Immunode ) secondarie

* Si sviluppano in seguito ad alterazioni
acquisite durante il corso della vita

* Meccanismi patogenetici

— Immunosoppressione in seguito a malattia
pregressa

— Complicanza di terapie somministrate per la
cura di altre patologie



Immunod ) secondarie

* Malnutrizione:
— Deficit immunita cellulare e umorale
— Infezioni rappresentano la principale causa di morte

— Inadeguato apporto di proteine, vitamine, lipidi e
minerali probabilmente compromettono la corretta
funzionalita del SI

* Neoplasie:
— Deficit immunita cellulare e umorale

— Soprattutto tumori primitivi e metastasi che
coinvolgono il midollo osseo

— Molecole rilasciate dal tumore che interferiscono con
la funzione dei linfociti



Immunod ) secondarie

* Farmaci:
— corticosteroidi
— ciclosporina
— Chemioterapia e radioterapia
* infezioni:
— Infezioni parassitarie (ex malaria)

— Virus del morbillo (infetta i T)
https.//science.sciencemag.org/content/348/6235/694

— HTLV-1 (induce trasformazione neoplastica
dei T: leucemia/linfoma a cellule T dell’adulto)
infezioni opportunistiche e ricorrents

— HIV



Short-lived

Immunity to malaria: more questions than

Malaria-specific

antc_ibotcl;l_er Jean Langhorne', Francis M Ndungu', Anne-Marit Sponaas' & Kevin Marsh?

antibodies
Malaria is one of the main health problems facing developing countries today. At present, preventative and treatment strategies
are continuously hampered by the issues of the ever-emerging parasite resistance to newly introduced drugs, considerable costs
and logistical problems. The main hope for changing this situation would be the development of effective malaria vaccines.
An important part of this process is understanding the mechanisms of naturally acquired immunity to malaria. This review will
highlight key aspects of immunity to malaria, about which surprisingly little is known and which will prove critical in the search

for effective malaria vaccines.
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Long-lived

Figure 3 Possible mechanisms of interference in B cell and T cell activation and the generation of
immunological memory by plasmodium. Red vertical bars indicate points in the B cell and T cell response
at which parasites have been shown to or could inhibit, suppress or change host immune responses.
Numbers indicate possible mechanisms of interference in the immune response: 1, interaction between
infected RBC—parasite and DC can inhibit DC maturation®®; 2, hemozoin can inhibit macrophage (M¢)—
monocyte functionl©3; 3, IL-10 from DCs and macrophages modulated by infected RBCs inhibit CD4+ T
cell (CDAT) activation194; 4, CD4* T cells produce IL-10 and transforming growth factor-B, which inhibits
the generation of central and memory-effector (m-e) cells193; 5, infected RBCs induce apoptosis and/or
depletion of memory B cells (Bmem)23; 6, the niche for plasma cells of many different specificities may
be limiting; 7, the P, falciparum genome encodes over 5,300 predicted proteins, most of which are also
highly diverse. Most responses induced in response to many polymorphic targets may not be protective
and act as a ‘smoke-screen’, and hypergammaglobulinemia, a common feature of P. falciparum infection,
may accelerate the catabolism of immunoglobulin molecules. 8, antigenic variation of proteins on the
infected RBCs may be an effective mechanism for immune escape; 9, circulating immune complexes
and low-affinity immunoglobulin molecules can trigger apoptosis of long-lived plasma cells (PC) through
FcyR11B®4. CD8T, CD8* T cell.



ndrome da I dellcienza acquist

Retrovirus (genoma con due copie
di RNA a singolo filamento)
appartenente alla famiglia dei

s lentivirus

Reverse Trasmissione sessuale, ematica e
transcriptase p eri n at aI e

Frotease
Inegraae Due varianti: HIV-2 endemico

nell’ Africa occidentale, HIV-1
responsabile delle infezioni nei
paesi in via di sviluppo.
Capace di infettare e mantenere
una prolungata latenza nelle cellule
bersaglio oltre che effetto citopatico
acuto

Causa malattia mortale a lenta
progressione

p17
matrix

RANA -

Chemokine
receptor

(@ Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology Se www.studentconsult.com

CD4 presente su L, DC e Monociti, microglia cerebrale



(a) Infezione della cellula bersaglio

ssRNA
Trascrittasi
inversa

Ibrido
DNA-RNA

Puod rimanere inattivo per mesi
0 anni.

HIV dsDNA -

@ £p 120 dell’HIV lega CD4 sulla cellula ospite.

@ Il dominio fusogeno di gp4dl e il CXCR4, un recettore
associato alla proteina G sulla membrana della cellula
ospite, sono responsabili della fusione.

@ Nucleocapsidi contenenti il genoma virale ¢ gli
enzimi penetrano nella cellula.

@ Il genoma virale ¢ gli enzimi sono rilasciati in seguito alla
rimozione delle proteine del core.

@ La trascrittasi inversa catalizza la retrotrascrizione di
ssRNA, formando degli ibridi DNA-RNA,

@ La copia di RNA originaria vienc parzialmente degradata dalla
ribonucleasi H, successivamente la sintesi del secondo filamento
di DNA porta alla formazione di dsDNA.

@ Il dsDNA virale viene traslocato nel nucleo ¢ integrato
nel DNA cromosomico dell’ospite attraverso I'enzima
INCRrasi.



(b) Auivazionce del provirus

@ Alcuni fattori stimolano la trascrizione del DNA
provirale nel ssRNA genomico e dei vari mRNA.

@ L'RNA virale viene trasportato nel citoplasma.

@ I ribosomi della cellula catalizzano la sintesi
dei precursori delle proteine virali.

@ La proteasi virile scinde i precursori nelle proteine
definitive.

@ L'ssRNA ¢ le proteine si assemblano al di sotto della
membrana della cellula dove vanno a inserirsi gpdl ¢
gpl20.

@ Il virus gemma dalla membrana da cui ricava
I'involucro.

@ Le particelle virali rilasciate completano la loro
maturazione; i precursori delle proteine sono scissi
dalle proteasi virali presenti nelle particelle.

Attivazione da parte di antigeni o citochine
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Funzione della proteina codificata
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| vpu

53-kDa precursore

\)
pl7
p24

pY

p7
160-kDa precursore
gpil
gpl20

Precursore

poi
p51
plo
p32
p23
pls
pla
pl19

p27

pl6

Proteine del nucleocapside

Forma lo strato proteico esterno del core

Forma lo strato proteico interno del core

Forma il core

Si lega direttamente al genoma RNA

Glicoproteine dell involucro

E una proteina transmembranaria associata a
gp120 ed ¢ necessaria alla fusione

Protrude dall'involucro ¢ lega CD4

Enzimi

Attivita di trascrittasi inversa e di RNAsi

Artivita di trascrittasi inversa

Euna proteasi che scinde il precursore gag

E un’integrasi

Promuove l'infettivita delle particelle virali

Attiva debolmente la trascrizione del DNA provirale

Attiva fortemente la trascrizione del DNA provirale

Consente la traslocazione degli mRNA dal nucleo

Aumenta la replicazione virale: diminuisce Uespressione
di CD4 sulla cellula ospite

E richiesta per I'assemblaggio virale € la gemmazione

I genoma di 10kb
codifica 9 geni
affiancati ad ogni
estremita da lunghe
sequenze terminali
ripetute (LTR)

Geni che codificano per proteine

regolatorie e accessorie per la
sintesi proteica virale



Meccanismi di penetrazione
dell’HIV nella cellula bersaglio

e HIV virion
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HIV gp120 binds | |Conformational change | | Conformational change Fusion of viral and
to T cell CD4 in 3;:120 promotes in gp41 exposes fusion cell membranes

binding to chemokine || peptide, which inserts

receptor into T cell membrane

© Elsevier 2005. Abbas & Lichtman: Cellular and Molecular Immunology Se www.studentconsult.com
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Sebbene CD4 si leghi alla glicoproteina dell’in-
volucro di HIV-1, & necessario un secondo legame perché il
virus entri e intetti la cellula. I ceppi T-tropici usano il corecetto-
re CXCR4, mentre i ceppi M-tropici usano il CCR5. Entrambe
queste molecole sono recettori per chemochine e il loro norma-
le ligando puo bloccare 'infezione di HIV della cellula.

Nel 50% degli individui il fenotipo virale cambia da R5 a X4 durante gl
ultimi stadi dell'infezione



M TROPI o NSl o R5

T TROPI o Sl o X4

Non sincizianti (NSI)

Sincizianti (Sl)

Co-recettore CCR5

Co-recettore CXCRA4

Replicazione in vitro lenta
e scarsa

Replicazione in vitro
Intensa e rapida

Replicano in colture
primarie di mo, m¢,
TCD4+

Replicano in TCD4+

elevata correlazione con
caduta CD4+




Meccanismo di formazione
dei sincizi
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Patogenesi - ezone
dell’infezione
d a H IV Linfocita T CD4+

Morte dei linfociti T med®
della memoria ' 5

Cellula dendritica

L'infezione acuta precoce € caratterizzata

dallinfezione dei linfociti T CD4+ di memoria rasoortate
che esprimono CCRS dei tessuti linfoidi ai linfonodi

mucosali che si riflette in una considerevole

perdita di linfociti T CD4+ a livello sistemico ml
evidente dopo 2 settimane dal contagio ai tessuti
linfoidi (per es.
ai linfonodi)

La viremia favorisce la disseminazione .
sistemica del virus con infezione di TCD4+, Diffusione

: e - : dell'infezione Viremia
macrofagi e c.ellulle.den.drlt!che nei tessuti nell'organismo =
linfoidi periferici ' ' J'
Risposta - A
immunitaria ~ '*1\("

Anticorpi  CTL specifici
anti-HIV per HIV



Patogenesi dell’infezione da HIV

Consolidamento dellinfezione
» nei tessuti linfoidi; bassi livelli
di replicazione virale

Altre |nfe2|on|
microbiche; —)l

citochine

Aumento
della replicazione virale

4

, [ Distruzione dei tessuti ]

linfoidi; deplezione
dei linfociti T CD4+

AIDS

© 2018 —Edra S.p.A.




Linfociti T CD4+*/mm3
o O

Decorso Clinico dell’'infezione

— Sindrome acuta da HIV

Infezione . 7 .
— — Disseminazione del virus
primaria . . . A
— Colonizzazione degli organi linfoidi
1200+ ) Contnue epicazone el Morte 108
1000 : decn?eos(sjiizn?clfigfr " Infezioni \ 107
1N | opportunistiche
800 - | Latenza clinica | | 106
: Sintomi
600+ generaliw 105
4001 et 104
200 - 103
0 1 1 1 I {//, I ] 1 I 1 I ] 1 I 1 I 102
O 3 6 9 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Settimane Anni

rapporto CD4/CD8

: : . AIDS conclamato
nei soggetti normali: tra 1 e 2;

nei soggetti infetti: <<1

Viremia (copie/ml plasma HIV RNA)

e conta T CD4+ : <150-200 /mm3

o—0



Dinamica della risposta
immunitaria all’infezione da HIV

Anticorpi
anti-envelope
/
~Anticorpi
anti-p24

Particelle virali
nel plasma

CTL specifici -
per i peptidi
dellHIV

036 912 1 2 34 5 6 7 8 9 10 11
Settimane Anni

© 2018 — Edra S.p.A.



Proteine MHC— U U Trascrittasi inversa (po4)

Tabella 13.1.11 Tecniche per la diagnosi eziologica delle infezioni da HIV

Dirette - Isolamento virale
Dimostrazione al ME |
Tecniche di ibridazione in situ per DNA (provirus) ed RNA virale
Dimostrazione del virus in tessuti ¢ materiali biologici mediante anticorpi
monoclonali
Dimostrazione della transcriptasi inversa
Dimostrazione della proteina 24 (RIA o EIA)

Indirette Dimostrazione di anticorpi specifici nel siero
— immunofluorescenza indiretta (IFA)
— tecniche immunoenzimatiche (ELISA)
— radioimmunoprecipitazione (RIPA)
— Western Blot
— radioimmunoblotting (RIBA)




ELISA o RIA sandwich

ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

RIA (Radio Immuno
Assay)

Anticorpo marcato legato —Jp-

A\ dpap/
NRFR

AR
M A
a4

N3/

o

1. Legame del primo anticorpo al pozzetto

della micropiastra.

Aggiunta del siero
®) ' g

. Rimozione dell'antigene non legato

mediante lavaggio.

. Aggiunta del secondo anticorpo marcato,

specifico per epitopi non sovrapposti
dell'antigene.

. Rimozione del secondo anticorpo

marcato non legato mediante lavaggio;
misura della guantita del secondo
anticorpo legato.

. Determinazione della quantita di

secondo anticorpo legato in funzione della
concentrazione di antigene aggiunto
(costruzione di una curva standard).

Concentrazione di antigene ———p»

RIA Ab marcato con
un radioisotopo,
(solitamente 129])

ELISA, saggio
colorimetrico, Ab
marcato con un
enzima



ELISA solid phase

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

1 sensibilizzare la
piastra con l'antigene

2 eluire

3 aggiungere I'anticorpo |

da testare

4 eluire

5 aggiungere

il ligando
6 elui
eluire s
- O
7 aggiungere
il cromogeno %
: @
8 leggere la piastra 0g®

o ol

porzione
enzimatica

ligando

O
©™ cromogeno

sieri
saggiati

reciproco della diluizione del siero
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SRT J

s

Q

Sono necessari:

Ab puro

Ag puro (per curva standard di riferimento)




RIA solid phase

Test radicimmunologico (RIA)

1 sensibilizzare la
~ piastra con l'antigene

2 eluire antigene
3 aggiungere l'anticorpo |

da testare |/ 5
4 eluire anticorpo

5--agg§iungsf_e il
ligando radiomarcato

Ay,

Z——  ligando

) radiomarcato
6 eluire

7 contare

andamento
lineare #&

CPM | fondo

ek
concentrazione dell’anticorpo del test

controllo di cpm
specificita
che utilizza
guantita fisse
dell'anticorpo

da testare quantita di antigene libero aggiunto
all'anticorpo da testare




Determinazione del risultati di un
paziente attraverso una curva di fit

Curva Standard

Campione X

segnale

Concentrazione



Meccanismi di elusione
Immunitaria

« HIV e caratterizzato da un tasso di mutazione elevato a
causa della scarsa precisione della trascrittasi inversa
soprattutto a livello della gp120.

« Alcuni domini conservati della gp120 che servono per la
penetrazione del virus non sono raggiungibili
dallimmunita umorale.

* Nef induce una riduzione dell’espressione di HLA-I per
cui i CTL non riescono ad uccidere le cellule infettate dal
Virus.



Meccanismi patogenetici dell’HIV

* In che modo HIV uccida le cellule
bersaglio non e ancora ben compreso

* |l numero dei linfociti che muoiono nel
corso dell'infezione e di gran lunga
maggiore rispetto al numero di cellule
infettate dal virus



Tabella 20-7. Caratteristiche cliniche
dell’infezione da HIV

Fase della malattia

Caratteristiche cliniche

Sindrome acuta

Febbre, cefalea, mal di gola
con faringite, linfoadenopatia
generalizzata, eruzioni cutanee

Periodo di latenza
clinica

Diminuzione del numero
di linfociti T CD4+

AIDS

Infezioni opportunistiche:

Protozoi (Toxoplasma
Cryptosporidium)

Batteri (Mycobacteruim avium,
Nocardia, Salmonella)

Miceti (Candida, Cryptococcus
neoformans, Coccidioides
immitis, Histoplasma
capsulatum, Pneumocystis)

Virus (cytomegalovirus,
herpes simplex, varicella-zoster)
Tumori:

Linfomi (linfomi B associati
a infezione da EBV)

Sarcoma di Kaposi
Carcinoma della cervice

Encefalopatia
Sindrome da deperimento

AIDS, sindrome da immunodeficienza acquisita;
EBV, virus di Epstein-Barr.




Caratteristiche cliniche
dell’infezione da HIV

Polmonite da Pneumocystis carinii (micete)

e la piu frequente ma si possono avere anche infezioni batteriche
tra cui Mycobacterium tubercolosis



Caratteristiche cliniche
dell’infezione da HIV

Sarcoma di Kaposi,

neoplasia multifocale delle cellule endoteliali, malattia diffusa nella
cute, nelle mucose viscerali e nei linfonodi.

Associata all'infezione con I'herpes virus 8 (HHV8)



Caratteristiche cliniche
dell’infezione da HIV

Biopsia di intestino tenue di un paziente
con diarrea da Cryptosporidia (protozoo)



Infezioni opportunistiche del SNC

Immagine tomografica
computerizzata del cranio di un
paziente con toxoplasmosi
cerebrale in cui si evidenzia una
lesione evidente ad anello
nell’emisfero destro

Cryptococcus neoformans € un fungo che causa meningite
Cytomegalovirus: inflammazione della retina, del cervello e del midollo spinale

Poliomavirus che infetta gli oligodendrociti cerebrali determina la leucoencefalite
multifocale progressiva, una malattia demielinizzante rapidamente fatale



