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Abstract

More than one mechanism may contribute to disease susceptibility in tuberculosis, major histocompatability complex (MHC) restriction phenomenon, spectrum of immune reactivity/cytokine profile and epidemiology induced anergy. Experiments from our laboratories revealed that human leucocyte antigen D-related allele 2 (HLA DR2) predispose for a more severe form of pulmonary tuberculosis encoding a high responder status. The results suggested that MHC class II restriction play a role in peptide recognition and the immune response. Nonetheless the outcome and specificity of the immune reactivity and the resultant disease pathogenesis may depend on the promiscuity of peptide recognition and cytokine profiles.

Introduction

The mechanism of association of HLA with diseases is still an enigma: this is more so with mycobacterioses, other chronic infections and parasitic diseases. In recent times, there is evidence for a stronger association of HLA DR2 with pulmonary tuberculosis (PTB). Many earlier studies showed associations with different HLA alleles in both class I and class H loci. One study on northern Indian population showed a nominal association with HLA DR2. Genome scan analysis of affected sib-pairs of diabetes using microsatellite markers revealed that, HLA alleles contribute to 54% of disease pathogenesis and the rest is accounted by three other genes. A similar kind of approach is warranted in mycobacterioses. Nonetheless one need to understand the immunological mechanisms that predispose for mycobacterioses for a better therapy and prevention.
There are many studies that evaluated both the HLA and immunological mechanisms in tuberculosis and leprosy. Our study showed a strong HLA DR2 association with far advanced PTB. Further, the existence of a spectrum of immune reactivity in healthy individuals has also been described by us for the first time. This has now been confirmed in Indonesian and Brazilian populations. However, the HLA association and spectrum of reactivity may be two independent mechanisms.

Materials and methods

Patients attending Govt. Rajaji Hospital, were enrolled, informed consent obtained and studied. Controls were drawn from hospital staff, students and staff of our university. Serological typing of HLA was done by conventional two stage microlymphocytotoxicity assay. Allelic typing of HLA was done by (PCR-SSP) polymerase chain reaction-sequence specific primers and sequence specific oligoprobes (SSOP) techniques. Lymphocyte transformation test (LTT) assays and T-cell cloning was done following standard procedures. Monoclonal antibodies employed were commercial ones and peptides were synthesized based on the known sequences of 16 and 38 kDa antigens of Mycobacterium tuberculosis. Standard statistical methods were employed to analyse the data, employing the software developed for immunogenetic studies.

Results and discussion HLA DR2 association

Figure 1 presents the data on the distribution of HLA DR2, a high risk allele, in various subgroups of patients with pulmonary tuberculosis. While % frequency of HLA DR2 was 27 in controls, it was 41 in PTB patients. On further stratification of patient samples, in sputum positive it was 57%, and in far advanced among them, it was 76. This suggested that if a person is infected and if that individual posses HLA DR2, his/her chances of developing a more severe, sputum positive ( + + + ), culture positive ( + + +) and radiologically far-advanced PTB is greater than other alleles. Further patients with HLA DR2 showed higher antibody levels than non-DR2 particularly in anti-HSP70 (figure 2) and in anti-PPD. There are two other studies confirming the HLA DR2 association (table 1): all these studies suggested that HLA DR2 correlates to a high responder status irrespective of mycobacterial antigen preparation used. Further, our study and Russian study confirmed that the HLA DR2 association transcend ethnic barriers (table 1).

Spectrum of immune reactivity

We provide evidence that the spectrum of immune reactivity [two types of immunity viz., cell mediated (CMI) and humoral (HI)], demonstrable in patients with leprosy and tuberculosis, exists in healthy hospital contacts. This has now been confirmed and extended to healthy populations in Indonesia and Brazil. This inverse correlation (of CM1 and HI) was observed in both sputum positive and negative patients as well. Nonetheless there was a quantitative and qualitative difference between these two patient groups (figure 3). This spectrum of immune reactivity correlated to the recovery of patients by chemotherapy and to the drug resistant statuses. The early converters possessed a good CMI but low antibody levels and the patients with drug resistant bacilli possessed a poor CMI and an elevated antibody level. In other words patients with a good CMI have a better prognosis. One may need to examine whether the good HI in poor prognostic groups are related to antibodies against drug resistant organisms: our study however has not answered this question directly. Nonetheless it is possible that the drug resistant organisms induce a higher levels of antibody leading to a more severe damage and persistence and therefore the delay in recovery by chemotherapy.
In recent times immunity against mycobacterial infections is thought to depend on HLA class II restricted Thl cells. Both type one (Thl cells) and type two (Th2 cells) cytokines have been reported in many tuberculosis and leprosy patients. Cytokine profile of PBL and cells in the lesions of leprosy patients from India has revealed the presence of both indiscriminate (Th0) and polarized (Thl or Th2) T-cell subsets, in both tuberculoid leprosy (TL) and lepromatous leprosy (LL) patients. Further, no difference in the pattern of cytokine secretions between peripheral blood lymphocytes (PBL) and lesional lymphocytes and various mycobacteria antigens have been identified. Though the skewing of T-cell subsets and their cytokine profile may be an important mechanism in the pathology of mycobacterial diseases, their role in susceptibility to the disease needs to be evaluated. It is possible that the spectrum of immune reactivity observed in healthy individual from endemic areas is the outcome of their cytokine profile (i.e., their Thl/Th2 status to the antigen in question) and this might decide the course of the resulting susceptibility, immunity and pathology. The proposition raises another interesting question whether the Th 1 or Th2 response to a given antigen/epitope is inherent (innate), and whether it can be skewed in an endemic area.

High and low responder status to peptides

In order to study the role of MHC restriction in disease pathogenesis, lymphocyte transformation test (LTT) responses of patients and controls to selected mycobacterial peptides were studied and correlated to their MHC class II (HLA DRB1, DRB5, DQA and DQB) haplotypes, assigned by PCR-SSP typing. There was no correlation between any given haplotype and allele to either high or low response to any particular peptide studied. Rather a high responder to a peptide irrespective of DR2 status, always responded high to many peptides, studied (figure 4) but not to PPD. The study revealed that in response to a single peptide 16-3 in vitro, many clones can be generated (recall/memory response), each clone is restricted by one or the other MHC class II alleles of the host, the HLA DR restricted clones were the predominant one, presumably easily inducible by the mycobacterial antigen in question; many HLA DR restricted clones were promiscuous in nature. Thus the disease may be the outcome of the interactions of all these clones in vivo, and the genetics of the host may play a predominant role in deciding whether the disease will manifest and progress in an infected (sub-clinically) host.

Conclusion

The mechanism of association of HLA DR2 and the spectrum of immune reactivity in tuberculosis might be two parallel but independent mechanisms. During an immune response (in vitro), clones restricted by various MHC loci with different cytokine profile can be generated. The existence of high or low responder status to many mycobacterial peptides but not to PPD suggests that MHC diversity, mycobacterial peptides generated in a given milieu genetic, T-cell receptor (TCR) repertoire, epidemiology and cytokine profile, all may decide the disease susceptibility. Identifying the combinations of these factors leading to disease/protection is a challenging problem to immunologists.

Резюме

Больше чем один механизм может внести вклад в восприимчивость к туберкулезу: феномен рестрикции главного комплекса гистосовместимости (MHC), цитокиновый профиль и эпидемиологическая анергия. Эксперименты наших лабораторий показали, что гены HLA DR2 предрасполагают к более серьезной форме легочного туберкулеза. В результате предположено, что MHC класс II играет роль в распознавании пептидов в иммунном ответе. Тем не менее результаты и специфика иммунной реактивности во время протекающей болезни могут зависеть от разнородности распознания пептида и цитокиновых профилей.

Введение

Механизм ассоциации HLA с болезнями – все еще загадка: есть связь с микобактериозами, другими хроническими инфекциями и паразитными болезнями. Недавно была открыта более сильная ассоциация HLA DR2 с легочным туберкулезом (PTB). Многие более ранние изучения показали ассоциации с различными HLA аллелями и в классе I, и в классе II. Одно изучение на северном индийском населении показало ассоциацию с HLA DR2. Геномный анализ пар сибов с диабетом, использующий микросателитные маркеры показал, что, HLA аллели вносят вклад в 54 % патогенеза болезни, а остальное зависит от трёх других генов. Подобный подход относится и к туберкулёзу. Тем не менее, необходимо понимать иммунологические механизмы, которые предрасполагают к микобактериозам для лучшей терапии и предотвращения болезни.
Есть много изучений, которые оценили и HLA и иммунологические механизмы при туберкулезе и проказе. Наше изучение показало сильную ассоциацию HLA DR2 с тяжёлым туберкулезом легких. Существование спектра иммунной реактивности у здоровых индивидуумов было также описано нами впервые. Это было подтверждено в индонезийских и бразильских популяциях. Однако HLA ассоциация и спектр реактивности могут быть двумя независимыми механизмами.

Материалы и методы

Пациенты, посещающие Rajaji государственный госпиталь были зарегистрированы и изучены. Контроль был составлен из больничного персонала, студентов и работников университета. Серологическое типирование по HLA было сделано обычными двумя стадиями микролимфоцито-токсического теста. HLA типирование было сделано методом PCR-SSP с помощью специфических праймеров и последовательностей специфических олигонуклеотидов (SSOP). Тест трансформации лимфоцитов (LTT) и клонирование T-клеток было сделано после стандартных процедур. Используемые моноклональные антитела были коммерческими, и синтезируемые пептиды были основанны на известных последовательностях 16 и 38 kDa антигенов Mycobacterium tuberculosis. Для анализа данных использовались стандартные статистические методы, использовалось также программное обеспечение, разработанное для иммуногенетических исследований.

Результаты и обсуждение HLA D2 ассоциация

Рисунок 1 показывает данные относительно распределения HLA DR2 в различных подгруппах пациентов с легочным туберкулезом. В то время как частота HLA DR2 была 27% в контроле, у пациентов с туберкулёзом она была равна 41%. При взятии проб мокроты частота положительных была равна 57 % и даже достигала 76%. Из этого следует, что, если человек инфицирован и если он имеет HLA DR2, у него более серьёзные шансы заражения мокрото-положительным (+ + +), культура-положительным (+ + +) и полирезистентным легочным туберкулёзом, чем с другими аллелями. Другие пациенты с HLA DR2 показали более высокие уровни антител, чем без DR2, особенно у анти-HSP70 (рисунок 2) и у анти-PPD. Есть два других изучения, подтверждающие HLA DR2 ассоциации (таблица 1). Далее, наше и российское изучения подтвердили, что HLA DR2 ассоциация превышает этнические барьеры (таблица 1).

Спектр иммунной реактивности

Было обеспечено свидетельство, что спектр иммунной рективности (два типа иммунитета: клеточный и гуморальный), демонстрируемый у пациентов с туберкулезом и лепрой, существует и в здоровых контактах больницы. Это было подтверждено и расширено на здоровые популяции Индонезии и Бразилии. Эта обратная корреляция клеточного и гуморального иммунитета соблюдалась у мокрото-положительных и отрицательных пациентов. Тем не менее, было количественное и качественное различие в этих двух группах пациентов (рисунок 3). Этот спектр иммунной реактивности коррелирует с восстановлением пациентов с помощью химиотерапии и с лекарственно устойчивыми состояниями. Первые конверты обладали хорошим клеточным иммунитетом, но низкими уровнями антител, а пациенты с лекарственно устойчивыми бациллами обладали плохим клеточным иммунитетом и высоким уровнем антителопродукции. Другими словами, пациенты с хорошим клеточным иммунитетом имеют лучшие прогнозы. Необходимо исследовать, связана ли хорошая антителопродукция у групп с плохими прогнозами с антителами против антибиотикорезистентных бацилл. Тем не менее, возможно, что антибиотикорезистентные микроорганизмы индуцируют высокий уровень антител, приводящих к более серьезному повреждению, персистенции и к задержке в восстановлении с помощью химиотерапии.
В последнее время иммунитет против микобактериальной инфекции связывают с HLA II класса рестриктированными Th1 клетками. Оба типа (Th1 и Th2) цитокины были отмечены у многих пациентов с туберкулезом и лепрой. Не было замечено никаких различий в секреции цитокинов между периферическими лимфоцитами крови и поврежденными лимфоцитами против микобактериальных антигенов. Хотя искажение популяций Т-клеток и их цитокинового профиля может быть важным механизмом в патологии микобактериальных заболеваний. Возможно спектр иммунной реактивности наблюдаемый у здорового человека из эндемичных ареалов является результатом их цитокинового профиля (т. е. Тh1/Th2 статуса к рассматриваемому антигену) и это могло бы решить течение получающейся восприимчивости, иммунитета и патологии. Назревает другой вопрос, является ли Th1 или Th2 ответ на данный антиген врожденным, и может ли это быть искажено в эндемичном регионе.

Высокие и низкие статусы ответа к пептидам

Чтобы изучать роль МНС рестрикции в патогенезе заболевания были проведены тесты трансформации лимфоцитов у пациентов и контроля к отобранным микобактериальным пептидам. Они были связаны с гаплотипами МНС класса II (HLA DRB1, DRB5, DQA и DQB), выявляемыми с помощью метода ПЦР типирования. Не было замечено никакой корреляции между данными гаплотипами и высоким или низким ответом на специфический изучаемый пептид. Индивиды без DR2 реализовывали высокий ответ на многие изучаемые пептиды, но не на PPD. Исследования показали, что в ответ на отдельный пептид 16.3 in vitro образовывались многие клоны клеток-памяти; каждый клон был рестриктирован по аллелю МНС класса II; преобладали HLA DR2 рестриктированные клоны, которые, по-видимому, легче индуцируются микобактериальными антигенами; многие из HLA DR2 рестриктированных клонов были разнородными по природе. Таким образом, болезнь может быть результатом взаимодействия всех этих клонов in vivo, а генетические факторы хозяина могут играть решающую роль в решении, будет ли болезнь прогрессировать или протекать субклинически.


Заключение

Механизм ассоциации HLA DR2 и спектр иммунной реактивности во время заболевания могут взаимодействовать двумя параллельными, но независимыми механизмами. Во время иммунного ответа in vitro образуются клоны, рестриктированные по различным МНС локусам, с различным цитокиновым профилем. Существование высокого или низкого ответа на многие микобактериальные антигены (но не на PPD) свидетельствует, что разнообразие МНС, микобактериальные пептиды, полученные в данной генетической обстановке, репертуар ТКР, эпидемиология и цитокиновый профиль, - все принимают участие в восприимчивости к болезни. Изучение комбинаций данных факторов, приводящих к заболеванию или защите от него, - важная проблема иммунологии.
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Sputum – слюна, мокрота.
Staff cell – палочкоядерный нейтрофил.
Statistical – статистический.
Status – статус.
Stratification – стратификация.
Stronger – сильный.
sub-clinically – субклинический.
Subgroup – подгруппа.
Subset – подмножество.
Suggest – предлагать, советовать.
Susceptibility – восприимчивость.
Synthesized – синтезированный.
T
Technique – техника, методика.
Therapy – терапия.
Therefore – следовательно.
Transcend – превосходить, превышать.
Tuberculosis – туберкулез.
Type – тип.
V
Various – различный.
W
Warranted – служить оправданием.
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