L’'Inflammazione



INFIAMMAZIONE
una storia lunga...

Figure 1. Smith Papyrus, circa 1650 B.C.
Hier-:lglyz:-ha-: read sharmamet, iranslated as “inflammatbian”




INFIAMMAZIONE

L’'inflammazione e una risposta adattativa ad uno
stimolo dannoso o stressante per il tessuto

Sequenza di eventi biologici specifici che si verifi cano in risposta
ad uno stimolo lesivo non specifico ed hanno come s COopo .

1) Diluire, Neutralizzare o Distruggere I'agente lesivo

2) Restringere il danno tissutale al minimo possibile

3) Preparare I'organismo a combattere il danno

4) Preparare I'area inflammata per la riparazione ed ini  ziarla

Si tratta quindi di un processo, non di uno stato



Variabilit a dell 'inflammazione

La risposta comprende una componente vascolare ed una
componente tissutale che si combinano in varie

proporzioni a seconda che il processo sia acuto o c ronico
A seconda della causa dell'inflammazione (infettiva 0

non infettiva) ci sono differenze nella segnalazion ee
nelle modalita con cui sui attua la risposta

Alla fine pero gli eventi vascolari sono simili,

La fonte cellulare delle citochine e le cellule ini  zianti
POSSONO essere diverse

Ci sono comungue eventi e tipi cellulari costanteme nte
coinvolti (neutrofili e macrofagi)



Cause del processo inflammatorio

- agenti fisici ( ad es. radiazioni, traumi, calore, etc)
- agenti chimici (ad es. acidi, basi, composti tossi Ci)
- agenti biologici (ad es. batteri, virus, parassiti )

Praticamente tutte le cause di malattia

Queste cause determinano una reazione del tessuto
attraverso alcuni tipi cellulari (sensori) che iniz lano la
produzione di mediatori chimici inflammatori che a
loro volta determinano movimento di liquidi e leuco citi
dal sangue al tessuto extravascolare



Eventl nell'infammazione
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Le diverse cause determinano diverse modalita
di segnalazione.

Ad esempio i batteri o i virus porteranno ad una
reazione immunitaria (naturale o specifica) le
cause fisiche attiveranno macrofagi e mastociti
direttamente o attraverso i prodotti del danno
(ATP, DNA, peptidi ecc.
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L'inflammazione puo
essere considerata
una risposta allo
stress

Ci possono essere diversi gradi ,
a seconda dell'intensita dello
stimolo

- Risposta cellulare allo stress

- Risposta del tessuto allo stress

- Risposta del tessuto al danno



Tessuto

Venula Arteriola

il
\

Mediatori chimici

Il tessuto danneggiato (1) libera mediatori chimici (2) che diffondono
Verso I vasi sanguigni circostanti, provocando la reaz lone vasale e
cellulare:

formazione di un essudato costituito da cellule e |i quido (3) .
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Tipi di inflammazione
Inflammazione acuta (angioflogosi )
- di breve durata, da pochi minuti fino a pochi giorn
- prevalgono fenomeni vascolari con formazione di
essudato composto da liguidi con proteine
plasmatiche

- migrazione nel tessuto inflammato di leucociti,
soprattutto granulociti neutrofili

Inflammazione cronica (istoflogosi)

- Durata piu lunga, anche anni

- Prevalente componente cellulare con macrofagi,
linfociti e fibroblasti

- Proliferazione di vasi sanguigni e fibrosi



L’'Inflammazione acuta



Terminologia del fenomeni inflammatori

- Essudazione : passaggio di liquidi, proteine e cellule dal
sistema vascolare verso i tessuti interstiziali o le cavita sierose.

e« Essudato : un liquido Iinflammatorio extravascolare con
elevata concentrazione proteica, conenente detriti cellulari e
con peso specifico superiore a 1,020. Va differenziato dal
trasudato : liquido con basso contenuto di proteine ed un peso
specifico inferiore a 1,012.

« Edema: accumulo di liquido extravascolare nei tessuti
Interstiziali o nelle cavita sierose come essudato o trasudato



Segni cardinali dell'infiammazione acuta
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Segni di inflammazione acuta

Rubor (redness)

Tumor (swelling)

Calor (heat)






Principali eventi dell’ inflammazione acuta

Aumento del calibro vascolare che
determina 'aumento del flusso ematico.

Modificazioni  strutturali deli vasi del
microcircolo che permettono alle proteine
plasmatiche ed ai leucociti di lasciare 1l letto
vascolare.

Migrazione dei leucociti dal microcircolo ed
accumulo nella sede del danno.



Correlazione tra segni/sintomi ed event

Risposta vascolare Segni/Sintomi

Vasodilatazione

: alore (calor
Aumento del flusso ematico — / ( )

Rossore (rubor)

Essudazione di liquido (permeabilita)

Afflusso di cellule (chemiotassi) Gonfiore (tumor)

. Dolore (dolor
Elevato metabolismo cellulare ( )

 Liberazione di mediatori chimici
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Modelli di risposta inflammatoria

Risposta immediata e transitoria — risposta a danni minori

Risposta immediata e protratta —rispostaa dannip iu
gravi. Continua per vari giorni. C ’e danno vascolare

Risposta ritardata — aumento della permeabilita ritar  dato,
dopo 4-24 ore, radiazioni, scottature solari
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La tripla risposta

Sir Lewis Thomas (1927)
— Vasocostrizione inconsistente e transitoria (secondi o
minuti)
— Vasodilatazione delle arteriole pre-capillari

— Stasi e marginazione leucocitaria, con aumento della
permeabilita della barriera endoteliale ed EDEMA

 “Classically, this type of leakage affects only venules
20-60 mm in diameter (post-capillary venule)”



Modificazioni del flusso ematico e del

calibro del vasi

- Vasocostrizione arteriolare  di brevissima durata, mediata
dal sistema nervoso simpatico . Puo mancare e non ha un
ruolo significativo.

e Vasodilatazione arteriolare per rilasciamento delle

fibrocellule muscolari liscie della parete delle arteriole

terminali, indotta da una serie di molecole ad azi one
rilassante. Determina un aumento del flusso ematic 0.
Iperemia attiva .

* Fase della Stasi . Iperemia passiva

-Compressione sulle venule esercitata dall’essudato

-La fuoriuscita di liquido ricco in proteine nel tes suto
extravascolare dovuta allaumento della permeabilt a
vascolare del microcircolo provoca “ispissatio sang uinis”.



A. Condizioni Nessun accumulo di liquidi (considerando il flusso linfatico)

normali Flusso netto di liquidi Flusso netto di liquidi
verso 'esterno . verso l'interno
+ 10

Arteriola

Capillari

B. Inflammazione
acuta Flusso netto di liquidi verso I'esterno
Flusso netto di liquidi Flusso netto di liquidi
verso l'esterno verso l'esterno
+30 T +10
: *-—-.. _ 30t 20

_ Venula
Arteriola

Pressione idrostatica Capillari Pressione colloidoosmotica
(mmHg) Co (mmHg)



Hydrostatic Colloid osmatic
pressure pressure

A. NORMAL Plasma proteins

Increased hydrostatic pressure
{venous outflow obstruction,
e.g., congestive heart failure)

pressure (decreased protein
synthesis, e.q., liver disease;
increased protein loss, e.q..
kidney disease)

Fluid leakage l Decreased colloid osmotic

B. TRANSUDATE

C. EXUDATE

Inflammation
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Meccanismi dellaumento della permeabilita

1- Formazione di fenestrazioni endoteliali

- contrazione delle cellule endoteliali
- riorganizzazione del citoscheletro

2- Danno endoteliale
- diretta
- mediata da leucociti
3- Aumentata transcitosi (traffico vescicolare)

4- Angiogenesi



Formazione di fenestrazioni endoteliall

E’ una risposta immediata e transitoria
dovuta alla contrazione delle cellule
endoteliali

E’ la causa piu comune di aumento
della permeabilita

E’ limitata alle venule post-capillari

E’ un processo reversibile causato dai
mediatori chimici dell'inflammazione

Precede la riorganizzazione del
citoscheletro che e successiva e dura
di piu



Danno endoteliale diretto

Danno dovuto alla causa del
processo inflammatorio, (infezione,
ustione, ecc.)

E’ un processo rapido e protratto,
che dura finche il vaso non e
riparato o trombosato

Interessa tutto il microcircolo

Un danno diretto moderato puo
dare una permeabilizzazione
ritardata, con I'evolversi del danno
endoteliali. (Es. scottature solari)




Danno endoteliale mediato da leucociti

Dovuto all’azione del
neutrofili attivati

Prevale nelle sedi di
adesione leucocitaria:
venule

E’ di lunga durata




Transcitosi e angiogenesi

La transcitosi e un aumento del
traffico vescicolare.

Le vescicole passano attraverso
le cellule endoteliali integre

Venule. Azione del VEGF

L’angiogenesi avviene piu
tardivamente e fa parte dei
processi riparativi.

| vasi neoformati sono piu
permeabili
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Sequenza degli eventi cellulari
nell 'inflammazione acuta

»Marginazione e rotolamento

» Attivazione

»Adesione e transmigrazione (diapedesi)
»Movimento nella regione inflammata (chemiotassi)

MARGINATION ————= ROLLING —— = ADHESION = TRANSMIGRATION

. Capillary

Leukocyte activation

a-:tjvationf /""’P T =

oo 0 Stimulus
=l =
Bacteria oo ™ CHEMOTAXIS



Sequenza di eventi cellulari e molecole coinvolte

Rotolamento — Attivazione — Adesione — Diapedesi
I Selectine I
rhetd I Integrinefimmunnﬂfnbuﬁne l

(LFA I, MAC 1 /ICAM 1)
(VLA-4 / VCAM-1)

/——-—\ PECAM-1
e altri
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ATTIVAZIONE

Stimolo | =

CHEMIOTASSI
L




Marginazione e rotolamento

- Sono inizialmente la conseguenza del flusso modifi cato nei piccoli
vasi per perdita del flusso laminare

- Poi i granulociti iniziano a rotolare formando intera zioni
transitorie con molecole di  selectine sulla membrana endoteliale

Sialyl - Lewis X - :
modified glycoprotein (PSGL1) /_L_S:Imm Integrins

7 (nonactivated)

L -selectin

NORMAL FLOW Rolling
Slalyl - Lewis X -
s mod ifeed gh'caprateln(PSGLl)
i [ {
[ - - || - - | (| - | - -
Evsele:ctln P-selectink L -selectin Chremo- L-Eele:'tin[ F -selectin
ligand :;taag:g::s igand g _selectin
activating
] o signals
E-selectine sulle cellule endoteliali
P-selectine su cellule endoteliali e piastrine
L-selectine sui leucociti
Le selectine riconoscono e legano gli oligosaccaridi sialilati o fucosilati

delle glicoproteine di superficie



Marginazione




MARGINAZIONE DEI NEUTROFILI




Adesione e transmigrazione

| leucociti successivamente aderiscono in modo stabile

L’adesione e mediata da integrine (ICAM1, VCAM1) e molecole della
superfamiglia delle immunoglobuline (LFAL, VLA4)

Per la diapedesi e fondamentale PECAM1 (CD31)

Activated integrins

ADHESION

PECAM -1

IC037) TRANSMIGRATION
PECAM -1

(CD31)

| I
L -selectin | P -selectin ICAM -1

ligand E-zelectin



Mediatori dell 'attivazione leucocitaria

REDISTRIBUTION OF P-SELECTIN
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Adesione e transmigrazione
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| granulociti attraversano la membrana basale dell’  endotelio

Collagenasi, MMPs







Molecole di adesione endotelio/ leucocitarie

Molecole endotelial Recettori Ruolo principale
leucocitari
P-selectina Sialil Lewis X Rotolamento
PSGL-1 (neutrofili, monociti, linfociti T)
E-selectina Sialil Lewis X Rotolamento , adesione all’endotelio
PSGL-1, ESL-1 attivato (neutrofili,monociti, linfociti T)
GlyCAM-1, CD34 L-selectina Rotolamento dei neutrofili e dei monociti
Adesione tessuto specifica dei linfociti
VCAM-1 Integrine Adesione
(immunoglobuline) (VLA-4, LPAM-1) (neutrofili, monociti,
linfociti T)

ICAM- 1
(immunoglobuline)

Integrine
(LFA-1, MAC-1)

Adesione,arresto e passaggio
attraverso I'endotelio (tutti i leucociti)




Molecole di interazione endotelio -leucocitaria

Interaction between homologous groups  Interaction between heterologous groups

P B | r =X
E-Cadherin N-CAMs Mucin-like CAMs Integrins
3 Carbohydraté
218 chains
- @8 (x B
QOOO lg-like '
domains / M
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. . P-selectin extracellular
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Sequenza completa

Integrin activation - Migration through
Rolling by chemokines Stable adhesion endothelium
Leukocyte Sialyl-Lewis X-modified glycoprotein
,— Integrin {low affinity state)
Integrin (high-
afﬁ:}ity state)

FECAM-1
(CD31)

Integrin ligand
Proteoglycan {ICAM-1)

&
2 % ¢4 »
Chemokines &
Macrophage
with microbes
Fibrin and fibronectin
(extracellular matrix)
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Chemiotassi ed attivazione

| granulociti neutrofili si spostano nella sede di in flammazione
seguendo un gradiente chemiotattico

Chemiotassi : movimento orientato lungo un gradiente
chimico.

| chemiotattici possono essere:

»Componenti del complemento (C5a). Azione precoce

»Leucotrieni derivati dall’acido arachidonico (es LB4)

» Prodotti solubili di origine batterica (Terminazioni c on N-
formilmetionina)

»Lipidi derivanti da membrane danneggiate (incluso LPS )

»Chemochine (es IL8) agenti su recettori specifici (4- 48 ore)



Granulocita in fase di
movimento
chemiotattico
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Attivazione del neutrofili

| PMNS sono attivati da molte sostanze:
- La porzione Fc di IgM e IgG
. Cha, C3b, eiIC3b

- Leucotriene B ,

. Citochine (TNF- a)

- Peptidi chemiotattici formilati batterici



Fasi dell’inflammazione: evoluzione del tipo cellul are
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Maturazione del macrofagi

Bone marrow Blood Tissues Microglia (CNS)
Kupffer cells (liver)

Alveolar macrophages (lung)
Osteoclasts (bone)

Stem cell | === Monoblast —l-| Monocyte —!-[ Macrophage |

© Elsevier 2005



Attivazione del macrofagi

| macrofagi sono attivati anche da molte altre sost
» Citochine prodotte da linfociti T, particolarmente
»Lipopolisaccaridi da batteri gram - (LPS)
»PAF

»Fibronectina della matrice extracellulare

»ATP

anze.

IFNy



Conseguenze funzionali dell 'attivazione leucocitaria

»Degranulazione , secrezione di enzimi lisosomiali
» Attivazione della fagocitosi
» Attivazione dell’eplosione ossidativa  (oxidative burst)

»Modulazione dell’ adesione del leucocita  per
modificazione dell’espressione di molecole di super ficie



Granuli del Neutrofili

- Primari (azzurrofili) - sono lisosomi e
contengono serina-proteasi, and fosfolipasi A
e mieloperossidasi

- Secondari (specifici)- simili al primari, ma
contengono anche lattoferrina, lisozima,
collagenasi

- Terziarl - presenti al polo di trazione del
polimorfonucleati neutrofili in fase di
migrazione e contengono gelatinasi (una
MMP) per la degradazione della membrana
basale



Azurophil granules Specific granules Gelatinase granules Secretory granules

Increasing tendency for exocytosis

Copyright & 2006 Nature Publishing Group
Mature Reviews | Immunalogy



FAGOCITOSI
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FAGOCITOSI

Eulames A. Sullivan www.cellsalive.com



1. RECOGNITION AND ATTACHMENT
Microbes bind to phagocyte receplors

g 2. ENGULFMENT
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Fasi della fagocitosi

- Riconoscimento ed adesione

Puo riguardare materiale inerte o essere mediato da recettori

Recettori macrofagici per la lectina legante il mannosio  (Mannose Binding Lectin,
MBL) sono lectine che legano i residui di mannosio e fucosio delle glicoproteine e dei
glicolipidi della parete batterica (quelli di mammifero hanno acido sialico o N-
acetilgalattosamina).

Scavenger receptors sono due, originariamente definiti come molecole che legano e
mediano I'endocitosi di LDL ossidate o acetilate che non sono riconosciute dai
recettori LDL normali.

Possono legare anche vari microbi.

Integrine macrofagiche soprattutto Mac-1 (CD11b/CD18), possono anche legare

microorganismi e mediarne la fagocitosi.

- Ingestione del materiale adeso.
Invaginazione della membrana e formazione di vescicole, trasporto delle vescicole e
fusione con i lisosomi a formare i fagolisosomi

- Uccisione o degradazione del materiale ingerito
Con meccanismi ossidativi e non ossidativi



Mannose Binding Lectin

Zucohero S
terminale 2 :

1 Dj Carboidrati Carboidrati
Zucchero terminale

~ Dominio di
nconoscimento
dei carboidrati
(CRD)

r-elica

Dominio di tipo
collageno

=
-

Queste lectine legano particelle glicosilate e micr  obi e
attivano il complemento

Sui fagociti si trovano recettori per queste lectin e.

Il contatto con I recettori attiva la fagocitosi



1- Reazione ossidativa

* Le specie reattive dell’ossigeno si formano attraverso
una serie di reazioni metaboliche

che implicano

— Aumentato consumo di ossigeno

— Glicogenolisi

— Aumento dell'ossidazione del glucosio

-Le reazioni che specificamente generano ROS sono catalizzate
da

-NADPH oxidase: produce superossido (-O,)
-Dismutazione spontanea del superossido: formazione di H,O,

-Mieloperossidasi il principale agente battericida dei neutrofili
Converte H,O, in HOCI Acido ipocloroso e radicale idrossilico
(OH)



Ingastione

Farmazione
del lagolisosoma
e degranulazione

CITOPLASMA FAGOLISOSOMA

Companenti ciloplasmatic
delia NADPH ossidasi G'“"““
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2- Attivita battericida non ossidativa

drolasi Lisosomiali (granuli 1° e 2°)

. Lisozima (granuli 1° e 2°, lisosomi)

- Difensina (granuli 1°)

. Lattoferrina (granuli 2° - chela il ferro)

- Proteina battericida/che aumenta la
permeabilita (granuli 1° — efficace sui
Gram-)

- Proteine Battericide degli eosinofili




Difetti della fagocitosi

Acquisiti (importanti e frequenti)

- Immunosuppressione iatrogena (comune, es.
steroidi)

- Diabete

- Malattie croniche debilitanti
. Infezioni incontrollate

- Gravi traumi o ustioni




Difetti della fagocitosi

Congeniti (rari)
Sindrome di Chediak-Higashi (recessiva)

. Difettoso assemblaggio intracellulare dei Microtubuli
porta ad alterata locomozione e degranulazione e
incapacita di lisare | batteri

Job Syndrome (lper IgE)
Malattia granulomatosa cronica (x-linked)

- Non c’e lo scoppio ossidativo: deficienza di NADPH
ossidasi che genera superossidi, manca quindi il
meccanismo di uccisione ossigeno-dipendente

Deficienza di Mieloperossidasi
Difetti di adesione:

— Difetti di LFA-1 e Mac-1 (LAD-1leukocyte adhesion
deficiency type 1)

— Assenza di sialyl-Lewis X, e difetti di epitopi glicidici di E- e
P-selectina (LAD-2)



Ruolo del granulociti

DANNO TISSUTALE dovuto al

RILASCIO DEL CONTENUTO
LISOMIALE

1) rigurgito da pasto

2) fagocitosi frustrata

3) morte del leucocita

Secrezione di MEDIATORI

- Citochine -1, IMNFa)

- Leucotrieni (LTB, LTA )

- Elastasi, Catepsine, Proteasi

- Proeteina cationica, Difensine
- Lisozima, Lattoferina,

- Collagenasi, Gelatinasi, PAF
-ROS

FNOIZVZELINOSAO

GRANULOCITA

CD35 ...
Ccry P ATTIVATO

(FcR)

ATTIVAZIONE

(IL-1, INFa)

DISTRUZIONE del’AGENTE PATOGENO

meccanisimi ossigeno-dipendenti ( Burst respiratorio)
tramite radicali reattivi dell’O, (ROS) e del NO

2) meccanismi ossigeno-indipendenti

GRANULOCITA




MACROFAGI

dell’INFIAMMAZIONE

1) C5a, C3a

2) Fattore di Hageman,
Plasminogeno

3) Prostaglandine,
Leucotrieni

4) NO, ROS

Ruolo del macrofagl

FAGOCITOSI ¢
DISTRUZIONE
del’AGENTE

PRESENTAZIONE dell’ANTIGENE ai LINFOCITI

Attivazione linfociti Thl

RISPOSTA

Attivazione NK ’ ‘ IMMUNITARIA

A

IL-12

IL-8

Rilascio
CITOCHINE

IL-6

A

Attivazione di linfociti
/-y Aumanto della produzione
di anticorpi

TNF-a

IL-1

Richiamo ed attivazione
dei Neutrofili

™\

Attivazione
delle endotelio

| INFIAMMAZIONE |

Febhre

Proteine di fase acuta (con IL-6 e TNF-a, IL-11)




Ruolo del mastociti

Soprattutto nelle reazioni allergiche ed anafilatti  che

ATTIVAZIONE
DANNO DIRETTO, C5a e C3al

PROTEINA CATIONICA dei GN e delle piastrine,
Cross-legame di allergeni su IgE IPERSENSIBILITA' tipo I)

DEGRANULAZIONE e SINTESI di MEDIATORI:

Fattori vasoattivi v
Istamina, PG, LTC,. LTD,)
PAF, CALLICREINA

> PERMEABILITA' VASALE

Eattont cheimotatticy —» RICHIAMO ed ATTIVAZIONE degli
B EOSINOFILI
Atochine
ATTIVAZIONE NEUTROFILI

IL-3.IL-4,IL-5 IL-6, IL-13
GM-CSE, INF-a ATTIVAZIONE DELLE PIASTRINE



Danno tissutale determinato da cellule
Inflammatorie

| meccanismi relativamente primitivi e non-specifici
dei polimorfonucleati e deli macrofagi sono anche
In grado di produrre effetti dannosi, causati dalla
liberazione del contenuto di queste cellule

"Our arsenals for fighting off bacteria are so pdwleand involve so

many different defense mechanisms, that we are malanger from
them than from the invaders. We live in the midstxjgflosive devices;
we are mined."

— Lewis Thomas
(http://fen.wikipedia.org/wiki/Lewis Thomas)



Danno tissutale per liberazione di sostanze dal
neutrofili durante I'inflammazione

® Enzimi lisosomiali presenti nei granuli
» Metaboliti attivi dell’ossigeno

= Prodotti del metabolismo dell’acido arachidonico

Modalita, di rilascio del contenuto dei granuli

-lisi cellulare
-difetto nel funzionamento della fagocitosi:

1) Degranulazione prematura (Rigurgito durante I'ingestio ne)

2) Fagocitosi fallita o ostacolata da materiale grand e o piatto_ o fisso
(es immunocomplessi precipitati)

3) Sostanze dannose per la membrana (es cristalli di urato) con
rilascio citotossico

4) Esocitosi per attivazione troppo persistente.



FAGOCITOSI

Eulames A. Sullivan www.cellsalive.com



Danno tissutale determinato da cellule
Inflammatorie

Fattori di danno:

Specie reattive dell’'ossigeno

. Possono diffondere attraverso una membrana
plasmatica intatta

Causano perossidazione lipidica
Reagiscono col DNA

Ossidano | gruppi sulfidrilici delle proteine e
formano legami crociati

Degradano la matrice extracellulare



Danno tissutale determinato da cellule
Inflammatorie

Fattori di danno:

2- Enzimi Lisosomall

- Sono utili alla degradazione del
microorganismi e possono quindi digerire
componenti tissutali extracellulari

. L’attivita delle proteasi e contrastata da
antiproteasi plasmatiche (a,-anti-tripsina, a,-
macroglobulina, etc.)



Danno tissutale determinato da cellule
Inflammatorie

- Aderenza delle cellule fagocitiche

- L'aderenza alla membrana basale o altre
componenti della matrice extracellulare e
ad altre cellule da parte dei fagociti
aumenta il danno causato dalle specie
reattive dell’'ossigeno e dagli enzimi per
mancato accesso degli inibitori plasmatici



Danno tissutale determinato da cellule
Inflammatorie




Danno tissutale determinato da cellule
Inflammatorie







MEDIATORI CHIMICI DELL 'INFIAMMAZIONE

CELLULE MEDIATORI FONTE
Mediatori preformati § Istamina Mastocit, basofili, piastrine
presenti in granuli di | — Serotonina Piastring
secrezione ~ Enzimi lisosomiall Neutrofili, macrofagi
- Prostaglandine Tutti i leucociti, piastrine, CE
T Leucotrieni Tutti i leucociti
Mem?m" | | Fattori attivanti le piastrine  Tutti i leucociti, CE
Sintelizza Specie reattive dell'ossigeno  Tutti i leucociti
de novo Ossido di azoto Macrofagi
- Citochine Linfociti, macrofagi, CE
Attivazione del Sistema delle chinine {bradichinina)
fattore XII Sistema della coagulazione/fibrinolisi
fattore di Hageman)
. Attivazione del Gg: } anafilotossine
' complemento Ca
FEGATO Csng (complesso di attacco alla membrana)

(fonte principale)



Proprieta generali
del mediatori chimici dell'inflammazione

* La maggior parte dei mediatori esprime la propria attivita biologica
legandosi a specifici recettori  sulle cellule bersaglio.

 Un mediatore chimico puo stimolare il rilascio di altri mediatori
chimici da parte delle cellule bersaglio.

* | mediatori possono avere come bersaglio uno o pochi tipi di cellule,
oppure agire su molie cellule diverse o anche esercitare effett
diversi a seconda della cellula o del tessuto.

e La maggior parte dei mediatori, una volta attivati e rilasciati dalla
cellula, ha una emivita breve .

e Quasi tutti i mediatori sono potenzialmente dannosi



Mediatori Chimici dell ’'inflammazione

« Amine Vasoattive

o Sistema del Complemento

e Sistema delle chinine

o Sistema Coagulazione

e Sistema della fibrinolisi
 Metaboliti dell’acido Arachidonico
 PAF Platelet activating factor

e Citochine

e (Ossido Nitrico




| mediatori preformati:
Ammine Vasoattive

Prodotte da basofili e piastrine del sangue e daim  astociti,
distribuiti abbondantemente intorno ai vasi

Istamina

- Vasodilatazione arteriolare e contrazione delle cellule
endoteliali venulari

- Fenestrazione endoteliale;
- Aumento della produzione di prostaglandine

Serotonina

— Azioni simili all’istamina.
Deriva dalle piastrine: corpi densi.
Si libera in seguito ad aggregazione o per effetto del PAF



Stimoli rilascianti I'istamina

Stimoli lesivi di natura fisica.
Reazioni immunitarie con legame di IgE ai mastociti

Frammenti del complemento chiamati  anafilotossine
(C3a,Cha).

Fattori proteici leucocitari.
Neuropeptidi.
Citochine (IL-1, IL8).



Recettori dell'istamina e loro effetti

Locall Sistemici
H1 H2 'H1eH2
Costnizione della muscolatura | Rilassamento della Vasodilatazione.
liscia prevalentemente di muscolatura liscia della Ipotensione.
quella bronchiale. parete vascolare. Cefalea.
Aumento della permeabilita | Secrezione dimucoda |
vascolare. parte delle cellule mur:iparel
Comparsa di prurito. degli apparati digerente
Favornimento del metabolismo | e respiratorio. |
dell'acido arachidonico. Inibizione della secrezione |

di istamina e della

produzione di citochine
infiammatorie. ‘
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Mediatori plasmatici:

1. Il complemento

Complesso antigene-anticorpo

_ C3 convertasi C5 convertasi
Ct » Clattivalo  gella via classica della via classica

e [

E ' CWHNEEEE di attaces
! i alla membrana

C3 convertasi C5 convertasi
Faftore Fattore della via alternativa della via alternativa

Superfici microbiche | B D Stabilizzata
Polisaccaridi dalla properdina VIA ALTERNATIVA




Conseguenze dell 'attivazione del complemento

COMPLEMENT ACTIVATION

o Y v

Classical

pathway —
Antibody /

Lectin

Recognition of bound C3b
by phagocyte C3b receptor

noime £




Complemento

|| C3 e il punto di controllo fondamentale e regola
entrambe le vie di attivazione

» C3a e Cha sono noti come “anafilotossine”; sono
capaci di indurre vasodilatazione, permeabilita e
liberazione di istamina dai mastociti. || C5a e un
potente chemiotattico. Attiva le integrine

e C3b, C3bi sono opsonizzanti

* || complesso di attacco alla membrana (Membrane
attack complex- MAC) e I'agente attivo e induce la
lisi; e costituito da C5—9



Mediatori plasmatici:

2. Il Sistema delle chinine

Fattore XIll|

Peptidi vasoattivi

? generati da proteasi
O o e dette callicreine

m’f — |l prodotto piu
xua Importante e la
bradichinina
Kallikrein -I— Frakallikrain

*VVasodilatazione
eDolore
Flbrlnulytn: -_

HMWHK —= Bradykinin ﬂgtem
Kallkrein

— La callicreina e un
potente attivatore del
fattore di Hageman

— Hanno emivita breve:
chininasi

Plasminogen —————— Plasmin

Complement
cascade

Plasmin



INTRINSIC PATHWAY EXTRINSIC PATHWAY _ _
—— _— Mediatori
) - / Plasmatici
Prekailikrein — 8 Tissue Facior 3. La cascata della
coagulazione

Effetti inflammatori:

-Attivazione del
sistema delle chinine

- Attivazione della
plasmina (fibrinolisi)

- Attivazione del
Complemento

- Effetti flogogeni della
trombina

(1 {1} Fikiry

COMMOMN PATHWAY




Connessione tra le vie attivate dal fattore Xl di Hageman

Xl Factor Xll (Hageman factor)

Collagen, basement membrane,

ofactor: ;
T e /“ activated platelets
-

(_ Xlla Factor Xila

‘ e \ 1 ] e ‘
,:E::LB Kallikrein #=— Prekallikrein Clotting factors Gluthandﬁ

L)
Thrombin
HMWK —— Bradykinin

Flasminogen =+ Plasmin = Fibrin <—— Fibnnogen

Fibrinolytic l
mnﬂt Fibrin-split products

C3 ———> C3a :
Complement
* cascade
C§ = C5a




Mediatori Plasmatici
4.PAF- Platelet activating factor

Ha numerosi effetti. Per vasodilatazione e aumento della
permeabilita vascolare e 100-10,000-volte piu potente dell'istamina

Attivazione di cellule inflammatorie, endoteliali e tissutali

v

Platelet Activating Factor (fosfolipasi A,)

4

. . .
Attivazione Attivazione di \Vasi Contrazione della
piastrinica Neutrofili/Macrofagi muscolatura liscia
m=»>Degranulazione Broncocostrizione
Chemiotassi
Aggregazione . S
> e dasione B> Vasodilatazione
Produzione A 0 dell
Produzione di AT ROS » (lajrrpweer;gilitg \?ascolare*
=2 Eicosanoid P

* 100 - 10,000 volte piu potente dell'istamina



PAF: Platelet activating factor

FONTI PRINCIPALI AZIONI PRO-INFIAMMATORIE
Mastociti/basofil Aumento della permeabilita vascolare
Neutrofili Aggregazione leucocitaria
Monociti/macrofagi Adesione leucocitaria
Endotelio Priming/chemictassi dei leucociti
Plastrine Attivazione piastrinica
Altre Stimolazione di altri

mediatori (LT, Oy7)
H,C—0—(CH,)}—CH;

r'|:|’ 15-17
CH,—C—0—CH ﬁlﬁ ®r[:H3
HyC—0—P—0—CH,—CH,—N—CHj
| |
G 0 CH,

FATTORE ATTIVANTE LE PIASTRINE



Mediatori sintetizzati de novo
1- Metaboliti dell’Acido Arachidonico

» Sintetizzati dai fosfolipidi delle membrane
cellulari per azione di fosfolipasi inibite dai

corticosteroidi
» S| formano:
- leucotrieni via 5-lipossigenasi

- prostaglandine e trombossno A, via
ciclo-ossigenasi (COX-1 e COX-2)




Ciclo -ossigenasi

La via ciclo -ossigenasica € mediata da due
differenti enzimi; COX1 e COX2:

COX1 e costitutivamente presente in tutte le
cellule di mammifero; usa come substato O , ed e
una eme-proteina; il suo gene & sul cromosoma 9 .

COX2 e espressa in molte cellule solo gquando

viene indotta da stimoli quali PAF, IL -1 e TNFa. In
alcune cellule del cervello e del rene e pero prodot ta

costitutivamente ; il gene & localizzato sul cromosoma 1.



Sintesi e effetti del derivati dell’acido arachidon ICO

COX-1 and COX-2 inhibitars,
aspinn, indomathacin inhibit

Y
Prostaglandin H. (PGH
e (PGH Leukotriene A, (LTA,) ——= Leukotriene B,
* + * (LTE,)
Thromboxane A, Leukotriene C, (LTC,)
(PGI;) : (TXA)
Causes casses: | Leukotriene D (LTD,)
;Hl:iﬂ-:ﬂlﬁm. vasoconsincion,
ts platelat promales platelet Leu LTE
; " son kotriene E, (LTE,) |
; * Lipoxin A, Lipoxin B,
PGD, PGE; (LXA) {LXB,)




Neutrofili e piastrine interagiscono nello stimolo alla
sintesi di leucotrieni

Activating stimulus

NEUTROPHIL

4

PLATELET

==

! EA

LTBe | q2dipoxygensse
Ty

| Lipoxin

.H'\-‘.

© Elsevier 2005




Effetti del derivati dell’acido arachidonico

EFFETTO METABOLITA
Vasocostrizione * Trombossano A,, leucotrie-
ni Cq, D4, Eq,
Vasodilatazione, dolore * PGl,, PGE,, PGE;, PGD,

Aumento della permeabilita » Leucotrieni C,, Dy, E,
vascolare

Chemiotassi, adesione leuco- ® Leucotriene B,, HETE,
citaria lipossine



Mediatori sintetizzati de novo
2- Citochine

Le citochine sono proteine prodotte da molti tipi di cellule
(linfociti e macrofagi attivati ma anche cellule end oteliali, epiteliali
e del connettivo) in grado di modulare la funzione di altre cellule

Le citochine prodotte dai fagociti mononucleati sono chiamate
Monochine mentre quelle che derivano dai linfociti sono dette
Linfochine

| fattori stimolanti la formazione di colonie (CSF) sono prodotti

dallo stroma midollare, da monociti e da macrofagi e s timolano la
crescita dei leucociti immaturi del midollo osseo. (e s. G-CSF
granulociti, M -CSF monociti, GM -CSF granulo e monociti)

Le interleuchine sono una ampia famiglia di citochine prodotte
dalle cellule emopoietiche e agiscono soprattutto su | leucociti.

Le chemochine sono citochine che possiedono la proprieta di
stimolare la chemiotassi dei leucociti



Citochine

Le citochine possono anche essere raggruppate in 5 ¢ lassi sulla
base della funzione principale o in relazione al tip o di cellula
bersaglio:

» Citochine che regolano la funzione dei linfociti

» Citochine implicate nellimmunita naturale

» Citochine che attivano le cellule dell'inflammazione

» Citochine che stimolano 'emopoiesi

= Chemochine
Non e esattamente definito il ruolo delle singole ci tochine
nella fisiopatologia dell'inflammazione
Si costituisce una complicata rete d’interazioni ch e cambia

In diverse situazioni
Su questa rete si cerca di intervenire con i farmac |




Le principali citochine inflammatorie
IL-1 e TNFa

Microbial products, other cytokines, toxins

ACTIVATION OF MACROPHAGES

{and other cells)

i

‘ TNF / IL-1 \

LOCAL EFFECTS

I I

Vascular endothelium |  Leukocytes
« { Expression of leukocyte » Activation
adhesion molecules » Production of
» Production of IL-1, cytokines
chemokines

*» { Procoagulant and
} anticoagulant activity

‘ INFLAMMATION \

Fibroblasts

+ Proliferation

=  Collagen
synthesis

‘ REPAIR \

SYSTEMIC EFFECTS

« Fever

» Leukocytosis

= t Acute-phase
proteins

* { Appelite

* | Sleep

T J

SYSTEMIC
MANIFESTATIONS
OF INFLAMMATION




IL1 e TNF innescano la produzione di altre citochin e

Feed back
negativo

Citochine .

Medial Q

secondari

Fooe
Y

Proleine di
fase acula

.
delimmunita innata a
kivello sistemico




Cinetica di produzione delle citochine dopo stimolo con
lipopolisaccaridi batterici (LPS)

TNF  IL-1 IL-6 IL-10

e

LPS -y

I




TNF e Interferoni

FATTORI DI NECROSI TUMORALE

TNF-«« MACROFAGI; LINFOCITIBeT,; * PROCESSI INFIAMMATORI
CELLULE NK; altre cellule (Attivita procoagulante, > sintesi IL-1,IL-8, > molecole

di adesione sui GN, attivazione dei Macrofagi);

EFFETTI SISTEMICI della flogosi

effetti sistemici della flogosi);

- > attivazione linfociti T citotossici e Natural Killer;

* Ruolo nello SHOCK endotossico e nella CACHESSIA
neoplastica

TNF-8 LINFOCITI Th1 e CTL Se_creto o ass_ociato aIIz_a membrana con linfotossina
B; induttore di apoptosi

INTERFERONI

IFN-y LINFOCITIT + REGOLAZIONE PRECOCE di TUTTE le FASI
CELLULE NK della RISPOSTA IMUNITARIA e INFIAMMATORIA:
+ ATTIVAZIONE MACROFAGI e GRANULOCITI
( > fagocitosi, produzione di IL-1 e TNF-a, > burst
respiratorio);
« > L’ESPRESSIONE di MHC | e Il sui MACROFAGI
ed altre cellule;
+ AZIONI ANTAGONISTE ALL’ IL-4 (attivaLTh1 e
inibisce LTh2)
+ ATTIVAZIONE DEI LINFOCITI T citotossici e delle
CELLULE NK
* LIMITATA AZIONE ANTIVIRALE

IFN-a Linfociti, » AZIONE ANTIVIRALE DIRETTA;
IFN-B Monociti - AUMENTA L’ ESPRESSIONE di MHC I e II;

« ATTIVAZIONE CELLULE NK E CELLULE
FIBROBLASTI - DENDRITICHE



NOME CELLULE PRODUTTRICI PRINCIPALI FUNZIONI
INTERLEUCHINE

IL-1 MACROFAGI: LINFOCITI localmente coinvolta in INFIAMMAZIONE (attivazione
MOLTI ALTRE CELLULE endoteliale e delle cellule inflammatorie, nella
RIPARAZIONE, nella RISPOSTA IMMUNITARIA
(attivazione NK); EFFETTI SISTEMICI della flogosi,
FEBBRE

IL-2 LINFOCITI T CRESCITA di LINFOCITI T e B ATTIVATI;
ATTIVAZIONE CELLULE NK e linfociti T citotossici

IL-3 LINFOCITI T : STIMOLA LA CRESCITA DI CELLULE STAMINALI
MASTOCITI, EMOPOIETICHE PLURIPOTENTI
EOSINOFILI
INDUZIONE ed ATTIVAZIONE di LTh2, ATTIVAZIONE e
n-4 (LS":]:-?E;H T CAMBIAMENTO DI CLASSE a IgE e IgA; FATTORE di CRESCITA

attivati per | MASTOCITI; INIBIZIONE sui MACROFAGI INFIAMMATORI
I N T E R L E U ( : H I N E MASTOCITI (riduce la sintesi di IL-1, TNF, IL-8 e prostaglandine); ruoclo nelle

INFIAMMAZIONI ALLERGICHE

Ls LNFOCITI T PROLIFERAZIONE ed ATTIVAZIONE degli EOSINOFILI
. . . MASTOCIT PROLIFERAZIONE DEI LINFOCITI B, PRODUZIONE DI IgM E IgA
» Differenziazione
. . . EFFETTI SISTEMICI della FLOGOSI:
> Pro I |fe razione IL-6 N OCT T FEBBRE, SINTESI di PROTEINE della FASE ACUTA
CELL eNpoTELAL T DIFFERENZIAZIONE dei LINFOCITI B;

CELL. STROMALI M. OSSEOQ

» Attivazione

A e FATTORE di CRESCITA per PROGENITORI dei LINFOCITIB e T
IL-10 LINFOCITIT e B, INIBIZIONE dei MACROFAGI INFIAMMATORI
MACROFAGI inibizione della risposta LTh1, diminuisce la SECREZIONE
di IFN<y
) o . o . . . IL-12 MACROFAGI, APCs ATTIVAZIONE delle CELLULE NK ed aumento
http://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin CHERATINOCITI dell‘attivita ADCC; aumenta la produzione di IFN-y dai linfocit
. . T e dalle cellule NK; Stimola la proliferazione ed induce la
35 interleuchine differenziazione dei linfociti Th1
IL-15 MONOCITI, STIMOLA LA PROLIFERAZIONE delle cellule T e NK

CELL. EPITELIALI

IL-18 MACROFAGI Induzione di IFN-y; induce la DIFFERENZIAZIONE dei Th1;
CHERATINOCITI sopprime la sintesi di IgE; favorisce il rilascio di istamina e IL-4



Chemochine

NOME CELLULE PRODUTTRICI FUNZIONI

CHEMOCHINE

IL-8 MACROFAGI; LINFOCITI T; * CHEMIOTASSI ed ATTIVAZIONE dei NEUTROFILI
CELL. ENDOTELIALI, linfociti T e basofili; > il BURST RESPIRATORIO
NEUTROFILI, CHERATINOCITI nei NEUTROFILI; > espressione di adesirie sui
FIBROBLASTI, CONDROCITI monociti

MCP-1/2/3 MACROFAGI; » CHEMIOTASSI, > BURST OSSIDATIVO dei

FIBROBLASTI MACROFAGI
RANTES LINFOCITI T attivati » CHEMIOTASSI ed ATTIVAZIONE EOSINOFILI,

BASOFILI, MONOCITI

MIP-1 o/ MACROFAGI; * CHEMIOTASSI CD8 (MIP-1p) e CD4 (MIP-1a)
FIBROBLASTI
EOTASSINA MACROFAGI; » CHEMIOTASSI degli EOSINOFILI
FIBROBLASTI

IL-16 * CHEMIOTASSI CD4+ ed EOSINOFILI



Old name Mew name Receptor Main target

— . EXCRI j Nemtrophilx Nuova
5 CXCR?

nomenclatura
- B cetls
e network
—— CXCR3B e
= CXCR3A ‘ 2 +— e ChEmochinICo
CNCR4 & p—:—l—.—q—.—l—p myelokd DCs
CXCRS Mature
—  CNCRE ——9 myelaid DCs
Uinknown e Plasmacytoid
OCs
CCR2 ] ? » " NE
CCRS » » ' r—
& Eosinoghils
CCRY . # L
i hils,
* CORA — '—t ik
o v - Naive T cells
== CCR4 —& + L 4 F‘ Msmary T cells
CCLO CCRE * T, 1 eells
- T & 1J-IH2 cells
————— CCR? -—I 4 T cells
CCRS : 4 4 o
CCR :I
= [CCR10 W MK il
Unknowi & s
~—— XCR1 I
CX,CR1 - -
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Raporti citochine cellule: il network citochinico

La secrezione locale di citochine alla sede di danno e il mezzo
fondamentale di regolazione del processo inflammatorio con la regolazione
delle cellule coinvolte nell’inflammazione (leucociti, cellule endioteliali,
cellule muscolari liscie, piastrine)

oIl macrofago e la cellula centrale perche puo produrre molte differenti
molecole quando attivato da lipopolsaccaridi (LPS — Gram negativi) e IFN-y

Gli effetti delle citochine sono

e Autocrini

« Paracrini (effetti locali, chemochine)
* Endocrini (risposte sistemiche)

|L-1 e TNF causano la produzione di Colony Stimulat  ing Factors (CSF)
e la liberazione delle riserve granulocitarie dal midoll 0 0SSeo

*PMN e macrofagi sono reclutati dalle chemochine, principalmente IL-8,
cha, TGF-[3, e PAF



Diversi recettori coinvolti nell'attivazione dei fa gociti
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Effetti sulle cellule del mediatori inflammatori
Trasduzione del segnale
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Recettorl a sette domini transmembranari

accoppiati a proteine G
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Recettori per le citochine

Es: IFN-y, che e prodotto dalle cellule natural killer (NK) e da
linfociti T attivati dall’antigene. E’ la principale citochina
attivante | macrofagi.

Molte altre citochine hanno recettori eterodimerici 0
eterotrimerici Receptorfor:[[lz]  [il48]  [iC s =
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Recettori per le opsonine: recettori fagocitici

Il processo di rivestimento delle particelle (o dei microbi) con diversi tipi di proteine &€ chiamato
opsonizzazione.

Promuovono la fagocitosi e attivano i fagociti.
Le sostanze che vengono utilizzate per opsonizzare so  no le opsonine .
Esse includono:

- Le IgG sono chiamate opsonine specifiche e vengono
riconosciute dal recettore per lo Fc y ad alta affinita dei macrofagi (FCR).

- | frammenti del C3 sono potenti opsonine, legano i microbi e |

macrofagi hanno un recettore (recettore del complem ento di tipo 1 —CR1) che
riconosce i prodotti di degradazione del C3 generat i dopo attivazione del Complemento.
Molti batteri possono attivare la via alternativa d el Complemento, opsonizzarsi e attivare i

fagociti in assenza di anticorpi (immunita naturale)

- Recettori integrinici per mo Ite proteine plasmatiche , tra cuila
lectina legante il mannosio (MBL, vedi sopra), lafi  bronectina, il
fibrinogeno e la proteina C-reattiva. Es.: il recettor e C1qg dei macrofagi
lega | microbi opsonizzati con MBL, le integrine lega no le particelle
opsonizzate con fibrinogeno.



Recettori di attivazione del fagociti

Toll-like receptors (TLRS)

(omologhi ai recettori Toll di  Drosophila)
-Attivano i leucociti in risposta a differenti compo nenti microbiche.

-Identificati 13 recettori Toll di mammifero, che risp ondono a differenti
composti di differenti patogeni.

-Mediano le risposte cellulari a lipopolisaccardi batt erici (LPS o
endotossine), proteoglicani bacterici, nucleotidi CpG non metilati, RNA a
doppia elica virale.

-Funzionano tramite chinasi associate al recettore e stimulano la
produzione di citochine e sostanze microbicide.



Il sistema dei recettori Toll e conservato

Piante

Risposta




ita

Tanti diversi recettori Toll hanno diverse specific




Table 1. Toll-like receptors (TLRs) and their exogenous and endogenous ligands

TLR

TLR1

TLR2

TLR3

TLR4

TLRS
TLRG
TLR7
TLRE
TLRS
TLR10

TLR11

TLR12
TLR13

Exogenous ligands

B acterial triacyl lipopeptides and proteins in
parasites

B acterial diacyl lipopeptides, lipoteichoic add from
Gram-positive bacteria, and zymosan from the cell
wall

of yeast

Double-stranded RNA from viruses

Endotoxin (LPS) from Gram- negative bacteria

Flagellin from mobile bacteria
Partnered with TLR2
Single-stranded RNA from viruses
Same as TLRY

CpG DNA from bacteria or viruses
Unknown

Profilin, a protein from the protozoan pathogen
Toxoplasmosis gondii that can cause miscarriage;
may

also respond to components of bacteria that cause
bladder and kidney infections

Unknown

Unknown

Endogenous ligands

Unknown

hsp70, gp96, necaotic cells
and HMGB 1

mRNA

hsp60, hsp70, hyaluronan, lung
surfactant protein A,
fibronectin,

fibrinogen, heparan, HMGBE 1
and

B-defensin 2

Unknown
Unknown
Unknown
Unknown
Chromatin-IgG complexes

Unknown

Unknown

Unknown
Unknown



Table 2. Potential roles of Toll-like receptors (TLR=s) as '|:|'IE-I'E|ELI'|:i-E ‘IEFEEtE in infl arrrrEt-:-r'ir

disezsss, cancers and autcimmune disesses
]

TLR Related diseases
i
nge  Cpcmeling doee
TLRZ= wiral diszaszes
Bacterial diseases, Gram-negative

TR sepsis, u:hr-:-nin:_ inf lammation,
autoimmune dissases, @ncers,
atherosdeross

TLRS Bacterial diseases

TLRG Mymobadterial diseases

TLR? Wiral dissases

TLRS Wiral dissases

TLRS Bacterial and viral diseases
autoimmune dissases, @nNoeErs

TLR1O LUnknown

TLR11 LUnknown

TLR1Z2 LUnknown

TLR1Z Lnknown



Recettori dell 'immunit a naturale e Inflammasomi

| recettori dell'immunita naturale vengono attualmente definiti
pattern-recognition receptors (PRRs)  cioe recettori di
riconoscimento di modelli/schemi/situazioni

Il loro scopo e quello di identificare caratteristiche t Ipiche e non
variabili dei microbi

| PRRs sono espresse dalle cellule della “prima line  a” di difesa
contro le infezioni: macrofagi, monociti, cellule de ndritiche,
neutrofili, cellule epiteliali, ma anche da cellule del sistema
Immunitario adattativo

Questi recettori comprendono i Toll-like receptors (TLRs ) e le lectine
(CTLs), che analizzano I'ambiente extracellulare ei | compartimento
endosomico per individuare gli ~ “schemi molecolari” associati alla
presenza di patogeni: pathogen-associated molecular patterns
(PAMPS)



Segnali intracellulari e conseguenze trascrizionali

Esistono anche PRR intracellulari che individuano segnali anomali
citoplasmatici consistenti in acidi nucleici anomal | liberi.

-Sensori di RNA a doppia elica (RIGlike helicases: -R  LHs, RIG-1 e
MDADbS

- Sensori di DNA, DAI and AIM2

Tutti questi PRR iniziano una segnalazione intracel lulare comune
che ha come evento finale I'attivazione dei  fattori trascrizionali NF-
kB e AP-1

Questi fattori aumentano la trascrizione dei geni dell 'IL1[3 e di altre
citochine inflammatorie e dei geni dei fattori trascri zionali che
stimolano la produzione di interferoni con il fine di produrre una

risposta inflammatoria e antivirale



L'attivazione recettoriale induce una segnalazionech e
termina in una regolazione della trascrizione

CITOPLASMA




| costituenti degli inflammasomi

Un tipo particolare di PRR intracellulari  distinto dai precedenti
sonoi NLR (NOD-like receptors)

| NLR riconoscono PAMPs e “segnali di pericolo” derivan ti dall’ospite
| DAMPs (danger associated molecular patterns).

Questi paticolari PRRs si assemblano in  complessi ad alto peso
molecolare detti “Inflammasomi”, che controllano la maturazione e
la secrezione di interleuchine come I'lL18 e IL1 [3 le quali innescano
la risposta inflammatoria al danno e all’infezione

| NLRs comprendono 22 geni umani divisi in 3 distint e sottofamiglie |
NOD (NOD1-2, NOD3/ NLRC3, NOD4/NLRC5, NOD5/NLRX1, CIITA), |
NLRP (NLRP1-14, detti anche NALP) e 1 IPAF






NODs

| Nod — Like Receptors esercitano quindi una “sorveglia nza” sul
citoplasma per identificare “schemi molecolari’ di pe ricolo o danno di
origine extracellulare o endogeno (PAMPs o DAMPS).

NOD1 eNOD2 riconoscono i prodotti di degradazione della parete
batterica (acido mesodiaminopimelico e muramil-dipept iIde [MDP],
rispettivamente) quindi  oligomerizzano e reclutano RIP2 via
interazioni CARD-CARD.

L'assemblaggio di questo  “signalosoma” porta all’attivazione di NF-kB
e alla sintesi di pro-IL1 f3

Mutazioni di NOD2 sono causa di peculiari patologie i nfiammatorie
croniche umane come la malattia di  Crohn



Inflammasomi: piattaforme per I'attivazione
della Caspasi-1 e la maturazione di IL -1

Citochine inflammatorie come I'lL1 3 sono sintetizzate tuttavia come
zimogeni inattivi

La loro attivita e controllata tramite attivazione prote olitica

La proteolisi e realizzata dalle  caspasi infammatorie  caspasi-1, -4 e -
5 (1, -11 e -12 nel topo).

Queste caspasi, in particolare la 1, la piu studiata, si attivano nella
piattaforma molecolare costituita dall’  inflammosoma

Quindi gli stimoli inflammatori inducono I'espressione della forma
inattiva dell’ IL-1 3, ma la maturazione e la secrezione della citochina
sono controllati dall'inflammasoma



Aggregazione dell 'inflammasoma

L« — N -
COED  Activated NLRF) o > .

ASC

Inflammasomes si assemblano per auto oligomerizzazion e delle
proteine NLRP1, NLRP3, IPAF e AIM che sono segnalato ri di danno e

che sono in grado di unirsi attraverso dei domini di i nterazione
omotipici (NACHT domain) insieme alla proteina di co llegamento ASC.
Si formano complessi ad alto peso molecolare, esameri 0 eptameri

che reclutano caspasi 1 e ne inducono la autocatalis | proteolitica



NLRP1 inflammasome

MLRP1 Iﬂi_ MNACHT

CARD * FIIND

CASP1 |'CAFID-
A | p10

NLRP3 inflammasome

CASP1 | CARD |

1;_-1!]

IPAF inflammasome
IPAF | CARD —— NacHT —{NTCCR
CASP1 | CARD &
[ pﬂ:l-

ASCY
NAIPY

AIM2 inflammasome

ASC

CASP1 - pa p10

Diversi Inflammasomi

Gli stimoli che inducono
'aggregazione del complesso
POSsoNno essere diversi

Le modalita di aggregazione e la
finalita,

cioe l'attivazione di IL1b e IL18,
sono le stesse



Una segnalazione induce sintesi di pro -IL1[3, una
segnalazione induce la sua attivazione proteolitica
via Inflammasoma

ATP
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Inflammation




Attivazione esogena degli inflammasomi

Tipicamente gli inflammasomi sono attivati nellamb Ito
dell'immunita “naturale” per reazione ad un agente
Infettivo:

- Funghi (Candida albicans , Saccharomyces cerevisiae
- Batteri producenti tossine che inducono pori di
membrana

(Listeria monocitogenes, Stafilococco aureo),

- Virus (Sendai, Adenovirus,Influenza virus)



Inflammasoma come segnalatore di pericolo,
danno o stress cellulare

Gli inflammasomi possono fungere da segnalatore di d anno o
stress cellulare ed essere attivati da una serie di molecole dannose
non infettive e da molecole endogene

Sono attivati da

- ATP extracellulare e ialuronato liberati da cellule da  nneggiate.
- Fibrille di  (3-amiloide

- Cristalli di urato durante l'iperuricemia

- Irritanti ambientali come la silice e I'asbesto

- Raggi UVB

- Irritanti cutanei (trinitrofenilcloruro, trinitroclorobenzen e,
dinitrofluorobenzene)

- Eccesso di glucosio extracellulare

Quindi I'attivazione dell'inflammasoma e rilevante in patologie come
I’amiloidosi , I'alzheimer la silicosi, 'asbestosi, le scottature solari,
I'ipersensibilita da contatto.
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Meccanismi di attivazione
_| endogena dell'inflammasoma

Ancora poco noti
Possono coinvolgere:

1- Fuoriuscita di K+ ed eccesso di Na
intreacellulare con squilibrio elettrolitico
(puo essere indotto da ATP extracellulare)

2 — Rottura dei lisosomi e danno di
membrana per azione dei cristalli (urato
altri)

3- Effetto dei radicali liberi dell'ossigeno
(ROS)



Table 1. NLRP3 inflammasome activators. Details of individual NLRP3 inflammasome activators are

reviewed in (24, 25).

Activator class

Activator

Disease associations

Whole pathogen

Pathogen-associated
molecules

Environmental insults

Endogenous danger signals

Adjuvant

Candida albicans
Saccharomyces cerevisiae'
Staphylococcus aureus
Listeria monocytogenes
Influenza virus
Sendai virus
Adenovirus
Bacterial pore—forming
toxins
Hemozoin
Silica
Asbestos
Skin irritants

Ultraviolet light
ATP
Glucose
MSU
Calcium pyrophosphate
dihydrate (CPPD)
Amyloid B
Hyaluronan
Alum

Infection
Infection
Infection
Infection
Infection
Infection
Infection
Infection

Cerebral malaria
Silicosis
Asbestosis
Contact hypersensitivity
reactions
Sunburn
Injury or necrotic cell death
Metabolic syndrome
Gout
Pseudogout

Alzheimer's disease
Injury

“Viable (52) but not heat-killed (53) S. cerevisiae activates the NLRP3 inflammasome.
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Patologie ereditarie ed acquisite associate all'att  ivazione

dell'inflammasoma

THE THREE KNOWN FORMS OF CAPS DISORDERS ARE:
= Familial Cold Autoinflammatory Syndrome (FCAS), also known as COMMON SYMPTOMS PRESENT IN ALL CAPS DISORDERS:

Familial Cold Urticaria (FCU), or Familial Cold Urticaria Syndroma (FCUS) = Bazh = Periodic Favars = Joint Pain

= Muckle-Wells Syndroma {MWS) = Headaches = Gonaral Malaiza = Conjunctivitis
= Noonatsl-Onset Multisystom Inflammatory Disease (NOMID), &iso known as
Chronic Infantile Neurological Cutaneous Articular Syndrome (CINCA)L

Pathologic activation of NLRs/inflammasomes, and associated diseases

Disease Responsible factor Effect

Hereditary periodic fevers

Cryopyrinopathies Mutation in CIAST/NLRP3 Overactive variants of NLRP3, overexpression
(MWS, FCAS, NOMID) of NLRP3 leading to facilitated inflammasome activation

FMF Mutations in MEFV/pyrin Possible promotion of ASC assembly

NLRP12 familial fever Truncation mutations in NLRP12 Hereditary periodic fevers associated

with arthralgia, and urticaria
Other genetic diseases

Vitiligo Mutations in NLRP1 Unknown
Crystal-induced diseases

Gout MSU crystals Activation of the NLRP3 inflammasome
Pseudogout Calcium pyrophosphate dehydrate Activation of the NLRP3 inflammasome
Asbestosis Asbestos Activation of the NLRP3 inflammasome
Silicosis Silica Activation of the NLRP3 inflammasome
Other

Alzheimer disease B-Amyloid Activation of the NLRP3 inflammasome

Contact hypersensitivity Trinitrochlorobenzene, sodium dodecylsulfate Activation of the NLRP3 inflammasome



Inflammasoma e sindrome metabolica

Glucose

Y Lo “stress metabolico, con
' | elevato glucosio

extracellulare puo attivare

I'inflammasoma.

Quindi la sindrome
metabolica con iperglicemia
favorirebbe i fenomeni
inflammatori con questo
meccanismo

Active
Inflammasome caspase-1
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Mediatori sintetizzati de novo
Ossido nitrico (Nitric oxide - NO)

- Prodotto dalla NO sintetasi (NOS)
* E’ espressa costitutivamente in cellule endoteliali e neuroni
E’ indotta rapidamente dall'influsso di calcio
eLa NOS inducibile € indotta nei macrofagi da TNF- a e IFN-y
- Potente vasodilatatore

- Coinvolto nella patogenesi dello shock settico

- Contribuisce all'uccisione dei microbi fagocitati

- Contrasta 'adesione leucocitarie e I'adesione, I'ag gregazione e la
degranulazione piastrinica



Produzione ed effetti dell 'NO

Vascular emooth muscle
relaxation and vasodilation

Rilassa la muscolatura liscia

Riduce | 'adesione leucocitaria

Riduce | 'adesione piastrinica

stimulus



Radicali liberi dell’ossigeno come
mediatori inflammatori

P0OSsSONO causare

 Danno endoteliale, con conseguente
aumento della permeabillita vascolare

e |nattivazione di inibitori delle proteasi

e Lesioni ad altre cellule quali eritrociti e
cellule parenchimali.



Mediatori dell’ inflammazione loro
produzione ed effett

EFFETTIL
MEDIATORE DERIVAZIONE Aumento della permeabilita  Chemiotassi Altri
vascolare
Istamina e serotonina Mastociti, piastrine + =
Bradichinina Precursore plasmatico + - Dolore
C3a Proteina plasmatica prodotta + - Frammento opsonizzante
dal fegato (C3b)
(5a Macrofagi + + Adesione e attivazione de
leucociti
Prostaglandine Mastociti, dai fosfolipidi di Potenziano I'azicne - Vasodilatazione, dolore,
membrana di altri mediatori febbre
Leucotriene B, Leucociti - + Adesione e attivazione dei
leucociti
Leucotrieni Cy, Dy, E;  Leucociti, mastociti + - Broncocostrizione, vasoco-
strizione
Metaboliti dell'ossigeno  Leucociti + - Danno endoteliale, danno
tessutale
PAF Leucociti, mastociti + + Broncocostrizione, “pri-
ming” dei leucociti
IL-1 e TNF Macrofagi, altri - + Reazioni della fase acuta,
_ attivazione endoteliale
Chemochine Leucociti, altri - + Attivazione dei leucociti
Ossido di azoto Macrofagi, endotelio + + Vasodilatazione, citotossi-

cita



Effetto / Mediatore

VASODILATAZIONE
Prostaglandine
Ossido di azoto
AUMENTO DELLA PERMEABILITA VASCOLARE
Amine vasoattive
C3a e C5a (attraverso la liberazione di amine)
Bradichinina
Leucotrieni C,;, Dy, E,
PAF
Sostanza P
CHEMIOTASSI, ATTIVAZIONE DE| LEUCOCITI
Cha
Leucotriene B,
Chemochine
Prodotti batterici
FEBBRE
IL-1, IL-6, TNF
Prostaglandine
DOLORE
Prostaglandine
Bradichinina
DANMNO TESSUTALE
Enzimi lisosomiali dei neutrofili e dei macrofagi
Metaboliti dell'ossigeno
Ossido di azoto




ESSUDATO INFIAMMATORIO ACUTO: FUNZIONI

La presenza di fluido e di sali puo diluire o tampon are
tossine prodotte localmente nellarea del danno tissu tale,
diffondere nellarea glucosio ed ossigeno, diffonder e |
mediatori del processo inflammatorio.

La fibrina forma una rete in grado di delimitare |
microrganismi impedendone la diffusione.

Le immunoglobuline ed alcuni componenti del
complemento attivato determinano |'opsonizzazione de i
microrganismi.

L’essudato viene riassorbito dai vasi linfatici agev olando il
trasporto degli antigeni ai linfonodi (risposta immu nitaria
specifica).



Coinvolgimento del vasi linfaticl

La circolazione linfatica aumenta quando c’e edema ed
essudato

La circolazione linfatica puo trasportare I'agente lesivo, chimico
O microbico.

| linfatici possono inflammarsi (linfangite)
e possono portare I'inflammazione ai
linfonodi (linfadenite satellite),

dove peraltro e la sede della
reazione immunitaria

Nei linfonodi si avra
Inflammazione e iperplasia
dei follicoli e dei fagociti che
rivestono i1 seni linfonodali




Quadri morfologici dell ’'inflammazione acuta

A seconda della causa, dell'intensita del danno e de lla
natura del tessuto interessato le inflammazioni acute
possono assumere diversi aspetti, in base all’essud ato
prodotto

Inflammazione purulenta

Inflammazione sierosa

Inflammazione fibrinosa

Inflammazione siero fibrinosa

Inflammazione catarrale o mucosa

Inflammazione emorragica e necrotico-emorragica

Inflammazione allergica



Essudato sieroso

L’essudato sieroso, € un fluido chiaro che fuoriesce da | vasi
nelle prime fasi dell’inflammazione. Ha un moderato contenuto
proteico e poche cellule



Essudato Fibrinoso

Elsevier 2005

Contiene grandi quantita di fibrina. Si forma a volte n elle cavita
sierose. Causa gli “sfregamenti” pleurici, pericardici. Presente
anche nelle vasculiti

- Se non si risolve rapidamente si puo formare una rete s pessa e
viscosa di tessuto fibroso.

- Questa oblitera le cavitae produce aderenze tra organi che in
precedenza erano scorrevoli (pericardio, pleura ed anse Intestinali).



Essudato fibrinoso pericardico

Lesioni erpetiche: essudato
fibrinoso




Inflammazione purulenta

Pus o essudato purulento : essudato inflammatorio ricco di leucociti
(soprattutto neutrofili) e detriti di cellule parenchimali denso e viscoso
per necrosi e liberazione del DNA.

Ascesso e la raccolta di pus in cavita neofomata a causa del processo
inflammatorio ed della necrosi.

Se si raccoglie in cavita preformate si parla di: Piotorace (cavo
pleurico); Pioperitoneo (cavita peritoneale); Piopericardio (cavita
cardiaca); Piocele (vaginale del testicolo); Pioarto (cavita articolare).

Empiemi : raccolte di pus in cavita non comunicanti con l'esterno. Es
colecisti.

Si parla di Flemmone quando l'inflammazione purulenta non rimane
circoscritta, ma tende a diffondersi nel tessuto, ove invade facendosi
strada lungo le guaine tendinee, le borse sierose ed i fasci muscolari.



Essudato purulento

Pericardio
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I.a 1'ni¢f::fntng|‘aﬂa (1) mostra un ascesso nella parcte 50
del colon. Al centro ¢ presente il pus iperbasofilo. Sul margi- %
ne vi ¢ una banda eosinofila di fibrina F. Ancora non st evi- ¥%
denziano processi organizzativi ai margini dell'ascesso, che & éy %4
pertanto un aseesso aculo. La microfotogralia (b) mostraa #g# 3
pit forte ingrandimento la parete e la cavita dell ascesso, in e 4
cul sono presenti 1 neutrofili N e detriti tissutali e, nel tessuto

di granulazione della parete, i capillari C.
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Essudato membranoso, contiene materiale fibrinoso e
cellule necrotiche, tipico delle infezioni microbic he.

Essudato emorragico, contiene grandi quantita di
globuli rossi e si verifica quando vengono danneggi ati
dei vasi sanguigni.

Essudato mucoso, contiene grandi quantita di muco e
cellule epiteliali, evidenziabile nelle inflammazio  ni delle
mucose dell’albero respiratorio , nella rinite allergica e
nel raffreddore .



Polmonite Lobare

A: alveolo, S:scissura inter lobulare, C: capillari , M: macrofago

Epatizzazione



Effetti sistemici dell'inflammazione

H —> Prostaglandins = Fever

Hypothalamus l

(via pituitary)

on Adrenal cortex

N

Corticosteroids

Local acute IL-1, TNF-0. Acute-phase proteins:
inflammatory > | C-reactive protein (CRP)
response IL-6, LIF, OSM Serum amyloid A (SAA)
¢ ~ Liver Fibrinogen
2 Mannose-binding protein
T Complement components
=

. ~ __. lLeukocytosis
m " (T white blood cells)

Bone marrow

(T CSF by

stromal cells and

macrophages)



Effetti sistemicl delle citochine

IL-1/IL-6/TNF-cx
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Fegato Midollo Osseo Ipotalamo Grasso, muscoli | Cellule
Epitelio Dendritiche
Mobilizzazione di TNF-a stimola.
Proteine della Mobilizzazione Temperatura proteine ed la migrazione ai
fase acuta dei Neutrofil corporea energia per linfonodi e la
reattive) Leucocitosi: | |rzc:ﬁmertc; c:‘e”a
10-20x16/mm3 Shperatura
= = - . = = = = = =
M S A S M
Attivazione del L itosi Riduzione replicazione batterica e virale. Inizio risposta
Complemento, agocitosi Aumentata elaborazione dell'antigene. Immunitaria
Opsonizzazione Incremento risposta immunitaria specifica specifica

Citochine +/ - endotossine possono dare SHOCK




Leucocitosi e “Spostamento a sinistra” della
maturazione dei granulociti

Dovuto alla stimolazione della produzione di leucoci ti



Induzione della febbre

Pirogeni INFEZIONI, TOSSINE,
esogeni IMMUNOCOMPLESSI, NEQPLASIE

{ {

IL-1/TNF s—3 -6 =y Pirogeni

+ / endogeni

Prostaglandine PGE2

\

Ipotalamo

Y

e (CEATTO VASOMOIOIS  —eif—

f

Nervi simpatici

{

Vasocostrizione cutanea

} Dissipazione di calore

\

‘ Febbre I




Febbre e centro termoregolatore

Il centro termoregolatore produce I'aumento della
temperatura agendo a due livelli:

1. Riduce la termodispersione inducendo vasocostrizi one
cutanea attraverso fibre del sistema simpatico.

2. Aumenta la termogenesi con:

« aumento delle ossidazioni e dissociazione della
fosforilazione ossidativa,

 Induzione di brividi, ovvero la contrazione involon taria e
Incoordinata delle fibre muscolari scheletriche.



Proteine della fase acuta (PFA)

Sono proteine la cui concentrazione plasmatica aume  nta
INn seguito a eventi inflammatori

Proteine precedentemente non presenti o scarsamente
presents

-Proteina C reattiva (PCR)

Opsonizza, si lega alla parete batterica, lega il f rammento C1 e attiva il complemento
aumenta la fagocitosi, la chemiotassi e l'attivita d I macrofagi e granulociti, aumenta
I'attivita NK

«Siero amiloide A (inibisce IL1 e TNF e il burst ossi  dativo)

*Siero amiloide P



Aumento di proteine gia presenti

»a-macroglobulina , az-antiplasmina, aj-antitripsina
» aptoglobina, ceruloplasmina

» fibrinogeno , fibronectina

» la proteina legante il componente C1 e C4 del comple  mento
» 0,-glicoprotina acida
»Proteina legante il mannosio

> Proteina inibente il PAF



Determinazione
della VES

L’aumento della VES € un
indicatore non specifico di
stato inflammatorio

E’ dovuto alle proteine della
fase acuta, in particolare
fibrinogeno e fibronectina



Riduzione di proteine

Albumina

Transferrina

Variazioni di cationi

< Fe: deposizione nei tessuti e < transferrina
> Cu: <ceruloplasmina
< Zn: redistribuzione ai tessuti (IL1)



Il Dolore

* Dipende dall'azione di mediatori chimici
capaci di stimolare le terminazioni
nervose sensitive:

— Chinine

— Prostaglandine, riducono la soglia di
risposta ad altre sostanze quali le
chinine.

— Acetilcolina
— K* acidosi locale

E’ dovuto anche alla pressione
esercitata sulle terminazioni nervose
sensitive dall'essudato.




Il Dolore

La sensazione di dolore € regolata da
centri del sistema nervoso centrale.

La percezione del dolore associata al
danno e soggettiva, quindi
iInfluenzata dall’ambiente esterno.

La diversa percezione del dolore puo
essere dovuta ad un diverso rilascio
di ENDORFINE, antidolorifici oppiacei
endogeni.




Inflammazione e sistema nervoso

|l sistema nervoso sensitivo contribuisce ad alcune
manifestazioni inflammatorie

* Neuropeptidi coinvolti nel processo inflammatorio:
— Sostanza P
— Peptide correlato al gene della calcitonina
— Somatostatina
— Peptide intestinale vasoattivo
— Neurochinina A

— Neurochinina B



Inflammazione e risposta sistemica allo stress

L’'inflammazione con le principali citochine IL1 e T NFa e con
le prostaglandine, influenza il SNC, in particolare
I'ipotalamo

Gli effetti, oltre alla febbre, comprendono  astenia, adinamia,
sonno e modificazioni metaboliche

Per questi effetti e importante la produzione ipotal amica di
CRH, che stimola la produzione di ACTH, “formoned a
stress”.

L’ACTH causa la produzione di ormoni corticosteroid i
(cortisolo) a livello surrenalico

L’effetto e antiinflammatorio, iperglicemizzante, ca  tabolico
sulle proteine, di mobilizzazione dei lipidi






Inflammazione acuta

Danno e morte cellulare

v

Cellule labili e stabili:
pPOSSONO ricrescere
Rigenerazione

Ripristino di
normale struttura
e funzione

Cellule perenni: non L'agente
POSSONO ricrescere lesivo persiste

Guarigione Inflammazione
per riparazione cronica

¢
L’agente lesivo
e eliminato
' s

Formazione di cicatrice

perdita di funzione
specializzata




Evoluzione dell 'Inflammazione

ACUTE INFLAMMATION

RESOLUTION
= Vascular changes = Claarance of injurkous stimali
= Mautrophil recruitmant # Claarance of madiators and acute
* Limitad tsus injury inflaminatony codls
_ : * Replacemeant of injured cells
@0 S S B » Notmal function

I

* |nfarction
« Hactarial infectons
s Toxins

= Trauma

TR

s Vieal infectons

» Chronde infections
* Parsistant injury - FIBROSIS
= Mufolmmune diseasas IE: p i sbon
CHRONIC INFLAMMATION = | oss of finction
» Anglogenosis
» Mononuckaar coll in#trals
* Fitwosis {scar)

= Progressine lssus njuly




