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INTRODUZIONE

Le tachichinine sono una famiglia di neuropeptidi ampiamente distribuiti nell’organismo, dagli invertebrati inferiori ai mammiferi, e coinvolti nella regolazione di diversi processi biologici, dalla  regolazione del tono muscolare alla  nocicezione, alla risposta flogistico-immunitaria (Severini et al., 2002). I membri meglio conosciuti nei mammiferi sono la sostanza P(SP), la neurochinina A (NKA) e la neurochinina B (NKB), e presentano una sequenza  pentapeptidica C-terminale comune (Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2). Ciascuna di esse a concentrazioni stabilite riconosce un recettore a proteine G specifico (NK1-R, NK2-R, NK3-R), sebbene possa legare con minore affinità anche gli altri, secondo il seguente ordine:
                                                SP>NKA>NKB               per NK1-R
                                                NKA>NKB>>SP             per NK2-R

                                                NKB>NKA>SP                per NK3-R

Studi di biologia molecolare e di farmacologia tradizionale (utilizzo di agonisti ed antagonisti selettivi) hanno permesso di caratterizzare i tre recettori. L’ NK1 è stato isolato e clonato da cervello e ghiandole salivari di ratto, da polmone umano e da una linea cellulare linfoblastica umana. L’NK2 è stato isolato e clonato da Masu ed altri nel 1987 da stomaco di bue e successivamente da stomaco di ratto, da trachea e digiuno umani e dal genoma di topo. Infine l’ NK3 è stato isolato da cervello di ratto e successivamente anche umano. 
Utilizzando tachichinine naturali, agonisti ed antagonisti recettoriali selettivi, nel nostro laboratorio è stato possibile dimostrare che i macrofagi alveolari (AM) di cavia presentano recettori NK1 e NK2,  in quanto la loro stimolazione determina produzione di anione superossido (O2-) e rilascio di eicosanoidi (Brunelleschi et al. 1990). Inoltre in un modello sperimentale di asma, ottenuto sensibilizzando le cavie all’ovoalbumina, è stato possibile verificare che l’agonista recettoriale 
[-Ala8]-NKA (4-10), selettivo per NK2-R, nonché l’agonista naturale NKA, inducono un aumentato “burst” respiratorio e rilascio di trombossano A2 nelle cavie sensibilizzate, rispetto alle cavie controllo (Brunelleschi et al. 1992; Brunelleschi et al. 1996a).
 A livello polmonare, NKA è un potente bronco-costrittore, mentre SP induce soprattutto secrezione di muco ed essudazione plasmatica; numerosi studi documentano l’efficacia di antagonisti selettivi delle tachichinine in modelli animali di asma bronchiale, ma meno nell’uomo (Fahy et al., 1995; Joobs et al., 1996; Lagente and Advenier, 1998; Joobs and Pauwels, 2001). E’ stato osservato che le tachichinine attivano gli AM umani isolati da fumatori sani e da pazienti con sarcoidosi; infatti, SP, NKA e gli agonisti selettivi per NK2-R inducono un’aumentata produzione di O2- in vitro (Brunelleschi et al 1996b). Mentre SP agisce in modo dose-indipendente in entrambe le condizioni, NKA e  l’agonista selettivo [-Ala8]-NKA (4-10) evocano in modo dose-dipendente un  aumentato “burst” respiratorio nei fumatori, ma non nei pazienti con sarcoidosi (Brunelleschi et al 1996b).
Le infezioni respiratorie sono associate ad aumentati livelli di tachichinine nelle vie aeree (Trippe et al., 2000), nonché ad un aumento delle risposte evocate dalle tachichinine stesse (Saban et al., 1987; Yamawaki et al., 1995), effetto, quest’ultimo, almeno in parte dovuto ad una diminuita attività dell’endopeptidasi neutra, enzima chiave nella degradazione delle tachichinine (Dusser et al., 1989). Un altro enzima importante nella degradazione delle tachichinine, “l’angiotensin converting enzyme” (ACE), viene rilasciato in maggiori quantità nei fumatori e in pazienti affetti da sarcoidosi (Hinman et al., 1979). Inoltre, elevati livelli di SP sono presenti nei lavaggi bronco-alveolari (BAL) di pazienti con fibrosi polmonare idiopatica o sarcoidosi (Takeyama et al., 1996), così come nell’espettorato indotto in pazienti asmatici o con bronchite cronica (Tomaki et al., 1995). L’espressione del gene per il recettore NK2 (a livello di mRNA) è aumentata di quattro volte nel tessuto polmonare di pazienti asmatici, di tre volte in fumatori e di due volte in soggetti affetti da ostruzione polmonare cronica (COPD) rispetto ad individui sani non fumatori (Bai et al., 1995), a ulteriore conferma del ruolo di NKA nella broncocostrizione. L’espressione del gene per NK1-R invece è stata osservata aumentata solo in fumatori (Bai et al. 1995) e nell’epitelio di soggetti asmatici (Chu et al. 2000) e la sua rapida desensitivizzazione è probabilmente dovuta alla fosforilazione intracitoplasmatica dell’estremità C-terminale (Helke et al.,1990) o alla internalizzazione del recettore (Bowden et al., 1994).
 Gli AM, la popolazione cellulare predominate nel BAL, derivano in larga misura da monociti circolanti: rappresentano una ”prima linea” di difesa contro gli agenti patogeni inalati e giocano un ruolo importante nei processi flogistico-immunitari locali che sottendono svariate condizioni patologiche a livello polmonare. Oltre a fagocitare il materiale corpuscolato, queste cellule, una volta attivate, liberano nello spazio extracellulare enzimi lisosomiali, metaboliti dell’acido arachidonico, citochine, radicali liberi dell’ossigeno, etc. che contribuiscono a determinare la risposta tissutale all’agente patogeno. Questo evidenzia un ruolo chiave dei macrofagi in differenti patologie polmonari. Un accumulo di fagociti mononucleari attivati, una patologia nota come alveolite macrofagica, solitamente si presenta in soggetti fumatori, ed un aumentato numero di AM si riscontra nel loro BAL (Lohmann-Matthes et al. 1994). 
Trovandosi in un ambiente molto ricco di ossigeno, gli AM presentano un’attività respiratoria a riposo più intensa di altri leucociti: circa 3 volte quella dei monociti e di un ordine di grandezza più grande rispetto ai granulociti neutrofili (Brunelleschi et al., 1998). Il loro metabolismo ossidativo, variabile in base al loro stato di attivazione, porta alla produzione di radicali liberi dell’ossigeno, primo fra tutti, l’O2-. L’enzima chiave di questa via metabolica è la NADPH-ossidasi, enzima in
[image: image1.emf]      NON FUMATORI O EX - FUMATORI    (n = 79 )         Cellule tot. /ml  AM (%)  L info  (%)  PMN (%)  Eos (%)   Sani  (n = 20)  *139.020  +  5.100  90.6  +  1  8.6  +  1  0.2  +  0.2  -   Patologia interstiziale  (n  =  30 )        Sarcoidosi  (n =  18 )  *168.300  +  6.900  74.6  +  3  23.8  +  2  1  +  0. 5  -   Fibrosi polmonare  (n =  12 )  *201.900  +  5.890  82.1  +  5.5  13.3  +  3.2  3  +  1.5  0.9  +  0.5   COPD/E nfisema    (n = 7)  *180.000  +  9.200  82  +  1   13  +  2.5  5  +  1  -   Cancro polmone/laringe   ( tutti ex - fumatori )  (n = 1 5 )  *205.500  +   9.700  88.6  +  2  9.5  +  1.3  1.9  +  0.7  -   Tubercolosi    ( n = 3)  384.000  +  12.000  75  +  3  15  +  2  5  +  1  0.5   Non -   Micobacterium   (n =9)  400.000  +  32.000  58.8  +  8.7  19.2  +  6.2  15.2  +  8.7  6.9 + 3   FUMATORI  (n =   77 )        Sani    (n =  1 5)  390.600  +  6.700  91.4  +  1.9  8  +  2  1  +  0.5  -   Patologia interstizi ale   (n =  30 )        Sarcoidosi  (n = 2 0 )  348.050  +  8.000  74.2  +  1.4  25.3  +  1.8  1  +  0.5  -   Fibrosi polmonare  (n = 1 0 )  380.500  +  6.000  86  +  3  12  +  4  1  +  0.3  0.5  +  0.2   COPD/  Enfisema   (n = 8)  328.780  +  6.400  80  +  2  15  +  4  5  +  3  0.7  +  0.4   Cancro polmone/laringe   (n = 10)  345.000  +  8.000  88.7  +  2  10  +  4  1.5  +  0.5  -   Tubercolosi    (n = 5)  404.000  +  6.200  80  +  2  13  +  3  4  +  2  3  +  1   Non - Micobacterium  (n = 9)  508.000  +  9.300  70  +  6  16  +  5.2  10.8  +  4  5  +  3    


(Da: WULF DRöGE, Physiol Rev 82: 47–95, 2002)
grado di trasferire elettroni dal NADPH all’ossigeno molecolare, con produzione di O2-. Precedenti osservazioni del Laboratorio di Farmacologia documentano che monociti e AM di donatore sano o di paziente, cimentati in vitro con tachichinine, producono significative quantità di radicali liberi dell’ossigeno (Brunelleschi et al., 1996, 2000).
 Inoltre, differenti osservazioni sperimentali, effettuate con utilizzo di  antagonisti selettivi del recettore NK1  (Pothoulakis et al., 1994; Stucchi et al., 2000) o topi “knock-out” per questo recettore (Bozic et al., 1996; Bhatia et al., 1998), dimostrano che il legame della SP al recettore NK1 media risposte infiammatorie che coinvolgono, tra gli altri,  il fattore nucleare B (NF-B) e  MAP chinasi (Lieb et al., 1997; Castagliuolo et al., 1997; Fiebich et al., 2000). La presenza di recettori NK1 in monociti e macrofagi è stata dimostrata sia valutando gli effetti di agonisti ed antagonisti selettivi su specifici parametri funzionali (Brunelleschi et al., 1998), sia mediante tecniche di biologia molecolare e di biochimica. Tecniche di ibridazione in situ e di RT-PCR sono state utilizzate per identificare l’mRNA di NK1-R in monociti e macrofagi (Ho et al., 1997) ma poco si sa della sua espressione a livello di proteina. Marriott e Bost (2000) e Simeonidis e altri (2003) hanno dimostrato la presenza della proteina NK1-R nei macrofagi peritoneali murini e nella linea cellulare monocitaria umana THP-1, ma non hanno indagato la presenza in AM umani. Inoltre Simeonidis et al. (2003) hanno evidenziato che l’espressione del gene NK1-R in cellule THP-1 è aumentato dopo esposizione a IL-1 e TNF-, un effetto mediato almeno in parte dal fattore di trascrizione NF-kB, che lega il promotore del gene NK1-R regolando la sua espressione.
NF-B (Nuclear factor-kappa B) è un importante fattore di trascrizione che può essere attivato da specie reattive dell’ossigeno (Schereck et al. 1992; Sen and Packer, 1996). Cinque prodotti genici correlati prendono parte alle funzioni di NF-B: NF-B1 (p105-p50), NF-B2 (p100-p52), RelA (p65), RelB e cRel, dove p105 e p100 sono i precursori di p50 e p52, rispettivamente. Sebbene siano state descritte sia forme omodimeriche che eterodimeriche di tale fattore, la specie predominante ed attiva trascrizionalmente in diversi tipi cellulari è rappresentata dall’eterodimero p50-p65. Tutti questi fattori contengono una sequenza omologa conservata, il “dominio di omologia Rel” (RHD), che contiene un dominio di legame per il DNA, un dominio di dimerizzazione ed un segnale di localizzazione nucleare. 
Come noto, in assenza di stimoli adeguati, NF-B è localizzato, in forma inattiva, nel citoplasma, ancorato ad una proteina inibitrice, IkB (di cui esistono differenti isoforme, tra cui IkB-α e IkB-β sono le meglio caratterizzate), che maschera il segnale di localizzazione nucleare (Baldwin, 1996; Tak and Firestein, 2001). 
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IkB-α è una molecola chiave coinvolta nella regolazione dell’attività di NF-B durante i processi infiammatori. In seguito a stimoli di vario tipo (prodotti batterici, proteine virali, citochine infiammatorie, fattori di crescita, radiazioni UV, stress ossidativo, etc),  IkB-α viene fosforilato da una specifica IkB chinasi (IKK-1 o IKKα ), poliubiquitinato e degradato dal complesso del proteosoma, permettendo a NF-B di entrare nel nucleo per legare i promotori di geni specifici da trascrivere. Fra i geni regolati ci sono alcuni di quelli coinvolti nei processi flogistico/immunitari, (es: COX-2, TNF-α, iNOS), nonché IkB-α stesso, permettendo così un “feedback” negativo del sistema (Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998). Il coinvolgimento di NF-B nelle patologie polmonari è stato supposto anni fa quando il M. tubercolosis era stato individuato come possibile causa della degradazione costitutiva di IkB-α (Tossi et al., 1997). Fra le citochine infiammatorie più importanti regolate da NF-B, il “tumor necrosis factor-α” (TNF-α), media diverse reazioni infiammatorie e fibrotiche. E’ stato infatti osservato che l’mRNA di questa citochina e di IL-1sono decisamente più abbondanti negli AM di pazienti con fibrosi polmonare idiopatica e con asbestosi che non nei pazienti sani (Zhang et al., 1993). TNF-α può iniziare una cascata di eventi che vanno dalla secrezione di citochine chemotattiche, all’espressione di molecole di adesione in cellule endoteliali, contribuendo a fenomeni di tossicità polmonare (Cheng et al., 1999; Sakao et al., 2001). L’espressione di  TNF-α è regolata a diversi livelli, trascrizionalmente e post-trascrizionalmente.  A livello trascrizionale, è regolato da fattori di trascrizione sequenza-specifici, che interagiscono con regioni promotoriali o enhancer del gene, ed il promotore del gene TNF-α contiene siti di legame per  NF-B (Leonardo and Baltimore, 1989).
TNF-α promuove la proliferazione della muscolatura liscia tracheale, alterandone la funzione, ed è presente in concentrazione elevate nel BAL  e nelle biopsie bronchiali di pazienti affetti da COPD. Pertanto è stato ipotizzato che TNF-α possa contribuire al rimodellamento delle vie aeree (W. I. de Boer, 2002), e alla disfunzione della muscolatura liscia nei pazienti con COPD. Sakao et al. (2001) inoltre hanno osservato che un polimorfismo in posizione -308 nella regione del promotore di 
TNF-α, associato ad un più alto livello basale ed una più alta secrezione in vitro di  TNF-α , è fortemente correlato a COPD fumo-dipendente.
SCOPO DEL LAVORO 
Considerato il ruolo svolto dalle tachichinine nel sistema respiratorio, nonché l’importanza del sistema monocito/macrofagico, ci siamo proposti di verificare l’espressione del recettore NK1  negli AM isolati da BAL di pazienti con differenti affezioni polmonari e di confrontarla con quella osservata nei volontari sani, fumatori e non fumatori.

Inoltre abbiamo deciso di valutare la funzionalità del recettore stesso, misurando la produzione di O2- evocata,  in vitro, dalla SP e dall’agonista [Sar9Met(O2)11]SP selettivo per il recettore NK1, e di confrontarla con quella indotta da stimoli standard, ad es. forbolo miristato acetato ( PMA), un potente attivatore della protein chinasi C, e l’endotossina batterica LPS. Quali altri parametri funzionali dell’attivazione cellulare abbiamo voluto misurare anche la produzione di citochine come TNF-α, IL-1e IL-10.
Infine, considerato che l’O2-  funziona anche da regolatore di fattori di trascrizione, ci siamo proposti di valutare l’attivazione, o meno, del fattore di trascrizione NF-B.
MODELLI SPERIMENTALI 
I modelli sperimentali utilizzati sono rappresentati dagli AM, isolati dal BAL di pazienti e volontari sani.

I BAL sono stati effettuati presso la Divisione di Fisiopatologia Respiratoria dell’Azienda Ospedaliera Maggiore della Carità di Novara, previo consenso informato del paziente. Il BAL (di norma, 150–180 ml) viene filtrato attraverso due strati di garza sterile e centrifugato per sedimentare le cellule. Il  “pellet” viene poi lavato due volte in tampone fosfato (PBS), risospeso in RPMI 1640 addizionato  di siero al 5%  e piastrato. Dopo due ore di adesione a 37°C in atmosfera umidificata al 5% CO2, le cellule non adese (per lo più linfociti) vengono eliminate, e gli AM adesi utilizzati per gli esperimenti. Data la scarsità dei campioni ottenuti, alcuni esperimenti sono stati effettuati su macrofagi ottenuti per differenziamento dai monociti (MDM: monocyte-derived macrophages)  di donatore sano o di paziente, secondo una procedura sperimentale largamente utilizzata nel laboratorio di Farmacologia.

La valutazione dell’espressione del recettore  NK1 è stata condotta con metodologie di immunoblotting, utilizzando un anticorpo policlonale commerciale (Santa Cruz), che riconosce la regione C-terminale del recettore. Gli esperimenti di Western blotting (WB) sono condotti su estratti proteici totali di AM e di cellule J774.A1: l’anticorpo utilizzato, in accordo a quanto dichiarato dalla casa produttrice, riconosce una banda da 68 kDa.

La produzione  di anione superossido (O2-), valutata spettrofotometricamente a 550 nm misurando la riduzione superossido-dismutasi (SOD) sensibile del citocromo C presente nel “medium” di incubazione, è stata espressa  in nmoli di citocromo C ridotto/106 cellule/30 min., usando un coefficiente di estinzione  di  2.1 x 10-4 M min-1 (Brunelleschi et al., 1998).  Per evitare interferenza nella lettura spettrofotometrica, gli esperimenti vengono condotti in RPMI 1640 senza rosso fenolo.
La misurazione delle citochine prodotte (TNF-α, IL-1e IL-10), in seguito a stimoli condotti con SP, agonisti selettivi per NK1-R o  PMA per 24h, è stata effettuata con kit specifici ELISA. 
Infine la valutazione del fattore NF-B attivato e, quindi, traslocato nel nucleo è stata condotta sia mediante “electrophoretic mobility shift assay” (EMSA) utilizzando l’oligonucleotide consensus per NF-B e gli estratti nucleari delle cellule opportunamente stimolate, sia con kit ELISA specifici per le subunità p50 e p65, sia mediante Western blotting. 
RISULTATI E DISCUSSIONE
Lo studio è stato condotto su un totale di 156 pazienti, di cui 77 provengono da fumatori (F) e 79 da non fumatori (NF) o ex-fumatori. Talvolta la diagnosi è stata ottenuta solo dopo aver effettuato il BAL. 
In base al numero di AM recuperati da ogni lavaggio è stato possibile valutare la produzione di O2-  e/o la produzione di citochine e/o l’espressione del recettore NK1 e/o l’attivazione di NF-B. Solo in pochi casi  è stato possibile valutare l’intero pattern di responsività degli AM.

Come riportato in tabella 1, il BAL di soggetti sani non fumatori presenta circa 150.000 cellule/ml: la stragrande maggioranza (~ 90%) è rappresentato da AM, i linfociti sono < 10% e i granulociti neutrofili <1%.
Tabella 1: 
CONTA CELLULARE TOTALE E DIFFERENZIALE DI BAL DA PAZIENTI SOTTO STUDIO
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media  + e.s.    *  indica  p < 0.05 vs. fumatori del corrispondente gruppo.
Un significativo aumento  della cellularità totale (p<0.05) si ha nei soggetti fumatori rispetto ai non fumatori; nei pazienti con sarcoidosi si osserva un aumento di linfociti alveolari (25,3% nei F, 23,8% nei NF) ed una riduzione di macrofagi alveolari (circa il 74%). I valori anomali rinvenibili nei BAL di pazienti sia fumatori che non fumatori affetti da infezioni non micobatteriche possono essere attribuiti agli agenti eziologici batterici o virali responsabili (tabella 1). 
Per determinare il fenotipo macrofagico, abbiamo valutato la presenza di “markers” di superficie relativamente specifici, quali CD68 (indicativo del “burst” respiratorio), CD14 (tipico di monociti e macrofagi, funziona come recettore ad alta affinità per LPS), HLA-DR (marker per l’MHC di classe II, in linfociti T e macrofagi) (tabella 2).
Tabella 2:
STUDIO FENOTIPICO DEGLI AM

 
[image: image2.emf]NON  FUMATORI   (n = 33)  CD 68+    (%)  HLA - DR    (%)  CD 14+    (%)   Sani   (n = 8)  * 83  +  1  86  +  1  *50  +  2   Patologie interstiziali   ( n = 18)      Sarcoidosi  (n = 11)  *82  +  0.2  72  +  4  *26  +  2.5   Fibrosi polmonare  (n = 7)  *85 + 0.6  *71.8  +  3  *32  +  3   Cancro polmone/lar inge   (n = 7)  81  +  2  85  +  4  60  +  4   FUMATORI   (n = 35)  CD 68+    (%)  HLA - DR    (%)  CD 14+    (%)   Sani    (n = 10)  96  +  1  84  +  1.8  66  +  3   Patologie interstiziali   (n = 19)      Sarcoidosi  (n = 12)  91  +  0.4  77  +  3  55  +  2   Fibrosi polmonari  (n = 7)  93  +  0.8  82  +  0.8  5 8  +  3   Cancro polmone/laringe  (n = 6)  90  +  0.8  84  +  2.8  62  +  5    


Le cellule positive sono espresse come percentuale degli AM totali.  
Media + e.s.  * indica  p < 0.05 vs.  individui fumatori dello stesso gruppo.

L’espressione dei markers CD14 e CD68 è più elevata negli AM isolati da fumatori, sia sani che con patologie polmonari. In pazienti non fumatori con sarcoidosi polmonare la percentuale di AM CD68+ è ancora elevata (82%) ma significativamente inferiore rispetto quella osservata nei fumatori (92%); lo stesso si osserva per i CD14+ (26% dei NF contro 55% dei F). Risultati simili si possono osservare nei pazienti con fibrosi polmonare, mentre variazioni meno significative fra fumatori e non fumatori sono presenti nei soggetti con cancro alla laringe o al polmone. HLA-DR infine presenta minore variabilità di espressione (70-80%) fra i gruppi, eccezione fatta per i pazienti non fumatori con fibrosi polmonare, che hanno un’espressione del 71,8% rispetto all’82% dei corrispondenti fumatori (tabella 2).
La valutazione del pattern di espressione della proteina NK1-R è stata condotta mediante western blotting su AM di individui sani fumatori e non fumatori, di pazienti fumatori e non fumatori con diverse patologie polmonari e su cellule murine di linea di tipo macrofagico, J774.A1, utilizzate come controllo positivo. Nei nostri esperimenti,  si può osservare una banda più o meno marcata a circa 68 kDa, per il recettore NK1 (come indicato dalla Ditta produttrice) e due bande, più o meno espresse, di 53 kDa e 42 kDa  (figura 1).Come noto dalla letteratura, i recettori NK1 presentano differenti siti per acetilazione e fosforilazione e possono essere presenti come forme tronche (Li et al., 1997; Page e Bell, 2002; Caberlotto et al., 2003). 
Va inoltre ricordato che, utilizzando anticorpi monoclonali non commerciali, differenti gruppi hanno identificato, in diversi tessuti umani e non, una proteina di 46 kDa (nello stomaco umano: Smith et al., 2000), una di 53 kDa (nelle cellule THP-1, una linea monocito/macrofagica; Simeonidis et al., 2003) o  una di 42 kDa (nei macrofagi peritoneali murini; Marriott e Bost, 2000). 
In ogni caso, gli AM ottenuti da fumatori sani e non fumatori, da pazienti con sarcoidosi (fumatori e non fumatori), da pazienti con fibrosi polmonare (fumatori e non fumatori) e da pazienti con cancro (fumatori e non fumatori), presentano la proteina NK1-R (fig. 1). Nei fumatori, sia sani che pazienti, è espressa ad un livello maggiore: gli AM di fumatori sani presentano un aumento di espressione di circa 5 volte rispetto ai non fumatori sani, così come gli AM di fumatori con sarcoidosi rispetto ai non fumatori con sarcoidosi. Analogamente si può osservare per i pazienti con fibrosi. Infine, nei pazienti fumatori con cancro è possibile osservare un enorme aumento della proteina, in accordo con alcuni dati che indicano la presenza di recettori per la SP in diversi tipi di linee cellulari cancerose umane (Heasly, 2001; Petit et al. 2001) (figura 1).
L’analisi funzionale del recettore è stata effettuata valutando la capacità della SP e dell’agonista selettivo [Sar9Met(O2)11]SP  di indurre la produzione di O2- in AM provenienti da individui e pazienti fumatori e non fumatori.
Come riportato in figura 2, i macrofagi alveolari umani liberano di per sé quantità apprezzabili di O2-  e la produzione basale è significativamente aumentata nei fumatori, sia sani che pazienti affetti da varie patologie polmonari (fig. 2). Questi valori di produzione spontanea sono stati sottratti da tutte le determinazioni con gli stimoli. Il PMA,  utilizzato alla concentrazione di 10-7 M, è in grado di evocare un cospicuo “burst” respiratorio (pur con delle differenze), negli AM di tutti i gruppi valutati (fig. 3). Il peptide chemotattico FMLP, seppur meno potente di PMA, induce anch’esso un’importante produzione di O2- , specie negli AM di pazienti con fibrosi polmonare (fig. 4).

Nell’intervallo di concentrazioni 10-12 – 10-6 M (fig. 5), la SP evoca produzione O2- in modo dose-dipendente, sia nei fumatori che nei non fumatori, ma l’effetto maggiore si ha nei fumatori, con 
un’attivazione massima per concentrazioni intorno a 10-6 M ed un EC50 pari a 0,25 nM nei fumatori e 1 nM nei non fumatori. L’ agonista selettivo di NK1-R,  [Sar9Met(O2)11]SP, sebbene meno potente di SP, evoca anch’esso un considerevole “burst” respiratorio sia nei fumatori che nei non fumatori, con un EC50 pari a 3 nM e 10 nM rispettivamente. Infine Pro9SP, un altro agonista selettivo di 

NK1-R, sebbene meno potente di SP e [Sar9Met(O2)11]SP, agisce in modo dose-dipendente (Bardelli et al., 2005) (fig. 5).
L’antagonista competitivo non peptidico di NK1-R, CP 96,345 (fig. 6), alla concentrazione di 1 nM, antagonizza competitivamente gli effetti indotti sia da SP che dagli agonisti selettivi di NK1-R 

(fig. 6), spostando verso destra di circa due ordini di grandezza e di una volta e mezza la curva dose-risposta di SP e di [Sar9Met(O2)11]SP, rispettivamente. 
Valutando gli effetti di SP e [Sar9Met(O2)11]SP, utilizzati entrambi a due concentrazioni (10-7 M e 10-9 M) (fig. 7), su AM ottenuti da pazienti affetti da varie patologie, fumatori e non fumatori, si può osservare che la produzione di O2-, pur con delle differenze a seconda dei gruppi, è maggiore nei fumatori. SP e [Sar9Met(O2)11]SP, anche se meno potenti di PMA, sono molto efficaci nell’indurre “burst” respiratorio negli AM isolati da fumatori ed in particolar modo da fumatori con cancro polmonare e faringeo ( fig. 7).
Nei pazienti con sarcoidosi, sia fumatori che non fumatori, SP induce una produzione di O2- inferiore rispetto a quella documentata nel donatore sano e in pazienti con altre patologie polmonari (fig. 7). Ciò può essere, almeno in parte, attribuito agli aumentati livelli di ACE riscontrati nei BAL di pazienti affetti da sarcoidosi (Hinman et al., 1979).
Nei pazienti con bronchite cronica, l’aumentato livello di SP rinvenuto nello sputo è alla base di meccanismi di attivazione infiammatoria che portano a danno locale delle vie aeree (Tomaki et al., 1995): ciò è in buon accordo con l’aumentata produzione di O2-  da noi evidenziata in questa condizione (fig. 7).
Misurando la liberazione di TNF-α, citochina secreta in abbondante quantità negli AM, abbiamo documentato una situazione analoga.

Come si può osservare in figura 8, SP e l’agonista di NK1-R (fig. 8a e 8b rispettivamente) inducono in modo dose-dipendente un maggior rilascio di TNF-α  nei fumatori rispetto ai non fumatori (p<0.01). Inoltre l’antagonista competitivo CP 96,345 (fig. 8c) è in grado di antagonizzare competitivamente il rilascio di TNF-α  indotto da SP, confermando la natura recettoriale dell’effetto. Anche PMA (10-7 M) induce un più elevato rilascio di TNF-α  nei fumatori rispetto ai non fumatori (dati non riportati).
Valutando la liberazione di IL-1 abbiamo osservato un effetto dose-dipendente di SP, ma senza sostanziali differenze fra fumatori e non fumatori; anche PMA  libera quantità simili di IL-1 in fumatori e non fumatori (fig. 9a).
Al contrario, PMA non libera apprezzabili quantità di IL-10 (fig. 9b). Anche SP è poco efficace nell’evocare il “release” di questa citochina anti-infiammatoria, pur con un lieve aumento (che non raggiunge la significatività statistica) negli AM di non fumatore (fig. 9b).
Valutando le citochine prodotte basalmente negli AM di pazienti con differenti patologie polmonari, si osserva un significativo aumento di TNF-α  in tutti i fumatori ( sani, sarcoidosi, fibrosi polmonare, cancro polmonare) quando paragonati ai non fumatori, mentre IL-1e IL-10 non sono influenzate significativamente dalla variabile fumo (fig. 10).
In questa situazione, SP è capace di evocare “release” di citochine, TNF-α  essendo quella liberata in maggiori quantità (dati non riportati).

Come noto, TNF-α  e IL-1 sono in grado di indurre l’attivazione di NF-B e sono, al contempo, regolate dallo stesso fattore. Osservazioni in letteratura (Andreakos et al., 2004) evidenziano che la secrezione di TNF-α  è regolata da NF-kB, ma può anche essere indotta via altri “pathways”.
Misurando con metodica EMSA l’attivazione del fattore NF-B, abbiamo evidenziato una significativa maggiore traslocazione nucleare negli AM di fumatori rispetto ai non fumatori 
(fig. 11). Per valutare la tempo-dipendenza dell’effetto, gli AM sono stati cimentati in vitro con PMA 10-6 M o due differenti concentrazioni di SP (10-6 M e 10-8 M) per una o due ore; l’attivazione è più marcata dopo due ore di stimolo (fig. 11).
L’antagonista selettivo di NK1-R , il CP 96,345 (a 10-6 M), è in grado di annullare pressoché completamente l’effetto di SP, senza interferire con  l’attivazione indotta da PMA, confermando così la natura recettoriale dell’effetto di SP (fig. 11a e 11b). 
Gli esperimenti di Western blotting hanno permesso di valutare la traslocazione nucleare di p50 e di p65, nei fumatori e nei non fumatori (fig. 12). Anche in questo caso, si può documentare una più marcata attivazione spontanea negli AM di fumatore sano e l’aumentato effetto di SP, soprattutto per quanto riguarda la subunità p50 (fig. 12).
Al fine di confermare queste osservazioni e con l’intento di ottenere un dato quantitativo, abbiamo effettuato la misurazione della traslocazione delle due subunità mediante appositi kit ELISA. 

Come riportato in figura 13, la traslocazione nucleare di p50 è significativamente aumentata negli AM di fumatore rispetto a non fumatore, ma non si osservano variazioni significative per p65 (con la sola esclusione di PMA).
Queste osservazioni sono in accordo con dati che indicano p50 come la subunità principale di 
NF-B responsabile dell’attivazione trascrizionale di TNF- (Carter et al.,1998).
Valutando (con kit ELISA) la traslocazione della subunità p65 negli AM di pazienti affetti da sarcoidosi, fibrosi polmonare o cancro laringeo/polmonare, abbiamo osservato che SP è sempre efficace, pur con alcune differenze imputabili alle diverse patologie.
Negli AM di pazienti con cancro laringeo/polmonare, SP, valutata a 10-6 M, aumenta del 420 ± 50% la traslocazione di p65 nei fumatori e del 300 ± 20% (n = 3, p < 0.05) negli ex-fumatori.
 Negli AM di pazienti con interstiziopatia (sarcoidosi o fibrosi), l’entità della traslocazione indotta da SP è inferiore a quella documentata nei pazienti con cancro, senza significative variazioni tra fumatori e non fumatori (dati non riportati).

Questi risultati pertanto dimostrano che gli AM isolati  da fumatori, sia sani che con patologie polmonari differenti, sono generalmente più responsivi degli AM dei rispettivi non fumatori, per tutti i parametri considerati: “burst” respiratorio, rilascio di citochine, attivazione di NF-kB. Inoltre questi effetti possono essere tutti correlati alla presenza su tali cellule di recettori NK1 funzionali. 
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Figura 1:

Western blotting anti-NK1R di estratti proteici totali di AM
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Figura 2:

Produzione basale di O2-
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Figura 3:

Produzione di O2- da PMA 10-7 M
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Figura 4:

Produzione di O2- da FMLP 10-6 M
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Figura 5:

Produzione di O2- da SP ed agonisti selettivi di NK1-R
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Figura 6:

Effetto dell’antagonista specifico CP 96,345 sulla produzione di O2-
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Figura 7:

Produzione di O2- da SP ed agonisti selettivi di NK1-R in pazienti
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Figura 14:

Analisi quantitativa di p50 e p65 attivati
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media  +  e.s.    * indica  p < 0.05 vs. fumatori del corrispondente gruppo.

Figura 8:

Rilascio di TNF- in fumatori e non fumatori sani
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Figura 9:

Rilascio di IL-1  e IL-10 in fumatori e non fumatori sani
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Figura 10:
Liberazione basale di citochine in AM di pazienti fumatori e non fumatori










Figura a)

1 = PMA 10-6 M 2h; 2 = PMA 10-6 M 1h; 3 = SP 10-6 M 1h; 4 = SP 10-6 M 2h; 5 = SP 10-8 M 1h; 

6 = SP 10-8 M 2h; 7 = controllo; 8 = CP 96,345 (1M) + SP 10-8 M 2h; 9 = CP 96,345 + 
SP 10-6 M 2h; 10 = CP 96,345 da solo.
Figura b)
1 = PMA 10-6 M 2h; 2 = PMA 10-6 M 1h; 3 = SP 10-6 M 2h; 4 = SP 10-6 M 1h; 5 = SP 10-8 M 2h; 

6 = SP 10-8 M 1h; 7 = controllo; 8 = CP 96,345 (1M) + SP 10-8 M 2h; 9 = CP 96,345 + 

SP 10-6 M 2h; 10 = CP 96,345 da solo.



                             Media ± e.s.     * indica p < 0.05 vs.  non fumatori.
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Figura 11





Traslocazione nucleare di NF-kB in fumatori e non fumatori








-











B





A) Non fumatori





B) fumatori





1 





2





3





4





5





6





7





8





9





10





11





1 





2 





3 





4 





5 





6 





7 





8 





9 





10 





11 























1 





2





3





4





5





6





7





8





9





10





11





1 





2





3





4





5





6





7





8





9





10





11





1 





2





3





4





5





6





7





8





9





10





11





1 





2 





3 





4 





5 





6 





7 





8 





9 





10 





11 

















1 





2 





3 





4 





5 





6 





7 





8 





9 





10 





11 





1 





2 





3 





4 





5 





6 





7 





8 





9 





10 





11 





1 





2 





3 





4 





5 





6 





7 





8 





9 





10 





11 

















NF














B





β























4





5








2





3











4





3





1





1





NF





–





2





5





β





actina NF





F





5





NF





F





P65





Subunità





B) 





Figura 12





Attivazione di p50 e p65 in fumatori e non fumatori




















In A) e B) traslocazione nucleare di p50 e p65. F = fumatori; NF = non fumatori.


1 = controllo; 2 = PMA 10-6 M; 3 = SP 10-6 M; 4 = SP 10-8 M; 5 = Sar9 10-6 M
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						PRODUZIONE DI O2-																tab 3
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						PRODUZIONE DI O2-																tab 3

		fumatori				nmol cit C rid/106 AM				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM UNSTIMULATED AM

		Sani				13.5				2

		Sarc.				9.2				1.00												DA TAB. 3

		Fibr.				8.2				1.20

		COPD/Enf.				8.9				0.5
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		patiens				PMA 10-7 M				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM  AM CHALLENGED WITH PMA 10-7 M

		fumatori				nmol cit C rid/106 AM

		Sani				23.5				2
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		Fibr.				38.2				2.2

		COPD/Enf.				18.9				1.9

		Cancro				25.7				2

		Non Micob.				17.5				2
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		COPD/Enf.				10.6				0.5
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																						SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM  AM CHALLENGED WITH FMLP 10-6 M

		patiens				PMA 10-7 M				barre errore

						nmol cit C rid/106 AM
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		fumatori
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		COPD/Enf.				4.4				0.1
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																						Tab 9

						[Sar9] 10-7 M														SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH

						nmol cit C rid/106 AM				barre errore										THE NK1 SELECTIVE AGONIST [Sar9Met(O2)11]SP
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						PRODUZIONE DI O2-																tab 3

		fumatori				nmol cit C rid/106 AM				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM UNSTIMULATED AM

		Sani				13.5				2

		Sarc.				9.2				1.00												DA TAB. 3

		Fibr.				8.2				1.20

		COPD/Enf.				8.9				0.5

		Cancro				19.5				5

		Non Micob.				9.5				2

		non fumatori

		Sani				2.2				0.5

		Sarc.				4.2				0.8

		Fibr.				4.4				1.8

		COPD/Enf.				2.6				0.5

		Cancro				6				1.6

		Non Micob.				3.9				2

																						Tab 4

		patiens				PMA 10-7 M				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM  AM CHALLENGED WITH PMA 10-7 M

		fumatori				nmol cit C rid/106 AM

		Sani				23.5				2

		Sarc.				33.5				2

		Fibr.				38.2				2.2

		COPD/Enf.				18.9				1.9
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		Non Micob.				17.5				2
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																						Tab 5

																						SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM  AM CHALLENGED WITH FMLP 10-6 M

		patiens				PMA 10-7 M				barre errore

						nmol cit C rid/106 AM
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		Fibr.				3.2				0.1
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																						Tab 9

						[Sar9] 10-7 M														SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH

						nmol cit C rid/106 AM				barre errore										THE NK1 SELECTIVE AGONIST [Sar9Met(O2)11]SP

		fumatori

		Sani				2.9				0.4

		Sarc.				1.95				0.1

		Fibr.				2.6				0.1
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						[Sar9] 10-9 M

						nmol cyt C red/106 AM				barre errore												Tab 9

																						SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH

		fumatori																				THE NK1 SELECTIVE AGONIST [Sar9Met(O2)11]SP
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																								SUPEROXIDE ANION PRODUCTION IN AM AND HM FROM THE SAME PATIENT:

																				ED50 values (nM) for TACHYKININS
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						PRODUZIONE DI O2-																tab 3

		fumatori				nmol cit C rid/106 AM				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM UNSTIMULATED AM

		Sani				13.5				2

		Sarc.				9.2				1.00												DA TAB. 3

		Fibr.				8.2				1.20

		COPD/Enf.				8.9				0.5

		Cancro				19.5				5

		Non Micob.				9.5				2

		non fumatori

		Sani				2.2				0.5

		Sarc.				4.2				0.8

		Fibr.				4.4				1.8

		COPD/Enf.				2.6				0.5

		Cancro				6				1.6

		Non Micob.				3.9				2

																						Tab 4

		patiens				PMA 10-7 M				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM  AM CHALLENGED WITH PMA 10-7 M

		fumatori				nmol cit C rid/106 AM

		Sani				23.5				2

		Sarc.				33.5				2

		Fibr.				38.2				2.2

		COPD/Enf.				18.9				1.9

		Cancro				25.7				2

		Non Micob.				17.5				2

		non fumatori

		Sani				17.1				1.5

		Sarc.				24.2				1.8

		Fibr.				36.4				2.8

		COPD/Enf.				10.6				0.5

		Cancro				19.2				3.6

		Non Micob.				13.9				1.5

																						Tab 5

																						SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM  AM CHALLENGED WITH FMLP 10-6 M

		patiens				PMA 10-7 M				barre errore

						nmol cit C rid/106 AM

		fumatori

		Sani				9.5				1.2

		Sarc.				7.8				2

		Fibr.				18.2				3.4

		COPD/Enf.				4.3				0.4

		Cancro				12				0.2

		Non Micob.				5.5				0.6

		non fumatori

		Sani				3.5				0.6

		Sarc.				7.2				1.8

		Fibr.				16.4				2.5

		COPD/Enf.				3.8				0.5

		Cancro				8.3				0.6

		Non Micob.				4.4				0.5

																								Tab 6

																								SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH SP

						SP 10-7 M

						nmol cit C rid/106 AM				barre errore

		fumatori

		Sani				4.4				0.4

		Sarc.				2.5				0.2

		Fibr.				4.7				0.08

		COPD/Enf.				6.4				0.2

		Cancro				4.67				1.1

		Non Micob.				6				0.3

		non fumatori

		Sani				3.1				0.1

		Sarc.				3.18				0.08

		Fibr.				3.13				0.1

		COPD/Enf.				3.8				0.2

		Cancro				5				1.3

		Non Micob.				8.2				0.2

						SP 10-9 M																Tab 6

						nmol cit C rid/106 AM				barre errore												SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH SP

		fumatori

		Sani				2.7				0.3

		Sarc.				1.1				0.04

		Fibr.				3.2				0.1

		COPD/Enf.				4.4				0.1

		Cancro				3.47				0.3

		Non Micob.				4				0.4

		non fumatori
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		Sarc.				2				0.2

		Fibr.				2.2				0.1

		COPD/Enf.				1.95				0.2

		Cancro				1.93				0.2

		Non Micob.				5.5				0.9

																						Tab 9

						[Sar9] 10-7 M														SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH

						nmol cit C rid/106 AM				barre errore										THE NK1 SELECTIVE AGONIST [Sar9Met(O2)11]SP

		fumatori

		Sani				2.9				0.4

		Sarc.				1.95				0.1

		Fibr.				2.6				0.1

		COPD/Enf.				3.9				0.2

		Cancro				3.76				0.3

		Non Micob.				3.6				0.1

		non fumatori

		Sani				1.2				0.08

		Sarc.				1				0.03

		Fibr.				1.2				0.1

		COPD/Enf.				2.2				0.2

		Cancro				3.4				0.3

		Non Micob.				3.5				0.2

						[Sar9] 10-9 M

						nmol cyt C red/106 AM				barre errore												Tab 9

																						SUPEROXIDE ANION PRODUCTION FROM AM CHALLENGED WITH

		fumatori																				THE NK1 SELECTIVE AGONIST [Sar9Met(O2)11]SP

		Sani				1				0.3

		Sarc.				0.9				0.05

		Fibr.				1				0.08
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		Non Micob.				1.8				0.5

																						Tab 10

																								SUPEROXIDE ANION PRODUCTION IN AM AND HM FROM THE SAME PATIENT:

																				ED50 values (nM) for TACHYKININS
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						nmol cyt C red/106 AM
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		Healthy S				0.6

		Healthy NS				0.8

		Sarc. S				0.1

		Sarc. NS				0.21

		Fibr. S				0.1

		Fibr. NS				0.14

		HM

		Healthy S				1.43

		Healthy NS				0.05

		Sarc. S				1.5

		Sarc. NS				1.01

		Fibr. S				0.9

		Fibr. NS				1.23
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		AM

		Healthy S				3.04

		Healthy NS				2.95

		Sarc. S				1.5

		Sarc. NS				0.92

		Fibr. S				1.2

		Fibr. NS				1.31

		HM

		Healthy S				2.62

		Healthy NS				2.15

		Sarc. S				5.6

		Sarc. NS				5.5

		Fibr. S				2

		Fibr. NS				1.8
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		NON FUMATORI O EX-FUMATORI

 (n =79)

		      Cellule tot./ml

		AM (%)

		Linfo (%)

		PMN(%)

		Eos (%)



		Sani (n = 20)

		*139.020 + 5.100

		90.6 + 1

		8.6 + 1

		0.2 + 0.2

		-



		Patologia interstiziale (n = 30)

		

		

		

		

		



		Sarcoidosi (n = 18)

		*168.300 + 6.900

		74.6 + 3

		23.8 + 2

		1 + 0.5

		-



		Fibrosi polmonare (n = 12)

		*201.900 + 5.890

		82.1 + 5.5

		13.3 + 3.2

		3 + 1.5

		0.9 + 0.5



		COPD/Enfisema  (n = 7)

		*180.000 + 9.200

		82 + 1 

		13 + 2.5

		5 + 1

		-



		Cancro polmone/laringe

(tutti ex-fumatori) (n = 15)

		*205.500 +  9.700

		88.6 + 2

		9.5 + 1.3

		1.9 + 0.7

		-



		Tubercolosi  ( n = 3)

		384.000 + 12.000

		75 + 3

		15 + 2

		5 + 1

		0.5



		Non- Micobacterium  (n =9)

		400.000 + 32.000

		58.8 + 8.7

		19.2 + 6.2

		15.2 + 8.7

		6.9 + 3



		FUMATORI (n =  77)

		

		

		

		

		



		Sani  (n = 15)

		390.600 + 6.700

		91.4 + 1.9

		8 + 2

		1 + 0.5

		-



		Patologia interstiziale (n = 30)

		

		

		

		

		



		Sarcoidosi (n = 20)

		348.050 + 8.000

		74.2 + 1.4

		25.3 + 1.8

		1 + 0.5

		-



		Fibrosi polmonare (n = 10)

		380.500 + 6.000

		86 + 3

		12 + 4

		1 + 0.3

		0.5 + 0.2



		COPD/ Enfisema (n = 8)

		328.780 + 6.400

		80 + 2

		15 + 4

		5 + 3

		0.7 + 0.4



		Cancro polmone/laringe (n = 10)

		345.000 + 8.000

		88.7 + 2

		10 + 4

		1.5 + 0.5

		-



		Tubercolosi  (n = 5)

		404.000 + 6.200

		80 + 2

		13 + 3

		4 + 2

		3 + 1



		Non-Micobacterium (n = 9)

		508.000 + 9.300

		70 + 6

		16 + 5.2

		10.8 + 4

		5 + 3






