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Introduzione

La sepsi: rilevanza clinica

La sepsi € una sindrome complessa che si configura in seguito alla
interazione tra un organismo infettante ed il sistema immunitario dell’ospite
infettato. L'invasione di tessuti o fluidi del corpo normalmente sterili da
parte di un micro-organismo patogeno o potenzialmente patogeno genera
nei soggetti immuno-competenti una reazione infiammatoria il cui scopo e
guello di marginare il patogeno infettante e di eradicarlo. Le circostanze in
cui questa interazione avviene (tipo di patogeno, carica del patogeno e sito
di infezione, patologie concomitanti, predisposizione genetica, eta e sesso
dell’organismo infettato) possono determinare un’intensita diversa della
risposta infiammatoria che, sfuggendo dai meccanismi omeostatici locali,
diventa una risposta inflammatoria sistemica (SIRS : systemic inflammatory
response syndrome). Esistono pero situazioni in cui le caratteristiche
cliniche o bio-umorali della SIRS si riscontrano in assenza di un processo
infettivo scatenante, ad esempio in caso di pancreatite, ustioni o traumi
estesi. E' sembrato quindi importante definire la sepsi e le sue diverse
manifestazioni cliniche, poiché il trattamento della SIRS infettiva differisce
dal cause di SIRS, in primo luogo nell’'uso o meno di molecole antibiotiche, il
cui abuso e causa di aumento di costi per la sanita pubblica e di morbidita ed
aumento dei tempi di ospedalizzazione per il paziente.

Gia nel 1991 si e sentita la necessita di definire clinicamente la risposta
inflammatoria sistemica, indipendentemente dalla causa scatenante, come
la presenza concomitante di 2 o pit delle seguenti condizioni cliniche®:

e temperatura corporea >38°C 0 <36°C;

e frequenza cardiaca >90 battiti/min;



e iperventilazione con frequenza respiratoria >20 atti/min o PaC02<32
mmHg;

e conta di globuli bianchi >12000 cellule pL-1 o0 <4000 pL-1.
Nella stessa sede si definiva la “sepsi” come la risposta infiammatoria
sistemica scatenata da un infezione , accertata o presunta, la “sepsi severa”
come sepsi associata a disfunzione d’organo, ipoperfusione o ipotensione e
lo “shock settico” come sepsi associata ad ipotensione arteriosa refrattaria al
riempimento fluidico.
Questo concetto di SIRS e sepsi € stato globalmente adottato da clinici e
ricercatori di tutto il mondo ed attualmente rappresenta lo standard di
definizione nei trial clinici. Tuttavia le crescenti nozioni cliniche e
laboratoristiche hanno ampliato questa definizione “scarna” di risposta
inflammatoria sistemica, arricchendo i criteri diagnostici sopra esposti,
rendendo quindi pit accessibile la diagnosi clinica.’

TABELLA 1. Criteri diagnostici della sepsi

INFEZIONE

Documentata o sospetta + uno dei seguenti parametri

PARAMETRI GENERALI

Febbre (temperatura centrale > 38,3°C)

Ipotermia (temperatura centrale < 36°C)

Frequenza cardiaca > 90 bpm o > 2SD del valore normale per eta
Tachipnea > 30 bpm

Alterato stato mentale

Edema significativo o bilancio fluidico positivo ( > 20 ml/Kg in 24 ore)

Iperglicemia (glucosio plasmatico > 110 mg/dl in assenza di diabete)

PARAMETRI INFIAMMATORI

Leucocitosi (conta globuli bianchi > 12.000/mm?)




Leucopenia (conta globuli bianchi < 4.000/ mm?)
Conta leucocitaria normale con > 10% forme immature
Proteina C reattiva > 2SD valore normale

Pro-calcitonina > 2 SD valore normale

PARAMETRI EMODINAMICI
Ipotensione arteriosa (PAM < 70 mmHg)
Saturazione sangue venoso misto > 70%

Indice cardiaco > 3.5 L/min/m?

PARAMETRI DI DISFUNZIONE D’ORGANO

Ipossiemia arteriosa (PaO,/FiO, < 300)

Oliguria acuta (diuresi < 0,5 ml/kg/h)

Aumento creatininemia (= 0,5 mg/dl)

Anomalie emocoagulative (INR < 1,5 0 aPTT < 60 sec)
lleo paralitico (assenza rumori peristaltici)
Trombocitopenia ( conta piastrinica < 100.000/ mm?)

Iperbilirubinemia (bilirubina totale > 4 mg/dl)

PARAMETRI DI PERFUSIONE TISSUTALE
Iperlattatemia (> 3 mmol/L)

Ridotto tempo di riempimento capillare o marezzatura cute

La sepsi rappresenta dunque una sindrome clinica complessa cui si associano
una morbidita ed una mortalita significative. Inoltre & opinione prevalente
che questo “problema sanitario” sia ampiamente sottostimato e
scarsamente riconosciuto. Studi epidemiologici stimano che negli Stati Uniti
circa 750.000 persone siano affette da sepsi severa ogni anno, con una
mortalita che varia dal 20% per la sepsi al 50%per lo shock settico.? Su pil di
6,5 milioni di ricoveri ospedalieri, il 2,9% sviluppa una forma di sepsi severa.

Negli Stati Uniti, nel 2001, le morti per sepsi sono state 32.000." | dati italiani




sono meno aggiornati, ma altrettanto impressionanti: nello studio di Salvo
et al, pubblicato nel 1995, all’lammissione in terapia intensiva il 4,5% dei
pazienti presentava una sepsi, il 2,1% una sepsi severa ed il 3% uno shock
settico. La mortalita era del 36% nei pazienti con sepsi e saliva al 52% in caso
di sepsi severa e all’81% in caso di shock settico®. Nel 2005 in un campione
rappresentativo delle terapie intensive italiane, su 2106 pazienti che
all’ammissione presentavano un’infezione, il 25,5% arrivava in stato di shock
settico, con una mortalita del 66,8%. Nello stesso studio, il 72,2% dei pazienti
che all'ammissione non presentava un’infezione la sviluppava durante la
degenza, con una mortalita del 34,1% (73,3% in caso di shock settico).6 Nelle
terapie intensive non coronariche europee, la sepsi severa e la prima causa
di morte.’

Ancora piu preoccupante e il dato che lincidenza di sepsi severa € in
costante aumento. Negli Stati Uniti dal 1979 al 2000 é stato riportato un
aumento annuo delle sepsi dell’8,7% in parte dovuto all'aumento della
sopravvivenza negli anziani e nei pazienti affetti da co-morbidita (diabete,
cancro), in parte dovuto al miglioramento delle capacita diagnostiche, sia
tecniche che cliniche.?

La rilevanza clinica e socio-sanitaria della sepsi ha portato ad un’attenta
rivalutazione del problema, anche alla luce di nuovi farmaci® e di nuove
metodologie di approccio terapeutico™ che hanno dimostrato una riduzione
della mortalita per sepsi grave e shock settico. Le principali organizzazioni
scientifiche internazionali di terapia intensiva (La Societa Europea di Terapia
Intensiva (ESICM), la Societa di Medicina Critica degli Stati Uniti (SCCM) e il
Forum Internazionale sulla Sepsi (ISF)) si sono riunite per creare delle linee
guida comuni, basate su un’attenta revisione della letteratura e sull’evidenza
dei risultati ottenuti da studi clinici multicentrici, che mettessero ordine

nell’enorme quantita di dati prodotti negli ultimi anni. Tali linee guida sono



riunite in un progetto denominato “Surviving Sepsis Campaign” che dal 2002
promuove una campagna di informazione e formazione con lo scopo di
aumentare l'attenzione, la conoscenza e la comprensione del problema,
definire degli standard di terapia per la patologia, ridurre la mortalita per la
patologia del 25%.'" E’ tutt’ora in corso la valutazione degli effetti clinici
dell’applicazione sistematica dell’approccio proposto dalla Surviving Sepsis
Campaign.

La sepsi una patologia complessa con molteplici manifestazioni cliniche che
affligge popolazioni di pazienti estremamente eterogenee. Questo
rappresenta un grosso limite per gli studi clinici ed € una delle motivazioni
addotte per giustificare i molti fallimenti di trial clinici atti a testare nuovi
approcci terapeutici, che invece erano risultati efficaci su modelli animali. |
malati critici in generale, ed i settici in particolare, vengono generalmente
inclusi negli studi clinici inglobando le differenti alterazioni della funzione
d’organo in punteggi di gravita, per cui gruppi di pazienti sono paragonabili
tra loro per stesso “score” di gravita. Questi punteggi consentono anche di
individuare una categoria di pazienti che beneficia di un determinato
approccio terapeutico. Fra questi, i piu utilizzati sono I’APACHE |l score
(Acute Physiology And Chronic Health Evaluation 11)** ed il SAPS Il score
(Simplified Acute Physiology Score )™ che, tuttavia, non sono stati creati per
lo scopo sopra esposto, rappresentando solo un modo per predire la
mortalita del paziente critico. APACHE Il score varia da 0 a 71 e si calcola
attribuendo un punteggio a 12 variabili fisiologiche comunemente misurate
in terapia intensiva (temperatura corporea, pressione arteriosa, frequenza
cardiaca, frequenza respiratoria, pH, ossigenazione, potassiemia, sodiemia,
creatininemia, conta globuli bianchi, ematocrito, stato neurologico) ed
aggiustando il risultato ottenuto per eta e co-morbidita. Il SAPS Il variada O e

163. Anch’esso si calcola attribuendo un punteggio ad alcune variabili



fisiologiche, includendo eta, causa del ricovero e co-morbidita. Un punteggio
ampiamente utilizzato per valutare la funzione d’organo € invece il SOFA

score (Sepsis Organ Failure Assessment)™

con cui e possibile dare un
punteggio da 1 a 4 per ogni grado di insufficienza di 6 organi testati
(apparato respiratorio, cardiocircolatorio, urinario, epatico, emocoagulativo,

neurologico)

Fisiopatologia

Infiammazione

Da un punto di vista fisiopatologico, la sepsi e stata classicamente
interpretata come l'effetto di un eccessivo rilascio di mediatori pro-
inflammatori in seguito alla interazione del sistema immunitario innato e
I'agente infettante. La SIRS era dunque l'effetto di una risposta
inflammatoria che sfuggiva dal controllo omeostatico locale e diventava
sistemica. In questo modello un ruolo primario contro I'agente infettante
che ha superato le barriere fisiche del corpo per entrare in siti sterili, &
rappresentato dal sistema monocito-macrofagico, con i suoi recettori CD14,
e TRL ( Toll like receptor, nome che deriva dall'analogia strutturale con il
gene Toll identificato in Drosophila).”® | TRL rappresentano una classe di
recettori a singolo segmento trans-membrana che riconoscono motivi
molecolari stereotipati, comuni a numerosi microrganismi patogeni. Possono
localizzarsi a livello della membrana citoplasmatica (es. TLR4 che riconosce
insieme a CD14 il lipopolisaccaride batterico) o a livello endosomiale (es.
TLR3 preposto al riconoscimento di dsRNA virali frequentemente presenti in
quel distretto cellulare). Sono stati clonati 11 molecole Toll-like diverse che
dimostrano una specificita generica per ampie categorie di patogeni, dai
peptidoglicani dei batteri gram positivi, alle endotossine dei batteri gram

negativi, a porzioni di acido nucleico virale, complessivamente denominati



PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns ). L'interazione tra il TLR ed
la molecola del patogeno determina una cascata di eventi intracellulari che
esita nell’laumento della trascrizione genica di molecole infiammatorie, fra
cui l'inteleukina 1(IL-1) ed il TNFa. Queste, agendo in modo autocrino e
paracrino, amplificano la risposta umorale delle cellule del sistema
immunitario, coinvolgendo anche cellule diverse, in particolar modo le
cellule endoteliali. Queste ultime partecipano attivamente al processo
inflammatorio amplificando la risposta citochinica, in particolar modo
attraverso 'espressione di citochine secondarie, come l'interleukina 6 (IL-6)
ed esprimendo sulla loro superficie endovascolare molecole di adesione che
contribuiscono alla marginazione, il rolling e I'attivazione dei neutrofili
circolanti. Questo processo infiammatorio attiva un secondo meccanismo
umorale: il sistema emocoagulativo, mediante I'espressione sulla superficie
cellulare di molecole di Tissue Factor (TF). L’attivazione della coagulazione
intravascolare e la concomitante inibizione della fibrinolisi contribuiscono
alle alterazioni emocoagulative che si osservano in corso di sepsi € sono in
parte responsabili del danno d’organo correlato, determinando, mediante
occlusione del microcircolo, un danno ischemico da insufficiente apporto di
ossigeno ai tessuti. A quest’ultimo contribuisce lo stato di vasoplegia
associato al processo infiammatorio, e attivato da vari mediatori tra cui
appare importante la massiva over-produzione di iNOS (ossido-nitrico
sintetasi inducibile) con conseguente produzione di Ossido Nitrico (NO).
Inoltre i processi inflammatori sono anche responsabili dell’aumentata
permeabilita vascolare (capillary leak) che determina ipovolemia,
contribuendo allo stato di shock (ipotensione), edema interstiziale ed
ulteriore riduzione dell’apporto di ossigeno ai tessuti. ‘® Alla disfunzione

multi organica a cui si assiste in corso di sepsi contribuisce inoltre I'incapacita



dei mitocondri di vari organi e tessuti di metter in atto i processi ossido-

riduttivi per la produzione di ATP."

Immuno-paralisi

La convinzione che I'eccessiva inflammazione fosse la causa prevalente delle
alterazioni in corso di sepsi ha portato, negli ultimi 20 anni, al tentativo di
utilizzare diverse molecole ad effetto anti-infiammatorio, bloccando a vari
livelli i processi fin qui sommariamente descritti, producendo una notevole
guantita di studi clinici con pochi o modesti effetti sulla sopravvivenza del
paziente settico. Questi fallimenti sono stati attribuiti in parte all'incapacita
del modello animale di mimare i processi fisiopatologici che conducono alla
sepsi negli uomini e in parte alla grossa eterogeneita della popolazione dei
settici. Tuttavia una nuova consapevolezza sta emergendo: i processi
fisiopatologici che conducono alla disfunzione multi-organica in corso di
sepsi non sono ancora del tutto chiariti. In particolare una visione del
processo settico sta emergendo negli ultimi anni, cioé che insieme all’intensa
risposta pro-inflammatoria designata all’eliminazione del patogeno
infettante, l'organismo mette in atto meccanismi compensatori per
circoscrivere la travolgente risposta infiammatoria. Questi meccanismi
contro-regolatori (un processo che nell'insieme viene definito CARS =
compensatory anti-inflammatory response syndrome) pud sfuggire
anch’esso al meccanismo omeostatico, risultando nella disfunzione dei
processi immunitari, il cui perdurare nel tempo puo risultare letale. (FIG. 1).
A conferma di cid, una quantita sempre crescente di dati sperimentali e
clinici indicano che i pazienti settici sviluppano rapidamente alterazioni di
vario genere del sistema immunitario.’®,**,*°,*. Allo stato attuale, la nostra
capacita di trattare i pazienti durante le primissime ore dello shock &

migliorata mettendo in atto un trattamento rianimatorio aggressivo e



precoce, come suggerito dalle linee guida, per cui molti pazienti
sopravvivono a questo stadio critico iniziale. Olti di essi, perd, muoiono
successivamente in uno stato di immunosoppressione. L'80% dei pazienti
che muoiono per sepsi dopo essere sopravvissuti allo shock perché
sottoposti a trattamento rianimatorio precoce ed aggressivo, presentano
note caratteristiche di immunodepressione, mentre i pazienti che
sopravvivono sono quelli che riacquistano spontaneamente una funzione

immunitaria valida, indipendentemente dal trattamento.?

Risposta pro- »
infiammatoria | .~

Pt Reazione immune risultante a
o livello sistemico =
! immunosoppressione

Risposta anti-
infiammatoria R

La necessita di una risposta immunitaria efficace per sopravvivere alla sepsi €
stata messa in evidenza in un recente lavoro genomico, che dimostrava
come i pazienti che sopravvivevano alla sepsi over-esprimevano geni
coinvolti nell’attivita del sistema immunitario innato (citochine, chemochine,
effettori delle vie attivate dai TLR)*.

Lo stato di disfunzione immunitaria coinvolge sia il sistema immunitario
innato che il sistema immunitario adattativo. Una caratteristica

costantemente descritta nella popolazione dei pazienti settici riguarda



I'incapacita dei loro macrofagi di rispondere adeguatamente in termini di
quantita di citochine pro-infammatorie (TNFa, IL-1, IL-6) prodotte alla
stimolazione con lipopolisaccaride (LPS)*,%,%. Inoltre i monociti prelevati dai
pazienti settici esprimono livelli ridotti di molecole di istocompatibilita di
classe Il (HLA-DR), causandone la ridotta capacita presentare I’antigene ai
linfociti T.%/,® Riguardo ai linfociti dei pazienti settici, essi dimostrano una
ridotta capacita proliferativa in risposta a stimoli antigenici (tubercolina,
tossina tetanica). E’ stato inoltre descritto come linfociti B e T, macrofagi e
cellule dendritiche vadano incontro ad apoptosi in corso di sepsi.”®,*°,**, *.
Le cellule in grado di presentare I'antigene (APC) giocano un ruolo
fondamentale nel determinare il tipo di linfocita T che contribuisce
all'innesco del sistema immunitario adattativo. Il tipo di stimolo presente al
momento della maturazione della APC induce il linfocita T a diventare
effettore, di memoria, anergico o apoptotico. Inoltre, se le cellule T effettrici
esprimano un fenotipo Thl (in grado di produrre citochine pro-
inflammatorie quali TNFa, INFy ed IL-2) oppure Th2 (in grado di produrre
citochine anti-inflammatorie quali IL-10 e IL-4), dipende dalla durata
dellinterazione tra APC e linfocita T e dal profilo di citochine prodotte dalla
APC al momento dell'interazione. Stimoli pro-inflammatori quali i prodotti
microbici e le sostanze rilasciate dai tessuti necrotici determinano
normalmente una produzione di sostanze pro-inflammatorie da parte dei
macrofagi e delle DC, tra cui IL-6, IL-12, TNFa, NO, e determinano i
espressione di membrana di molecole co-stimolatorie come il CD40, il CD80
ed il CD86, che sono considerate markers della completa maturazione della
cellula APC. In queste condizione le APC mediano l'induzione di risposte
immuni di tipo Thl. In presenza di stimoli anti infiammatori/deattivanti

(cellule apoptotiche, IL-10, TGF-B), la maturazione delle APC é disfunzionale,

e la produzione di citochine & spostata verso molecole anti-inflammatorie



(IL-4; 11-10) e le cellule esprimono recettori inibitori quali PD-L1. Questo tipo
di stimolazione induce la differenziazione di Infociti T di tipo Th2, con la
conseguente over-produzione di citochine anti-inflammatorie. Tra i fattori
che determinano larisposta da parte dei linfociti T-CD4 in senso Thl o
Th2 sono stati implicati anche il tipo di agente patogeno, la quantita della
carica batterica ed il sito di infezione. Lo shift di produzione di citochine del
tipo Thl al tipo Th2 & uno dei meccanismi chiamati in causa nello stato
disfunzionale dell'immunita del paziente settico. E’ stato dimostrato che lo
shift verso la risposta Th2 & correlato in questi pazienti, ad un aumento della
mortalita.>

Nei monociti del paziente settico, come gia detto, lo stimolo con LPS non
determina una adeguata risposta pro-inflammatoria, mentre la capacita di
produrre citochine anti-inflammatorie € invariata o leggermente aumentata,
come se LPS conservi la capacita di attivare il monocita, ma i segnali
intracellulari da esso attivati siano rimodellati a favore della produzione di
citochine anti-inflammatorie (riprogrammazione Ieucocitaria).34

Esiste una sorta di consenso non scritto sul fatto che le morti per sepsi siano
il risultato di un sistema immunitario disfunzionale, che si caratterizza, nelle
sue forme iniziali, con la morte programmata delle sue cellule effettrici. In
uno studio di Hotchkiss si dimostrava come le cellule linfociti che e
dell’epitelio gastrointestinale dei pazienti deceduti per sepsi fossero
enormemente ridotte per fenomeni apoptotici rispetto alle stesse cellule di
pazienti morti in terapia intensiva per altre cause. > |’estensiva apoptosi
delle cellule dendritiche (DC) che si osserva in corso di sepsi € stata messa in
relazione all’'outcome sfavorevole: dati clinici dimostrano come i pazienti che
sopravvivevano ad eventi settici avevano una quantita di DC circolanti
significativamente maggiore dei pazienti deceduti . Le variazioni del numero

’

di DC era associato inoltre a variazioni del punteggio SAPS I1.*° E’ stato



ipotizzato, inoltre, che le cellule apoptotiche potrebbero contribuire ad
indurre anergia dei linfociti T, rendendoli incapaci di rispondere allo
stimolo antigenico.?’

Da un punto di vista clinico, queste alterazioni giocano un ruolo primario
nella ridotta capacita dei settici di eradicare I'organismo infettante e
spiegano la loro suscettibilita ad infezioni nosocomiali secondarie. Inoltre &
stato dimostrato come i pazienti settici mostrino una ridotta reazione di
ipersensibilita di tipo ritardato, e presentano spesso la riattivazione di virus
quiescenti (herpes zoster e citomegalovirus)38,39.

Le principali cause di immunodepressione in corso di sepsi sono riportate

nella Tabella 2

TAB 2. POTENZIALI MECCANISMI DI IMMUNOSOPPRESSIONE NELLA SEPSI:

Shift da una risposta infiammatoria (Thl) verso una risposta

antinflammatoria (Th2)

Anergia (ridotta proliferazione linfociti T; aumentata % di linfociti T

regolatori)

Apoptosi dei linfociti T-CD4, linfociti B, cellule dendritiche

Perdita macrofagica dell’espressione del complesso maggiore di

istocompatibilita di classe Il (MHC II) e di molecole co-stimolatorie

Effetti immunosoppressori delle cellule apoptotiche

Ruolo della risposta immunitaria nella sepsi

La morte per sepsi puo essere dovuta a diversi meccanismi che si innescano
nel tempo. Nelle prime fasi della sepsi, se non riconosciuta e trattata
prontamente, la malattia evolve rapidamente verso lo shock settico,

prevalendo i fenomeni pro-inflammatori precedentemente descritti con




impatto sullo stato emodinamico del paziente. La tempistica dell’evoluzione
verso lo shock dipende da molteplici fattori, non ancora del tutto chiariti, fra
cui compaiono caratteristiche dell’agente infettante, sede dell’infezione
primaria, carica batterica del patogeno ma anche le condizioni individuali
preesistenti, lo stato nutrizionale e l'eta del paziente, il polimorfismo
genetico delle citochine o di altre molecole effettrici del sistema
immunitario o dei loro recettori. In questa prima fase la disfunzione
d’organo e prevalentemente legata al ridotto apporto di ossigeno ai tessuti
susseguente le alterazioni emodinamiche e la coagulazione intravascolare
che occlude il microcircolo. Questa fase si giova, verosimilmente di un
approccio rianimatorio precoce in grado di ripristinale la capacita di
trasportare 'ossigeno e di conseguenza di “nutrire” le cellule. Ovviamente
I’approccio rianimatorio deve in primo luogo aiutare l'organismo ad
eradicare l'agente infettante mediante ['utilizzo di terapie antibiotiche
mirate ed eventualmente la risoluzione chirurgica del sito infetto. Come gia
detto, pero, tutto questo non é sufficiente, poiché lo stato immunitario
dell’ospite correla con I'outcome del paziente e la persistenza di uno stato di
immuno-paralisi determina una inefficace eradicazione dell'infezione
primaria ed una maggiore suscettibilita ad infezioni nosocomiali. A
dimostrazione di cio, una discreta proporzione di infezioni nosocomiali nei
pazienti settici € causata da microrganismi commensali che diventano
patogeni solo nei pazienti immunocompromessi. Di conseguenza sono state
proposte terapie immunostimolanti innovative con lo scopo di migliorare il
killing dei batteri, nel sito primario di infezione e prevenire lo sviluppo di
infezioni nosocomiali o la riattivazione di virus quiescenti. 0 Tuttavia,
nonostante studi preliminari (interferone y, GM-CSF), siamo ancora lontani
dal poter iniziare ampi trial clinici su larga scala. In particolare, non tutti i

pazienti hanno lo stesso grado di immunosoppressione, di conseguenza non



tutti si beneficerebbero di terapie immunostimolanti. La conoscenza dei
meccanismi  molecolari che sono alla base dello stato di
immunosoppressione dei pazienti settici getta le basi per lo sviluppo di
nuove terapie ad azione immunomodulante e crea i presupposti per definire
le categorie di pazienti che piu si gioverebbero dei diversi approcci (stimolare
il sistema immunitario innato e/o stimolare il sistema immunitario
adattativo, bloccare i meccanismi apoaptotici, ecc).

Un approccio parallelo e attualmente in studio in molti centri di terapia
intensiva: si tratta dell’utilizzo di un circuito extracorporeo con la capacita di
adsorbire su un filtro specifico le citochine circolanti, sia pro- che anti-
inflammatorie. Infatti sia gli eventi emodinamici che gli eventi pro-coagulativi
che la disfunzione immunitaria sono mediate dal massivo rilascio nel plasma
di queste sostanze, di conseguenza la riduzione della loro concentrazione

plasmatica potrebbe modulare tali effetti.*!,*

Ruolo della tolleranza monocitica e della IL-12

E’ stato gia messo in evidenza come i macrofagi esposti cronicamente al
lipopolisaccaride (LPS), il maggior componente della membrana esterna dei
batteri gram negativi, vadano incontro ad una “riprogrammazione” dei
meccanismi endocellulari tale da ridurre la quantita di citochine pro-
inflammatorie prodotte (in particolare TNFa e IL-1B) in risposta ad ulteriore
stimolazione con LPS.”*** Questo fenomeno di “tolleranza” & stato
interpretato come una risposta adattativa all'infezione batterica a
protezione da un’iperattivazione patologica del sistema immunitario
innato. Tuttavia, se da una parte difende I'organismo dallo sviluppo di
complicanze settiche, dall’altra puo portare a infezioni letali. Bisogna inoltre

sottolineare che si tratta di un fenomeno transitorio, e la sua reversibilita

stata messa in relazione alla guarigione. Di recente, tuttavia, modelli di



infezione con Cryptococcus neoformans® o Salmonella enteritica®, hanno
dimostrato che i topi i cui monociti erano tolleranti all’'LPS erano
maggiormente resistenti a infezioni fungine o batteriche, rilevando una
minore carica batterica nei tessuti infettati. Di conseguenza I’assunzione che
la tolleranza macrofagica all’LPS sia correlata alla maggiore suscettibilita alla
sepsi non appare cosi ovvia. Sebbene i meccanismi alla base della tolleranza
macrofagica non siano ancora del tutto chiariti, un ruolo centrale e stato
dato alla IL-12. IL-12 e wuna citochina immunoregolatrice fondamentale
per I'organizzazione della risposta immune cellulo-mediata sia del sistema
innato che acquisito. LPS & un potente induttore di IL-12, e la sua
produzione da parte dei macrofagi tolleranti e fortemente depressa . IL-12 &
necessaria affinché le cellule Natural Killer (NK) ed i linfociti T producano
INFy ed altre citochine.”” Inoltre questa citochina sembra essere un fattore di
vitale importanza per la difesa dell’ospite contro le infezioni da batteri gram
negativi, come dimostrato dal fatto che la somministrazione di IL-12 in
diversi modelli di sepsi batterica aumenta la resistenza dell’ospite
all’infezione stessa.*®,* Di conseguenza I'incapacita di secernere adeguate

quantita di IL-12 da parte dei macrofagi dei pazienti settici & verosimilmente

una causa di suscettibilita all'infezione primaria ed ad infezioni secondarie.

Ruolo dell'immunita linfocito-mediata

Nonostante |'evidenza di una soppressione/disregolazione del sistema
immunitario in animali/pazienti settici sia supportata da un sempre
crescente numero di dati osservazionali e sperimentali, rimane ancora molto
da capire. In particolare i meccanismi che sono alla base dell’eradicazione
dell’infezione sono ancora oggetto di studio, per cui le nuove nozioni aprono
nuove prospettive nella conoscenza dei meccanismi che sottendono allo

sviluppo delle alterazioni immunitarie in corso di sepsi. In particolare la



maggior parte degli studi clinici e di scienze di base hanno finora studiato le
alterazioni del sistema immunitario innato focalizzandosi sul ruolo delle
cellule mieloidi. Di recente, pero, ha assunto una nuova importanza il ruolo
delle cellule T nella loro interazione con le cellule presentanti I'antigene e
nelle loro funzioni regolatorie ed effettrici della risposta immune linfocito-
mediata. Ad esempio e stato dimostrato come i topi depleti delle cellule B e
T in cui veniva indotta una sepsi polimicrobica mostravano una maggiore
mortalita, una ridotta clearance batterica ed una risposta immune pro-
infiammatoria “disregolata” rispetto ai controlli sani.®°,>* La linfocitopenia
che si osserva in corso di sepsi € stata correlata alla maggiore suscettibilita
alle infezioni nosocomiali.”? Inoltre, come gia esposto, una delle
caratteristiche dell'immuno-paralisi sepsi-indotta e rappresentata dallo shift
delle risposte immunitarie verso citochine del tipo Th2. Il ritorno alla
produzione di citochine del tipo Th1 correla con una maggiore sopravvivenza
nei pazienti settici.”® E’ stato inoltre messo in evidenza come durante la fase
di immuno-paralisi il fenotipo dei linfociti T sia caratterizzato
dall’overespressione di co-recettori inibitori tra cui CTLA4, che facilitano

I'attivazione preferenziale di segnali negativi durante la stimolazione dei

linfociti T, per cui privilegiano I'anergia di tali cellule.”

Interazione CD40-CD40L (CD 154) nell'immunita cellulo-mediata

I CD40 e una molecola di 50kD espressa su diversi tipi celluari inclusi i
monociti-macrofagi.®> Essa appartiene alla superfamiglia dei recettori per il
TNF ed & stata identificata primariamente sui linfociti B.”® La sua presenza
sulle APC & necessaria per la loro attivazione. Il suo ligando, il CD40L (CD
154), & una proteina integrale di membrana di tipo Il espressa primariamente

sulle cellule T CD4+.”",*®



Il CD40 & essenziale nel mediare un’ampia varieta di risposte immuni ed
inflammatorie tra cui lo switch isotipico delle immunoglobuline linfocito-T
dipendente, lo sviluppo di cellule B memoria, la regolazione della
proliferazione dei linfociti B, il salvataggio dei linfociti B dall’apoptosi e la
formazione di centri germinativi.”® | soggetti che presentano una
mutazione del CD40L sviluppano una grave forma di immunodeficienza,
denominata “sindrome da iper-IgM” (HIGM 1), che é caratterizzata da
elevati livelli circolanti di IgM e da bassi livelli di IgA, 1gG, IgE,
dall’assenza di centri germinativi e dall’incapacita di fornire una risposta
umorale timo dipendente. ® Come risultato, i pazienti HIGM1 sono
suscettibili ad infezioni batteriche ricorrenti.”*

Il legame del CD40 al CD4O0L dei linfociti Th contribuisce all’attivazione delle
APC e alla secrezione da parte di queste ultime di una serie di citochine pro
inflammatorie, tra cui TNFa, IL-1B ed IL-12. Queste giocano un ruolo
fondamentale nel promuovere e mantenere la funzione del T-helper (Thl) e
la risposta pro-infammatoria durante un’infezione batterica.®?,®
L’attivazione macrofagica CD40L-mediata contribuisce alla espressione di
membrana di molecole co-stimolatorie quali il CD80 (B7-1) ed il CD86 (B7-2),
le quali giocano un ruolo cruciale nell’attivazione delle cellule T.** Infatti
qgueste molecole co-stimolatorie espresse sulla superficie delle APC
interagendo con il CD28 presente sui linfociti T ne mediano I'attivazione
mediante un meccanismo complementare alla piu nota interazione TCR (t-
cell receptor) e complesso MHCII/antigene. L’espressione delle molecole co-
stimolatorie & un passaggio essenziale per rendere le cellule macrofagiche
delle APC competenti. ®> Di conseguenza Iinterazione CD40-CD40L
rappresenta uno step essenziale per lo stimolo di una risposta adattativa
valida.®® L’alterazione dell’interazione tra il CD40 espresso dai monociti-

macrofagi ed il CD40L espresso dai linfociti T & stata oggetto di studio nella



sepsi. In studi su animali con mutazioni sul gene che codifica il CD40L é stato
osservato un aumento di mortalita per sepsi.67 Inoltre e stato osservato
come in pazienti settici ci fosse un aumento dell’espressione monocitica del
CD40, sebbene nei pazienti batteriemici la sua espressione era
significativamente ridotta in coloro che non sopravvivevano rispetto a coloro

che sopravvivevano.®®



Introduzione al lavoro sperimentale

Da quanto esposto finora si evince che negli ultimi anni sta emergendo una
visione differente dei meccanismi patogenetici alla base della sindrome
settica. Accanto ai meccanismi pro-inflammatori e pro-coagulanti
classicamente descritti si sta accumulando un carico sempre maggiore di
evidenze cliniche e sperimentali che vedono le alterazioni sepsi-indotte del
sistema immunitario come un determinate fondamentale dell’'outcome del
paziente settico. Inoltre si sta pian piano delineando un ruolo sempre piu
decisivo del sistema immunitario adattativo, la cui competenza & necessaria
per sopravvivere alla sepsi. In particolare si e focalizzata I'attenzione sul
ruolo effettore e regolatore dei linfociti T.

E’ stato gia messo in evidenza come i macrofagi esposti cronicamente all’
LPS vadano incontro a tolleranza, il cui ruolo, tuttavia, rimane ancore da
chiarire. La disfunzione dei macrofagi in corso di sepsi € caratterizzata anche
da una diminuita espressione delle molecole MHC di classe Il e, come
conseguenza, da una incapacita dei macrofagi di presentare I'antigene ai
linfociti T. La validita del dialogo tra i linfociti T ed il macrofago presentante
I’antigene necessita della up-regolazione sulla membrana delle cellule
monocitiche di molecole co-stimolatorie, il CD40, il CD80 ed il CD86.
L'interazione tra il CD40L esposto sulla membrana del linfocita T ed il CD40
sulle cellule macrofagiche induce, infatti, la up-regolazione di tali molecole,
passo necessario affinché il macrofago diventi un APC competente.”
L'interazione tra il CD28 espresso dai linfociti T ed il CD80 ed il CD86 dei
macrofagi gioca un ruolo fondamentale nel fornire segnali co-stimolatori alla
cellula T, inducendone, ad esempio, la proliferazione e la secrezione di fattori

di crescita.”®



Il nostro gruppo di ricerca ha recentemente descritto come le risposte in
vitro al CD40L di macrofagi prelevati da donatori sani e trattati con LPS erano
ridotte in termini di produzione di citochine pro-infiammatorie (TNFa ed IL-
12) e di capacita di up-regolare le molecole co-stimolatorie CD80,CD86.”
Sulla base di questi studi abbiamo ipotizzato che la tolleranza delle cellule
monocitiche coinvolgeva uno stato funzionale distinto di attivazione e/o
differenziazione che non era ristretto alla tachifilassi verso LPS, ovvero che
I’LPS induceva una riprogrammazione dei meccanismi endocellulari tali da
alterare altri sistemi coinvolti nella risposta all’infezione. La ridotta risposta
in vitro al CD40L dei macrofagi in cui era stata indotta la tolleranza all’LPS
potrebbe, pertanto rappresentare in vivo un meccanismo alternativo di
disfunzione macrofagica in corso di sepsi.

Lo scopo di questo studio e stato, pertanto, valutare la risposta ex vivo al
CD40L di macrofagi prelevati da pazienti affetti da sepsi da batteri gram
negativi per verificare se gli studi preliminari condotti in vitro fossero o meno

confermati.



Materiali e metodi

Pazienti

Sedici pazienti ricoverati presso la Terapia Intensiva del Policlinico di Tor
Vergata sono stati inclusi nello studio se incontravano i criteri di inclusione di
seguito riportati. Dieci soggetti sani, assortiti per sesso ed eta, sono stati
inclusi come controllo.

Criteri di inclusione: Presenza da almeno 24 ore di due o piu segni di
reazione infiammatoria sistemica (temperatura corporea >38°C o
<36°C;frequenza cardiaca >90 battiti/min; iperventilazione con frequenza
respiratoria >20 atti/min o PaC02<32 mmHg; conta di globuli bianchi >12000
cellule pL-1 o <4000 uL-1) + un focolaio identificabile di infezione

Criteri di esclusione: eta < di 18 anni; neoplasia maligna attiva; AIDS;
neoplasia metastatica o ematologica;  gravidanza; insufficienza renale
cronica in fase dialitica; insufficienza epatica terminale; recente
chemioterapia; terapia immunosoppressiva in corso o recente (< 4
settimane) uso di steroidi.

All'inclusione per tutti i pazienti & stato calcolato I’ APACHE Il score ed il

SOFA score.

Composti

CDA4O0L trimerico ricombinante solubile & stato fornito da Immunex (Seattle
WA). Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) é stato
fornito da Sandoz Research Institute (East Hanover, NJ). >H-thymidine con
attivita specifica di 80mCi/mmol e stata acquistata da Amersham, Little
Chalfont, UK.

I LAL test (Limulus amebocyte lysate) (QCL-1000, BioWhittaker, Inc,

Walkersville, MD) e stato utilizzato su tutti i composti ed i terreni di coltura



usati nello studio per escludere la contaminazione da endotossina. Tutti i

campioni analizzati ne sono stati trovati privi.

Anticorpi

Per I'analisi al citofluorimetro (FACS) sono stati utilizzati i seguenti
anticorpi: anti-CD14, anti-CD40, anti-CD80, anti-CD86, anti-IL12, anti-
TNFa, anti-IL1B, anti-IL2, anti-IFNy e anti-CD3. Lo staining & stato effettuato

con anticorpi accoppiati a FITC-, PE- e Cy-chrome-

Cellule

Le cellule mononucleate da sangue periferico (PBMC) sono state separate
mediante centrifugazione su gradiente di densita. | monocito-macrofagi
sono stati successivamente purificati mediante centrifugazione contro-
corrente. Le cellule sono state risospese in terreno per colture cellulari (RPMI
1640)

contenente 2mM di glutamina, 50U/mL di penicillina, 50ug/ml di
streptomicina e siero fetale bovino al 20% inattivato al calore e tenute a 37°C
in atmosfera umidificata con CO2 5% in aria.

Per la determinazione della produzione di citochine intracellulari all’analisi
FACS, le PBMC da pazienti e controlli sono stati coltivate per 18 ore nelle
condizioni sopra riportate in presenza o in assenza di CD40L. 30 minuti dopo
la stimolazione si & aggiunto 1 pg/ml di brefaldina A (inibitore del
trasportatore proteico) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO). Alla fine del
periodo di incubazione le cellule sono state analizzate mediante FACS.

Per valutare I'abilita del CD40L e del GM-CSF di up-regolare le molecole
CD40, CD86,CD80 sulla superficie macrofagica, PBMC dai pazienti e dai
controlli sono stati coltivati per 72 ore nel mezzo di coltura con aggiunta di
CD40L (500 ng/ml) o di GM-CSF (100 U/ml). Alla fine del periodo di

incubazione le cellule sono state raccolte e analizzate mediante FACS.



Gli esperimenti per valutare le capacita co-stimolatorie dei monociti sono
stati condotti come segue: le PBMC sono state coltivate per 72 ore nel
mezzo di coltura completo supplementato con CD40L (500 ng/ml) o di GM-
CSF (100 U/ml). Alla fine del periodo di incubazione le cellule sono state
lavate, messe nuovamente in terreno di coltura fresco e messe in una piastra
a 96 pozzetti dal fondo piatto precedentemente rivestiti con anti CD3 /10
pug/ml) in presenza o assenza di anti CD28 solubile (1 pg/ml). Per la
valutazione della proliferazione cellulare si e aggiunto in coltura 0,25
mCi/pozzetto di *H-thymidina per le ultime 18 ore di coltura. La quantita di
*H-thymidina incorporata & stata determinata mediante spettroscopia a
scintillazione liquida (contatore B- Canberra Packard Ltd, Pangbourne, UK).
Per il rilevamento di citochine, 30 minuti dopo aver deposto le cellule nei
pozzetti rivestiti con anti-CD3, si & aggiunta 1ug di Brefeldina A che
impedisce la fuoriuscita dalle cellule del materiale presente nel reticolo
endoplasmatico. Alla fine del periodo di incubazione le cellule sono state

analizzate mediante FACS.

Valutazione della formazione di DNA ipodiploide
La formazione di DNA ipodiploide e stata valutate mediante marcatura con
propidio ioduro e successiva misurazione della fluorescenza dei singoli

nuclei mediante FACS.72,73

Staining delle molecole di superficie e delle citochine intracellulari

Dopo l'incubazione le cellule sono state marcate per i markers di superficie e
successivamente analizzate al FACS per determinare I'espressione degli
antigeni cellulari di superficie o permeabilizzate con soluzione
Cytofix/Cytoprem, marcate per le citochine intracellulari e successivamente

analizzate al FACS.



Citofluorimetria

La citofluorometria e stata effettuata mediane citofluorimetro FACS scan ed i
dati analizzati con Software Cell Quest (Beckton Dickinson). | linfociti e i
monocito-macrofagi (gate sul CD14) sono stati differenziati dalle cellule
morte sulla base dei valori di forward scatter e side scatter e sono stati

acquisiti almeno 10.000 eventi per ogni campione.

Analisi statistica

La normalita della variabile distribuzione e stata valutata mediante il test di
Kolmogorov-Smirnov. Paragoni tra le distribuzioni di due variabili per un
singolo gruppo sono stai effettuati mediante T-test di Student o il test U di
Mann Whitney. Valori di p<0,05 sono stati considerati significativi. L’analisi
statistica e stata effettuate mediante SPSS (SPSS Inc., Version 10.0, Chicago,
[llinois, USA)



Risultati

Pazienti

Di 26 pazienti potenzialmente arruolabili, solo 16 erano affetti da sepsi
accertate da batteri gram negativi. Le caratteristiche cliniche ed i siti di
infezione con i patogeni isolati sono riportati nelle tabelle 2 e 3.

Tabella 2. Caratteristiche cliniche dei pazienti

Maschi/Femmine 6/10

Eta-anni, media +SD (range) 63.7+16 (24-83)

Neutrofili, x10°/L mediazSD (range) 13.3+12.6 (3.7-59)

Pa02/FIO2, mediatSD (range) 275.88+99.4 (73-490)
PCT, mediazSD (range) 6.16+8 (0.07-33)
CRP, media%SD (range) 148.3+109.7 (11-360)

APACHE Il score, mediaxSD (range) 24.5+6.5 (9-36)

SOFA score, media +SD (range) 9.28+3.8 (3-20)

Morti (%) 6 (37.5)

Note. PCT: procalcitonina. CRP: proteina C reattiva.

Tabella 3. Siti di infezione e patogeni isolati all’insorgenza della sepsi

Infezioni documentate con colture| 11

positive

Emocolture positive 5

Sito d’ infezione
Addome
Tratto genito-urinario

Tratto respiratorio

w N W O

Altro sito

Microorganismi




Escherichia coli
Klebsiella
Pseudomonas aeruginosa

Proteus Species

A NN N N OO

Altri Gram-negativi

Produzione di citochine da parte dei monociti dei pazienti settici

La produzione di citochine indotta dalla stimolazione con il CD40L e stata
analizzata in tempi diversi:

giorno 0 (entro 24 ore dall’identificazione dei criteri di inclusione), giorno?7,
ed al momento della guarigione (definita come assenza di febbre, stabilita
emodinamica, assenza di disfunzione d’organo sepsi correlata). Il tempo
medio di guarigione & stato di 20,2 giorni (range 10-32). Come mostrato in
figura 1, la risposta in termini di produzione di citochine alla stimolazione
macrofagica con il CD40L si € dimostrata fortemente ridotta nei settici se
paragonata ai controlli sani. In particolare, la soppressione della produzione
di citochine si osserva al tempo 0 e persiste al giorno 7 (controlli vs pazienti
al giorno 0 e al giorno 7: p < 0,05 per TNFa ,IL-1B e IL-12), mentre la risposta
dei monociti al CD40L era parzialmente, ma significativamente, aumentata
nella fase di guarigione (giorno 0 e 7 vs guarigione: p<0,05 per TNFa ,IL-1B e

IL-12)

Effetti della sepsi sulla up-regolazione delle molecole di superficie
indotta dal CD40L

| dati riguardanti I'espressione di molecole di membrana indotta dal CD40L
sui monociti dei pazienti settici e nei controlli sono riportati in figura 2. Nei
controlli sani il CD40L induce I'espressione sulla superficie macrofagica di

elevati livelli di CD80, CD86 e CD40. | livelli raggiunti dal CD40 nei controlli




sani sono paragonabili ai livelli espressi sulla superficie dei monociti
provenienti dai pazienti settici, mentre I'espressione del CD80 e del CD86
risulta essere ridotta dopo stimolazione con il CD40L nei settici, sia al giorno
0 che al giorno 7. L'incapacita di stimolare I'espressione del CD80 e CD86 da
parte del CD40L non si riscontra in caso di guarigione. Il GM-CSF, invece,
mantiene la capacita di stimolare |'espressione delle tre molecole studiate
(CD80, CD86, CD40) nei settici come nei controlli (Fig. 2B), suggerendo che

I'interferenza con I’attivita del CD40L in corso di sepsi € piuttosto selettiva.

La sepsi interferisce con l'abilita del CD40L di indurre funzioni co-
stimolatorie nei monociti.

L'evidenza dell'incapacita del CD40L di up-regolare le molecole co-
stimolatorie nei settici ci ha indotto a paragonare la capacita dei monociti dei
settici di stimolare i linfociti T autologhi rispetto ai controlli. PBMC sono state
coltivate per 72 ore in presenza ed in assenza di CD40L o GM-CSF e
successivamente sono state stimolate con anticorpi anti-CD3. La risposta
proliferativa & stata valutata mediante I'incorporazione di H*-timidina (Fig. 3)
e la produzione di citochine da parte dei linfociti T CD3+ & stata valutata
mediante FACS (Fig 4). Sia nei pazienti che nei controlli, I'assenza di
stimolazione con CD40L o GM-CSF induceva una limitata incorporazione di
H>-timidina e scarsa produzione di IL-2 e INFy, mentre la stimolazione con
CD40l o GM-CSF induceva proliferazione cellulare e produzione di citochine
nei controlli. Nei pazienti settici, solo I'incubazione dei macrofagi con GM-
CSF era in grado di indurre la proliferazione cellulare dei linfociti T, mentre se
i macrofagi erano trattati con CD40L essi non erano in grado di stimolare i
linfociti T né in termini di proliferazione cellulare né in termini di produzione
di citochine. Tuttavia la riduzione della risposta del linfocita T alla
stimolazione con macrofagi pre-attivati con il CD40L non dipende da difetti

del linfocita stesso, come dimostrato dal fatto che la co-stimolazione con



anticorpi anti-CD28 (in grado di attivare gli stimoli CD80/CD86 mediati),

induce risposte simili nei settici e nei controlli.

La capacita di prevenire I'apoptosi dei monociti mediata dal CD40L é
ridotta in corso di sepsi.

In assenza di appropriati stimoli, quali il CD40L o il GM-CSF, i monociti
prelevati da sangue periferico messi in coltura vanno rapidamente incontro
ad apoptosi. Abbiamo pensato, quindi, di valutare se la capacita del CD40L e
del GM-CSF di salvare i monociti dall’apoptosi fosse alterata in corso di sepsi.
La percentuale di DNA ipodiploide (un marker affidabile di apoptosi) & stata
valutata mediante FACS in cellule dai settici e dai controlli, messe in coltura
senza fattori stimolanti, in presenza di GM-CSF ed in presenza di CD40L. Nel
primo caso la percentuale di DNA ipodiploide era elevata sia nei settici che
nei controlli, in caso di stimolazione con GM-CSF la quantita di DNA
ipodiploide era scarsa, suggerendone la conservata capacita di prevenire
I’apoptosi. In caso di incubazione con CD40L, solo monociti dei controlli sani
erano salvati dai processi apoptotici, mentre nei monociti dei settici la

quantita di DNA ipodiploide era significativamente maggiore. (Fig 6)



Discussione

Nell’ambito delle possibili alterazioni che sottendono all’indebolimento delle
risposte immunitarie in corso di sepsi, con questo lavoro si & voluto indagare
il possibile ruolo della ridotta responsivita macrofagica alla stimolazione con
il CD4OL. | risultati ottenuti dimostrano che nelle sepsi da batteri gram
negativi la capacita dei monociti di produrre citochine pro inflammatorie ed
immunoregolatore, di agire come cellule co-stimolatorie per i linfociti T e di
evitare |I'apoptosi spontanea in risposta al CD40L e fortemente ridotta.
Nell’ambito della riduzione di produzione di citochine in risposta alla
stimolazione con il CD40L, ci si & focalizzati sulla 'incapacita di produrre
adeguate quantita di TNFa, IL-1B e IL12.

II' TNFo sembra avere un ruolo predominante nel combattere le infezioni.
Ad esempio, i pazienti affetti da artrite reumatoide e trattati con antagonisti
del TNFa hanno dimostrato una maggiore suscettibilita alla sepsi e ad altre
complicanze infettive.”* Inoltre in un trial clinico in cui si somministrava un
anticorpo anti-TNFa ad azione neutralizzante in pazienti con shock settico e
stata riscontrata una maggiore mortalita.”

Il ruolo dell'lL-1B ha in corso di sepsi € stato ampiamente studiato in
laboratorio. Essa € essenziale per il reclutamento dei i neutrofili nel sito di
infezione. Inoltre le e stato attribuito un ruolo predominante nella difesa
contro ascessi cerebrali da S.aureus e nelle artriti settiche e nelle infezioni
sistemiche.”®,”’

Il ruolo immunoregolatorio dell’interleuchina 12 e gia stato esposto. Essa e
necessaria ai linfociti T per produrre INFy e se somministrata in animali
settici ne aumenta la sopravvivenza.

Tuttavia il reale impatto di queste citochine pro-inflammatorie nei pazienti

settici & ancora da chiarire. Almeno nelle fasi precoci della sepsi, sebbene i



macrofagi non siano in grado di produrne adeguate quantita in seguito a
stimoli appropriati, i livelli circolanti di TNFa ed IL-1B sono enormemente
aumentati, ed il loro aumento & stato messo in relazione allo sviluppo
dell’insufficienza multi-organica. La perdita della capacita di produrre
citochine pro-inflammatorie da parte dei macrofagi dei pazienti settici in
seguito alla stimolazione con CD40L & un fenomeno abbastanza precoce, per
cui sembra inverosimile che I'attivazione dei macrofagi mediata dal CD40
giochi un ruolo prioritario nella fase iper-inflammatoria precoce della sepsi.

Oltre alla ridotta capacita di produzione di citochine pro-inflammatorie, i
monociti dei pazienti settici non sono in grado di esprimere le molecole co-
stimolatorie CD80 e CD86 in seguito alla stimolazione con CD40L e di
conseguenza perdono la capacita di stimolare la proliferazione ed il release
di citochine CD28 mediata dei linfociti T. La disfunzione dell'interazione
monocita-linfocitaT riguarda primariamente il monocita, come dimostrato
dal fatto che il linfocita T del paziente settico, se stimolato in maniera
simile a quella fisiologica (anti—-CD28 + anti-CD3), risponde in modo
ottimale. La mancate espressione delle molecole co-stimolatorie, infatti,
determina la mancata maturazione del monocita verso lo stato funzionale di
APC competente. E stato dimostrato come i macrofagi dei settici mostrino
ridotte capacita presentanti I'antigene gia a 24 ore dell'insorgenza della
sepsi, e rimangono disfunzionali fino a 14 giorni dopo.”,”” Un meccanismo
responsabile potrebbe essere quello appena descritto. La mancata
espressione di molecole di superficie CD40L-mediata non coinvolge, nei
nostri esperimenti, il CD40. Questo dato € in contrasto con i risultati ottenuti
in vitro dal nostro stesso gruppo. Tuttavia il modello in vitro dimostrava una
down-regulation del CD40 a concentrazioni di LPS > 100 ng/ml, che
difficilmente si raggiungono in vivo. Inoltre altre molecole solubili

potrebbero influire in vivo sulla modulazione dell’ espressione di molecole di



superficie. Come gia detto, altri studi hanno riportato un aumento del CD40
sui monociti dei settici.®®

Normalmente i monociti reclutati nella sede d’ infezione, se non ricevono
stimoli adeguati, vanno incontro ad apoptosi. Come dimostrato dal nostro
set di esperimenti, i monociti dei pazienti settici sono poco responsivi
all’effetto anti-apoptotico CD40L mediato. Questo poterebbe aumentare la
percentuale di monociti che vanno incontro ad apoptosi in seguito alla
presentazione dell’antigene®® e potrebbe contribuire alla riduzione di
efficienza della risposta immune in corso di sepsi.

Occorre infine ricordare che la sepsi € una sindrome molto complessa i cui
meccanismi fisiopatologici sono ancora in gran parte sconosciuti. A questa
scarsa conoscenza si aggiungono la grande variabilita degli agenti eziologici e
I’eterogeneita dei pazienti che rendono estremamente complicati gli studi
clinici, non essendo identificabile una popolazione ristretta di pazienti che sia
rappresentativa di questa sindrome. La maggior parte dei dati a nostra
disposizione, in particolare dalla ricerca di base, forniscono informazioni sui
meccanismi patogenetici indotti dall’LPS. Esistono, infatti, dati solidi a
supporto che lI'endotossina sia una causa di disfunzione monocitica nella
sepsi. Per questo motivo in questo studio & stata selezionata una coorte di
pazienti in cui vi fosse una diagnosi eziologica accertata da batteri gram
negativi. Per rigore scientifico, quindi, i nostri dati non sono esportabili a
sepsi da eziologie diverse o a pazienti dissimili dalla popolazione studiata. Di
conseguenza ogni deduzione fisiopatologica o terapeutica in questa fase

necessita di ulteriori conferme.



Conclusioni

Il nostro lavoro supporta l'ipotesi che uno dei meccanismi coinvolti nella
disfunzione del sistema monocito-macrofagico in corso di sepsi sia legato alla
ridotta capacita di tali cellule di rispondere con appropriatezza alla
stimolazione da parte del CD40L. Con cio si contribuisce ad aumentare le
conoscenze sui meccanismi patogenetici della sindrome settica ponendo le

basi  per lo sviluppo di potenziali interventi terapeutici.
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Figura 1. Produzione di citochine monocitiche indotte dal CD40L in differenti momenti
della sepsi e nei controlli sani. || numero di donatori usati ad ogni punto ¢ il seguente:
controlli n. 10, giorno 0 n. 16; giorno 7 n. 13; guarigione n. 10. Meno dell’1% di TNFa, 1I-1B
e IL-12 é stato riscontrato in cellule non stimolate.
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Figura 2. Effetti della sepsi sull’espressione di molecole di superficie dei momociti
stimolati con CD40L (A) e con GM-CSF (B). Il numero di donatori usati ad ogni punto ¢ il
seguente: controlli n. 10, giorno 0 n. 16; giorno 7 n. 13; guarigione n. 10. | dati
rappresentano la media + SD (error bars). A. L’asterisco singolo indica p < 0.05 rispetto ai
controlli; il doppio asterisco indica p < 0.05 rispetto ai giorni 0 e 7. Nessuna significativita
statistica e stata riscontrata tra controlli e settici in ogni time point per I'espressione del
CD40. B. Nessuna differenza statistica riscontrata per CD40, CD80 e CD86 tra controlli e
settici per ogni time point.
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Figura 3. Il monaociti stimolati con CD40L non sono in grado di indurre la proliferazione
dei linfociti T CD4+ autologhi. Le PBMC sono state ricavate da 13 pazienti settici al giorno
7. Nessuna differenza significativa si rileva nella quantita di *H-timidina incorporata in
cellule non stimolate tra settici e controlli cosi come nelle cellule stimolate solo con anti-
CD3. Le cellule stimolate con anti-CD3 e anti-CD28 proliferavano (incorporazione di *H-
timidina aumentata) ma in maniera analoga (p > 0,05) tra settici e controlli, ad indicare
che i linfociti dei settici rispondono in modo ottimale a stimoli fisiologici. | linfociti T messi
in contatto con i monocti stimolati con GM-CSF proliferano in maniera sovrapponibile tra
controlli e settici. Infine se monociti sono stimolati con CD40L, |la capacita proliferativa
dei linfociti T e ridotta nei settici rispetto ai controlli. L’asterisco indica p < 0.05.
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Figura 4. Il monaciti stimolati con CD40L non sono in grado di indurre la produzione di
citochine (IL-2 e INFy) nei linfociti T CD4+ autologhi. Le PBMC sono state ricavate da 13
pazienti settici al giorno 7. Nessuna differenza significativa si rileva nella quantita di IL-2
(A) e INFy (B) prodotte in cellule non stimolate tra settici e controlli cosi come nelle cellule
stimolate solo con anti-CD3. Le cellule stimolate con anti-CD3 e anti-CD28 mostrano un
aumento dell’'intensita di fluorescenza per IL-2 (A) e INFy (B) ma in maniera analoga (p >
0,05) tra settici e controlli, ad indicare che i linfociti dei settici rispondono in modo
ottimale a stimoli fisiologici. | linfociti T messi in contatto con i monociti stimolati con GM-
CSF producono quantita di citochine sovrapponibili tra controlli e settici. Infine se
monociti sono stimolati con CD40L, la capacita di produzione di citochine dei linfociti T &
ridotta nei settici rispetto ai controlli. L’asterisco indica p < 0.05.
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Figura 5. La capacita di prevenire I’apoptosi dei monociti mediata dal CD40L é ridotta in
corso di sepsi. Le PBMC sono state ricavate da 13 pazienti settici al giorno 7. La
percentuale di DNA ipodiploide e stata analizzata al FACS previa marcatura con propidio
ioduro. A differenza del GM-CSF, il CD40L non e in grado di prevenire I'apoptosi nei
settici.
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