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ABBREVIAZIONI

aa: aminoacidi

ATP: adenosin trifosfato

[Ca®*]¢: concentrazione del calcio citosolico
[Ca®*]i: concentrazione del calcio intracellulare
AcPL: “accessory protein-like”

ADP: adenosin difosfato

AMP: adenosin monofosfato
APAF-1:"apoptosis-activating factor-1”

ATP": ATP in forma tetra anionica

bp: paia di basi
BzATP:2’,3’-(4-benzoyl-benzoyl)-ATP

CAMP: adenosin monofosfato ciclico
CSF:fattore stimolanti le colonie

DAG: diacilglicerolo

EDTA: acido etilendiamminotetracetico
ELISA:“enzyme-linked immunosorbent assay”
GDP: guanidin difosfato
GM-CSF:“granulocyte macrophage-colony stimulating factor”
ICE: “IL-1B-converting enzyme” (caspasi-1)
IFN-y: interferone gamma

IGIF: “interferon-gamma inducing factor”

IL: interleuchina

IL-1Rrp: “IL-1 receptor related protein”



INOS: nitrossido sintetasi inducibile

IP3: inositolo trifosfato

LPS:lipopolisaccaride batterico

MGC: cellule giganti multinucleate

MP: microparticelle

NAD: nicotinammide adenin dinucleotide

NADH: nicotinammide adenin dinucleotide ridotto
NADP: nicotinammide adenin dinucleotide fosfato
NADPH: nicotinammide adenin dinucleotide fosfato ridotto
NF-«B: fattore di trascrizione nucleaw

NK: natural killer

NO: ossido nitrico

OATP:ATP ossidato

PBMC: cellule mononucleate del sangue periferico
PBS:“phosphate buffer saline”

P;: fosfato inorganico

PKA: protein chinasi A

PKC: protein chinasi C

PLC: fosfolipasi C

PMSF: “phenylmethylsulfonyl fluoride”

PR-3: proteinasi-3

PS:fosfaditilserina

RT-PCR:“reverse transcriptase-polymerase chain reaction”
TF: fattore tissutale

TLR: “Toll-like receptor”



TNF: fattore di necrosi tumorale
TNF-u: fattore di necrosi tumorale alfa
UDP: uridin difosfato

UTP: uridin trifosfato

2MeSATP 2-methylthioATP
af-metilene-ATPalfa beta metilene ATP



PARTE INTRODUTTIVA

| RECETTORI PURINERGICI

| recettori purinergici sono recettori di membraattivati dai nucleotidi extracellulari. Si

suddividono in due grosse famiglie P1 e P@ra 1).
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Figura 1) L’ATP prodotto dalla cellula viene rilasciato néimbiente extracellulare dove viene
sia degradato da enzimi presenti sulla membranasgcttilizzato a livello di diverse classi

recettoriali.

| recettori P1

Sono recettori di membrana accoppiati a proteinié ¢gyj principale agonista e I'adenosina
o ADP; questi recettori vengono ulteriormente sudddiin A;, Aza, Az (Ralevic e
Burnstock, 1998) e A(Muller, 2001). L’ADP e rilasciata dai tessuti gondizioni di
ipossia ed ischemia. Una delle sue funzioni & gqudilridurre lattivita neuronale e quindi
il consumo di ossigeno agendo da agente neuropivoteGran parte di questi effetti

sembrano essere mediati dall'attivazione del repety. Localizzati a livello pre- e post-



sinaptico e sugli assoni, i recettori Aducono il rilascio di neurotrasmettitore, ridnce

I'eccitabilita del neurone (Jain et al., 1995).

| recettori P2

Sono recettori di membrana il cui principale agié I'ATP {igura 1) e vengono
distinti in due sottofamiglie: P2X e P2Y (Abbracala Burnstock, 1994).

Ad oggi sono stati clonati 15 sottotipi di receittd?2 molti dei quali hanno una
distribuzione tissutale caratteristica.

L’identificazione molecolare dei vari membri dellamiglia P2 ha incrementato
notevolmente l'interesse per i nucleotidi come raggeri extracellulari e per i loro effetti
biologici in processi come la proliferazione, ilffdrenziamento e la morte cellulare,
nonché il rilascio di ormoni, neurotrasmettitogieochine (Abbracchio e Burnstock, 1998;
Di Virgilio et al., 2001). L'espressione stessa degettori P2 nelle cellule del sistema
immunitario €& modulata da citochine inflammatorie a&genti che inducono

differenziamento.

| recettori P2X

Si tratta di recettori ionotropici, cioe di receitta cui attivazione determina I'apertura
diretta di canali di membrana selettivi per catior@no e bivalenti, in grado di determinare
I'ingresso nella cellula di Nae C&" e la fuoriuscita di K

L’azione dei recettori P2X avviene in un tempo stimintorno ai millisecondi; questi
recettori hanno un’affinita per 'ATP in un rang® e mediano una risposta veloce e a
breve distanza. Oltre allATP,dB-metilene-ATP rappresenta un buon agonista pertgues
classe di recettori in quanto risulta essere msistalla degradazione enzimatica e quindi

puo essere utilizzato per l'identificazione deigtari anchen vivo (Tsuda et al., 1999).



Sono stati clonati 7 sottotipi di recettori P2XXR2P2X, P2Xs, P2X,, P2Xs, P2Xs, P2X,

che presentano una lunghezza stimata tra 3792395 (P2X) aminoacidi Tabella 1).

Sottotipo P2X numericad agonista preferenziale
P2X% 399 ATP
P2X% 472 ATP
P2X% 397 ATP
P2X 388 ATP
P2X 455 ATP
P2X% 379 ATP
P2X% 595 ATP

Tabella 1) | recettori P2X

Sono in generale espressi da cellule eccitabili ecomauroni, cellule muscolari lisce e
striate. Probabilmente intervengono nella trasmmsisinaptica rapida interneurale nel
SNC o nella contrazione muscolare. Si rinvengomawajue anche a livello delle cellule
del sistema immunitario, come monociti, macrofagndritiche, timociti e altre cellule
linfoidi nelle quali sembrano mediare molteplicsposte tra cui la morte per apoptosi
(Pizzo et al., 1991, Chvatchko et al., 1996).

| recettori P2X Figura 2), presentano due domini idrofobici transmembraid)( e le
porzioni aminoterminale e carbossiterminale si @y entrambe sul versante
citoplasmatico della membrana (Newbolt et al., 19B8rres et al., 1998). L’'estremita
aminoterminale della subunita P2X é piu corta tigpa quella carbossiterminale (circa
20-30 residui contro i 28 di P2Xe i 242 di P2X rispettivamente). Traslocazioni,

delezioni, mutazioni e “splicing” a livello dellaboda carbossiterminale si ripercuotono in
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maniera diversa sulla cinetica, sulla permeabiit@ulla desensitizzazione del canale
(Khakh et al., 1999; Smith, 1999).

Il “loop” extracellulare di tutti i recettori P2Xontiene 10 residui di cisteina e le subunita
P2X sono glicosilate a livello di tre residui dipasagina (N182, N239 e N298), la
delezione di almeno due dei tre residui di aspaeagiorta all'inattivazione del canale

ionico (Newbolt et al., 1998; Torres et al., 1998).

' Fa¥e pore-iming T2
0! o

Crsteine-rich

loop r«

Conzansad among

%
.-'-‘.Ar’)
HiG s o BeHERHSEZE

&l P2 subunits.
?{%% 5& | m—
3 3 jﬂ%}j 3
e W _}:_}
/,rf— —xa—a::
p il {\’9 “i_ Iritesral to
Consarvad £ s ) | the gate

Figura 2) Rappresentazione schematica della subanR2X. Due regioni transmembrana sono
collegate da una porzione extracellulare, in cunsaevidenziati i residui cisteinici che formano
ponti disolfuro (in rosso), tre probabili siti di-jlicosilazione (in giallo), il presunto sito digame
all’ATP ed il sito consenso per la protein chin&si

| recettori P2X sono formati da piu di una subunéacostituire omopolimeri o

eteropolimeri (Torres et al., 1999). Le subunitaP@X, si assemblano come tetrameri
(Kim et al., 1997) mentre quelle di P2& P2X% come trimeri (Nicke et al., 1998). Tutte le
subunita P2X contengono nella coda aminoterminalesito consenso per la protein

chinasi C (Thr-X-Lys/Arg) (Boue-Grabot et al., 2008i ritiene che il sito di legame per
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I’ATP sia localizzato vicino al “loop” extracellule, ricco di cisteine e che tale sito includa
una regione vicino ai residui di lisina alle posizdi 69 e 71 (Ennion et al., 2000; Jiang et
al., 2000). Il “loop” extracellulare purificato, tenhuto dal recettore P2Xe in grado di
legare 'ATP anche se a bassa affinita (Kim et1l&@97).

L’azione dell’ATP sui recettori P2X e stata studiatediante mutagenesi di alcuni residui
(Zhou et al., 1998; Clarke et al., 2000; Nakazaw@heo, 1999; Rettinger et al., 2000),
indicando che cambiando i residui Lys68, Lys70,292, Arg309 a livello di TM1 e TM2
si ha un potenziamento dell'azione dell’ATP suiettari P2X umani (Ennion et al., 2000).
P2X;, P2X, e P2X% hanno almeno due stati di aperturadlh) ai quali corrispondono
permeabilita distinte. Lo statgé relativamente impermeabile a cationi organi@ldvate
dimensioni e nel recettore P2¥uesto diametro e di circa 0.9 nm (Surprenant 1 296).

| recettori P2X passano dallo stato chiusq & lpochi millisecondi dopo il legame con
I'ATP e successivamente si ha la formazione di arok) di 3-5 nm in un tempo di un
centinaio di millisecondi.

| recettori P2X sono espressi abbondantemente oellide eccitabili e svolgono un ruolo
importante come mediatori della neurotrasmissiatitaoria a livello delle terminazioni
purinergiche sia nel sistema nervoso centrale ehiégepco. L'mRNA per P2X é espresso
prevalentemente nelle cellule muscolari, ma il tiece € stato rinvenuto anche nelle
piastrine. Il P2X% e espresso nei principali neuroni afferenti, ogsiameuroni sensoriali
nocicettivi di piccolo diametro della radice doesa dei gangli trigemino e nodoso;
esperimentiin vivo hanno attribuito a P2Xe al polimero P2%s; un ruolo nella
segnalazione del dolore inflammatorio cronico e di@bre neuropatico (Barclay et al.,
2002). P2X% e P2Xsono espressi ad alti livelli nel cervello, mentespressione del P2X

e elevata nel sistema immunitario (monociti, maaggf microglia, cellule dendritiche)

(Burnstock, 2000; North, 2003).
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Il recettore P2X;
Si tratta dell'ultimo recettore clonato della sédimiglia P2X. Questo recettore differisce
dagli altri sottotipi per la presenza di una lurtfgoninio citoplasmatico carbossiterminale,
di circa 200 aminoacidi. La lunga coda citoplaspsaé indispensabile per la transizione da
canale a poro, come dimostrato da esperimenti ¢onclan il recettore troncato nella
posizione 418 ed espresso in cellule HEK293 (Sugmket al., 1996).
Il recettore & attivato dall’ATP, in particolarellaeforma tetra anionica (ATH e media
I'apertura:
- diun canale, se la stimolazione e di breve dwatdasse concentrazioni di ATP,
- di un poro di membrana non selettivo, per stimolazprolungate o sostenute con
elevate concentrazioni di ATP. La formazione deloppermette il passaggio di
ioni, nucleotidi ed altre molecole idrofiliche diastso peso molecolare,

normalmente impermeabili attraverso la membranlaleed intatta Figura 3).

. fura-2/AM

ATP O Yo-Pro

ATP o Ly
0. 000 - -
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Ca?

K+

Canale Poro

Figura 3) Transizione da canale a poro del rece#oiP2). Elevate concentrazioni di ATP
permettono al canale P2Xli diventare permeabile (poro) a molecole di disieni fino a 900 Da,

come gli indicatori fluorescenti fura-2, Yo-Proatio lucifero (Ly) ed etidio bromuro (EB).

Il recettore P2X non va incontro a desensitizzazione, pertantorib pimane aperto finché

e presente ATP nell’ambiente extracellulare; imolé&r sua attivazione e reversibile, quindi
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il poro si richiude non appena il nucleotide vienmosso. Per questo motivo una

prolungata attivazione di P2Xu0 essere causa di morte cellulare.

Studi condotti su cellule umane (HEK293) trasfettadn P2X di ratto, suggeriscono che

I'attivazione massimale di questo recettore causi dilatazione del canale ionico da un

minimo di 0,8 nm ad un massimo di 3-5 nm (Buelbkt 1996; Rassendren et al., 1997;

Virginio et al., 1999).

P2X; € espresso da numerosi tipi cellulari quali neliregllule dendritiche (Mutini et al.,

1999; Ferrari et al., 2000) e microgliali (Ferrati al., 1996), fibroblasti (Solini et al.,

2000), linfociti (Wiley et al., 1998) e cellule ewtéliali (von Albertini et al., 1998).

L’'RNA messaggero per il recettore aumenta durantifferenziamento dei monociti a

macrofagi. Risposte P2>ipendenti sono valutabili infatti gia 24 ore ddposemina dei

monociti (Dubyak et al., 1996). Mediatori infiamrogt quali IFNsy, TNF-a e I'LPS
determinano un aumento dell’espressione di P@&lzoni et al., 1995; Dubyak et al.,

1996), suggerendo un coinvolgimento del recettefke infezioni.

Il recettore P2X é altamente polimorfico; Wiley e collaboratori hanidentificato negli

ultimi anni, quattro sostituzioni amminoacidichesate causano una diminuita funzionalita

o la perdita di funzionalita:

- la sostituzione, a livello dell’'estremita C-temale del recettore, in posizione 357, di una
treonina con una serina (T357S), determina unandiasxdne del 50% della funzionalita
del recettore in linfociti e monociti isolati daggetti eterozigoti, mentre la funzione del
P2X; &€ quasi nulla in cellule di individui omozigotii{@mon et al., 2006).

- La sostituzione dell’acido glutammico in posizod96 con Ala (E496A) che sembra
essere importante per la formazione del poro d&iRGu et al., 2001).

- La sostituzione, in posizione 568, di isoleuctoa asparagina (I568N) blocca il normale

“trafficking” ed espressione in membrana del recettore (Wilal;,2003).
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- La sostituzione, in posizione 307, di glutammijg amminoacido non carico) con
arginina, altamente carica (R307Q), determina tdifgedi funzione del recettore poiché
impedisce il legame dellATP al dominio extraceditd del recettore (Gu et al., 2004).

Nel nostro laboratorio e stato scoperto il primdirporfismo che determina aumento di

attivita del recettore in linfociti umani di pazteraffetti da leucemia linfatica cronica

(CLL), in questo caso un'istidina in posizione 1&5ostituita da una tirosina (H155Y)

(Cabrini et al., 2005)Rigura 4).

5 — Exon2 - Exon3

H115Y

LPS-binding
TNF RI motif
Full length ~ homology C AC Splice variant
595 aa 364 aa
T357S E496A 568N
~. AN —_
5’ == Exon 11 Exon 13 — 3’

Figura 4) Struttura del recettore P2Xnella forma intera e troncatall recettore P2X nella
forma intera (a sinistra, 595 aa) presenta nelladaoC-terminale un sito di omologia con la
sequenza per il recettore di TNF (verde) e unditeegame per I'LPS (rosso), che mancano nella
forma troncata del recettore (a destra, 364 aa)lldNfgura sono riportati anche i polimorfismi del

recettore, localizzati negli esoni corrispondeini giallo).
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Il recettore P2X e espresso nei macrofagi, nelle cellule dendritiotmane (Surprenant et
al., 1996) e ad elevati livelli in linfociti B isali dal sangue periferico di pazienti affetti da
leucemia linfocitaria cronica. Nei linfociti B e Tmani (Baricordi et al., 1996) la
stimolazione con ATP induce flussi N@ C&" ed un aumento della permeabilita di
membrana all’etidio bromuro ma non al propidio (®Yikt al., 1993), facendo ritenere che
si formi un poro di dimensioni minori rispetto aejo che si rinviene in altri tipi cellulari
(Wiley et al., 1993; Ferrari et al., 1994).

L’espressione di P2Xé modulata durante il differenziamento cellulardaé trattamento
con citochine. Soltanto il 15% dei monociti isoldil sangue periferico esprimono il
recettore, ma durante il differenziamento in caltl® percentuale aumenta al 40-60%
(Hickman et al., 1994). L'espressione del recet®rancrementata dal trattamento con
interferone-gamma (IFN} o concanavalina A (Con A) (Falzoni et al., 1998&lla linea
monocito-macrofagica THP-1 I'effetto sinergico diil gtimoli inflammatori come LPS ed
IFN-y provoca un aumento dellmRNA del recettore P2Xuna diminuzione del P2X
(Dubyak et al., 1996; Humphreys e Dubyak, 1998ndremento del trascritto di P2)si
associa anche ad un aumento della sensibilita®#’ falzoni et al., 1995).

La stimolazione dal recettore P2Xnduce, inoltre, l'attivazione dellenzima ICE
(interleukin-B-converting enzyme o caspasi-1), una cistein psoteagrado di liberare
proteoliticamente la forma matura della citochib&lp (17 kDa).

Il recettore P2X puo anche mediare segnali di proliferazione. Ebrda diversi anni che
'ATP agisce come mitogeno in linee osteoblastith€3T3-E1 (Shimegi, 1996) ed in
cellule del mesangio glomerulare (Schulze-Loho#ilet1992; Ishikawa et al., 1994).

In macrofagi murini, si € dimostrato che I'effettitosolico dellATP extracellulare é
mediato dal recettore P2Xla stimolazione di queste cellule con ATP extiatsre

provoca un aumento drammatico della permeabilittneinbrana a molecole idrofiliche
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extracellulari, retrazione degli pseudopodi e disilulare. La morte cellulare € in genere
dovuta a lisi colloido-osmotica, ma e anche accagnpta dalla condensazione e
degradazione del DNA in frammenti nucleosomaliattaristica tipica dell’apoptosi.

Il recettore P2X ha un ruolo nel rilascio dell'lL{3e dell' IL-18

Macrofagi umani e murini, e cellule della microghieetrattate con LPS e successivamente
stimolate con ATP, rilasciano grandi quantita dillk nella forma matura con numerosi
effetti proinfliammatori (Perregaux et al., 1994¢ftetto dellATP extracellulare, mediato
dal recettore P2X consiste nell'attivazione dell’enzima ICE in goadli liberare
proteoliticamente la forma matura della citochiri&/ (kDa). Ulteriore conferma del
coinvolgimento di tale recettore nel rilascio déH1[3, proviene da esperimenti in cui Si
dimostra la scarsa produzione di IB-natura in cellule selezionate per la loro resisden
agli effetti del’ATP extracellulare (perché nonpésenti il recettore P2Xe in cellule
pretrattate con ATP ossidato) (Ferrari et al., 3997

Le funzioni del P2X sono state studiate a lungo in molteplici tipildaki come cellule
dendritiche umane e di topo, e hanno messo in exadeome questi recettori medino il
rilascio di citochine e si e ipotizzato un loro lmaella presentazione dell’antigene (Mutini
et al.,, 1999). Essendo l'espressione del P2ZXtremamente elevata nelle cellule
dendritiche, non sorprende che siano particolarenesgnsibili all’attivita citotossica
dell’ATP (Nihei et al., 2000; Coutinho-Silva et,a999). Il recettore P2Xinfatti, non va
incontro a desensitizzazione, pertanto il poro nenaperto finché & presente ATP
nelllambiente extracellulare; inoltre la sua attivme € reversibile, quindi il poro si
richiude non appena il nucleotide viene rimossor @esto motivo una prolungata
attivazione del P2Xpuo0 essere causa di morte cellulare. La stimab@zamn ATP induce

le caratteristiche modificazioni cellulari della rte per necrosi, ma anche di quella per

-17 -



apoptosi: condensazione nucleare, frammentazionBNA e attivazione di caspasi-1, -3
e -8 in cellule microgliali (Ferrari et al., 1999anz e Di Virgilio, 2000).

Una breve attivazione del recettore BR2Xorta all’esposizione reversibile di
fosfatidilserina (PS) sulla membrana (MacKenzialet2001). L’'esposizione di PS € un
processo rapido e €adipendente che, accompagnato da disgregazione pieiteine del
citoscheletro, formazione di evaginazioni della rbesna plasmatica e rigonfiamento dei
mitocondri, caratterizza quella fase di risposthutze all’attivazione del P2Xdefinita
come pseudoapoptosi (MacKenzie et al., 2005). losione di PS precede un altro
interessante fenomeno osservato in cellule THRHEK293 transfettate con il recettore: il
rilascio di microvescicole contenenti la citochip@infiammatoria IL-B (MacKenzie et
al., 2001). La stimolazione prolungata del recettcausa invece lattivazione €a
indipendente della chinasi ROCK-I (Morelli et &#003) e il rilascio di citocromo ¢ dai

mitocondri, eventi responsabili della morte celtalper apoptosi (MacKenzie et al., 2005).

| recettori P2Y

| recettori P2Y presentano una topologia carattatez da 7 domini transmembrana di 328-
379 aa per un peso molecolare pari a 41-53 kDab dbposilazione.

La breve estremita aminoterminale si trova nell'@nte extracellulare mentre quella
carbossiterminale é citosolicigura 5).

N

out

C

Figura 5) Rappresentazione schematica del recettore P2Y.
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Ad oggi, sono stati clonati 8 sottotipi appartenenguesto gruppo, denominati: PRY
P2Y,, P2Ys, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Yi3, P2Y14.

Sono stati individuati in cellule quali epiteliagiendoteliociti, cellule muscolari striate e
lisce, neuroni, fibroblasti, monociti, macrofaginfociti T attivati. Tali recettori sono
attivati da basse concentrazioni di ATP (in un eaniyl) e il legame con I'ATP induce una
cascata di secondi messaggeri che amplificano lerano la durata del segnale da un
centinaio di millisecondi fino ad alcuni secondud3te caratteristiche rendono i recettori
P2Y adatti ad una funzione neuromodulatoria pembgsono percepire bassi livelli di
ATP che possono essere raggiunti anche ad eleistéazh dal sito di rilascio.

Il sottotipo P2Y € associato a proteine G; il legaah recettore da parte dei nucleotidi
extracellulari determina I'attivazione di protei@® della fosfolipasi C con conseguente
formazione di inositolo 3 fosfato (4Pe diacilglicerolo (DAG). Cido € accompagnato da
rilascio di calcio dai depositi intracellulari cperta, di conseguenza, ad un aumento della
concentrazione di calcio libero citosolico. La diatrasduzione del segnale include inoltre
protein chinasi C e fosfolipasi,ARalevic e Burnstock, 1998figura 6).

| recettori P2Y differiscono dalle altre famiglie kcettori accoppiate a proteine G per
un’elevata eterogeneita nella sequenza aminoacidica

Il terzo “loop” intracellulare e la porzione cadsiterminale, che sono molto importanti
per I'interazione con proteine G accoppiate ackgitoteine G associate a recettori (Wess,
1998), variano molto tra i diversi sottotipi (Rolkast al., 1997).

| recettori P2Y sono ampiamente distribuiti, in tgarare i sottotipi P2¥ e P2Yi;
sembrano essere frequentemente espressi in aetlioienitarie (Di Virgilio et al., 2001). |
recettori P2Y espressi nei macrofagi, monocitifoloiti e nei leucociti polimorfonucleati
hanno le stesse proprieta funzionali dei recetR2lyY -caratterizzati in cellule non

immunitarie.
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Figura 6) Vie di trasduzione del segnale attivataidecettori P2Y.(a) L’attivazione di PLC
stimola la produzione di I che induce il rilascio di CA dai depositi intracellulari, e di
diacilglicerolo (DAG), che attiva la protein china€ (PKC). (b) L’attivazione dell’adenilato
ciclasi genera cAMP, che attiva la PKA. L'auments @& citosolico e I'attivazione di PKA e

PKC mediano le risposte cellulari dovute all’attarane dei recettori P2Y.

| recettori P2Y sembrano essere variabilmente esprdurante la differenziazione
leucocitaria, come dimostrato da studi condottnieloblasti e promielociti/promonociti o
nelle linee cellulari monocito/mracofagiche HL6T@P-1 (Dubyak et al., 1996).

| dati ottenuti tramite RT-PCR mostrano che i timianurini esprimono i P2Y e P2Y; e
subiscono il rilascio di calcio da depositi intrtgi@ari accompagnato da un incremento
della permeabilita di membrana ai cationi estemmiseguito al trattamento con ATP
(Chavatchko et al., 1996). Altri studi hanno mastreome in cellule dendritiche umane,
I'ATP rappresenti uno stimolo chemiotattico, stianwdlo presumibilmente recettori del
sottotipo P2Y.

I monociti isolati dal sangue periferico esprimaroettori P2Y.
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L’attivazione dei recettori P2Y induce un aumentl’dspressione delle molecole di
adesione, causa il rilascio di enzimi lisosomiah@uce produzione di anione superossido;
inoltre, grazie alla capacita di attivare la fogiaki Ay, provoca I'accumulo di mediatori
dell'infiammazione derivati dall’acido arachidonico

In fagociti mononucleati, I'attivazione di tali rettori, induce un’ampia varieta di risposte
che vanno dalla sensibilizzazione delle celluletfici a successivi stimoli infammatori,
alla loro completa attivazione metabolica (Dubyakldloatassim, 1993). Neutrofili ed
eosinofili esprimono recettori P2Y, nei quali indno aumenti della[C&"];,
riorganizzazione dell'actina e stimolazione delfena NADPH ossidasi (Saito et al.,
1991; Dichmann et al., 2000).

| recettori P2Y sono attivati da diversi nucleati8tudi di mutagenesi dei recettori P2Y
hanno dimostrato I'importanza dei residui ammind&ti presenti nelle regioni
transmembrana 6 e 7 nel determinare la potenzeedfisga dell’agonista (Erb et al.,
1995). L’ADP rappresenta I'agonista preferenziald @Y, P2Y;, e P2Y;3 ATP e UTP
sono equipotenti nell’attivazione di P2Ymentre UTP e UDP sono agonisti preferenziali
di P2Y, e P2Y;, rispettivamente; P2Y é attivato solo da ATP. L'ultimo recettore P2Y
clonato, il P2Y, presenta una farmacologia diversa dagli altri PRE¥atti ha come
agonista 'UDP-glucosio (Chambers et al., 200Q)kella 2).

P2Y; € ampiamente espresso, essendo stato identifiedito piastrine, nel cuore, tessuto
connettivo, sistema immunitario e tessuto nervd3®Y; svolge un ruolo importante
nell'aggregazione delle piastrine; la mancanza ubstp recettorein vivo, prolunga il
tempo di sanguinamento e protegge da tromboemBdiR-dipendente (Fabre et al.,
1999). L’espressione di P2Ye P2Y; nelle cellule muscolari lisce e nell'endotelio

vascolare induce vasodilatazione (Ralevich e Bookst1998).
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Sottotipo P2X numericad agonista preferenziale

P2Y; 362 ADP

P2Y, 373 UTP, ATP

P2Y, 352 UTP

P2¥% 379 UDP

P2Yi1 371 ATP

P2Yi» 342 ADP

P2Yi3 334 ADP

P2Yi4 ? UDP-glucosio

Tabella 2) | recettori P2Y.

Il recettore P2Y € espresso nella placenta, mentre risulta poccessp nel sistema
vascolare. Il messaggero di R2¥ rinviene in polmone, cuore, aorta, milza, pidadimo

e cervello (Ralevic e Burnstock, 1998). Il rece#t®2Y;; € espresso in milza, intestino,
miocardio, cellule dendritiche e macrofagi (Commehial., 1997a/b; Hou et al., 1999;
Berchtold et al., 1999); e inoltre espresso in dineellulari quali HL-60 (leucemia
mieloblastica acuta indifferenziata), nella quateluce differenziamento granulocitario
(Communi et al., 2000; van der Weyden et al., 20BQ)Y;» € espresso abbondantemente
nelle piastrine, nei linfociti e ad un livello mir@nel cervello (Hollopeter et al., 2001),
mentre P2Y; si trova in modo predominante in milza e cervelt@ anche nei linfonodi e
nel midollo osseo (Communi et al., 2001). Il recedt P2Y,, € espresso soprattutto in
placenta, tessuto adiposo, stomaco e intestingj Idaalli di espressione sono stati rilevati
anche in cervello, milza, polmone e cuore (Chambeg., 2000). L’attivazione di questo
recettore media la chemiotassi in una popolazianeeklle ematopoietiche del midollo

osseo (Lee et al., 2003).
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| CHERATINOCITI

| cheratinociti sono stratificati in un epitelio lMOSO e costituiscono la maggiore
popolazione di cellule epidermiche della pelle, shiaovano anche a livello delle mucose,
degli epiteli orali, esofageo, corneale, congiuaive genitale.

Le caratteristiche della superficie cutanea dipendessenzialmente da una corretta
proliferazione e differenziazione dei cheratingatie e soggetta a fine regolazione.

Il risultato terminale della differenziazione déiecatinociti &€ la formazione dello strato
corneo in cui i cheratinociti anucleati (cornedgitricchi di componenti proteiche
altamente stabilizzate, sono immersi e “cementiatiina matrice lipidica estremamente
compatta ffigura 7). Per queste caratteristiche lo strato cornedta@ste una formidabile
barriera chimico-fisica che regola le perdite dij@ e impedisce alle sostanze esogene di
penetrare la cute.

| cheratinociti hanno la proprieta di iniziare gatare le risposte inflammatorie cutanee, in
qguanto sono in grado di produrre in maniera altaemeontrollata una grande varieta di
molecole pro- e anti-infammatorie in risposta &g wasta serie di stimoli sia esogeni che
endogeni.

In presenza di una barriera epidermica impropgheratinociti sono indotti a produrre e
rilasciare nel distretto epidermico, una serie ddmtori chimici che tendono a ripristinare
uno strato corneo perfettamente funzionale, stindwala proliferazione cellulare e le
sintesi lipidiche. Tra queste sostanze vi sonoofatdi crescita quali il “nerve growth
factor”, il “trasforming growth factorr”, I'anfiregulina; citochine come IL-1, il “tumor
necrosis factoo” (TNF-a), il “granulocyte macrophage colony-stimulatingtta” (GM-
CSF); chemochine come IL-8. Alcune di queste sastdth-1, TNFa e GM-CSF), sono
potenti iniziatori dell’inflammazione, e insiemelealchemiochine forniscono un valido

richiamo per molte popolazioni di leucociti dal gaa periferico.
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STRATO
BASALE

Cheratinociti M€lanociti Cellule del Langheran

Figura 7) Rappresentazione schematica dell’epidedmi L'epidermide €& un epitelio di
rivestimento pavimentoso composto, cheratinizzath eario spessoreConsiste di vari strati,
ciascuno formato da uno o piu piani di cellule gitecedendo dal derma verso la superficie sono:
strato basale o germinativo, strato spinoso, strgtanuloso e strato corne@gni strato presenta
delle peculiarita strutturali e funzionali. Il praipale contingente cellulare dell'epidermide é
costituito dai cheratinociti, cioé dalle cellule &h generate nello strato basale, possono
differenziarsi e in larga parte effettivamente sifedenziano in cellule dello strato corneo.
Popolazioni minori, complessivamente intorno al 18B% delle cellule epidermiche sono
rappresentate da altri tipi cellulari, distinti pesrigine, funzione e destino: i melanociti, le akdl

di Langerhans, le cellule di Merkel, i linfociti.

| cheratinociti giocano un ruolo importante nelllurre e nel perpetuare le reazioni
inflammatorie della pelle attraverso il rilascioaiochine e la risposta ad esse. Mentre a
riposo i cheratinociti producono alcune citochimstidutivamente, una varieta di stimoli
ambientali, come ad esempio promotori tumorali, @genti chimici, possono indurre il
rilascio di citochine inflammatorie (IL-1 e TNd&), chemiochine e citochine che
promuovono la crescita (IL-6; GM-CSF, T@H-(Kupper et al., 1986; Kock et al., 1990).
Di tutte le citochine prodotte dai cheratinocitiisdL-1a e B, e TNFa attivano un

sufficiente numero di meccanismi effettori in gragiandurre un’infiammazione cutanea

indipendente (Kupper, 1986).
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La produzione di citochine da parte dei cheratitnd@ molteplici conseguenze sia per la
migrazione delle cellule, sia a livello del sistemamunitario (in quanto vengono cosi
influenzati proliferazione e differenziazione deecatinociti), sia sulla produzione di altre
citochine da parte degli stessi.

IL-6 stimola la proliferazione dei cheratinocitiy@wara et al., 2001), il TNé&-viene
prodotto in seguito a vari stimoli (Kock et al.,909, elevati livelli di questa citochina si
trovano in cheratinociti di pazienti con linfomatoatanea epidermiotopica (Daliani et al.,
1998); nella dermatite allergica da contatto, imyeccheratinociti producono IL-12 che
induce la produzione di IFM{Howie et al., 1996).

In aggiunta alle citochine prodotte e secrete daratinociti molte altre citochine,
sintetizzate da altri tipi cellulari, influenzana produzione di citochine da parte dei
cherationociti sia in maniera diretta che indiretta queste IL-4, IL-13 e IL-17 (Junghans
et al., 1996, Akaiwa et al., 2001).

| cheratinociti presentano sia 'mRNA che la progedel recettore per IL-4 e il trattamento
con questa citochina induce proliferazione degssit e produzione di IL-6 (Junghans et
al., 1996; Albanesi, 2000). IL-4 e IFN-modificano la permeabilita dei cheratinociti

(Kobayashi et al., 2004).
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IL SSISTEMA MONOCITO-MACROFAGICO

Il sistema monocito-macrofagico (sistema dei fafjonononucleati) € una singola unita
funzionale costituita dai precursori del midolloses, dai monociti circolanti e dai
macrofagi tissutali sia liberi che fissi (istocitlh questo sistema sono anche comprese le
cellule di Kupffer del fegato, le cellule mesangiatraglomerulari del rene, i macrofagi
alveolari degli alveoli polmonari, i fagociti monacieati presenti a livello osseo detti
“osteoclasti”, la microglia del sistema nervosotcale e le cellule di Langerhans della
cute. Il sistema dei fagociti mononucleati svolge dunzioni principali: la fagocitosi degli
antigeni corpuscolati e la presentazione dell’antegai linfociti T.

I monociti (10-18um di diametro) sono cellule la cui produzione efedénziamento
avvengono nel midollo osseo, attraverso un procelBsadetermina la trasformazione dei
progenitori mieloidi, presenti nel midollo, in promociti € quindi in monociti circolanti. |
monociti, che rappresentano il 2-10% dei globudinghi del sangue periferico, migrando
ai tessuti, attraverso le pareti vasali, divengoaerofagi tissutali.

| macrofagi possono assumere forme diverse; alposgiedono un abbondante citoplasma
e sono chiamati cellule epiteiloidi per la loro sgianza con le cellule epiteliali cutanee;
possono inoltre fondere tra loro per dare luoge edlllule giganti multinucleate (MGC).
Sono estremamente mobili e dotati di elevata #tifagocitica. Sono caratterizzaga un
grosso nucleo di forma variabile, che spesso ptasena profonda indentatura che si
accentua con la progressiva maturazione dellalaglal punto tale che il nucleo puo
arrivare ad assumere un aspetto a “ferro di cdvalladdirittura bilobato. Il citoplasma
contiene piccoli lisosomi che conferiscono al matoasservato al microscopio ottico, un
aspetto caratteristico a “vetro smerigliato”. bé®mi contengono numerose idrolasi acide,
importanti per la distruzione intracellulare dei crorganismi. L’osservazione al

microscopio elettronico permette di rilevare ummpiasma contenente un numero variabile
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di ribosomi, un reticolo endoplasmatico rugosotredanente poco esteso e un apparato del
Golgi ben sviluppato, mitocondri di forma allungatBlumerosi sottili pseudopodi
protrudono dalla cellula e ne attestano la capdeaig@citaria e di compiere movimenti
ameboidi. Sono inoltre presenti granuli citoplasoatettrondensi, omogenei e circondati
da membrana; i granuli primari contengono perossigldosfatasi acida.

I monociti vengono richiamati dalla presenza di eniate necrotico (necrotassi), o da
sostanze rilasciate da microrganismi invasori (db&amssi) e/o prodotte nel corso
dell'infammazione. Cio determina la loro migrazéonei tessuti e il differenziamento in
macrofagi. Grazie alla loro elevata attivita fagicei e al notevole contenuto di enzimi
idrolitici, i macrofagi inglobano e distruggono detderivanti dai tessuti e materiale
esogeno, che possono essere presenti durantartim@zione e la riparazione dei tessuti. |
monociti/macrofagi possiedono la capacita di adgenacemente alle superfici di vetro e
di plastica e, anchie vitro, fagocitano attivamente i microrganismi e addirdtle cellule
tumorali.

L’adesione al microrganismo e la fagocitosi avver@om quanto i monociti e i macrofagi
esprimono recettori specializzati in grado di legalcuni carboidrati della parete
microbica oppure le IgG o frazioni del complemeditgui il microrganismo e rivestito.

La differenziazione dei monaociti in cellule efféttré chiamata “attivazione macrofagica”,
guesta consiste in una modificazione quantitatigaaitativa dell’espressione di differenti
geni, che conferiscono ai macrofagi la capacitaalnpiere funzioni che non possono
essere esplicate dal monocita.

L’attivazione dei macrofagi € un fenomeno compleske si svolge in piu fasi e che
richiede stimoli sequenziali quali le citochinegrtotossina, vari mediatori e regolatori
dell'infammazione. Le funzioni effettrici si maei$tano con modificazioni caratteristiche

nella morfologia e nella fisiologia del macrofagb.macrofagi rispondono all'LPS
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producendo TNFe, che a sua volta, induce la sintesi di IL-1. T&lE-IL-1 stimolano le
cellule endoteliali a produrre altre citochine (jgst IL-6 e IL-8) e molecole di adesione.
Di conseguenza l'iniziale rilascio di LPS genera wascata di citochine che aumenta la
risposta inflammatoria e potenzia I'eliminazione mécrorganismi.
Le molecole che partecipano attivamente all'adesioe all'attivazione dei
monociti/macrofagi sono il recettore per il compéto CR3, espresso in particolare dai
macrofagi attivati, il recettore per il complemer@®4 (p150, 95) e “I'antigene associato
alla funzione leucocitaria” (LFA-1). | monocitiimatagi esprimono anche molecole
MHC di classe | e Il, che sono importanti per una&tta presentazione degli antigeni alle
cellule T. | macrofagi attivati esprimono un reoedta bassa affinita per il frammento Fc
delle IgE; altre molecole presenti sui macrofaganimsono CD13, CD15, CD68 e VLA-4
(CD29/CD49d).
I monociti/macrofagi umani e murini esprimono reégetdel mannosio, del fucosio e
dell’N-acetilglucosamina che si legano a questcheci presenti sulla superficie microbica
e su cellule eucarioti come gli eritrociti invecatii Esprimono inoltre il recettore CD14
che lega il lipopolisaccaride liberato dai batteram-negativi.
I monociti/macrofagi esprimono tre diversi recatfmer il frammento Fc delle 1gG:
- FcyRI (CD64) recettore ad elevata affinita per le I¢gBe equivale al recettore
FcyRlla nel topo);
- FcyRIl (CD32) recettore ad affinita intermedia (chesiegle al recettore F&llb/1
nel topo);
- FcyRINl (CD16) recettore a bassa affinitd (che equéval recettore R&Rlo nel
topo).
Oltre ai marcatori sopra citati, macrofagi e motioesprimono anche recettori per

citochine come IL-2, IL-4 e IFN A loro volta i macrofagi attivati producono citoone
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come IFNe, IL-12, IL-6, IL-18, IL-1 e TNFe; vengono oltre a cio prodotte
prostaglandine, componenti del complemento, intdrmesattivi dell’ossigeno e ossido di

azoto (ad opera dell’enzima nitrossido sinteta€ S\ (Janeway et al., 2003).

| recettori P2 espressi nei macrofagi

| primi studi condotti da Steinberg e Silversteimdstrarono come la linea macrofagica di
topo, J774, esprimesse un recettore selettivamattiteato dallATP e da pochi suoi
analoghi (Steinberg e Silverstein, 1987). La stammne di questo recettore comportava
I'incremento reversibile della permeabilita dell&@mbrana plasmatica a soluti con basso
peso molecolare: meccanismo questo originariamedesgeritto in mast cellule di ratto
(Cockcroft e Gomperts, 1980). Questi studi misereevidenza il fatto che il recettore
attivato dal’ATP induceva morte cellulare.

Greenberg e collaboratori dimostrarono che i magiod774 esprimono anche recettori
P2Y accoppiati alla mobilizzazione di €attraverso un meccanismo diverso da quello
che coinvolgeva il recettore permeabilizzanteyatti dal’ATP (Greenberg et al., 1997).
Gordon propose per il recettore permeabilizzanter@derofagi il nome di P2Z, e ipotizzo
fosse analogo al recettore del’ATP di mast celtulafociti.

Tutte le linee macrofagiche murine esprimono receR2Y accoppiati al rilascio del €a
dai depositi intracellulari e alla generazioneRl Le linee macrofagiche umane THP-1 e
U937 esprimono recettori P2Y (P2YP2Y,; e P2Y¥%), ma solo la linea THP-1 esprime il
recettore P2X

Monociti isolati da sangue periferico esprimonedettori P2Y ma non il P2X

Silverstein e collaboratori, descrissero i nucldictsogeni come stimoli per i macrofagi ed

osservarono che I'ATP extracellulare inibisce Igd@tosi mediata da Fc, induce ingresso
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di Na', fuoriuscita di K e aumento del [G4;. Sempre in questi studi & stato osservato che

i macrofagi esprimono specifici recettori per 'AT{Steinberg e Silverstein, 1987).

E stata inoltre avanzata l'ipotesi che i macrofagin generale le cellule infiammatorie,

possano usare i recettori P2 come veri e prope@eper percepire la presenza di cellule e

tessuti danneggiati.

Le cellule dalla linea J774 reagiscono chemiotattiante in risposta a concentrazioni

micromolari di ADP ma non UTP (Greenberg et al97)9 Macrofagi umani in vicinanza

di cellule K562 morenti, hanno mostrato di subineyitro, un rapido aumento della [€3

che puo essere mimato dall’aggiunta di celluletdisa di dosi micromolari di ATP. Tali

esperimenti hanno portato ad ipotizzare che I'ATPal&i nucleotidi intracellulari

funzionino come un primo segnale di allarme cher&lli macrofagi di eventuali danni

occorsi a cellule e a tessuti.

L’aumento della [C&]; potrebbe essere usato dai macrofagi per il paieremto dei

meccanismi di difesa antimicrobici.

Nei macrofagi murini e umani, I’ATP extracellulareluce il rilascio di TNF e IL-f.

Per il rilascio di IL-B matura sono necessari due stimoli:

- 'LPS, che determina la trascrizione del gedewentuale rilascio della forma immatura
della citochina;

- uno stimolo che attivi la caspasi-1 e in gradoahvertire la pro-citochina nella forma

matura.

L’ATP €& un potente stimolo per l'attivazione di ICEi0O e stato dimostrato attraverso

I'impiego di un inibitore di ICE, il tetrapeptide-YAD (Try, Val, Ala, Asp), che blocca la

maturazione dell’ IL-§ ATP-dipendente.

Nei macrofagi umani, 'ATP € un potente stimolo remho per I'attivazione della caspasi-1

ma anche per I'esternalizzazione delle subunita delspasi-1 matura.
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Studi condotti su macrofagi umani e murini e sulutel della microglia di topo
suggeriscono che la segnalazione dellLPS perldscio dell’lL-183 consiste in una
stimolazione autocrina/paracrina mediata attraviersecrezione di ATP.

Proctor e collaboratori dimostrarono che l'analagl’ATP, il 2-metiltio-ATP (2-MeS-
ATP), agonista sia dei recettori P2Y che dei P2Xjiva il rilascio, indotto da endotossina
batterica, di TNFx e IL-1B proteggendo i topi dalla morte per shock endotos@Proctor
et al., 1994).

La stimolazione con nucleotidi extracellulari indu€attivazione dell’enzima iNOS,
un’enzima chiave per lattivita battericida dei m@fagi; i nucleotidi di per sé sono
inefficaci, ma la coesposizione con basse dosi T Ao UTP) ed LPS ha la capacita di
determinare una stimolazione molto elevata deli@azNOS, rispetto a quella indotta dal
solo LPS.

In macrofagi murini Raw 264.7 e necessaria un’iaaidne prolungata (18 ore) per
provocare rilascio di NO, suggerendo che la stimote dei recettori P2 comporta un
aumento dell’espressione del gene INOS piuttostoacimento dell’attivita dell’enzima.
Denlinger e collaboratori verificarono che il prattamento con 2-MeS-ATP previene
I'espressione di INOS e la generazione di NO dowaltdrattamento con LPS: cio fa
pensare ad una possibile partecipazione dei rec&® nella trasduzione del segnale
indotto dall'LPS. Inoltre, é stato recentemente alirato che la produzione di NO, dovuta
all'infezione daMycobacterium tuberculosiavviene anche in topi “knockout” per P2&
viene inibita bloccando i recettori P2: cio indiza partecipazione al processo di altri
sottotipi P2 (Denlinger et al., 1996).

Quanto riportato suggerisce che i recettori P2gidtero avere un ruolo nella stimolazione

macrofagica mediata da endotossine o parassiti.
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Il trattamento di macrofagi o di cellule della nagtia con oATP o apirasi inibisce il
rilascio LPS-dipendente dell'lLfif oATP e PPADS inibiscono anche il rilascio LPS-
dipendente di NO e l'attivazione di NéB e MAPK.

Alla luce di quanto riportato, ovvero che 'ATP eirvolto nell’attivazione del’NF«B
attraverso P2Xe che tale attivazione € bloccata da oATP, e fmitdbahe il recettore P2
che partecipa all’attivazione LPS-dipendente detnofagi sia P2X

Spesso durante reazioni inflammatorie croniche, acnofagi differenziano in cellule
epitelioidi che possono fondere tra loro per daiegb alle cellule giganti multinucleate
(MGCs). Falzoni e colleghi, suggeriscono che ileteare P2X% possa essere coinvolto
nella formazione di tali cellule (Falzoni et al99b).

Macrofagi umani monocito-derivati possono essedatin alla fusionen vitro attraverso
I'incubazione con concanavalina A o fitoemagglutaie il pretrattamento con oATP
inibisce questo processo.

Questi studi sono stati in seguito estesi a magrafa74. Sono stati selezionati parecchi
cloni, alcuni esprimenti P2Xad elevati livelli (P2Xiper), altri esprimenti il recettore a
bassi livelli (P2X%ipo). Le cellule P2Xper fondono spontaneamente in coltura a formare
MGCs di differenti dimensioni e forma, e contenetdi pochi a 20 o piu nuclei. Un
anticorpo monoclonale contro il dominio esterno2X; previene la fusione di macrofagi
umani in coltura.

La partecipazione di ICE, nel rilascio di II3-& nella formazione delle MGCs stabilisce un
interessante legame tra P2Xl'inflammazione cronica.

Molloy e collaboratori osservarono che I'ATP exghwlare in colture macrofagiche
infettate daMycobacterium bovigbacillo di Calmette-Guerihinduceva I'attivazione del
recettore P2X che causava l'uccisione del fagocita e del patogetracellulare (Molloy

et al, 1994). Il meccanismo coinvolto non & chian@ un recente studio, suggerisce che
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potrebbe richiedere Il'attivazione della fosfolipd3i Un’altra possibilita € che I'ATP
riduca la vitalita del patogeno intracellulare argrso la fusione tra fagosoma e lisosoma.
L’abilita dei macrofagi nell’eliminare i parassititracellulari viene aumentata in seguito
all'attivazione dell'lFN«; potrebbe di conseguenza non essere una coineidé@zqueste

citochine e altri fattori proinflammatori aumentifespressione di P2X
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LE CITOCHINE

Le citochine sono una classe eterogenea di proseioestorie di piccole dimensioni (peso
molecolare 8-80 kDa) prodotte dalle cellule di amtbi i compartimenti del sistema
immunitario: quello innato (macrofagi, leucocitilipoorfonucleati e cellule NK) e quello
specifico (linfociti T e B).

Sono mediatori che agiscono come segnali intetdegl] vengono secrete in risposta agli
antigeni e sono in grado di stimolare risposte dwalda parte delle cellule coinvolte nei
processi immunitari e inflammatori.

Nella fase d’attivazione delle risposte immunitagese favoriscono la crescita e la
differenziazione dei linfociti, mentre nella fasdfedrice attivano cellule diverse,
promuovendo cosi l'eliminazione dei microbi e degliri antigeni. Alcune citochine
fungono, inoltre, da stimolatori dello sviluppo dellule emopoietiche; sono quindi
molecole molto potenti che possono causare cambiameella proliferazione,
differenziazione e migrazione cellulare.

Per tutti questi motivi vengono impiegate nellatigeamedica come importante strumento
terapeutico e possono costituire un possibile éosaa antagonizzare al fine di curare
molte malattie a base immunitaria e inflammatoria.

Anche nell'ambito della clinica e della sperimemaz animale sono sempre piu
utilizzate, al fine di potenziare o bloccare reazionmunitarie e inflammatorie o per
coadiuvare I'emopoiesi; si suole, infatti, riferira queste molecole col termine di
“modificatori della risposta biologica

Alla famiglia delle citochine appartengono: le meechine (IL), gli interferoni (IFN), i
fattori stimolanti le colonie (CSF), i fattori denrosi tumorale (TNF), i fattori di crescita e

le chemiochine.
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Caratteristiche generali
Le citochine sono polipeptidi in grado di mediardigegolare le risposte immunitarie e
inflammatorie. Sebbene si tratti di una famigliantblecole molto eterogenee, si possono
in ogni modo identificare alcune caratteristichencai (Figura 8).
- La loro secrezione e un fenomeno di breve duratautd-limitato: le citochine
non sono accumulate in granuli, ma prodd#enovan seguito allo stimolo.
- Ciascuna agisce su tipi cellulari diversi (pleipismo).
- L’azione delle citochine puo essere locale o sigtamPossono agire, infatti, a
livello intracellulare sulla cellula stessa cheHa prodotte (azione autocrina)
oppure su cellule vicine (azione paracrina) o amcgu cellule lontane (azione

endocrina), utilizzando il sistema ematico come zoeat trasporto.
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Figura 8) Schematizzazione dei fenomeni di pleigtiemo, ridondanza, sinergia e antagonismo.
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- Lattivita delle citochine e ridondante (diversetochine esercitano lo stesso
effetto).

- Due citochine possono interagire tra loro antagmamdosi (una citochina puo
inibire gli effetti di un’altra), oppure puo aveum effetto sinergico, producendo
cosi un risultato superiore alla somma degli eftettiascuna di esse.

Alla pari di altri ormoni peptidici, esercitano llaro attivita legandosi a specifici recettori

espressi sulla superficie delle cellule bersaglio.

Funzioni delle citochine

Le citochine in base alfanzioneche svolgono possono essere suddivise in tre grupp

1)_Citochine che mediano e regolano 'immunita it@na

Sono prodotte in particolare da fagociti mononuclea

Nelle infezioni da parte di batteri extracellularmacrofagi rispondono alle endotossine e
ad altri prodotti batterici producendo TNF, IL-Iclkeemiochine. Il TNF e I'lL-1 agiscono
sull’endotelio vascolare in prossimita del sitoianimatorio inducendo l'espressione di
molecole di adesione che favoriscono I'adesione @dlreti vasali, di neutrofili e monociti
circolanti. Le chemiochine prodotte dai macrofagiale cellule endoteliali favoriscono la
fuoriuscita di tali cellule dal letto capillare.

| macrofagi reagiscono inoltre, a microrganismragellulari ed extracellulari secernendo
IL-12 che induce la produzione di IFNda parte delle cellule “Natural Killer” e dei
linfociti T. L’'IFN- vy attiva poi i macrofagi favorendo in tal modo latdizione dei microbi
fagocitati. IL-12 complementa l'azione di IL-18 dinsola reazioni cellulo-mediate

polarizzando lo sviluppo dei linfocitizD in senso 1.

-36 -



2)_Citochine che regolano e mediano I'immunita $iec

Sono principalmente prodotte dai linfociti T inposta al riconoscimento di antigeni
estranei. Alcune citochine reclutano, attivano eticlano cellule effettrici specializzate,
come ad esempio fagociti mononucleati, contribuecwii all’eliminazione dell’antigene
nella fase effettrice della risposta.

3)_Citochine che stimolano I'emopoiesi

Sono prodotte da cellule stromali del midollo osdeacociti ed altri tipi di cellule. Le
citochine che promuovono la crescita e la differ@zipne dei progenitori presenti nel

midollo osseo sono chiamate “fattori stimolantidemazione di colonie” (CSF).

Recettori delle citochine

Le citochine, come gli ormoni di origine proteicajolgono la loro attivita legandosi,

spesso con elevata affinita, a recettori speciffeigura 9); bastano, infatti, basse

concentrazioni di citochine per avere un effetto.

Tutti i recettori per le citochine sono costituiia tre porzioni: una extracellulare

responsabile del legame della citochina, una tredmana e una citoplasmatica coinvolta
nell'innesco della cascata dei segnali intracetiula

| recettori per le citochine constano di almeno daene i cui domini citoplasmatici sono
in grado di legare JAK-chinasi (Janus Chinasi),tggr@ citosoliche con un dominio

carbossiterminale ad attivita chinasica. Il legaroe la citochina fa dimerizzare i recettori
e permette cosi alle JAK-chinasi di transattivarsicenda, fosforilando anche il recettore.
Nel citoplasma sono anche presenti le proteine STtAasduttori del segnale e fattori di

trascrizione) che, a coppie, si legano al sitodoksito del recettore e vengono fosforilate
dalle JAK-chinasi. Una volta fosforilate, le STAT staccano, dimerizzano, vanno nel

nucleo e attivano la trascrizione di geni impoitaet 'immunita adattativa.
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La loro classificazione si basa sull’omologia dtrtdle tra i domini extracellulari di questi

recettori. Secondo tale classificazione possoneresaggruppati in cinque famiglie.

Recettori di tipo I Recettori di tipo IT Recettori della Recettori per TNF Recettori a sette
(o dellemapoietina) supertamiglia delle Ig a-eliche
transmembrana

L)
Cisteine - n
conservate ==

WSXWS

— (BT BT

P N Sy ;,;lliﬁéﬁr;;j
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IFN-a/B, IFN-Y, IL-10 1) 4 m_cSF, fattore delle TNF-q, LT, ligando di Chemochine

IL-6, IL-7,IL-9, IL-11, cellule staminali €DA40, ligando di Fas,
IL-12,IL-13,IL-15, GM- fattore di crescita delle

CSF, G-CSF, fattore di cellule nervose

crescita, prolattina.

Figura 9) Schematizzazione della struttura dei réicei per le citochina.l recettori per le diverse
citochine sono suddivisi in cinque famiglie sullasé della presenza di strutture o domini
conservati nella porzione extracellulare. Sottoscian disegno sono elencate le citochine o i

ligandi dei recettori stessi.

Recettori di tipo |

Tali recettori, chiamati anche recettori dell’emmtima, contengono una o piu copie di un
dominio dotato di residui di cisteina e di una ssqa, composta da triptofano-serina-X-
triptofano-serina- (WSXWS, in cui la X rappresenta aminoacido non conservato).
Questo tipo di recettori lega molecole che si gamo formanda-eliche. Sono recettori
multimerici, essendo costituiti da una catena dspuall'interazione con la citochina ed
una o piu catene destinate alla trasduzione delaseglLa specificita di legame per le
differenti citochine e conferita da residui aminidés diversi da un recettore all'altro.
Appartengono a questa famiglia quelli per: 1L-2,3LIL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-12,

IL-13, IL-15, GM-CSF, G-CSF e prolattina.
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Recettori di tipo Il

Questi recettori sono simili a quelli di tipo I, rpl@ presenza di residui di cisterna, ma a
differenza di questi non contengono sequenze WSX¥88¢p anch’essi costituiti da una
catena deputata al legame con la citochina e decatema destinata alla trasduzione del

segnale. Recettori di tipo Il sono ad esempio qpeH IFN-a IFN-B, IFN-y e IL-10.

Superfamiglia delle Ig

La superfamiglia delle Ig, alla quale appartengoeaettori per citochine che contengono
domini extracellulari di tipo Ig, comprende i retcet per IL-1, GM-CSF e il fattore delle

cellule staminali.

Recettori del TNF

| recettori del TNF sono dotati di domini extracddri conservati, ricchi di cisteine. A

seguito dell'interazione con il ligando attivanmf@ine intracellulari in grado di stimolare
I'espressione genica o di indurre apoptosi; in @latasi possono verificarsi entrambi i
fenomeni. A questo gruppo appartiene Fas/CD95/AR@dnhosciuto dal ligando di Fas

(FasL). Quando FasL si lega al recettore indudén@erizzazione dello stesso portando a
contatto tra loro i domini di morte presenti sulolaitoplasmatico del recettore stesso.
Diverse proteine adattatrici (FADD) con domini dorte, si legano a quelli del recettore
con interazioni omofiliche, inducendo [l'attivaziorgelle procaspasi-8, -2 e -10. La
procaspasi-8 si attiva, taglia la procaspasi-3 spasi-3 attiva, che a sua volta si lega
all'inibitore del fattore di trascrizione citoplastico CAD (DNA-asi, attivata dalle

caspasi), lo taglia e permette la sua transmignazioel nucleo dove degrada il DNA

inducendo apoptosi.
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Recettori a sette domim-elica transmembrana

Sono anche definiti “recettori a serpentina” poichdoro domini transmembrana

attraversano il doppio strato lipidico della memmaacellulare piu volte e trasducono il
segnale attraverso proteine G trimeriche. Nelltosa#tivo le proteine trimeriche G hanno
una forte affinita per il GDP. Appartengono a quoegtuppo i recettori delle chemiochine,
guando la chemiochina si lega al recettore, la egnat G si lega alla parte

intracitoplasmatica del recettore e perde affipiédt il GDP; questo porta ad un cambio
conformazionale del trimetro e una conseguentediasione nelle subuni@-GTP epy.

Il processo ha termine quando la subuoitgéhe ha un’attivita GTP-asica intrinseca, taglia

il GTP in GDP e permette la riassociazione del GDR le subunita, (3 ey.

Interleuchina 4 (IL-4)

Appartiene alla famiglia di citochine a 4 domiaielica. La sua principale sorgente
cellulare sono i linfociti T CD% appartenenti alla sotto-popolaziong2T mastociti e
basofili (Nelms et al., 1999).

L’IL-4 rappresenta il principale stimolo per la prione di anticorpi IgE e per lo sviluppo
delle cellule T,2 da parte dei linfociti T helper CD4ergini. Gli anticorpi della classe IgE
svolgono un ruolo importante nella difesa mediataedsinofili contro le infezioni da
elminti o artropodi ma rappresentano anche il mogle mediatore delle reazioni di
ipersensibilitd immediata o allergica.

Questa citochina é anche in grado di antagoniZzzmne attivante esplicata dall'lFN-
y sui macrofagi, inibendo cosi le reazioni immunéacellulo-mediate: &€ probabilmente
guesto uno dei meccanismi attraverso cui le cellyle esercitano un’azione inibitoria sui

fenomeni infiammatori.
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L’interleuchina-4 e una citochina multifunzionale grado di giocare un ruolo molto
importante nella regolazione delle risposte immiadi; effetti dipendono pero dal legame
con lo specifico recettore. Questo e presente alldivdelle cellule ematopoietiche,
endoteliali, epiteliali, muscolari, dei fibroblastiegli epatociti e dei tessuti nervosi (Nelms
et al., 1999, Ohara et al., 1987; Lowenthal etl#l98). E’ formato da una cateoadi 140
kDa in grado di legare la citochina con elevatana#f e da una catengcj, per prima

identificata a livello del recettore per I'IL-2. N cellule non linfoidi la catena del

bY

recettore per IL-4 non € associata con la caggnama con una catena deputata alla
traduzione del segnale che fa parte anche deltoeeqter I'lL-13. Il segnale trasmesso da
questo recettore innesca sia una via JAK/STAT cha wva chiamata IRS-2ZInsulin
Response Substratehe coinvolge il substrato di risposta all’insali

IL-4 € I'unica citochina che attiva la proteina ST&\ responsabile di molte delle reazioni
svolte dalla citochina, tra cui la differenziaziotelle cellule T2 e lo scambio isotopico
verso le IgE nei linfociti B. L’attivazione dellaiar IRS-2 invece, € responsabile della
proliferazione cellulare indotta da IL-4.

Tale citochina gioca un ruolo importante nell’'ades dei tessuti e nell'inflammazione;
agisce insieme al TNF inducendo I'espressione deonte di adesione cellulare a livello
vascolare, come VCAM-1, o cellule endoteliali vdado (Thornhill et al., 1991) e
downregola I'espressione di E-selectina (Bennat.e.997).

IL-4 risulta essere una citochina importante natftémento delle malattie infiammatorie e
autoimmuni grazie alla sua capacita di inibire tadoizione di citochine inflammatorie
come IL-1, IL-6 e TNFa dai monociti e TNF dalle cellule T. IL-4 gioca Itre un ruolo
essenziale nella patogenesi di malattie linfatictoamiche come le leucemie (Dancescu et

al., 1992).
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Studi recenti hanno messo in evidenza come quesiehima rappresenti il "miglior
mediatore” nella terapia di malattie autoimmunil@lelute come la psoriasi (Numerof et
al., 2006; Martin, 2004), piuttosto che IL-10 o 1ll-o alcune delle svariate citochine che

sono implicate in alcuni aspetti delle risposte BRoreschi et al., 2003).

Interleuchina 18 (IL-18)

L’interleuchina 18 e anche nota come fattore dumdne dell’IFNy (“interferon-gamma-
inducing factor, IGIF) per la sua capacita di iréun topi infettati dePropionibacterium
acneso stimolati con lipopolisaccaride batterico, laguzione di IFNy .

Il gene murino dell'IL-18 si trova sul cromosomaeScodifica 192 aminoacidi, mentre
quello umano e localizzato sul cromosoma 11g22édica 193 aminoacidi.

L’IL-18 viene sintetizzata come precursore biol@giente inattivo (pro-IL-18) avente
peso molecolare di 24 kDa; il taglio proteoliticeene effettuato a livello del residuo
aminoacidico Asp-36 da una serin-proteasi intrataié, detta ICE (“IL-B converting
enzyme” o0 caspasi 1) e determina la trasformazoomekrsione della citochina nella
forma matura di peso molecolare di 18 kDa (Gu ¢t1897).

E’ stata di recente identificata una serin-estedas?9 kDa, la proteinasi-3 (PR-3), un
enzima extracellulare rilasciato a seguito delvattione di neutrofili, monociti, cellule
endoteliali, mast cellule, che taglia la pro-IL-A®ducendo la forma attiva della proteina
(Fantuzzi et al., 1998; Dinarello, 1998). Cio suigge che I'lL-18 possa essere attivata sia
a livello intracellulare che extracellulare.

La caspasi-3 taglia sia il precursore che la formetura dell’lL-18 producendo forme
degradate, biologicamente inattive, della proteiba. caspasi € quindi un potenziale

“down-regolatore” dell'IL-18 Figura 10).
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Figura 10) Elaborazione dell’'lL-18 in seguito all'azione dell@aspasi-1 e della caspasi-Ba
caspasi-1 taglia la prolL-18 nella forma matura 8 kDa; mentre la caspasi-3 taglia la forma

immatura di 24 kDa in due frammenti biologicamenttivi, rispettivamente di 16 e 15 kDa.

Il recettore per I'lL-18 (IL-18R) € un eterodimecomposto da una catenmae unaf. La
catenaaq, inizialmente descritta come “IL-1 receptor-rethterotein” (IL-1Rrp), lega il
ligando (IL-18), mentre quell® & una catena accessoria ed € denominata “accessory
protein-like” (AcPL). Queste due catene appartengala famiglia dei recettori dell'lL-1

e hanno la stessa organizzazione strutturale. ten@a del recettore per IL-18 lega la
citochina con bassa affinita, mentreBlaon lega IL-18 ma aumenta I'affinita del recettore
per la citochina ed e implicata nella trasduzioelesggnale (Born et al., 1998).

IL-18R e selettivamente espresso sulle cellule el non Th2: tale caratteristica puo
essere sfruttata come marcatore di superficie iggénguere i due tipi cellulari.

Elevate quantita di IL-18 vengono secrete da magiptcellule del Kipffer (Stoll et al.,

1998) e cellule di Langerhans (Brossart et al. 8199
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Figura 11) Via di rilascio dell'IL-18.

IL-18 viene prodotta dai macrofagi in risposta ldiS e ad altri prodotti batterici che
stimolano la produzione di IFM-da parte di cellule NK e linfociti T. In tal sensia
citochina svolge un’azione sinergica all'lL-12, goontandosi percio da induttore
dell'immunita cellulo-mediata. IL-12 &€ necessariinghé IL-18 induca la produzione di
IFN-y; IL-18 induce la produzione di IFM-solo quando il recettore & “up-regolato”
tramite IL-12. IL-18 agisce in sinergia con IL-18rda differenziazione delle cellule Thl,
mentre non ha alcun effetto sul differenziamentitedzelule Th2 e relativa produzione di
citochine Figura 11).

Studi condottiin vivo su topi mancanti dei geni per IRNe per IL-12 hanno messo in
evidenza come gli effetti antitumorali dell’'lL-18iaso marginalmente correlati alla
produzione delle due citochine e agli effetti aetiplastici dell'IL-18 coinvolgano per la
maggior parte risposte citotossiche FasL-mediatabé&zione dell’angigogenesi tumorale

(Hashimoto et al., 1999).
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IL-18 e costitutivamente prodotta nella forma imumatda cellule APC, ma puo anche
essere attivata durante una risposta infiammatdriattivita proinflammatoria della
citochina € dovuta alla sua capacita di stimolarprbduzione di citochine infammatorie,
chemiochine, ossido nitrico e prostaglandine edngplificata dalla capacita di indurre la
produzione di IFNy, che a sua volta attiva i macrofagi. IL-18 induaesintesi di TNF-

a da parte di cellule CD4e cellule NK nonché la sintesi di ILBin monociti-macrofagi.
E’ inoltre in grado di indurre la produzione di @.da parte di cellule mononucleate del
sangue periferico (PBMC) attivate con LPS, e mogtraprieta chemioattrattive nei
confronti delle cellule polimorfonucleate, stimatemanche la produzione di IL-18 stessa.
IL-18, cosi come IL-1, € una proteina priva di pegpisegnale per la secrezione attraverso
reticolo endoplasmatico e Golgi; per anni si é aeradi capire quale potesse essere |l
meccanismo di rilascio di questa proteina. Negtimil anni numerosi studi hanno
suggerito per le cellule immunitarie, I'esistenzauh sistema di secrezione di tipo
vescicolare, attraverso due meccanismi di rilagEigura 12). Il gruppo di Rubartelli
ipotizza che, in seguito alla stimolazione con ATBE;1f si accumuli all'interno di
vescicole endocitotiche (lisosomi secretori) assieatia caspasi-1. L'efflusso di ioni*K
P2X,-dipendente indurrebbe l'attivazione di fosfolip&ifosfatidilcolina-specifica (PC-
PLC) e di fosfolipasi A C&*-indipendente (iPLA). Lattivazione di iPLA indurrebbe
quella della caspasi-1 e quindi il taglio dellaochina all’interno dei lisosomi. PC-PLC
causerebbe invece un aumento della concentraziein€dl" citosolico e I'attivazione di
fosfolipasi A C&'-dipendenti (cPLA), responsabili dell’esocitosi dei lisosomi (Andegi
al., 2004) Figura 12 A eB).

Il modello proposto da Surprenant prevede inve@ thseguito all’attivazione di P2X
nei macrofagi, IL-B venga “impacchettata” all’interno di microvescied0.2-1 pm di

diametro), che vengono rapidamente rilasciate amaltiente extracellularg-igura 12 C e

-45 -



D). La formazione e il rilascio delle microvescicaeno preceduti dall’esposizione di
fosfatidilserina sulla membrana esterna, un fogfdé che solitamente e rivolto verso il
versante intercitoplasmatico della membrana plasmdiMacKenzie et al., 2001). Un
simile rilascio di microvescicole é stato dimosirainche in cellule microgliali di topo

(Bianco et al., 2005).
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Figura 12) Modelli di rilascio di IL-1g tramite secrezione di lisosomi o rilascio di migescicole.
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Interferone
Gli interferoni vengono classificati in:

- interferoni di tipo I, cui appartengono l'interteralfa e I'interferon-beta;

- interferoni di tipo Il, cui appartiene l'interferagamma.
| vari interferoni poi si suddividono in differerproteine analoghe, di cui l'interferon-alfa
ha il maggior numero di varianti, alcune glicoslad altre non glicosilate.
Nelluomo, I'lFN-B possiede una sola variante naturale, e cosi paN-V.
Gli interferoni di tipo |, interferone-alfa e inferone-beta, sono il prodotto di una famiglia
multigenica, posizionata sul braccio corto del cosoma 9. Essi presentano sequenze di
acidi nucleici codificanti e di amminoacidi strutili omologhi al 30-40%, ma non solo i
loro geni sono posizionati sullo stesso cromosomapiu essi condividono anche uno
stesso recettore cellulare.
L'interferon-gamma, interferone di tipo I, € pasizato sul braccio lungo del cromosoma
12 e le somiglianze in sequenze di acidi nucleidi aminoacidi sono insignificanti; inoltre
anche il recettore cellulare e differente.
Gli interferoni posseggono molteplici attivita: iaitia antivirale, attivita antiproliferativa,
citomodificatrice e attivitd immunomodulatrice.
I meccanismi dell'attivita antivirale degli interfsi non sono ancora stati chiariti
completamente; infatti I'interferone inibisce laplieazione di un cosi gran numero di
virus, a loro volta cosi differenti gli uni daglit@ che si € costretti a ipotizzare differenti
meccanismi d’azione.
In aggiunta all’attivita antivirale gli interferomiosseggono anche attivita antiproliferativa
e citomodificatrice; tali attivita si esplicano safiutto mediante la capacita interferonica
di allungare il ciclo cellulare, di indurre la défienziazione, di modificare le proprieta della

membrana, di aumentare i recettori e gli antigeningembrana e di modificare |l
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citoscheletro. Queste proprieta vengono sfruttakanerapia antitumorale e il potere
antiproliferativo dei vari interferoni varia notdutente in funzione della cellula tumorale
con cui si ha a che fare.

Posseggono, inoltre, attivita immunomodulatrice gnanto da un lato incrementano
I'attivita macrofagica, e quindi la loro funzione akllule presentanti I'antigene, dall’altro

stimolano l'attivita delle cellule NKnatural killer) e dei linfocitikiller.

Interferone gamma

L’IFN-y € la principale citochina attivatrice dei macrafagsvolge una funzione centrale
sia nelle risposte innate che nellimmunita ceHolediata specifica, promuovendo
reazioni inflammatorie a forte componente macrafage inibendo al tempo stesso le
reazioni in cui siano prevalentemente coinvoltiileofli. Topi Knockout del gene IFN-0
del suo recettore presentano grave deficit nellatone macrofagica e sono molto
sensibili ad infezioni da parte di microrganisntracellulari, quali i micobatteri.

L'IFN-y & una proteina omodimerica prodotta da cellule Niociti CD4'Ty1 e cellule
CDS§'.

Il recettore per I'IFNy & formato da due polipeptidi strutturalmente orgbl@appartenenti
alla famiglia dei recettori per citochine di tipp uina delle due catene lega la citochina,
mentre l'altra € deputata alla trasduzione del alkegnll legame dell'lFNyal recettore
attiva STAT1, che a sua volta stimola la trascneidei geni responsivi a [F{-

Recenti studi hanno messo in evidenza come IFN-gapossa indurre un arresto della

proliferazione e della differenziazione in cellelgiteliali (Saunders et al., 1996).
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LE MICROPARTICELLE

Le micropatrticelle cellulari (MPs) definite anchécnovescicole, sono frammenti rilasciati
da evaginazioni della membrana plasmatica (“blelmi”)tutti i tipi cellulari quando
sottoposti a condizioni di stress ossidativo (Mogelal., 2003) o meccanico, durante
I'apoptosi o la necrosi. Le MPs si sono rivelate deri e propri vettori di scambio di
informazioni biologiche tra cellule (Morel et &003).

Le MPs sono piuttosto eterogenee in termini di disn@ni (0.05-0.1um) e per quanto
concerne la composizione proteica e lipidica. Disieono dagli esosomi (0.03-Quin) che
originano direttamente dall’'esocitosi di corpi niwgscicolari endocitici e svolgono un

ruolo nella presentazione dell’antigene.
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Figura 13) Microparticelle cellulari. Le microparticelle sono rilasciate dalla membrana

plasmatica di cellule stimolate.

- 49 -



Le microparticelle sono caratterizzate dallinvers dei fosfolipidi di membrana e
dall’'esposizione sulla membrana esterna della fidterina (PS) che adempie a due
importanti funzioni: promuove la coagulazione dahgue e costituisce un segnale di
riconoscimento per I'eliminazione di cellule seredc attraverso il sistema reticolo
endoteliale.

In condizioni normali ciascuno dei due fogliettil ddoppio strato della membrana
plasmatica ha una specifica composizione lipid&.aminofosfolipidi (fosfatidilserina e
fosfatidiletanolamina) sono segregati nel foglietiterno mentre la fosfatidilcolina e la
sfingomielina in quello esterno. Nella distribuzomlei lipidi nel doppio strato della
membrana partecipano una struttura diretta vensietho, detta “flippasi”, specifica per la
PS e la fosfatidiletanolamina, conosciuta comeldcasi aminofosfolipide; una struttura
diretta verso I'esterno, detta “floppasi’, e un@amsbiatore lipidico promotore di una non
specifica redistribuzione bidirezionale attravetsoppio strato.

Un sostenuto incremento del Caitosolico conseguente la stimolazione cellulan® p
portare al collasso dell'asimmetria di membranaraaéirso la stimolazione dello
scambiatore lipidico e dell’attivita della “flopgase contemporaneamente inibendo la
“flippasi”.

Il principale cambiamento che si verifica nellatdiBizione lipidica & I'esposizione in
superficie della PS seguita dal rilascio di MPs gaguito alla degradazione del
citoscheletro attraverso proteolisi<aipendente.

In situazioni patologiche associate a danno vaseot@mme nel caso dell'infarto del
miocardio, le MPs isolate dal plasma dei pazienisono provocare danni a livello delle
arterie (Bouglanger et al., 2001; Vanwijk et aDP2). E stato recentemente osservato che
MPs derivanti da cellule T apoptotiche induconofutfigioni endoteliali sia nella

conduttanza che nella resistenza delle arteriavattso alterazione delle vie del’NO e
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della prostaciclina. Inoltre MPs circolanti, in p&zi diabetici, inducono disfunzioni
endoteliali e diminuiscono I'espressione dell’N@tasi (iINOS) (Martin et al., 2004). Tali
studi consentono di affermare il ruolo paracrindleddViPs come vettori di effettori
bioattivi promuoventi disfunzione vascolare attrdeelo scambio transcellulare durante
stati infammatori (Brodsky et al., 2004; Pfistéiaé, 2004).

MPs rilasciate da cellule tumorali stimolano le aseasi promuovendo la
neovascolarizzazione. La sfingomielina sembra esdar sostanza responsabile del
potenziale proangiogenico, stimolando Ila migraziowelle cellule endoteliali,
colonizzazione e formazione di vasi. Alcune mefaibdeasi della matrice presenti in MPs
derivanti dall’endotelio e dalle piastrine sonogt stimoli angiogenidn vitro.

Il fattore tissutale (TF), il principale iniziatomella coagulazione del sangue, svolge un
ruolo importante nella regolazione dell’angiogenedella crescita tumorale e della
metastatizzazione (Mackman et al., 2004). Il TF iamdtip-regolazione del fattore di
crescita endoteliale vascolare proangiogenico, eMRs esponenti il TF sulla loro
superficie potrebbero in tal modo agire sulle dellendoteliali per promuovere la
formazione di vasi. L’attivita di segnale del TFrd®a essere legata al suo dominio
citoplasmatico che probabilmente & sequestratmtaiiho delle MPs (Belting et al., 2004).
Le micropatrticelle rilasciate dalle piastrine adti¥ costituiscono la principale popolazione
circolante e rappresentano il maggior depositoatibfe tissutale del plasma (Pasquet et
al., 1996). Le MPs esprimono molecole di adesiopeogeine caratteristiche delle cellule
di origine (Satta et al., 1994); quelle derivandlle piastrine esprimono integrine di
membrana e P-selectina (Heijnen et al., 1999) ¢eagono I'acido arachidonico (Barry et
al., 1999) importante per l'attivazione di piastria cellule endoteliali (Barry et al., 1997).

Aumentano, inoltre, I'espressione di molecole d@sadne cellulare in cellule monocitiche
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ed endoteliali ed inducono la produzione di IL48,1B e IL-6 in cellule endoteliali e I1L-8
e IL-1B in cellule THP-1 (Nomura et al., 2001).

MPs rilasciate da cellule tumorali esprimono illglo di Fas capace di indurre apoptosi
nelle cellule esprimenti Fas come Natural Killénfdciti T citotossici, monociti e cellule
dendritiche, rappresentando un possibile meccangireverso il quale le cellule tumorali
evadono il controllo delle cellule del sistema immtario (Andreola et al., 2002).

Basse concentrazioni di MPs a livello delle supeniascolari danneggiate favoriscono
'emostasi fisiologica e l'inflammazione, mentreewhte concentrazioni amplificano il
danno tissutale in patologie trombotiche e infiartoria (Forlow et al., 2000).

Nelle MPs é stata rilevata la presenza dell.{MacKenzie et al., 2001) oltre che di
aminofosfolipidi, substrati della fosfolipasi.Asecretoria, utilizzati per la formazione
dell'acido lisofosfatidico, un potente agonistagbisnico e mediatore proinfiammatorio
(Fourcade et al., 1995).

Le MPs favoriscono l'attivazione endoteliale e t@razione monociti-endotelio, le due
tappe iniziali del processo di formazione dellecpke aterosclerotiche (Huber et al.,
2002). Le MPs possono stimolare il rilascio di citme da parte delle cellule endoteliali
ed intervenire nella “up-regolazione” dell'espres& del TF sulla superficie degli
endoteliociti stessi (Mesri et al., 1999).

Le microparticelle sono quindi elementi chiave aalbagulazione del sangue ma il loro

ruolo fisiologico non e ristretto esclusivamentéoab potenziale procoagulante.
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L'INFLAMMASOMA

L’inflammasoma € un complesso multiproteico di a&ir/O0 kDa, responsabile
dell’'attivazione delle caspasi-1 e 5 ed e in grallodeterminare I'elaborazione e la
secrezione delle citochine infiamatorie IB-& IL-18.

Ad oggi sono conosciuti due tipi di inflammasomassificati in base alla presenza di
proteine citoplasmatiche denominate NALP, che reggmtano le proteine centrali nel
complesso che costituisce l'inflammasoma. La faimiJALP € composta da 14 membri
caratterizzati dalla presenza a livello amino teate di un dominio di pirina (PYD).
Questa struttura & presente in NALP 2-14 mentre RAkcontiene in aggiunta un altro
dominio, definito FIIND e un CARD. Poiché questasde di proteine é stata scoperta solo
recentemente le informazioni riguardo la loro fuma ed espressione e relativamente
scarsa.

Per quanto riguarda le funzioni svolte dalle praeNALP, i primi studi hanno messo in
evidenza un possibile ruolo nell'apoptosi in quaN®LP1 e in grado di legare la caspasi-
9 e APAF-1 (Hlaing et al., 2001). Studi succes$i@nno suggerito poi, un possibile
coinvolgimento nel controllo del “pathway” di NF-kBManji et al., 2002), sebbene
attualmente non e chiaro, il modo in cui venganwate le proteine NALP né la loro
azione come inibitori (Fiorentino et al., 2002).

NALP1 é conosciuta come DEFCAP/NAC/CARD7 ed e statgprima proteina della
famiglia NALP ad essere identificata sulla basd’'a®blogia di sequenza con APAF-1
(Hlaing et al., 2001; Chu et al., 2001); inoltréetaroteina & I'unico membro di questa
famiglia ad avere un’estensione carbossiterminalgenente un dominio FIIND e un
CARD. Inizialmente NALP1 é in grado di indurre apmg), da un lato attraverso una
associazione diretta con la caspasi-2 e la caSpdbilaing et al.,, 2001), dallaltro

attraverso una associazione indiretta con APAF-1.
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Dati recenti hanno messo in evidenza il ruolo @lecdi questa proteina nell’attivazione
delle caspasi proinfammatorie. L'mRNA di NALP1 nviene a livello del cuore, del
timo, fegato, rene, milza, polmone e nei linfodiél sangue periferico (Chu et al., 2001).

NALP3 e anche conosciuta come PYPAF1/Cryopyrin/IA&d € in grado di attivare la
caspasi-1 e NF-kB (Manji et al., 2002). La sua esgione e limitata alle cellule
immunitarie e la sua importanza nell'inflammaziateriva dal fatto che mutazione nel

gene di NALP3 sono associate a malattie autoimmuni.

NALP1 inflammasome
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Figura 14) Struttura degli inflammasomi.Le proteine NALP sono i componenti chiave che

costituiscono l'inflammasoma. La loro sequenza amoteirminale & caratterizzata dalla presenza
di un dominio di pirina (PYD) seguito da un domitN&\CHT, da un dominio NACHT associato
(NAD) e da una serie di ripetizioni ricche di lenei (LRRs). Il dominio NACHT é responsabile
della oligomerizzazione degli inflammasomi. NALBftene in aggiunta un dominio FIIND, dalla

funzione sconosciuta, e un dominio di reclutamesédia caspasi (CARD), entrambi questi

costituenti sono assenti nelle altre proteine NALP.

Le proteine appartenenti a NALP sono in grado deragire con ASC attraverso

interazioni tra pirine (PYD-PYD).
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ASC é una proteina di 22 kDa che contiene un dam@ARD carbossiterminale ed uno
PYD amminoterminale. Il PYD di ASC interagisce db®YD di diversi NALP, mentre
CARD recluta il CARD della pro-caspasi-1. Tale legasi € visto essere in grado di
indurre il processamento e I'attivazione della frd(3.

La proteina ASC insieme a NALP1, alla caspasi-15ecestituiscono I'inflammasoma
definito NALP1, mentre I'inflammasoma definito coALP 2/3 € costituito in aggiunta
a NALP2 o 3, dalla proteina ASC, dalla caspasidhléa proteina CARDINAL (nota anche
come TUCAN, CARDS8, NDDP1)HRigura 14). Quest'ultima & un componente chiave
dellinflammasoma definito NALP2/3 poiché ha lassta organizzazione strutturale della
ragione carbossiterminale di NALP1 (dominio FIINDCARD); si € osservato, inoltre,
come in alcuni tipi di cancro, la proteina CARDINAdia overespressa (Razmara et al.,
2002).

L'inflammasoma €& una “piattaforma” molecolare chiene utilizzata per I'attivazione
delle caspasi proinflammatorie. L'associazione &LR ad ASC, attraverso la via del
dominio di pirina, seguita dal reclutamento attrage CARD, della caspasi-1 e -5
determina l'attivazione di queste ultime con il seguente taglio dei substrati per le
citochine pro-infammatorie IL{1e IL-18 (Figure 15).

| diversi componenti che costituiscono I'inflammaso si assemblano e funzionano a
livello del citoplasma.

Molto poco si conosce riguardo agli stimoli naturahe inducono I'assemblaggio
dell'inflammasoma; similmente ai recettori “Tolk&” l'attivazione di questa struttura
avviene attraverso il riconoscimento di “pathogeseiated molecular patterns” (PAMPS)
attraverso 1 domini ripetuti ricchi di leucina (LRR delle proteine NALP. Il solo

componente batterico ad oggi conosciuto, in graddtivare I'inflammasoma NALP3, € il
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muramil dipeptide (MDP), un prodotto di degradaeatei peptidoglicani della parete

batterica.

Figura 15) Modello dell'attivazione e secrezione delle caspaproinfiammatorie e
dell'interleuchina-13 indotta da lipopolisaccaridell reclutamento del recettore “Toll-like”
(TLR)-4 da parte dell'LPS induce l'assemblaggio 'ddlammasoma contenente la proteina
NALP1, con conseguente attivazione delle caspasnfimmmatorie-1 e -5 e taglio della pro-

interleuchina-2.

Studi recenti indicano che l'inflammasoma defirsime NALP3, possa essere attivato da
“danger signals” endogeni, cosi come in associgz#éstimoli patogeni (Kanneganti et al.,
2006; Mariathasan et al., 2006).

E’ noto come macrofagi stimolati con LPS e suce@ssente trattati con dosi massicce di
ATP siano in grado di rilasciare la citochina IB-IFerrari et al.,, 2006). Gli effetti
dell’ATP sono mediati da un recettore ionotropiBP@X;, il quale una volta attivato € in

grado di causare un rapido efflusso di ioni potasai livello citoplasmatico, con
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conseguente permeabilizzazione della membrana ptecsm questo determinerebbe poi,
I'attivazione della caspasi e del NALP3-inflammasoffigura 16).

Altri studi farmacologici suggeriscono che quespathway” sia mediato dal rilascio di
calcio dai depositi intracellulari, da fosfolipas2 calcio-indipendenti e da proteine tirosin-

chinasi AG-126 sensibili (Kanneganti et al., 2006).
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Figura 16) Vie di attivazione della caspasi-Diversi componenti batterici e molecole endogene,

rilasciate da cellule danneggiate, attivano la caspl attraverso l'azione del NALP3-

inflammasoma.

-57 -



LO IONE CALCIO COME SECONDO MESSAGGERO

Lo ione calcio viene considerato un secondo messaggh quanto € in grado di
trasmettere alla macchina biochimica, posta adltimb della cellula, i messaggi elettrici e
chimici che giungono alla superficie della membragasmatici. Una variazione della
concentrazione citoplasmatica dello ione cali®af].), infatti, & in grado di innescare
eventi biologici estremamente diversi, tra cui tmtcazione muscolare, la secrezione, Il
movimento, la fecondazione, la morte cellulareef@r et al., 2000; Neal et al., 2003).

Il calcio presenta quindi, caratteristiche chimfisico peculiari e si presta, molto piu di
altri ioni, a formare legami forti e specifici ctaproteine bersaglio.

Gli ioni cloro (CI) e potassio (K), ad esempio, presentano un raggio ionico relatarde
grande, che male si adatta ai potenziali siti giakee presenti sulle proteine.

Lo ione N4, al contrario, possiede un raggio ionico inferiarguello del potassio e simile
al calcio, ma presentando una singola carica el@ttforma con le proteine, complessi
piuttosto deboli.Infine, rispetto al M§', altro ione divalente abbondante nei liquidi
biologici, il calcio si adatta meglio ai siti digame delle proteine, che sono di forma
irregolare, grazie alle sue maggiori dimensioni lenamero variabile di legami di
coordinazione che puo stabilire.

Nonostante una concentrazione extracellulare diniM2 ed un potenziale di membrana
negativo verso linterno e variabile da 10 a 70 mhe porterebbero 14Ca"].
all’equilibrio termodinamico a valori di circa 02 M, la concentrazione citoplasmatica
di calcio nelle cellule eucarioti a riposo, vare@rca 50 nM a 100 nM a seconda del tipo
cellulare. I mantenimento di una tale differenz@a@hcentrazione tra I'interno e I'esterno,
nonché il rapido incremento de[&&"]. (10-20 volte in pochi millisecondi) che si osserva
in seguito a stimolazioneon un agonista, € il risultato dell'azione cooedandi diversi

meccanismi che comprendonte vie di influsso ed efflusso del calcio attrawers
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membrana citoplasmatica, i sistemi tampone e i sigpontracellulari di calcio

(“intracellular stores”).
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Figura 17) Omeostasi intracellulare del calcib.o svuotamento dei depositi intracellulari, insiem
all'influsso a livello della membrana plasmaticappresentano la via con cui si attuano rapidi
aumenti della concentrazione di €aitoplasmatico, che torna poi a livelli presentilia cellula a

riposo. Tali processi inversi sono rappresentati daccumulo nei depositi intracellulari mediato
dalle pompe ATPasiche di Golgi e reticolo endopktiro e I'efflusso, attraverso la membrana

plasmatica, mediato, oltre che dalle gia citate penATPasiche, anche dall’antiporto N&a’"

Canali calcio a livello della membrana plasmatica

L'ingresso del C& dal’ambiente extracellulare avviene attraversoatigpresenti a livello
della membrana plasmatica. Questi canali sono tadstda proteine che mettono in
comunicazione il citoplasma con I'esterno delldutal

Tali canali possono essere divisi in due categamidase al meccanismo che controlla la

transizione dalla forma “aperta” a quella “chiusa”.
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1. Canali a controllo di ligando

Sono presenti in tutte le cellule, richiedono @eldro attivazione, e quindi per I'apertura,

I'esistenza di un segnale extracellulare di natirenica (ligando). Tali canali possono

essere ulteriormente suddivisi in base al loro meiscno d’attivazione in:

ROCCs (Receptor-Operated €aChannels)

Si tratta di canali Ca regolati da recettore; in questi canali il sitoleégame del
ligando ed il canale sono compresi nella stesséeip@ 0 fanno parte dello stesso
complesso. Questi canali si aprono in seguito garige dell’agonista con il recettore,
senza l'intervento di secondi messaggeri diffusittlin esempio é rappresentato dai

canali nicotinici, glutammato e da quelli attivdd ATP extracellulare di tipo P2X.

— GOCCs (G protein-Operated GaChannels)

Canali la cui attivazione € mediata da proteine G.

SMOCCs (Second Messenger-Operated Gahannels)
Canali attivati da un secondo messaggero. L'apediquesti canali € controllata da
un messaggero citosolico diffusibile, la cui proadne € dovuta all'interazione

ligando-recettore.

SOCCs(Stores-Operated EaChannels)

Canali attivati dallo svuotamento dei depositi actllulari. I meccanismo
d’attivazione di tali canali € ancora incerto: attnente il modello favorito € quello
che prevede I'azione di un secondo messaggeroitohignominato CIF (G4 influx

factor).
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2. Canali a controllo di potenziale (VOCCSs)

La loro presenza € stata accertata sia in cellobgabili, come per esempio le cellule
nervose e le fibre muscolari, sia in cellule nonitabili, come i fibroblasti. L’apertura di
tali canali si ha in seguito a depolarizzaziondadelembrana plasmatica.

| VOCCs, accomunati dall’elevata affinita per il {;apossono essere distinti in diverse
classi in base alle caratteristiche elettrofisiatbg ed alla sensibilita a inibitori diversi,
rendendo cosi conto della complessita e peculiuitaionale di tali canali nei diversi tipi

cellulari.

Meccanismi di estrusione del calcio

L'efflusso di C&" attraverso la membrana plasmatica avviene trachite differenti
sistemi: la pompa per il calcio ATP-dipendente ' @\TPasi) e lo scambiatore N&&™.

La C&* ATPasi che si trova nella membrana plasmaticatts te cellule eucarioti e di cui
costituisce approssimativamente lo 0.1% delle preteotali, rappresenta la principale via
d'estrusione del GA nelle cellule eccitabili e viene attivata tramitiaterazione con il
complesso Cé-calmodulina.

Lo scambiatore N4C&", essenziale solo nelle cellule eccitabili, rappnéa un sistema
elettrogenico e quindi sensibile al potenziale dinmbrana. Esso infatti, promuove lo
scambio di N& e C&" secondo un rapporto stechiometrico di 3:1, alari
conseguenza la distribuzione di carica ai due datla membrana. Rispetto alla Ca
ATPasi & un sistema a minore affinita, ed & quiogico supporre che esso abbia un ruolo
rilevante nell’espulsione del calcio solo ad elevabncentrazioni citoplasmatiche di

guest’ultimo.
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Depositi di calcio intracellulari

Nel corso degli anni '80 lo studio dellomeostasi dalcio ha dimostrato che gli aumenti
di questo secondo messaggero, indotti da una &adiestimoli, sono generati da due
meccanismi diversi: l'ingresso di calcio dal mezadracellulare e il rilascio di calcio da
organelli intracellulari. Candidati a questo ruel@no i mitocondri, dei quali era nota la
capacita di accumulare €anella matrice grazie allampio gradiente. Due ossEoni
tuttavia, ne hanno rapidamente escluso un ruotu@sti processi:

1) la[C&"]. a riposo & infatti compresa tra 50-100 nM, eduesie condizioni & noto che i
mitocondri non accumulano quantita rilevanti dfCa

2) la liberazione di Ca accumulato nei mitocondri (ad esempio con ageséiatoppianti,
che collassano il potenziale di membrana mitocahelrie con esso il gradiente
elettrochimico per I'accumulo del &% non riduce gli aumenti dellgC&"]. indotti dalla
successiva stimolazione con un agonista, dimostracosi che i depositi di €a
scambiabile risiedono in altre strutture cellulari.

Un modello per queste osservazioni e stato il mlosscheletrico, in cui l'ordinata
struttura morfologica e le conoscenze sulle vavigizilinamiche del G4 hanno permesso
di dirigere I'attenzione su una particolare regiolaetriade, in cui € presente una struttura
specializzata, la cisterna terminale del reticokrceplasmatico, che risponde alla
depolarizzazione della membrana plasmatica (trasaneai tubuli T) rilasciando &adal
suo interno (Lamb e Stephenson, 1992). Come ersiljllesprevedere su base teorica, il
reticolo sarcoplasmatico contiene tre proteine Speinsabili alla rapida assunzione e
liberazione di C4:

- una pompa ATPasica, ossia una proteina in gradacdimulare C& nel reticolo

contro gradiente di concentrazione,
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- un canale attivabile in grado di rilasciare rapieare, durante la stimolazione, il Ca
accumulato,

- una proteina di legame, che permette I'accumulgrdndi quantitd di G4 senza
generare un gradiente di concentrazione troppo@(lmui mantenimento avrebbe un
costo energetico molto alto). Questa proteinaalaegjuestrina, ha un’alta capacita di
legare lo ione (lega molto 3, ma bassa affinita (libera cioé rapidamente if*Ca
quando il canale si apre).

Queste tre classi di proteine, sono anche presentiepositi delle cellule non muscolari,

esse possono essere isoforme delle proteine sepcaitte (come nel caso delle ATPasi) o

proteine con caratteristiche molto diverse, ma ifumz analoga. In particolare, il canale di

rilascio possiede un sistema di attivazione assairsb, & noto infatti che il Gaviene

liberato dai depositi intracellulari ad opera delbsitolo 1,4,5 trifosfato (I§), rilasciato a

sua volta da un fosfolipide della membrana plastaatiil fosfatidil-inositolo-4,5-

bisfosfato) per azione di fosfolipasi C. LiBgisce come secondo messaggero legandosi al
suo recettore localizzato a livello della membraleh reticolo endoplasmatico (Berman,

1999).

Tale recettore funziona come un canale del caltivato dal legame dell'lp che

determina la liberazione dello ione dal lume détado endoplasmico e del Golgi. Questa

liberazione di calcio possiede la proprieta fondata@le di dipendere in maniera bifasica
dalla[C&*]¢: a concentrazioni basse (<B!) il Ca®* agisce come un co-agonista delyIP

(esercitando dunque un retrocontrollo positivo asufiropria liberazione dal reticolo

endoplasmatico); mentre a concentrazioni piu eéeesercita un retrocontrollo negativo

sulla liberazione di G4 indotta dall'IR, inibendo il recettore e impedendo cosi ulteriore

rilascio di C&".
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Esistono inoltre depositi intracellulari di €a insensibili all'lP; funzionalmente
distinguibili in due tipi: i primi sensibili a caéfha, una delle caratteristiche farmacologiche
tipiche del canale del reticolo sarcoplasmaticeedondi, rappresentati dal complesso del
Golgi, dalle vescicole secretorie e da altri ordgacitoplasmatici, che, benché contengano
una quantitd consistente di anon sono in equilibrio dinamico con il citosolgaindi

svolgono un ruolo marginale nel controllo déiGe"]..

Sistemi tampone per il calcio

All'interno della cellula eucariote esistono, imelt sistemi in grado di tamponare
transitoriamente ampi aumenti dell€&]. che potrebbero portare all’attivazione di
reazioni enzimatiche deleterie per la cellula.

Questi sono costituiti da un insieme di proteirgyeanamente eterogeneo per affinita e
capacita di legame con il €a che nella cellula svolgono un’azione enzimatica'C
dipendente (per esempio le fosforilasi) o regolatdiper esempio la calmodulina).
Quest’'ultima svolge un ruolo importante nella medidne di una varieta di processi
fisiologici (quale lattivita della C&-ATPasi di membrana), oltre a rappresentare la
proteina citoplasmatica pitl importante nel legare*Cin virtl della sua elevata
concentrazione (pari a circa I'1% delle proteindutari totali) e della presenza in essa di

quattro siti di legame per il &a

-64 -



SCOPO DELLA TES

Scopo della tesi € quello di caratterizzare leassp P2 mediate in due tipi cellulari: i
cheratinociti e i macrofagi umani.
Per quanto riguarda i cheratinociti umani si vudégprima caratterizzare i recettori P2
espressi in questo tipo cellulare e successivamengédizzarne le risposte funzionali.
Inoltre, poiché citochine quali IL-4 e IFi§-risultano essere importanti in alcune patologie
che coinvolgono le cellule della cute (psoriaseenthtite atopica), si cerchera di valutarne
gli effetti sull’espressione e sulle funzionalitdi decettori P2 (Roland, 2003).
Successivamente verranno caratterizzate le rispostiate dai recettori P2 nei macrofagi
umani, studiando il rilascio di microvescicole ittodalla stimolazione con nucleotidi
extracellulari e cercando di stabilire:

- quale tipo di recettore P2 sia coinvolto nel preoedi microvescicolazione;

- se il fenomeno sia calcio dipendete;

- se le microvescicole contengano la citochina pfiasimmatoira 1L-18;

- il possibile coinvolgimento delle caspasi in tadadmeno;

- e leventuale presenza delle diverse proteine abstitaiscono il complesso

dell'inflammasoma, all'interno delle microvecicole.
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MATERIALI EMETQODI

Reagenti

I PBS (“phosphate buffer saline”) e 'RPMI-1640ngostati acquistati da Celbio (Milano,
Italia). Il 2’,3’-(4-benzoyl-benzoyl)-ATP (BzATP),ATP ossidato (0ATP), I'endotossina
batterica (LPS) estratta déscherichia coli (sierotipo 055:B5), benzamidina,
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), TEGTA e Imimina di siero bovino (BSA) sono
stati acquistati presso Sigma-Aldrich (Milano, iial ATP e UTP sono stati acquistati
dalla Roche (Milano, Italia); EDTA dalla Baker (0. Baker, NJ, USA), il siero umano
dalla Sigma (Germania). Il Ficoll e stato acquistiat Pharmacia (Pharmacia Biotech AB,
Uppsala, Sweden). Il KGM Bulletkit dalla Cambrexil@ho, Italia); la tripsina-EDTA 1X
dalla Gibco (Milano, Italia).

Il kit ELISA dalla Medical & Biological Laboratoree Co. (Nagoya, Giappone). Il

tetrapeptide Y-VAD (Tyr, Val, Ala, Asp) dalla Baahg(Milano, Italia).

Colture cellulari

» Cheratinociti

Le colture primarie di cheratinociti umani sonotstéornite dall’lstituto Dermopatico
dell'lmmacolata di Roma e mantenute in coltura.

| cheratinociti sono stati mantenuti in terreno useifree “Keratinocyte Growth
Medium™* (KGM; Cambrex, Milano) preparato addiziowi@ alla soluzione essenziale
10 ng/ml EGF, 0.44g/ml hydrocortisone, fig/ml insulin, 2 ml “bovine pituitary extract” e
antibiotici.

Per tutti gli esperimenti i cheratinociti sono stasati al secondo o terzo passaggio;

raggiunta la confluenza dell’'80% sono stati staag@izzando una soluzione contenente
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0.05% tripsina piu 0.02% EDTA, poi trattati con 100ml IFN-y o IL-4 e infine con gli
agonisti dei recettori P2.

Tutti gli esperimenti sono stati condotti su chei@titi provenienti da tre diversi donatori.

e Macrofagi

I monociti umani sono stati isolati da "buffy cdatgentilmente forniti dalla Banca del
Sangue, Arcispedale S. Anna, Ferrara) e purifitatnite gradienti su Ficoll (Sallusto e
Lanzavecchia, 1994). Per differenziare i monocitmacrofagi, le cellule sono state
mantenute in coltura per 6 giorni in terreno RPN#Q (Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA); dopo di che sono state lavate con PBSaecate utilizzando PBS freddo
contenente 2 mM EDTA. | macrofagi sono stati infiagecolti, centrifugati, risospesi in
terreno, contati e seminati in fiasche T75 (Falammpetri (Bibby Sterilin, Stone, UK), ad

una densita di circa 6 x 1@ellule/fiasca e mantenuti a 37°C in presenz@/aliG.

Microscopia

| cheratinociti o i macrofagi sono stati staccailel petri/fiasche e in seguito mantenuti in
coltura (2 x 16) su vetrini di 24 mm di diametro (Merck Eurolahsitterworth, UK). Gli
esperimenti sono stati condotti in una soluzion@aatandard, contenente 125 mM NacCl,
5 mM KCI, 1 mM MgSQ, 1ImM NaHPQO,, 20 mM Hepes, 5.5 mM glucosio, 5 mM
NaHCO; e 1 mM CaCl, pH 7.4 con NaOH. | macrofagi sono stati stimokaiche in
soluzioni saline non contenenti Nan cui lo ione & stato sostituito dal saccar@3@0 mM
saccarosio, 1 mM ¥PQOy, 1 mM MgSQ, 5.5 mM glucosio e 20 mM Hepes, 1 mM CgCl
pH 7.4 con KOH) o dal K(130 mM KCI, 1 mM MgS@, 1 mM glucosio, 5 mM KHCg)

20 mM Hepes, 1 mM CaglpH 7.4 con KOH).
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Le modificazioni morfologiche e il rilascio di mmvescicole sono stati analizzati
montando i vetrini in una camera Leyden, termotstat 38°C (modello TC-202A,;
Medical Systems Corporation, NY), posta sullo statili un microscopio invertito Nikon
Eclipse TE300 (Nikon, Tokyo, Giappone).

Le immagini sono state acquisite tramite una cam@@D (Princeton Instruments,
Trenton, NJ, USA) utilizzando il software Metamorflhiniversal Imaging Corporation,
West Chester, PA, USA).

I macrofagi per I'analisi al microscopio elettrangono stati staccati dalle fiasche con PBS
freddo contenente 2 mM EDTA e i “pellets” cellulasbno stati fissati con 2.5%
glutaraldeide. | campioni per l'osservazione alroscopio elettronico sono stati preparati

dal Centro di Microscopia Elettronica dell'Univéasdi Ferrara.

Purificazione delle microvescicole

Per la caratterizzazione delle microvescicole, ¢crofagi sono stati seminati in fiasche T75
a una concentrazione di 7 x°l6ellule/fiasca e stimolati in soluzione salina imedsa
composizione ionica con 200 uM BzATP, per 10 mi878C. Dopo stimolazione, la
soluzione salina contenente le vescicole é stadiziadata degli inibitori delle proteasi
PMSF e benzamidina, e 1mM EDTA. La soluzione eastazialmente centrifugata a 160
X g per 5 min con una Heraeus Centrifuge con ro®éS T110-S342 (Thermo Electron
Corporation, Cologno Monzese) al fine di elimingsecellule in sospensione e i detriti
cellulari. Le microvescicole sono state in seguitoificate centrifugando i surnatanti a
100000 x g per 90 min, a 4°C, con ultracentrifugeliBnan L8-M (Beckman Coulter SpA,
Milano; rotore 70Ti). | “pellets” di microvescicolsono stati risospesi in una soluzione
salina ad elevato contenuto di saccarosio contenglntinibitori delle proteasi PMSF e

benzamidina.

- 68 -



La quantificazione del rilascio delle microvescied assenza di aextracellulare & stata
effettuata stimolando i macrofagi in soluzione rsalcontenente saccarosio, in assenza di

CaCl e in presenza di 0.5 mM EGTA.

Misurazione dell'espressione della citochina IL-18

La presenza della citochina IL-18 e stata anal&Zat macrofagi e in microvescicole
isolate dalla stimolazione degli stessi, utilizzanoh kit ELISA (Minneapolis, MI, USA),
secondo le istruzioni fornite dalla ditta.

Le microvescicole sono state inizialmente lisatdragerso azoto liquido e la
concentrazione proteica e stata poi misurata méihdo il metodo Bradford, che prevede
I'utilizzo del Comassie Blu, il quale e in grado ldgarsi ai residui di arginina in forma
anionica. Il legame con le proteine determina raggio verso il blu con un’intensita
proporzionale alla quantita di proteina legata.ampioni vengono diluiti in 2 ml di
colorante e la lettura della loro assorbenza vilate attraverso uno spettrofotometro
(Ultrospec 3000, UV/Spectrophotometer, Pharmac@dsh) ad una lunghezza d’onda di

595 nm.

Analisi dell'espressione delle proteine tramite Wdern blot

La concentrazione proteica dei campioni e statauraia con il metodo Bradford. |
campioni sono stati solubilizzati in soluzione O0%d p/v glicerolo, 5% viv 2-
mercaptoetanolo, 2.3% p/v SDS, 62.5 mM Tris, 0.0@8%di bromofenolo). Le proteine
sono state separate utilizzando un gel al 7.5% ©2& di acrilammide e in seguito

trasferite su membrana di nitrocellulosa (Schlai@rel Schull, Legnano).
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Per il Western blot per i recettori P2¥ P2Y, per IL-18, NALP, ASC, CARDINAL e la
caspasi-1 i siti aspecifici sono stati bloccatiubando la membrana per 1 h con tampone
TBS (10 mM Tris-Cl, 150 mM NacCl, pH 8.0) conteneh@®%b latte scremato.
L'incubazione con l'anticorpo primario e stata tff@aovernight gli anticorpi anti-P2X,
anti-NALP, anti-ASC, anti-CARDINAL e anti-caspasisbno stati diluiti in TBS-T (TBS
addizionato di 0.1% Tween 20), mentre |'anticorpt-H.-18 e anti-P2Y sono stati diluiti

in TBS + 1% BSA.

L'anticorpo primario anti-P2Xé stato acquistato dalla Calbiochem, mentre quasild-
P2Y; dalla Alomone. L’anticorpo primario anti-1L-18 éato acquistato dalla Chemicon,
quello anti-NALP dalla Alexis, quello anti-ASC dallMBL mentre quello anti-
CARDINAL dalla Vinci-Biochem, infine I'anti-caspadi e stato acquistato dalla upstate.

Gli anticorpi secondari utilizzati erano coniugalta perossidasi.

Misurazione delle variazioni di concentrazione deCa** intracellulare

Il fura-2/AM (Molecular Probes, Leiden, Olanda)indicatore fluorescente che permette
di misurare la[C&"]., poiché viene intrappolato nel citoplasma ed érsscaente
permeabile attraverso la membrana del reticolo gladmatico e dell’apparato di Golgi. Si
tratta di un derivato benzofuranico che presentasitm di legame con caratteristiche
strutturali simili al’lEGTA, un chelante del calgion grado di legare lo ione con affinita
molto maggiore di Mg e Mrf".

Il fura-2/AM lega il calcio nel rapporto stechiomieb di 1:1. Il legame porta alla
formazione di un complesso in grado di indurre norémento dell'intensita di emissione
di fluorescenza a 500 nm di circa tre volte e coyp@raneamente uno shift verso il blu
dello spettro di eccitazione (la lunghezza di nmaaseccitazione passa da 380 a 340 nm).

Il fura-2 € una molecola idrofobica, non lipodifibide, di conseguenza non in grado di
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attraversare la membrana plasmatica. Per permeitii&relicatore fluorescente di entrare
nelle cellule sono stati mascherati i cinque grupgarbossilici con residui
acetossimetilestere. Il derivato esterificato pexfaeilmente attraverso la membrana e nel
citoplasma viene idrolizzato da esterasi specifichistabilendo cosi la forma
pentacarbossilata che rimane intrappolata nelalitos

| cheratinociti umani di controllo e quelli pretiai con le citochine vengono fatti aderire
su vetrini di 10 x 30 mm (Vetrotecnica, Padovlid). Al raggiungimento della
confluenza le cellule vengono incubate copM fura per 15-30 minuti a 37°C in una
soluzione salina contenente 125 mM NaCl, 5 mM KIGhM MgSQ, 1 mM NaRBPGO,, 20
mM HEPES, 5.5 mM glucoso, 5 mM NaHg®H 7.4 a cui viene aggiunto 1 mM Ca
250uM sulfinpyrazone (SP).

L’SP é un inibitore dei trasportatori degli ani@amganici presenti nella cellula e impedisce
I'estrusione dell’indicatore.

Allo scadere dell'incubazione le cellule vengoneel® e mantenute in salina contenente 1
mM CaC} e 250 uM SP fino al momento dell'utilizzo. La misuraziodella variazione
del calcio intracellulare viene eseguita introdwl®niascun vetrino in una cuvetta di vetro
ottico, dotata di agitazione e termostatazione.vhgazioni della [C&]. in assenza di
calcio extracellulare sono state eseguite utilidpaumna salina priva di Cagle contenente
0.5 mM EGTA.

L’avvenuto intrappolamento del fura-2 nelle celliene verificato con I'aggiunta, al
termine dell'esperimento, di 100 nM ionomicina, @& ionoforo che permette I'ingresso
massivo di C& nella cellula, C& che pud legare il fura-2 se presente a livellostilico.

Le misurazioni sono state effettuate utilizzandsdguenti lunghezze d’'onda:

eccitazione: 340 e 380 nm;

emissione;: 509 nm.
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Estrazione e quantificazione del’/RNA

L'RNA totale & stato estratto dai cheratinocitilisiando RNAzol BV (TEL-TEST,
Friendswood, Tex., USA), un composto contenentéosianato di guanidina e fenolo
acido che consente di separare I'RNA totale da [@\#oteine.

Il sale di guanidina ad elevata concentrazioneotlissi complessi nucleo-proteici
causando una modificazione della struttura secamdaelle proteine e limitando la
possibilita di legame tra RNA e proteine. Il fenoiovece, a pH acido trattiene in fase
organica il DNA genomico. Viene cosi promossa lanfazione di complessi tra RNA,
isotiocianato di guanidina e molecole d’acqua, ledlita I'interazione idrofilica di DNA e
proteine.

L’'RNA viene estratto dai cheratinociti lisando dieanente le cellule adese con RNAzol
B™: il lisato cellulare viene passato per 4-5 voltaamerso I'ago di una siringa da
insulina allo scopo di frammentare il DNA genomiddl’'omogenato viene aggiunto
cloroformio. Seguono un’agitazione vigorosa di &6adi e un’incubazione di 5 minuti in
ghiaccio. Il campione viene poi centrifugato in mientrifuga a 1400 rpm a 4°C per 15
minuti, ottenendo una separazione in due fasi:faea superiore acquosa, nella quale si
trova 'RNA e una fase inferiore organica, nellabgusi localizza prevalentemente il DNA.
All'interfaccia tra le due fasi si localizzano leofeine. Si preleva la parte superiore
trasferendola in un nuovo tubo e si precipita I'RMdggiungendo un uguale volume di
isopropanolo e centrifugando a 1400 rpm per 15 tninlb pellet di RNA viene
successivamente sottoposto a due lavaggi con etd0éb e centrifugato a 8000 rpm per 8
minuti; I'etanolo viene quindi scartato e il pellasciugato leggermente a temperatura
ambiente. L'RNA totale cosi ottenuto viene quaadifo tramite uno spettrofotometro.

La concentrazione del’RNA del campione viene aitarapplicando la seguente formula:

ODy60 X 40 x f.d. = concentrazione del’RNAd/ 4]
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Dove:

ODy¢o = assorbanza del campione a 260 nm

40 =ug/ml di RNA che hanno un densita ottica (OD) pati a

f.d. = fattore di diluizione

1 nug di RNA totale viene sottoposto a corsa elettetioa su gel all'l% di agarosio
colorato con 0.8 pg/ml etidio bromuro (Sigma, Mdartalia). Il legame dell’etidio con
RNA lo rende visibile se illuminato con luce ultraletta. Se 'RNA € integro si

individuano nel gel 3 bande corrispondenti allRNBosomiale: 28S, 18S e 5S.

RT-PCR

Vengono utilizzati 200 ng di RNA/campione (AccesB-RCR kit, Promega Corporation
Madison, Wi, USA) con il Thermal Cycler UNO Biomiet{Biometria Inc. Tampa, FL).

Per la reazione di retrotrascrizione vengono ailizcome innesco, primers specifici per
ogni rispettivo recettore (riportati nellbabella 3). Le condizioni per I'amplificazione
tramite PCR sono: 30 cicli con temperatura di demraaione di 95°C per 45 secondi e
72°C per 30 secondi per I'estensione.

| prodotti della PCR (2Qul/campione) vengono poi separati in gel al 2% agjare
contenente etidio bromuro, quindi fotografati coallipola Polaroid 667 (macchina

fotografica Polaroid MP-3 Land Camera, Francia).
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CONDITIONI DI

5-AGTCATAGTCCGCCTAGAAGCATTTGCGGT-3

Trascritto
m “ANNEALING”
5-CGCCTTCCTCTTCGAGTATG-3' - .
P2X, 5-GGAAGACGTAGTCAGCCACA-3' 57°C, 1min15s
5-GAGAGTGAGAATACCG-3 . .
P2Xs 5-CACTGGTCCCACGCCTTG-3 60°C, 1 min 155
5 TGCATTTATGATGCTAAAACAG-3 - .
P2X, 5-CAAGACCCTGCTCGTAATC-3 57°C, 2 min
5-CCGGGAGCGACTTCCAGGATATAG-35- . .
P2Xs GGCATGGGATCACTGGGTGCTAGAC-3 58°C, 1 min 14 s
5-AAAAACAGGCCAGTGTGTGGTGTTC-35- . .
P2Xe TGCCTGCCCGGTGACGAGG-ATGTCGA3 60°C, 1 min 15s
PoX 5-AGATGCTGGAGAATGGAGTG-3 57°C. 2 min
7 5-TTCTCGTGGTG-TAGTTGTGG-3 :
5-GGCAGGCTCAAGAAGAAGAAT-3 . .
P2Y, 5-ATCACACATTTCTGGGGTCTG-3 56°C, 1 min 50 s
5-CCCTGCCGCTGCTGGTTTA-3 . .
P2Y 5-GATGGCGTTGAGGGTGTGG-3 56°C, 1 min 50 s
5-CGTCTTCTCGCCTCCGCTCTCT-3' :
P2Y, 5-GCCCTGCACTCATCCCCTTTTCT-3' 58°C, 30s
5. CCGCTGAACATCTGTGTC-3’ :
P2Ys 5-AGAGCCATGCCATAGGGC-3 58°C, 30s
5 GTGGTTGAGTTCCTGGTGGC-3 -
P2Y,, 5-CCAGCAGGTTGCAGGTGAAG-3' 62°C, 30s
5 TTTGCCCGAATTCCTTACAC-3 :
P2Y1, 5-ATTGGGGCACTTCAGCATAC-3' 57°C,30s
oy 5-GGGCTCATAGCCTTTGACAG-3 e 1 i
13 5-CAGAGGCCCCTTTAAGGAAG-3' :
5-CACTTCAAGACGACAAACG-3' :
P2Y14 5-GAATATCCATCCTGACACTCC-3' 57°C,30s
5 TGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTAS - .
Beta-actin 65°C, 1 min15s

Tabella 3) Sequenze dei primers usate nell’ RT-P€Rondizioni di “annealing”.
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RISULTATI

PARTE PRIMA

Cheratinociti

Espressione dellmRNA dei recettori P2 nei cheratiaciti umani

| cheratinociti umani esprimono recettori di menmaaP2, attivati dai nucelotidi
extracellulari. In letteratura si hanno informamzidrammentarie e incomplete riguardo
I'espressione di questa famiglia di recettori. Ralalisi eseguita in questa tesi € emerso
come i cheratinociti umani esprimano I'mRNA perottstipi: P2X, P2X;, P2X, P2Xs,

P2Xe, P2X;, P2Y1, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Yi3.

A B

e [ 2w
P2Y 367 b
411 Db
238 b
P2 N 520 bv povy [ 2%
P2x, [ 399 bp p2v., [ 190
P2Y13 201 bp

Figura 18) Elettroforesi su gel di agarosio dei piotti di RT-PCR dei recettori P2X (pannello A)
e P2Y (pannello B) espressi da cheratinociti umabé reazioni di RT-PCR sono state effettuate

come descritto nei Metodi.
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La stimolazione con nucleoidi extracellulari deternma variazioni della
concentrazione del calcio intracellulare

L’espressione dei recettori P2 da parte dei chrevaiti, e soprattutto la funzionalita di tali
recettori e stata studiata stimolando questo tghalare con i nucleotidi extracellulari.

La Figura 19 mostra come la stimolazione dei cheratinociti dmsi crescenti di ATP
determini un rilascio di calcio intracellulare ch&ggiunge il suo picco massimo alla
concentrazione di 3uM ATP. Gli effetti indotti da questo nucleotide azzerano a

concentrazioni inferiori a 3 nM.

500 1
--0 +C&"

—a -C&”

2501

[Ca2*], nM

0 0,003 0,03 01 0,3 1 3 10 30 100 300 1000 3000

[ATP] uM

Figura 19) Curva dose-dipendenza dell’ATP.cheratinociti sono stati caricati con I'indicate
fluorescente fura-2/AM e mantenuti in una soluziealina contenente (linea tratteggiata) o non
contenente (linea continua) 1 mM CaCtome indicato nei Metodi. Le curve sono indiaatil

almeno tre esperimenti indipendenti e le barre ez rappresentano le deviazioni standard.

Se la stimolazione viene condotta in assenza diacaktracellulare, ma in presenza di 0.5
mM EGTA, si osserva come I'andamento della curvaaidifichi. L'aumento di calcio, in

queste condizioni € reso possibile solo dal riasdii quello contenuto all'interno degli
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“stores” intracellulari, poiché viene impedito Finsso dello ione attraverso la membrana
(risposta P2X-mediata), mentre & possibile osseruar eventuale aumento di [Ca a
seguito della stimolazione del sottotipo P2Y. Isemza di C4 extracellulare le risposte
all’ATP risultano di minore entita, cosi come laasiilita al nucleotide; a 100 nM ATP si
ha azzeramento nella risposta calcio.

Le variazioni della concentrazione di calcio ingthdare sono state osservate anche
utilizzando nucleotidi come I'UTP, il quale € inagio di attivare i recettori P2Y.

In queste condizioni la curva dose-dipendenzatasegsere molto piu spostata verso l'alto;
i cheratinociti sono piu sensibili a questo nudtmtche allATP e la massima risposta

calcio si osserva a una concentrazione pari guB0WTP (Figura 20).

600 1
>
c
— 3004
‘©
O,
O r 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

0 0,03 0,10 0,30 1 3 10 30 100 300 1000

[UTP] uM

Figura 20) Curva dose-dipendenza dellUTP.cheratinociti sono stati caricati con I'indicate
fluorescente fura-2/AM e mantenuti in una soluzisalna contenente 1 mM CaCtome indicato
nei Metodi. La curva € indicativa di almeno tre esmenti indipendenti e le barre d’errore

rappresentano le deviazioni standard.
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E’ stato poi utilizzato un derivato farmacologic®lltRTP, il BzATP, che attiva
preferenzialmente il recettore P2Kientre € pressoché inattivo nei confronti dei ttece
P2Y. In queste condizioni si osserva come la cdiose-dipendenza sia molto scacchiata
verso l'asse delle x, e come le risposte calciemtivo consistenti ad una concentrazione
pari a 30uM BzATP (Figura 21).

Questi dati mettono in evidenza come i cheratinaertani, non solo esprimano 'mRNA
per diversi sottotipi P2, ma che tali recettoriulimo essere funzionali in quanto la
stimolazone con nucleotidi extracellulari determweriazioni nella concentrazione di

calcio citoplasmatico.

300+
=
c
v 1504
N
©
O,

O
O -! L L L 1
0 0,003 0,03 0,1 3 10 30 100 300

[BZATP] uM

Figura 21) Curva dose-dipendenza del BzATIRCheratinociti sono stati caricati con I'indicate
fluorescente fura-2/AM e mantenuti in una soluzisalna contenente 1 mM CaCtome indicato
nei Metodi. La curva € indicativa di almeno tre esmenti indipendenti e le barre d'errore

rappresentano le deviazioni standard.
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La stimolazione con nucleoidi extracellulari deternma modificazioni morfologiche
dei cheratinociti

| cheratinoci umani esprimono recettori P2 attiliada parte dei nucleotidi extracellulari.
Si e visto come questi siano in grado di deterneinaariazioni nella concentrazione
citosolica del calcio; mi sono quindi chiesta sestienolazione con i nucleotidi fosse anche
in grado di determinare modificazioni a livello kdelmorfologia cellulare. Ho percio
stimolato i cheratinociti con nucleotidi extracéditi osservando al microscopio a contrasto
di fase, gli eventi che seguivano alla stimolazione

La stimolazione dei cheratinociti con diverse caonizioni di ATP (300uM, 1 mM, 3

mM) induce riduzione del volume cellulare con fomaae, nel caso di alcune cellule, di

vescicole (“blebs”) di membran&i@ura 22).

Figura 22) La stimolazione dei cheratinociti con @M ATP determina restrizione del volume
cellulare e formazione di vescicole di membranacheratinociti umani sono stati trattati con 3
mM ATP in salina standard in presenza di 1 mM*C&ia dopo 5 minuti dalla stimolazione si
osserva la formazione di blebs a livello della meank plasmatica e una diminuzione del volume

cellulare.

Poiché lo ione calcio € un importante secondo ngggsa coinvolto in molti processi

biologici mi sono chiesta se fosse importante apahequesto processo.
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| cheratinociti sono stati stimolati in soluzioraisa in assenza di &aextracellulare e in
presenza di un chelante dello ione (0.5 mM EGTA)g&guestrare il Gacontaminante,
eventualmente presente nella soluzione in cuité standotto I'esperimento.

In queste condizioni la stimolazione con 3 mM ATd?ta ad una riduzione piu consistente

del volume cellulare, le cellule presentano inofresse vescicole di membrarf@gura

23).

Figura 23) La stimolazione con ATP, in assenza di@o extracellulare, determina riduzione del
volume cellulare e formazione di grosse blebs dimieana. | cheratinocitisono stati trattati con

3 mM ATP in salina standard in presenza di 0.5 mBTE. Dopo 15 minuti dalla stimolazione si
osserva la formazione di grosse blebs a livelldadelembrana plasmatica e una diminuzione del

volume cellulare.

Oltre all’ATP sono stati utilizzati altri nucleotidome 'UTP e il BZATP; in questo caso si
€ osservato come tali nucleotidi siano in gradoddterminare lievi modificazioni

morfologiche che consistono in un restringimentitutae.

-80 -



IL-4 e IFN-y modulano I'espressione dei messaggeri dei sotmtP2Y, e P2X,

| cheratinociti giocano un ruolo importante nelllurre e nel perpetuare le reazioni
inflammatorie della pelle attraverso il rilascioaiiochine e la risposta ad esse.

La produzione di citochine da parte dei cheratitndi@ molteplici conseguenze sia per la
migrazione delle cellule, sia a livello del sistemmanunitario (in quanto viene influenzata
cosi la proliferazione e il processo di differeaimime nei cheratinociti), sia sulla
produzione di altre citochine da parte degli stessi

Al fine di valutare se la stimolazione con citoahimmportanti in malattie della pelle quali
psoriasi e dermatite atopica, fosse in grado diutazd anche le risposte P2-mediate, ho

stimolato i cheratinociti con IL-4 e IFM{Roland, 2003).

A nt IL-4 6h IL-4 12h IFN-y 6h IFNy 12h
B

nt IL-4 6h IL-4 12h IFN-y 6h IFNy 12h
C

nt IL-4 6h IL-4 12h  IFN-y6h  IFNy 12h

Figura 24) Elettroforesi su gel di agarosio dei piotti di RT-PCR del recettore P2Ypannello
A), P2X (pannello B) e dell'actina (pannello C)Le reazioni di RT-PCR sono state effettuate

come descritto nei Metodi.
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L’analisi attraverso RT-PCR ha messo in evidenzaecqueste citochine siano in grado di
modulare I'espressione dei messaggeri per i spitBfY; e P2X (Figura 24).

Per quanto riguarda il recettore R24 osserva una over-espressione gia dopo seiabre d
trattamento con IL-4 o IFN; mentre per il recettore P2Xisogna trattare i cheratinociti
per 12 ore per poter osservare un aumento neléssme del’mRNA di tale recettore.
Questo aumento nell’'espressione del’lmRNA non sep& nel caso di altri recettori P2

come ad esempio P2YP2X;, P2X, P2Xs (Figura 25).

A nt IL-4 6h IL-4 12h IFN-y 6h IFNy 12h

B nt IL-46h  IL-412h  IFN-y6h  IFNy12h

C nt IL-46h  IL-412h IFN-y6h  IFNy12h

D nt IL-4 6h IL-4 12h  IFN-y6h  IFNy 12h

Figura 25) Elettroforesi su gel di agarosio dei mtotti di RT-PCR del recettore P2Ypannello
A), P2X% (pannello B), P2X (pannello C), P2X (pannello D).Le reazioni di RT-PCR sono state

effettuate come descritto nei Metodi.
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L’'analisi tramite Western blot ha successivamenéssu in evidenza come, per i sottotipi
recettoriali P2Y e P2X, 'aumento nell'espressione dei messaggeri ndragiuca poi in

un aumento dell’espressione della protdifigura 26).

50 kDa p

68-70 kDa p

Figura 26) La stimolazione con IL-4 o IFNy non determina un aumento rilevabile
nellespressione della proteina dei recettori P2Ypannello A) e P2X (pannello B). |

cheratinociti umani sono stati trattati con IL-4lEN- ) per 14 ore.
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Le risposte dei recettori P2 non sono modulate dalattamento con IL-4 e IFN-y

La stimolazione dei cheratinociti con nucleotiditrexellulari &€ stata condotta anche in
seguito al pre trattamento di queste cellule céochine quali IL-4 o IFNy, importanti in
alcune patologie della cute, al fine di valutaregseste fossero in grado di modulare le
risposte funzionali dei recettori P2.

La Figura 27 mostra come la stimolazione con 1 mM ATP, in ctieoaiti umani, induca
un rapido e sostenuto aumento della concentrazibcacio citosolico.

Nel caso in cui vengano stimolati con 1 mM ATP,relieociti pre-trattati per 14 ore con

IL-4, si osserva una risposta calcio simile sia gedamento, che per intensita, a quella

indotta nelle cellule non trattate con la citochina

400
=
<
== 200
@
=
O v v v L]
0 A 5 10 15

Tempo, minuti

Figura 27) Risposta calcio indotta dalla stimolazie con 1 mM ATP in cheratinociti umani di
controllo (linea nera) e in cheratinociti pre tradti con la citochina IL-4 (linea blu). I
cheratinociti umani vengono caricati con l'indica¢ofluorescente fura-2/AM e mantenuti in una

soluzione salina contenente 1 mM?Gaome indicato nei Metodi.
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| cheratinociti sono stati anche pre-tratatti pérote conlFN-y e poi stimolati con 1 mM
ATP; anche in questo caso si osserva come la tesjgafcio sia caratterizzata da una curva
con andamento paragonabile a quella riscontratehseatinociti di controlloRigura 28).

Le due citochine, quindi, non sono in grado di marhkile risposte calcio indotte dalla

stimolazione con ATP.

600+
>
c
= 300-
©
O,

O ] ] | J
0 A 5 10 15

Tempo, minuti

Figura 28) Risposta calcio indotta dalla stimolazie con 1 mM ATP in cheratinociti umani di
controllo (linea nera) e pre-trattati con IFNy (linea rossa).l cheratinociti umani vengono
caricati con l'indicatore fluorescente fura-2/AMneantenuti in una soluzione salina contenente 1

mM C&*come indicato nei Metodi.

Dall'analisi tramite RT-PCR e emerso come IL-4IRN-y siano in grado di modulare
I'espressione del messaggero di P2Xi sono quindi chiesta se questa modulazioneadutesse

in un’aumentata risposta calcio. A tal fine hoimtiato il BzZATP, il miglior agonista conosciuto
per tale recettore.

Come mostrato ifrigura 29 (pannello A) i cheratinociti, in seguito al trattanto con 30QuM
BzATP, mostrano una risposta caratterizzata dgpun@a fase veloce seguita da una fase piu lenta

e sostenuta; cosi come le cellule pre-trattatd pa@re con IL-4.
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Successivamente i cheratinociti sono stati preatigier 14 ore con la citochim@N-y e poi
stimolati con 10QuM BzATP; anche in questo caso Si osserva comesfsia calcio sia
caratterizzata da una curva con andamento paraid@nsia per intensita che per

andamento a quella riscontrata nei cheratinocitoditrollo Figura 29, pannello B).

A
250+
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Figura 29) Risposta calcio indotta dalla stimolaznie con 10QuM BzATP di cheratinociti umani.
Pannello A: cheratinociti di controllo (linea ner&) cheratinociti pre-trattati con la citochina IL-4

(linea blu); pannello B: cheratinociti di controllflinea nera) e cheratinociti pre-trattati con la

citochina IFNy (linea rossa).
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Il pretrattamento dei cheratinociti con IL-4 o IFN-y non determina modificazioni
significative a livello della morfologia cellulare

Poiché & emerso il ruolo fondamentale di questecisibe in molte patologie legate alla
cute e poiché esse sono in grado di determinareificeione nell’espressione dei
messaggeri di alcuni sottotipi P2, sono andatanddgare I'eventuale capacita dell'lL-4 e

dell’'lFN-y di mediare modificazioni a livello della morfol@gcellulare.

A

Figura 30) Il pre-trattamento con IL-4 o IFNy determina riduzione del volume cellularé.
cheratinocitiumani sono stati trattati con 3 mM ATP in salinarstard in presenza di 1 mM €a
Dopo 15 minuti dalla stimolazione si osserva laniazione di piccole blebs a livello della
membrana plasmatica e una diminuzione del volunilelaes. Pannello A: cheratinociti pre-

trattati per 14 ore con IL-4; pannello B: cheraticit umani pre-trattati per 14 ore con IFX-
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Ho stimolato, quindi, i cheratinociti con 3 mM ATIR una soluzione salina contenente
calcio extracellulareRigura 30) e in una salina standard priva di calcio e addiaia di
0.5 mM EGTA (non mostrati). In entrambe queste @iodi si assiste a una riduzione del
volume cellulare paragonabile a quella osservaiaimeratinociti di controllo, cioé non
trattati con le citochine, ad indicare ancora ualdavcome 'aumento dell’espressione dei
messaggeri non si traduca poi in un aumento detizibnalita.

Anche in seguito al trattamento con UTP e BzATP osservano modificazioni
morfologiche di entita simile a quelle osservatséguito a stimolazione dei cheratinociti

non trattati con le citochine (non mostrati).
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PARTE SECONDA

Macrofagi

La stimolazione con nucleotidi extracellulari detemina modificazioni morfologiche
nei macrofagi

| macrofagi umani esprimono recettori P2, attiwkti nucleotidi extracellulari. Non & nota
la funzione di questi recettori, che potrebberoticbuire all’attivazione dei macrofagi e a
renderli maggiormente in grado di rispondere airarganismi.

Ho percio stimolato i macrofagi, derivanti da moitioattenuti da sangue periferico, con
nucleotidi extracellulari osservando al microscopiocontrasto di fase gli eventi che
seguivano alla stimolazione.

La stimolazione dei macrofagi con diverse conceitra di ATP (300uM, 1 mM, 3 mM)
induce retrazione dei prolungaenti cellulari (filg) e riduzione del volume cellulare con
formazione e rilascio di microvescicole nell’amhrextracellulareRigura 31, pannello
A).

| macrofagi esprimono elevati livelli del recettd?@X; (Hickman et al., 1994; Falzoni et
al., 1995) che e coinvolto nel rilascio di IL-1,s@®o nitrico, nella morte cellulare e
recentemente € emerso essere responsabile ddiarilds microvescicole da cellule
HEK293, monociti THP-1 e microglia (MacKenzie et, &001). Per verificare se P2Xia
responsabile delle risposte indotte da ATP nei ofagr, ho utilizzato I'agonista di P2X

il BZATP, un analogo farmacologico dellATP. | matagi sono stati stimolati con 200
uM BzATP per 10 minuti, durante i quali si € osséavana diminuzione del volume
cellulare, formazione di vescicole di membrana edssione di vescicole nellambiente
extracellulare Figura 31, pannello B). L’emissione di microvescicole e statservata
anche in seguito alla stimolazione con concentraziaferiori di BzZATP (30uM, 100

uM), evidenziando come questo agonista sia estremiznedficace sui macrofagi.
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Nella maggior parte degli esperimenti che seguostat utilizzata la concentrazione piu

alta di BZATP (200 uM), per assicurare una buosa ol rilascio di microvescicole.

0’

Figura 31) La stimolazione con ATP (pannello A) coew BzATP (pannello B) determina il
rilascio di microvescicole da parte dei macrofagiannello A:Macrofagi umani sono stati trattati
con 3 mM ATP in salina saccarosio in presenza iM C&*. Dopo 10 minuti si ha un rilascio
massiccio di vescicole, anche se il fenomeno bilagjia a 2 minuti dalla stimolazione. Pannello
B: Immagine di macrofagi umani stimolati con 208 BzATP in salina saccarosio in presenza di
1 mM C&". Le immagini sono rappresentative di quelle otterin tre esperimenti indipendenti nei
quali sono stati stimolati macrofagi ottenuti dae tdiversi donatori. Sono stati analizzati dieci

campi per esperimento.

I macrofagi trattati con i diversi nucleotidi ritaano, attraverso le microvescicole, una
quantita variabile ma quantificabile di proteina® % 0.5 pg di proteina/l x i@ellule in
seguito al trattamento con 200 pM BzATP; 6.6 +0g7di proteina/1 x 10cellule con 1

mM ATP ed infine 4.1 + 0.8 ug di proteina/l x°1€ellule con 3 mM ATP. | dati

rappresentano la media del rilascio ottenuto daleedii 16 donatori diversi.
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L’analisi al microscopio elettronico mostra comestanolazione del recettore P2Xon
BzATP, induca drammatiche modificazioni sia a liwelntracellulare (grossi vacuoli

intracitoplasmatici) che a livello della membrak&(ra 32).

A

Figura 32) La stimolazione con BzATP determina umrogso cambiamento nella morfologia
della membrana plasmatical. macrofagi sono stati trattati per 2 ore con LP&aiinello A) e
successivamente per 10 minuti con 200 uM BzAThgtanB).
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Importanza del calcio nel rilascio delle microvesciole

E noto in letteratura come lo ione calcio sia updmante secondo messaggero coinvolto
in molti processi biologici come la coagulazioné skngue, la contrazione muscolare, la
morte cellulare e I'esocitosi.

Per verificare se la presenza del calcio sia ingpbetanche nel processo di vescicolazione,
i macrofagi sono stati stimolati con i diversi remidi in salina saccarosio in assenza di
Cd" extracellulare e in presenza di un chelante detie (0.5 mM EGTA) per sequestrare
il Ca®* contaminante, eventualmente presente nella solezin cui & stato condotto

I'esperimento.

A

Figura 33) La stimolazione con ATP (pannello A) e BzATP (pannello B), in assenza di
calcio extracellulare, riduce notevolmente il rila® di microvescicole dai macrofadi.macrofagi
sono stati trattati con 3 mM ATP (pannello A) o c2d0 uM BzATP (pannello B) in salina
saccarosio in presenza 0.5 mM EGTA. Dopo 10 mialta stimolazione si osserva una riduzione

del volume cellulare accompagnata da uno scarsscib di microvescicole.
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E emerso come in queste condizioni vi sia scatasadid di microvescicole sia a seguito
del trattamento con BzATP che con ATP, suggerenoimecil C&* svolga un ruolo
importante anche nel processo di vescicolaziéigu(a 33).

La quantificazione delle microvescicole rilasciaeassenza di calcio extracellulare ha

messo in evidenza una riduzione di circa il 66%rti@cio Figura 34).

10 1

ug prot/ 1x10 cel
ol

+ Ca2+ _ Ca2+

Figura 34) Il Ca®* extracellulre & importante per il rilascio delle isrovescicole.l macrofagi

umani sono stati pretrattati per 2 ore con 3 pgitRIS e stimolati per 10 minuti con 201
BzATP in assenza di €aextracellulare.

Il rilascio delle microvescicole avviene anche iratina standard contenente calcio

Tutti gli esperimenti fino ad ora descritti sonatstondotti in una soluzione salina in cui
lo ione N& veniva sostituito con il saccarosio in quanto ¢u#sno “stabilizza” le
vescicole rendendole piu facilmente recuperabili.fiAe di verificare se il rilascio di
microvescicole indotto dai nucleotidi avvenga antheondizioni piu vicine a quelle del
mezzo extracellulare, ho stimolato i macrofagi atirm contenente Navedi Metodi) in
presenza di calcio extracellulare. In tali condizisi sono osservate le stesse modificazioni
morfologiche viste in salina saccarosio evidenziagdme la presenza di saccarosio e

I'assenza di Nanon alterino il processo (non mostrato). Se inviecstimolazione dei
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macrofagi avviene in salina Nariva di calcio extracellulare si osseva dapprihmgascio
di microvescicole (nei primi 5 minuti) poi la formane di grosse “blebs”, evaginazioni di

membrana, in tempi piu lunghi (dopo 15 minuti) (moastrato).

Il rilascio di microvescicole e P2%-dipendente

I macrofagi esprimono anche recettori della sotiifgia P2Y, che vengono attivati da
agonisti quali ADP e UTP oltre che da ATP. Per fimaie se I'emissione di
microvescicole sia dovuta anche alla stimolaziomequesto sottotipo, ho utilizzato
I'agonista P2Y: UTP.

I macrofagi sono stati stimolati con UTP per géssi tempi e alla stessa concentrazione
dellATP, ma in seguito a tale trattamento non a@astosservata nessuna modificazione

morfologica e nemmeno rilascio di microvescicdtey(ra 35).

Figura 35) La stimolazione con UTP non determinarilascio di microvescicole dai macrofagi.

Le cellule sono state trattate con 1 mM UTP inrsakaccarosio in presenza di 1 mM%Ca

Esclusa la partecipazione dei recettori P2Y, ditivdal’lUTP, nel processo di
microvescicolazione, ho cercato di confermare iheolgimento del sottotipo P2)XRer
verificare se il rilascio di microvescicole foss@X?-dipendente, i macrofagi sono stati

trattati con oATP, un inibitore irreversibile delcettori P2X.
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E’ noto come il rilascio di microvescicole sia dngente dall’attivazione del recettore
P2X; (MacKenzie et al.,, 2001; Bianco et al., 2005); hlengl rilascio osservato nei
macrofagi viene inibito se la stimolazione con BBAG ATP é preceduta dall’incubazione

delle cellule con ATP ossidato (OATHigura 36).

Figura 36) Il trattamento con 600 puM oATP inibiscé rilascio di microvescicole indotto da 3
mM ATP (pannello A) o da 200 uM BzATP (pannello B).e cellule sono state trattate con ATP
o BzATP in salina saccarosio in presenza di 1 mN Gdopo preincubazione per 2h con 600 pM
OATP.

Le microvescicole contengono la citochina proinfiammatoria IL-18

E’ noto dalla letteratura come le microvescicobmnsivettori di scambio dell'informazione
biologica tra cellule, contenendo o esponendo sudigerficie molecole quali:
fosfaditilserina, aminofosfolipidi, fattore tissigae citochine come I'lL-f. L’emissione

di microvescicole potrebbe rappresentare un sistgea il rilascio di proteine
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citoplasmatiche che non hanno sequelezeler per la secrezione, come Il3le IL-18
(MacKenzie et al.,, 2001). Queste citochine promfiaatorie sono prodotte anche dai
macrofagi e vengono attivate proteolicamente dsibgso enzima: la caspasi-1 (ICE).

A tal proposito ho indagato il contenuto di IL-1&lle microvescicole rilasciate dai
macrofagi, in seguito alla stimolazione con BzA@Bpo rottura delle stesse tramite cicli
di congelamento/scongelamento. Da questa analismerso come le microvescicole
contengano IL-18 ad una concentrazione pari @ @06 pg IL-18/1 x 1Dcellule Figura
37).

1,04

0,54

pg IL-18/ 1x10 cel

0,0 +
+ BZATP

Figura 37) La stimolazione dei macrofagi con BzATRduce il rilascio di microvecicole
contenenti IL-18 | macrofagi umani sono stati pretrattati per 2 orenc® pg/ml LPS e stimolati
per 10 minuti con 20@M BzATP; i surnatanti sono stati raccolti e ultratefugati. Il contenuto
di IL-18 delle microvescicole e stato misurato raeté ELISA.

E’ noto dalla letteratura che I'lL-18 viene singztata come precursore biologicamente
inattivo (pro-IL-18) avente peso molecolare di 2Bak Il taglio proteolitico viene

effettuato a livello del residuo aminoacidico Asp-8la una serin proteasi intracellulare
detta ICE determinando la trasformazione/conveesidella citochina nella forma matura

di peso molecolare di 18 kDa (Gu et al., 1997).
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Ho quindi verificato se nelle vescicole fosserosprei entrambe le forme della citochina,
osservando come in seguito alla stimolazione coi® ATBzATP Figura 38) vengano
rilasciate microvescicole che contengono sia leméodi 24 kDa che quella da 18 kDa della

citochina.

24kDa b

18 kDa p P

Figura 38) Le microvescicole rilasciate dai macrafiacontengono entrambe le forme di IL-18.
macrofagi sono stati trattati con 3g/ml LPS e 20tM BzATP in soluzione salina saccarosio.
Dall'analisi tramite Western blot € possibile osssie come le vescicole contengano sia la forma

matura che immatura della citochina.

Poiche si ritiene che il taglio della citochina emga al momento della secrezione, mi sono
chiesta se il rilascio delle microvescicole fosgeeddente dall’attivazione della caspasi-1.
Il rilascio delle microvescicole non € dipenderatimeno in parte, dall’attivita di ICE (8.8

+ 0.8 ug proteina/l x 19 cellule), in quanto Iincubazione con Y-VAD, unibitore
specifico della caspasi-1, induce una riduzioneritescio di microvescicole pari a circa il
30% (Figura 38, pannello A). Successivamente sono andata ad aneldg presenza di IL-
18 all'interno delle stesse, al fine di valutareilspretrattamento con linibitore, prima
della stimolazione e della purificazione delle mi@scicole, bloccasse la maturazione
della citochina Figura 39, pannello B). In queste condizioni si osserva conae s

vescicole rilasciate da macrofagi protrattati coW’AD, che quelle provenienti da
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macrofagi di controllo, presentino entrambe le fermi 1L-18 (18 kDa e 24 kDa),

indicando come i processi di accumulo e maturazdeila citochina nelle microvescicole

siano indipendenti dall'attivita della caspasi-1.

A B

10 4

Kg prot/ 1x1¢ cel
(&)

- Y-VAD +Y-VAD

Figura 39) L'attivazione della caspasi-1 non &€ neasaria per il rilascio delle microvescicole
(pannello A) né per la maturazione di IL-18 (panrel B). | macrofagi sono stati pretrattati
“overnight” con 100uM Y-VAD, incubati per 2 ore con/&/ml LPS ed infine stimolati per 10
minuti con 200uM BzATP in soluzione salina saccarosio. PannelloilApretrattamento con
I'inibitore della caspasi-1 riduce il rilascio di rrovescicole di circa il 30%. Pannello B:
dall'analisi tramite Western blot e stato possibilsservare come le vescicole contengano sia la
forma matura che immatura della citochina, indicandhe accumulo e maturazione della
citochina avvengono mediante un meccanismo indgr@eddalla caspasil. campione trattato

con Y-VAD;2. campione non trattato con Y-VAD. Le proteine sdatesanalizzate su gel al 12%
acrilamide.

Ho poi studiato il coinvolgimento del potassio exgllulare nel processo di
microvescicolazione esaminando il rilascio di mi@scicole in una soluzione ad elevato

contenuto di potassio. Tale ione infatti si € viegsere importante per I'attivazione della
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caspasi-1 ma anche nel rilascio di IB-tlipendente dall’attivazione del recettore RP2X

(Perreaux e Gabel., 1994; Sanz e Di Virgilio 200@hlenberg e Dubyak, 2004).

20 1 1 2

10 A

ug prot/ 1x1Gcel

18 kDa p

0 - - T 1
salina saccarosio salina potassio

Figura 40) La stimolazione dei macrofagi in una $ah ad elevata forza ionica determina una
riduzione del rilascio di microvescicole (pannelf® ma non inibisce la maturazione dell’ IL-18
(pannello B).l macrofagi sono stati trattati per 2 ore coru@/ml LPS ed infine stimolati per 10
minuti con 200uM BzATP. Pannello A: la stimolazione in una salmd elevato contenuto di
potassio riduce il rilascio di microvescicole dir@ il 30%. Pannello B: dall'analisi tramite
Western blot & stato possibile osservare come deis@e contengano sia la forma matura che
immatura della citochina, confermando che accunmalmaturazione della citochina avvengono
mediante un meccanismo indipendente dalla casfiasescicole ottenute da macrofagi stimolati
in salina saccarosio2. vescicole ottenute da macrofagi stimolati in salathelevato contenuto di
potassio. Le proteine sono state analizzate salgE2% acrilamide.

L’incubazione e la stimolazione dei macrofagi itugmne salina, ad elevato contenuto di
potassio, riduce il rilascio di microvescicokeidura 40, pannello A), ma non influenza la

maturazione della citochina, come gia osservateeguito al pretrattamento con Y-VAD

(Figura 40, pannello B).
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Questi dati suggeriscono quindi, come la stimolazidei macrofagi in una soluzione ad
elevata forza ionica determini una diminuzione 8@% nel rilascio di microvescicole,

senza pero influenzare la maturazione e I'accurdulb-18.

L’assenza di calcio extracellulare riduce la concdrazione di IL-18 nelle vescicole
Per verificare se I'assenza diai ripercuote anche sulla concentrazione deltachina
presente nelle vescicole, i macrofagi sono statilbati con LPS e stimolati con BzATP in

una soluzione salina saccarosio priva di‘@al in presenza di EGTA.

1,04

0,5+

pg IL-18/ 1x1¢F cel

0,0

+ Ca2+ _ Ca2+

Figura 41) La concentrazione di IL-18, presente felmicrovescicole, diminuisce in assenza di
Ca" extracellulare.| macrofagi sono stati pretrattati coru@/ml LPS e in seguito stimolati con
200uM BzATP in soluzione salina saccarosio in cui iFCextracellulare & stato chelato con 0.5
mM EGTA.

La Figura 41 mostra come in assenza di calcio extracellularguantita di citochina
presente nelle vescicole sia notevolmente rid@®4), in maniera simile a quella del

rilascio di microvescicole.
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Le microvescicole esprimono il recettore P2X

Dato che i macrofagi esprimono il sottotipo B2X presumibile che le microvescicole,

quando rilasciate, portino con se parte della mamdbdella cellula e quindi anche tale
recettore. La figura sotto riportata mostra comedkttore sia effettivamente presente non

solo a livello dei macrofagi, ma anche nelle miesuicole.

68-70 kDa p

Figura 42) P2X & espresso nelle microvescicolé. macrofagi; 2. vescicole ottenute da
macrofagi trattati in salina saccarosio per 2 orenc3ug/ml LPS e per 10 minuti con 200/

BzATP. Le proteine sono state analizzate su g2 acrilamide.

Le microvescicole contengono i componenti dell'inimmasoma

Recentemente ha destato molto interesse la scapanacomplesso proteico responsabile
dell’'attivazione delle caspasi-1 e -5 e in graddeterminare I'elaborazione e la secrezione
delle citochine infiamatorie ILf1e IL-18. Tale complesso, meglio conosciuto col aan
“inflammasoma”, viene a costituirsi in seguito engtli patogeni e si € visto, inoltre, come
il NALP3-inflammasoma possa essere attivato da gdarsignals” endogeni, quale I'ATP
in seguito a inflammazione o a danno tissutalen(iganti et al., 2006; Mariathasan et al.,
2006).

La mia attenzione si e focalizzata su quest’ultiipo di inflammasoma e sono andata ad

investigare la presenza dei suoi costituenti aéiino delle microvescicole.
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| macrofagi sono stati stimolati con BzATP al fink ottenere le microvescicole e
attraverso Western blot ho verificato la presenededproteine NALP3 Kigura 43,

pannello A), caspasi-IF{gura 43, pannello B), CARDINAL Figura 43, pannello C), e

ASC (Figura 43, pannello D).

A

124 kDa p

22 kDa p

Figura 43) Le microvescicole contengono i componemtell’inflammasoma. Pannello A:
NALP3; pannello B: caspasi-1; pannello C: ASC; paertio D: Cardinal. 1. vescicole ottenute da
macrofagi trattati per 2 ore con LPS®&/ml e per 10 minuti con 20@M BzATP;2. vescicole
ottenute da macrofagi trattati per 10 minuti cor020 BzATP;3. macrofagi.
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DISCUSSIONE

I monociti/macrofagi svolgono un ruolo centrale l@elfasi iniziali della difesa
antimicrobica prima che venga attivata la rispos&liata dai linfociti T e B. | macrofagi
rispondono all'LPS producendo TNE-che a sua volta, induce la sintesi di IL-1.

TNF-o e IL-1 stimolano le cellule endoteliali a produaiére citochine (per es. IL-6 e IL-
8) e molecole di adesione. L'iniziale rilascio dP&, di conseguenza, da origine ad una
cascata di citochine che aumenta la risposta imfiataria e potenzia I'eliminazione dei
microrganismi.

I nucleotidi extracellulari ATP, ADP, UTP e UDP soatati riconosciuti come segnali di
danno in grado di attivare diversi tipi cellulasa tcui cheratinociti e macrofagi. L'ATP ad
esempio si trova nel citoplasma della cellula ad oancentrazione compresa tra 5 e 10
nM, ma puO essere anche rilasciato in condizionstdeéss ossidativo, inflammazione,
ipossia o0 ischemia.

| macrofagi cosi come i cheratinociti esprimonoettari purinergici P2X e P2Y attivati
dai nucleotidi extracellulari, capaci di indurrgta una serie di eventi tra cui aumento
della concentrazione del -calcio intracellulare, rgamizzazione del citoscheletro,
chemiotassi, produzione di ossido nitrico e radidell’ossigeno.

L’ATP extracellulare e anche un potente stimolo eersecrezione della citochina
proinflammatoria IL-18 da parte dei macrofagi umaba secrezione della citochina
richiede il pretrattamento dei macrofagi con endsitea batterica.

L attivita proinfiammatoria dell'lL-18 e dovuta allsua capacita di stimolare la produzione
di citochine inflammatorie, chemiochine, ossidaiod e prostaglandine, ed e amplificata

dalla capacita di indurre la produzione dell'liFNehe a sua volta attiva i macrofagi.
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In questa tesi mi sono proposta di studiare gletéffmediati dalla stimolazione dei
recettori P2 in cheratinociti e macrofagi.

Per quanto riguarda il primo tipo cellulare, siggprima analizzato tramite RT-PCR, quali
siano i recettori P2 espressi dai cheratinocitichp® in letteratura il materiale € scarso e
frammentario; successivamente ho misurato le rispmacio dovute alla stimolazione con
i nucleotidi extracellulari. Questi dati hanno negs evidenza come i cheratinociti umani
esprimano diversi sottotipi P2 e come questi samthe funzionali.

L’attenzione poi si e rivolta allo studio degli efffi che alcune citochine, importanti in
patologie della cute, quali psoriasi e dermatitgp@ia, svolgono sull’'espressione e sulla
funzionalita dei recettori P2. L’analisi tramite APICR ha messo in evidenza come |l
trattamento con IL-4 o IFN-induce un aumento nell’espressione del’lmRNA per i
sottotipi P2Y, e P2X%. L’'aumentata espressione, non si traduce peroniaumento della
funzionalita di tali sottotipi, sia per quanto ragyda le risposte calcio, sia per le
modificazioni morfologiche che rimangono carattesie da un semplice restingimento
della membrana plasmatica, accompagnato dalla fooma di alcune blebs di membrana.
E’ noto dalla letteratura come la stimolazione datettore P2X causi il rilascio di
microvecicole in cellule HEK 293, monociti THP-1Irecroglia (MacKenzie et al., 2001);
lo studio, quindi, & proseguito analizzando I'erimiss e il contenuto delle microvescicole
prodotte dai macrofagi stimolati con agonisti dmiattori P2, osservando come i nucleotidi
extracellulari determinino riduzione del volume lgkelre, accompagnata dal rilascio di
microvescicole. Successivamente e stato valutatonitenuto delle stesse verificando
come contengano la citochina proinfiammatoria IL-48ome il fenomeno sia P2X-
dipendente (attivato da ATP e BzATP, bloccato dd@Bpe influenzato dalla presenza di

c&* extracellulare.
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E’ noto dalla letteratura come esistano due forgladitochina IL-18: la forma immatura
di 24 kDa e la forma matura di 18 kDa. Dopo aveifieato la presenza della citochina
nelle microvescicole, ho determinato in che formssé al loro interno, stabilendo come
siano presenti sia quella immatura che quella raatigmissione potrebbe rappresentare
un sistema per il rilascio di proteine citoplasrtiaé che non hanno sequenze leader per la
secrezione come I'lL-18 e I'lLf1 (MacKenzie et al., 2001).

Poiché la caspasi-1 € responsabile del taglio plitt® dell'IL-18 determinandone la
trasformazione/conversione nella forma matura (al.e1997), ho pretrattato i macrofagi
con Y-VAD, un inibitore della caspasi, allo scopoveérificare se anche il rilascio delle
microvescicole e soprattutto il “caricamento” dedlesse con la citochina, sia dipendente
dall'attivita caspasica, ed ho osservato comeatesso sia da essa indipendente.

Dallo studio € poi emerso come il recettore R2}4ire ad essere presente nelle cellule, sia
espresso ad elevati livelli anche nelle microvesdeicll significato di tale fenomeno é
sconosciuto, si potrebbe ipotizzare che I'emissidingescicole avvenga preferibilmente in
zone della membrana in cui € presente il recetiariee il recettore stesso stimoli il rilascio
delle vescicole e poi permanga sulle membrane d#lese mentre la vescicola viene
emessa. Il recettore P2Xespresso nelle microvescicole potrebbe a sua \edt®re
stimolato dall’ATP rilasciato da cellule circostantpresente nell’ambinte extracellulare.
Cio determinerebbe la rottura della microvescicotansentendo la liberazione della
citochina, che potrebbe cosi stimolare le celliténe.

In ultima analisi ho analizzato la presenza delégiev proteine che costituiscono |l
complesso conosciuto come “inflammasoma”, all'intedelle microvescicole. Da questa
analisi € emerso come NALP3, ASC, CARDINAL e lapzss-1 siano effettivamente
presenti non solo nei macrofagi ma anche conteilititerno delle microvescicole che

vengono rilasciate dagli stessi in seguito allamstazione con BzATP.
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Da questo tesi emerge come i recettori P2 espsessiei cheratinociti che nei macrofagi

siano in grado di indurre risposte potenzialmemedrtanti nell'infiammazione.
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E che dire della mia sorellona, grazie davvero di tutto ma soprattutto vorei ringraziare te
e Mario per avermi reso zia... é stato davvero il piu bel regalo che avreste mai potuto
farmil! Non posso immaginare come sarebbe ora senza quella meraviglia! E... scusatemi
per le mie continue incursioni in casa vostra e le continue richieste d aiuto. .. per fortuna
ci siete vou!!

Infine vorrei ringraziare un ultima persona, senza la quale questi tre anni non sarebbero
trascorsi cosi velocemente, soprattutto grazie alle nostre quotidiane pause tea... i raid al
mercato. .. e le infinite risate... un'amica davvero speciale, di quelle che se ne incontrano
solo una nella propria vita! Grazie davvero di tutto Giulia. .. per il tuo affetto, per la tua

comprensione, per il tuo aiuto e perché riesci ancora a sopportarmill!
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