Riassunto I granulociti neutrofili sono cellule dota-
te di un ampio armamentario costituito sia da enzi-
mi e altre sostanze che vengono rilasciate nel proces-
so di esocitosi, sia da molteplici sistemi biochimici e
metabolici attivabili, che servono alle difese dell’or-
ganismo ma che possono anche entrare nella eziopa-
togenesi delle patologie infiammatorie. Vengono qui
passate in rassegna brevemente le principali risposte
funzionali dei neutrofili, le proprieta dei recettori
ed i sistemi di trasduzione del segnale attivatorio o
inibitorio, frutto di recenti ricerche effettuate nei
nostri ed in altri laboratori. E a questi livelli che si
puo effettuare la regolazione delle risposte dei neu-

Introduzione

I granulociti neutrofili, la pitt ampia popolazione
di leucociti del sangue, rappresentano degli “arse-
nali mobili”, impiegati nella prima linea di difesa
dalle infezioni. Essi sono dotati, come & ben noto, di
molti composti preformati o sistemi enzimatici atti-
vabili e di una complessa serie di apparati struttu-
rali e biochimici che li rendono in grado di migrare
dal sangue nei tessuti e di svolgere molte funzioni
nell’ambito dei processi di difesa e dell’infiamma-
zione in generale. Difettoso funzionamento o ecces-
siva attivazione di tali apparati divengono elemento
patogenetico in un’ampia serie di malattie consi-
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trofili a determinati agenti particolati o solubili, eso-
geni o endogeni, con cui essi vengono a contatto.
Tale regolazione pud consistere non solo nella messa
in moto dei ben noti fenomeni della aggregazione,
esocitosi, esplosione metabolica e killing dei batteri,
ma anche in modificazioni piu fini e sofisticate della
responsivita della cellula, in dipendenza di sinergi-
smi, antagonismi, pre-attivazioni (“priming”) e fe-
nomeni di de-sensibilizzazione. Vengono qui ripor-
tati molti esempi di condizioni in cui la modulazione
delle risposte dei neutrofili & stata osservata su mo-
delli in vitro o in varie situazioni fisopatologiche in

vivo. (Med Lab 1994;2:192-206).

stenti da una parte in una aumentata suscettibilita
alle infezioni (soprattutto di natura batterica),
dall’altra in un aumentato rischio e gravita di feno-
meni autoaggressivi localizzati o sistemici. In que-
sta breve rassegna si prenderanno in esame i prin-
cipali aspetti della funzione dei neutrofili, soffer-
mandosi quindi in particolare sulle piti recenti ac-
quisizioni relative alla loro regolazione.

Dovendo rimanere necessariamente nell’ambito
di una sintetica rassegna delle piti recenti acquisi-
zioni in questo campo, si prendono in considerazio-
ne solo alcuni aspetti di rilevante interesse riguar-
danti i recettori, i sistemi di trasduzione ed alcuni
significativi meccanismi effettori della funzione dei
neutrofili.

Recettori

Il primo aspetto della funzione e della regolazio-
ne del neutrofilo che conviene considerare riguarda
1 recettori di membrana, sensibili ai molteplici se-
gnali che possono cogliere il neutrofilo nel sangue o
nell’interstizio dei tessuti connettivi. Un elenco
provvisorio di tali recettori & presentato in tabella 1.
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Tabella I. Alcuni tipici composti aventi specifici recettori sui neu-
trofili.

PRODOTTI BATTERICI
Formilpeptidi
Muramil dipeptidi (peptidoglicano)
Endotossine (LPS)
Glicoproteine con mannosio/fucosio

CITOCHINE
Interleuchina-1
Interleuchina-8
Interferone-y
Tumor-necrosis factor-a
Platelet-derived growth factor
Granulocyte colony-stimulating factor
Granuloc.-macrof. colony-stimulating factor

IMMUNOGLOBULINE E COMPLEMENTO
Ig monomeriche (rec.: Fcl)
Ig aggregate e Immunocomplessi (rec.: Fcll e Falll)
C3b (rec.: CR1)
C3bi (CR3)
Cba
C567

LIPIDI E DERIVATI
Acido arachidonico
Leucotrieni Cg4, B4, Dy
Acido idrossieicosatetraenoico
Platelet-activating factor
Esteri del forbolo (rec.: protein chinasi C)

PROTEINE DI ADESIONE
Fibrinogeno, Fibronectina, Fattore X, C3bi, ICAM, ecc...
(rec.: integrine CD11a,b,c/CD18)
Glicoproteine sialilate (rec.: L-selectine)
Endothelial-leukocyte adhesion molecule
(rec: sialyl-Lewis-X)
Ac. ialuronico (rec.: CD44)

ALTRE SOSTANZE REGOLATRICI
Adenosina (rec.: purinergici A1 e A2)
ATP
Agonisti beta-adrenergici
Oppioidi
Sostanza P
Bradichinina

Come si vede, essi comprendono recettori per
proteine e peptidi solubili, per composti derivati
dal metabolismo lipidico, per componenti glucidi-
che e glicoproteiche delle superfici batteriche, per
strutture filamentose del connettivo, per lectine.
Uno dei recettori pii studiati e pill conosciuti &
quello per il tripeptide n-formil-metionil-leucil-fe-
nilalanina (fMLP), un agente chemoattrattante deri-
vato dalle pareti batteriche!, ma anche presente in
proteine mitocondriali’. Il recettore per IfMLP fa
parte di una famiglia di recettort, caratterizzatl per
avere una struttura fatta da sette segmenti trans-
membrana, che comprende anche i recettori per il
C5a, per IL-8, per il PAF, olire che il classico re-
cettore beta-adrenergico e la batteriorodopsina®. Gli
studi sulla struttura di tale recettore hanno costitui-
to uno dei filoni di ricerca pitt fecondi nel rivelare il
modo con cui l'intensita delle sensibilita cellulari
viene controllata.

Un altro gruppo interessante di recettori di mem-

N

brana caratterizzati molto recentemente & rappre-
sentato dalle proteine di adesione. Esse rappresen-
tano, per lo pitt, non solo un sito di ancoraggio del-
la cellula con altre cellule (vedi endoteli o piastri-
ne), ma anche un sistema di “informazione” che
manda segnali centripeti attraverso le strutture del
citoscheletro. Le risposte di cellule adese sono in
genere molto diverse come qualita e intensita ri-
spetto alle risposte di cellule in sospensione, pro-
prio perché I'adesione stessa rappresenta un co-se-
gnale che sinergizza o antagonizza altri segnali che
impegnano altri recettori. Ad esempio, & noto che il
tumor-necrosis-factor (TNF) & capace di attivare il
metabolismo dei neutrofili solo se essi sono aderen-
ti e non se sono in sospensione.

Una caratteristica importante dei recettori & che
essi possono essere variati in quantita (up~/down-re-
gulation) e in funzionalitd (cambiamento di affinita
per il ligando, inattivazione, uncoupling)'. Cio fa
parte di tutta quella serie di modificazioni che con-
trollano la sensibilita delle cellule a diversi fattori
nel corso delle varie situazioni fisiopatologiche. E
noto che molti tipi di recettori di membrana posso-
no aumentare di numero molto rapidamente (pochi
secondi): cid & dovuto al fatto che nei granuli speci-
fici o secondari vi & un “pool di riserva” di recetto-
ri che pud essere portato alla membrana col proces-
so di esocitosi, fenomeno che richiede un basso li-
vello di attivazione cellulare. Utilizzando il modello
della finestra cutanea & stato visto che lo stesso fat-
to di passare dal sangue all’essudato extravascolare
(in questo caso si tratta di un essudato sterile) indu-
ce un aumento dei recettori per 'fMLP e un profon-
do riarrangiamento delle sensibilita recettoriali per
vari agonisti*®. La responsivitd all'fMLP aumenta,
come anche aumenta la quantita di recettori espo-
sti, mentre cala la responsivita al TNF e rimane in-
variata quella alla concanavalina A e al forbol-miri-
stato acetato (PMA).

In un recente lavoro abbiamo osservato che la
espressione delle molecole di adesione sulla mem-
brana leucocitaria richiede un processo a due stadi,
consistenti in aumento quantitativo e aumento di
funzionalita delle molecole. Infatti, un trattamento
con basse dosi di fMLP causa un aumento quantita-
tivo delle integrine (recettori per molecole di ade-
sione inter-cellulare, ICAM), ma queste nuove mo-
lecole non sono ancora funzionali, richiedendo per
funzionare un secondo segnale, innescato da dosi
molto pit alte di agonista o da esteri del forbolo.

Meccanismo di attivazione
Il meccanismo di attivazione del neutrofilo & stu-
diato attivamente in molti laboratori. Esso coinvol-

ge una complessa serie di eventi intracellulari di-
sposti in sequenze che partono dai recettori e termi-
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nano negli enzimi effettori (es. NADPH ossidasi) o
in apparati meccanici (es. microtubuli e microfila-
menti) che attuano il movimento, o in fattori di con-
trollo nucleari che, a livello del nucleo, attivano la
trascrizione di specifici geni. Nel loro insieme, que-
sti eventi vanno sotto il nome di sistemi di trasdu-
zione. La loro importanza & grande perché garanti-
scono non solo la trasmissione del segnale dal-
I’esterno all’interno della cellula, ma anche la sua
regolazione e il suo “smistamento”, la sua seletiwvita.
La regolazione & quel processo per cui le risposte
funzionali dipendono non solo dalla quantita di un
singolo stimolante, ma anche dall’omeostasi genera-
le della cellula: ad esempio, la cellula & in grado di
regolare la durata della attivazione, mediante siste-
mi di feed-back su alcuni passaggi della trasduzio-
ne, e l'intensita della attivazione, in dipendenza di
segnali co-stimolatori o antagonistici provenienti
sia da altri recettori che da precedenti modificazio-
ni della sensibilita cellulare, in altre parole dalla
sua “storia”.

La selettivita delle risposte & quel fenomeno per
cui uno stesso recettore & in grado di mettere in moto
diverse risposte, ma non necessariamente tutte si-
multaneamente, per cui il segnale viene indirizzato
preferenzialmente verso una funzione, o un certo
gruppo di geni, piuttosto che verso altri. D’altra par-
te, & possibile che diversi segnali, coinvolgenti re-
cettori tra loro completamente diversi e indipenden-
ti, “convergano” verso |’attivazione di uno o pochi
meccanismi effettori finali. Anche questa conver-
genza & garantita dai sistemi di trasduzione.

Un elenco dei sistemi coinvolti nella trasduzione
comprende come elementi portanti i sistemi delle
proteine leganti il guanosin-trifosfato, vari enzimi
coinvolti nel metabolismo lipidico, la adenilato ci-
clasi, i sistemi che controllano la concentrazione in-
tracellulare dello ione calcio e dello ione idrogeno
(pompe, canali, controtrasporti), il potenziale elet-
trico di membrana, le protein chinasi e le fosfatasi,
le acil-transferasi (miristoilazione di proteine), gli
enzimi che controllano il turn-over del fosfatifdili-
nositolo, fino ad arrivare ai fattori di controllo della
trascrizione (fattori di attivazione o di repressione).
Si pud quindi capire che la materia & estremamente
complessa, soprattutto se si tiene conto anche del
fatto che tali sistemi sono disposti in rete, fatta si di
sequenze “verticali”, ma anche di interazioni incro-
ciate orizzontalmente (“cross-talk”) e di controlli re-
trogradi.

Non per tutti i recettori e non per tutti i momenti
della vita cellulare sono implicati necessariamente
tutti e gli stessi sistemi di trasduzione, in quanto al-
cuni passaggi possono essere by-passati in partico-
lari condizioni sperimentali. Ad esempio, due ele-
menti del processo di trasduzione paiono avere
un’importanza cruciale secondo la maggior parte
degli studi: l'aumento di calcio intracellulare
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([Ca2+],) e Iattivazione della protein chinasi C. Tut-
tavia, esistono anche vari modelli sperimentali che
mostrano come sia possibile attivare pienamente 1
leucociti anche in virtuale assenza di calcio e che
inibitori della protein chinasi C non inibiscono il
“burst” metabolico da parte di alcuni agonisti.

La sequenza di trasduzione della attivazione dei
neutrofili concorda fondamentalmente con quella
messa in luce negli ultimi 10 anni dalla biologia
cellulare su un gran numero di cellule attivate da
agonisti. La via classica di attivazione potrebbe es-
sere proposta, in modo semplificato, come segue:

a. Legame di un agonista che si lega al recettore
di membrana e lo attiva, nel senso che cambia la
sua conformazione cosi da trasmettere un segnale in
forma di modificazione biofisica della proteina dal
lato esterno a quello interno della membrana (si &
visto che lattivazione deve essere sostenuta da un
legame ripetuto continuamente nel tempo (“on-
going interaction”).

b. Il recettore attivato interagisce con una protei-
na legante il GTP (G-proteina del tipo Giz,), la qua-
le a sua volta si dissocia in varie subunita, di cui
una (alfa), dotata di attivita GTPasica, va ad intera-
gire con enzimi che formano secondi messaggeri.

c. La G-proteina va ad attivare una fosfolipasi di
tipo C, specifica per il fosfatidilinositolo. I prodotti
di scissione del fosfatidilinositolo sono l'inositolo
1,4,5-trifosfato (IP3), che agisce come messaggero
della liberazione di calcio dai depositi intracellula-
ri (legandosi a un recettore disposto su organelli
detti calciosomi), e il diacilglicerolo, che agisce a
livello di membrana come un fattore attivante la
protein chinasi C.

d. La protein chinasi C (PKC) si trasloca dal cito-
sol alla membrana plasmatica e fosforila una serie
di proteine di membrana e citosoliche*!. k possibi-
le raggiungere la protein kinasi C direttamente, sal-
tando tutti i passaggi precedenti, con I'uso di suoi
specifici attivatori permeabili alla membrana, che
sono gli esteri del forbolo (di cui il piit noto ed usa-
to & il PMA), agenti che hanno dato quindi un im-
pulso fondamentale alla definizione del ruolo gioca-
to dalla fosforilazione delle proteine nel neutrofilo.
La fosforilazione di proteine contribuisce, mediante
Iintroduzione di gruppi fosfato su residui serinici,
treoninici o tirosinici, al cambiamento di attivita di
enzimi, al cambiamento di legame con i substrati, al
cambiamento di distribuzione intracellulare di spe-
cifiche molecole.

e. La fosforilazione di alcune specifiche proteine,
grazie ai drastici cambiamenti delle loro proprieta
elettrico-conformazionali, promuove le risposte ef-
fettrici finali, tra cui si possono citare le seguenti: a)
alcune componenti citosoliche della NADPH ossi-
dasi, una volta fosforilate, si assemblano con altre
componenti di membrana costituendo un complesso
attivo, b) la fosforilazione della vimentina® e della
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catena leggera della miosina® sarebbe coinvolta
nelle funzioni del citoscheletro e nei movimenti cel-
lulari, c) la fosforilazione della catena beta delle in-
tegrine sarebbe coinvolta nella adesione cellulare,
d) la fosforilazione di un substrato miristoilato ricco
di alanina (“MARCKS”) causa il distacco dei fila-
menti di actina dalla membrana facilitando ’esoci-
tosi dei granuli', e) anche componenti di membra-
na della NADPH ossidasi come il citocromo bssg'® e
una proteina di 32 kDa' vengono fosforilate duran-
te la attivazione cellulare. Non bisogna infine di-
menticare che la fosforilazione di fattori nucleari at-
tivatori o inibitori controlla la trascrizione genica e
quindi Pespressione di specifiche proteine.

Quello suesposto non deve essere considerato
uno schema “rigido”, necessario e sufficiente per la
attivazione. A completare, integrare e correggere la
cascata di eventi sopra elencati si devono aggiunge-
re altri che hanno certamente grande importanza:

f. Taumento di calcio libero intracellulare, dovu-
to al rilascio da depositi intracellulari e influsso at-
traverso la membrana, & essenziale per le risposte
innescate da fattori chemiotattici e dalla fagocitosi,
ma non da esteri del forbolo, che oltrepassano le
prime vie di trasduzione. Inoltre, se le cellule ven-
gono trattate con piccole quantita di PMA o di con-
canavalina A (dosi sub-stimolatorie) e poi trattate
con agonisti recettoriali, I'attivazione avviene anche
in condizioni di deplezione totale di calcio'™®.

g. Daccelerata scissione e turn-over del fosfatidi-
linositolo non sono gli unici cambiamenti dei lipidi
di membrana connessi alla attivazione del neutrofi-
lo. Oltre alla fosfolipasi C specifica per il fosfatidi-
linositolo, si attivano anche una fosfolipasi C speci-
fica per fosfatidilcolina (che diventa quindi fonte
ulteriore di produzione di diacilglicerolo), la fosfoli-
pasi D (che diventa fonte di acido fosfatidico, un al-
tro importante secondo messaggero, coinvolto pro-
babilmente nella attivazione della NADPH ossida-
si?"), la fosfolipasi Ay (che idrolizza fosfolipidi e 1-
alkilfosfolipidi, generando acido arachidonico e 1-
0-alchil-sn-glicero-3-fosforilcolina). Si deve infine
aggiungere che dal metabolismo dell” 1-O-alchil-
sn-glicero-3-fosforilcolina si forma, per azione di
una acetyl-CoA transferasi, 1'l-O-alchil-2-acetil-
sn-glicero-3-fosforilcolina, meglio conosciuto come
Platelet-activating factor (PAF).

h. La liberazione di acido arachidonico & molto
importante nella attivazione del neutrofilo per due
ragioni: innanzitutto perché tale acido grasso costi-
tuisce, come & ben noto, il precursore di varie fami-
glie di molecole importanti nella infiammazione,
come gli idrossiacidi, i leucotrieni, le prostaglandi-
ne, i trombossani. Inoltre, 'acido arachidonico, in-
dipendentemente dai suoi prodotti metabolici, &
anche un attivatore “diretto” della NADPH ossida-
si2?, Uimportanza dell’acido arachidonico di mem-
brana risulta confermata anche da recenti dati indi-

canti che l'intensita del “burst” respiratorio in 1i-
sposta a formilpeptidi & direttamente correlata alla
concentrazione di acido arachidonico presente nei
neutrofili* e che I'aumento di acido arachidonico
nel neutrofilo, ottenuto con una dieta ricca di fosfa-
tidilcolina di soia somministrata a volontari sani.
comporta un aumento della attivita battericida cel-
lulare®.

1. B stato chiaramente dimostrato che Iattivazio-
ne del “burst” respiratorio da parte di agonisti re-
cettoriali come i formilpeptidi e il C5a & molto pit
rapida di quella che si ottiene con il PMA?, sugge-
rendo che la via “fisiologica” non necessariamente
passa attraverso la protein chinasi C, fatto poi chia-
ramente dimostrato dalla mancata inibizione da
parte di inibitori di tale protein chinasi. Esistono
quindi vie di trasduzione che non necessitano della
fosforilazione di proteine e che consistono, proba-
bilmente, in un effetto diretto delle G-proteine sui
sistemi effettori del “burst” respiratorio. Cid concor-
da con il fatto che & possibile attivare in un sistema
“cell-free” la NADPH ossidasi e che tale attivazione
non necessita di fosforilazioni ma di un fattore es-
senziale rappresentato da GTP o suoi analoghi. Se-
condo alcuni autori®, la principale via di attivazio-
ne della NADPH ossidasi passa per la formazione
di acido arachidonico e non per la fosforilazione di
proteine.

1. Le differenti risposte funzionali del neutrofilo
possono essere mediate da vie di trasduzione che,
partendo da uno stesso recettore, “divergono” a un
determinato punto, che pud essere approssimativa-
mente individuato con 'uso di inibitori. Ad esem-
pio, si pud riportare il fatto che: a) la tossina della
pertosse inibisce tutte le risposte all'fMLP (indi-
cando che fino a questo punto tutte le vie vanno as-
sieme), mentre b) la deplezione di calcio inibisce il
“burst” respiratorio e I’esocitosi ma non il cambia-
mento di forma, che non & inibito neanche da ini-
bitori di chinasi, indicando che questo fenomeno,
che avviene con I'impegno di un minimo numero (<
1%) di recettori’, & mediato da un meccanismo
“semplice” e prossimale al recettore; c) il tratta-
mento con l'inibitore di protein chinasi staurospo-
rina inibisce il “burst” ma non I'esocitosi®’; d) il di-
fenilene iodonio, inibitore di flavoproteine, blocca
la produzione di radicali liberi ma non ’adesione’;
e) la adenosina, agonista di recettori purinergici
A2 che aumenta il livello di ¢cAMP, inibisce forte-
mente il “burst” da fMLP ma molto meno e a dosi
molto pit alte la adesione da parte dello stesso
agonista®.

m. Nella attivazione dei neutrofili sono coinvolte
almeno due classi di G-proteine con attivita GTP-
asica intrinseca: a) grossi eterotrimeri consistenti di
subunita alfa (39-52 kDa), beta (35-36 kDa) e gam-
ma (7-10 kDa) e b) piccole, monomeriche G-protei-
ne omologhe al prodotto dell’oncogene Ras (20-30

Med Lab, Vol. 2, N. 3, 1994 195



Medicina di Laboratorio

kDa)’. Queste ultime costituiscono una famiglia un
membro della quale, detto RaplA, viene traslocato
alla. membrana durante lattivazione®, copurifica
con il citocromo bssg che & una componente essen-
ziale della NADPH ossidasi®® e viene dissociato
dalla fosforilazione ad opera della PK A (fornendo
quindi una plausibile spiegazione del perché I’atti-
vazione della PK A ¢cAMP-dipendente inibisce il
“burst”). Un altro membro della superfamiglia ras,
detto Racl, & particolarmente importante nella atti-
vazione del neutrofilo, in quanto, in associazione al
fattore rhoGDI (GDP-dissociation inhibitor) rappre-
senta uno dei fattori citosolici della NADPH ossida-
si (vedi sotto).

n. Esistono varie protein chinasi, di cui le pia
importanti funzioni sono la protein chinasi C (atti-
vata da calcio e diacilglicerolo) e la protein chinasi
A (attivata da cAMP). Con una estrema semplifica-
zione, si potrebbe dire che la PK C & implicata nel-
la trasduzione del segnale attivatore, mentre la PK
A & implicata in circuiti di retroazione modulatori.
Tuttavia, non si deve trascurare il fatto che una atti-
vita protein chinasica & associata direttamente a
molti recettori, soprattutto a quelli dei fattori di cre-
scita. Ovviamente, tale attivita diretta, che per lo
pitt predilige residui tirosinici, by-passa molti dei
passaggi sopra delineati. E stato evidenziato recen-
temente che un importante evento nella trasduzione
attraverso quest’ultima via & dato dalla autofosfori-
lazione di alcuni specifici residui aminoacidici del-
la parte carbossi-terminale del recettore. In tal
modo, si rendono disponibili dei siti per il legame,
al recettore stesso, di altre proteine quali il prodot-
to dell’oncogene sre, le eterotrimeriche G-proteine
e un enzima cui recentemente si & dato grande im-
portanza, la fosfatidilinositolo 3-fosfato chinasi, en-
zima che, a sua volta, sarebbe collegato alla attiva-
zione delle piccole G-proteine come il rac (vedi sot-
to)”. Linibizione selettiva della fosfatidilinositolo
3-fosfato chinasi mediante il metabolita fungino
wortmannina blocca il “burst” respiratorio indotto
da fMLP*,

Tutte queste considerazioni portano alla conclu-
sione che I'attivazione del neutrofilo pud seguire di-
verse vie, un concetto gia espresso sulla base di stu-
di riguardanti la regolazione dell’enzima NADPH os-
sidasi®™,

Sistemi effettori

Leffetto della attivazione cellulare mediato dai
meccanismi sopra delineati in risposta a prodotti
batterici, detriti cellulari, agenti chemiotattici, re-
golatori endogeni, si estrinseca secondo molte e di-
verse risposte funzionali (Tabella II).

Un fatto molto importante da tenere in considera-
zione & che tali risposte non avvengono come un
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Tabella II. Risposte funzionali di neutrofili ad agonisti.

CAMBIAMENTO DI FORMA: estroflessione di lamelle,
polarizzazione

AUMENTO DI VOLUME
CHEMIOCINESI E CGHEMIOTASSI

ADESIONE a superfici o fibre: “rolling” (rotolamento) e
“spreading” (adesione forte con appiattimento)

AGGREGAZIONE
ESOCITOSI: granuli azurofili e specifici

BURST RESPIRATORIO: rilascio di superossido (Oy) e
derivati perossido di idrogeno (H,0,), acido ipocloroso
(HOCI), radicale idrossile (HO)

Produzione di OSSIDO NITRICO (NO) e derivati nitrito (NO,)
nitrato (NOs), perossinitrito (ONOO-)

SINTESI DI CITOCHINE: IL-1, IL-1ra, IL-8, IL-12, TGFB1,
INFa, TNF

RILASCIO DI ACIDO ARACHIDONICO e derivati
SINTESI DI PLATELET-ACTIVATING FACTOR (PAF)
SINTESI DI ATTIVATORE DEL PLASMINOGENO

evento “tutto o nulla” e sono innescate in modo dif-
ferenziato a seconda della concentrazione dell’ago-
nista. Una delle risposte piti “precoci” (sia in senso
temporale che per quanto riguarda la sensibility
alle piccole dosi di agonisti) dell’attivazione del
neutrofilo riguarda la polimerizzazione dell’actina e
altri cambiamenti morfologici come la polarizzazio-
ne cellulare. Un esempio delle modificazioni morfo-
logiche connesse alla attivazione dei leucociti & ri-
portato in figura 1. Alcuni cambiamenti di forma e
di volume dei neutrofili attivati, nonché il fenomeno
della aggregazione, sono interessanti anche per una
considerazione pratica: abbiamo visto che esse pos-
sono essere facilmente evidenziate con strumenti di
laboratorio come I’STKS e 'H2",

In uno screening su 91 pazienti ospedalizzati ab-
biamo individuato 24 pazienti, affetti da gravi pato-
logie come sepsi, cancro, ustioni, che mostravano
un aumento dello scattering nell’analizzatore H2
(rivelato dal valore “Y-bar” uguale o superiore a
37.00 unita arbitrarie) in neutrofili di sangue peri-
ferico, indice di un aumento di volume e quindi di
una attivazione in vivo. In nessuno di 20 soggetti
sani di controllo il valore Y-bar era superiore a
37.00 unita arbitrarie®. E interessante notare il fat-
to che i neutrofili pre-attivati in vivo sono risultati
meno responsivi al trattamento in vitro con formil-
peptidi, documentando cosi il fenomeno della de-
sensibilizzazione, o de-attivazione, cellulare in casi
patologici (il problema della desensibilizzazione
sara trattato anche in una sezione successiva). Sul-
la base di queste prime esperienze, pare quindi che
il test di valutazione dello scattering dei neutrofili
possa essere considerato un valido mezzo di scree-
ning della attivazione e della funzionalita dei neu-
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trofili in corso di patologie gravi che coinvolgano le
risposte sistemiche alla flogosi.

Oltre alle modificazioni morfologlche Volumetrl—
che e citoscheletriche, altre risposte “precoci” sono
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Figura 1. Immagine al microscopio a contrasto di fase di neutrofi-
li in coltura su piastre rivestite di siero bovino fetale. A: cellule
non stimolate, appaiono rotondeggianti e con poche protrusioni di
membrana; B: 30 minuti dopo I'aggiunta di 5 x 107 M fMLP, le
cellule appaiono di forma irregolare o francamente polarizzata,
con molti pseudopodi; C: 30 minuti dopo l'aggiunta di 10 ng/ml
PMA, le cellule appaiono con superficie rugosa e irregolare, mol-
to appiattite per il fenomeno dello “spreading” massimale sulla
superficie della piastra di coltura.

I’aumento di calcio intracellulare, la esposizione di
nuovi recettori, la chemiotassi. Recenti studi hanno
mostrato che basse dosi (tra 109 e 10-8 M) di fMLP
sono in grado di attivare il cambiamento di forma e
inibire I'adesione, mentre per attivare il rilascio
massivo di enzimi lisosomiali, I’adesione integrine-
dipendente e il “burst” respiratorio sono necessarie
alte dosi (tra 10-7 e 10-6 M)™-4#,

A parte 1 classici eventi implicati nella adesione-
chemiotassi-fagocitosi-killing, dalla recente lettera-
tura sui neutrofili emerge un dato abbastanza inat-
teso: contrariamente a quanto si riteneva in passato,
i neutrofili sono in grado di attuare una discreta sin-
tesi proteica ed in particolare di sintetizzare recet-
tori per il complemento, attivatore del plasminoge-
no, proteine “heat-shock”, fibronectina e, soprattut-
to, un’ampia serie di citochine. I messaggeri di tali
proteine possono essere messi facilmente in eviden-
za nel citoplasma dei neutrofili con le moderne tec-
niche di biologia molecolare (Northern-blotiing).
Questo fatto colloca il neutrofilo in una posizione
non solo di cellula effetirice nelle difese, ma anche
di cellula regolatrice del processo infiammatorio e
immunitario, nonché della sua possibile evoluzione
verso la flogosi cronica®. In particolare, pare impor-
tante la produzione di IL-1, IL-6 e TNF, che hanno
molte funzioni, tra cui la stimolazione della produ-
zione di proteine della fase acuta, la stimolazione
dei linfociti T e B, I'induzione della espressione di
proteine adesive sulle cellule endoteliali e la stimo-
lazione della crescita e differenziazione delle cellu-
le emopoietiche (in concerto con i colony-simula-
ting factors G-CSF e GM-CSF).

Tra i fenomeni che in questi ultimi anni hanno
avuto la maggior attenzione da parte dei ricercatori
¢ la produzione di radicali liberi dell’ossigeno da
parte dei neutrofili. Anche se tracce di radicali
dell’ossigeno si producono normalmente come by-
prodotti nella respirazione mitocondriale (di per sé
scarsa nel neutrofilo) e nel metabolismo ossidativo
dell’acido arachidonico, le principali vie attraverso
cui si formano prodotti dell’ossigeno attivato sono
due: la via della NADPH ossidasi e quella dell’os-

sido nitrico sintetasi.

NADPH ossidasi

Lesplosione metabolica che genera la massima
parte dei radicali liberi dell’ossigeno & sostenuta dal-
la attivazione di un enzima, la NADPH ossidasi. Se-
condo 1 modelli piti recenti, I'attivita della NADPH
ossidasi & dovuta a un complesso multimerico che si
assembla in forma di catena di trasporto di elettroni
che comprende FAD ed eme, probabilmente legati a
un citocromo b eterodimerico, e vari fattori di con-
trollo (v. figura 2). Un esame particolareggiato di tut-
ti questi fattori & fuori dagli scopi di questa rassegna.
per cui ci si limita a una descrizione sintetica.
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Almeno quattro componenti della NADPH ossida-
sl sono state caratterizzate mediante purificazione e
clonaggio: esse sono la gp91-phox, detta anche subu-
nita beta del citocromo bssg, la p22-phox, o subunita
alfa del citocromo bssg, la p47-phox e la p65-phox,
detti fattori citosolici di attivazione. La assoluta ne-
cessita di tali fattori per la piena funzione enzimatica
& dimostrata dalla loro mancanza in specifiche va-
rianti della malattia granulomatosa cronica (CGD),
grave malattia ereditaria in cui manca proprio la pro-
duzione di radicali dell’ossigeno, e da esperimenti di
ricostituzione in sistemi “cell-free” o in sistemi di tra-
sfezione genica. Altre componenti della NADPH os-
sidasi, su cui ancora perd non esiste consenso unani-
me per quanto riguarda il loro ruolo, sono proteine di
32 kDa*2, di 14-18 kDa®* e di 45 kDa®.

Negli ultimi anni gli studi sulla struttura e la fun-
zione del citocromo bssg si sono molto approfonditi,
dimostrando che si tratta di una molecola particolar-
mente originale e complessa e portando, fra I'altro,
alle seguenti acquisizioni: a) studi spettroscopici
mostrano che il citocromo potrebbe avere pitt gruppi
eme™; b) il citocromo bssg nella subunita beta con-
tiene una “consensus sequence” per il NADPH e siti
dove potrebbe legarsi il FAD, per cui secondo alcu-
ni tale citocromo sarebbe I'unica vera componente
dotata di attivita catalitica della ossidasi**®. Tutta-
via, questa conclusione non concorda totalmente
con altri dati che attesterebbero la possibilita di se-
parare flavoproteine dal citocromo b e un rapporto
stechiometrico tra FAD e citocromo b molto a favore
di quest’ultimo'*®' e la identificazione di altre com-
ponenti di membrana come proteine di 32 kDa che
si trovano associate al citocromo bssg in preparazio-

ENZIMA INATTIVO

p217 pol

ac.arachidonico

fosforilazione

isoprenilazione

(v p2Trac] GTP

GDP

2 MODIFICAZIONI
- DEI FOSFOLIPIDI

ENZIMA ATTIVO

Figura 2. Schema della attivazione della NADPH ossidasi. Per le
abbreviazioni e la spiegazione, vedi il testo.
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ni attive®* o la presenza di flavoproteine distinte
dal citocromo b*4'; ¢) associata al citocromo bssg si
trova anche una proteina di circa 21 kDa, con gros-
se omologie col prodotto dell'oncogene ras, detta
RapIA»*. Secondo alcuni autori, perd, questa pro-
teina non sarebbe essenziale per Iattivita’®,

A seguito della stimolazione, la p47-phox e p67-
phox traslocano dal citosol alla membrana e diven-
gono parte di un complesso ossidasico associato al
citoscheletro®®!. Entrambe i fattori citosolici conten-
gono domini di omologia con il prodotto dell’oncoge-
ne src (SH3), che paiono importanti per i segnali di
mutuo riconoscimento molecolare. La traslocazione
e I'interazione dei fattori citosolici con il citocromo
bssg richiede la preventiva fosforilazione™. Un ter-
zo fattore citosolico, denominato inizialmente sig-
ma-1, & stato caratterizzato, usando sistemi cell-free,
e trovato composto da due proteine di 22 e 24 kDa®.
Si tratta di un complesso fatto da una proteina della
famiglia Rac (Racl secondo alcuni autori o Rac2 se-
condo altri) con un fattore chiamato inibitore della
dissociazione del GDP (rhoGDI), una proteina che si
associa con la G-proteina Rho. In pratica il ruolo di
queste due piccole proteine sarebbe quello di rego-
lare la NADPH ossidasi nel modo illustrato in figu-
ra 2. E noto che le piccole G-proteine RapIA, Racl
e Rac2 sono isoprenilate, una importante modifica
posttraslazionale che facilita I’associazione con la
membrana. Tuttavia, il modello presentato in figura
2 non deve ritenersi definitivo: secondo alcuni re-
centi evidenze, anche la forma di racl legante il
GDP & in grado di attivare la NADPH ossidasi (non
solo quindi quella legante il GTP, come previsto dai
classici modelli delle G-proteine)®. Inoltre, secondo
altri autori, la proteina rac non si associa alla pla-
smamembrana durante I'attivazione e serve solo per
trasdurre segnali di traslocazione agli altri fattori ci-
tosolici®.

Ossido nitrico sintetasi

Lossido nitrico (NO) & una molecola regolatrice
per leucociti, cellule endoteliali e muscolari dei
vasl sanguigni, neuroni del sistema nervoso perife-
rico e del cervello, che ha ricevuto negli ultimi anni
molte attenzioni da parte degli studiosi in molti
campi, anche per le sue potenziali ampie applica-
zioni farmacologiche. La formazione di NO da parte
di una ben precisa reazione hiochimica fu scoperta
a seguito delle ricerche sul’EDRF (endothelial-de-
rived relaxing factor), una sostanza vasodilatatrice a
breve vita (secondi) prodotta dall’endotelio a con-
tatto con acetilcolina. ’identita di EDRF e NO fu
stabilita nel 198777,

Lossido nitrico & prodotto dall’ossido nitrico sin-
tetasi (NOS), un enzima monoossigenasico, conte-
nente eme e flavoproteine, che catalizza la conver-
sione di L-arginina e ossigeno a L-citrullina e NO.
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Vi sono almeno tre distinte forme di NOS, quella
neuronale, quella endoteliale e quella macrofagica.
Quest’ultima, a differenza delle prime due, richiede
Iattivazione della cellula da parte di lipopolisacca-
ride (LPS) o citochine per essere trascritta e quindi
espressa. Anche se la maggior parte delle cono-
scenze sulla NOS fagocitaria sono state acquisite
sui macrofagi, & noto che anche i neutrofili hanno
questo enzima e producono ossido nitrico e che la
via metabolica della NOS & completamente distinta
dalla NADPH ossidasi™™,

Limportanza della produzione di NO da parte dei
neutrofili deriva dalle sue molteplici azioni nel
campo delle difese biologiche e della regolazione
dei vasi sanguigni. Innanzitutto 1’ ossido nitrico ha
azione microbicida e tumoricida™", sia direttamen-
te, sia indirettamente per la sua interazione con
’anione superossido, interazione che genera peros-
sinitriti e quindi, dalla loro decomposizione, radica-
le ossidrile e radicale NO2, specie molto pii reatti-
ve dello stesso NO™®. Inoltre, la produzione di os-
sido nitrico da parte dei leucociti pud venire ad ag-
giungersi a quella da parte dell’endotelio come fat-
tore di vasodilatazione nella flogosi acuta. Infine,
I’NO pud rappresentare uno dei mediatori della ini-
bizione della aggregazione piastrinica da parte dei
leucociti, inibizione con ampie conseguenze fisio-
patologiche nei disturbi dell’emostasi®.

Eccessivi livelli di ossido nitrico potrebbero me-
diare buona parte delle patologie cardiovascolari
legate ad esempio allo shock settico, che & associa-
to alla presenza in circolo di LPS e di numerose ci-
tochine, che attivano la NOS. Inoltre, & noto che le
citochine esercitano un effetto inotropo negativo sul
cuore, che appare dovuto alla produzione di ossido
nitrico, poiché & inibito da inibitori della NOS.

Questo effetto in

vo potrebbe spiegare
la depressione della cont ta miocardica in car-
diomiopatie (soprattutto virali. inclusa I'AIDS) as-
sociate all'inflammazione e in caso di danno da
1schemia-riperfusione™,

Regolazione

La regolazione della attivita metabolica, secreto-
ria e biosintetica dei neutrofili si svolge essenzial-
mente secondo due direttive, una che tende ad au-
mentare le risposte, Ialtra che tende a ridurle. La
prima via potrebbe essere definita secondo un ter-
mine largamente usato come “priming”, in altre pa-
role “pre-attivazione”, o “sensibilizzazione”; la se-
conda via consiste nella perdita di responsivita do-
vuta a molti meccanismi che vanno dalla desensibi-
lizzazione recettoriale all’esaurimento metabolico o
all'inibizione attiva. La figura 3 rappresenta in
modo riassuntivo 1 dinamici cambiamenti della re-
sponsivita dei neutrofili, che sono qui di seguito
analizzati in maggiore dettaglio.

Priming

Il fenomeno del potenziamento della funzione
granulocitaria da parte di sopranatanti di cellule
mononucleate & noto da tempo®, ma solo negli ulti-
mi 10 anni se ne sono precisati molti aspetti sul
piano molecolare. Molti mediatori dell’infiammazio-
ne, tra cui ad esempio il PAF, il TNF, I'LPS, la
sostanza P, sono capaci di attivare il metabolismo
leucocitario e la secrezione di enzimi solo a con-
centrazioni molto alte, mentre a concentrazioni bas-
se agiscono come chemoattrattanti o provocano un

AGONISTI
(ALTE DOSI
AGONISTI
(BASSE DOSI)
CITOCHINE
e

PRIMING
- aumento di recettori

% - polimerizzazione di actina
4 - fraslocazione prot.chinasi
- espressione di geni
- chemiotassi
EWWW
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Figura 3. Risposte funzionali dei neutrofili e loro possibili modificazioni in aumento o in diminuzione, a seconda del sopravvenuto con-

tatto con agenti stimolanti in diverse dosi.
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cambiamento della responsivita cellulare ad altri
stimolanti. In pratica, un primo contatto con prodot-
ti batterici in basse dosi o con citochine prepara i
neutrofili a rispondere in modo pit rapido e consi-
stente a un secondo stimolo.

Tale fenomeno & detto “priming™ e serve certa-
mente ad aumentare il potere battericida delle cel-
lule®®, ma pare avere un’importante ruolo anche
nella patogenesi di varie malattie. Daumento della
produzione di metaboliti attivi dell’ossigeno da
parte dei neutrofili pud essere tossico per le cellu-
le e i tessuti attraverso molti meccanismi che coin-
volgono fenomeni infiammatori acuti®, ma anche a
tempi medio-lunghi per fenomeni che possono
coinvolgere danni endoteliali o ossidazione delle
lipoproteine® e quindi innesco dei fenomeni atero-
sclerotici. Non si deve poi trascurare il rischio mu-
tageno e cancerogeno dei radicali liberi dell’ossi-
geno®®, E chiaro quindi che il meccanismo del
priming e il suo possibile controllo sono oggetto di
intensi studi che, finora, non hanno portato a con-
clusioni definitive.

Il priming avviene anche in vivo, come mostrato
da vari modelli sperimentali. Ad esempio, & stato
visto che un danno acuto polmonare insorge dopo
iniezione intravenosa di una combinazione di un
agente “primante” come LPS e di un agente atti-
vante, come il C5a, ma non dei due agenti separata-
mente®. Il priming & stato studiato estensivamente
nelle cellule dell’essudato. La tecnica della finestra
cutanea pud essere usata come un modello in vivo
del processo infiammatorio e rende possibile lo stu-
dio degli effetti della chemiotassi e della migrazio-
ne sulla funzione dei neutrofili. Il fatto che in que-
sto modello si ottenga un forte effetto “priming” &
stato messo in luce inizialmente da Briheim et al.®
e poi il fenomeno & stato caratterizzato nei dettagli
da altri gruppi incluso quello veronese della Prof.
Bambara in collaborazione con Bellavite®**,

La lista di agenti capaci di causare il priming in
vivo e in vitro & molto ampia (v. Tabella TII). 11 fatto
che un certo agente possa indurre il priming non
deve perd essere considerato come una obbligatoria
proprieta di tale agente: infatti I'effetto dipende an-
che dalle dosi e dai protocolli sperimentali. In par-
ticolare, vari studi dimostrano una “selettivita” del
priming per vari agonisti.

Anche per quanto riguarda i meccanismi del pri-
ming la questione & tutt’altro che semplice. La Ta-
bella IV riporta i possibili meccanismi che sono
stati considerati come responsabili del priming da
vari autori. Tuttavia, la letteratura non & concorde
sul ruolo giocato da vari sistemi di trasduzione nel
priming, perché sono stati trovati sempre alcuni
modelli sperimentali che smentivano la assoluta ne-
cessita di un certo meccanismo. Inoltre, si & visto
che con opportuni inibitori si possono dissociare le
vie di trasduzione del priming usate da diversi
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Tabella TTT. Agenti che inducono il fenomeno del “priming” nel
neutrofilo.

IN VITRO
Fattori chemiotattici
lonomicina
TNF-a
IL-1a e IL-1B
Granulocyte-colony-stimulating factor
Granulocyte-macrophage-colony-stimulating factor
IL-6
Interferone-vy
Lipopolisaccaride (endotossina)
fMLP (priming omologo e eterologo)
Muramil dipeptide
Ormone della crescita e insulin-like growth factor-1
Contatto con linfociti T attivati
Diacilglicerolo
Platelet-activating factor
Cbha
Sostanza P

IN VIVO
Shock
Artrite (fluido sinoviale)
Artrite reumatoide
Essudato nelle ferite
Infezioni batteriche acute
Finestra cutanea
Infusione di endotossina
Atopia
Infusione di granulocyte-colony-stimulating factor
Dieta ricca di fosfatidilcolina di soia

Tabella IV. Meccanismi del “priming™ proposti in letteratura.

Aumento di calcio intracellulare

Attivazione di fosfolipasi A2 e rilascio di ac. arachidonico

Attivazione di fosfolipasi D e accumulo ac. fosfatidico
(GM-CSF)

Aumento di produzione intracellulare di PAF

Sintesi e miristoilazione di substrato di protein chinasi C

Traslocazione e attivazione di protein chinasi C

Aumento di recettori per agonisti come fMLP e LPS

Aumento di attivita della NADPH ossidasi

Riduzione di produzione AMPciclico

agenti”. Si deve quindi concludere, allo stato attua-
le delle conoscenze, che, come esistono varie vie di
attivazione, esistono molteplici meccanismi di pri-
ming e che verosimilmente diversi agenti capaci di
“primare” i neutrofili possono usare vie di transdu-
zione diverse, come gia sostenuto da vari autori®>®.

Desensibilizzazione

Le condizioni che sono state riportate avere un
effetto depressore sulla funzione leucocitaria sono
riportate in Tabella V. In tale elenco sono compresi
anche alcuni trattamenti farmacologici, a titolo
esemplificativo ma non esaustivo, visto che i far-
maci con effetti inibitori dei granulociti sono mol-
tissimi.
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Tabella V. Agenti che riducono la responsivita funzionale del neu-
trofilo.

IN VITRO

Contatto con superfici biologiche

Desensibilizzazione omologa (fMLP, TNF, siero attivato)

Desensibilizzazione eterologa o crociata (C5a, PAF,
PMA, TNF)

Prostaciclina

IL-2

a1-antichimotripsina

Very-Low-Density Lipoproteins

Tossine batteriche (pertosse, antrace)

Esaurimento metabolico

Proteina C reattiva

Platelet-derived growth factor e piastrine

Beta-endorfine e oppioidi

Adenosina

Anestesia

Molti (ma non tutti) farmaci antiinfiammatori e
calcio-antagonisti

Pentossifillina

Sali d’oro

IN VIVO
Essudazione (fattore-specifica)
Sepsi addominale
Trattamento con IL-2 o TNF
Emodialisi
Ustioni gravi
Traumatismi gravi
Policitemia vera
Infezioni virali (CMV, epatite B, influenza, HIV-1)
Cirrosi alcoolica e epatite

A parte il vasto capitolo degli effetti farmacologi-
ci, sono da segnalare i casi in cui la attivita meta-
bolica dei neutrofili & ridotta da un pre-trattamento
con un agonista. Si tratta, essenzialmente, del feno-
meno della desensibilizzazione recettoriale omologa
che nel neutrofilo & particolarmente evidenziabile
su modelli in vitro. Un meccanismo classico sotto-
stante a questo fenomeno & la “down-regulation” o
“sequestrazione” dei recettori, anche se recente-
mente sono stati studiati anche altri eventi come il
disaccoppiamento tra il recettore e i successivi
meccanismi di trasduzione del segnale.

In questo contesto, un ruolo-chiave pare essere
giocato dall’aumento di AMPciclico. Tutti gli agenti
che aumentano questo secondo messaggero inibi-
scono le risposte leucocitarie come la adesione e il
burst respiratorio. L'azione dell’AMPciclico potreb-
be essere dovuta alla attivazione della protein chi-
nasi A e quindi all'inattivazione del recettore o del-
la trasduzione a livello della fosfolipasi C.

Il sistema in cui la desensibilizzazione recetto-
riale & stata studiata pit a fondo & quello del recet-
tore beta-adrenergico. Il segmento COOH terminale
intracitoplasmatico del recettore beta adrenergice
contiene vari residui serinici e treoninici che sono
potenziali siti di fosforilazione per I'enzima beta-
adrenergic receptor kinase e PK A. La fosforilazio-
ne del recettore da parte di una delle due chinasi ri-

duce la sua affinita per la G- proteina, portando alla
desensibilizzazione™. Per quanto riguarda i recetto-
ri 7-TMS dei neutrofili, essi hanno tutti, a livello
del segmento COOH terminale, molte serine e treo-
nine. Inoltre, a livello del terzo segmento tran-
smembrana, essi hanno un potenziale sito per la PK
C. La attivazione di PK C con PMA desensibilizza i
recettori chemiotattici®®.

Un interessante meccanismo di desensibilizza-
zione del neutrofilo, recentemente descritto, & lo
“shedding” dei recettori. Questo fenomeno, descrit-
to per vari recettori come ad esempio quelli del
TNF, dell'IL-6 e dell’endotossina’'®, ha una dupli-
ce funzione: da una parte causa la desensibilizza-
zione della cellula per quello specifico agente,
dall’altra causa I'immissione nei liquidi biologici di
molecole in grado di “catturare” il ligando prima
che venga a contatto con la cellula. In altre parole,
i recettori solubili delle molecole mediatrici dell’in-
fiammazione diventano degli anti-mediatori e quin-
di entrano nella rete di controllo dell'infiammazione
stessa'’l.

Anche I’adesione del neutrofilo alle cellule endo-
teliali pud essere modulata col meccanismo dello
“shedding”, che si applica alle L-selectine'®, men-
tre 'adesione mediata da integrine & modulata da
cambiamenti di affinitd del recettore per i suoi li-
gandi (v. tab. 1).

La desensibilizzazione pud essere omologa o ete-
rologa. La desensibilizzazione omologa & un feno-
meno ben noto in varie specie cellulari e nel neu-
trofilo & stata descritta in varie situazioni, come ad
esempio in vitro mediante ripetute aggiunte di fatto-
ri chemiotattici in alte dosi'®'* ed in vivo nei neu-
trofili dell’essudato nei confronti degli agonisti IL-8
e Cba, la cui presenza ¢ stata evidenziata nel fluido
della finestra cutanea in alte concentrazioni'. Una
desensibilizzazione eterologa & quella che si osser-
va in neutrofili trattati con chemoattrattanti o isola-
ti dalla finestra cutanea, neutrofili che si sono visti
avere ridotta responsivitd al TNF?, oppure in neu-
trofili trattati prima con esteri del forbolo e poi con
fMLP o PAFs.107,

Secondo alcuni autori la desensibilizzazione in-
dotta con ripetuto contatto tra cellula e agonista sa-
rebbe reversibile con la rimozione del ligando e
dopo un certo tempo'®,

Un tipo particolare di desensibilizzazione, detta
“classe-specifica” & stata proposta per i recettori
C5a e fMLP, in quanto essi hanno una simile strut-
tura (v. sopra) e presumibilmente simili meccanismi
di controllo crociati'o™1%, .

I meccanismi molecolari con cui si attua la de-
sensibilizzazione sono molto vari, a seconda delle
condizioni in cui il fenomeno si realizza, ma si pos-
sono sostanzialmente riassumere nei seguenti: a)
perdita di sensibilitd o di numero dei recettori, b)
disaccoppiamento tra recettore e sistema di trasdu-
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zione come le G-proteine, c¢) innesco di sistemi di
modulazione endogeni come aumento di AMPecicli-
co, sintesi di lipocortina, attivazione di fosfatasi,
ecc..., d) inattivazione di componenti dei sistemi ef-
fettori: ad esempio, si & visto che la inibizione della
NADPH ossidasi ottenuta col riscaldamento (heat-
shock) & dovuta ad una particolare termolabilita del
fattore citosolico p67*°.

La desensibilizzazione, omologa e eterologa, nei
confronti di mediatori molto attivi come il TNF pro-
babilmente rappresenta un importante meccanismo
di auto-protezione delle cellule. La mitigazione del-
le risposte inducibili dal TNF, dalle endotossine e
da altri prodotti batterici puo essere un sistema per
controllare gli effetti deleteri dell’eccessiva infiam-
mazione. Naturalmente, il rovescio della medaglia
di questo fenomeno & la ridotta funzionalita cellula-
re anche come killing batterico, fatto che potrebbe
spiegare 'aumentata suscettibilita alle infezioni nel
periodo postoperatorio, nei grandi ustionati, nei
diabetici, nel neonato e in corso di terapie a base di
antiinfiammatori che inibiscono la funzionalita leu-
cocitaria.
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