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IMMUNOPATOLOGIA DELLE COMPLICAZIONI POLMONARI

Un recente studio! ha confrontato la distribuzione delle cellule immunitarie tra i gruppi di controllo, lieve e
grave nel tessuto polmonare, e ha dimostrato che c'erano proporzioni piu elevate difagiceaneutrofili e

piu basse di cellule dendritiche mieloidi e plasmacitoidi, cellule T (in particolare CD4 linfopenia e conseguente
linfopenia delle cellule B) e deplezione di cellule NK nei pazienti €El@\giavi rispetto ai casi lievi.

Inoltre i pazienti gravi contenevano meno cellule T C@8piu cellule T proliferanti rispetto ai pazienti con
infezione moderata, suggerendo chénfociti T CD8potrebbero essere il fattore chiave per la risoluzione
RSEfQAYFSTA2yS GANI S

Sono stati identificat sottogruppi di macrofagi polmonari, in cui quelli con proprietd maggiormente
proinflammatorie (tipoM1) reclutati dalla circolazione nel polmone, erano presenti prevalentemente nei
pazienti piu gravi, mentre i macrofagi alveolari con funzione metabdimidica importante per il
mantenimento del surfattant@ erano quasi completamente mancanti.

Cio suggerisce che macrofagi polmonari in pazienti con grave infezione da CQYIDontribuiscono

all'inflammazione localeeclutando cellule monocitiche reutrofili infiammatori che producono alti livelli di
citochineL [ NLB,BNF mentrei macrofagi in pazienti con infezione da CG¥®Dmoderata producono piu
chemochine che attraggono le cellule’T

Le principali caratteristichpatologiche nei polmoni da campioni autoptici sono un

- esteso deterioramento delle cellule epiteliali alveolari di tipo |
- l'iperplasia atipica delle cellule alveolari di tipo I, con formazione di membrana ialina,
emorragia focale, essudazione ed edema polmonasersolidamento polmonare

Il tappo mucoso con essudato fibrinoso negli alveoli e la disfunzione dei macrofagi alvg
erano anomalie peculiari nel COVIB.

Le cellule epiteliali alveolari di tipo Il e i macrofagi negli alveoli e nel tessuto linfoide de
polmonare risitavano infettati da SARSo\/2.

L'eccessiva secrezione di muco con essudazione sierosa e fibrinosa, che aggrava la
disfunzione della ventilazione, potrebbe essere uno dei meccanismi patologici respons
dell'ipossiemia.

1Liao, M., Liu, Y., et al.

Singlecell landscape of bronchoalveolar immune cells in patients with GO¥.ID
Nat Med(2020).https://doi.org/10.1038/s41591020-0901-9
https://www.nature.com/articles/s41591020-0901-9.pdf

GiamarellosBourboulis ENetea MG, Rovina N, et al.

Complex Immune Dysregulation in COYPatients with Severe Respiratory Failure.
Cell Host Microbe. 2020;27(6):99900.e3. doi:10.1016/j.chom.2020.04.009
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7172841/

2 https://lwww.researchgate.net/publication/251211981_Surfattante_polmonare
Terzano, Claudio &llegra, L. (2006). Surfattante polmonare. 10.1007/88&170-0467-2_2.

http://www.med.unipg.it/ccl/Materiale%20Didattico/Fisioloa?20(Pettorossi)/Meccanica%?20respiratoria.pdf
2 Abassi Z, Knaney Y, Karram T and Heyman SN
The Lung Macrophage in SABR®/2 Infection: A Friend or a Foe?

Front. Immunol. (2020) 11:1312. doi: 10.3389/fimmu.2020.01312
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01312/full
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L'accumulo di macrofagi infietti da SARE 02 nei polmoni provoca il rilascio di citoching
tra cui 16, uno dei mediatori della tempesta di citochihe

Le caratteristiche dei macrofagi polmonari

| macrofagi e le cellule dendritiche sono ubiquitari negli organi umani con un'‘abbondanza sostanziale nei
polmoni.
Esistono due popolazioni distinte di macrofagi polmopari

- I macrofagi alveolariche risiedono in prossimita delle cellalreolari epiteliali di tipo | e di tipo I,

- I'macrofagi interstizialj che sono preferibilmente abbondanti tra I'endotelio microvascolare e la zona
dell'epitelio alveolare (Figura seguente).

Vari agenti patogeni e materiali nocivi che raggiungono i polmoni provocano una risposta immunitaria innata
del parenchima polmonarearatterizzata dalla differenziazione dei monociti derivddl midollo osseo in
macrofagi alveolari, che fungono da difesa di prima linea.

Macrophage exudation Serous exudation in Alveolus ¢ Fibrinoid exudation in Alveolus d Fibrinoid exudation in Alveolus
(H&E stain, 200x) (H&E stain, 200x) (H&E staln 400!) (Masson stain, 200x)
R A : w— —— - é S it

€ Mucinous secretions in bronchiole f Mucinous secretions in bronchiole g Peribronchiolar metaplasia (PBM) Bronchial mucous plugs
(H&E stain, 100x) (AB-PAS stain, 200x) of bronchloles (H&E stam 100>¢) (H&E staln ZOOX)

https: //www ncb| nlm n|h gov/pmc/artlcles/PMC7305897/

Vasto essudato e secrezione mucinosa. (a) Un gran numero di macrofagi nelle cavita alveolari (colorazione H&Ed2@3sydéone sierosa (B,
colorante H&E, 200 x) e fibrinoide (c, colorante H&E, 400 x, d, colorazione Masson, 200 x). Secrezioni mucinose ne{éyroolchadione H&E, 100
x) con colorazione blu con colorazione-PBS (f, 200 x). Sono visibili metaplasiabpenchiolare (PBM) dei bronchioli e bronchioli terminali (g,
colorante H&E, 100 x) e formazione di tappi mucosi bronchiali (h, colorante H&E, 200 x).

Sia i macrofagi alveolari che quelli interstiziali possono essere divisi in due fenotipi funzionali.
Il primo & costituito damacrofagi attivati classicamente (macrofagi N lattraverso i modelli molecolari
associati ai patogeni (PAMP) tra cui i virus, e la cui attivita € promossa dalle cellule Thl.

4Wang C, Xie J, Zhao L, et al.

Alveolar macrophage dysfunction and cytokine storm in the pathogenésigosevere COVHDI patients
[published online ahead of print, 2020 Jun Z2BRioMedicine. 2020;57:102833. doi:10.1016/j.ebiom.2020.102833
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/article2MC7305897/

5Hussell T, Bell TJ.

Alveolar macrophages: plasticity in a tisspecific context.

Nat Rev Immunol. 2014;14(2)-8B. doi:10.1038/nri3600
https://www.researchgate.net/publication/259826274_Alveolar_macrophages_Plasticity_in_a_-Sp&o#fic_context
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La seconda popolazione comprendeacrofagi attivatialternativamente (macrofagi M2)che sono attivati
dalle cellule Th2 per mezzo didle 1:13°

Type Il alveolar

Type | alveolar epithelial cell

epithelial cell:

Large airway
(bronchus)

Small airway
(bronchiole)

Precs
&

Interstitial Interstitial
macrophage space

Mucus

] mucrophuge\
; 3

_________________

5

( Aa -
https://www.researchgate.net/publication/259826274_Alveolar_macrophages_Plasticity_in_a_-Sp&oific_context
Interazioni lewcocitarie nei polmoni sanil macrofagi alveolari risiedono negli spazi aerei giustapposti con cellule epiteliali alveolari di tipo | (che
rappresentano fino al 98% della superficie totale dei polmoni) o con cellule epiteliali alveolari di tipo II. fagiadte si trovano nelle vie aeree piu
grandi (indicati in questa recensione anche come macrofagi alveolari) risiedono nello strato mucoso. Le cellule cdlieifmoducono muco sono
presenti nelle vie aeree sia grandi che piccole e le cellule di €dmretorie non ciliate sono pit comuni nei bronchioli. | macrofagi si trovano anche
nello spazio interstiziale tra gli alveoli e i vasi sanguigni dove risiedono anche le cellule T, le cellule dendritchag3€3rsa popolazione di cellule
B. | bateri commensali (e patogeni) risiedono nella mucosa delle vie aeree e negli avebinacrofagi alveolari sono regolati dall'epitelio delle vie
aereeb|[ I &SONBIi A2yS RA ¢DCi S | OAR2 NBiGAY2A02 dREOXR3NSIEBIUIRBCBHEYAVOOE FI I A |
attivate che sono presenti nel lume delle vie aeree.

I macrofagi M1 inducono il reclutamento di cellule immunitarie nel parenchima polmonare. Al contrario,
I'attivazione dei macrofagi M2 innesca il rilascicithchine antinflammatorie, che limitano l'infiammazione e
promuovono la riparazione dei tessuti.

SHu G and Christman JW

Editorial: Alveolar Macrophages in Lung Inflammation and Resolution.
Front.Immunol. (2019) 10:2275. doi: 10.3389/fimmu.2019.02275
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.02275/full

Allard B, Panariti A, Martin JG.

Alveolar Macophages in the Resolution of Inflammation, Tissue Repair, and Tolerance to Infection.
Front Immunol. 2018;9:1777. Published 2018 Jul 31. doi:10.3389/fimmu.2018.01777
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6079255/
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Le infezioni virali provocano il rilascio di molecole di segnalazione proinfiammatoria potenziate da parte dei
monociti e risposte antivirali, come dimoato con virus influenzali, herpes e Zika

In generale, i monociti/macrofagi di breve durata sono in grado di limitare notevolmente la replicazione virale,
tuttavia cio non impedisce a queste cellule di servire come sistema permissivo e/o come seviralei

Cio deriva dal fatto che queste cellule fungono da prima linea di difesa quando incontrano un'infezione virale,
pero l'infezione virale pud convertire queste cellule in macrofagi di lunga durata éMpromuovere la loro
migrazione nei tessuthicui diventano cellule residenti infette.

Infine, poiché i virus SARS, incluso SB&R®, utilizzano ACE2 come sito di legame ad alta affinitéacrofagi
polmonari che esprimono ACE2 possono permeare il tessuto polmonare durante l'infezione virale.

Mentre i macrofagi svolgono un ruolo importante nei meccanismi di difesa antivirale, nel caso d&€BARS
possono anche fungere da cavallo di Troia, consentendo l'ancoraggio virale all'interno del parenchima
polmonare.

In altre parole,l'espressione unica di ACE2 nei macrofagi pud, paradossalmente, abilitare l'invasione
polmonare da SARSoV, facilitando I'attecchimento e inducendo risposte infiammatorie incontrollate locali e
sistemiche protratte?

Questo meccanismo assomiglia a endmeno comparabile, chiamato fikradosso dei macrofat)i °in cui
i patogeni batterici intracellulari siﬁreplicano preferibilmente all'interno dei macrofagi che dovrebbero
O2y G SYSNB®t QAYTFST A2y S

”Nikitina E, Larionova I, Choinzonov E, Kzhyshkowska J.

Monocytes and Macrophages as Viral Targets and Reservoirs.

Int J Mol Sci. 2018;19(9):2821. Published 2018 Sep 18. doi:10.3390/ijms19092821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6163364/

8 Hoffmann M, Klein&Veber H, Schroeder S, Kruiger N, Herrler T, Erichsen S, et al.

SARE0V/2 cell entry depends on ace2 and trsp2 and is blocked by a clinically proven protease inhibitor.
Cell.(2020) 181:27480.e8. doi: 10.1016/j.cell.2020.02.052
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7102627/

Yan RZhang Y, Li Y, Xia L, Guo Y, Zhou Q.

Structural basis for the recognition of SAB®/2 by fulllength human ACE2.
Science. (2020) 367:1448\ doi: 10.1126/science.abb2762
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7164635/

Liu Z, Xiao X, Wei X, Li J, Yang J, Tan H, et al.

Composition and divergence of coronavirus spike proteins and host ACE2 regeetdict potential intermediate hosts of SAR8\V2.
J Med Virol. (2020) 92:58601. doi: 10.1002/jmv.25726

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7228221/

9Moore JB, June. .

Cytokine release syndrome in severe CGMD
Science(2020) 368:47&4. doi: 10.1126/science.abb8925
https://science.sciencemag.org/content/368/6490/473.long

10 Price JV, &hce RE.

The macrophage paradox.

Immunity. (2014) 41:6833. doi: 10.1016/j.immuni.2014.10.015
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1074613%2814%2900391

11 Abassi Z, Knaney Y, Karram T and Heyman SN

The Lung Macrophage in SAB®#2 Infection: A Friend or e0E?
Front. Immunol(2020) 11:1312. doi: 10.3389/fimmu.2020.01312
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01312/full

Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6163364/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7102627/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7164635/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7228221/
https://science.sciencemag.org/content/368/6490/473.long
https://www.cell.com/action/showPdf?pii=S1074-7613%2814%2900391-4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01312/full

CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO PARTE SECONDA- Immunopatologia

@‘ ¥ SARS-CoV-2 SARS-CoV-z g
TK@ Distal airway epithelium

o ADAM17 “
ACEz +
ACEZ TMPRSS2 -1
\\1’ t// r
) CE2
|ADAM17
AlveolarMacrophage /
s y
N (
ATll cells N :}*’ A
= N
N[
i alr space T o
Interstitium _Epithelial basement
membrane
fibroblast — Interstitial macrophage

Capillap,

—

Endothelial cells
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Struttura schematica di alveoli polmonari con diversi tipi di cellule, tra cui cellule epiteliali ciliate cuboidali lungmrdhioli, cellule epiteliali
alveolari di tipo | (ATI) e di tipo Il (ATII) e macrofaQiuesti ultimi sono ubiquitari nei polmoni e sono costituiti da due popolazioni distinte: macrofagi
alveolari, che risiedono in prossimita di ATI e ATIl, e macrofagi interstiziali, che sono alibad@&mdotelio microvascolare e la zona dell'epitelio
alveolare. | macrofagi alveolari e ATIl esprimono ACE2, il recettore di legame-@@ARSoltre, entrambi i tipi di cellule esprimono TMPRSS2/Furina,
necessari anche per l'attacco virale. AC&2zima di conversione dell'angiotensina 2; ATI, cellule epiteliali alveolari di tipo I; ATII, cellule epiteliali
alveolari di tipo Il; TMPRSS2, proteasi transmembrana, serina 2.

[ NRALI NITA2yS RSt (Saadziz2z LIt Y2o6ivelkca foamakentdzyiay F ST
serie rapida, ma controllata di eventi: inflammazione, secrezione del fattore di crescita, riparazione della
membrana basale e infine risoluzione del tessuto lesionato.

In circostanze normali, questo processo procedezaeproblemi, tuttavia quando il carico infettivo supera le
capacita di contenimento dell'ospite o c'€ un danno continuo, la risposta di guarigione della ferita pud
diventare disregolata, causando cicatrici e fibrési.

Quando le cicatrici progredisconpS t £ Q! w5{ S yStftl FTAONRAA LIt Y2yl NB>
portare alla morte.

Kim et al. hanno scoperto che anche dopo la clearance virale, I'induzione di cellule T natural killer (NKT) attiva

i macrofagi nel polmone*4

2 Rock JR, Hogan BL.

Epithelial prgenitor cells in lung development, maintenance, repair, and disease.
Annu Rev Cell Dev Biol. 2011;27:442. doi:10.1146/annureeellbio- 100109104040
https://pdfs.semanticscholar.org/5e52/3425febc97d170f2a366f7f0dda406fc588b.pdf

2 Meneghin A, Hogaboam CM.

Infectious disease, the innate immune response, and fibrosis.
J Clin Invest. 2007;117(3):5868. doi:10.1172/JCI30595
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1804377/

Schéfer M, Werner S.

Transcriptional control of wound repair.

Annu Rev Cell Dev Biol. 2007;23%9d0i:10.1146/annurev.cellbio.23.090506.123609
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17474876/

Haertel E, Werner S, Schafer M.

Transcriptional regulation of wound inflammation.

Semin Immunol. 2014;26)(821-328. doi:10.1016/j.smim.2014.01.005
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polarizza i macrofagi nel sottotipo di macrofagi attivati alternativamente (AA). Questa attivazione produce un
circuito a feedback positivo che ampidila produzione di 113 e l'attivazione alternativa dei macrofagi. La
produzione persistente di{l3 provoca metaplasia cronica delle cellule mucose e iperreattivita delle vie aeree
che sono caratteristiche delle malattie infiammatorie croniche deteagiree come lI'asma e la BPCO.

E importante sottolineare che gli autori hanno scoperto Ghgivazione persistente della via dei macrofagi AA
s L2 Y2y Q.58 f UAYFAFYYIFT A2y

ONXHzOA |
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Questo meccanismo di malattia € quindi distinto dal dogma secondo cui la risposta immunitaria adattativa e
l'unica responsabile della malattia infiammatoria cronica. Infatti € comunemente accettato che il sistema

immunitario innato medi la risposta acuta a un agente infettivo, e che una risposta immunitaria adattativa
atipica possa causare inflammazione cronica .

Initial insult

Infectious agent

Y,

Long-term antigen persistence
Th2 cytokine environment

Interstitial inflammation
Increased IL-4
Increased IL-13

Secondary
viral insult

M3- and vVGPCR-
expressing virus

Immunoregulation

Chronic fibrotic disease

odiofl | =
ﬂbrﬁbl%}ts' |

Interstitial pulmonary fibrosis
Increased fibrosis
Increased TGF-8

Decreased lung function

T cell

macrophage macrophage

© 099 -——09 >

B cell M2 Fibroblast Myofibroblast

Neutrophil  Eosinophil ECM

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC1804377/
Come altri sistemi di organi direttamente esposti all'ambiente esterno, il polmone si confronta continuamente con ginégtuti Se la trascrizione
e i componenti proteici di questi patogeni infefitipersistono, la risposta immunitaria pud spostarsi verso il profilo di citochine Th2 (aumen# @i IL
IL-13). L'esposizione secondaria o ripetitiva ad agenti infettiguiesto ambiente immunoregolato potrebbe quindi esacerbare la risposta fibratica
causa della mancanza di un'efficace risposta immunitaria Th1. Pertanto, la risposta fibrotica potrebbe essere esacesbdtigpdtogeni secondari e
ripetuti e i sottoprodotti virali potrebbero essere particolarmente importanti nel perpetuare lagib

Persistent activation of an innate immune response translates regpjrairal infection into chronic lung disease.
Nat Med. 2008;14(6):63840. doi:10.1038/nm1770
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC2575848/

15 Page C, Goicochea L, Matthews K, et al.
Induction of alternatively activated macrophages enhances pathogenesis during severe acute respiratory syndrome cordgeetious i
J Virol. 2012;86(24)3B3413349. doi:10.1128/JV1.016382

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3503056/

Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2575848/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3503056/

CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO PARTE SECONDA- Immunopatologia

Il potenziamento della malattia (ADE) 16

[ 2YS 3JAL | YLAIYSY (S mMdsen@ziaseicBnicayeShmuidpatdigiazR 2 -18hikdl 5
YSOOIyArAayYy2 RSt LRGSYTAlLYSyidG2 RSttt YFtFGaGALr & dzy
fatali

Il potenziamento immunitario della malattia pud teoricamente verificarsi in due modi.

Innanzitutto, i livelli di anticorpnon neutralizzanti o suheutralizzanti possono favorire l'infezione da SARS
CoV,2 nelle cellule bersaglio.

In secondo luogo, gli anticorpi potrebbero potenziare l'inflammazione e quindi la gravita della malattia
polmonare.r’

Numerosi tattori determinano se un anticorpo neutralizza un virus e protegge l'ospite 0 provoca il
LR GSYT ALFYSyid2 RStftlF YIFtFaGdAlL S fspedfigitg fakoricéntrbzioey S | C
I'affinita e l'isotipo dell'anticorpo.

| vaccinvirali a vettore che codificano la proteina S e la proteina del nucleocapside (N) {C@ARSvocano

la produzione rispettivamente 1gG atie antiN nei topi immunizzati in misura simile.

Tuttavia, dopo la reinfezione, i topi immunizzati con protéihanostrano un significativo aumento della
secrezione di citochine piofiammatorie, dell'infiltrazione polmonare dei neutrofili e degli eosinofili e della
patologia polmonare pit gravé.
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Fc per iniziare I'endocitosi o la fagocitosi.

Questo processo facilita I'ingresso del virus nei monociti, nei macrofagi e nelle cellule dendritic|
esprimono il recettore Fc.

Tuttavia,l'attivazione dS A aztl yz2y § adzf ¥ A
Questo perché l'attivazione dei recettori Fc innesca anche una potente azione antivirale.
Quindi i virus che inducono I'ADE devono
(1) Legarsi alle cellule che esprimono il recettore Fc pedza N/ S f QAY FST A2y S
OHO { @Af dzLILI NB YSOOFYAAYA RA SGFaAA2YS AYYdzyA
del recettore Fc e altre risposte nelle cellule di derivazione mieloide.

Per alcune malattie, i pazienti che sono stati infettati da un ceppo di un virus e successivamente reinfettati da
un ceppo dello stesso virus ma mutato geneticamente, possono subire complicazioni rispetto a quelli infettati
una sola volta.

Una spiegazion di questo fenomeno € chie differenze tra due sierotipi virali possono compromettere la
capacita degli anticorpi indotti dalla prima infezione di neutralizzare la seconda, mentre gli anticorpi indotti
REEfEF LINAYEF AyTSIT A 2sgcBndofceppy/ \ralereli recettal? délia Eehiond dddtantd degli
anticorpi G (IgG) sulle cellule immunitarie, come i macrofagi

Poiché si ritiene che questo collegamento consenta l'ingresso virale nelle cellule immunitarie, spostando |l
tropismo del virug, il risultato si manifesta come un potenziamento dell'infezione dipendente dall'anticorpo
(ADE) e una ricorrenza potenzialmente piu grave della malattia. Questo fen@nesserva spesso quando le
concentrazioni di anticorpi diminuiscono a causa del calo dellimmunita nel tempo; un anticorpo puo
neutralizzare potentemente ad alte concentrazioni ma pud provocare un potenziamento dell'infezione a
concentrazioni sulmeutralizzanti.

[ Q159 & &adl il 2aa3Nakaviius, EtdR virude fsopatfitoThelzSontadth NILEVD,
e coronavirus (CoVs§Z82, Sebbene nessun insieme ben definito di proprieta virali sia stato definitivamente
stabilito come causalmente legato all'’ADE, i virus con gravi manifestazioni cliniche di ADE mostrano la capacita

di replicarsi ei macrofagi o in altre cellule immunitarie o di manipolare lo stato immunologico di queste cellule.
1011

Campioni clinici dell'epidemia del 20@B04 di SARSoV indicano che il virus puo infettare le cellule
immunitarie, anche se le cellule immunitarie non esprimono il recettore dell'enzima 2-ZACHe converte
I'angiotensina, e che medidngresso di SARSoV nelle cellule polmonat?®

Questi risultati sono stati confermati da osservazioni in vitro che mostrano che alcuni anticorpi che legano la
proteina virale (S) possono facilitare la captazione dgepdei macrofagi umani e delle cellule B tramite i loro
NEOSGG2NALLC O 6CO' wav @

AnclS &S &A NRGASYS OKS fQ!'59 02t LIA&OI LINAYOALNI t YSy
OKS S OStftdzZ S SLAGStEAIFITA LREY2YFNR SALINAYRYy2 Af N
| dati di espressione dell'RNA raccolti sull'Atlas delle proteine utfavi® a G NI y2 OKS 3Jf A CO!
profili di espressione complessi che possono giustificare ulteriori esplorazioni per la risoluzione dei meccanismi

RStfQ! 590

J Immunol. 2008;181(9):633848. doi:10.4049/jimmunol.181.9.6337
https://www.jimmunol.org/content/181/9/6337.long

French MA, Moodley Y.
The role of SARS0\2 antibodies in COVAIDA: Healing in most, harm at times.
Respirology. 2020;25(7):6882. doi:10.1111/resp.13852
https://www.ncbi.nlAkara SARSm.nih.gov/pmc/atés/PMC7280731/
19 https://www.proteinatlas.org/search/Fc+receptor
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virus e i sieri dei pazienti che sono deceduti in seguito all'infezione hanno mostrato un profilo di citochine
simile a quello osservato nei macachi che hanno subito lesioni polmonari acute fatali a seguito della
vaccinazione e la reinfemie 22,

vdzSaid2 STFSGG2 LlMzs SaaSNB NAR2GG2 o0f200FyR2 CO!' wx
effetto € mediato dagli anticorpi.

Piu indirettamente, gli atisieri di pazienti con SARRV erano protettivi nei test di infettivita virale se usati

ad alta concentrazione ma potenziavano l'infezione quando altamente diuiti.

Ne caso del SARS0V, i macrofagi infettati mostrano una scarsa o nessuna induzione dell'interfer@ne
portando all'ipotesi che la soppressione della risposta immunitaria da parte del virus si traduca in una
replicazione virale incontrollata nelle cell@piteliali respiratorie

Cio pud comportare elevate cariche virali che portano a ulteriori danni ai tessuti e determinano risposte
immunitarie adattative patologiche.

L'antisiero contro la proteina S pud aumentare la carica virale nei macféfagggerendo un modello in cui
illegame Co¢CO' w YSRALF G2 RFIAEA FYGAO2NLIA | dzYSyidl fdraaz
@Sy3az2y2 Ayl ija)\ G GA Fdzyl A2y f ¥ BdoiiaBlal Virdsi NI GSNE 2 dzy QA Y

Neutralizing
COV& antibody

; ACE2

Host cell membrane

b Non-neutralizing
antibody
7\/‘1/\
SINNC)
1 Facilitate
= virus
FeyR entry
Monocyte/ Infection of
macrophage target cell
c Non-neutralizing
Vantibody
B & TLR3, TLR7,
TLR8 Pro-inflammatory
Endosome Cytokines

Activating
FcyR
https://www.nature.com/articles/s41577020-0321-6
Esiti potenziali della risposta anticorpale al coronaviras| Nellaneutralizzazione virale mediata da anticorpili anticorpi neutralizzanti che si legano

al dominio legante il recettore (RBD) della proteina virale spike, cosi come altri domini, impediscono al virus di siggaumaescettore di ingresso,
ACE2b | Nel potenziamento dell'infezione dipendentealall'anticorpo, anticorpi di bassa qualita, bassa quantita e non neutralizzanti si legano alle
particelle virali attraverso i domini Fab. | recettori Fc (FCR) espressi su monociti 0 macrofagi si legano ai domiticépide dacilitano I'ingresso e
I'infezione virali c | Nelpotenziamento immunitario mediato da anticorpianticorpi di bassa qualita, bassa quantita e non neutralizzanti si legano alle
particelle virali. In seguito allimpegno dei domini Fc sugli anticorpi, 'attivazione degli FcR EohMylavvia la segnalazione per sovraregolare le
citochine proinfiammatorie e sottoregolare le citochine antinfiammatorie. | complessi immunitari e 'RNA virale negli engossomo segnalare
attraverso il recettore Tolike 3 (TLR3), TLR7 e / o TLB8attivare le cellule ospiti, con conseguente immunopatologia

Anti-inflammatory
cytokines
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il SARE 0V strettamente correlato, la questione degli effetti del’ADE nel SRS va risolta urgentemente

usando l'immunologia sperimentale.

Ad esempiopotrebbe aiutare a identificare i virus correlati in grado di generare anticorpi che causano ADE la
misurazione della reattivita crociata degli anticorpi di individui non espdSaRSCoV2.

In un recente studio pr@rint € stata dimostrata la presenza di cellule T GBdttive verso la proteina Spike

nei pazienti COVHD9 e in un sottogruppo di controlli sani sieronegativi per SBR&. ° La presenza delle

cellule crosseati A @S ySA O2yGNRtftA ySIFHGADGA LRIENBoo6S SaasSn
coronavirus umani, responsabili del comune raffreddore, con cui la popolazione adulta entra in contatto in
YSRAI Rd2S 02f08 tQlyy2o

b St f QI Hyjiothedid th expliithe severe form of COVID in Northern Ital§?, Cegolon et al ipotizzano

ddzZf £ olasS RSttS OFNIYGGSNRAAGAOKS FA&AZ2LI G2-192A OKS
infezioni precedenti con SAR®V2 (o altri virus / coronavirus) possono aver predisposto a forme piu gravi
della madattia a seguito della reinfezione con SARS/2, a causa del potenziamento dipendente
dall'anticorpo.

In particolare, riportano cheulla base delle indagini epidemiologiche condotte dall'lstituto Superiore di Sanita
Si puo ragionevolmente sostenere che il SARS?2 circolasse nel paesespecialmente in Lombardia, Emilia
Romagna, Piemonte e Venetgia settimane prima che fosse tiato il primo paziente??

Inoltre, sin dalle fasi iniziali dell'epidemia CO¥fa Wuhan (Cina) € stata segnalata la sospetta trasmissione
in ospedale di SARSV2 nel 41% del numero totale dei pazienti, il 70% dei quali era costituito da personale
santario. 2 Cio avrebbe potuto verificarsi anche in Italia dove gli operatori sanitari costituiscono il 9% di tutti
i casi COVHR9.

Pertanto gli autori ipotizzano (vedi caselle blu nella figura seguente)@keti cicli di infezione all'interno di
una comunita (specialmente negli anziarb)ancora piu preoccupante in ambito sanitaripotrebbero avere
il potenziale di causare forme piu gravi di COID

20 JulianBraun, et al

Presence of SARR\V2 reactive T cells in COVID patients and healthy donors
medRxiv2020.04.1720061440doi:https://doi.org/10.1101/2020.04.17.20061440
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.04.17.20061440v1.full.pdf

2L Cegolon L, Pichierri J, Mastrangelo G, et al.

Hypothesis to explain the severe form of COY€0n Northern Italy.
BMJ Glob Health. 2020;5(6):e002564. doi:10.1136/br2jgR0-002564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7295427/

22 National Institute of Health (ISEpicentro- Epidemia COVHD9, 2020 https://www.epicentro.iss.it/coronavirus/bollettino/Bollettinesorveglianza
integrataCOVIBL9_09marzc2020.pdf[Accessed 3 Mar 2020]

2Wang D, Hu B, Hu C, et al.

Clinical Characteristics of 138 Hospitalized Patients With 2019 Novel Corodaféaied Pneumonia in Wuhan, China [published online ahead of
print, 2020 Feb 7PAMA. 2020;323(11):106069. doi:10.1001/jama.2020.1585

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PNL7042881/

24 International Council of Nurseigh proportion of healthcare workers with COMI®in lItaly is a Stark warning to the world: protecting nurses and
their colleagues must be the number one priority, 2020.
https://www.icn.ch/news/highproportion-healthcareworkerscovid-19-italy-starkwarningworld-protecting-nursesand[Accessed 17 Apr 2020].
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Quadro concettuale che spiega le relazioni tra vari fattori e incidenza e forma grave / critica di G Elementi confermati: scatole arancioni;
Elementi ipotetici: scatole blu. ADE, potenziamento dipendente dall'anticorpo; ARDS, sindrome eks dis$piratorio acuto; COVID, malattia
infettiva del coronavirus 2019; IPC, prevenzione e controllo delle infezioni:GARS sindrome coronavirus acuta grave di tipo respiratorio

Oltre al legame con l'antigene e all'attivazione dell'endocitoago€itosi mediata dal recettore Fc, gli anticorpi
suscitano anche una serie di risposte mediate dall'Fc, in particokttardzione del complemento e la
citotossicita cellulare anticorpale (ADCE).

™ ' ‘ >
R A Inhibitory [T ; i
| Neutryllzatllon Develop and shape composition ? FeR : ;‘ETONS ) Cytotoxucnt_)_tJ
block infection of polyclonal pool agocytosis
* Release of chemokines

Activatory

?u FeR

/\
Plasma cell C .
= omplement
Neutrophil receptor
o T, cell
« CD4" Tcell
R
..... +* Monocyte/
= h,
Clq , macrophage
or MBL | » Phagocytosis
= R : : | » Cytotoxicity
i Mucosal trapping | » Vaccinal effect * Mediate phagocytosis | » Release of
e * Modulate cellular activity » Eliminate infected cell ’ pro-inflammatory
+ Enhance antigen presentation = Viral lysis cytokines
« Peripheral tolerance « Inflammatory cascades | | « Release of chemokines .
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hﬁps://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC7278217/
Funzioni anticorpali e loro contributo all'infiammazionépool policlonali sono composti da anticorpi con struttura Fc unica e specificita per I'antigene.
Collettivamente, i profili si traducono in diverse funzioni e conseguenze a valle. FcR, recettore Fc; NK, killer néiulealeeGecellula T regolatoria.

Tali vie effettrici mediate da Fc sono generalmente pensate per proteggere l'ospite elimiparglole infette
e reclutando cellule immunitarie nei siti di infezione.

%de Alwis R, Chen S, Gan ES, Ooi EE.

Impact of immune enhancement on Covifl polyclonal hyperimmune globulin therapy and vaccine development.
EBioMedicine. 2020;55:102768. doi:10.1016/j.ebiom.2020.102768
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7161485/

Antibody Fc Linking Adaptive and Innate Immunity
https://www.sciencedirect.com/book/978012394802intibody-fc https://doi.org/10.1016/C20110-070916
2014 Margaret E. Ackerman and Falk Nimmerjahn

Chapter 1- Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC)
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123948021000017

¢SAtfl dzRE WSEynm[dzO o6Wdd HAMHO ! YyiAO02RENMRSLISYRSyYyl /SttdA NI/ &i2i2EAQOA
eLS. John Wiley & Sons Ltd, Chichester. http:{iunels.net [doi: 10.1002/9780470015902.a0000498.pub?2]
https://www.dialogoroche.com/content/dam/CAC/mmmentos/biotecnologicos/June_2017/Antibody

dependent_Cell_mediated_cytotoxicity ADCC.pdf

Zohar T, Alter G.

Dissecting antibodynediated protection against SARS\2.

Nat Rev Immunol. 2020;20(7):3384.d0i:10.1038/s41579020-03595
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7278217/

Nimmerjahn, F., Ravetch, J.

Fe receptors as regulators of immune responses.

Nat Rev Immund, 34¢47 (2008). https://doi.org/10.1038/nri2206
https://www.nature.com/articles/nri2206
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a grave immunopatologia e danr.

Ad esempio, uno studio ha ossivche I'anticorpo IgG della proteina at8pike da pazienti con SARS grave e

da macachi di rhesus immunizzati con un vaccino SARS CoV a vettore con il virus Ankara modificato, ha portato
alla produzione di citochine proinfiammatorie e al reclutamentendcrofagi infiammatori nel parenchima
polmonare?’

Il supporto clinico per I'immunopatologia mediata da anticorpi deriva dall'osservazione che la malattia grave
da SARS si manifesta nella terza settimana di malattia, in un momento in cui la carica virale del tratto
respiratorio diminuisce a causa dell'aunte dei titoli anticorpal?®

Funzioni effettrici degli anticorpi mediate dal recettore Fc

Gli anticorpi

Tradizionalmente, si ritiene che la protezione mediata dagli anticorpi contro le infezioni virali avvenga
attraverso il legame diretto degdinticorpi alle particelle virali, con conseguente neutralizzazione del virus.
¢cdziGr ALY O2YS ySt OlFaz2 R SaSYLA2 RStfQw{+ 03Nz
non forniscono un adeguato correlato di protezione.

L'attualemancanza di comprensione dei meccanismi con cui gli anticorpi possono proteggere contro l'infezione

e la malattia da RSV o, in alternativa, contribuire alla gravita della malattia, impedisce la progettazione di
vaccini sicuri ed efficac®

E importantesottolineare che la neutralizzazione & solo uno dei molti meccanismi con cui gli anticorpi possono
interferire con l'infezione virale

Glianticorpisono costuiti da due regioni strutturali: un frammento variabile (Fab) che media il legame con
I'antigene e un frammento costante (Fc) che media le funzioni effettrici a valle attraverso la sua interazione
con i recettori Fc sulle cellule immunitarie (innatejam il C1q, la molecola di riconoscimento del sistema del
complemento.

Gli isotipi degli anticorpi IgG, IgA e IgM, presentano strutture primarie e attivita immunitarie diverse.

26 Goldberg BS, Ackerman ME.

Antibodymediated complement activation in pathology and protection.
Immunol Cell Biol. 2020;98(4):333.7. doi:10.1111/imcb.12324
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/imch.12324

Vanderven HA, Jegaskanda S, Wheatley AK, Kent SJ.
Antibody-dependent cellular cytotoxicity and influenza virus.
Curr Opin Virol. 2017;22:8%6. doi:10.1016/j.coviro.2016.12.002
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/28088123/

2TLiuL, Wei Q, LinQ, dta

Anti-spike IgG causes severe acute lung injury by skewing macrophage responses during ac@e\VSiiRStionJCI Insight. 2019;4(4):e123158.
Published 2019 Feb 21. doi:10.1172/jci.insight.123158

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6478436/

28 Peiris JS, Chu CM, Cheng VC, et al.

Clinical progression and viral load in a community outbreak of coronaagssciated SARBeumonia: a prospective study.
Lancet. 2003;361(9371):17d772. doi:10.1016/s0146736(03)13415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7112410/

2van Erp EA, Luytjes W, iverda G, van Kasteren PB.
FeMediated Antibody Effector Functions During Respiratory Syncytial Virus Infection and Disease.
Front Immunol. 2019;10:548. Published 2019 Mar 22. doi:10.3389/fimmu.2019.00548
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full
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La produzione di IgM segnala l'inizio di nuove risposte delle cellule BretemgA sono centrali nell'immunita
RStfl YdzO2al S €S L3ID az2y2 tQAaz20RL1R2 R2YAYylIydS ySt

Gli anticorpi IgG mediano le funzioni effettrici grazie alla loro capacita di fare da ponte tra gli antigeni attraverso
Af R2YAYA2 CIFo S Af NBOfdzil YSyd2 RA OStftdzZ S STFSiOi

Poiché la maggior parte de@iO' w K| dzyl o6l aal | F ¥ &iyekificano ibd8aNbnfF8 L 3AD

CO!'w ljdzr yR2 &aA F2N)I yahtigede niuliliaSrii consentendy cosi mntérazigdi basate D
sull'avidita e conferendo specificitaalla risposta delle celluleffettrici.

* Definizioni: legame antigene -anticorpo

[ adNXzi GdzZNF RSA R2YAYA CO O2yiSydziA Ay dzy RI G2 O2
possono essere cointbhella formazione del compless8.

La struttura Fc, a sua volta, € determinata da due variabilottaclasse di Ig€ la composizione debmplesso

glicano biantennarigpresente su tutte le catene pesanti di IgG all'interno del dominio €H2.

Fucosylation
Q0
(40}
L
Galactosylation
< i
Bisection

Sialylation

. GlcNAC Galactose
@ Mannose W Fucose 4 Sialic Acid

Fc

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6438959/

Glicosilazione degli anticorpiOgni molecola di IgG contiene un sito di glicosilazione che puo ospitare una varieta di glicani, costituita da diverse
combinazioni di mannosio, -Bletilglicosamina (bisecante), fucosio, galattosio e acido sialico. L'attivita dell'effettore anticorpasta@zialmente
compromessa in assenza di questo glicano. Fab, frammento legante I'antigene; Fc, frammento cristallizzabile;-@etticdbsamina.

Sottoclassi di IgG
Nell'uomo sono presentjuattro sottoclassi di IgG (Ig&),con IgGlelgG3cdnl LIAG | f GF F FFAYA
RA GALR L FAGAGIYdA o6CO'wLX CO'wLLFEY CO'WLLLFOO®

30 https://www.tesionline.it/appunti/scienzematematichesfisichee-naturali/immunologiacellularee-molecolare/272
https://elearning.uniromal.it/pluginfile.php/826820/mod_resource/content/1/Lezionel0FunzioniAb.pdf
https://docplayer.it/15845386Tecnicheimmunologiche.html

S'Hamdan TA, Lang PA, Lang KS.

The Diverse Functions of the Ubiquitous Receptors and Their Unique Constituent,‘F8Rbunit.
Pathogens2020;9(2):140. Published 2020 Feb 20. doi:10.3390/pathogens9020140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7168688/

%2Seeling M, Briickner C, Nimmerjahn F.
Differential antibody glycosylation in autoimmunity: sweet biomarker or modulator of disease activity?.
Nat Rev Rheumatol. 2017;13(10):6230. doi:10.1038/nrrheum.2017.146
https://www.nature.com/articles/nrrheum.2017.146
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lf O2YGNINAR2X L3IDH KI fF LAG Ftdl FFAYAGE RA G dzi
L'attivita delle diverse sottoclassi di IgG @ ulteriormente regolata da ha@iK S € 3If A Ol y2 RSt
fUSldAft AONRA2 RSA NBOSGGHE2NR CcO' RA (GALR L S LLO

Complessivamente, la composizione delle sottoclassi di IgG e dei glicani Fc all'interno dei complessi immunitari
determina se si attivera l'attivita pro o antinfammataielle cellule effettrici e regola la qualita della risposta
immunitaria adattativa contro l'antigene presente nel complesso.

Glicosilazione

La porzione di zucchero attaccata a ciascuno dei residui di asparagina 297 dei due domini CH2 delle IgG é
costituita da unastruttura biantennale eptamericad € un determinante critico degli effetti piafiammatori

o antkinfiammatori delle IgG*

https://www.nature.com/articles/nrrheum.2017.146

Effetti della glicosilazione di IgG sul riconoscimento dell'antigene e sulle funzioni degli effetidrStrutture schematiche e singolbmponenti della
porzione di zucchero che possono essere collegati alla variabile IgG o al dominio Fc. | residui di zucchero sono coldificcando le linee guida
fornite dal consorzio per i glicosici funziorfalLa porzione di zucchero vienalioata come Ig@ G1F o Ig@ G2F, a seconda della presenza di uno o
due residui di galattosio. Le frazioni di zucchero senza residui di acido sialico terminale (SA) e galattosio (Gal)reoradedglicoformi Ig@ GOF. La
porzione di zucchero completante trasformata contiene residui di galattosio e acido sialico terminali su entrambi i dvgdog frazioni di zucchero
attaccate al dominio IgG Fc sono raramente completamente trattate e possono differire nella composizione all'interno di dorosiagtcpesanti 2
(CH2) della stessa molecola IgG. Alcune frazioni di zucchero, come fucosio, galattosio e acido sialico sono in gexizack lefliunzioni effettrici
delle 1gG. Alcune molecole di IgG sono glicosilate nella regione variabile d@lfpot(Fab), a causa della generazione di siti di glicosilazione durante
l'ipermutazione somatica. La glicosilazione di Fab pud avere implicazioni positive o negative per il legame con |'afeigerne elell'anticorpo e
potrebbe anche avere effettmimunomodulatori. CH, regione costante pesante; CL, regione costante leggera; GleAb&tighNicosamina; Man,
mannose; VH, regione variabile pesante; VL, regione variabile leggera

3 Anthony, R. & Shade, Kging. (2013).

Antibody Glycosylation and Inflammation.

Antibodies. 2. 392114. 10.3390/antib2030392.
https://www.researchgate.net/publication/269632289_Antibody_Glycosylation_and_Inflammation

Dekkers G, Treffers L, Plomp R, et al.

Decoding the Human ImmunoglobulinGycan Repertoire Reveals a 8pem of FeReceptor and ComplemenMediated-Effector Activities.
Front Immunol. 2017;8:877. Published 2017 Aug 2. doi:10.3389/fimmu.2017.00877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/artcles/PMC5539844/

34Pincetic A, Bournazos S, DiLillo DJ, et al.

Type | and type |l Fc receptors regulate innate and adaptive immunity.
Nat Immunol. 2014;15(8):76716. doi:10.1038/ni.2939
https://www.nature.com/articles/ni.2939

Jefferis R.

Isotype and glycoform selection for antibody therapeutics.

Arch Biochem Biophys. 2012;526(2):48%5. doi:10.1016/j.abb.2012.03.021
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22465822/

Edward B Irvine, Galit Alter,

Understanding the role of antibody glycosylation through the lens of severe viral and bacterial diseases,
Glycobiology, Mlame 30, Issue 4, April 2020, Pages@8B, https://doi.org/10.1093/glycob/cwaa018
https://academic.oup.com/glycob/artie¥30/4/241/5760369

35 The Consortium for functional genomics. Symbol and Text Nomenclature for Representation of Glycan Structure.
Functional Genomics Gatewhitp://www.functionalglycomics.org/static/consortium/Nomenclature.shtmil
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Nonostante l'esistenza di cambiamenti associati all'eta nella glicasizelle 19gG, la notevole abbondanza
di diverse glicoforme rimane conservata negli individui senza malattie autoimmuni, consentendo di identificare
le deviazioni da questo stato di glicosilazione stabile nei pazienti con malattia autoinifnune

%Gudelj I, Lauc G, Pezer M.

Immunoglobulin G glycosylation in aging and diseases.

Cell Immunol. 2018;333:689. doi:10.1016/j.cellimm.2018.07.009
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0008874918303253?via%3Dihub

Maverakis E, Kim K, Shimoda M, et al.

Glycans in the immune system and The Altered Glycan Theory of Autoimmunmiticad @view.
J Autoimmun. 2015;57:13. doi:10.1016/j.jaut.2014.12.002
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4340844/
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Variances in antibody glycan composition.

Glycan Modification Reference

Rheumatoid Arthritis Decreased N-linked galactosylation and sialylation of IgG [109,110]
Decreased N-linked galactosylation and terminal sialylation of ACPA IgG1
Increased fucosylation of ACPA-IgG1

IgA Nephropathy Decreased terminal O-linked galactosylation on the hinge region of IgA1 heavy chains [111-114]

Gastric Cancer Decreased galactosylation and sialylation of 1gG [60]

Henoch-Schonlein Purpura Decreased galactosylation and sialylation of IgA1 [111]

HIV Decreased galactosylation, sialylation, and fucosylation in HIV-specific antibodies associated with [51]
enhanced Fc-mediated reduction of viral replication and enhanced Fc receptor binding

Influenza and Tetanus Vaccination Increased galactosylation and sialylation of anti-vaccine IgG [61]
Increased number of sialic acid per glucose during vaccination
Decreased IgG1 bisecting N-acetylglucosamine

Lambert-Eaton Syndrome Decreased galactosylation of IgG1 and I1gG2 [59]
Increased levels of bisecting N-acetylglucosamine on IgG1 and IgG2 in patients less than 50 years old

ANCA Vasculitis Decreased galactosylation of IgG [56,115]
Decreased sialylation of 1gG Fab'2

Myasthenia Gravis Decreased galactosylation of 1gG2 [59]

Ovarian Cancer Increased agalactosylated biantennary glycanson IgG heavy chains 58]

PR3-ANCA Vasculitis Decreased N-glycan 2,6-linked sialylation 156,116]
Decreased galactosylation of 1gG

Sjogren’s Syndrome Decreased sialylation of 1gG [117]

ACPA: anti-citrullinated protein antibodies; Ig: immunoglobulin; MPO: myeloperoxidase; PR3: anti-proteinase 3.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0896841114001759

La sializzazione

Per il contenimento delle risposte infiammatorie & necessaria una segnalazioyfeCblal G I I 0 G NI @S N2
di tipo | e di tipo Il. Questo equilibrio viene raggiunto, in parte, attraverso la sializzazione regolata dei glicani
RStEfQCOzZ FILGG2NBE RSUSNN¥AYLFY(GS LISNI AE €S3IFYS O2y 3t

La sializzazionedi Fc ha leffetto dix RdzZNNB f Ul aa20A+ T A2yS | CcO'w RA |
O2Ay @2t AAYSydG2 RS3ItA CO'w RA GALR LLO®
[UFdzZYSy Gl G &a83ylrfriAzysd RA CO'w RA GALR LL R2@dd

potente attivita antinfiammatoria.

Un esempio classico & quello osservato con la somministrazione di immunoglobuline endovenose ad alte dosi
(IVIG) durante malattie inflammatorie acute come la trombocitopenia immunitaria, la malattia di Kawasaki, la
polineuropatia demielinizzante infiammatarcronica e la sindrome di Guill&arré.

L'IVIG é un aggregato di IgG da migliaia di donatori e la sua attivita antinfiammatoria € mediata dal
sottogruppo minore di IgG che contiene Fc sializZati

Special issue: The role of glycansrimunology

Edited byBrianCobb,Mark Jones

Cellular Immunologyolume 333, Pagesd2 (November 2018)
https://www.sciencedirect.com/journal/cellulaimmunology/vol/333/suppl/C

Biermann MH, Griffante G, Podolska MJ, et al.

Sweet but dangerousthe role of immunoglobulin G glycosylation in autoimmunity and inflammation.
Lupus2016;25(8):93842. doi:10.1177/0961203316640368
https://journals.sagepub.com/doi/pdf/10.1177/0961203316640368

Alter G, Ottenhoff THM, Joosten SA.

Antibody glycosylation imflammation, disease and vaccination.

Semin Immunol. 2018;39:1aP10. doi:10.1016/j.smim.2018.05.003
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1088231830006 X ?via%3Dihub

Dennis JW, Nabi IR, Demetriou M.

Metabolism, cell surface organization, and disease.

Cell. 2009;139(7):1229241. doi:10.1016/j.cell.2009.12.008
https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3065826/

37 Kaneko Y, Nimmerjahn F, Ravetch JV.

Anti-inflammatory activity of immunoglobulin G resulting from Fc sialylation.

Science. 2006;313(5787):6803. doi:10.1126/science.1129594
https://www.researchgate.net/publication/6898979_Amrmflammatory_Activity_of Immunoglobulin_G_Resulting_from $ialylation
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L'attivita antinfammatoria delle IVIG puo quindissere potenziata aumentando I'abbondanza di Fc sializzati
all'interno del pool di IgG®®

Un altro meccanismo con cui i glicoformi IgG di Fc agiscono nella regolazione omeostatica dell'inflammazione
O2Ay@2t3S tQCcO'w RA (AL L3> CO!wlLLLFO®

Questorecettore attivante & espresso sulle cellule NK e sottogruppi di monociti e macrofagi dove media attivita
OKS O2YLINBYyR2y2 I OAG202aaA0AGLt OStfdz I NBX QI G
infiammatorie®.

[UFr GGAGAGEL RAA&ANBI2t+GF RA CO'wLLLI § I a-haliddheidl I |
neonati‘’ e la progressione verso la malattia grave e la patologia autoimmune durante l'infezione da Dengue.

La Fucosilazione e il COVID -19

UnmS OO yAaY2 ONARGAO2 LISNJ O2y iNREEFNB fI &asSayretri iz
della fucosilazione del glicano di fc.

Negli adulti sani, i glicani Fc afucosilati delle IgG1 si trovano quasi sempre a livelli <10% tcaitiing ma

possono raggiungere > 20% in alcuni individui.

Durante le infezioni acute da Dengue, l'afucosilazione di IgG1 € elevata e pud avvicinarsi al 30% in alcuni
soggetti con malattia grave.

38 Washburn N, Schwab [, Ortiz D, et al.

Controlled tetraFc sialylation of 1VIg results in a drug candidate with consistent enhanceidftartimatory activity

[published correction appears in Proc Natl Acad Sci U S A. 2015 Aug 4;113@0)Hdc Natl Acad Sci U S A. 2015;112(11):EE23D6.
doi:10.1073/pnas.1422481112

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4371931/

%9Bournazos S, Wang TT, Ravetch JV.

The Rle and Function of FdReceptors on Myeloid

Cells Microbiol Spectr. 2016;4(6):10.1128/microbiolspec. ME@¥MI252016. doi:10.1128/microbiolspec. MCHID452016
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In un recente studio preprirfé & stata studiata Iatruttura delle Fc delle IgG nei pazienti adulti con diagnosi di
COVIBL9 e nei bambini asintomatici sieropositivi per SARS2, ed & stato riscontrato che i pazienti con
COVIBL9 avevano titoli sierici significativamente piu alti di anticorpi IgM,ddgG antRBD (recettore del
dominio di legame della proteina Spike del SAR®2) rispetto ai bambini sieropositivi.

Le IgG1 ARBD dei pazienti con COMI®erano significativamente ridotte in glicosilazione rispetto alle IgG1
totalidi 1802 Yy UNRf f A | Rdzf GA &l yAX SR SNIy2 YSy2 Fdz02aAifl
La ridotta fucosilazione era I'unica modifica del glicano che distingueva gli anticorpi provenienti da pazienti
COVIB19 e bambini sieropositivi

Mads Delbo Larsen et al, nel loro articalo! ¥ dzO2 &8t SR AYYdzy23f26dzZ Ay D
enveloped virus infections and show an exacerbated phenotype in @Qp*#ihanno proposto un modello
ipotetico rappresentato nella figura seguente peiegare in che modo I'antigene pud portare ad un'alterata
segnalazione immunitaria, dando origine ad una glicosilazione delle 1gG alterata.

A) Risposta immunitaria all'antigene proteico solubile: il recettore delle cellule B (BCR, unimmunoglobulina di
memlrana) viene attivato, con conseguente produzione di normali anticorpi fucosilati. (triangolo rosso:
fucosio)

B) Risposta immunitaria agli allo y i A 3 S-¢inkigéne fpaBeirnd $uzin globulo rosso (RBC) riconosciuto dal
BCR, e probabilmente da una coppiaalegpria immunitaria di recettordigando ancora sconosciuta,
fornisce un segnale per il self.

C) Risposta immunitaria all'infezione con virus con involucro: il riconoscimento delle cellule infettate dal
virus da parte delle cellule B e simileqaiello del riconoscimento cellulare con alloantigene

Il riconoscimento iniziale si verifica verso le cellule infette e dopo I'assemblaggio virale (estrema destra). La
segnalazione proposta ind) provoca un‘alterata glicoprogrammazione delle cellulehB culmina in una
NAALRAGEFE L3ID dzyAOF OFNYAGGSNARTTFGIF RI dzyl ol aal Fdz«

Il modello spiega perché la risposta immunitaria alle proteiokebili, i virus nudi e i patogeni cellulari come i
batteri & diversa dalle sposte ai virus con involucro e perché le risposte immunitarie agiaatigeni imitano
quelle di un'infezione da virus con involucro.
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? viral antigen Mm Allo-antigen ,R Self/Co-signal 3 Self/Co-signal Receptor

Nel caso dei pazienti COVIB e stato riscontrato chie 1gG contro la proteina S di pazienti con sindrome da
distress respiratorio acuto (ARDS) ricoverati in unita di terapia intensiva erano fucosilate in maniera
significativamente inferiorerispetto a quelle dei donatori di plasma convalescente provenienti da soggetti
asintomatici o con sintomi lievi relativi (nAARDS)

vdzSaGdA RIFIGA ljdZAYRA &dzZ3aSNRaoO2y2 OKS f QlF ¥dzO02 &
tempesta di citochine.

Per quanto riguarda i trattamenti con plasma iperimmune, & importante tenere presente che sareb|
opportuno arricchirlo con anticorpi arRBARECov2 fucosilati, in modo da promuovere la neutralizzazion
virale e competere con gli anticorpi afucosilati contro il SEB&
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Anticorpi IgA

Numerosi studi hannealutato i titoli dei vari isotipi di anticorpi nei pazienti con coronavirus e Cb¥fd
Di seguito si riporteranno i risultati di due ricerche approfondife.

Il dato che risulta confermato in entrambe & che i livelli relativi di IgA e IgG sorgataiaente piu alti nei
pazienti gravi rispetto ai pazienti non gravi.

In ulteriori analisi di sottogruppé stata trovata un'associazione positiva significativa dei livelli di IgA specifiche
per la proteina S di SAR®V2 e ilpunteggio APACHE*’ in pazienti critici con COWD (r = 0,72, P = 0,01),
mentre il livello delle 1gG e le IgM specifiche non hanno mostrato correlazioni con la gravita della malattia.

Nei casi gravi di COVID, i titoli di IgA e IgG sierici specifici per la proteina S sono diventati posiéwhpiani
ottenuti in media 35 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi, in accordo con pubblicazioni preceenti.

45To KK, Tsang OT, Leung WS, et al.
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Le risposte anticorpali hanno mostrato una forte correlazione con la durata della malattia, ma erano
indipendenti dall'eta del paziente, dal sessdadle ceamorbilita preesistenti.

E significativo il fatto che titoli sierici molto elevati di IgA specifiche della proteina S, ma non di IgG, erano
O2NNBfIFdA O2y fQ!w5{ 3IANIGBST IFAdzZAGATAOI y R asebgiatoll dzf
a SARE0V2.

Al contrario, in casi lievi di infezione, la produzione di IgA sierica specifica per la proteina S € stata transitoria,
ritardata o addirittura assente, accompagnata da una risposta IgG sierica specifica avvenuta in ritardo o che
rimasta negativa.

[ livelli di IgA specifici della mucosa (campioni provenienti da lacrime, saliva e secrezione nasale) erano rilevabili
in diversi siti in circa il 280% di individui sieronegativi.

E stato riscontrato che i livelli di IgA specifieila mucosa erano correlati inversamente con I'eta del paziente.
Come virus mirato alla mucosa, il SARS2 dovrebbe generare IgA secretorie (slgA) e indurre una forte
immunita della mucosa.

In effetti, 'immunita antivirale della mucosa ha dimostyati derivare in parte dalle interazioni mediate dalle
IgA con i microrganismi patogeni per impedire ai patogeni di aderire alla superficie céflulare

Tuttavia, nuovi studi hanno anche scoperto che le sIgA sono in grado di indurre la produziedelid8]la
proteina chemoattractant monocita (MCH) e la produzione del fattore stimolante le colonie di granuleciti
macrofagi (GMCSF) da parte dei noati fibroblasti polmonari umani ( NHL¥)

Si ritiene inoltre che le sIgA possano avere effetti sinergici con le IgG nel promuovere la citotossicita cellulare
anticorpale (ADCC).
Contrariamente alle IgA della mucosa, il ruolo delle IgA sierichet@ [sbco esplorato.

Precedenti studi hanno dimostrato che le IgA mediano gli effetti pro o antinfiammatori nelle cellule
immunitarie innate e hanno suggerito un ruolo plausibile delle IgA come attivatore delle malattie autoimmuni
e regolatore dell'iperatvazione immunitari&

aGrd2 adzZZ33ISNRAG2 OKS Af €S3FYS RSt Y2y2YSNR RSt ¢
inibitoria in varie cellule mieloid?.

49 Corthésy B.

Role of secretory IgA in infection and maintenance of homeostasis.
Autoimmun Rev. 2013;12(6):6®b65. doi:10.1016/autrev.2012.10.012
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/23201924/
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peripheral blood mononuclear cells.
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lf O2YGNINAR2Z 1 NBGAO2t |1 A2y SdiRasmetetehseghali dRdttivazibndlli S R
che portano a fagocitosi, scoppio respiratorio (respiratory burst o esplosione ossidativa), ADCC, aumento della
presentazione dell'antigene, degranulazione e rilascio di citocfline

9Q adl G2 Ay2ftiéhslBchineitd 2ulilifattbré @& cra3ditésStrasformante beta (TGF -8, L [
possono indurre la commutazione dell'isotipo di anticotpo

La produzione di IgA non regolata pud essere il risultato di un aumento dei livelli 4i TG¥LO the
promuovono la commutazione degli anticorpi nell'infezione SSRS2.

Sulla base del ruolo delle mucose e delle IgA sistemiche nel dO@Wéstata proposta come nuova terapia
LISNI A OFaix 3INI GA f QAYRdZ A2y S RBferfinkpelditilanie dbegnalazibneRA L
canonica di TGF>® o conacido retinoicoper potenziare le risposte di IgA indotte da lattoferrida

¢Cdzi G F @A S £ QI dzySyid2 RSt t S-19dvavd gatib&Spoteriziarégli éffekti darthdsia S NI
S 3t A | dzi 2 NRistin& 3eattres ofASABERR-8pecific IgA response in COWIp LI A Sy ( a
ipotizzano che il COWUD® grave potrebbe essere almeno in parte una malattia mediata da IgA (correlata alla

deposizione di IgA e alla vasculite), che potrebbe spiegare le lesioni nel-@@VID- 3t A 2 NHI YA X | F

polmonare acuta, il danno renalegc.®.

Df A | dzii 2 NJ Sydesic fin2l mdcdsazBiti®dy &ecretion specific to -SARS during mild versus
severe COVIR dfesuggeriscono un modello in cui I'estensione e la durata dei sintomi clinici correlati al SARS
CoVt2, probabilmente coelati con la replicazione del virus, determinano il livello di immunita umorale
specifica del virus.
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Questa ipotesi € coerente con precedenti pubblicazioni che dimostrano che I'entita della risposta umorale
verso SARG0V2 dipende dalla durata e daliiéita dell'esposizione virale all'antigefié.

Una bassa esposizione all'antigene suscitera risposte mediate dalle IgA delle mucose, accompagnate dalla
produzione sistemica di IgA che pud anche essere assente, transitoria o ritardata. Questo tiposth rispo
anticorpale "IgA della mucosa" sembra essere particolarmente diffusa nei soggetti pit giovani con infezione
da SARE0V2 lieve senza evidenza di danno polmonare.

Estrapolando questo modello nella fascia di eta pediatcalausibile che i bambirbbiano innescato la
risposta innata della mucosa e degli anticorpi &y&ausa delle frequenti infezioni del tratto respiratorio
superiore e rispondano preferibilmente in questo modo all'infezione da €AR3. Questa ipotesi potrebbe
anche spiegare pehé i bambini raramente presentano un'infezione sintomatica da SXRA.

Guardando l'altra estremita dello spettro dell'eta, studi precedenti hanno dimostratdechieetica e la forza
delle risposte immunitarie antivirali, inclusa l'attivazione enaliferazione delle cellule T, diventano piu lente
con l'aumentare dell'et&?

Con un aumento dei sintomi clinici correlati al SARS2, e quindi all'esposizione all'antigene, & stata
osservata unaisposta anticorpale di tipo "IgA e 1gG sistemjc@atterizzata da IgA specifiche per la proteina
S transitorie o ritardate e la presenza delle 1IgG specifiche per la proteina S.

Con un ulteriore aumento della gravita clinicaJgA sieriche sono da alte a molto alte e le risposte IgG sono
elevate in cagjravi e ARDS

Pertanto, gli autori suggeriscono quattro gradi di risposte anticorpali dipendenti dalla gra
COVIBL9:

1. malattia oligosintomatica e risposte anticorpali della mucosa in assenza di produzi

anticorpi sistemici,
2. malattia da lieve a moderata e produzione di IgG e IgA sistemiche transitoria o ritardat
3. casi gravi con elevate IgA sieriche e alte rispdstgG e
4. casi molto gravi, inclusi ARDS gravi, con IgA sieriche molto alte e titoli elevati di IgG.

Se queste risposte anticorpali specifiche per le prot@neonferiscano l'immunita a un'infezione secondaria
con SARE0V/2 e tuttora una questione di intenso dibattito non ancora risolto.

S1LiuY, Yan LM, Wan L, et al.

Viral dynamics in mild and severe cases of CQ9ID

Lancet Infect Dis. 2020;20(6):6667. doi:10.1016/S1473099(20)30232
https://www.ncbi.nim.nihgov/pmc/articles/PMC7158902/

ZhouF, YuT, DuR, etal.

Clinical course and risk factors for mortality of adult inpatients with CQ9IiB Wuhan, China: a retrospective cohort study

[published correction appears in Lancet. 2020 Mar 28;395(10229):10B8blished correction appears in Lancet. 2020 Mar
28;395(10229):1038).ancet. 2020;395(10229):108462. doi:10.1016/S0146736(20)305668
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/RIC7270627/

52van Deursen JM.

The role of senescent cells in ageing.

Nature. 2014;509(7501):43246. doi:10.1038/nature13193
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4214092/

Goronzy JJ, Weyand CM.
Successful and Maladaptive T Cell Aging.
Immunity. 2017;46(3):36878. doi:10.1016/j.immuni.2017.03.010
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5433436/
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[ QF OOdzNI G ST T F RALF3Ay2adA dov2 R Sfa appdfandita sieh cApitdof dadibatcde? LIS
G6Sads GdzidF @Al @1ES tF LISYylF NALRNIIFNBE dzy SadNI G2
GAntibody tests for identifidéon of current and past infection with SARBVH &%

oLa sensibilita dei test anticorpali & troppo bassa nella prima settimana dall'esordio dei sintomi per avere un
ruolo primario nella diagnosi di COVIB, ma possono comunque averemmlo complementarad altri test
negli individui che si presentano in seguito, quando i tef2 & sono negativi 0 non sono fatti.

E probabile che i test anticorpali abbiano un ruolo utile per rilevare la precedenieriefela SARSoV2 se

usato15 o piu giorni dopo l'insorgenza dei sintomi

¢dzi G F AL T f1 RdzNF GF RSEfQFdzySyd2 RSIAEA | yiAO2NLRA ¢
oltre 35 giorni dopo l'insorgenza dei sintomi.

Fal

Pertanto,non siamo siuri dell'utilita di questi test per le indagini sulla sieroprevalenza ai fini della gestione
della salute pubblica

Le preoccupazioni relative all'elevato rischio di parzialita e applicabilita rendono probabile che I'accuratezza
dei test quando utilizzanelle cure cliniche sara inferiore rispetto a quanto riportato negli studi inclusi.

La sensibilita & stata principalmente valutata in pazienti ospedalizzati, quimdé chiaro se i test siano in
grado di rilevare livelli di anticorpi piu bassi prolb@ente osservabili con la malattia piu lieve e asintomatica
di COVIELO.

La progettazione, l'esecuzione e la comunicazione di studi sull'accuratezza dei testl€@sHR2dono un
y20S@2tS YAIEA2NI YSyi(z2¢

Anticorpi IgE

L'infezione da coronavirus (im@indentemente dai vari tipi dioronavirus) viene attaccata principalmente
dalle cellule immunitarie compresi i mastociti (MC), che si trovano nella sottomucosa delle vie respiratorie e
nella cavita nasale e rappresentano una barriera di protezione contro i microrganismi.

Il virus attiva gIMC che rilasciano i primi composti chimici infammatori tra cui istamina e proteasitre
I'attivazione tardiva provoca la generazione di membri della famigligpiio-infiammatori tra cui ILL e 11-33.
Gli MC sono responsabili principalmente delleie A 2 y A | £ £t SNAAOKSZ YI LJ NI SOA L
yStfl RAFTSal RStfQ2NAlFIyAayY2 O2y &NB It A SEYAYOGA S f

3 Lisboa Bastos M, Tavaziva G, Abidi SK, et al.

Diagnostic accuracy of serological tests for cdfddsystematic review and metmnalysis.
BMJ. 2020;370:m2516. Published 2020 Jul 1. doi:10.1136/bmj.m2516
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32611558/

Infantino M, Damiani A, Gobbi FL, et al.

Serological Assays for SARS/2 Infectious Disease: Benefits, Limitations and Perspectives.
Isr MedAssoc J. 2020;22(4):2Q30.
https://www.ima.org.il/FilesUploadPublic/IMAJ/0/423/211570.pdf

64Deeks JJ, Dinnes J, Takwoingi Y, et al.

Antibody tests for identification ofuzrent and past infection with SARD\2.

Cochrane Database Syst Rev. 2020;6:CD013652. Published 2020 Jun 25. doi:10.1002/14651858.CD013652
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32584464/

% Kritas SK, Ronconi G, Caraffa A, Gallenga CE, Ross R, Conti P.

Mast cells contribute to coronavirtisduced inflammation: new anthflammatory strategy.

J Biol Regul Homeost Agents. 2020 Janbatyruary34(1):914. doi: 10.23812/2€ditoriatKritas. MID: 32013309.
https://www.researchgate.net/publication/339066959 Mast_cells_contribute_to_coronavindsiced_inflammation_New_anti
inflammatory_strategy
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I sono cellule residenti nei tessuti e samnvolti principalmentenel'ipersensibilita immediata
f QI y I, thtfadia-ndosie’evidenze supportano il loro contribyfoidzy QF YLIA I &L NA St

I sono in gran parte cellule circolantigntre gli sono residenti nel tratto gastrointestinatea
possoncentrambirisiedere anche in aree di infiammazione allergica durante la risposta della faseia&h:

APPROFONDIMENTO

Ipersensibilita
Immunopatologia
Pathophysiology of Allergic Reactions

| mastociti

Gli MC possono essere attivatassicamente dalle IgE e da antigeni allergenici specifici, ma anche da batteri e
virus. Gli MC normalmente esprimono sulla loro superficie un gran numereddittori per le IgE ad alta
affinita, FdRL

Durante le risposte immunitarie lglpendenti, il crosdinking di IgE antigenrspecifichead FARI induce
I'aggregazione di BRI, promuovendo l'attivazione di eventi di segnalazianelle che portano allecrezione

di prodotti biologicamente attivi implicati nelle reazioni allergi¢he

Gli MC attivatirilasciano immediatamente mediatori chimici e/o la produzione tardiva di protgire
inflammatorie come citochine e chemoaoki

In particolare gli MC attivatida virus possono provocare il rilascio, dopo pochi secondi, di mediatori chimici
immagazzinati come istamina, triptasi e chimasientre dopo ore di incubazione, secernono citochine

66 Stone KD, Prussin C, Metcalfe DD.

IgE, mast cells, basophils, and eosinophils.

J Allergy Clin Immunol. 2010;%25Suppl 2):S7#380. doi:10.1016/j.jaci.2009.11.017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2847274/pdf/nihris79520.pdf

Hellman LT, Akula S, Thorpe M, Fu Z.

Tracing the Origins of IgE, Mast Cells, and Allergies by Studies of Wild Animals.
Front Immunol. 2017;8:1749. Published 2017 Dec 19. doi:10.3389/fimmu.2017.01749
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5742104/

Metcalfe DD, Pawankar R, Ackerman SJ, et al.

Biomarkers of the involvement of mast cells, basophils and eosinophils in asthma and allergic diseases.
World Allergy Organ 2016;9:7. Published 2016 Feb 11. doi:10.1186/s4@M30094-3
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4751725/

67 Galli SJ, Kalesnikoff J, Grimbaldeston MA, Piliponsky AM, Williams CM, Tsai M.
Mast cells as "tunable" effector and immunoregulatory cells: recent advances.
Annu Rev Immunol. 2005;23:788. doi: 10.1146/annurev.immunol.21.120601.141025. PMID: 15771585.

Reber LL, Sibilano R, Mukai K, Galli SJ.

Potential effector and immunoregulatory functions of mast cells in mucosal immunity.
Mucosal Immunol. 2015;8(3):4463. doi:10.1038/mi.2014.131
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4739802/

Galli SJ, Borregaard N, Wynn TA.

Phenotypic and functional plasticity of cells of innate immunity: macrophages, mast cells and neutrophils.
Nat Immunol. 2011;12(11):103844. Published 2011 Ot®. doi:10.1038/ni.2109
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3412172/

Kim M, Kwon Y, Jung HS, Kim Y, Jeoung D.

C O sHRACAMCP1 Signaling Axis Promotes Passiaphylaxis Mediated by Cellular Interactions.
Int J Mol Sci. 2019;20(19):4964. Published 2019 Oct 8. d0i:10.3390/jms20194964
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/artcles/PMC6801807/pdf/ijm20-04964.pdf
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inflammatorie sintetizzatele novotra cui 16, Il-1, 11-31, 1133 e TNF e chemochine CC5, CCL2;MCEXCLS8
che attraggono i globuli bianchi verso i siti inflammatori.

Tutti questi composti hanno un ruolmportante nell'infiammazione. Gli MC producono, immagazzinano e
sintetizzanoTNF altamente infiammatorjosia intracellulare che extracellulafé e rilasciano 133 ©° un
membro della famiglia di citochine-I.denominate"allarmine". "

Le cellule immunitarie MC innate sono delle vere sentinelle del corpo umano, pronte ad attaccare
immediatamente gli invasori esterni che possono essere dannosi per cellule, tessuti e ‘drgani.

Queste cellule, comunicando con I'ambiente esterno, neuttatiaz/ari patogeni, ma cosi facendo producono
anche composti prénfiammatori che possono essere dannosi per l'organisio.

Di seguito si riportainafigurache approfondiseil meccanismo delle reazioni allergiamediate da mastociti,
basofili ed eosinofili

68 Nakae S, Suto H, Kakurai M, Sedgwick JD, Tsai M, Galli SJ.

Mast cells enhance T cell activation: Importance of mastdezlied TNF.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2005;102(18)6462.doi:10.1073/pnas.0501912102
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC1088381/

89 Cayrol C, Girard JP. InterleuiiB (1-33): A nuclear cytokine from the-1Lfamily.
Immunol Rev. @18 Jan;281(1):15468. doi: 10.1111/imr.12619. PMID: 29247993.
https://www.researchgate.net/publication/321880357_InterleukB3_IL-33_A_nuclear_cytokine_from_the -1L family

0 Gallenga CE, Pandolfi F, Caraffa Al, Kritas SK, Ronconi G, Toniato E, Martinotti S, Conti P.
Interleukinl family cytokines and mast cells: activation and inhibition.

J Biol Regul Homeost Agents. 2019Bah,;33(1):46. PMID: 30656901.
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30656901/

Yang D, HaZ, Oppenheim JJ.

Alarmins and immunity.

Immunol Rev. 2017;280(1):46. doi:10.1111/imr.12577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5699517/

"‘da Silva EZ, Jamur MC, Oliver C.

Mast cell function: a new vision of an old cell.

J Histochem Cytochem. 2014;62(10):6%8. doi:10.1369/0022155414545334
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4230976/

2Theoharides TC, Tsilioni I, Ren H.

Recent advances in our understanding of mast cell activatiorshould it be mast cell mediator disorders?
Expert Rev Clin Immun@019;15(6):639%656. doi:10.1080/1744666X.2019.1596800
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7003574/

He SH, Zhang HY, Zeng XN, Chen D, Yang PC.

Mast cells and basophils are essential for allergies: mechanisms of allergic inflammation and a proposed procedure $&. diagno
Acta Pharmacol Sin. 2013;34(10):12283.d0i:10.1038/aps.2013.88

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4002163/

Larché M, Akdis CA, Valenta R.

Immunological mechanisms of allergspecific immunotherapy.

Nat Rev Immual. 2006 Oct;6(10):7611. doi: 10.1038/nri1934. PMID: 16998509.
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https://www.semanticscholar.org/paper/Immunolacatmechanismsf-allergenspecifieLarch%C3%ARkdis/7c1flcd02e8ee45b22648c25614d267e60bale88

Meccanismi delle reazioni allergiche.

A) Sensibilizzazione agli allergeni e sviluppo della memoria specifica dei linfociti B_a @ifferenziazione e
I'espansime clonale delle cellule T helper 2 (TH2) allerggpecifiche porta alla produzione di citochine
(interleuchina4 (1L:4) e 113), che inducono il passaggio della classe di immunoglobuline a IgE e I'espansione
clonale di popolazioni di cellule B di menzoniaive e IgE Le IgE sulla superficie delle cellule B &jlergene
specifiche e di altre cellule presentanti I'antigene IgE sensibilizzate facilitano la presentazione dell'antigene.
L'attivazione dei linfociti T in presenza dédlaumenta la differeziazione in cellule TH2.

B) Reazione di ipersensibilita di tipo (fase immediata della reazione allergica). La reticolazione delle IgE
f S3FGS 3IftA COswL ONBOSGHG2NB TR FfaGF FFFAYALGL LISN
dedi allergeni porta al rilascio di ammine vasoattive (come listamina), mediatori lipidici (come la
prostaglandina D, fattore di attivazione delle piastrine, leucotrien.TG), LT e LTE), chemochine (CXC
chemochina ligando 8 (CXCL8), CXCLi€hé&fiochina ligando 2 (CCL2), CCL4 e CCL5) e altre citochine (come
IL-4, IL-5 e I:13) e ai sintomi immediati della malattia allergica.
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C) Infiammazione allergicgfase tardiva della reazione allerg). A seguito della migrazione verso siti di
esposizione agli allergeni sotto l'influenza di chemochine e altre citochine, le cellule T specifiche dell'allergene
vengono riattivate e si espandono clonalmente. La presentazione dell'antigene facilitgta ldadli da parte
delle cellule dendritiche (DC) aumenta I'attivazione delle cellule T. La produzione locale di IgE si osserva nella
rinite allergica e nell'asma, ma non nell'infiammazione cutanea allergica (il principale esempio delle quali &
la dermatie atopica). Gli eosinofili sono una delle principali cellule infiammatorie (che costituiscono fino al
50% dell'infiltrato cellulare) nei polmoni degli individui asmatici ma non nella pelle di quelli con dermatite
atopica (32% dell'infiltrato cellulare).$ OSt f dzf S ¢1 mX OKS LINRPRdzO2y 2 f UA
necrosi tumorale (TNF), contribuiscono all'attivazione e all'apoptosi dei cheratinociti (nella pelle), delle
cellule epiteliali bronchiali e delle cellule muscolari lisce polmonari. Ahattieazione dei mastociti e dei
basofili, che rilasciano istamina, chemochine e altre citochine, contribuisce alla reazione allergica in fase

avanzata.
CD95L, CD95 ligando; SCF, fattore delle cellule staminali (noto anche come KIT ligando); TC&Rdedeattlule T.

| mastociti sono solitamente identificati in microscopica elettronica dalla presenza di granuli secretori simili a
lisosomi densi di elettroni.

Questi granuli secretori sono riempiti con varie molecole preformate come proteine lisosomiali, istamina,
epary I S I SA2&lF YAYARIaAAD

Dopo l'esposizione a vari stimoli, come l'esposizione a IgE e ai suoi ligandi antigenici, componenti del
complemento, e peptidi/neuropeptidi, i mastociti rilasciano il contenuto di questi granuli in pochi minuti
mediante un processchiamatodegranulazione

9 (a n&arechela degranulazione & stata descritta non solo nei mastociti ma anche negli eosinofili, basofili,
neutrofili, cellule neuroendocrine e neuroni.

Oltre alla degranulazione convenzionale mediata dai recettdR Fianastociti possono secernere in maniera
selettiva parte del contenuto dei granulpiécemeal degranulation PM@egranulazione frammentarip
durante processi patologici (allergia, morbo di Crohn, orticaria, infiammazione cronica, tumori). Inoltre,
attraverso latransgranulaziongo traslocazione di pseudopodi) sono in grado di comunicare tra cellule vicine
(altri mastociti, fibroblasti, cellule endoteliali vascolari e neuroni)

Recentemente sono stati identificati come nuovi componenti del secretoma dei mastociti anekesglinie

le microvescicole (di cui si discutera in dettaglio in seguito) che possono contenere molecole sintetizzate de
y2@2 60A02 OKAY S mBazivh)R stdtoidinNdiratoRoBef gl €3dsgh® del mastociti stimolati
dagli allergeni possono attivare i macrofagi e le cellule tumdgali.

https://www.researchgate.net/publication/313521982_Mast_cell_secretome_Soluble_and_vesicular_components/link/5c544dc34dffdad®62/

download

Il secretoma dei mastociti

| mastociti possono essere attivat dari stimoli come allergeni, patogeni o ligandi del canatelCé Gt NI JSNE2 1 NBGAO2t I T A2yS
riconoscimento dei patogeni da parte dei PRR e il legame del ligando ai canak@stivamente. Dopo latimolazione, i mastociti possono secernere

mediatori preformati mediante degranulazione o degranulazione frammentaria (PMD). Inoltre secernono molecole sintetizeate d#raverso

vescicole secretorie. | mastociti sono in grado di rilasciare le neiscizole (MV) per diffusione dalla loro membrana plasmatica o dagli esosomi (EXO)

per esocitosi dei corpi multivescicolari (MVB). PM: membrana plasmatica, PRR: recettore di riconoscimento dei patt¢ingl&Bndeplasmatico.

8Vukman KV, Férsonits A, Oszvald A, Téth EA, Buzas El.
Mast cell secretome: Soluble and vesicular components.
Semin Cell Dev Biol. 2017 Jul;6 7735 doi: 10.1016/j.semcdb.2017.02.002. Epub 2017 Feb 9. PMID: 28189858.
https://www.researchgate.net/publication/313521982_Mast_cell_secretome_Soluble_and_vesicalaponents
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U meccani s mi del |l Nanafil assi medi ata da anticorpi

L'anafilasse una reazione allergica multisistemica acuta e pericolosa per la vita. Deriva da risposte cellulari
inadeguate innescate da anticorpi contro antigeni generalmente inoffensivi ed & caratterizzata da un massiccio
rilascio di mediatori e da disfunzioni vascolari e d'organo che si verificano rapidarffente.

I modelli sperimentali hanno chiarito due differenti vie di anafilassi anticdipendenti.

Il percorso "classico’si basa sugli anticorpi della classe delle immunoglobulingBE ¢he, quando legati al
NBEOSGU2NBE COs wL | R adtotitijimducnd IBtfivsizionie icellladz in&dgit@ af'éspoaizioe Y
all'allergene responsabile.

Lavia "alternativa" dell'anafilassi € innescata dagli anticotpiG che, quando aggregati da un antigene
specifico, attivano le cellule mieloidi tramiteNS OSG G2 NA L3ID o6CO' wod {S60SyS
classicamente vista come una reazione dipendente da anticorpnlgiie evidenzéndicano che le reazioni
dipendenti da anticorpi IgG possono essere responsabili di casi di anafilassi umanié;ahapanel contesto

di anafilassi indotta da farmacp.

7“Reber LL, Hernandez JD, Galli SJ.

The pathophysiology of anaphylaxis.

J Allergy Clin Immunol. 2017;140(2):388. doi:10.1016/j.jaci.2017.06.003
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5657389/

7SKim M, Kwon Y, Jung HS, Kim Y, Jeoung D.

C O sHRACAMCP1 Signaling Axis Promotes Passive Anaphylaxis Mediated by Geéwations.
Int J Mol Sci. 2019;20(19):4964. Published 2019 Oct 8. doi:10.3390/ijms20194964
https://www.mdpi.com/14220067/20/19/4964/htm

Finkelman FD, Khodoun MV, Strait R.
Human Igkndependent systemic anaphylaxis.
J Allergy Clin Immunol. 2016 Jun;137(6):16880. doi: 10.1016/j.jaci.2016.02.015. Epub 2016 Apr 26. PMID: 27130857.
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L'anafilassi mediata da IgE richiede una quantita considerevolmente inferiore di anticorpi e antigeni rispetto
all'anafilassi mediata da IgG.
Di conseguenza, quando i livelli di anticorpi sona BaA = LJdz5 @SNAFAOFI NEA &2t 2 f Ql

Quando i livelli di antigene sono bassi ma i livelli di anticorpi IgG son@laknticorpi 1IgG ~— bloccanti "
prevengono l'anafilassi mediata da IgE intercettando I'antigene primache posbiHefa | £t £t 4 L 39 | a a2

S tS3aAFyR2aAr |t NB.Oftavia i §ENtith g fonpless yB/ahtigeh©eé tvopph bassa per
AVYySaoOkNB fQFyFTFAEGF&aaA YSRAFGF RE L3IDD 5A O2yas3ds

Quando i livelli di antigene anticorpo sono entrambi alti ma i livelli di anticorpi IgG sono in eccesso rispetto
ailivellidiantigene 3t A I YyGAO2NILIA L3ID o6f200ly2 Af fS3FrYS RSt
LIDklIyGA3aSyS LlRaazy2 (SHAIBMERNATACIO Tt RAt ORYWIABHEDISY A

Quando i livelli di antigene e anticorpo sono entrambi alti ma i livelli di antigene sono in edcessplessi
lgG/anticorpo sono sufficienti per innescare l'anafilassi mediata da IgG e una quantitéestdfdi antigene
aFdz33S It o6ft2002 L3ID LISNI £ ST NEA Imediad. L3I9 | aa20A1 (

Inactive effector cells Antibodies Active effector cells Mediators
IgE ® IgE
l' 'J
FcyR Y FceRI FcyR YY)  FeeRl g sassassan,
IgG \ gPl'ostagIandins
“ et Proteases
Mast cells = Mast cells i Heparin
g
o ° i Histamine
IgE g IgE L :
QM“ e | o~ N QM\ IgG ! Leukotrienes
ra Sy FerR Low concentration ra Jy FerR / | PAF
of IgG Abs
i Cytokines
)
Allergen
Basophils e 6 . / Basophils
\ - Lia
lgG geenessassssesensasaanes, .
Ferk i PAF :
IeG ——— | Leukotrienes
g...(‘ylokines
B o e

Neutrophils

High concentration IgG * o IgG
of IgG Abs

FcyR W /// FcyR
Macrophages Macrophages

https://www.mdpi.com/14220067/20/19/4964/htm

| meccanismi dell'anafilassi mediata da anticorili anticorpi dellimmunoglobulina E (IgE) allerganeJS OA FAOA S S OSttdz2A S ST+7F
svolgono un ruolo critico nell'anafilassi indottaaqao le concentrazioni di anticorpi dellimmunoglobulina G (IgG) sono basse. Mastociti e basofili
mediano l'anafilassi mediata da IgE. L'anafilassi mediata da IgE coinvolge molecole effettrici tra cui prostaglandivee, latantrieni, PAF, eparina,

viNA S OAG20KAYS SR SYyTAYA® [ S FTNBEOOS ™ AYRAOIY2 dzyl NBI2E LT A2yS LRaAAG

https://www.jacionline.org/action/showPdf?pii=S009r 49%2816%290038R
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Ne segue quindi che l'attivazione dei mastociti-diifiendente € uno dei principali meccanismi effettori alla
base della patologia associata ai disturbi allergici.

Il pio drammaticadi questi disturbi associati alle IgE € I'anafilassi fatale che pud verificarsi in alcune persone
che hanno sviluppato anticorpi IgE contro antigeni altrimenti innocui, come quelli contenuti in determinati
alimenti e medicinali.

E importante chiedersi prché una risposta immunitaria cosi altamente "disadattiva'e ssviluppata
nell'evoluzione eige mantenuta fino ai giorni nostri

La difesa dell'ospite contro i parassiti € stata a lungo considerata l'unica funzione benefica che potretibe ess
conferita dalle IgE e dai mastociti.

Sudi recenti hanngoerd dimostrato chepltre a partecipare alla resistenza dell'ospite a determinati parassiti,

i mastociti e le IgE sono componenti critici delle risposte immunitarie innate (mastociti) e adat&gtociti e

IgE) che possono migliorare la difesa dell'ospite cdattossicitedi alcuniveleni diartropodi e animaliincluso

f Ql dz¥i8lsg soravvivenza dei topi a cui sono stati iniettati tali veleni.

Mastociti e SARS -Cov-2

| coronavirus sviluppano meccanismi particolari per invadere il corpo e le cellule immunitarie, incluse le MC.
La risposta dell'ospite all'invasione del virus RNA attiva i TLR3 presenti sulle MC con produzione di IFN antivirale
ediOKSY2 OKA Yy Ss , dorCdonsegiente recluthnyento di cellule NK che producaroro volta
interferoni di tipo | (IFNjeffetto positivo)

Tuttavia spesso il virus provoca solo la sensibilizzazione delle MC con la sintesi di IgE che si legano al recettore
COs wL S uny wolrkteOrkayigne infiammatotiappure stimola le MC della mucosa a rilasciare
citochine preinfiammatorie come TNF,-IL, IL-6 e proteasi, che aggravano lo stato inflammaterie risposte
autoimmuni(effetto negativo)’®

Le MC attivatedal virusproducono istamina, prostaglandina D2 (PGD2) e leucotrieQieTG) che inducono
broncocostrizione acuta e infiammazione polmonare.

Pertanto, le infezioni virali possono attivare MC che rispondono con duplici effetti, uno positivo che aiuta il
sistema immunitario a combattere le infezioni e uno negativo che causa il rilascio di mediatori chimici
dell'infammazione e la secrezione di citochine proinflammatorie conrig =33, 1:18 e TNF, aggravando lo
stato patologico del pazient&

6 Criado PR, Pagliari C, Criado RFJ, Marques GF, Belda W Jr.

What the physicians should know about mast cells, dendritic cells, urticaria, and omalizumab duringl@0VdBymptomatic infections due to
SARE 0V2?

Dermatol Ther. 2020 Jul 25:€14068. doi: 10.1111/dth.14068. Epub ahead of print. PMID: 32713127.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/dth.14068

Henault J, Riggs JM, Karnell JL, et al.
Selfreactive IgE exacerbates interferon responses associated with autoimmunity.
Nat Immunol.2016;17(2):19€&03. doi:10.1038/ni.3326
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4718782/
35

Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/dth.14068

CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO PARTE SECONDA- Immunopatologia

Mast cell Macrophage

. == Coronawrus

% TLR . -2
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IL-1, IL-6, IL-33, TNF / \
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MyD8s IL-37, mRNA

l Protease
Pro-IL-37 —os |37

NF-kB

Pro-inflammatory ICaspase 1
IL-1 family members
l mature IL-37

Airways inflammation‘ Inhibition
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https://www.researchgate.net/publication/339066959 Mast_cells_contribute_to_coronavindsiced_inflanmation_New_anti

inflammatory_strategy

Recettore ToHlike che lega il coronavirsi eattiva i mastociti che secemno i membri della famiglia K1 (Il-1, 11-33), |6 e TNFQueste citochine
insieme al coronavirus attivano i macrofagi. Questa stimolazmwoeoca doppi effetti: uno € l'infiammazione delle vie aeree e la febbre e l'altro la
produzione di #37 che inibisce l'infiammazione delle vie aeree e la febbre.

La polmonite grave indotta da coronavirus umani, incluso SXRR, & associata a risposte di citochine pro
inflammatorie aumentate, che provocano danno polmonare acuto, sindrome respiratoria acuta grave e
possibile fibrosi polmonare cronica.

| mastocit sono la principale fonte di queste citochine proinfiammatorie e mediatori broncocostritterla
causa dellsindrome da attivazione dei mastocitf, potenzialmente associata alle forme gravi da C&@ID
e al maggiore rischio di fibrosi polmonari pasfettive, e dainfluenza A’®.

E quindi possibile chéarmaci mirati all'allergigantistaminicd S 02 YLI2 &a0GA y I GdzNI f A OKS
dei mastociti (espolifenolif® possano anche alleviare i sintomi del CGYAD

77 https://lwww.cebm.net/covid19/mastceltstabilisersleukotrieneantagonistsand-antihistaminesa-rapid-review-of-effectivenessin-covid- 19/

Mast Cell Stabilizers as a Supportive Therapy Can Contribute to Alleviate Fatal Inflammatory Responses and SeveritgrgfGarimpédoations in
COVIBL9 Infection
https://dergipark.org.tr/tr/download/article-file/1061074

78 Afrin LB, Weinstock LB, Molderings GJ.

Covid19 Hyperinflammation and Pe&ovid19 lliness May Be Rooted in Mast Cell Activation Syndrome

[published online ahead of print, 2020 Sep 16}.J Infect Dis. 2020;S120712(20)30733. doi:10.1016/.ijid.2020.09.016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7529115/pdf/main.pdf

Theoharides TC, Tsilioni I, Ren H.

Recent advances in our understanding of mast cell activatiorshouldit be mast cell mediator disorders?
Expert Rev Clin Immunol. 2019;15(6):688%. doi:10.1080/1744666X.2019.1596800
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7003574/

7 Graham AC, Temple RM, Obar JJ.

Mast cells and influenza a virus: association with allergic responses and beyond.
Front Immunol. 2015;6:238. Published 2015 May 18. doi:10.3389/fimmu.2015.00238
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4435071/

8Chojnacka K, Witk NB g A1 ! Z { I NJeLOi ]l 5% aAldAZl YI aOGeylINi to
Phytochemicals containing biologically active polyphenols as an effective agent against ®iodidcingcoronavirus.
J Funct Foods. 2020;73:104146. doi:10.1016/).jff.2020.104146
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E noto che & vitamina Dé necessaria per mantenere la stabilita dei mastociti euacarenza provoca
l'attivazione dei mastocitf!

Inoltre la vitamina Cha un effetto antistaminicp l'idrossiclorochia migliora I'asma mediat da IgEe
f QI 1 A (ha®mnveffefidiayitinfiammatorio sull'infiammazione indotta dall'istamiffa

Endogenous Exogenous

-anandamide -ketotifen
-progesterone -cromolyn
-heparin -quercetin
-testosterone -luteolin
-chondroitin sulphate -thymoquinone
| =ete | cEE _ |bronchoconstriction
Mast cell stabilizers
histamine | trachea
® |
P PGD2 .
,4 A
. inflammation
SARS-CoV-2
Lungs

Mast cell

https://dergipark.org.tr/tr/download/articlefile/1061074

lllustrazione ipotetica dei potenziali meccanismi ditivazione dei mastociti indotta da SARS0\/2 e attenuazione dei sintomi da stabilizzatori dei

mastociti. SARSC0V2 puo attivare i mastociti nel sistema respiratorio attraveirsecettori Tollike o inducendo il crostinking delle IgEEe O wL ®

| mastaiti attivati rilasciano citochine prmfiammatorie come H1, k6 e TN 02 & W O02YS YSRAF G2NRA o NBy O202 4G NR i
D2 e leucotrieneC,. La produzione e il rilascio anormali di questi mediatori dai mastociti possono ulteritaresacerbare l'infiammazione indotta da

SARS0V2 nel sistema respiratorio. Pertanto, gli stabilizzatori endogeni o esogeni dei mastociti possono alleviare le risposteiofia e le

complicanze polmonari sopprimendo l'attivazione dei mastocitiinédzione da SARSo\2. TLR: recettor@oltlike,

TNFh Y FLGG2N8 RA Iy $QONR &N G BdeY SNIEKBRGDR: Prosfagiandirs2. t SdzO2 i NA Sy S

Eosinofili e SARS -Cov-2

Ly dzy f2NB NBOSY (S Astialat2dvigvm jLYNKILINGA ySi2 ERARAigukxat ahfO2 f A
hanno LINS A Sy dF 12 dzy ydz2@2 LIRaddzA G2 &addzxZ YSOOI-YPA &Y 2
partendo dalle seguenti osservazioni:

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7392194/

Shaik Y, Caraffa A, Ronconi G, Lessiani G, Conti P.

Impact of polyphenols on mast cells with special emphasis on the effect of quercetin and luteolin.
Cent Eur J Immunol. 2018;43(4):4¥&1. doi:10.5114/ceji.2018.81347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6384425/

Hogan li RB, Hogan lii RB, Cannon T, et al.

Duathistamine receptor blockade with cetirizinédamotidine reduces pulmonary symptoms in COVY&patients.
Pulm Pharmacol Ther. 2020;63:101942. doi:10.1016/j.pupt.2020.101942
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7455799/

81 ju ZQ, Li XX, Qiu SQ, Yu Y, Li MG, Yang LT, Li LJ, Wang S, Zheng PY, Liu ZG, Yang PC.
Vitamin D contributes to mast cell stabilization.

Allergy. 2017 Aug;72(8):1184.92. doi: 10.1111/all.13110. Epub 2017 Jan 17. PMID: 27998003.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27998003/

8 Immunological mechanisms explaining the role of IgE, mast cells, histamine, elevating feiitiB.dimer, VEGF levels in COM®and dengue,
potential treatments such as mast cell stabilizers, antihistamines, Vitamin C, hydroxychloroquine, iveameéetzithromycin
Arumugham, Vinu
https://zenodo.org/record/3748304?fbclid=IwAR3di@ h5cVSieLUw__ 6XCRMyxROIYNhgHDUH8IWnWEWXxPpsn6U#.Z&1abjC
8 ASTHMA AND COVIB: THE EOSINOPHILIC LINK
Carlos Rodrigudz Carlos Veciarta
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- tratutte le serie di pazienti COVI® (presentazioni lievi o gvaallo stesso modo), vi € una notevole
assenza di pazienti con asma cronico o con altre malattie comuni correlate come rinite allergica o
atopia. 8
- un recente studio dall'ltalia su 23.188 paziedeceduti per COVIELY, tra le 16 possibili comorbidita
citate nel paper non si parla di asma o rinite allergica, nonostante l'elevata prevalenza di queste
condizioni nella popolazione generdfe
Le domande che gli autori si sono posti &afrire di asma sia di per sé un fattore protettivo contro lo syitup
di una malattia Covid9 sintomatica e, soprattutto, contro la presentazione delle complicanze letali della
malattia.

APPROFONDIMENTO
Gli eosinofili

Endotipi dell'asma
Il termine endotipo € stato proposto nel 2008 come quadro concettuale per guidare il nuovo pensiero
sull'eterogeneita molecolare dell'asma.

In particolare, & stato proposto che un endotipo sia un sottotipo di malattia definito da un meccanismo
funzionale o patobiologico sfinto.

E distinto dal fenotipo di una malattia, che & una qualsiasi caratteristica o un tratto osservabile di una malattia
senza alcuna implicazione per il meccanismo.

Il vantaggio di classificare I'asma come gruppi di endotipi sarebbe che ciascumpenumirebbe esseral
target di trattamenti specifici per il meccanismo molecolare causéle.

[ e@dotipo dell'asma tradizionaleé caratterizzato da livelli aumentati di infiammazione di tipo 2 mediati
principalmente da mastociteosinofili, basofili, cellule-fielper 2, cellule linfoidi innate del gruppo 2 (ILC2s) e
cellule B che producono immunoglobuline E (RJE) pazienti con asma T2 hanno eosinofilia e altri segni di
infammazione di tipo 2 inclusi livelli elevati ddilL-5 e 11:13.

https://www.geios.com/read/51Y4IF

8 Zhang JJ, Dong X, Cao YY, Yuan YD, Yang YB, Yan YQ, Akdis CA, Gao YD.

Clinical characteristics of 140 patients infected with SEBBR%2 in Wuhan, China.

Allergy. 2020 Jul;75(7):173041. doi: 10.1111/all.14238. Epub 2020 Feb 27. PMID: 32077115.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/all.14238

85Characteristics of SAR®\2 patients dying in Italy Report based on available data on April 23th , 2020
https://www.epicentro.iss.it/en/coronavirus/bollettino/ReporCOVIER019 23 april_2020.pdf

8 Fahy JV.

Type 2 inflammation in asthmaresent in mostabsent in many.
Nat Rev Immunol. 2015;15(1):65b. doi:10.1038/nri3786
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4390063/

Robinson D, Humbert M, Buhl R, Cruz AA, Inoue H, Korom S, Hanania NA, Nair P.

Revisiting Type-Bigh and Type-Bw airway inflammation in asthma: current knowledge and therapeutic implications.
Clin Exp Allergy. 2017 Feb;47(2)-165. doi: 10.1111/ce42880. PMID: 28036144.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/cea.12880

87 Gandhi NA, Bennett BL, Graham NM, Pirozzi G, Stahl N, Yancopoulos GD.
Targeting key proximal drivers of type 2 inflammation in disease.
Nat Rev Drug Discov. 2016 Jan;15(2585doi: 10.1038/nrd4624. Epub 2015 Oct 16. PMID: 26471366.
https://www.researchgate.net/publication/282911674_Targeting_key_proximal_drivers_of_type_2_inflammation_in_disease
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Come gia discusso in altre sedi, il termine T2 si riferisce a un tipo di risposta immunitaria: il modello cl

risposta immunitaria di tipo 1 e di tipo 2 é relativo alle diverse risposte immunitarie che sono rego
sottopopolazioni di cellule T CDdote rispettivamente come cellule T helper 1 (Th1) e Th2.

Lecellule Thisecernono interleuchina (Il-2), interferone 6 L Cbh:*' 0 -5 SAYHRA T2 & & ¥
tipo 1, caratterizzata da una prominente attivii@gocitica, mentre leellule Th2 secernono principalmente |
citochine prototipiche k4, 11-5 e IE13 e stimolano limmunita di tipo 2, caratterizzata da titoli anticory
elevati ed eosinofilia

* More severe asthma ,

) e Airway and systemic eosinophilia
T,2-high * Responsiveness to glucocorticoids
asthma * Responsiveness to inhibitors of

e 2 inflammation

T2 cell cytokine Wi T - e i

ignetn IfeeaxiFr)verS;s',on . Absgnc?;? ::?:N;r;aand systemic

Ir-leef::ter:lyce ::tzt;::;v ® faos;(ngfpf:::fo_nsiveness to

e .-’E;z;ot;‘orr;;;zlr?ssiveness to
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4390063/

| livelli di espressione genica per le citochitele cellule T helper 2 (TH2 ) o per l'attivazione delle cellule epiteliali da parte delle citodélieecellule

TH2 mostrano un continuum nelle vie aeree dei pazienti con asma (piuttosto che una distribuzione bimodale). Gli indiagnaadre hanno livelli

di espressione superiori al range riscontrato nei controlli sani hanno caratteristiche cliniche, pamlegdic risposta al trattamento specifiche. Cio
suggerisce un effetto soglia delle citochine delle cellule TH2 nelle vie aeree al di sopra del quale l'infiammazioReimfiugaza le caratteristiche
cliniche dell'asma e la reattivita a trattamenti gjifici. | biomarcatori dell'infiammazione di tipo 2 nel sangue e nell'aria espirata possono identificare
individui con asma che sono al di sopra e al di sotto di questa soglia e si stanno dimostrando promettenti come predigtiviti a un elenco
crescente di inibitori delle citochine di tipo 2 che sono in studi clinici in fase avanzata per I'asma.

https://www.researchgate.net/publication/282911674 Targeting_key_proximal_drivers_of_type_2_inflammation_in_disease

Inflammazbne di tipo 2 nell'asma grave, dermatite atopica e sinusite cronica con polipi nasali.

a) La citochina di tipo 2 interleuchir&(ILZ4) guida la differenziazione e I'espansione clonale delle cellule T helper (TH) nelle cellule TH2 e I'ulteriore
produzionedi citochine 11Z4, ILZ5 e 1LZ13. | segni distintivi dell'attivazione della via di tipo 2 includono la produzione di immunoglobuline E (IgE) e
I'eosinofilia. In particolare, 5 guida principalmente la differenziazione degli eosinofili nel midasis®o e 174, ILZ5 e 1LZ13 hanno ruoli nel traffico
tessutospecifico. 11Z4 e ILZ13 sono i principali responsabili della commutazione della classe di isotipo delle cellule B per produrré3gE. IL
implicato in effetti sui tessuti come secrez@sdi muco, contrattilita della muscolatura liscia e iperplasia.

alta affinita; TARC, chemochina regolata dal timo e dall'attivazione

39
Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4390063/
https://www.researchgate.net/publication/282911674_Targeting_key_proximal_drivers_of_type_2_inflammation_in_disease

bl | -
o

rinascimentoitalia.it

a Allergens MHC class 1l
o

Dendriticcell  T,0cell

T" cell
differentiation l 9

Ty2 cytokine @
production

TyZcel Isotype
@ O T
l -1 : to IgE
Mucus production 1O Allergen
4 : Sl.
.. =
Goblet cell hyperplasia
]r/ NSNe N N7
5 i Collagen production —_
e by fibroblasts

to tissues

Eosinophil Bcell Mastcell  Basophil
differentiation
Common pathophysiology >
Systemic Tissue - Epithelial hyperplasia
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= Bright red. flat with oozing or exudate
change into dull red or pink and dry.
lichenified skin
= Impaired skin barrier
___| = Transepidermal water loss
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CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO PARTE SECONDA- Immunopatologia

Eosinofili

Gli eosinofili sono leucociti polimorfonucleati che si sviluppano nel midollo osseo e migrano nel sangue,
costituendo circa I'6% dei globuli bianchi?

Sono chiamati cosi perché contengono granuli intracellulari che sono intensamente cdédratilorante
acidofilo eosina.

La presenza di grandi granuli specifici, noti anche come granuli secondari, € una caratteristica che distingue gl
eosinofili da altri granulociti (neutrofili e basofili).
Le sostanze predominanti in questi granuli sono quattro proteine:

- la proteina basica principale antiparassitaria (elmintotossica) (MBP),

- la perossidasi eosinofila battericida (EPO),

- la proteina cationica eosinofila (ECP)

- la neurotossina derivata dagli eosinofili (EBN)

Le ultime due proteinesono membri della superfamiglia emergente del gene RNase A e sono in grado di
degradare substrati di RNA a filamento singolo (ssRNAJltefficienza&®.

88 RamirezGA, Yacoub MR, Ripa M, et al.

Eosinophils from Physiology to Disease: A Comprehensive Review.

Biomed Res Int. 2018;2018:9095275. Published 2018 Jan 28. doi:10.1155/2018/9095275
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5829361/

Simon HU, Yousefi S, Germic N, Arnold IC, Haczku A, Karaulov AV, Simon D, Rosenberg HF.

The Cellular Functions of Eosinophils: @alie Internationale Allergologicum (CIA) Update 2020.

Int Arch Allergy Immunol. 2020;181(1):238. doi: 10.1159/000504847. Epub 2019 Nov 29. PMID: 31786573; PMCID: PMC6940515.
https://www.karger.com/Article/Full Text/504847

Hogan SP, Rosenberg HF, ModbePhipps S, Foster PS, Lacy P, Kay AB, Rothenberg ME.

Eosinophils: biological properties and role in health and disease.

Clin Exp Allergy. 2008 May;38(5):78® doi: 10.1111/j.1362222.2008.02958.x. Epub 2008 Apr 1. PMID: 18384431.
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.13652222.2008.02958.x

Travers J, Rothenberg ME.

Eosinophils in mucosal immune responses.

Mucosal Immunol. 2015;8(3):46%5. doi:10.1038/mi.2015.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4476057/

89 McBrien CN, MenzieSow A.

The Biology of Eosinophils and Their Role in Asthma.

Front Med (Lausanne). 2017;4:93. Published 2017 Jun 30. doi:10.3389/fmed.2017.00093
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5491677/

Rosenberg HF, Dyer KD, Foster PS.

Eosinophils: changing perspectives in health and disease.
Nat Rev Immunol. 2013;13(1)22. doi:10.1038/nri3341
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4357492/

Acharya KR, Ackerman SJ.

Eosinophil granule proteins: form and function.

J Biol Chen014;289(25):1740687415. doi:10.1074/jbc.R113.546218
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4067173/

%Lu L, Li J, Moussaoui M, Boix E.

Immune Modulation by Human Secreted RNases at the Extracellular Space.

Front Immunol. 2018;9:101Published 2018 May 16. doi:10.3389/fimmu.2018.01012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5964141/
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Il fatto che due delle quattro proteingpecifiche eosinofile piu abbondanti siano ssRNAsi ha un ruolo centrale
nella fisiopatogenesi dell'asma ma anche, come vedremo piu avanti, potrebbe avere un importante incidenza
sui possibilmeccanismi fisiopatologici alla base del ruolo protettivo dell'asma contro la8ARS

¥ Eosinophil Eosinophil

Neutrophil Cytoplasmic

secretory grant

Nature Reviews | Inmunology

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4357492/

a)Gli eosinofili umani da sangue periferico colorati con Giemsa modificato mostrano caratteristici nuclei bilobati e gnafidiegmeetori citoplasmatici
di colore rosso. Le cellule con nuclei multdtite senza grandi granuli sono neutrofili. Ingrandimento originale, xi)@0immagine mostra eosinofili
e neutrofili isolati dalla milza di un topo transgenico @u2rleuchina5 e colorati con Giemsa modificato) L'immagine mostra una micrografia
elettronica a trasmissione di un eosinofilo di topo. | granuli secretori citoplasmatici sono indicati dalle frecce; itentte di questi granuli contiene
la proteina principale basica cationica e la loro periferia contiene le rimanenti princip&ine cationiche, citochine, chemochine, fattori di crescita
ed enzimi. Ingrandimento originale, x 6.000.

Il contenuto specifico dei granuli pud essere rilasciato tramite tre diversi processi di degranulazione.
L'esocitosiconvenzionalgrevede la fusine dei granuli specifici con la membrana cellulare eosinofila, con
conseguente rilascio dell'intero contenuto del granulo specifico.

In alternativa, I'eosinofilo puo essere lisgtatolisi), rilasciando tutto il contenuto cellulare, compresi i granuli
specifici intatti. Questi granuli extracellulari possono essere trovati nei tessuti affetti da malattia mediata da
eosinofili e possono successivamente rilasciare il loro contenuto in rispssita@i pro-infiammatori.

Il meccanismo piu comune di granulazione degli eosinofili & chiadegoanulazione frammentarigPMD).

In questo processo, le vescicole (sia rotonde che tubolari) vengono rilasciate da specifici granuli e viaggiano
verso la menbrana cellulare per scaricare il loro contenuto nel dominio extracellulare.

Le vescicole tubolari tendono ad arricciarsi in una morfologia simile a un cerchio, dando origine al termine
"vescicolea sombrero degleosinofili*.

Possono essere rilasciasnche escicole con contenuto particolare selettivamente in risposta a particolari
citochine, consentendo agli eosinofili di fornire una specifica combinazione di mediatori citotossici su richiesta

%Marone G, Granata F, Pucino V, et al.
The Intriguing Role of Interleukin 13 in the Pathophysiology of Asthma.
Front Pharmacol. 2019;10:1387. Agbkd 2019 Dec 6. doi:10.3389/fphar.2019.01387
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6908970/
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MBP-1:
2° granule core, toxic to cells, tissues EDN/RNase2:
& helminth parasites, disrupts MBP-1 2° granule matrix,
membranes, binds heparan sulfates, EDN bt\\ RNase-2, potent
inhibits M2 muscarinic receptor, ribonuclease,
basophil/mast cell and neutrophil c-mannosylated, CNS —
activation/secretion, epithelial ) Purkinje cell toxicity
activation & expression of tissue (Gordon Phenomenon),
remodeling factors, antibacterial, dendritic cell chemotaxis,
component of eosinophil maturation & activation,
extracellular DNA traps. anti-ssRNA virus activity.
[ EPx ECP
EPX/EPO: {5 &S
2° granule matrix, |~ - ﬁ
forms hypohalous %‘C\ JJ\ ’
acids and HOSCN-, RS
tyrosine nitration of |/~ TSR
EDGPs, toxic to oo “4

helminth parasites,
bactericidal, induces
epithelial activation &

ECP/RNase3:

2° granule matrix, weak

expression of tissue c,l'c/ Gal-ilO: ribonuclease, CNS — Purkinje cell
remodeling factors Cytosolic and 1° granule, toxicity (Gordon Phenomenon),
z hydrophobic and

membrane disruption (non-ion
selective membrane pores),
toxic to cells, helminth parasites,
antibacterial, component of
eosinophil extracellular DNA
traps, amyloid-like aggregation.

lipid peroxidation.

autocrystallization, galectin

superfamily but glycan
ligand has not been

identified, binds to but is

not a lysophospholipase as
originally characterized.

https://www.ncbi.nlm.nih.govpmc/articles/PMC4067173/

Rappresentazioni strutturali delle proteine dei granuli eosinofili umani che mostrano la loro posizione e le funzioni hetproteine cationiche dei

granuli mostrate sono: MBP (Protein Data Bank (PDB) code 1H8U); EDN (Rl)asmlice PDB 1HI2); ECP (RNgseodice PDB 1QMT); e EPX / EPO)

(basato su modelli molecolari utilizzando una struttdedlamieloperossidasi, codice PDB 1D2V). Viene mostrato anche Cl-00/ (@adlice PDB 1LCL),

che e principalmente citosolico ma pesge anche in una piccola popolazione residua di granuli primari grandi privi di nucleo nell'eosinofilo maturo.

CLC / G&l0 forma i cristalli bipiramidali esagonali (freccia) considerati un segno distintivo dell'infiammazione eosinofila e re=isiuidi corporei

nelle malattie associate agli eosinofili.

Receptors for lipid mediators Chemoattractant receptors
* Platelet-activating factor receptor * CCR1, CCR3, CCR4, CCRS,
* DP2 prostaglandin receptor (CRTH2) CCR6, CCR8, CCR9
* DP1 prostaglandin receptor * CXCR2, CXCR3, CXCR4
* £P4 prostaglandin receptor * FPR1
» EP2 prostaglandin receptor * C5aR, C3aR
* Leukotriene B4 receptor
. Chemoattractant Lipid body contents
W Teceptan ;ﬁg; o CD80or * Leukotriene C4, leukotriene D4,
lipid mediators CD86 leukotriene E4
D MHC * Thromboxane B2

mclassll * Prostaglandin E1, prostaglandin E2
* 15-hydroxyeicosatetraenoic acid
// *» Platelet-activating factor

SIGLEC
Adhesion receptors Fcreceptors
* LFA1(CD11a-CD18) * FcaR
* CR3 (CD11b-CD18) Fc receptors * FeyRIl
*CR4 (CD11c-CD18) * FceRIl
* VLA4 (CD49d-CD29) * FceRI
*CD44
*CDo62L ; Specific granule contents
: E?)G;‘"l Adhesion * Cationic proteins: MBP. EPX,
receptors ECP EDN
* Cytokines: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, I1L-12, IL-13, IFNy,
GM-CSFE, TGFa, TGFp, TNF
* Growth factors: NGF, PDGF,
Cytokine and growth SCF, VEGF, EGF, APRIL

* Chemokines: CCL3, CCLS,
CCL7,CCL8, CCL11, CCL13,
CXCL1, CXCL10, CXCL12

* Enzymes: acid phosphatase,
collagenase, arylsulphatase B,

Cytokine 3 2 ) . histaminase, phospholipase D,
receptors Eosinophil = catalase, nonspecific esterases

*TLR1,TLR2, TLR3, TLR4. TLRS.
TLR6, TLR7, TLR9, TLR10

* NOD1, NOD2

* RIG-I

* RAGE

factor receptors
*|L-2R, IL-3R, IL-4R, IL-5R,
IL-9R, IL-10R, IL-13R, IL-17R, Extracellular PRR
IL-23R, IL-27R, IL-31R, g
IL-33R, TSLPR, GM-CSFR,
KIT. IFNyR, TGFBR

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4357492/
Caratteristiche cellulari degli eosinofili.
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Gli eosinofili sondotati di caratteristiche che promuovono le interazioni con 'ambiente. In una di queste interazioni, gli eosinofilndlédsmatenuto
dei loro specifici granuli in risposta a stimoli esterni. Alcuni di questi contenuti in granuli vengono rilessui&ti vescicole legate alla membrana note

proteina dei cristalli di Charcdteyden (CLC) in gralhprimari. Sebbene non altamente biosintetici, gli eosinofili maturi hanno un numero minimo di
mitocondri e un reticolo endoplasmatico limitato (ER) e Golgi, oltre a un nucleo. Gli eosinofili esprimono un'ampia iviegeettiodi che modulano

6COs wmy S KFyy2 2Y2f23KA RAJS Nmilkeyldgante RaSidofsialicof (SGE G ydlle riponudledst dey grandliz 6 dzf A y
neurotossina derivata dagli eosinofili (EDN) e dalla proteina cationica eosinofila (ECP) 12. APRILE, un ligando cherafiterezitme; CCL, €C
chemochina ligando; CCR, recettore-é€b€mochina; CXCL, C@mochina ligado; CXCR, recettore Gil@mochine; EGF, fattore di crescita
epidermico; EPX, perossidasi eosinofila; FPR1, recettore 1 del peptide formili€@SEMattore stimolante le colonie di granulegificrofagi; IFN,

interferone; IL, interleuchina; MBP, pripale proteina di base; NGF, fattore di crescita nervoso; NOD, proteina del dominio di oligomerizzazione legante

i nucleotidi; PAR, recettore attivato dalla proteinasi; PDGF, fattore di crescita derivato dalle piastrine; PIRB, resatidecale immunglobuline
FOO2LILALF G2T #t hvii'dA ONBA@S RIZINBINE t A TSN 62NB RSt LISNRaaAaz2yYl T twwz NBOS
glicoproteina Pselettiva; RAGE, recettore per i prodotti finali della glicazione avanzatd;d@&i@ | inducibile dall'acido retinoico; TGF, fattore di crescita
trasformante; TLR, recettore T4ikke; TNF, fattore di necrosi tumorale; SCF, fattore delle cellule staminali; VEGF, fattore di crescita endoteliale.vascolare

Interazioni tra eosinofili e patogeni respiratori %

Gli eosinofili migrano nel trattgastrointestinaledurante lo sviluppo embrionale, cioé prima dello sviluppo di
qualsiasi flora intestinale vitale.

In salute,sono presenti in tutto il tratto gastrointestinaleon la notevole ecezione dell'esofago.

Gli eosinofili contribuiscono alla difesa immunitaria contro i microrganismi intestinali, grazie alle molteplici
proprieta antimicrobiche.

Altri potenziali ruoli omeostatici degli eosinofili nell'intestino non sono attualmente defimiti ma possono
riguardare la loro capacita di interagire con il sistema neuronale enterico e aumdatagattivita della
muscolatura liscia (tramite il rilascio di MBP).

Gli eosinofili sono stati tradizionalmente considerati commlule effettrici allo stadio terminale che
rispondono direttamente alle infezioni, cioé rilasciando sostanze tossiche per i patogeni (in particolare gli
elminti) e provocando l'effetto secondario indesiderato del danno ai tessuti umani.

Tuttavia, le ricerche condotte negli ultimi 30 anni hanno rivelato ruoli aggiuntivi svolti dagli eosinofili, che
coinvolgonolegami sia con il sistema immunitario innato che con quello adatta@ueesti ruoli includono la
presentazione dell'antigene e rterazione con altre parti del sistema immunitario, come la via del
complemento.

| recettori del pattern di riconoscimentosulle membrane cellulari degli eosinofili consentono loro di rilevare
lapresenza di PAM&me lipopolisaccaridi (LPS) e bgtacan, componenti della parete cellulare di batteri e
funghi, rispettivamente®

Leproteasi di cisteina e serirodotte da acari e funghi attivano gli eosinofili tramitecettori attivati dalla
proteasi.

TLRY7, il TLR piu comune espresso dagli enfdine attivato dal’'RNA virale a filamento singolo

Il contenuto dei granuli specifici degli eosinofili e direttamente citotossico per i patogdfiBPL.causa la
rottura delle membrane cellulari a causa della sua natura altamente basica.

LECPha attivita antivirale e pud anche agglutinare batteri Graegativi legandosi a LPS e peptidoglicani.
LEDN e solo leggermente tossico per gli elminti, rispetto MBP ed ECP. Tuttavia, I'EDN riduce
significativamente l'infettivita del virus respiratorio sinciziale di gruppo B, indicando un ruolo nella risposta
immunitaria ai virus.

LEPCacilita la generazione di specie tossiche reattive dell'ossigen

92 McBrien CN, MenzieGow A.

The Biology of Eosinophils and Their Role in Asthma.

Front Med (Lausanne). 2017;4:93. Published 2017 Juto220.3389/fmed.2017.00093
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5491677/

%Ravin KA, Loy M.
The Eosinophil in Infection.
Clin Rev Allergy Immunol. 202@r;50(2):21427. doi: 10.1007/s1201615-85254. PMID: 26690368.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/26690368/
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Oltre a ilasciare proteinecitotossiche, € stato dimostrato che gli eosindfiljocitano i batterianche se in
modo meno efficiente dei neutrofili).

BN

Piu recentemente, e stata osservata l'estrusiodi "trappole simili a catapultd costituite da DNA
mitocondriale &l contenuto di granuli di eosinofili, in risposta a batteri Graegativi®*.

Live release of mitochondrial DNA traps ETosis-mediated extracellular chromatin traps

.
“Catapult-like” ejection In vitro conditions
« 1gG/IgA
+ Calcium ionophore
+ Sputum autoantibodies
Microbial source ﬁ
« S. aureus/exotoxin

Spread by shear stress
In vitro conditions \ \ :
« |L-5/Interferon
* LPS/Interferon
Bacterial source

_Live cell
i - B

« S. aureus L :
« E. coli ¢ Asperg:l{us fumigatus

Diseased condition + Larva migrans (?)

+ Allergy + Influenza (?)

« Sepsis Diseased condition

+ Dermatitis . Chronjc rhinosinusitis b
+ Hypereosinophilic . AI{e_rgnc brgnchopulmonary aspergnllosns%
syndrome + Otitis media

Chronic obstructive pulmonary disorder
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2018.02763/full

Schema completo di due teorie sulle formazioni di trappole extracellulari di eosinofili: Confronto tra trappole di DNA nmitb@de (mtDNA) (a
sinistra) e trappole extracellulari medie da ETosi (a destrale frecce blu indicano come si diffondono le trappole a livello extracellulare. Nella teoria
del mtDNA, l'eosinofilo vivo espelle rapidamente il mtDNA, che & caricato con una proteina granulare eosinofila spetifi2llABengono lanciati

e diffusi nello spazio extracellulare con una velocita di almer0Lticrometri &, mediante un meccanismo sconosciuto [suggerito essere I'energia
elastica immagazzinata come le piante che catapultano il polline nell'aria]. Al conteatrappole extracellulari generate dalllETosi sono mediate
attraverso il programma di morte cellulare attiva. La disintegrazione dei componenti nucleari e plasmatici durante urdecéalsi, consente il
rilascio di trappole extracellulari a retebase di cromatina (come illustrato nellimmagine ingrandita in quadra®]rappole extracellularengono
diffuse mediante un processo passivo. Lo stress da taglio (ad esempio, tosse, respirazione, flusso di fluido compresatbrbavivniano) corante

di distribuire granuli liberi (rossi) e trappole extracellulari. E stato anche dimostrato che altri fattori scatenantiraomaaoglobuline e microbi
rilasciano EET rivestiti di istoni con evidenza di morte cellulare. Sono stati elencati i diggesirnoti (o riportati in letteratura) per il rilascio di EET
tramite entrambi i meccanismi (si prega di notare che questo non € un elenco esclusivo). Per quelli con prove incowchatepitoye solo da modelli
murini) sono stati indicati con un punioterrogativo.

Gli eosinofili esprimono recettori per varie proteidel complemento comprese C3a e C5a, che sono noti per
promuovere il reclutamento, lo stravaso e l'attivazione di eosinofili.

Si ritiene che il complemento faciliti 'aderenza deglsinofili e il danneggiamento delle larve di nematodi,
sebbene lo sviluppo dell'immunita secondaria non sia influenzato nei topi carenti di complemento.

Poiché i funghi sono noti per innescare la produzione di citochine associdig adTeosinofilia, étato
ipotizzato che l'infezione fungina subclinica/colonizzazione delle vie aeree possa svolgere un ruolo nella genesi
di malattie caratterizzate da eosinofilia.

Tali malattieincludono asma eosinofila graveonché condizioni correlate (ad esosirusite cronicd.

Uno studio su pazienti sottoposti a chirurgia sinusale ha rilevato che il 74% di quelli con condizioni associate a
Th2 aveva evidenza di micosi della superficie delle vie aeree, rispetto a solo il 16% dei controlli. Tuttavia,
necessario ensiderare potenziali fattorconfondenti come l'uso di corticosteroidi per via inalatoria e/o
sistemici.

La maggiore suscettibilita alle infezioni virali respiratorie osservata nei pazienti con asma e stata collegata alla
ridotta produzione diinterferoni di tipo | e 1l Gli eosinofili possono contribuire a questa compromissione
producendoTGF , che ha dimostrato di diminuire la capacita delle cellule epiteliali bronchiali di produrre
interferoni in risposta al rinovirus umano in vitro.

%Yousefi S, Gold JA, Andina N, Lee JJ, Kelly AM, Kozlowski E, Schmid I, StraumhenbacRdicGleich GJ, Simon HU.

Catapultlike release of mitochondrial DNA by eosinophils contributes to antibacterial defense.

Nat Med. 2008 Sep;14(9):943. doi: 10.1038/nm.1855. PMID: 18690244.
https:/www.researchgate.net/publication/23158997_Catapiike_release_of_mitochondrial_DNA_bysinophils_contributes_to_antibacterial_defense
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Il polmone e noto per ospitare comunita di batteri, amome microbioma polmonare, cléesquilibragain stati
di malattia tra cui 'asma. Recentemente sono stati pubblicati dati che suggeriscqussibile collegamento
tra il livello di eosinofilia & | fazioBe dellsstruttura della comunita del microbioma nell'asnia

Asma e SARS: la connessione eosinofila %

I £ £ QA ypahder@iaddBERSLoV2, & stata fatta un‘osservazione in tutte le serie di pazienti:

[ Esinopeniao bassa conta degli eosinofili nel sangue (definita come una riduzione degli eosinofili circolanti
<0,01 x 1@/'Lt) era spesso presente nei pazieGDVIBL9 ospedalizzati e, capiu importante, era correlata
alla gravita della malatti&’

In una serie di pazienBARS0V2 positivi confermati colRFPCR (n = 52) e pazienti negativi (n 5i53)

tasso di eosinopeniaei pazientipositivi (79%) era molto piu alta duella dei pazienti negativi (3§%

t QS2aAy2LISY Al Llz5 S apardmeRo dijlatmivatoRaper I'diehtifi¢aiond pretioce O 2 Y &
dei pazienti COVHD9) 8

Inun breve report®8  adl 42 NALRNIIG2 €t QSaAl?2 de@fuppidisaid RS
pazienti affetti da COVHDI e influenza.

% Sverrild A, Kiilerich P, Brejnrod A, Pedersen R, Porsbjerg C, Bergqvist A, Erjefalt JS, Kristiansen K, Backer V.
Eosinophilic airway inflammation in asthmatic patients is associated with an altered ama@biome.

J Allergy Clin Immunol. 2017 Aug;140(2):4Q27.e11. doi: 10.1016/j.jaci.2016.10.046. Epub 2016 Dec 29. PMID: 28042058.
https://www.jacionline.org/article/S009%6749(6)324757/pdf

9 https://lwww.geios.com/read/51Y4IF

97 Azkur AK, Akdis M, Azkur D, et al.

Immune response to SAR®\2 and mechanisms of immunopathological changes in GQ¥.ID
Allergy.2020;75(7):1564.581. doi:10.1111/all.14364
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/all.14364

% A simple laboratory parameter facilitates early identification of CE@\Patients
QilinLi, XiuliDing,GeqingXia,ZhiGeng,FenghueChen LinWang,ZhengWang
medRxiv2020.02.13.2002283@}oi: https://doi.org/10.1101/2020.02.13.20022830
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.02.13.20022830v1.full.pdf

Sun DW, Zhang D, Tian RH, et al.

The underlying changes and predicting role of peripheral binfidmmatory cells in severe COVID patients: A sentinel?
Clin Chim Acta. 2020;508:1-:229. doi:10.1016/j.cca.2020.05.027
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7224669/

Li Q, Ding X, Xia G, et al.

Eosinopenia and elevatedr€active protein faditate triage of COVH29 patients in fever clinic: A retrospective casmtrol study.
EClinicalMedicine. 2020;23:100375. Published 2020 May 3. doi:10.1016/j.eclinm.2020.100375
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Il giornodelR I YY A & & A 2 ¥y $30 pagieng delLduippb CBVID (60%) e 8 pazienti nel gruppo
influenza (16%) avevano una conta degli eosinofili ¢idh rilevabile) Altri 14 pazienti negruppo

COVIBL9 avevano 0 eosinofili durante i 2 giorni successivi; il numero totale di pazienti nel gruppo
COVIBL9 che avevano 0 eosinofili al momento del ricovero o durante i 2 giorni successivi era 44 (88%).
Inoltre, 18 pazienti su 21 (86%) decedutl rgruppo COVHR9 che inizialmente presentavano
eosinopenia sono rimasti eosinopenici rispetto a 13 su 26 (50%) soprav\iiesadgue chéassenza di

dzy'l O2y il RS3IATA S2aAy2FAfA yStf QSY2100RINdaghdsiz5 | A
RAFFSNBYTAFIETS 02y IftGONB AYyFSTA2YyA NBALANF G2NRS
L'eosinopenia persistente dopo il ricovero era correlata all'elevata gravita della malattia e ai bassi tassi

di guarigione.

Cioe coerente con le conoscenze gia a dispose sullaSSARSuna malattiaiper-infiammatoria caratterizzata

da una massiccia migrazione di cellule infammatorie e dal rilascio di citochine nel polmone.

Una diminuzione della conta ematica degli eosinofili & stata costantemente osservdivgeisi contesti di
malattia, tutti con uf) 2 NJcarugeSlinfiammazione. Pertanto, una diminuzione rapida e persistente del
numero di eosinofili circolanti € un aspetto distintivo della risposta fisiologica all'infiammazione acuta.

L'eosinopenia eandhe un predittore indipendente di morte nei pazienti con polmonite ma non con malattia
respiratoria cronicalnfatti, un cutoff di <220 eosinofili/mré risultatosensibile al 100% per la previsione
della sepsi nei pazienti critici.

La fisiopatologia pdieosinopenianel COVIEL9 potrebbe essere multifattoriale, coinvolgendo la soppressione
delrilasciodi eosinofili dal midollo osseo, l'inibizione dell'eosinofilopoikgiduzione dedk citochineattivanti

gli eosinofili o l'apoptosi direttandotta dall'interferone!® Un altro meccanismo che contribuisce alla
RSLX ST A2yS RS3ItA S2arAy2FAf A | &a achtaskulit seguifo &l lAsgichirk | Y Y |
circolo di fattori chemoattrattivi'®t

Gli autori®® ritengono peroche ci sia molto di piti di una semplice correlazione con la gravita della malattia
inflammaoria da COVIR9 e cio&he la bassa conta ematica periferica (a vbifsenza) di eosinofili rifletta
gualcosa di molto rilevante per la fisiopatologia dellanfimazione in generale, e piu concretamente per
I'ARDS che si verifica durante il corgtlelcomplicazioni da COVID.
Alcune osservazioni rilevanti dalla letteratysarmettono di comprendere quanto ipotizzato:
- Campioni da biopsie polmonari o aspiratbbcoalveolari di pazienti affetti da SARS cevddnostrano
una massiccia infiltrazione di cellule inflammatorie (in particolare macrofagi FCN1) in un magma
proteico, ma c'é una notevole assenza di eosinofili nei campioni-SARS Covid 9.
- L'analisi deprofilo sia delle cellule immunitarie che delle citochine nei polmoni della SARS indica un
fortissino spostamentadella risposta immunitaria verso un fenotipo infiammatorio Th1.
- Sia l'asma che la broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) sono caratieda un processo
infammatorio. Tuttavia, nellasma, la caratteristica piu evidente € l'infiltrazione eosinofila, mentre,
nella BPCO, é l'infiltrazione linfocitica T CD8 della parete delle vie aeree.

https://jaoa.org/article.aspx?articleid=2765190

100 Zhao L, Zhang YP, Yang X, Liu X.

Eosinopenia is associated with greater severity in patients with coronavirus disease 2019
[published online kead of print, 2020 Jun 16Allergy. 2020;10.1111/all.14455. doi:10.1111/all.14455
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7323424/

101 Gleich GJ.

Mechanisms of eosinopkéssociated inflammation.

J Allergy Clin Immunol. 2000 Apr;105(4):®31 doi: 10.1067/mai.2000.105712. PMID: 10756213.
https://www.jacionline.org/aticle/S00916749(00)4676/fulltext

Hassani M, Leijte G, Bruse N, et al.

Differentiation and activation of eosinophils in the human bone marrow during experimental human endotoxemia.

J Leukoc BioR020;1k;7. https://doi.org/10.1002/JLB.1AB121493R
https://www.researchgate.net/publication/338518575_Differentiation_and_activation_of_eosinophils_in_the_human_bone_marrang_dxperi
mental_human_endotoxemia
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- In pazienti con broncopneumopatia cronica ostruttitBPCQO), una condizione infiammatoria
predominante Thl, numerosi studi hanno dimostrato che maggiore € la conta degli eosinofili nel
sangue, maggiore € la risposta positiva ai corticosteroidi inalatori sotto forma di ridotta esacerhazione
suggerendo un éétto causale dell'aumento degli eosinofili sul miglioramento clinico in quei pazienti.

- L'eosinofilia nelle vie aeree & una caratteristica dei pazienti rinitici (anche senza asma) e anche la rinite
allergica € sottorappresentata nei pazienti con ceilfd

Finorae statodimostrato che la massiccia risposta immunitaria cheaitabase ddéh SARS ¢ prevalentemente
di tipo proinfiammatorio (principalmente Thl ma possibili anche altri cémbl7), mentre i segni di una
attivazione anche minima del tipo Th@mbrano essere assenti nella SARS.

Cio include la mancanza del principale effettore celluRu@dttiza@ione Th2: I'eosinofilo.

E quindi ragionevolpensareche sia l'assenza di eosinofili nei campioni istologici polmonari di paZiemip
19, sia la bassa conta degli eosinofili nel sangue periferico, insieme alla massiccia presenza di eo
condizioni di "basso rischio di SARS" come asma e Biait, indicativi dunruolo protettivo di queste cellule
contro la malattiaCOVIEL9 e le sue complicanz¥?

Inoltre, si pudipotizzare che gli eosinofili attivagiresenti per esempionell'asma, attraverso la massicc
produzione di ribonucleasi ssRNAtrebbero ostacolare l'infettivita virale della SAR®V2, il cui genoma,
comei membri della famiglia dei coronavirus, € costituitoud® singolacatena di SSRNA.

Immunopatologia medi  ata dagli eosinofili associata al vaccino. 103

Dagli studi preclinici per i vaccini contro la SARS, é noto'iolraunizzazione coil vaccCinoSARS0VV1
inattivato provoca infiltrazione eosinofile immunopatologia polmonara seguito driesposizione virale nei

topi. Anchel'immunizzazione con l'intera proteina spike (S), ha innescato un‘infiammazione di tipo 2 inclusa
I'eosinofilia dopo la provocazione virale nei tofit

102 ju S, Zhi Y, Ying S.

COVIBL9 and Asthma: Reflection During the Pandemic.

Clin Rev Allergy Immunol. 2020 Aug;59(1888doi: 10.1007/s1201620-087973. PMID: 32468411.
https://portaldeboaspraticas.iff.fiocruz.br/iwggontent/uploads/2020/07/Liu2020_Article_ COVIDAndAsthmaReflectionDur.pd

Ciprandi G, Licari A, Filippelli G, Tosca MA, Marseglia GL.

Children and adolescents with allergy and/or asthma seem to be protected from coronavirus disease 2019.
Ann Allergy Asthma Immunol. 2020;125(3):38R. doi:10.1016/j.anai.2020.06.001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7447212/

103 Simon HU, Karaulov AV, Bachmann MF.

Strategies to Prevent SAR®V2-Mediated Eosinophilic Disease in Association with CQ9Naccination and Infection.
Int Arch Allergy Immunol. 2020;181(8):6828. doi:10.1159/000509368
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7360494/

Lindsley AW, Schwartz JT, RotheghdE.

Eosinophil responses during COMMinfections and coronavirus vaccination.
J Allergy Clin Immunol. 2020;146(%}.1doi:10.1016/j.jaci.2020.04.021
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7194727/

104Bolles M, Deming D, Long K, et al.

A doubleinactivated severe acute respiratory syndrome coronavirus vaccine provides incomtgetion in mice and induces increased eosinophilic
proinflammatory pulmonary response upon challenge.

J Virol. 2011;85(23):122a112215. doi:10.1128/JV1.06048

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3209347/

Tseng CT, Sbrana E, Iwdiashikawa N, et al.

Immunization with SARS coronavirus vaccines leads to pulmonary immunopathology on challenge with the SARS virus

[published correction appears in PLoS One. 2012;7(8). doi:10.1371/annotation/29¢5fdd014-8b7b-236e01a35492]PLoS One.
2012;7(4):e35421d0i:10.1371/journal.pone.0035421

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3335060/

Iwata-Yoshikawa N, Uda A, Suzuki T, et al.
Effects of Tollike receptor stimulation on eosinojdt infiltration in lungs of BALB/c mice immunized with-id&ttivated severe acute respiratory
syndromerelated coronavirus vaccine.
J Virol. 2014;88(15):859%614. doi:10.1128/JVI.009831
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La malattia polmonare mostrava le caratteristiche di un'immunofzagia di tipo Th2 con eosinofili nelle sezioni
polmonari, suggerendo un'ipersensibilita che ricordava le descrizioni della reazione immunopatologica di tipo
Th2 nei bambini piccoli trattati con un vaccino RSV inattivato e successivamente infettatirdeUR&Y.

La maggior parte di questi bambini ha avuto una grave malattia con infezione che ha portato ad un‘alta
frequenza di ricoveri e due decessi. La conclusione di quell'esperienza erdachiatattia polmonare da RSV

e statapotenziatadalla precedente vaccinazione.

Studi successivi su modelli animali che si ritiene imitino I'esperienza umana indicano che il vaccino inattivato
da RSV induce una maggiore risposta dei linfociti T,Gibddpalmente delle cellule Th2 e l'insorgenza di
deposizioni di immunocomplessi nei tessuti polmonari.

Questo tipo di risposta tissutale € associata a un aumento delle citochine di tipo 2 compfediSle 11-:13

e un afflusso di eosinofili nel polmone infettioe sezioni istologiche dei tessuti che mostrano questo tipo di
risposta hanno una notevole componente eosinofila negli infiltrati cellulari

Oltre all'esperienz® 2 YRS\, I@ preoccupazione per una risposta inappropriata tra le persone vaccinate con
un vaccino SARSoV é derivata da esperienze negli animaticinati in precedenza con un vaccino contro |l
coronavirusche hanno poi presentaton aggravanento della malatt alla reinfezione®®

Ne segue ché QA YYdzy 2 LI (2t 23A1 LRfY2yINB 02y AYyFALAGONITAZ2
plausibileperil vaccino aniSARSCov2.

Nella seguente figura é illustrato il possibile meccanismopd¢éénziamento della patologia polmonare
associato agli eosinofili

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7194727/

Immunita del SARSCoV.Vengono mostrate le proteinstrutturali della particella virale SAR®V e dettagliate risposte immunitarie mediate da TH1 e
TH2. La glicoproteina Spike (S) media il legame del virus alla proteina dell'enzima 2 di conversione dell'angiotensiessa fusione/entrata nelle
cellule ospiti. | sieri di pazienti in convalescenza hanno rivelato che gli anticorprateiina nucleocapsidica e asgroteina S predominano nella
risposta immunitaria umorale a SAR8V1, ma che solo gli anticorpi afgroteina S (specialmente quelli che prendono di mira la regione del dominio
di legame del recettore) sono neutralizzanti e protettive risposte antivirali benefiche sembrano essere collegate all'immunitea3ikiinetrica,
mentre l'immunopotenzienento TH2in pit sistemidi modeli animali & associata a malattia potenziata dalla vaccinazione, che porta all'eosinofilia
polmonare. Ad oggi, queste conseguenze potenzialmente avverse sono state osservate solo imisistefali animale in seguito alla stima@ne
virale con alcune formulazioni di vaccivedereTable ). Sono attualmente in fase di sviluppo vari candidati vaccini contro laS&¥RS(vedi riquadro),

che dovrebbero essere esaminati per verificarne la sicurezza prima della diffusione su vasta scala. CTL, linfociticil s#8téds RNA a filamento
singolo.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4135953/

105Tseng CT, Sbrana E, Iw3@shikawa N, et al.

Immunization with SARS coronavirus vaccines leads to pulmonary immunopathology on challenge with the SARS virus

[published correction appears in PLoS One. 2012;7(8). doi:10.1371/annotation/29¢5fdd014-8b7b-236e01a35492]PLoS One.
2012;7(4):e35421d0i:10.1371/journal.pone.0035421

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3335060/

Lee, W.S., Wheatley, A K., Kent,&.4l.
Antibody-dependent enhancement and SAR8V2 vacanes and therapies.
Nat Microbiol5, 11851191 (2020). https://doi.org/10.1038/s4156320-007835
https://www.nature.com/articles/s41564€20-007895
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Un elemento chiave dellimmunopatologia eosinofilguindila comparsa di infiltrati infiammatori costituiti
da cellule mononucleate, in particolare eosinofili, nelle sezioni istopatologiche dei polmoni o del fegato di
animali da esperimento vaccinatisaguito ellastimolazione convirusinfettivi. 1%

L'importanza degli eosinofili polmonari ha portato alcuni ricercatori a concludere che il potenziamento
immunitario avviene attraverso I'immunita di tipo Th2

In effetti, un documentointitolato "Consensus considerations on the assessment of the risk of disease
enhancement with COWD® vaccines: Outcome of a Coalition for Epidemic Preparedness from the CEPI
alliance 7, ha messo in dubbida sicurezza déliso dS falfurfinio e altri adiuvantiperché potrebbero
promuovere le risposte Th2.

Inoltre, anchda contaminazione di proteine esogene da terreni contenenti siero (es. BSA) nella preparazione
del vaccino o stock virali pud spiegasespostamentolh2 osservat in alcuni esprimenti. 108

Va sottolineato che,ebbene I'epidemia di COWI® in corso ponga una nuova enfasi sulla necessita di un
vaccino SARGoV2 efficace, la sicurezza deve essere un obiettivo centrale per qualsiasi vaccino progettato
per uso generale. Giituali rapporti clinici mostrano che la maggior parte (fino all'81%) dei pazienti con COVID
19 ha una malattia lieve, e pertanto, gli studi sui candidati devono vaccini dimostrare rigorosamente I'assenza
di potenziamentodella malattia associata agli ensfili prima di una diffusionei massa!®®

106 Hotez PJ, Bottazzi ME, Corry DB.

The potential role of Th17 immune responses in coronavirusunopathology and vacciAeduced immune enhancement.
Microbes Infect. 2020;22(8):165167. doi:10.1016/j.micinf.2020.04.005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7162764/

107 (https://taskforce.org/brightoncollaboratiorcepicovid-19-web-conference /https://brightoncollaboration.us/brightorcollaboratiorcepicovid
19-web-conference/

1%8mmunological mechanisms explaining the role of IgE, mast cells, histamine, elevating fesitiddimer, VEGF levels in COM®and dengue,
potential treatments such as mast cell stabilizers, antihistamines, Vitanhiyd@xychloroquine, ivermectin and azithromycin
Arumugham, Vinu
https://zenodo.org/record/3748304#.X39_zXgzbfdpril 11, 2020
109 https:/iwww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7194727/
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Altri meccanismi effettori immunitari

L'interazione con i recettori Fc puo portare all'uccisione delle cellule infettate dal virus attraverso una varieta
di meccanismi effettori immunitari, tra cui Etotossicita cellulemediata (ADCCg la fagocitosi cellulare
anticorpo-dipendente (ADCPR)

Direct virus
neutralization \.
-% Antibody-dependent
enhancement (ADE)
. of infection

DC maturation T cell skewing

& activation , = Phagocyte
SR

? FeyR-carrying
cell
" Antibody-dependent

Degranulation, release of cellular phagocytosis (ADCP)

chemokines & cytokines

Antibody-dependent
cell-mediated cytotoxicity
(ADCC)

Complement-dependent
cytotoxicity (CDC) & signaling
Eosinophil

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full

Funzioni effettrici dell'anticorpo mediate da F&li anticorpi suscitano una vasta gamma di funz€fettrici durante le infezioni virali. Questi

AyOf dzR2y2 YI y2y &2y2 ySOS&aFNARFYSYydGS €AYAGEGA |t fofe gamiag FcAMAZ,A A £ £ dza G N
complesso di attacco di membrana; Cellula NK, cellula kilteraia.

L'attivazione del complemento mediata da anticorpo pud portare alktossicita dipendente dal
complemento (CDC)

51
Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full

CAPITOLO 2- COMPLICAZIONI RESPIRATORIE
DANNO MULTIORGANO PARTE SECONDA- Immunopatologia

Inoltre, sia le interazioni con il recettore Fc che l'attivazione del complemento possono esercitare una vasta
gamma di funzionmmunomodulanti °

Citotossicita cellulo  -mediata dipendente dall'anticorpo
(Antibody-Dependent CelMediated Cytotoxicity (ADCC))

[U!'5// & AyR2G04F ljdzryR2 A NBOSGHGG2NR Il YYF CO 6CO! w
Fcdegli anticorpi che si legano alle proteine virali presentate sulla superficie delle cellule infettate da virus.

Questa interazione induce il rilascio di granuli citotossici (contenenti perforine e granzimi) con conseguente
uccisione di cellule infetté'’. Molteplici cellule effettrici innate, tra cui cellule natural killer (NK), neutrofili,
Y2y20A0A S YIFIONBTFIFIAZT az2y2 Ay 3IANIF R2 RAp0 ikpsRdINNSE €
contribuenti alllADCC in vivo siano le cellule NK, che epyi@ 42t 2 CO! wL L L!

NK cell
Cytotoxic
granules
FoyRIIA () O 0§ Granzymes

”} Perforins

<« °5

Apoptosis ;

Cellula infettata

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full

Citotossicita cellul SRA | G RA LISy RSy (C§ | réeéttoritg@ntmd Bclp@eilaitesempidsille cellule natural killer (NK) coinvolgono le
cellule infettate legate agli anticorpi e inducono la morte delle cellule bersaglio attraverso il rilascio di granuickafips ® CO! wLLL! = NBOS
IIIA; NK cell, cellula killer naturale

110Bjermann MH, Griffante G, Podolska MJ, et al.

Sweet but dangerousthe role of immunoglobulin G glycosylation in autoimmunity and inflammation.
Lupus. 2016;25(8):93942. doi:10.1177/0961203316640368
https://journals.sagepub.com/doi/pdf/10.1177/0961203316640368

van Erp EA, Luytjes W, Ferwerda G, van Kasteren PB.

FeMediated Antibody Effector Functions During Respiratory Syncytial Virus Infection and Disease.
Front Immund. 2019;10:548. Published 2019 Mar 22. doi:10.3389/fimmu.2019.00548
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full

Zohar T, Alter G.

Dissecting antiody-mediated protection against SARS\2.

Nat Rev Immunol. 2020;20(7):3324. doi:10.1038/s41570820-03595
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7278217/

Anand SP, Finai.

Understudied Factors Influencing-Mediated Immune Responses against Viral Infections.
Vaccines (Basel). 2019;7(3):103. Published 2019 Aug 30. doi:10.3390/vaccines7030103
https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6789852/

111Smyth MJ, Cretney E, Kelly JM, et al.
Activation of NK cell cytotoxicity.
Mol Immunol. 2005;42(4):50%10. doi:10.1016/j.molimm.2004.07.034
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15607806/
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Fagocitosi cellulare dipendente dall'anticorpo (Antibody -Dependent Cellular

Phagocytosis ADCP) %2

L'ADCP od opsonofagocitosi e la captazione da parte dei fagociti di complessintizagoi o di cellule
infettate da virus a cui si sono legati gli anticorpi sulla superficie cellulare.

Le cellule fagocitiche, inclusi monociti, macrofagi, neutra&dsinofili e cellule dendritiche (DC), esprimono
CO'wLX CO'wLL S CcOhwLXZ OKS LRaazy2 YSRAFINB tdlFaazh
La capacita fagocitica specifica dei leucociti effettori dipende dal tipo di cellula, dallo stadio di differenziazione
eRIf fA@GStt2 RA SaLINBaarzyS RA CO' wo

L'ADCP determina I'eliminazione dei complessi immunitari dall'ospite infetto attraverso il trasferimento dei
complessi ai lisosomi per la degradazione ed elaborazione dell'antigene, a cui segue la presentazione sulle
molecole del complesso maggiore di istocompatibilita (MHC) presente sulla superficie cellulare.

Alcuni virus hanno sfruttato questo meccanismo per infettare i fagociti sfuggendo alla degradazione
lisosomiale(Potenziamento dell'infezione dipendente dall'@utrpo).

Phagocyte Arflen

presentation

Phagocytosis of
virus-antibody complex
Phagocytosis of
virus-infected cell

&, Y

Cellula infettata

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full
Fagocitosi cellulare anticorpdipendente (ADCP) fagocitipossono eliminare le cellule infettate da virus e i complessi immunitari che sono coinvolti
dai recettori gamma Fc attraverso la fagocitosi. L'assorbimento di particelle o proteine virali porta alla presentaZamigde#, che induce il sistema

immunii F NA2 FREGOFGAG2d CcO' wx NBOSGG2NB 3IFYYl CcOT al/ 3 3INXrYyRS O02YL) Saaz

Attivazione del compl ement o mediata dall Aanticorpo
Oltre allADCC e all'ADCP, gli anticorpi possono anche indurre l'attivazione del complemento.

La cascata del compteento contribuisce all'eliminazione del patogeno sia direttamente, mediante
citotossicita del complemento (CDC), sia indirettamente, attraverso la clearance fagocitica (eliminazione
mediata dai fagociti) di bersagli rivestiti di proteine del complementdireluzione di una risposta
infiammatoria.l*?

112Tay MZ, Wiehe K, Pollara J.

Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis in Antiviral Inmune Responses.
Front Immunol. 2019;10:332. Published 2019 Feld2810.3389/fimmu.2019.00332
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6404786/

113Bajic G, Degn SE, Thiel S, Andersen GR.

Complement activation, regulation, and molecular basiscbmplementrelated diseases.
EMBO J. 2015;34(22):2723%57. d0i:10.15252/embj.201591881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4682646/pdf/EMBA-2735.if

Andrade F.A., Lidani K.C.F., Catarino S.J., Mésséaon 1.J. (2017)
Serine Proteases in the Lectin Pathway of the Complement System.
In: Chakraborti S., Dhalla N. (eds) Proteases in Physiology and PatBplagger, Singapore. https://doi.org/10007/978981-10-25136_18
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Esistono trevie distinte di attivazione del complemeit lavia classicalavia alternativae lavialectinicg che

partendo da momenti differenti conducono alla proteolisi del C3 con conseguente formazione di C5 convertasi.
51 ljdzSaid2 S@SyhG2 OSyiGNrtSz tQlIGGAGITAZ2YS RSttS £
alla formazione detomplesso dattacco della membrana (MAQ) quale, legandosi alle membrane cellulari

dei microorganismi, ne determina la lisi.

|
Triggered by Triggered by Triggered by
C3b binding to microbial invaders Mannose-binding lectin (MBL) binding to Antibodies binding to microbial invaders

microbial invaders

. . e

| Formation of C3 convertase l

- Splits C3 Opsonization

C3b binds to microbial cells,
Inflammatory response functioning as an opsonin.
C3a and C5a induce changes that
contribute to local vascular permeability

and attract phagocytes. T - . ———

Combines with C3
convertase to form an
enzyme that splits C5

Lysis of foreign cells
C5b combines with complement
proteins C6, C7, C8, and C9
to form membrane attack
complexes that insert

into cell membranes.

https://www.pinterest.it/pin/419679259024470245/
Lavia classica attivata dal legame di alcune classi di anticorpi con il relativo antigene e quindi rappresenta
un meccanismo dell'immunita umorale specifica.

Lavia alternativaviene attivata direttamente da alcune proteine delle membrane cellulari dei microbi eiquind
fa parte dei meccanismi dellmmunita innata.

https://link.springer.com/chapter/10.1007/97881-10-25136_18

Merle NS, Church SE, Freme&acchi V, Roumenina LT.

Complement System Part Molecular Mechanisms of Activation and Regulation.
Front Immunol. 2015;6:262. Published 2015 Jun 2. doi:10.3389/fimmu.2015.00262
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4451739/

Merle NS, Noe R, Halbwaektecarelli L, Fremeau®acchi V, Roumenina LT.
Complement System Part 1l: Role in Immunity.
Front Immunol. 2015;6:257. Published 2015 May 2&1603389/fimmu.2015.00257
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4443744/
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Lavia della lectina legante il mannosiatilizza il mannosio come sito di attacco alle membrane dei patogeni.

Complement System Activation Pathways

Nella seguente figura sono riassunte le funzioni biologiche del sistema del complefd&nto.

Inflammazione I'attivazione del sistema del complemento genera molte aamiafiisine, tra cui C3a, C4a e Cbha.

Il legame di C3a, C4a e Cba ai recettori sui mastociti e sui basofili, porta al rilascio di istamina e altri mediatori
vasoattivi.

In risposta all'attivazione da parte delle anafilatossine, i neutrofili rilasciano piestdige (PG), specie
reattive dell'ossigeno e dell'azoto (ROS e RNS, rispettivamente) e aumentano l'espressione delle molecole di
adesione e chemochinesi. Monociti e macrofagi mostrano una risposta simile e secernono interleuchine 1 e 6
(IL-1 e 11=6).

Fagocitosi iC3b, C4b e principalmente C3b rivestono microrganismi e immunocomplessi, aventi attivita
opsonizzante. | neutrofili e i macrofagi esprimono i recettori del complemento (CR1, CR2 e CR4), che legano
C3b, C4b e iC3b. Questo promuove l'adesionenitziorganismo alle cellule ospiti fagocitiche che portano alla
fagocitosi.

Attivazione e differenziazione delle cellule: B riconoscimento del C3 marcato dall'antigene gioca un ruolo
importante nell'attivazione e differenziazione delle cellule B.dsslinking tra il recettore del complemento

2 (CR2) e il recettore delle cellule B (BCR) attraverso i complesant@gzhe abbassa la soglia di attivazione
delle cellule B che porta alla migrazione, all'interazione cellula T / cellula B e al canidmselidell'anticorpo.

Lisi cellulare anticorpi specifici, MBL / ficoline e idrolisi spontanea di C3 attivano il complemento sulla
superficie dei microrganismi infettivi e portano alla formazione di complessi di attacco di membrana (MAC),
che ne provocanta lisi.

Clearance del complesso immunitatigli immunocomplessi attivano il sistema del complemento. Il C3b
generato si lega ai complessi e al CR1 presente sulla superficie degli eritrociti. Durante il traffico di eritrociti
attraverso le sinusoidi néégato e nella milza, i fagociti residenti rimuovono gli immunocomplessi legati che
portano alla loro eliminazione.

Rimozione delle cellule apoptotichda lectina legante il mannosio, le ficoline e il C1q legano i detriti delle
cellule apoptotiche, ch@engono successivamente rimossi attraverso il legame ai recettori C1gR e CR1 sulle
cellule fagocitiche.

114Beltrame MH, Catarino SJ, Goeldner |, Boldt AB, de MdRs&son 1J.
The lectin pathway of complement and rheumatic heart disease.
Front Pediatr. 2015;2:148ublished 2015 Jan 21. doi:10.3389/fped.2014.00148
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4300866/
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4300866/

L'attivazione della via del complemento classica risulta dal legame della molecola di riconoscimento C1q al
dominio Fc di anticorpi legati alle cellule infette da vifts.

In seqguito al legame di C1q, vengono attivate le proteasi della via classi@dmweilla scissione di C2 e C4.
Insieme, i prodotti di scissione risultanti formano la convertasi C3 (C4bC2a) che divide C3 in C3a e C3b.

Uno dei meccanismi con cui é regolata la cascata del complemento € la scissione del C4b attivo, che funge da
marker ger l'attivazione del complemento.

Il rilascio delle anafilatossine C3a e Cbha stimola un ambiente proinfiammatorio inducendo il reclutamento di
cellule effettrici immunitarie e I'attivazione di leucociti, cellule endoteliali, cellule epiteliali e piastfine

115Diebolder CA, Beurskens FJ, de Jong RN, et al.

Complement is activated by IgG hexamers assembled at the cell surface.
Science. 2014;343(6176):126063. doi:10.1126/science.1248943
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4250092/

Wang G, de Jong RN, van den Bremer ET, et al.
Molecular Basis of Assembly and Activation @ih@lement Component C1 in Complex with Immunoglobulin G1 and Antigen.
Mol Cell. 2016;63(1):13545. doi:10.1016/j.molcel.2016.05.016
https://www.cell.com/molecularcell/pdfExtended/S1092765(16)301 79
116 Merle NS, Church SE, Freme&acchi V, Roumenina LT.
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Il C3b altamente reattivo si lega ai patogeni e alle cellule infettate, portando alla clearance del complesso
immunitario e alla fagocitosi attraverso i recettori del complemento che si trovano sulle cellule immunitarie.

| componenti terminali del aoplemento si assemblano nel complesso di attacco della membrana (MAC),
determinando la lisi della cellula infetta.

Oltre all'attivita antivirale diretta, il sistema del complemento pud anche regolare le risposte delle ceBle B
stato riportato che illegame dei complessi immunitari rivestiti con il complemento al recettore 2 del
complemento sulle cellule B riduce la soglia di attivazione delle cellule B, promuovendo in tal modo l'immunita
adattativa di lunga durata e livelli piti elevati di anticdffi

> C3aR F—W

C4ad .
@ @ Anaphylatoxins: @
| Inflammation, chemotaxis, O CSa
C3a "4 endothelial & epitelial activation, @
C3 convertase A platelet activation A
(C4bC2a) / /
Activation classical l /
complement c3
pathway Phagocyte s U

\ >4 MAC formation
Opsonization \ &target cell lysis

& phagocytosis

MAC

Cellula infettata

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full

LdGAGIT A2y S RSt 02 YL SY&ganedi 01§ N tidhiinfettaRelda ing asgatiateda Alltidarpi porta all'attivazione della via

del complemento classico. Si forma la convertasi C3 (C4bC2a) che divide C3 in C3a e C3b. Il C4b attivo puo essesdlatiddidsenzimaticamente

inattiva C4d, che fungeadmarker per l'attivazione del complemento. Piu a valle nel percorso del complemento classico, C5 viene suddiviso in C5a e
C5b. C3a e C5a sono anafilatossine che stimolano un ambienigfiaramatorio, sebbene agiscano in diversi modi: C3a induce la lsggmze di C3aR,

mentre Cb5a inibisce I'espressione di C3aR. La C3b si lega ai patogeni e alle cellule infette, portando alla fagoeitssiiattcitori del complemento

presenti sulle cellule immunitarie. | componenti del complemento terminale snalsno nel complesso di attacco della membrana (MAC), con
conseguente lisi diretta della cellula infetta. C3aR, recettore C3a; MAC, complesso di attacco di membrana.

Immunomodulazione mediata da anticorpo
Oltre alle funzioni effettrici definite sopra mediate da Fc (ADCC, ADCP] Gid@)lessi immunitari possono
anche promuovere la maturazione e l'attivazione delle cellule immunitarie, portando a una vasta gamma di

Complement System Part Molecular Mechanisms of Activation and Regulation.
Front Immunol. 2015;6:262. Published 2015 Jun 2. doi:10.3389/fimmu.2015.00262
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4451739/

Merle NS, Noe R, Halbwaektecarelli L, FremeauRacchi V, Roumenina LT.
Complement System Part II: Role in Immunity.

Frontimmunol. 2015;6:257. Published 2015 May 26. doi:10.3389/fimmu.2015.00257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4443744/

7 Carroll MC, Isenman DE.
Regulation of humoral immutyi by complement.
Immunity. 2012;37(2):19207. doi:10.1016/j.immuni.2012.08.002
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5784422/
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attivita effettrici e alla produzione dmediatori proinflammatori e immunomodulatar (una limitata
panoramica ¢ illustrata nella figura seguente).

Contrariamente alle risposte piiafiammatorie causate dai complessi immunitari, l'iniezione con le
immunoglobuline endovenosa (IVIG) puo induwire stato antiinflammatorio.

Come gia vjstp, si ritiene che questo effetto antinfiammatorio sia in parte dovuto alla presenza di anticorpi
AAFEATTIGA yStfQL+xLDE OKS AyRdzO2y2 fUS&aLINBaaazys

inflammatoria.'*8

| complessi immunitari possono anche regolare la maturazione e l'attivazione cellulare.

[USdAftAGNR2 GN} AyAoATA2yS S FidGAGITA2yS RSt S

t
degli IgG delle cellule BSrf f Q2 NA Sy G YSyid2 RSttt YIddNITA2yS RSt

che puo a sua volta modulare l'attivazione delle cellule T (agliesimunocomplessi costituiti dal tossoide del

A

=

)
t
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produzione di citochine infiammatorie, inibite dalla somministrazione d).$¥G

E stato anche dimostratohe i complessi immunitari spostano la risposta immunitaria dei macrofagi verso un

fenotipo TI2-simile 120

8 o Neutrophil B Dendritic cell

Degranulation:
ROS, thromboxane, Maturation
cytokines and chemokines and activation

Phagocyte

| B cell

Regulation of
antibody response

Phagocytosis-induced activation

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full

Immunomodulazione mediata dagli anticorpi complessi immunitari possono alterare lamrazione delle cellule immunitarie e l'attivazione di
granulociti, cellule dendritiche, cellule T, cellule B e fagociti. Questa immunomodulazione puo portare a (A) degran(Bzspostamento delle
risposte delle cellule T, (C) regolazione delleasspanticorpali delle cellule B e (D) secrezione indotta dalla fagocitosi dei mediatori immunomodulatori.
ROS, specie reattive dell'ossigeno.

Infine, un ulteriore meccanismo che supporta la malattia mediata da anticorpi € una maggioegione e
reclutamento di cellule mieloidi nei polmoni dei paziemtieccanismo osservato nei macachi vaccinati, in cui

l'infiltrazione polmonare mediata da anticorpi da parte dei macrofagi ha portato a difficolta respir&torie

18Nimmerjahn F, Ravetch JV.

Anti-inflammatoryactions of intravenous immunoglobulin.

Annu Rev Immunol. 2008;26:5533. doi:10.1146/annurev.immunol.26.021607.090232
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18370923/

119 Junker F, Krishnarajah S, Qureshi O, Humphreys D,-RedlahF.

A simple method for measuring immune compheediated, Fc gamma receptor dependent antiggaecific activation of primary human T cells.
J Immunol Methods. 2018;454:329. doi:10.1016/}.jim.2017.12.002

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/29258749/

120 Anderson CF, Gerber JS, Mosser DM.
Modulating macrophage function with IgG immune compgexe
J Endotoxin Res. 2002;8(6):4431. doi:10.1179/096805102125001118
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12697094/
21Lju L, Wei Q, Lin Q, et al.
Anti-spike IgG causes severe acute limary by skewing macrophage responses during acute £&RSnfection.
JCI Insight. 2019;4(4):e123158. Published 2019 Feb 21. doi:10.1172/jci.insight.123158
58

Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2019.00548/full
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18370923/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29258749/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12697094/

| -
o

rinascimentoitalia.it

Bernd Sebastian Kamps Christian Hoffmann COVID Refergnves&ovidReference.com
Edizione Italiana: Alberto Desogus Stefano Lazzari Grazia Kiesner PAG. 114

https://amedeo.com/CovidReference04 _it.pdf

Potenziamento della risposta infiammatoria

Dalle attuali conoscenze sulla risposta immunitaria all'infezione da-SARSe da parte di altri virus
respiratori, compresi altri CoV €& noto che dopiofezione, i virus sono in genere rilevati dai RRgattern
NEO23ayAiAz2y NBOSLIi2NEUOL O2YS {fQAYTFElFYYlIaz2Yl b[wtoX
infiammatorie tra cui i1, 16 e TNF, le quali attivano una risposta locale ewsiita all'infezioné??

Cio comporta il reclutamento, I'attivazione e la differenziazione di cellule immunitarie innate e adattive, inclusi
neutrofili, cellule mieloidi infiammatorie, cellule T CD8 e cellule natural killer (NK).

La risoluzione dell'infezione dipende in gran pattll'attivita citotossica delle cellule T CD8 e delle cellule NK,
che consentono la clearance delle cellule infette da vidis.

Come gia dettagliato, nel caso della patogenesi del CQ¥IR mancata eliminazione delle cellule infette
R2@dzi I Ittt NBtFGAGI +aaSyil RSttS OSttdA S OAG2G2
cellule mieloidi (monociti, neutrdf) ** puo favorire uno stato iperinfiammatorio chiamato sindrome da
attivazione macrofagica (MAS) o "tempesta di citochine" e, di conseguenza, danni politénari.

https://www.ncbi.nim.nihgov/pmc/articles/PMC6478436/

122Kelley N, Jeltema D, Duan Y, He Y.

The NLRP3 Inflammasome: An Overview of Mechanisms of Activation and Regulation.
Int J Mol Sci. 2019;20(13):3328. Published 2019 Jul 6. doi:10.3390/ijms20133328
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6651423/

Lazear HM, Schoggins JW, Diamond MS.

Shared and Distinct Functions of Type | and Type Il Interferons.
Immunity. 2019;50(4):90923.d0i:10.1016/j.immuni.2019.03.025
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6839410/

122Newton AH, Cardani A, Braciale TJ.

The host immune response in respiratory virus infectlmadancing virus clearance and immunopathology.
Semin Immunopathol. 2016;38(4):4482. doi:10.1007/s0028016-05580
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4896975/

124Comprehensive Transcriptomic Analysis of CEMIBlood, Lung, and Airway
Andrea RDaamen,

bioRxiv2020.05.28.12188%oi: https://doi.org/10.1101/2020.05.28.121889
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.28.121889v1.full.pdf

125Crayne CB, Albeituni S, Nichols KE, Cron RQ.

The Immunology of Macrophage Activation Syndrome.

Front Immunol. 2019;10:119. Published 2019 Feb 1. doi:10.3389/fimmu.2019.00119
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6367262/

McGonagle D, Sharif K, O'Regan A, Bridgewood C. The

Role of Cytokines including Interleul6rin COVIEL9 induced Pneumonia and Macrog®Activation Syndromkike Disease.
Autoimmun Rev. 2020;19(6):102537. doi:10.1016/j.autrev.2020.102537
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7195002/

Bhaskar S, Sinha A, Banach M, Mittoo S, Weissert R, Kass JS, Rajagopal S, Pai AR and Kutty S (2020)
Cytokine Storm in COMID¥t Immunopathological Mechanisms, Clinical Considerations, and Therapeutic Approaches: The REPROGRAM Consortium
Position Paperrant. Immunol.11:1648. doi: 10.3389/fimmu.2020.01648
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01648/full
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Meccanismi della tempesta di citochine associate a SARS2 e danni associatiL'infezione da SAR®V 2 pud stimolare una

risposta immunitaria iperinflammatoria in cui la produzione medidéacellule epiteliali di specie reattive dell'ossigeno (ROS) puo
causare la morte cellulare. | ROS possono anche stimolare la sintesi di NLRP3 e NOBKS O2y i NAOGdzA 802y 2 | R |
citochine e di conseguenza la tempesta di citochine. Civqua essenzialmente invasione immunitaria che puo portare a condizioni
clinicamente rilevanti come ARDS, sepsi, MODS e potenzialmente persino la morte. Sono mostrati gli organi interessatieda MODS
sintomi associati. Il tratto gastrointestinale infer@(Gl) e ricco di recettori ACE2 e quindi a maggior rischio di infezione a causa del
COVIRL9. 11 20% dei pazienti con COMI®presenta diarrea come sintomi. SARS/2, sindrome respiratoria acuta grave coronavirus

2; COVIEL9, malattia di coronavirus 4@; ROS, specie reattive dell'ossigeno; NLRP3, inflammasoma della proteina del reeltore 3
(NOD):;NF . = LR GSYTALG2NB RSttt OFdSyl f£S33SNI (LI RSt Trodiidz2NB vy
tumorale; IFN, intferone; PAMP, modelli molecolari associati ai patogeni; DAMP, modelli molecolari associati al danpait&tRR,

recognition receptorsAST, aspartato aminotransferasi; MODS, sindrome da disfunzione multipla d'organo.

In un recente studio pubblicato preprint,?®¢e stato confrontato il profilo trascrittomico del sangue, polmone

e vie aeree nei pazienti con COMI®) e ne € emerso un modello della risposta all'infezione da -EAR3
caratterizzatoR I £ £ U GOA @I T A2y S aiaidsSya @d) probabimente a segiitoydel O A (i A
rilascio di mediatori prenfiammatori da parte delle cellule infette.

126 Comprehensive Transcriptomic Analysis of CEMIBlood, Lung, and Airway

Andrea RDaamenPrathyusha&BachaliKatherine AOwen,Kathryn M KingsmoreErika LHubbard Adam
C.Labonte RobertRobl,SnehaShrotri, Amrie CGrammer Peter ELipsky
bioRxiv2020.05.28.121889]oi: https://doi.org/10.11012020.05.28.121889
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2020.05.28.121889v1.full.pdf
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L'infiltrazione delle cellule immunitarie nel tessuto polmonare e degli alveoli, in particolare neutrofi
(granulociti a bassa densita) @pJ2 £ F T A 2 Yy A LINE A Y Kih ganicdlard r2abtdfasi inRainmatd
M1) promuove un ciclo di rilascio di mediatori infiammatori e un'ulteriore attivazione delle cellule mi

che aggrava l'infammazione del polmone e porta a danni ai tes$uti.

Ly2ft GNBZ RFEEQFYFfAAA (NI aONImoried CAWEL9E pokmibring riorna
sono stati identificati due distinti modelli di reazione immunopatologica:

un modello con urlta espressione di geni stimolati dall'interferon@SG)e dalle citochine, alte caric
virali e danno polmonardimitato,

e l'altro conpolmoni gravemente danneggiati, bassa espressione di ISG, basse cariche virali e abbd
infiltrati immunitari . 12

127Xiong Y, Liu Y, Cao L, et al.

Transcriptomic characteristics bfonchoalveolar lavage fluid and peripheral blood mononuclear cells in CO\MBtients.
Emerg Microbes Infect. 2020;9(1):78Z0. doi:10.1080/22221751.2020.1747363
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC7170362/

Chua RL, Lukassen S, Trump S, et al.

COVIBL9 severity correlates with airway epithelisimmune cell interactions identified by singtell analysis

[published online ahead of print, 2020 Jun 264t Biotechnol. 220;10.1038/s4158020-06024. doi:10.1038/s4158020-06024
https://www.nature.com/articles/s41587020-06024.pdf

Zhou Z, Ren L, Zhang L, et al.

Heightened Innate Immune Responseshe Respiratory Tract of COVID Patients.
Cell Host Microbe. 2020;27(6):88%0.e2. doi:10.1016/j.chom.2020.04.017
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7196896/

Ong EZChan YFZ, Leong WY, et al.

A Dynamic Immune Response Shapes CQ¥Progression.

Cell Host Microbe. 2020;27(6):8882.e2. doi:10.1016/j.chom.2020.03.021
https://www.ncbi.nim.nih.@v/pmc/articles/PMC7192089/

McKechnie JL, Blish CA.

The Innate Immune System: Fighting on the Front Lines or Fanning the Flames ofl@®VID
Cell Host Microbe. 2020;27(6):8889. doi:10.1016/j.chom.2020.05.009
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7237895/

Vabret N, Britton GJ, Gruber C, et al.

Immunology of COVHDI: Current State of the Science.
Immunity.2020;52(6):9141. doi:10.1016/j.immuni.2020.05.002
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7200337/

Wang J, Jiang M, Chen X, Montaner LJ.

Cytokine storm and leukocyte changesnild versus severe SAR8V2 infection: Review of 3939 COVID patients in China and emerging
pathogenesis and therapy concepts.

J Leukoc Biol. 2020;108(1):41. doi:10.1002/JLB.3COVROZZ2R

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7323250/

Guillon A, Hiemstra PS;Bihar M.

Pulmonary immune responses against S8RS2 infection: harmful or not?

[published online ahead of print, 2020 Jul Iensive Care Med. 202B4. doi:10.1007/s0013420-0617G68
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7366461/

Merad M, Martin JC.

Pathological inflammation in patients with COMI® a key role for mmocytes and macrophages [published correction appears in Nat Rev Immunol.
2020 Jun 2].

Nat Rev Immunol. 2020;20(6):3862. doi:10.1038/s4157020-0331-4

https://www.ncbi.nim.nih.govypmc/articles/PMC7201395/

128 Two distinct immunopathological profiles in autopsy lungs of CQ9ID

RonnyNienhold,et al

medRxiv2020.06.17.2013363%oi: https://doi.org/10.1101/2020.06.17.20133637
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.06.17.20133637v1.full.pdf

61
Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7170362/
https://www.nature.com/articles/s41587-020-0602-4.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7196896/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7192089/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7237895/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7200337/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7323250/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7366461/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7201395/
https://www.medrxiv.org/content/10.1101/2020.06.17.20133637v1.full.pdf

bl | -
o

rinascimentoitalia.it

vdzSaidA Y2RStfA adzZ23ISNRadz2y2 OKS az2ft2 A LITAS

virali e potrebbero trarre beneficio dagli antivirali, mentre i pazienti con ISG basso mostrano invec
cariche virali ma una forte attivazione del complemento nei polmoni e quindi potrebbero potenzial
beneficiare dell'inibizione del complemento.

z

t 2A0KS fQSaLINBaarzyS RI L{D ola&aal KI Y2&4N} dz2 2t dN
e attivazione delle cellule T CDi tessuti e un maggiore danno polmonare e rimodellamento, la fase con ISG
bassa potrebbe verificarsi in setguad una precedente fase da ISG alta nel corso dell'infezione.

Cio e stato supportato da una degenza significativamente piu lunga nei pazienti-C®dé@ui sono stati
ottenuti campioni di polmone a ISG bassa e questo € in linea con i dati epidgitiicloe mostrano che un
sottogruppo di pazienti critici COVVII® soccombe rapidamente alla malattia dopo il ricovero, mentre altri
muoiono dopo una terapia intensiva piu lunga.

Con il progredire della malattia, la maggiore infiltrazione di cellule imtadeipro-infammatorie, il rilascio di
YSRAFG2NR AYTFAFYYFG2NR S Af REyy2 |ffUlf @&6cllde2 AYyT
epiteliali polmonari nelle vie respiratorie.

Il rilascio locale di componenti del complemento e fattorOd2  3dzf + T A2y S | GGNI GSNE2 f
puo contribuire sia all'infiammazione che agli eventi trombotféi.

Ly2f iNBX tUS@ARSYI I)inRalnmatou di Brigiheamonbaitaria relfc@rpartimenildelle
vie aeree suggerisce che nel BAL (bronchoalveolar lagagvaggio broncoalveolare) siano presenti
popolazioni di cellule mieloidi sia dal sangue che dal tessuto polmonare.

L'accumulo di celle ipfettate da virus e il rilascio di allarmine nelle vie aeree sono non solo un marc
RSttt QAYFSIA2yS Ay O2NAE2Z YI LINRBYd2@2y2 | yOKS
favoriscono la continuazione della risposta immunitarisatan

Pertanto, il campionamento del fluido da BAL sembra essere una strategia efficace per monitc
l'infiammazione e il danno dei tessuti nei pazienti COVIB *3°

129FitzGerald ES, Jamieson AM.

Unique transcriptional changes in coagulation cascade genes inGARSNfected lung epithelial cells: A potential factor in COYED
coagulopathies.

Preprint.bioRxiv. 2020;2020.07.06.182972. Published 2020 Jul 7. doi:10.1101/2020.07.06.182972
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7359516/

130Chua, R.L., Lukassen, S., Trumet &.

COVIBL9 severity correlates with airway epitheligimmune cell interactions identifiedybsinglecell analysis.
Nat BiotechnoB8,970¢979 (2020). https://doi.org/10.1038/s4158720-06024
https://www.nature.com/articles/s415879020-06024
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https://www.nature.com/articles/s415879020-06024
siti di campionamento
tamponi rinofaringei o nasofaringei / faringei (NS) riuniti in pool, spazzole per campioni protette bronchiad [@&B8yi bronchiali (BL)

Come visto sopra, quando il SAR®/2 continua a propagarsia clearance virale e compromessa dalla
mancanza di cellule T citotossiche CD8 e celuEB NIS OA5 § Ay LI NIS O2SNByidS
activation syndromeg, sindrome da attivazione macrofagicahe si verifica anche in altri contesti, in cui
I'attivita citotossica disfunzionale delle cellule T CD8 e delle cellule NK provocano una maggiore attivazione
delle cellule immunitarie innate e un'intensificata produze di citochine prenfiammatorie, molte delle quali

sono espresse anche in pazienti CO1A03!

Tuttavia, € stato rilevato che gran parte delle citochine proinfiammatorie vengono rilasciate dopo il punto piu
basso (nadir) della funzionalita respiratoria, trantel e la sua cascata del segnale, indicando questo
mediatore comefattore prognostico vaido della gravita della malattia e come target terapeuticé .

¥1Han H, Ma Q, Li C, et al.

Profling serum cytokines in COVID patients reveals 16 and IL10 are disease severity predictors.
Emerg Microbes Infect. 2020;9(1):132330. doi:10.1080/22221751.2020.1770129
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/22221751.2020.1770129

McGonagle D, Sharif K, O'Regan A, Bridgewood C.

The Role of Cytokines including Interleu&im COVIEL9 induced Pneumonia and Macrophage Activation Syndrbile Disease.
Autoimmun Rev. 2020;19(6):102537. doi:10.1016/j.autrev.2020.102537
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7195002/

Banu N, Panikar SS, Leal LR, Leal AR.

Protective role of ACE&hd its downregulation in SAR®\2 infection leading to Macrophage Activation Syndrome: Therapeutic implications
[published online ahead of print, 2020 Jun3fe Sci. 2020;256:117905. doi:10.1016/}.1fs.2020.117905
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432052030655X?via%3Dihub

Ruscitti P, Berardicurti O, lagnocco A, Giacomelli R.

Cytokine storm syndrome in severe COYD

Autoimmun Rev2020;19(7):102562. doi:10.1016/j.autrev.2020.102562
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7252135/

Vabret N, Britton GJ, Gruber C, et al.

Immunology of COVHDO: Current State of the Science.
Immunity. 2020;52(6):91:941. doi:10.1016/j.immuni.2020.05.002
https://www.ncbi.nlm.nihgov/pmc/articles/PMC7200337/

1320ng EZ, Chan YFZ, Leong WY, et al.
A Dynamic Immune Response Shapes CQ¥IProgression.
Cell Host Microbe. 2020;27(6):8882.e2. doi:10.1016/j.chom.2020.03.021
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7192089/
63

Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.nature.com/articles/s41587-020-0602-4
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/22221751.2020.1770129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7195002/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002432052030655X?via%3Dihub
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7252135/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7200337/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7192089/

bl | -
o

rinascimentoitalia.it

Gli autori propongono che la mancanza di cellule T CD8 attivate e di cellule NK e il successivo fallimento
nell'eliminazione delle cellule infette da virus, contribuisca in modo determinalia risposta patologica
JdzZA RFGF RIA  YI ONPR FCoY2\osskeriafa Qi pdieStiCORH S R { ! w{

Un altro importante studio®® in vivo sulla SARS ha dimostrato chiea replicazione virale robusta
FOO2YLI Ay Gl RI dzyl telefodeldRtifddil (IFNNikdiide NRidpdste infrRu@rhatoieiey
I'immunopatologia polmonare con una ridotta sopravvivenza

La risposta ritardata dell'lFNoromuove I'accumulo di monocithacrofagi inflammatori patogeni (IMM), con
conseguente aumento dévelli di citochine/chemochine polmonari, perdite vascolari e compromissione delle
risposte delle cellule T specifiche del virus.

L'ablazione genetica del recettore N 6L Cb! w0 2 f US&l dZNAYSy (2 RS3f A
letale, senza fffuire sulla carica virale.

Questi risultati dimostrano chig-N| e IMM promuovono l'infezione da SARBYV letale e identificano IHNe
IMM come potenziali bersagli terapeutici in pazienti infetti da coronavirus patogeno e forse altri virus
respiratori. 13

ly IFN-I Signali Reduced virus titer
Early IFN-I Signaling e e n

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4752723/

133Channappanavar R, Fehr AR, Vijay R, et al.

Dysregulated Type | Interferon and Inflammatory Monoeytacrophage Responses Cause Lethal Pneumonia inGARSected Mice.
Cell Host Mimbe. 2016;19(2):18193. doi:10.1016/j.chom.2016.01.007

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4752723/

B4Park A, lwasaki A.
Type | and Type Il Interferontnduction, Signaling, Evasion, and Application to Combat GCVTell
Host Microbe. 2020;27(6):87878. doi:10.1016/j.chom.2020.05.008
https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7255347/
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diagnosis, and public health measuié®

La competizione tra il virus e gli anticorpi naturali puo essere esemplificata cecemari principali:

Persone giovani e sanguazienti con un'immunita naturale efficiente, che sono stati esposti a dosi
relativamente basse; la loro risposta immunitaria naturale controlla efficacemente l'infezione per un
paio di settimane; e la rispostanmunitaria adattativa completera la missione di eliminazione: il
paziente rimane asintomatico o sviluppa solo una malattia lieve;

Pazienti anzianil'esposizione virale & probabilmente piu alta (anche la fonte del contagio € una
persona anziana) ma l'imumita innata & molto piu debole; un numero elevato di particelle virali puo
raggiungere gli alveoli e replicarsi negli pneumociti di tipo 1l contemporaneamente o anche molto
prima dell'espansione della risposta immunitaria specifica che porta a una poémuni grave e
sintomatica;

Pazienti giovani ma altamente esposfiesposizione a una dose virale cumulativa eccessiva (cioe,
personale sanitario non protetto) superera la loro immunita innata efficiente. Le particelle virali
raggiungeranno gli alveolefie prime fasi e causeranno polmonite sintomatica.

Ipotesi dell'autoinspirazione virale la respirazione orale indotta dall'esercizio fisico durante la fase di
incubazione del CovitB fa si che le proprie particelle virali contenute nell'aerosol espirato vengdamalaiee

e penetrano nelle vie aeree inferiori e negli alveoli. Attravers® il 2 YS OOl yAayYz2x {! w{m
diffondersi piu facilmente alle aree piu profonde dei polmoni (bronchioli alveolari e alveoli) durante un intenso
esercizio fisico, e da li iniziare la sua azione aggred¥iva.

Se un numero relativamente basso ditieelle virali raggiunge gli alveoli dopo l'instaurazione e I'espansione
di una risposta immunitaria adattativa efficiente, il paziente probabilmente non avra mai bisogno di ossigeno
e non subira complicazioni rilevanti.

Al contrario, se il virus infettgli alveoli abbastanza presto (cioé gia 7 giorni dall'infezione3adai primi
sintomi), la probabilita di una replicazione piu attiva nel polmone &€ maggiore. Quando viene avviata la risposta
specifica, enormi quantita di virus possono interagire con emguantita di anticorpi ad alta affinita. In queste
circostanze, l'immunopatologia pud contribuire al danno tissutale e all'insufficienza d'organo in base ai
seguenti eventi:

Lavia classica del complemenpnid essere attivata da immunocomplessiforntai  { ! w{ m/ 2 £ Tt H
o IgM specifiche. L'attivazione del complemento provoca il rilascio di componenriiflammatori,
vasoattivi e chemiotattici che aumentano l'inflammazione locale;

135Matricardi PM, Dal Negro RW, Nisini R.

The first, holistic immunological model of COMHED Implications for prevention, diagnosis, and public health measures
[published online ahead of print, 2020 May Pedatr Allergy Immunol. 2020;10.1111/pai.13271. doi:10.1111/pai.13271
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/pai.13271

Mirijello A, D'Errico MM, La Marca A, PiscitellD@ Cosmo S.

Comment on Matricardi PM et al: The first, holistic immunological model of CO¥/IDnplications for prevention, diagnosis, and public health
measures

[published online ahead of print, 2020 May 1Fgdiatr Allergy Immunol. 2020;10.1111id8277. doi:10.1111/pai.13277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7276801/pdf/RAB99na.pdf

36 Komisaruk BR.
Hypothesis: Nasal vs. oiahalation accounts for the severity of COMI®
Med Hypotheses. 2020;144:110239. doi:10.1016/j.mehy.2020.110239
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7467121/
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la via della lectinadel complemento pud essere attivata da immunocdmP & & A GA NMza L 3! X
tfS3IrYS RA a.[ &aAl FftfUdbmatAOly2 @GANXtS OKS ¢

I'attivazione del MASKHMBL (mannoséinding lectin)-associated serine proteasg®)0 causare
I'attivazione della trombina e della coagulazione. Le vie sia classichectiniche dell'attivazione del
complemento sulla membrana esterna delle cellule infette che rilasciano virus possono causare la
deposizione di fattori tardivi del complemento e la formazione del complesso di attacco della
membrana che causa danni cellulanilascio di componenti cellulari;

IgG e IgA specifiche non neutralizzackie legano il virus possono concorrere a un aumento
dell'infezione e dell'infiammazione come conseguenza dell'aumento dell'infettivita dipendente da
anticorpi (ADE). Le Ig con bkasaffinita o effetto non neutralizzante possono causare infezione e
FGGAGITA2YS RSA YFIONRBFIFIA GNIYAGS A NBOSGG2NR
pud causare cambiamenti conformazionali che rendono il legame al recettor piDEefficace per

la fusione virale con la membrana cellulare.

L'elevata concentrazione locale di citochine e chemochine che contribuiscono al reclutamento di cellule
inflammatorie e alla vasodilatazione, consente alle Ig naturali e alle MBL sieriche di mantenere un circolo
vizioso di inflammazione con attivazione demplemento e deposito di immunocomplessi.

In questa ottica,non si puo escludere che gli immunocomplessi mediati da MBL o IgM contribuiscano
all'attivazione delle piastrine o del fattore tissutale che porta alla coagulazione e allatnicrioosiche smo

state descritte in pazienti COVID con RF (respiratory failure) acuta.

In questa fase della malattia, le IgM naturali e le MBL che circolano nel siero possono non avere alcun ruolo
protettivo, ma piuttosto possono contribuire al danno tissutale.

Inoltre, durante questa seconda fase della malattia, anche la risposta adattativa & in progressivo aumento.
Questo pud essere da un lato protettivo contro l'ulteriore diffusione del virus nei polmoni, ma pud anche
rafforzare le cascate immunologiche e delteagulazione provocando complicazioni.

La lectina legante il mannosio si lega all'lgA polimerica e avvia la cascata del complemartifesa contro
gli agenti patogeni invasori nellimmunita della mucosa. Le IgA polimeriche hanno anche un ruolo
nell'attivazione del segnale del complemento mediata dalla lectina.

La cascata del complemento collega il sistema immunitario innato e adattivo, proteggendo dagli agenti
patogeni invasori durante la prima fase delle malattie

In questo senso, I'attivazione dedmplemento mediata da Ab fluisce in parallelo tra MBL e C1q.

Inoltre, pud aumentare gli effetti prinfiammatori della deposizione di IgA con lo stesso meccanismo che si
suppone si verifichi nel glomerulo e che si traduca in un danno renale.

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/pai.13271

'Y Y2RStt2 /hxL5 m wmd blidgendehte"-[ GAGE 2 A ESY LB dz0B§ &SRR / h+L5 ©m mdp OF dz&A t
variabile e va dall'infezione asintomatica, alla polmonitdle eomplicanze eventualmente fatali. Proponiamo qui il primo modello, che spiega come

I'esito dei primi, cruciali 245 giorni dopo l'infezione, dipenda dall'equilibrio tra la dose cumulativa di esposizione virale e I'efficacia della risposta
immunitariaA Yy F G £ 20FfS o6FyGAO2NIIA L3I! S Lda ylLidda2NFIEtAZ a.[ 0odffosde {! w{ ™
rapidamente dalle vie aeree superiori agli alveoli, allora pud replicarsi senza resistenza nei polmoni, prima cheabéitgausa forte difesa

immunitaria adattativa. Quando vengono prodotti anticorpi IgM e IgG ad alta affinita, la conseguente grave infiammazi@ggidanpolmoni e

innesca le cascate dei mediatori (complemento, coagulazione e tempesta di citochipeytem® a complicazioni che possono essere fatali. L'esercizio
FAaAAO2 AyGSyaz2 S At Ffdzmaz2 RUFNARF St S@IF{2 ySA 3 Aidhdfetta delle paktigelledaal, T A 2 y S
acquisite dall'aerosol esalatia altri atleti infetioreA y I £ S Ay&aASYS FtftUlSNrazt Ay¥FSaddz2z RSttUldtS
inferiori e agli alveoli, senza impattare sulle mucose delle vie aeree ricoperte da anticorpi neutralizzanti. Cio congstelizggirare le efficienti

barriere immunitarie di atleti giovani e sani. In conclusione, se raggiunge per primo il virus o la risposta immunitatiz@dapolmoni € un fattore

cruciale per decidere il destino del paziente
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APPROFONDIMENTO
LAinflamm¥soma

I modelli molecolari associati ai patogeni (PAMP), sono normalmente riconosciuti da almeno tre PRR: i recettori
TolHike (TLR), le lectine di tipo i C (CTL) e le galeétine.

Un PRR appena identificato, descritto per la prima volta nel dettaglio n2| 2dinflammasoma&®.

137 Swanson, K.V., Deng, M. & Ting, J.P.

The NLRP3 inflammasome: molecular activatiot rgulation to therapeutics.
Nat Rev Immundl9, 477¢489 (2019). https://doi.org/10.1038/s4157719-01650
https://www.nature.com/articles/s415779019-01650

da Costa LS, Outlioua A, Anginot A, Akarid K, Arnoult D.

RNA viruses promote activation of the NLRP3 inflammasome through cytopathogenidrefterstd potassium efflux.
Cell Death Dis. 2019;10(5):34@bished 2019 Apr 25. doi:10.1038/s414099-15790
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6483999/

Zhao C, Zhao W.

NLRP3 Inflammasorke Key Player in Antiviral Responses.

Front Immunol. 2020;11:211. Published 2020 Feb 18. doi:10.3389/fimmu.2020.00211
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7040071/

Shao BZ, Xu X, Han BZ, Su BF and Liu C
NLRP3nflammasome and its inhibitors: a review.

Front. Pharmacol2015) 6:262. doi: 10.3389/fphar.2015.00262
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2015.0026 24fl

de Zoete MR, Palm NW, Zhu S, Flavell RA.

Inflammasomes.

Cold Spring Harb Perspect Biol. 2014;6(12):a016287. Published 2014 Oct 16. doi:10.1101/cshperspect.a016287
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4292152/

Guo H, Callaway JB, Ting JP.

Inflammasomes: mechanism of action, role in disease, and therapeutics.
Nat Med. 2015;21(7):67887.d0i:10.1038/nm.3893
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4519035/

Davis BK, Wen H, Ting JP.

The inflammasome NLRs in immunity, inflammation, and associated diseases.
AnnuRev Immunol. 2011;29:76735. doi:10.1146/annureimmunot031216101405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4067317/

Shrivastava G, Leéluarez M, Garci@ordero J, Mez&arthez DE, CedilBarron L.
Inflammasomes and its importance in viral infections.

Immunol Res. 2016;64%):110%1117. doi:10.1007/s1202616-8873z
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/s1202616-8873z.pdf

138Yo0 JK, Kim TS, Hufford MM, Braciale TJ.

Viral infection of the lung: host response and sequelae.

J Allergy Clin Immunol. 2013;132(6):1262¥ 7. doi:10.1016/j.jaci.2013.06.006
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3844062/

139 Sharma D, Kanneganti TD.

The cell biology of ffammasomes: Mechanisms of inflammasome activation and regulation.
J Cell Biol. 2016;213(6):6629. doi:10.1083/jch.201602089
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4915194/

Hayward JA, Mathur A, Ngo C, Man SM.

Cytosolic Recognition of Microbes and Pathogens: Inflammasomes in Action.

Microbiol Mol Biol Rev. 2018;82(4):e00018. Published 2018 Sep 12. doi:10.1128/MMBR.00085
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6298609/

Zheng D, Liwinski T, Elinav E.

Inflammasome activation and regulation: toward a better understanding of complex mechanisms.
CellDiscov. 2020;6:36. Published 2020 Jun 9. doi:10.1038/s402@0167-x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7280307/
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Sono stati identificati numerosi inflammasomi, inclusi i sensori NLRP1, NLRP2, NLRREuk2t(anded
DNA (dsDNA) sensors absent in melanoina BLRC4, ma il piu caratterizzatbirflammasoma NLRP@NLR
family pyrindomain containing 3 0 NACHT, LRR and PYD doeomitaining protein 3) .

L'inflammasoma NLRP3 contiene la proteina NLRP3, una proteina adattatricdikpedsociata all'apoptosi
(ASC) e la proaspasil. 14°

Le interazioni tra queste tre proteimegolano strettamente la funzione dell'inflammasoma al fine di garantire
I'attivitd immunitaria solo quando appropriato.

> ) » Pyroptosis
GSDMD GSDMD-NT

Pro-caspase-1 @
b — (][]

NLRP3 inflammasome Active
caspase-1

ProL-1p | 9 9 L1p

—-
poiL18 P @ Yy
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fnceR017.00063/full

Inflammasoma NLRP3: struttura e funzionk'inflammasoma NLRP3 e costituito principalmente dalla molecola del sensore citosolico NLRP3, dalla
proteina adattatrice ASC e dalla molecola effettrice-pagpasil. L'assemblaggio e I'attivazedell'inflammasoma NLRP3 comportano l'attivazione di
caspasel. La caspadi attivata successivamente porta alla maturazione i IL  -$8, dlte a mediare una forma di morte cellulare infiammatoria
intrinseca chiamata piroptosi. ASC, proteina simlle apeck correlata all'apoptosi contenente un dominio di reclutamento della caspasi; CARD,
attivazione caspase e dominio di reclutamento; GSDMD, gasdermin D; GSDNMDminio gasdermihl di GSDMD; IL, interleuchina; LRR, ripetizione
ricca di leucina; NACT (NOD), legame nucleotidico e dominio dell'oligomerizzazione; NLRP3, dominio di oligomerizzazione legante i nucleotidi,
ripetizione ricca di leucina e dominio della pirina 3; PYD, dominio solo pirina.

C2NXITA2yS RSttQAYFELYYIaA2YLl

https://youtu.be/2812ion3aUk

L'inflammasoma NLRP3 & presente principalmente nelle cellule immuretanf@ammatorie e si assembla in
seguito all'attivazione da parte di stimoli inflammatori; queste cellule includono macrofagi, monaociti, DC e
neutrofili splenici

L'attivazione dell'inflammasoma NLRP3 procede in due'fasi.

14°Song L, Pei L, Yao S, Wu Y, Shang Y.

NLRP3 Inflammasome in Neurological Diseases, from Functions to Therapies.

Front Cell Neurosci. 2017;11:63. Published 2017 Mar 9. doi:10.3389/fncel.2017.00063
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5343070/

141Kelley N, Jeltema D, Duan Y, He Y.
The NLRP3 Inflammasome: An Overview of Mechanisms of Activation and Regulation.
Int J Mol Sci. 2019;20(13):3328. Published 2019 Jul 6. doi:10 83801133328
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5343070/
Sutterwala FS, Haasken S, Cassel SL.
Mechanism of NLRP3 inflammasome activation.
Ann N Y Acad Sci. 2014;1319(1)982d0i:10.1111/nyas.12458
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- Il primo passaggio prevedasegnale di innesco o awii cui molti PAMP o DAMP sono riconosciuti
dai TLR?? portando all'attivazione della segnalazione mediata dal fattore nucleare kappa-B (N§ =
che a sua volta regola la trascrizione dei componenti correlati all'inflammasoa@iitNLRP3 inattivo,

prolbmi S -18INEP L [

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

reviewed in (24, 25).

Activator class Activator Disease associations
Whole pathogen Candida albicans Infection
Saccharomyces cerevisiae’ Infection
Staphylococcus aureus Infection
Listeria monocytogenes Infection
Influenza virus Infection
Sendai virus Infection
Adenovirus Infection
Pathogen-associated Bacterial pore—forming Infection
molecules toxins
Hemozoin Cerebral malaria
Environmental insults Silica Silicosis
Ashestos Asbestosis
Skin irritants Contact hypersensitivity
reactions
Ultraviolet light Sunburn

Endogenous danger signals ATP
Glucose
Msu
Calcium pyrophosphate
dihydrate (CPPD)

Amyloid p

Hyaluronan
Adjuvant Alum

Injury or necrotic cell death
Metabolic syndrome
Gout
Pseudogout

Alzheimer's disease
Injury

"Viable (52) but not heat-killed (53) S. cerevisige activates the NLRP3 inflammasome.

https://www.researchgate.net/publication/41028271_The NLRP3_inflammasome_A_sensor_for_metahotjerfink/09e4150b543e478ach00000

0/download

- Il secondo passaggio dell'attivazione dell'inflammasomd & 2t A 32 YSNAT T T A2y S

successivo assemblaggio di NLRP3, ASC e procdsipase complessdCio innesca la trasformazione
della procaspasl in caspasd la quale poi porta alla produzione e alla secrezione-siiilL -$8 L [

maturi.

Sono stati proposti tre modelli per descrivere il secondo passaggio dell'attivazione dell'inflammasoma, pero

Gdzi A A Y2RSttA LINGD A dzLgiskn viayiehte CoK @i atfivardri fesugeni, inyirda/cor v (i

la sua capacita di rilevare vari agenti patogeni.

- Nel primo modellol'adenosina trifosfato extracellulare (ATR)K S  IA & 0S 02YS dzy
Ay RdzOS f QST ¥ YaitaversoRiSdoro kuRaimeribiahazcelldlare

- Nel secondo modellotutti i PAMP e DAMP noti innescano la generazione di specie reattive
dell'ossigeno (ROS), che a loro volta inducono I'assemblaggio dell'inflammasoma NLRP3
Ad esempio, i danni alla NADPH ossida ad altri sistemi ossidativi causati dai ROS mitocondriali

possono attivare l'inflammasoma.

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4074217/

He Y, Hara H, Nufez G.

Mechanism and Regulation of NLRP3 Inflammasome Activation.

Trends Biochem $2016;41(12):103:2021. doi:10.1016/j.tibs.2016.09.002
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5123939/

1423chroder, Kate & Zhou, Rongbin & Tschopp, Jurg.
The NLRP3 inflammasome: A sensor for metabolic danger?
Science (New York, N.§2p10) 327296-300. 10.1126/science.1184003.

https://www.researchgate.net/publication/41028271_The_NLRP3_inflammasome_A_sensor_for_metabolic_danger
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- Nel terzo modello, si pensa cha@ssemblaggio e l'attivazione dell'inflammasoma NLRP3 siano innescati
da sostanze irritanti ambientalcome silice, amiantd,-amiloide e alluminio adiuvante) che formano
strutture cristalline o di particolato quando vengono assorbite dai fagociti.

Questi aggregati causano la rottura lisosomiale e il rilascio del contenuto attraverso un meccanismo
mediato dalla catepsina B.

- Altri fattori che possono attivare l'inflammasoma NLRP3, satemni o le disfunzioni mitocondriali
causati da sovraccaricoitmcondriale di C%, la disfunzione lisosomialda disfunzione autofagice
I'attivita delle proteineche interagiscono con la tioredossina.

PAMPs/DAMPs

Potassium efflux o o Crystalline/

PAMPs/DAMPs . .particulate substances

Cathepsi
| R

Phagolysosomal vesicle

“Signal 2"

Priming

(S ——
“Slgnal 1 » Inactive NLRP3 ¢ Calcium flux
mtROS
= Inflammasome Mitochondrial damage
NF-xB ) i

00000000000000000000000 l Autophagic dysfunction

4 TXNIP

Active
\ caspase-1 =
- l IL-1
ProlL-18 @D sED

ProiL-18 (XD IL-18 @D
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2015.00262/full
lllustrazione schematica dell'attivazione dell'inflammasoma NLRRBesposizione a profili molecolari associati a patogeni (PAMP) o profili molecolari
associati al pericolo (DAMP), i recettori Ttk (TLRYengono fosforilati e successivamente attivane™F ® b St Sy .dzOfINRRYEdzzb@S | NI ¢
di NLRP3, proiis | S -18,6iR, ldgpo la traduzione, rimangono nel citoplasma in forme inattive. Pertanto, questo segnale (rappresentato in rosso
come "Segale 1") e un evento di innesco. Uno stimolo successivo (mostrato come "Segnale 2" in nero) attiva l'inflammasoma NizRE8 facil
I'oligomerizzazione della NLRP3 inattiva, la proteina spaulte (ASC) associata all'apoptosi e la procaspaeiesto coplesso, a sua volta, catalizza
la conversione della procaspdsiin caspasl, che contribuisce alla produzione e alla secrezione deleiIL -$8 niature. Sono stati proposti tre
modelli per descrivere il secondo passaggio dell'attivazione dellinfesoma(1)[ ! ¢t SEG NI OSft f dzf | NBpothddubattravgrsodzNNS ¢
un poro purogenico dipendente dal P2X7, che porta all'assemblaggio e all'attivazione dell'inflammasoma NLRP3. Anctedaftissocoinvolto in
questo processo(2) PAMP e DAMP attivano la generazione di ROS che promuovorenitdaggio e I'attivazione dell'inflammasoma NLRBBGIi
irritanti ambientali fagocitati formano strutture cristalline o particellari intracellulari che portano alla rottura lisat®\scatola magenta) e al rilascio
di contenuti lisosomiali come la egisina B. Questi inducono I'assemblaggio e l'attivazione dell'inflammasoma NLRP3. Inoltre, sono stati implicati altri
fattori e meccanismi nell'assemblaggio e nell'attivazione dell'inflammasoma NLRP3, tra cui il danno mitocondriale, iengisfutafagia e la proteina
interagente con tioredossina (TXNIP).

Mitocondri, NLRP3 inflammasoma e immunita innata
| mitocondri, gli organelli dinamici e la centrale elettrica delle cellule eucariotiche, funzionano come centro
metabolico delle cellule e subisconelecontinui di fusione e fissione.

Recenti scoperte hanno reso sempre piu evidente che i mitocondri, essenzialmente coinvolti nella produzione
di energia, si sono evoluti come principali piattaforme di segnalazione intracellulare che regolano non solo
I'immunita innata ma anche le risposi&iammatorie.
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modulazione I'attivita metablica e la funzione immunitaria delle cellule immunitarie innate e adattati/e

Diverse proteinemitocondriali, identificate nella membrana mitocondriale esterna, comeriateina di
segnalazione antivirale mitocondriale (MAV.9nsieme con iDNA mtocondriale che agisce come pattern
molecolare associato al pericolo (DAMP) ®&®S mitocondria)i fanno parte di piattaforme chiave di
segnalazione antivirale nei vertebrati e quindi orchestrando rispettivamente le attivazioni adattative delle
cellule imnunitarie.

Il ruolo dei mitocondri nella segnalazione dell'inflammasoma NLRP3 ha acquisito importanza quando i
mitocondri hanno dimostrato di essere reclutati nell'inflammasoma in modo dipendente dai microtubuli
presenti all'interno del citoplasma dei rmfagi'*“.

Il ruolo primario dei mitocondri nell'orchestrare la morte cellulare inflammatoriapwoptosi’, mediata
dall'inflammasoma NLRP3, rinforza i mitocondri quali effettori chiave dell'immunita intfata.

[ S LINAYS LINR@GS OKS SOARSYTAlYy2 tUAYRdzZ A2yS FFOAf A
dal lavoro di Collins che ha chiarito daesomministrazione di mtDNA isolato pud indurre l'arttite

Le disfunzioni mitocondriali che portano al rilascio di specie tossiche mitocondriali reattive dell'ossigeno
(mROS) e del DNA mitocondriale (mtDNA) hanno permesso di studiare i segnali ddiiaftvazione
RSEEfTQAYTFELFIYYT A2YF b[ wtod
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Morte mitocondriale e segnale di pericolo. (d)segnali di stress intracellulare possono indurre la permeabilizzazione della membrana mitocondriale
(MMP), che porta al rilascio citosolico di proteilmssiche che sono normalmente confinate nei mitocondri, seguita dall'attivazione di diverseltlassi

proteasi ed esecuzione del programma di morte cellulare. Durante l'infezione virale, RNA a filamento singolo (ssRNAppfriNiAaanento (dsRNA)
stimolano RIG e consentono il suo reclutamento sulla membrana mitocondriale esterna da parte detédnardi segnale antivirale mitocondriale
(MAVS); il legame di RlGlla proteina di segnale antivirale mitocondriale porta all'attivazione dei fattori di regolazione dell'interferone IRf¥).e =
che guidano la produzione rispettivamente dell'intedae di tipo | (IFN) e delle citochine proinfiammatorie.

(b) I segnali di pericolo, inclusi diversi DAMP, possono stimolare la sovrapproduzione di ROS attraverso un meccanismaalégoktl cROS

LINEYd2 @2y 2 f Qat ¢ 60N yaAlake2wi $enoRéno dhismadi§ Linapoptdsilintrins¥ch)(i favoreéngddRriNdisaccoppiamento
YAG202yRNAFES S tUdz GSNA2NB 3ISYSNIT A2y S RA wh{ A fitosaito dritDNAdezhelstmola dzi 2 | { A
I'attivazione dé'inflammasoma NLRP3 e la produzione ewlL -$8. Lla [mitofagia inibisce questo processo rimuovendo i mitocondri che generano
ROS(c){ 2y 2 adGlFaGA aaz20AkidA &aGNBaa FYoASYydltSs YItLI {iAnhiziond del @@ofadgiaNah | £ A 0
f QF O0dzydzt 2 RA YAG2O02yRNAR RIYyyS3IaAldAd Ly ljdzSadz2 O2 ylapsoduziens dicitecBireOSa a A @
proinfiammatorie, sostenendo in tal modo l'insorgenza dell'infiammazione

‘_’5'_"'“99_'!393/ —d

VDAC"8 (Voltagedependent anion channels): i canali anionici voltagtiendenti, o porine mitocondriali,
sono una classe di canali ionici porinici situati sulla membrana mitocondriale esterna.
I VDAC svolge un ruolo chiave nella regolazione del flusso nlietaled energetico attraverso la membrana

mitocondriale esterna. E coinvolto nel trasporto di ATP, ADP, piruvato, malato e altri metaboliti e jquindi
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VDACRegulation: A Mitochondrial Target to Stop Cell Proliferation.
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Front Oncol. 2017;7:60. Published 2017 Apr 10. doi:10.3389/fonc.2017.00060
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VDAC: the channel at the interface between mitochondria and the cytosol.

Mol Cell Biochem. 2003anrFeb;256257(1-2):10%15. doi: 10.1023/b:mchbi.0000009862.17396.8d. PMID: 14977174.
https://www.researchgate.net/publication/8687168_VDAC_The_channel_at the_interface_between_mitochondria_and_the_cyto8dEkuk?22
0b8ad5440e000000/download
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VDAC, a mulfunctional mitochondrial protein regulating cell life and death.
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https://www.researchgate.net/publication/42609099_VDAC_a_mfultictional_mitochondrial_protein_regulating_cell_life_and_death
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comunica ampiamente con gli enzimi dalle vie metaboliche. E stato scoperto che gli enzimi citosolieirdipend
dall'’ATP esochinasi, glucochinasi e glicerolo chinasi, nonché I'enzima mitocondriale creatina chinasi, si legano
al VDAC. Questo legame li mette in stretta vicinanza all'ATP rilasciato dai mitocondri. In particolare, si presume
OKS Af f S hinasiSgiocRi Sif fuddSchiave nell'accoppiamento della glicolisi alla fosforilazione
ossidativa. Inoltre, il VDAC & un importante regolatore del trasporto?didgatro e fuori i mitocondri. Poiché
il C&*e un cofattore per enzimi metabolici come piate deidrogenasi e isocitrato deidrogenasi, la produzione
energetica e 'omeostasi sono entrambe influenzate dalla permeabilita del VDAE al Ca
E stato anche dimostrato che il VDAC ha un ruolo nell'apoptosi, durante la quale modifica il poro di treansizio
della permeabilita mitocondriale al rilascio di fattori apoptogenici come il citocromo c.

<

e

5

(o) (=)

e W s ~

C
o

» . c
gecross-tale  ONGNESE o LI mw
(bb 6, NZ4A W i o e ®
& 2
A os® ©
Glutamate G6P o S
Citrate A4 a
Succinate v a
Pyruvate v N\ 4
Glucose ¥ SO

Mg ¥ Ny o0° £

Pyruvate
Glycolysis

NADH
Ca2 s Ca*y Cholesterol
€ FA-CoA Transport
%.
)
g

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5385329/
Rappresentazione schematica del canale anionico voltatjgendente 1 (VDAC1) come proteina multifunzieneoinvolta nel trasporto del Cae

metaboliti, produzione di energia e associazione strutturale e funzionale dei mitocondri con il reticolo endoplasmatieer(EER)piegazione dell
figura vedi articolo

1

9Q RQAYGSNB&aAS &l Lds heBtro i fFona di grecipifatdzvisolybiedn traceeNsBndgeado di
inibire il VDACG* e di conseguenza di danneggiare la funzionalita mitocondriale.

a2f 2 NBOSYyGSYSyidSsz § adldl NALERNIFGF fQSaliz arzy:

stress ossidativo sostenuto e lieve in cellule epiteliali polmonari vitali (non necrotiche/non apoptotiche) in vitro
150

H9www. life.umd.edu/vdac

Dill ET, Holden MJ, Colombini M.

Voltage gating in VDAC is markedly inhibited by micromolar quantities of aluminum.
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https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/2447281/

150Szczesny B, Marcatti M, Ahmad A, et al.
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Inoltre, sié vistaanchie U S & LJdzt aA 2y S SEGNI OSft f dzAf | NE RSttt QYi5b! RI
I'inflammazione nelle cellule vicine non stressate e naive.

Le cascate del segnale e i meccanismi che controllano l'integrita degli organelli come i mitocoria]al re
endoplasmatico (ER) e l'involucro nucleare sono componenti centrali delle risposte immunitarie allo stress e
allinfammazione cellulare.

La proteina di segnalazione antivirale mitocondriale (MAU®3, proteina della membrana mitocondriale
esterna (OMM), € considerata il principale coordinatore della risposta di segnalazione immunitaria innata alle
infezioni ai virus a RNA attraverso l'attivazione delle citochinerfiammatorie, NFkB e IRB !, ed € un
sensore principale dell'infammazione mediata da mR®SInoltre, I'associazione di MAVS con NLRP3
aumenta la sua oligomerizzazione portando all'attivazione della casp#si

9Q y202 I|la/ @déena MRS contribuisce in modmportante all'attivita fisiopatologica
dell'inflammasoma NLRP3 in vivo e alla successiva produzioma di L. I G G NI GSNE2 Af NBOf ¢
mitocondri®,

9Q AYLRNIIYGS NAO2NRIFNB OKS Af a! +£{ § ndltd piegisof 2 Ol €
nell'espressione precoce ma transitoria di geni antivirali chiageati stimolati dall'interferone (ISG)

Il MAVS mitocondriale innesca sia IfFN OK &< X UMLSODI NBE At a! +{ LIENREAXBRENG]
dipendente dal fattoe regolatorio 1 (IRF1) dell'interferone. Ne segue che il coordinamento della MAVS sia
mitocondriale che perossisomiale & fondamentale per ottenere una risposta antivirale ottitifale.
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Difetti nell'autofagia o nella mitofagia mitocondriale 156

Il termine autofagia significa "autemangiarsi e si riferisce ai processi attraverso cui il corpo ricicla diversi
detriti, tra cui le tossine, e ricicla i componenti cellulari danneggiati attraverso la mediazione del lis&8oma.
Svolge ruoli importanti @l mantenimento delllomeostasi e nella prevenzione degli stress nutrizionali,
metabolici e mediati dalle infezioni.

La disfunzione autofagica py(‘) avere varie conseguenze patologiche, tra cui la progressione tumorale,
f QALISNIDA NUzE Sy 1 | gdnkrazigng'8y I S 1 ySdzZNPRS

A seconda della natura del materiale da degradare e riciclare e del percorso dello stesso fino ai lisosomi,
vengono distinte tre principali modalita del processo autofagico nelle cellule di mammiferi: la macroautofagia,
fl YAONRI dzi 2 I Pérdnémedataf( @A)z 2 T IA L OKI

Nella macroautofagia parti di citoplasma vengono sequestrate in vescicole a doppia membrana
(autofagosomi) formate de novo, che poi si fonderanno con i lisosomi per la degradazione finale.

Nella microautofagia porzioni di citoplasma vengono internalizzate direttamente nei lisosomi,
FGGONY SNER2 Af NRAI2YTFAILYSyG23 fQlFfftdzy3dlYSyidz2z S fQAy
vescicola intrdisosomiale sara poi scissa e il suo contenuto deggradel lume dei lisosomi.

[ QF dz(i 2 ¥ | 3 Arhedia@Kad logjgiNdesériita solo in cellule di mammiferi, &€ un processo
autofagico selettivo: singole proteine citosoliche in possesso della segsegpale KFERQ, una volta legate
a chaperons citosolicpfoteine che assistono il corretto ripiegamento delle proteifkeat Shock proteins e
FfGNBS LINRPGSAYS O2NNBt IS0z @Sy3azy2 @SAO2t 1 GS Fffl
degradate dalle catepsiné®
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L'accumulo di mitocondri danneggiati porta ad un aumento della produzione di ROS ed e accompagnato da un
aumento dei livelli dicalcio citoplasmatico seguito dal rilascio citosolico di miDNA e lattivazione
dell'inflammasoma

La rimozione autofagica selettiva 0 non selettiva dei mitocondri (nota anche ootofagia) provocata dalla

perdita del potenziale della membrana mitocoadr £ S 6 n- YO S YANI GF F O2y iNRT f
qualita e il turnover mitocondriales A Y RA&ALISYy al 6 A€t S LISNI Af  YI ¢dushgor YSY i
guesta clearance autofagica dei mitocondri danneggiati viene ostacolata o € inadeguateyca
un‘attivazione aberrante dell'infiammasoma che porta a una varieta di malattie infiammatorie e
neurodegenerative, invecchiamento, miopatie, malattie cardiache e autoimrini.

9Q AYLRNII y il&clondnioR agRde Mibendd KQ$ dzii @ airhedtando la produzione di ROS,
mentre gli antiossidanti riducono lo stress ossidatiib.
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Mitophagy plays an essential role in reducing mitochondrial production of reactive oxygen species and mutation of mitaicBdl#&lby maintaining
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L'autofagia/mitofagia selettiva risulta essere molto critica anche nel mantenimento di una funzione
mitocondriale continua e sostenuta nei tessutiegli organi ad alta richiesta di energia come il cuore.

Le aberrazioni dell'attivita della catena respiratoria e della produzione di ATP possono causare patologie
cardiache con danno cellulare esteso e apoptosi dei cardiomiociti.

La perdita di un adegto controllo dell'autofagia ha dimostrato di essere coinvolta nedltogenesi di varie
malattie cardiovascolari (CVD}ra cui cardiopatia ischemica, ipertrofia cardiaca, insufficienza cardiaca e
cardiomiopatia dilatativat®?

E noto inoltre chde infezioni compromettono I'omeostasi mitocondrialeducendo il rilascio di mtDNA,
l'eccessiva produzione di mtROS e, sudeaesgente, la stimolazione dell'inflammasoma, osservata
principalmente nei macrofagi.

Nel loro insieme, I'omeostasi mitocondriale e la mitofagia si sono dimostrate decisive per il comportamento
funzionale dei macrofagi e per la loro polarizzazione M1#42.

Come si dettagliera in seguito, gli M1 o macrofagi attivati classicamente rispondono a lipopolisaccaridi batterici
(LPS) e citochine di tipo Thl, come-lFl &2y 2 O2Ay@2f GA yStftS NRaLRads
caratterizzati dalla secremie di citochine pranfiammatorie, come TNF Z-6 & Ifmi @

Al contrario, gli M2 o macrofagi attivati alternativamente partecipano alla riparazione dei tessuti e
all'omeostasi, modulando le risposte immunitarie dei tessuti.

La polarizzazione dei macagfi M2 é indotta da citochine di tipo Th2, comd|IL-5 e 13, e questi macrofagi
producono citochine preferenzialmente antinfliammatorie, coméQL

La cascata del segnale che segue l'attivazione dei macrofagi porta a un cambio del profilo oretet®avra
un impatto diretto sulla funzione dei macrofagi.

Mauthe M, Orhon I, Rocchi C, et al.

Chloroquine inhibits auohagic flux by decreasing autophagoselygosome fusion.
Autophagy. 2018;14(8):143m455. doi:10.1080/15548627.2018.1474314
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6103682/

Hel, He T, Farrar S, Ji L, Liu T, Ma X:

Antioxidants Maintain Cellular Redox Homeostasis by Elimination of Reactive Oxygen Species.
Cell Physiol Biochem 2017;44:5323. doi: 10.1159/000485089
https://www.karger.com/Article/Fulltext/485089

162Campos JC, Bozi LH, Bechara LR, Lima VM, Ferreira JC.

Mitochondrial Quality Control in Cardiac Diseases.

Front Physiol2016;7:479Publishel 2016 Oct 21. doi:10.3389/fphys.2016.00479
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5073139/

163 Angajala A, Lim S, Phillips JB, et al.

Diverse Roles of Mitochondria in ImmunesBenses: Novel Insights Into Immuhktetabolism.
Front Immunol. 2018;9:1605. Published 2018 Jul 12. doi:10.3389/fimmu.2018.01605
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6052888/

Yuk JM, Silwal P, Jo EK.

Inflammasome and Mitophagy Connection in Health and Disease.

Int J Mol Sci. 2020;21(13):4714. Published 2020 Jul 1. doi:10.3390/ijms21134714
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7370205/

Mohanty A, TiwarPandey R, Pandey NR.

Mitochondria: the indispensable players in innate immunity and guardians of the inflammatory response.
J Cell Commun Signal. 2019;13(3):308.d0i:10.1007/s1207919-005079
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6732146/

Jin HS, Suh HW, Kim SJ, Jo EK.
Mitochondrial Control of Innate Immunity and Inflammation.
Immunre Netw. 2017;17(2):738. doi:10.4110/in.2017.17.2.77
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5407986/
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A seconda dei segnali del microambiente, in presenza di una marcata preferenza per il metabolismo glicolitico
rispetto al metabolismo ossidativo, anche in presenza di ossigeno, si ha il feoa®egao "effetto Warburg’,
che si trova comunemente nei macrofagi M1 attivati proinfiammatori e classici.

Il passaggio dal metabolismo ossidativo alla glicolisi aerobica & un fattore importante per la polarizzazione dei
macrofagi e una regolazione acata della funzione mitocondriale durante questo processo € un passaggio
F2YyRIFEYSYyGdFtS LISN £ &aSONBI A2yS RA OAG20KAYS AYyR2I0
patogeni.

In termini generalile cellule pro-infiammatorie mostrano un profilo piu glicolitico mentre le cellule ant
inflammatorie si basano principalmente sul metabolismo ossidativo

L'interruzione del metabolismo mitocondriale e il potenziamento della glicolisi nei macrofagi proinfiamr,
promuove la sintesi dei metaboliti necessari per la risposta immunitaria e genera nicotinamide a
dinucleotide fosfato (NADPH), che supporta la produzione di ROS e la sintesi di acidi grassi.

Inoltre, nei macrofagi attivaticlassicamente ci sono adifiche strutturali nellECT, che consentono
generazione mitocondriale di ROS (mMROS).

La polarizzazione alternativa dei macrofagi, nota cofemotipo antinflammatorio o riparatorg e
caratterizzata da un distinto profilo metabolico dipendente dai @dtadri, in cui le macromolecole sor
ossidate per la generazione di energia. Ad esempio, nel citoplasma, il glucosio viene convertito in piruv
viene ossidato all'interno dei mitocondri attraverso diverse reazioni del TCA (ciclo di Krebs o de
tricarbossilici) 164

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC6008576/

Il ruolo dell'omeostasi energetica e della mitofagia nel profilo metabolico deflalarizzazione M1 e M2 macrofagi M1 sono caratterizzati dalla
secrezione di citochine prnfiammatorie, come l'interleuchina (Ikyi S At FF Gi2NB8 RA ySONRAaA (Gdzy2N} €S h 64
elevate proprieta tumoricide e microbi@d| macrofagi M1 fanno molto affidamento sulla glicolisi accompagnata da un aumento dell'assorbimento del
glucosio e della via pentoso fosfato (PPP). | sottoprodotti metabolici, come le specie reattive dell'ossigeno (RO8)nétllosgiO), sono pubtti in
abbondanza. Durante la polarizzazione dei macrofagi M1, il succinato viene rilasciato nel citosol e promuove la stbilistdaitore 1 (HIF1)
inducibile dall'ipossia, che a sua volta guida la trascrizione di diversi geni coinvolti nellaiglia traslocazione di HIF1 e del fattore nucléare -6 b C
.0 ySt ydOtS2 YSRAI t U Saflaingabr DalyaSpart® Aa fufizie¥eS adinBamma®ri yiai madeBgi M2 si basa
maggiormente sulla fosforilazione ossidativa mitocaaldr (OXPHOS), sui flussi del ciclo tricarbossilico (TCA) e sull'ossidazione degli acidi grassi (FAO).
La proteina chinasi attivata da AMP (AMPK) viene attivata e attiva la FAO, che alimenta OXPHOS. La mitofagia agisceecohiavéattlella
differenziazione M1M2. Durante la polarizzazione M1, la clearance dei mitocondri attraverso la stimolazione mitofagica favorisce la ripragreenmaz
metabolica alla glicolisi. L'attivita di glicolisi, OXPHOS, TCA e FAO é contrassegnata da cornici arancier{staiminosno attivo) e cornici arancioni

scure (stato piu attivo).

164 Corréada-Silva F, Pereira JAS, de Aguiar CF, de Mbliaga PMM.
Mitoimmunity-when mitochondria dictates macrophage function.
Cell Biol Int. 2018;42(6):68355. doi:10.1002/cbin.10921
https://www.researchgate.net/publication/322024663_Mitoimmunity When_Mitochondria_Dictates_Macrophage_Function
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Inflammasoma e SARS -Cov-2 16°

Esistono numerosi studi che implicano l'inflammasoma NLRRB&éIL Y St YSRAFNB f UA Y FA L)
lesioni polmonarié Q! W8

Il liquido broncoalveolare e il plasma nei pazienti con AfRIDS0 livelli elevati di tw | NAaLSidaGgz A O
919 e questo & associato ad esiti clinici peggiori.

Nelle infezioni da coronavirus, tra cui MER®/ e SARSoV, i pazienti con ARDS presentavano livelli elevati
dill=mi 36 ellg 5227 mentre nell'influenza sono stati rilevati nel liquido broncoalveolare e nel plasma da
pazienti con lesioni polmonari livelli elevati diM1i®1:24 98101

Piu recentemente, Blanellelo et al. hanno dimostrato chkinfezione SARS0V2 delle cellule epiteliali
ONRBYOKALFfA dzYlIyS LINAYFNRS LINR@G20F f QlFdzyYSy4Z6RFf f U ¢
[L-m jiLL,

9Q y2i2 OKS fI tSairzyS RStftS OSttdAS SLAGSEtAITA
dellinflammasoma NLRP3121% inoltre studi su topi carenti dei componenti dellinflammasoma hanno

dimostrato la riduzione del danno polmonare e il miglioramento della sopravvivenzafeaione da influenza
45,102

bSttQAYyaASYSstudiindehing dzé iul G % SRSBI A a@2f ASNBE dzy Niz2f 2 O
acuto da infezioni virali respiratorie e il targeting farmacologico di questa via rappresenta un'importante area
di intervento.®®

165 Riferimento per note bibliografiche in rosso
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[published online ahead of print, 2020 Jul 18fe Sci. 2020;257:11811dbi:10.1016/].fs.2020.118114
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7368418/
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Attivazione dell'inflammasoma NLRP3 da parte di SARS/ La proteina E del SAR8V induce la fuoriuscita di €ael citosol
dall'accumulo nel Golgi, mentre ORF3a induce I'efflussbdiilla membrana plasmatica agli spazi extracellulari. Questo squilibrio nella
concentrazione ionica all'interno delle cellule e i ROS risultanti generati dai mitocondri danneggiati, innesca l'attivazione
dellinflammasoma NLRP3. Oltre a indurre l'efflussio K, ORF3a promuove l'assemblaggio dell'inflammasoma attraverso
l'ubiquitinazione di ASC mediata da TRAF3. ORF8b interagisce direttamente con la ripetizione ricca di leucina di NibRIRS @& st

sua attivazione indipendentemente dall'attivita delnede ionico. L'attivazione dell'inflammasoma induce la formazione di pori di
gasderminD sulla membrana cellulare, causando la secrezione-dii IL 88 elI'hfflusso di molecole d'acqua che portano al
rigonfiamento cellulare e alla successiva rotturadpiosi).

La risposta immunitaria acuta all'infezione da S&R82 € in gran parte guidata da macrofagi infammatori
alveolari e derivatida monociti che vengono attivada PAMP e DAMP rilasciati da pneumaociti infetti e
apoptotici.

TNFh Qv i LdratiSlai macrofagi alveolari avviano la cascata proinfiammatoria acuta immediatamente dopo
l'infezione. La secrezione di queste citochine induce la morte e il danno cellulare, la produzione di
PAMP/DAMP, il reclutamento di cellule immunitarie e l'attivagi diffusa di NLRP3, instaurando una cascata

di feedback positivo proinfiammatori}; 106 10&110

90 y2iG2 OKS A -1RJyrdva Bysdnd svilifpyre un codgblopatia associata a riduzion
conta piastrinica, aumento dei livelli di produzione di degradazione della fibrig#aT{€0) e aumento dg
microtrombi nei polmoni, nel cervello, negni e nelle estremitat®

L'inflammasoma NLRP3 puo svolgere un ruolo chiave nel mediare questa coagulopatia.

L YFONRTFIIA FGOGADFGA RFEEEQAYTFELYYLF&2Yl Db[ wto
171178 13 regolazione delle integrine piastrinicHe1& e il fattore *alfa inducibile dall'ipossia (HNFh 18,

82
Dr.ssa Loretta Bolgan 03.10.2020


https://www.jimmunol.org/content/205/2/307
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B11
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B106
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B108
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B110
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B174
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B176
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B177
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B178
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B179
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B180
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full#B181

bl | -
o

rinascimentoitalia.it

SARS-CoV-2

Cytokine storm
*IL-6

* TNF-a
*IL-8

« IL-10

« IL-1RA
* CXCL10

‘ % Pyroptosis
. = . o

v

180 @8

* Acute Respiratory )
Distress Syndrome (ARDS)

* Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS)

* Shock and multiorgan
Dysfunction

* Coagulopathy

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01518/full

L'inflammasoma NLRP3 media l'infammazione polmonarellinfezione SARE0V,2. SARE0V2 viene inalato nelle vie respiratorie e media
l'attivazione del recettore P2RX7 attraverso il rilascio di ATP extracellulare. La segnalazione P2RX7 puo portareoad'attidiZzRP3 attraverso
l'attivazione diretta dndiretta nei macrofagi attivati. L'attivazione dell'inflammasoma NLRP3 determina la secrezione di 183 che [pud provocare

la piroptosi (morte cellulare programmata). L'attivazione di sottoinsiemi di cellule immunitarie, in gran parte attrarezsmfagi attivati, provoca
una cascata di attivazione di citochine infiammatorie di massa tra-6yiliNF" 3-8, Il-10, I-:1RA e CXCL10 che portano a lesioni polmonari acute con
sindrome da distress respiratorio acuto, sindrome da risposta infiammaaststemica (SIRS), shock e disfunzione multiorgano e coagulopatia.

Nel caso del coronavirus SABSV, l'attivita patogena e causata dall'attivazione diretta di NLRP3 da parte di
una proteina virale, denominata proteinaroporina 3a'®’.

Questa proteina virale € presente anche nel genoma di $ARI, suggerendo che ahe il SARE0V2 puo
FGGADGENB RANBHEGI YSY(dS t Qb[ wt o

Ci si potrebbe chiedere quale pud essere il vantaggio di sopravvivenza/riproduzione per il virus di indurre la
morte cellulare per piroptosi mediata da NLRP3, considerando le conseguenze delederid, lattivazione
della reazione immunitaria contro il virus e la possibile morte dell'ospite.

167Chen 1Y, Moriyama M, Chang MF and Ichinche T

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Viroporin 3a Activates the NLRP3 Inflammasome.
Front. Microbiol (2019) 10:50. doi: 10.3389/fmicb.2019.00050
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2019.00050/full

168yan den Berg DF, Te Velde AA.

Severe COVHDI: NLRP3 Inflammasome Dysregulated.

Front Immunol. 2020;11:1580. Published 2020 Jun 26. doi:10.3888Lfi2020.01580
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7332883/

Mousavizadeh L, Ghasemi S.

Genotype and phenotype of COVIB: Their roles in pathogenesis

[published online abad of print, 2020 Mar 31]1 Microbiol Immunol Infect. 2020;S168482(20)3008% . doi:10.1016/j.jmii.2020.03.022
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7138183/
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Contrariamente alla morte cellulare per piroptosi nell'uomo, la proteina 3a ha una funziorgpppiotica

nell'ospite originale del virus: i pipistreiff.

Poiché l'apoptosi, a differenza della piroptosi, non provoca una reazione immunitaria, nei pipistrelli c'é una
NRAALRAGE AYYdzyAGFENARIF YSy2 YIFINDFGF ljdza yR2 @GASYyS Ay
fQAYTFST A2y FaAyd2Yl GdAOl

Pertanto, l'attivazione diretta di NLRP3 con conseguente piroptosi potrebbe essere un effetto collaterale
indesiderato nell'uomo.

{dzt £ o6l asS RStfl ySOSaaArdt RA NBI2fINB aidNBGlGl YSy
cingue possibili scenari per il decorso dell'infezione S2&RE& in un individuo in cui c'é un ruolo centrale nella
regolazione dell'inflammasoa NLRP3.

- Nelprimoscenari@ R2LJ fUSaLlaiilAz2yS | dzyl ol aal OF NAOL
difesa non specifici, la risposta immunitaria innata fara il suo lavoro, senza la necessita di aumentare
una risposta immunitaria adattatv
In questo scenario c'e la lisi e la fagocitosi da parte delle cellule NK e dei macrofagi, in quantita
sufficiente per eliminare tutte le cellule infettk'attivazione inflammatoria di queste cellule € bassa e
non supera la soglia necessaria per atid® Qb [ wt o® Ly I f OdzyA OF &aiA LJd:
coincidenza con sintomi da lievi a moderati ma non € seguito da una risposta adattativa.

- Nel secondo scenaricc'’eé unl G G A DT A2yS RSt Qlefolatain seguitoNallaSce S v (i S
stimolazio AYAT Al S ySOSaal NAI LISNIfUlFrGaABrT A2yS RS
alla produzione di anticorpi neutralizzanti contro il virus.

- Nel terzo scenarioci sono alcunkffetti sistemici che portano a sintomi clinicome la febbree
debolezza!™ a causa delle citochine rilasciate durant&ttivazione di NLRPXhe viene
successivamente sotiregolato, e a cui segue una risposta adattativa sufficiente alla produzione di
anticorpi neutralizzanti.

- Nelquarto scenariaunarisposta inflammatoria sostenuta e prolungata di NLprf@égoca gravi sintomi
clinici, necrosi, rilascio di DAMRyeave inflammazione dei polmarDurante un periodo di malattia
grave, il paziente & poi in grado di innescare una risposta adattativa qgmodazione di anticorpi
neutralizzanti e recupera.

- Nelquinto scenariola risposta innata non & in grado di eliminare l'infeziorie@ ! (G G A @1 T A2y S R
inutile perché il paziente non € in grado di generare una risposta adattativa che porta atianckea
virale 1’2 Nelle persone che hanno una ridotta capacita di innescare una risposta immunitaria
protettiva, & possibile che il virus si propaghi e si verifichi una massiccia distruzione dei tessulti

169Chan CM, T H, Chan WM, et al.

The ion channel activity of the SARSBonavirus 3a protein is linked to its papoptotic function.
Int J Biochem Cell Biol. 2009;41(11):22239. doi:10.1016/j.biocel.2009.04.019
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7108357/

170Ahn M, Anderson DE, Zhang Q, et al.

Dampened NLRP8ediated inflammation in bats and implications for a special viral resenosit.
Nat Microbiol. 2019;4(5):78999. doi:10.1038/s4156019-0371-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7096966/

171 Shattuck EC, Muehlenbein MP.

Human sickness behavidditimate and proximate explanations.

Am J Phys Anthropol. 2015;157(3)8. doi:10.1002/ajpa.22698
https://www.researchgatenet/publication/270904148_Human_Sickness_Behavior_Ultimate_and_Proximate_Explanations

2F{16p T, Larbi A, Witkowski JM.

Human Inflammaging.

Gerontology. 2019;65(5):49504. doi:10.1159/000497375
https://www.karger.com/Article/Abstract/497375
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interessat® / A5 LJ2 NI SNX | f f QdloddYi&sy di &tivaRidne & NLERP3 cBe pogra O A N
infine alla morte.

Innate Innate Innate Innate Innate
clearance response response response response
+ + + +
no antibody strong NLRP3 average NLRP3 weak NLRP3 weak/average NLRP3
formation regulatory regulatory regulatory regulatory
capacity capacity capacity capacity
Innate (Less) symptomatic =~ Symptomatic  Severe symptomatic (Severe) symptomatic
clearance
Sufficient Sufficient Sufficient Insufficient

Adaptive response Adaptive response Adaptive response  Adaptive response

¢ l :

no antibody antibody antibody antibody no antibody
formation formation formation formation formation

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.01580/full
Una panoramica di tutte le conseguenze del decorso clinico dell'infezione da-C®réDIli esseri umani a seconda del loro stato di risposta immunitaria

| DAMP rilasciati dopo l'attivamie dell'inflammasome NLRP3 hanno una duplice funzione.
In una normale reazione immunitaria inducono l'attivazione dellAPC, ma svolgono anche un ruolo nella
risoluzione e nella rigenerazione dei tessuti.

Solo in caso di iperattivazione dell'inflammasoma NLRP3 i DAMP vengono rilasciati in alte concent

LINE @320Fy2 tQFAGAGFHT A2yS RSA YIONRBFIIA S LIANERL
(Ibmi 32, -4, I-17, TN BCSF,GNCSF,IFN X / -/ [ mnX [/ [ w S [/ oz

3 Cao X.

COVIBEL9: immunopathology and its implications for therapy.

Nat Rev Immunol. 2020;20(5):2@90. doi:10.1038/s41570820-03083
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7143200/

Fukumoto J, Fukumoto |, Parthasarathy PT, et al.

NLRP3 deletion protects from hyperoxmluced acute lung injury.

Am J Physiol Cell Physiol. 2013;305(2):€&1B29. doi:10.1152/ajpcell.086.2013
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3725631/

Satoh T, Kambe N, Matsue H.

NLRP3 activation induces A&bendent programmed necrotic cell death, which leadseatrophilic inflammation.
Cell Death Dis. 2013;4(5):e644. Published 2013 May 23. doi:10.1038/cddis.2013.169
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC3674376/

Potey PM, Rossi AGucas CD, Dorward DA.
Neutrophils in the initiation and resolution of acute pulmonary inflammation: understanding biological function and thécgpsential.
J Pathol. 2019;247(5):6%685. doi:10.1002/path.5221
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC6492013/
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COVID-19 Severe damage —> Cytokine storm

if-* Fibrosis J

I NLRP3 —> Neutrophil infiltration }—

A T

Th1l7

!

> HMGB1 ¥

Macrophage
activation

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7332883/
Ruolo centrale dell'attivazione dell'inflamsama NLRP3 nella fase sintomatica grave da GO8/&potenziali opzioni per il trattament(vedi testo
articolo)

Questo non solo spiega la diversita dei sintomi dei pazienti, ma potrebbe anche spiegare I'eterogeneita nei
pazienti colpiti.

E stato scoerto infatti che iPBMC maschilesprimono livelli significativamente pit alti di mRNA di geni
correlati alla via del segnale di NLRARSLRP3, ASC (PYCARD), CASP1, CASP5 e IL1B (tutti P <0,0001)) rispetto
ai PBMC femminiti’“.

Inoltre, i pazienti in cu8i osserva la maggior letalita soanziani affetti da malattie non trasmissibilicioé con
“infiammaging> dzy UAY FALF YYFT A2yS RA o0l &aaz2 3INIR2 aaz20Aal il
e inibizione piti debolé™, e pazienti anziani obesi cometainfiammazione'’® con conseguente attivita di

base piu elevata di NLRP3

Una maggiore esposizione ai DAMP e attivazione dell'inflammasoma NLRP3 puo influire sulla risposta
immunitaria.

74\Wu X, Cakmak S, Wortmann M, et al.

Sex and diseasespecific inflammasome signatures in circulating blood leukocytes of patients with abdominal aortic aneurysm.
Mol Med. 2016;22:50%18. doi:10.2119/molmed.2016.00035

https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC5072406/

175 atz E, Duewell P.

NLRP3 inflammasome activation in inflammaging.

Semn Immunol. 2018;40:6¥3. doi:10.1016/j.smim.2018.09.001
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/30268598/

176Christ A, Latz E.

The Western lifestyle has lasting effectsroataflammation.

Nat Rev Immunol. 2019;19(5):2@68. doi:10.1038/s4157019-0156-1
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30911129/

""Rheinheimer J, de Souza BM, Cardoso NS, Bauer AC, Crispim D.

Curent role of the NLRP3 inflammasome on obesity and insulin resistance: A systematic review.
Metabolism. 2017;74:D. doi:10.1016/j.metabol.2017.06.002

https://www.m etabolismjournal.com/article/S0020495(17)30152/fulltext
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Cio & il risultato di una complessa interazione in cgelaeticad { bt a y &9, fatb delostile di vita
come l'esercizio $ico che riduce l'attivazione di NLRP3alcune diete che bloccano o stimolano l'attivazione
di NLRP3%°e l'inquinamentoatmosferico che induce l'attivazione di NLRP3sono interconnessi.

Disfunzione mitocondriale e covid -19

Come gia discusso iltra sedi, prove crescenti collegano la progressione accelerata della malattia nei pazienti
COVIBL9 allo stato iperinflammatorio definito come "tempesta di citochine” che comporta importanti
perturbazioni sistemiche.

Questi includono la disregolazioneldfierro manifestata coméperferritinemia associata alla gravita della
malattia.

La disregolazione del ferro induce la produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) e favorisce lo stress
ossidativo.

| mitocondri, come visto sopra, sono il fulcrellbmeostasi ossidativa cellulare, possono circolare "senza
cellule" nelle piastrine non nucleate, nelle vescicole extracellulari e si puo trovare il DNA mitocondriale nello
spazio extracellulare.

Lo stato infiammatorio/ossidativo intenso puo portaredesfunzione mitocondriale con danno piastrinico e
apoptosi. L'interazione delle piastrine disfunzionali con le cascate della coagulazione aggrava gli eventi della
coagulazione e la formazione di trombi.

Inoltre, lo stress ossidativo mitocondriale pud contribuire dllsbiosi del microbiotaalterando i percorsi di
coagulazione e alimentando la risposta infammatoria/ossidativa che porta al circolo vizioso degli*t&venti.

78VVerma D, Lerm M, Blomgran Julinder R, Eriksson P, Sbéderkvist P, Sarndahl E.

Gene polymorphisms in the NALP3 inflammasome are associated with interlepkiuction and severiflammation: relation to common
inflammatory diseases?

Arthritis Rheum. 2008;58(3):8884. doi:10.1002/art.23286

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/art.23286

%1 ee J, Lee Y, LaVoy EC, Umetani M, Hong J, Park Y.

Physical activity protects NLRP3 inflammasessociated coronary vascular dysfunction in obese mice.
Physiol Rep. 2018 Jun;6(12):e13738. doi: 10.14814/phy2.13738. PMID: 29932503; PMCID: PMC6014451.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6014451/

180Youm YH, Nguyen KY, Grant RW, et al.

The ketone metabolité -hydroxybutyrate blocks NLRP3 inflammasemediated inflammatory disese.
Nat Med. 2015;21(3):26369. doi:10.1038/nm.3804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4352123/

Christ A, Glnther P, Lauterbach MAR, et al.

Western Diet Triggers NLRP&pendent Innate Immune Reprogramming.
Cell. 2018;172¢2):162175.e14. doi:10.1016/j.cell.2017.12.013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6324559/

81Zheng R, Tao L, Jian H, et al.

NLRP3 inflammasome activation and lung fibrosis caused by airborne fine particulate matter.
Ecotoxicol Environ Saf. 2018;163:610. doi:10.1016/j.ecoenv.2018.07.076
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30092543/

182Saleh J, Peyssonnaux C, Singh KK, Edeas M.

Mitochondria and microbiota dysfunction in COMI® pathogenesis

[published online ahead of print, 2020 Jun 2@jtochondrion. 2020;54:%. doi:10.1016/j.mito.2020.06.008
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567724920301380?via%3Dihub

Edeas M, Saleh J, Peyssonnaux C.
Iron: Innocent bystander or vicious culprit in CO{fpathogenesis?
Int J Infect Dis. 2020;97:3@&®5. doi:10.1016/j.ijid.2020.05.110
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7264936/
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1567724920301380?via%3Dihub

Disfunzione dei mitocondri nella patogenesi di COMI®2 Uno schema ipotetico chiescrive gli eventi iniziati dell'ondata piafiammatoria COVID

19 di citochine e livelli di ferritina che portano allo stress ossidativo e al danno cellulare. Il ferro intracellularesspenteragisce con l'ossigeno
molecolare, generando specie taae dell'ossigeno (ROS) attraverso le reazioni di H&eiss e Fenton, le specie reattive dell'azoto (RNS) e le specie
reattive dello zolfo (RSS). | mitocondri sono I'organello centrale della generazione ROS. L'aumento della generazipogalieREY®i intra ed extra
mitocondriali che a loro volta portano a 1) disbiosi del microbiota e 2) disfunzione piastrinica che gioca un ruolo impeiantoagulazione del
sangue e negli eventi di coagulopatia. Il danno mitocondriale causa il rilasciotelainra cui proteine, lipidi e "spioff* del DNA che aggravano
ulteriormente la risposta infiammatoria in un circolo vizioso di eventi che contribuiscono alla progressione della na\tHasC

Neutrofilie COVID -19

Il ruolo dei neutrofili e dgli LDG (Low Dense Granulocyt&8)nella patogenesi della COVID é stato

A0 NBRFYSYy:{dS OFNIFYGGSNRTTFG2Z yOKS a8 s aidliGz2 NnaoO:z
esiti negativi della malattia nei pazienti COMHED

Alcuni autori lanno proposto che la formazione wappole extracellulari di neutrofili (NETY* contribuisca
ad aumentare il rischio di morte per infezione da SERB2'®.

83CarmonaRivera C, Kaplan MJ.

Lowdensity granulocytes: a distinct class of neutrophils in systemic autoimmunity.
Semin Immunopathol. 2013;35(4):4853. doi:10.1007/s0028013-03757
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4007274/

84 Tomar B, Anders HJ, Desai J, Mulay SR.

Neutrophils and Neutrophil Extracellular Traps Drive Necroinflammation in GI3VID
Cels. 2020;9(6):1383. Published 2020 Jun 2. doi:10.3390/cells9061383
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7348784/

Mozzini C, Girelli D.

The role of Neutrophil Extracellularaps in Covidl9: Only a hypothesis or a potential new field of research?
Thromb Res. 2020;191:2%. doi:10.1016/j.thromres.2020.04.031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMZ184981/

185 Barnes BJ, Adrover JM, Bax&ipltzfus A, et al.
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Gli LDG, presentano una maggiore capacita di produrre IFN di tipo | e formarepREan& possono avere
un impatto potenziante sulla progressione della malattia, nonostante non siano stati precedentemente
riportati nei polmoni di pazienti COI®.

(neutrophil extracellular trap: trappolaextracellulare di neutrofili)

| granulociti neutrofili (0 PMN leucociti polimorfonucleati) formano la prima linea di difesa nell'immunita
antimicrobica. Nel 2004 é stata scoperta una nuova funzione dei granulociti neutrofili: la loro capacita di
formare i cosiddettNET(trappole extacellulari di neutrofili).

I microrganismi vengono legati al di fuori delle cellule in una rete che pud essere chidamtaitosi
extracellularé'. Questa nuova funzionalita delle cellule PMN ha cambiato la comprensione dei loro meccanismi
di difesa inquanto mostrano attivita-cida (battericida, virucida, fungicida ect) non solo intm@a anche
extracellulare.

Quando viene attivato un neutrofilo, si innesca una cascata di eventi con conseguente rottura cellulare.
All'interno del nucleo ha luogo la dendensazione della cromatina, e dopo la rottura della membrana nucleare

i frammenti di DNA si riversano nel citoplasma dove si mescolano agli istoni nucleari, ai granuli citoplasmatici

e alle proteine.

Quando si rompe anche la membrana cellulare, tuttmateriale genetico insieme alla miscela di proteine
GASYS OGN aLRNIFG2 FftftUduSadSNyz2 RSttt OStftdAZ | SR Ay
NET] neutrofili muoiono in un meccanismo isolato di morte, noto cater osi

Sebbena NET siano utili nella difesa dell'ospite contro i patogeni, la loro formazione prolungata stimola anche
molti processi patologici, compresi quelli che si verificano durante le infezioni virali.

Infatti, un'eccessiva formazione di NET puo innescarecaneaata di reazioni inflammatorie che promuovono
la metastasi delle cellule tumorali, distruggono i tessuti circostanti, facilitantideotrombosie provocano
danni permanenti agli organi dei sistemi polmonare, cardiovascolare e renale

E importante ettolineare che questi sono tre sistemi aligani comunemente colpiti nelle forme severe di
COVIB19.18

Targeting potential drivers of COVID: Neutrophil extracellular traps.
J Exp Med. 2020;217(6):€20200652. doi:10.1084/jem.20200652
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7161085/

Thierry, Alain & ROCH, Benoit

NETSs Byroducts and Extracellular DNA May Play a Key Role in @®@\R&thogenesis: Incidence ortieat Monitoring and Therapy.
(2020) 10.20944/preprints202004.0238.v1.
https://www.researchgate.net/publication/340675541_NETs-@gducts_and_Extracellular_DNA_May_Play a_Key_ Role_in_€OVID
19_Pathogenesis_Incidence_on_Patient_Monitoring_and_Therapy

186 Thromb Haemost. 2018 Jan;118(12B. doi: 10.1160/TH129-0630

ThePathophysiologicdRoleof Neutrophil ExtracellulaiTrapsin InflammatoryDiseases.

Bonaventura A, Liberale L, Carbone F, iécghDiazCafiestro C, Camici GG, Montecucco F, Dallegri F.
https://www.thieme-connect.com/products/ejournals/pdf/10.1160/THAd3-0630.pdf

Chest2019 Oct;156(4):77482. doi: 10.1016/j.chest.2019.06.012. Epub 2019 Jun 29.
TheEmergindRoleof Neutrophil Extracellular Traps Respiratory Disease.

Twaddell SH, Baines k2] Grainge B, Gibson PG.
https://journal.chestnet.org/action/showPdf?pii=S00:85692%2819%293124

J Exp Med2020 Jun 1;217(6). pii: €20200652. doi: 10.1j284.20200652.
Targeting potential drivers &2OVIBL9: Neutrophil extracellular traps.
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figure tratte da Why Immune Cells Extrude Webs of DNA and Protein
https://www.the-scientist.com/features/whyimmune-cellsextrudewebsof-dna-and-protein-66459

https://cdn.the-scientist.com/assets/articleNo/66459/ilmg/33709/uploads/i® 19 net 46.pdf?_ga=2.250217157.2141908875.1589456644
1552298204.1582806557

Formazione di NET

Quando un neutrofilo incontra un patogeno, pu® rispondere in diversi modi: cofadacitosj la
degranulazioneo il rilasciando di trappole extracellulari di neutrofiNET).

Nel rilascio di NET mostrato nella figura sopra, il complesso enzimatico NADPH ossidasi genera le specie di
ossido reattivo (ROS), che a loro volta iniziano la disintegrazione dei granuli, rilasei@stdsi neutrofila

(NE).

[ Qb9 YA INI | deipebfili, ddvé fengedeOdrofeide che impacchettano il DNA cellulare nei
cromosomi. La cromatina si espande fino a riempire l'intera cellula, che si rompe ed espelle la rete nello spazio
extracellulare.

Li, si ritiene che le reti intrappolino e udano gli agenti patogeni.

Barnes Bét al

J Inflamm (LondR019 Jun 28;16:15. doi: 10.18/812956019-02222.
"In sicknessnd inhealth" - how neutrophil extracellulartrap (NET)worksin infections,selecteddiseasesandpregnancy.
b A SR1 #-RyStiej B, Repka V2, Tokarz5 S LJ0 @z& 6 LIG dxO | 2

Front Immunol2016 Sep 19;7:366.
NeutrophilExtracellulaiTrapsGo Viral.
Schénrich G, Raftery M1.

Zuo'Y, Yalavarthi S, Shi H, et al.

Neutrophil extracellular traps in COVID.

JCI Insight. 2020;5(11):€138999. Published 2020 Jun 4. d&ir20ci.insight. 138999
https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC7308057/

https://www.ascls.org/images/Meetings/Annual_Meeting/Handouts/SS22_Wednesday_800_Handout.pdf
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