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ABSTRACT

Immunomodaulating action of oxygen

The aim of this work was to study the influence of oxygen as a modulator of the immune response. This study was
carried out with different methodological approaches. Cytofluorimetric measurements highlighted an increase of the
lymphocytes T and of the subclasses Helper ands Suppressor. No influence was observed either on other cells or on

the inteleukin-2 receptors.

RIASSUNTO

Con questo lavoro si & voluto studiare I'influenza che I'ossigeno pud avere come modulatore della risposta immunitaria.
Lo studio & stato condotto con diverse metodiche. Misure citofluorimetriche hanno evidenziato un aumento dei linfociti
T e delle sottoclassi Helper e Suppressor. Nessuna influenza é stata rilevata su altre cellule e per i recettori

dell'interleuchina 2.

INTRODUZIONE

Negli anni '60 una serie di ricerche ha permesso di
constatare che 'Oz, somministrato a topi portatori del
tumore ascite di Ehrlich, svolgeva azione antiblastica (1-
3). Tali ricerche avevano il loro punto di partenza nel
concetto, sviluppato da Warburg, sulla relazione tra ridotta
capacita respiratoria cellulare e stato di malignita (4).
Secondo Warburg le turbe bioenergetiche da ipossia loca-
le determinavano un aumento della velocita di utilizzo del
glucosio con produzione prevalente di acido lattico e quin-
di una resa energetica ridotta: in effetti, i tessuti tumorali
producono acido lattico in quantita maggiore dei rispettivi
tessuti normali.

Successivamente Macbeth e Bekesi (5) poterono sta-
bilire che la prevalenza glicolitica non era caratteristica dei
soli tessuti neoplastici. Peraltro, studi sul rapporto ossige-
nazione e stato tumorale (6,7) stabilirono che la respira-
zione non era quantitativamente limitata nelle cellule neo-
plastiche in quanto, esponendole all'ossigeno, il loro livello
glicolitico si abbassava. Cio dimostrava che nelle cellule
tumorali non vi era un danno respiratorio irreversibile.

Aisenberg (8) aveva affermato che "in vitro" la capacita
respiratoria delle cellule neoplastiche era simile a quella
della maggioranza delle cellule normali. Inoltre, I'effetto
deprimente dell'ossigeno sulla glicolisi (effetto Pasteur,
secondo la dizione di Warburg) si rivelava quantitativa-
mente simile a quello dei tessuti normali, e il tasso di
consumo dell'ossigeno nei tumori “in vivo" era intermedio
tra quello dei tessuti normali con bassa attivita metabolica
e quelli con attivita elevata. In conclusione, l'insieme di
queste osservazioni portava a ritenere non sostenibile

I'ipotesi del danno respiratorio irreversibile avanzata da
Warburg.

Ulteriori ricerche tendevano comungue a dimostrare
che i tumori "in vivo" si trovano in condizioni di ipossia
locale. Usando elettrodi inseriti nei tessuti di oltre 200
pazienti affetti da vari tumori cutanei, Urbach (9) rilevo che
la pressione di ossigeno (pO2) era pit bassa (del 25%) di
quella delle zone cutanee immediatamente adiacenti. A
sua volta Rampan (10), misurando la pO; della periferia di
melanomi e sarcomi umani mediante microelettrodi di
platino, trovd valori che non superavano il 50% di quelli
della cute vicina. Da successive misure computerizzate
della pO2, capaci di valutare con maggiore precisione il
grado di ossigenazione dei tessuti, i valori medi della pO2
nei tessuti tumorali risultavano pil bassi dei corrispondenti
tessuti normali (11-16). Altri ricercatori, utilizzando la me-
desima tecnologia, hanno acquisito dati sullo stato di
ossigenazione di tumori della mammella, della cervice, di
melanomi ecc., constatando anch’essi che la media dei
valori della pO; era molto pili bassa che nei tessuti normali
(17-19).

Negli ultimi anni, sulla base di questi rilevamenti sono
state proposte strategie per ridurre e, possibilmente, eli-
minare lo stato di ipossia riscontrato nei tumori (20,21).
Teicher (20), ipotizzando che lo stato di ipossia potesse
svolgere un’azione di protezione sulle cellule tumorali nei
confronti di alcune terapie citotossiche, sostenevacheuna
aumentata concentrazione di Oz negli individui affetti da
neoplasie potesse rappresentare una via vantaggiosa per
migliorare lo stato di ossigenazione delle masse tumorali,
favorendo in tal modo le terapie antiblastiche. A tal fine
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proponeva alcune tecniche per migliorare il rilascio di Oz
nei tessuti periferici. Griffin e coll. a loro volta (21) hanno
formulato l'ipotesi che I'associazione di MTH (Mild Tem-
perature Hypertermia) con la somministrazione di una
miscela di Oz al 95% e CO2 al 5%, potesse costituire un
mezzo efficace per migliorare 'azione della radioterapia.

Ancora, sul rapporto ossigeno e chemioterapia sono
state pubblicate recentemente alcune ricerche che sem-
brano convalidare 'azione favorente della ossigenazione
iperbarica sulle terapie antiblastiche (22,23).

C'é da segnalare, infine, qualche tentativo di terapia
iperbarica direttamente sullo sviluppo tumorale eseguito
su criceti portatori di carcinoma da benzantracene. Con
tale intervento si & constatata una significativa riduzione
del tumore ed una minore tendenza a metastatizzare negli
animali trattati rispetto ai controlli (24). Un altro studio (25)
effettuato su topi portatori di rabdiomiosarcoma ha dimo-
strato che l'ossigenazione dell'animale tumorigeno me-
diante iperbarismo migliora I'efficacia della terapia antitu-
morale associata. Una nota discordante & quella di Linden
e coll. (26) che, con una ricerca condotta su topi portatori
di un sarcoma sperimentale (MCG 101), hanno rilevato
che I'esposizione all'ossigenoterapia iperbarica non indu-
ce significativi mutamenti nella crescita di quel tumore.

Gli studi ora esposti sono stati affiancati recentemente
da ricerche che hanno posto in rilievo dati importanti sul
probabile rapporto tra ossigenazione e stato immunitario.
L'esposizione iperbarica, infatti, sembra indurre modifiche
nei parametri immunologici ed in particolare sul numero
delle cellule linfatiche e mononucleari in vari tessuti umani
ed animali (27-31). La variazione delle sottopopolazioni
linfocitarie riscontrata, sarebbe correlata alla tensione ed
ai tempi di esposizione all'ossigeno in camera iperbarica
(32).

Tali ricerche suggeriscono che il sistema immunitario
possa essere influenzato dal grado di ossigenazione dei
tessuti e delle cellule immunocompetenti (32). Una serie
di osservazioni su colture cellulari di vari tessuti esposte a
gradi diversi di ossigenazione (34-37), dimostrava infatti
che vi sono concentrazioni ottimali alle quali le colture
possono rispondere positivamente.

Sulla base dei risultati ottenuti con la somministrazione
di Oz in topi portatori del tumore ascite di Ehrlich appariva
probabile che l'ipotesi del deficit energetico non potesse
soddisfare pienamente gli assunti teorici e che 'azione
antiblastica riscontrata nei topi tumorigeni da uno di noi (3,
38) dovesse attribuirsi anche ad altri fattori che occorreva
individuare per potenziarne 'azione. Si & di conseguenza
ipotizzato che un’adeguata somministrazione di ossigeno
potesse influire sul sistema immunitario.

Si sono cosi avviate ricerche su questa ipotesi che
sono state condotte con differenti metodiche, sempre piu
complesse man mano che le sperimentazioni fornivano
dati incoraggianti.

MATERIALI E METODI

Nelle prime fasi gli esperimenti sono stati condotti
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stimolando le colture brevi di linfociti con immissione di
ossigeno direttamente nelle provette contenenti le so-
spensioni linfocitarie utilizzando dosatori per 'Oz in uso
corrente nei reparti di rianimazione. Si & adottato succes-
sivamente, come sistema pil sicuro, il termostato a flusso
continuo di ossigeno, mediante il quale si potevano stimo-
lare costantemente le cellule in coltura in un ambiente
sterile ed a temperatura costante a 37°C. In seguito sono
stati sottoposti al medesimo trattamento (incubazione a
37°C in termostato a flusso continuo di ossigeno) campioni
di sangue intero.

In queste fasi dello studio gli effetti della stimolazione
sono stati valutati mediante osservazione microscopica
dei linfociti (colture e campioni di sangue), strisciati su
vetrini e colorati panotticamente.

In studi ulteriori le classi e sottoclassi linfocitarie di
campioni di controllo e di campioni incubati a 37°C in
termostato a flusso continuo di ossigeno sono state infine
valutate mediante citofluorimetria. E’ stato utilizzato il cito-
metro Ortho Citoron Absolute con anticorpi monoclonal
della Ortho (CD3/CD19; CD4/CD8; HLA-DR/CDS;
CD16/CD3; CD3/CD25 ).

Per I'analisi statistica dei dati si sono utilizzatii consueti
indici statistici parametrici (media e deviazione standrad);
la significativita delle differenze tra le medie é stata valu-
tata con il t di Student.

RISULTATI

| primi dati sono stati raccolti mediante osservazione
microscopica su strisci di cellule provenienti da colture
linfocitarie stimolate mediante aggiunta di ossigeno. In tali
campioni i valori percentuali medi dei grandi linfociti pas-
savano da 3% (controlli) a 17% (coltura stimolate): la
differenza tra i valori medi era statisticamente significativa.

| risultati ottenuti con l'uso del termostato a flusso
continuo di ossigeno, che consente di ottenere una stimo-
lazione programmata e controllata, seguiti da osservazio-
ne microscopica di strisci colorati, sono riassunti nella
tabella 1 (sospensioni linfocitarie) e 2 (campioni di sangue
intero). In entrambi i casi si osserva la presenza di un
maggiore numero di grandi linfociti nelle colture stimolate,
con una differenza tra i valori medi statisticamente signifi-
cativa.

Lo studio al citofluorimetro condotto sui campioni di
sangue intero e basato sul confronto tra campioni di con-
trollo e campioni esposti ad ossigenazione, ha evidenziato
nei campioni stimolati un aumento dei linfociti totali dovuto
alla maggiore concentrazione, statisticamente da signifi-
cativa a molto significativa, delle cellule T ed alcune sot-
toclassi di tale popolazione, i linfociti Helper e Suppressor.
Nessuna variazione statisticamente significativa era inve-
ce evidente per le cellule B, per i T-attivati, per le Natural
Killer e per il recettore per la interleuchina-2 (Tab. 3). Si
pud pertanto asserire che, per un livello di significativita
del 99%, i valori dei linfociti totali, T, Helper e Suppressor
dei campioni stimolatri sono piu elevati rispetto a quelli di
controllo.
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TABELLA 1

Effetti della stimolazione mediante trattamento di sospensioni linfocitarie a in termostato a flusso continuo di ossigeno; osservazione

microscopica (valori medi, unita: 10°/L)

Leucociti Linfociti Grandi linfociti
Totali Controlli Stimolati Controlli Stimolati
7157 2221 1913(%) 243 551(*)

(*) diferenza con in controlli statisticamente significativa (p > 0,01)

TABELLA 2

Effetti della stimolazione mediante trattamento di campioni di sangue intero in termostato a flusso continuo di ossigeno; osservazione

microscopica (valori medi, unita: 10°/L)

Leucociti Linfociti Grandi linfociti
Totali Controlli Stimolati Controlli Stimolati
7527 2286 3484(") 350 a71(")

(*) differenza con in controlli statisticamente significativa (p = 0,01)

TABELLA 3

Effetti della stimolazione mediante trattamento di campioni di sangue intero in termostato a flusso continuo di ossigeno; misure

citofluorimetriche (valori medi + deviazione standard, unita: 10°/L)

Campione Linfociti (10%/L)
Totali g5 B Helper Suppressor T-attivati  Recettore IL-2  Natural Killer
Controllo
Media+DS 20504924  1456+651 1764131 8641461 559252 165+99 92+132 310+256
Stimolato
Media+DS 2648+1001 19124673 2254135 11224517 7424300  197+104 1064172 356+289
P <0,0001** 0,002** 0,082" 0,014** 0,002** 0,138" 0,666" 0,439"

**Differenza (stimolato-controllo) statisticamente assai significativa
"Differenza (stimolato-controllo) statisticamente non significativa

DISCUSSIONE

Lo studio condotto sull'azione immunomodulante del-
l'ossigeno evidenzia che il sistema immunitario umano
presenta potenzialita ancora da valutare.

La presente ricerca era finalizzata ad indagare "in
vitro" il possibile effetto dell'ossigeno sullo stato immuni-
tario.

| dati riguardanti le varie sottopopolazioni linfocitarie
dei campioni sottoposti ad ossigenazione hanno eviden-
ziato differenze statisticamente significative rispetto ai
controlli: le variazioni nel numero dei linfociti totali erano
infatti dovute all'aumento dei linfociti T e delle sottopopo-
lazioni T-Helper e T-Suppressor. Tali dati sembrano con-
fermare l'ipotesi che l'ossigeno, in certe condizioni speri-
mentali, possa svolgere azione immunostimolante su al-
cuni settori delle cellule immunocompetenti. In effetti, altre
cellule efo fattori, ossia linfociti B, T-attivati, Natural Killer,
e recettori delle IL-2, risultano meno sensibili alla stimola-
zione da parte dell'ossigeno, anche se per ciascun com-

ponente si riscontra tendenza allaumento dopo stimola-
zione.

Questi risultati sono confortati da quanto riferito in
letteratura sulla possibile stimolazione immunitaria in pa-
zienti con varia patologia e in animali di laboratorio, indotta
da esposizione ad ossigenazione con o senza I'impiego di
camera iperbarica (28, 29, 32). E’ risultato infatti da queste
ricerche che I'ossigeno aveva possibilita di stimolare alcu-
ni settori delle cellule immunocompetenti.

E’ stata anche evidenziata una risposta all'ossigeno
dose-dipendente (24). Altri Autori (30) rilevavano, a basso
regime di iperbarismo, moderata o scarsa stimolazione
immunitaria; altri ricercatori (31), ad alto regime iperbarico
(atmosfera al 100%) trovavano una iniziale diminuzione
della popolazione cellulare nel timo e nella milza a cui
seguiva una secondaria risposta proliferativa dei linfociti T
a livello splenico.

Questi studi farebbero ritenere che, in condizioni otti-
mali, 'ossigenazione pud rappresentare un fattore deter-
minante per sostenere I'efficace funzionalita dei tessuti
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immunocompetenti. Migliorando lo stato di ossigenazione
dei tessuti si provocherebbero modificazioni positive sia
dello stato immunitario che della situazione energetica
dell’organismo, che sarebbe pertanto in grado di opporre
una pit efficace resistenza agli agenti patogeni.

A tal fine & importante rilevare che alcune recenti
ricerche (25) hanno dimostrato che l'ossigenazione iper-
barica e in grado di contenere lo sviluppo tumorale da sola
o in concomitanza con terapia antiblastica. Il medesimo
trattamento potrebbe costituire un valido ausilio terapeuti-
co per le malattie che richiedono un potenziamento delle
difese immunitarie oltre che un utile appoggio per le tera-
pie antiblastiche.
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