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microrganismi vanno considerati tra

le forme piu antiche di “intelligenza

biologica”; i batteri sono senz’altro tra
le prime forme di organismi viventi che
hanno popolato il nostro pianeta e pro-
babilmente continueranno a sopravvive-
re ben oltre I'estinzione della razza
umana.
Le loro peculiarita biologiche (piccole
dimensioni, materiale genetico limitato,
capacita di sopravvivere in condizioni
estreme e continuamente cangevoli)
contribuiscono alle loro virtu di adatta-
mento e apprendimento rapido necessa-
rie per la loro sopravvivenza. Per que-
sto motivo € mia opinione che i batteri
debbano essere considerati degli eccel-
lenti biochimici, biologi molecolari, far-
macologi e fisiologi.

Per essere dei patogeni efficienti, i
batteri devono essere degli ottimi colo-
nizzatori, devono competere per I'ap-
provvigionamento di nutrienti e, infine,
devono essere capaci di comunicare
con la loro cellula bersaglio. Il proble-
ma fondamentale & capire che lingua
usano per parlare con la cellula bersa-
glio e che cosa si dicono.

Per quanto ne sappiamo, per adem-
piere alle loro funzioni vitali quotidiane,
le nostre cellule parlano essenzialmente
quattro “linguaggi”:

1. il linguaggio dell’AMP ciclico;
2. il linguaggio del GMP ciclico;
3. il linguaggio del calcio (Ca*);
4. il linguaggio del citoscheletro.

Per questo motivo, i batteri patogeni
(compresi i patogeni enterici, su cui mi
soffermerd piu a lungo, data la mia per-
sonale esperienza) hanno dovuto impa-
rare almeno uno o piu di questi quattro
linguaggi per comunicare con la cellula
bersaglio.
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IL LINGUAGGIO DELL’AMP CICLICO

Di tutti i linguaggi usati dalle nostre
cellule, questo ¢ il primo che abbiamo
“decifrato” e studiato nei minimi detta-
gli. Molti patogeni enterici hanno ap-
preso il linguaggio del’AMP ciclico e
sono in grado di parlare con la cellula
eucariota attraverso una famiglia di tos-
sine chiamate termolabili. La tossina
colerica (CT) elaborata da Vibrio chole-
rae rappresenta la capostipite di questa
famiglia di tossine ed & certamente la
meglio studiata. La CT possiede 5 subu-
nita B che formano un pentamero simi-
le a un modulo lunare che atterra sulla
superficie dell’enterocita, ancorandosi a
recettori specifici (GM1 gangliosidi).
Una volta atterrata, la subunita attiva
(A) della tossina presente al centro del
pentamero viene letteralmente iniettata
nella cellula bersaglio, per poi viaggiare
dall'apice alla base dell’enterocita, dove
attiva I'adenilato-ciclasi, I'’enzima che
produce I'AMP ciclico. Il risultato finale
e la fosforilazione del recettore tran-
smembrana della fibrosi cistica (CF-
TR), il canale attraverso cui il cloro vie-
ne secreto nel lume intestinale, provo-
cando la diarrea imponente tipica del
colera. Altri patogeni enterici, compresi
I’'Escherichia coli enterotossigeno e, for-
se, la Salmonella thyphimurium e il
Campylobacter jejuni, hanno apreso il
linguaggio del’AMP ciclico per comu-
nicare con I'enterocita bersaglio.

IL LINGUAGGIO DEL GMP CICLICO

Oltre alla tossina termolabile, I'E-
scherichia coli enterotossigeno (ETEC)
elabora una famiglia di tossine termo-

stabili (ST), di cui la meglio studiata &
la STa, un piccolo peptide che stimola
la guanilato-ciclasi, con conseguente in-
cremento della concentrazione intracel-
lulare del GMP ciclico. Una serie di al-
tri patogeni enterici, compresi la Yersi-
nia enterocolitica, la Klebsiella pneumo-
niae, e il Vibrio cholerae non-01, elabo-
rano la STa. Il recettore di membrana
della tossina STa non ¢ altro che la
stessa guanilato-ciclasi, I'’enzima re-
sponsabile per la produzione di GMP
ciclico.

Il ruolo fisiologico del recettore della
STa era del tutto sconosciuto fino a 6
anni fa, quando Currie e collaboratori
purificarono dall’intestino di ratto un
peptide omologo alla STa. Questo pepti-
de endogeno, chiamato guanilina, pre-
senta una omologia con la STa di circa
il 50% e si lega competitivamente alla
guanilato-ciclasi, con successiva forma-
zione di GMP ciclico.

Pochi mesi prima della scoperta del-
la guanilina, il nostro gruppo aveva sco-
perto una nuova tossina termostabile
elaborata da Escherichia coli enteroag-
gregante (che chiamammo EAST1) che
risultd strutturalmente e funzionalmen-
te molto simile alla guanilina. Utilizzan-
do monostrati di T84, una linea di cellu-
le intestinali umane che possiede atti-
vita guanilato-ciclasica, scoprimmo che
la EAST1, come la guanilina e la STa,
parla il linguaggio del GMP ciclico.
Un’analisi accurata delle tre molecole ci
consenti di capire quali sono le caratte-
ristiche strutturali necessarie per parla-
re tale linguaggio. Ci era ben noto che
la presenza di 6 residui di cisteina che
partecipano alla formazione di tre ponti
disolfuro risulta essenziale per I'attivita
enterotossigena della STa. Di contrasto,
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la EASTL e la guanilina possiedono solo
4 residui di cisteina che formano due
dei tre ponti disolfuro presenti in STa.
E interessante notare che il gene della
EAST1 non é limitato al solo Escheri-
chia coli enteroaggregante (dove si ri-
trova nel 40% dei ceppi analizzati), ma &
presente anche in altri Escherichia coli
patogeni, particolarmente in Escheri-
chia coli enteroemorragico (EHEC).
Un’analisi genetica dettagliata ci ha per-
messo di stabilire che il gene della EA-
ST1 é localizzato sul cromosoma di
EHEC, mentre & presente sul plasmide
(elemento circolare mobile usato dai
batteri per scambio di informazioni ge-
netiche) degli altri Escherichia coli pato-
geni. Questi dati suggeriscono che il
gene di EAST1 é stato acquisito inizial-
mente da EHEC e poi trasferito via pla-
smide ad altri coli patogeni.

Il linguaggio del GMP ciclico rappre-
senta un esempio tipico di come i batte-
ri siano stati capaci di studiare la fisiolo-
gia intestinale di animali superiori, di
ottenere informazioni sulla guanilina, la
“chiave di lettura” del linguaggio del
GMP ciclico, di sintetizzare un agonista
(EAST1) capace di mimare la guanilina
e infine, di condividere il nuovo “lin-
guaggio” con altri microrganismi. Anco-
ra piu impressionante & l'osservazione
che altri batteri (ETEC) hanno avuto
I'intelligenza e la capacita di sintetizzare
un “superagonista” della guanilina, in
considerazione del fatto che il terzo
ponte disolfuro presente nella STa (e
non nella guanilina) conferisce alla tos-
sina un effetto secretivo 40 volte piu po-
tente della guanilina. Considerando i
tempi necessari agli organismi proca-
rioti di assemblare nuovi geni, di man-
tenerli nel loro limitato genoma e di
passare tali informazioni ad altri micror-
ganismi, ne consegue che i batteri han-
no appreso il linguaggio del GMP cicli-
co migliaia, se non milioni di anni prima
di noi.

IL LINGUAGGIO DEL CALCIO (CA™)
Il Ca™ intracellulare gioca un ruolo

fondamentale nelle funzioni vitali delle
nostre cellule, compresa la regolazione

del trasporto di elettroliti e acqua attra-
verso l'intestino. Piccoli spostamenti da
un compartimento intracellulare all’al-
tro possono causare variazioni dramma-
tiche delle funzioni cellulari. L'impor-
tanza del linguaggio del calcio a livello
intestinale e testimoniata dalla presenza
di numerosi mediatori neuroumorali
(acetilcolina, serotonina, sostanza P,
neurotensina ecc.) normalmente pre-
senti nella mucosa intestinale.

Anche per questo linguaggio, abbia-
mo un esempio di una tossina elaborata
dal Vibrio parahaemolyticus chiamata
thermostable direct hemolysin (TDH)
che, come abbiamo recentemente di-
mostrato, comunica con la cellula ber-
saglio via calcio.

IL LINGUAGGIO DEL CITOSCHELETRO

Il citoscheletro € sempre stato consi-
derato importante per il mantenimento
della polarita e della struttura delle cel-
lule epiteliali (comprese quelle intesti-
nali). Solo recentemente, cambiamenti
della disposizione intracellulare del ci-
toscheletro sono stati associati a modifi-
cazioni anche funzionali delle cellule
eucariote. Per questo motivo non &
inappropriato considerare questo lin-
guaggio il meno definito ma, comun-
que, tra i piu affascinanti linguaggi par-
lati tra patogeni enterici e cellule inte-
stinali. Usando questo linguaggio, i mi-
crorganismi esprimono fondamental-
mente tre “concetti” differenti: invasio-
ne, disseminazione e modulazione della
permeabilita intestinale.

Invasione

Yersinia e Salmonella rappresentano
due tipici esempi di batteri esperti nel
linguaggio del citoscheletro esprimente
il concetto di invasione. Per quanto con-
cerne la Yersinia, questo batterio comu-
nica con il citoscheletro della cellula
ospite tramite recettori di superficie
chiamati bl-integrine. L'interazione con
tali recettori, la cui funzione fisiologica
e quella di promuovere I'adesione tra
cellula e matrice (N.B.: la mancata fun-
zione delle integrine e responsabile del-
la diffusione metastatica dei tumori epi-

teliali maligni), consente al batterio di
aderire intimamente alla membrana cel-
lulare e, successivamente, di entrare
nella cellula bersaglio.

E da notare che lo scompaginamen-
to del citoscheletro fa parte della rispo-
sta cellulare globale a mitogeni, a fatto-
ri di crescita e alla espressione di onco-
geni. Tale scompaginamento rappre-
senta un passaggio cruciale per I'inva-
sione di Salmonella typhimurium ed &
associato a combiamenti profondi della
disposizione di proteine componenti il
citoscheletro (incluse la a-actinina, tali-
na, tubulina, tropomiosina, ed ezrina)
nel punto di contatto tra batterio e cel-
lula bersaglio.

Disseminazione

Shigella flexneri rappresenta un
esempio rimarchevole di come un bat-
terio possa utilizzare le risorse della cel-
lula bersaglio per il proprio uso. Entro
15 minuti il suo ingresso nella cellula
intestinale, la Shigella flexneri sfugge
dal suo vacuolo fagocitario ed entra nel
compartimento citoplasmatico. Tale in-
gresso provoca un accumulo immediato
di actina polimerizzata a un’estremita
del batterio che utilizza questa coda co-
me un apparato propulsivo per muover-
si all'interno della cellula e tra una cel-
lula e I'altra. Al microscopio elettronico,
il suo muoversi appare molto simile a
una stella cometa che attraversa la volta
celeste.

L'intero processo rappresenta un
esempio incredibile dell’abilita della
Shigella flexneri di utilizzare il citosche-
letro della cellula ospite con lo scopo di
adattarsi e di sopravvivere in un am-
biente intracellulare il piu delle volte
ostile per i microrganismi invasivi.

Per quanto riguarda I'ultimo concet-
to espresso tramite l'utilizzo del lin-
guaggio del citoscheletro (la modula-
zione della permeabilita intestinale),
preferisco rimandarvi a un prossimo ar-
ticolo, dove parleremo del Vibrio chole-
rae come esempio di patogeno “supe-
rintelligente”.
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