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INTRODUZIONE

L’istamina fu scoperta nel 1911, quando fu idecdfa come
una potente sostanza vasoattiva, in grado di iedaricontrazione
della muscolatura liscia bronchiale ed intestindle Negli anni
successivi listamina fu implicata come mediatoomdamentale
delle reazioni allergiche acute e delle malattiergiche quali asma,
orticaria, rinite e anafilassi (2). L'istamina veesintetizzata dalla
decarbossilazione delllaminoacido L-istidina tramitistidina-
decarbossilasi (HDC). Nelluomo le principali cédu
inflammatorie in cui e stata definitivamente dimatd la sintesi di
istamina sono i basofili del sangue periferico ednastociti
tessutali. In queste cellule, I'istamina sintettazgiene conservata
nei granuli citoplasmatici e secreta rapidamenteséguito alla
attivazione cellulare indotta da vari stimoli imnalmgici € non
immunologici (3, 4). Recentemente e stato dimostchte diversi
tipi cellulari di origine mieloide e linfoide (mowti, macrofagi,
cellule dendritiche, neutrofili, piastrine, cellulee cellule B) che
presentano un’elevata attivita della HDC, sono cagdaprodurre

istamina (5-7). L'attivita della HDC é modulata digerse citochine



come IL-1, IL-3, IL-12, IL-18, da fattori di cresaiquali GM-CSF,
fattore stimolante colonie di macrofagi (M-CSF), A, ed infine
da C5, ionofori del calcio, (8, 9) e prodotti batte come |l
lipopolisaccaride (LPS) (10). Queste recenti ossgoNi
suggeriscono che listamina potrebbe svolgere wioreruciale
anche nei processi di differenziazione e maturazidelle cellule
del sistema monocito/macrofagico ed ematopoietitivaverso
meccanismi non ancora ben caratterizzati (11).

Il ruolo centrale svolto dall'istamina nella fisialogia delle
malattie infiammatorie ed allergiche e stato amgiat@ chiarito.
L’istamina é rilasciat@n vivo durante le reazioni allergiche (12) e la
sua somministrazione esogena riproduce segni @nsiitipici delle
malattie allergiche (13). L'istamina esercita ueaesdi effetti pro-
inflammatori ed immunologici attraverso l'interag® con |
recettori H, H,, Hz e H, (14-17). In particolare l'istamina attraverso
il recettore H presente sulle cellule muscolari lisce dei brorehi
dei vasi e sulle cellule endoteliali, induce unaiesali effetti
immediati (vasodilatazione, vasopermeabilizzazionee

broncospasmo) che sono responsabili della sintdotpso acuta



delle malattie allergiche (18). L'istamina eser@teche una varieta
di altre funzioni regolatorie modulando l'attivitéei linfociti (19,
20), dei monociti (21), dei neutrofili (22), deglosinofili (23), dei
macrofagi (24, 25) e delle cellule dendritiche (24,). Queste
cellule giocano un ruolo fondamentale nel faseiatéz e nel
mantenimento della risposta allergica. Un’ ampiaesdi studi ha
dimostrato che l'istamina regola la sintesi e lersgione di diverse
citochine proinflammatorie e immunomodulanti. Taffetti si
esplicano sia attraverso un’azione diretta dedliiaha sulla
produzione di alcune citochine sia attraverso laluazione della
sintesi delle citochine indotta da altri stimolifismmatori. Gl
effetti di tipo diretto includono la regolazionelldeproduzione di
IL-2, IL-4 e IFN-y da parte dei linfociti T (28, 29), I'inibizione [z
produzione di TNFa e di IL-12 (30) e I'induzione di IL-10 e IL-18
nei monociti del sangue periferico (25, 31). Diotiimdiretto sono
invece l'inibizione della produzione di IF{-TNF-a e di IL-12
indotta dal lipopolisaccaride (21, 32, 33) ed itggmiamento della

produzione di IL-6 indotta dalla ILel.nei monociti (34). Gli effetti



regolatori dell'istamina non si limitano alla sistelelle citochine
ma si estendono anche a funzioni importanti sue attellule
effettrici secondarie. Ad esempio, l'istamina peds un effetto
chemiotattico sugli eosinofili umani (23) e potenzi'effetto
segretagogo della triptasi nei neutrofili e negdsiaofili umani
(35). Inoltre, l'istamina induce esocitosi e sewmeae di IL-6 (36)
dai macrofagi polmonari (25, 37). Infine, l'istaraiattiva le cellule
dendritiche immature inducendo la produzione diodhine
proinflammatorie (IL-1 e IL-6) e di chemochine,particolare IL-8,
MIP-1a, MCP-1 e RANTES. Tali chemochine sono coinvolté ne
reclutamento nei siti di inflammazione di altrelald tra cui cellule
T, monociti, neutrofili, basofili e mastociti. Quesiltimi, a loro
volta rilasciano istamina suggerendo un feedbackitigpo che
potrebbe contribuire a sostenere la reazione imhataria (38).
L’istamina € in grado inoltre di attivare le ce#luldendritiche
immature le quali hanno una ridotta capacita diuing la
differenziazione dei linfociti Thl ed una maggiomtivita

promuovente lo sviluppo di linfociti Th2 (39).



Gli effetti biologici dell'istamina sono mediati deecettori H,
H, e H; ma non da H (38). Nellinsieme queste osservazioni
possono essere particolarmente rilevanti nelle ttralallergiche,
dove un maggiore rilascio di istamina da parte rdastociti puo
innescare circuiti che amplificano le risposte inmiarie Th2 e
IgE-mediate. Da ci0 si evince che l'istamina € wolta anche nella
fase cronica delle malattie allergiche contribueablmantenimento
del processo inflammatorio sia attraverso la sintiscitochine
proinflammatorie sia attraverso il reclutamento dellule
inflammatorie mediato da chemochine.

Crescenti evidenze suggeriscono che listaminasuitanto e
massivamente rilasciata durante le reazioni atbeyacute ma puo
essere anche secreta in maniera continua nelleesmratorie dei
pazienti con asma bronchiale. Infatti, livelli sigrativi di istamina
sono stati trovati nel lavaggio broncoalveolare (BAei pazienti
con asma bronchiale durante i periodi asintom@igi42) e questi
livelli sono stati correlati con la severita dedifaa e l'iperreattivita
bronchiale (43). Inoltre, i basofili e i mastoaiiel BAL di pazienti

asmatici hanno la capacita di rilasciare quantitaggiori di



istaminain vitro rispetto a quelli di individui sani (41). Infing,
stato osservato un numero maggiore di mastocitrashedati e
basofili nelle vie respiratorie di asmatici su lseg polmonari
eseguite a distanza dall’attacco acuto (44, 45es@uosservazioni
sono compatibili con lipotesi che listamina si@aogicamente
rilasciata nelle vie respiratorie di pazienti asmat possa avere un
ruolo nel mantenimento dell’inflammazione delle deree e nel
rimodellamento tissutale caratteristico dell’'asmanichiale (46).

| macrofagi rappresentano le cellule infiammatorie
predominanti (B0 %) nel parenchima polmonare e nel BAL di
soggetti normali e di pazienti asmatici (47). Tadllule svolgono
un ruolo cruciale nella difesa contro le infezioei nella
modulazione locale delle risposte immuni ed infizatone (48). |
macrofagi polmonari producono un ampio spettro ddiatori tra
e chemochine (49). Queste cellule possono essivatatda una
varieta di stimoli che agiscono su specifici remetti membrana
inclusi i recettori dell’istamina (H H, e H;; (18, 25, 36)).

L’attivazione dei recettori dell'istamina moduladeserse funzioni



dei macrofagi come I'espressione delle molecoladdisione (50) e
I'esocitosi (24). | macrofagi si trovano spesscsiretta vicinanza
con i mastociti nelle vie respiratorie dei pazieagmatici (44, 45).
L’'associazione anatomica tra questi due tipi dlubelsuggerisce
che i macrofagi polmonari possano essere espodistaahina

rilasciata localmente da mastociti attivati immuwgptamente e
possano contribuire al mantenimento e all’evoluziom lungo
termine della flogosi allergica.

Un'attenta analisi degli effetti dellistamina riee
I'eterogeneita delle risposte delle cellule infiaatorie ed immuno-
competenti umane a questo mediatore. La maggioe pdelle
risposte sembra essere legata all’interazione ceceittori H e H,.
L’interazione dell'istamina con questi due recettlicita risposte
che sono spesso divergenti con l'attivazione deéttere H che
possiede una attivita prevalentemente stimolamgella dell’ H
che induce soprattutto risposte di tipo inhibitor{@2, 51).
L’espressione dei recettori;l¢ H, puo quindi essere un potenziale
meccanismo per spiegare l'eterogeneita degli efflei’istamina

sulle cellule inflammatorie ed immuni (52). L'esps@one del



recettore H riveste un ruolo cruciale sia nella fase acuta ruléa
fase cronica dellinflammazione allergica. Studi stellule
transfettate con il recettore; Hhanno mostrato che la funzione di
guesto recettore puo essere regolata da diffem@dcanismi tra cui
1) upregolazione o downregolazione dell'espressigenica, 2)
modifiche post-trascrizionali del recettore che duwono a
cambiamenti di affinita per i ligandi, e 3) deséilgizazione
omologa e/o eterologa. Sebbene queste osservaaiggeriscano
che il recettore Hsia una struttura dinamica, poco si sa se tali
cambiamenti nell’espressione o nella funzionalih récettore H
possano verificarsi anche nelle cellule inflammiatomane.

La differente responsivita dei monociti umani e oheicrofagi
o delle cellule dendritiche all'istamina supportgdtesi che la
differenziazione cellulare potrebbe essere unrattoinvolto nella
regolazione dell'espressione del recettorg. H monociti, i
macrofagi e le cellule dendritiche sono componei sistema
fagocitico mononucleato, un sistema cellulare ampiate
distribuito che rappresenta il principale effettadell'immunita

innata (53). | monociti sono cellule predominangl distema



mononucleato nel sangue e maturano in macrofamglle cellule
dendriche quando entrano in vari organi e tesSdi. (

Lo scopo dello studio € stato inizialmente quellesaminare
gli effetti di concentrazioni fisiologiche di istama sui macrofagi
polmonari in vitro valutando il rilascio dip-glucuronidasi, un
enzima lisosomiale usato come marker di esock@groduzione di
IL-6, una delle principali citochine proinfiammai®rprodotta dai
macrofagi e le variazioni delle concentrazioni actllulari del
calcio.

Successivamente abbiamo verificato quale recetfosse
coinvolto nell’'attivazione dei macrofagi indotta lldstamina,
utilizzando agonisti ed antagonisti selettivi d=eattori H e H.

In una seconda parte del nostro studio abbiamoraaiato
'espressione e l'attivita funzionale del recettdfe nelle cellule
mononucleate umane in particolare nei monociti dahgue
periferico, nei macrofagi polmonari e nei macrofagrivati da

monociti differenziatin vitro (MDM).



MATERIALI E METODI
Reagenti e buffer

L’istamina cloridato, ranitidina cloridrato, FiceHypaque,
Percoll, L-glutamina, soluzione di antibiotici edntiaicotici
(10,000 Ul/ml penicillina , 10 mg/ml streptomicirea 25 ug/ml
amfotericina B), fosfolipasi secretoria di grupp®d (sPLAy) (da
Naja mossambica mossambica), LPS (da Escherichiaiemtipo
026:B6), albumina umana libera da acidi grassitoiriX-100,
fenolftaleina glucuronide e poli-L-lisina sono stadcquistate da
Sigma (St. Louis, MO). Platelet-activating fact®AF) e stato
acquistato da Biomol (Plymouth, PA). A23187 e statquistato da
Calbiochem (La Jolla, CA). RPMI e FCS sono statjuistati da
ICN (Costa Mesa, CA). (6-[2-(4-Imidazolil)etilamijbl-(4-
trifluorometilfenil) eptano carbossamide (HTMT dimato) e
dimaprit cloridato sono state acquistate da ToCQuokson Ltd.
(Bristol, UK). GM-CSF and IL-4 sono stati acquistd PeproTech
(Londra, UK). La fexofenadina e stata offerta ddlla Patrizia
Pugnetti (Aventis, Milano, Italia). La levocetinma € stata donata da

UCB Pharma, ltalia. | primers per Bactina, per IL-6, per il
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recettore H sono stati disegnati usando il software Beacon
Designer 3.0 (Bio-Rad, Hercules, CA) e sintetizgaii’Invitrogen
(Milano, ltalia). I DNA ladder di 100 e stato adsiato da
Invitrogen (Milano, Italia). Gli anticorpi monoclah FITC-
coiugato IgG, FITC-coniugato anti-CDla, anti-CD45 ed anti-
CD71, PE-coniugato anti-CD11c ed anti-HLA-DR, e APC
coniugato anti-CD14 sono stati comprati da Bectarkidson (San
Jose, CA). Gli anticorpi PE-coniugato 1gG2, anti€3De anti-
CD86 sono stati comprati da Caltag (Burlingame, @Agnticorpo
di coniglio anti-H recettore (H-300) ed il lisato cellulare delle JAR
sono stati comprati da Santa Cruz (Santa Cruz, CAticorpo di
scimmia anti- coniglio coniugato a HRP era di Arhars
Biosciences (Buckinghamshire, UK). L'estere Fura -2
acetossimetile (Fura 2-AM) é stato acquistato ddebldar Probe
(Eugene, OR). | vetrini, trattati con poli-L-lisirsu cui le cellule si
sono differenziate, sono stati acquistati da Figgpringfield, NJ).

Il PIPES buffer &€ composto di 25 mM piperazina-Ngis-2-

etanosulfonico acido (Pipes, Sigma), 110 mM NaGl mM KCl,
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pH 7.4. 1l Glycine buffer € composto di 400 mM ghia e 400 mM
NaCl, pH 10.3.

Il Lysis buffer (LB) per il Western blot € composio20 mM
Tris pH 7.5, 5 mM EDTA, 1 mM PMSF, 2 mM benzamidiri®
ug/ml leupeptina, 10 mM NaF, 150 mM NaCl, 1% Noni&et40 e
5% glicerolo.

La soluzione salina di Krebs-Ringer per gli espentncon il
Ca2+ e composta da 160 mM NacCl, 5.5 mM KCI, 1.2 Mi(CI2,
1.5 mM CacCl2, 10 mM glucosio, e 10 mM Hepes-NaOH, 14.
Tutti gli altri reagenti sono stati comprati da BaErba (Milano,

Italia).

Isolamento e purificazione dei macrofagi polmonanani

| macrofagi polmonari umani (HLM) sono stati isolatpartire
dal parenchima polmonare di pazienti sottoposhieungia toracica
(55). Il tessuto macroscopicamente sano era tagieturatamente
in frammenti e sottoposto a ripetuti lavaggi coRP$ su strato di
Nytex (con pori di 12Qum di diametro). La sospensione cellulare

(75% a 85%) ottenuta e stata sottoposta a gradiestentinuo di
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Percoll (55) e le cellule sono state quindi risegp€lC’/ml) in
RPMI contenente 5% di siero bovino fetale (FCS® di L-
glutamina e 1% di soluzione antibiotica-antimicatid_e cellule
sono state infine incubate a 37°C in piastre diightdne in
incubatore al 5% di CODopo 12 ore, e stato rimosso il mezzo ed i
macrofagi aderenti sono stati lavati con RPMI. laacpntuale di
macrofagi al termine di questa procedura risultaggiungere un
grado di purezza compresa tra 95% e il 98% comeosinato

dall’analisi citofluorimetrica di CD71/CD14/HLA-DK56).

Isolamento e purificazione dei monociti, macrofagi cellule
dendritiche derivate dai monociti

| monociti sono stati isolati da buffy coat di dtora sani
ottenuti dal Centro Immunotrasfusionale dell’Unsitx di Napoli
Federico Il. Le cellule mononucleate del sangudqyezo (PMBC)
sono state isolate mediante centrifugazione suigrsd di Ficoll
(densita 1077). I monociti (Mo) sono stati ultenmte purificati
mediante selezione immunomagnetica negativa (Miltéiotec

GmbH, Bergish-Gladbach, Germania) come gia prededemte
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descritto (57). | PBMC sono stati prima incubab (in, 37°C) con
un cocktail di anticorpi monoclonali coniugati cdaotina anti-
CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, CD123 e dlicoforina A e
successivamente con microbiglie MACS accoppiate aon
anticorpo monoclonale anti-biotina. Al termine detubazione, le
cellule sono state lavate e fatte passare att@vars campo
magnetico. Questa procedura permetteva di ottenena
popolazione di monociti con un purezza di 90-95%meo
dimostrato dall’analisi citofluorimetrica del CD14. macrofagi
derivati da monociti (MDM) sono stati ottenuti irff@ando i
monociti purificati per 7-10 giorni in RPMI con 2mMi L-
glutamina, 1 % di soluzione antibiotica-antimicate 20 % di FCS.
Al termine della coltura la vitalita delle cellulra > 98% come
dimostrato con la colorazione con il trypan bluepbd 7 e 10 giorni
di coltura le cellule sono state analizzate mediamtofluorimetro
per valutare I'espressione dei principali marcatbrsuperficie dei
macrofagi (CD14, CD68, CD11c e HLA-DR) (58). Le lakd
dendritiche derivate da monaociti (DC) sono stateraite come gia

riportato (59) incubando monociti purificati da gae periferico
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per 4 giorni in RPMI supplementato con 50 ng/mG#i-CSF e IL-
4. Dopo 4 giorni I'analisi citofluorimetrica delleC mostrava che
queste cellule erano negative o debolmente posjime CD14,

fortemente positive per CD1a e negative per I'espome di CD83.

Analisi citofluorimetrica

L’espressione dei marcatori di superficie é stat@iazata con
'immunofluorescenza diretta ed il citofluorimet(6ACSCalibur,
Becton Dickinson), secondo il protocollo qui di sig riportato.
L’analisi & stata eseguita sui monociti e sui migiopolmonari
immediatamente dopo I'isolamento mentre sulle teltlendritiche
e sugli MDM dopo 4 e 10 giorni di coltura rispettimente. Le
cellule sono state risospese in PBS alla conceatraali circa 5 x
10°%ml. 5 pl di sospensione cellulare sono stati incubati (42C
minuti) con gli anticorpi specifici. Per ridurrealitofluorescenza
spontanea dei macrofagi, le cellule sono statetdaglae volte con
PBS, risospese in 0.2 ml con una soluzione di @lysfolet
(Certistairf, Merck, Darmstad, Germania) ed incubate per 5 thinu

a 22°C (60). E'stato usato il Cell-Quest softwarBedton
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Dickinson) per I'acquisizione e analisi. | valodr® espressi come
percentuale di cellule positive e negative. Il pudi cut-off tra
cellule positive e negative viene stabilito corahtrollo isotipico.
Le cellule sono considerate positive quando la farorescenza e
maggiore di quella osservata nelle cellule marcate il controllo
negativo. L'intensita della fluorescenza viene emzaka calcolando

la media dell'intensita di fluorescenza espresamita lineari.

Incubazioni cellulari

| macrofagi aderenti sono stati incubati (37°C30amin a 18
ore) in RPMI contenente varie concentrazioni dingna preparata
al momento (18 10° M), HTMT (H, agonista) o dimaprit (H
agonista) (13- 10° M). In alcuni esperimenti le cellule sono state
preincubate (37°C, 15 min) con varie concentraziadhi
fexofenadina (10- 10" M) o ranidina (10 M) prima dell’aggiunta
di istamina (1d M). Alla fine dell’esperimento, il sopranatante &
stato rimosso, centrifugato 2 volte (1000 giri, 4°&€ min) e
conservato a — 80°C per la successiva determinazuing-

glucuronidasi e di IL-6. La percentuale di cellugali e stata

16



valutata al termine di ogni esperimento mediantetelenica di
esclusione del trypan blue. Le cellule rimanentlanpiastra sono
state lisate con Triton X-100 0.1% per la determim@e del
contenuto cellulare delle proteine eeglucuronidasi.

| monociti e gli MDM aderenti sono stati incubadi7/(C, 6-18
ore) con crescenti concentrazioni 1@0° M) di istamina appena
preparata o con LPS (1g/ml), usata come controllo positivo. In
esperimenti selezionati, le cellule sono statengudate (37°C, 30
min) con levocetirizina (1610° M) o ranitidina (10 M) e
successivamente stimolate (37°C, 6 h) con listan{ir0® M). Alla
fine dell'incubazione, i sopranatanti sono staticati, centrifugati
due volte (1,000g, 4°C, 5 min) e conservati a —80°C per la
successive determinazione dell'lL-8. Le cellule amanti nelle
piaste sono state lisate con 0.1% Triton X-100 par

determinazione del contenuto totale delle prot&aig.

Dosaggio delle proteine e delfaglucuronidasi
La secrezione dif-glucuronidasi nel sopranatante degli

esperimenti o nei lisati cellulari e stata valutaten una metodica
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colorimetrica (61). In breve, 9@l di sopranatanti e/o di lisati
cellulari sono stati incubati (37°C, 18 ore) coetato buffer 0.1 M,
pH 4.5, contenente mol di fenolftaleina glucuronide. Al termine
dell'incubazione sono stati aggiunti 9Q0 di buffer contenente
glicina e la densita ottica (O. D.) a 540 nm eastatlutata con uno
spettrofotometro automatizzato. [Baglucuronidasi secreta € stata
espressa come percentuale del contenuto totaleadit@ enzima
nelle cellule, determinato nei campioni lisati cdnyton X-100
0.1%. Ogni esperimento veniva eseguito in duplicato

Il contenuto cellulare delle proteine (61) e del&
glucuronidasi (62) €& stata determinata come pretedente in
cellule lisate con 0.1% Triton X-100. Una curva nsiard
dell'attivita della B-glucuronidasi € stata preparando usaffido
glucuronidasi tipo H1 originata déelix pomata(Sigma). Una unita
della B-glucuronidasi rilascia 1ug/ml di fenoftaleina dalla
fenoftaleina glucuronidata a 37°C per 18 ore. iva# della B-
glucuronidasi € stata misurata nei lisati cellulpreparati dai

monociti appena isolati, dagli MDM dopo 7 e 10 giadi cultura e

18



dai macrofagi polmonari appena isolati e quellivinati con vari

stimoli.

Dosaggio di IL-6

La secrezione di IL-6 nel sopranatante di coltugendacrofagi
era determinata con una tecnica ELISA (EURO CLON&quay,
UK). Il range di linearita di questi dosaggi erammeso tra 5 e 150
pg/ml. Dal momento che il numero delle cellule auodr nei
pozzetti poteva variare nell’ambito dello stesspeesnento e tra i
diversi esperimenti, i risultati erano normalizzpér il contenuto
totale di proteine determinato nei campioni celulsati con

Tryton 0.1% utilizzando il metodo di Lowry (62).

Espressione di mRNA per IL-6

| macrofagi (5% 10° / 2 ml) sono stati incubati (37°C, 12 ore)
in RPMI 1640 contenente 5% FCS. In seguito le =klono state
lavate e incubate (37°C, 1-9 ore) con buffer oistamina (16M).
Alla fine dell'incubazione I'RNA cellulare é statestratto con la

tecnica del Trizol (Invitrogen, Milano, Italia). P& risospensione
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finale € stata utilizzata acqua con dietilpirocadto senza SDS;
I'RNA é stato conservato a —80°C. La trascrizioneeirsa € stata
realizzata con 5 mM Mgglprimer oligod(t)s, e trascrittasi inversa
MuLV.

La PCR e stata eseguita usando Taq polimerasi5(1-2.
U/reazione) alla temperatura di annealing di 60W @rimers
specifici per IL-6 (5-ATGAACTCCTTCTCCACAAGCGC-3 e
3'-GAAGAGCCC-TCAGGCTGGACTG-5 (30 cicl). La
normalizzazione dellRNA é stata ottenuta con ptodali
amplificato RT-PCR pef-actina, gene costitutivamente espresso
su tutte le cellule. Tutti i prodotti della PCR sostati separati
tramite elettroforesi su gel di agarosio, visuaizzon bromuro di
etidio, un colorante fluorescente che si intertiade basi puriniche
e pirimidiniche, e fotografati. L'analisi di inteités delle relative
bande e stata eseguita mediante il sistema disamlimmagine

ChemidocXRS (Biorad, Hercules, CA).
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RT-PCR per il recettore dell’ istamina,H

L’RNA totale estratto da monociti, HLM, DC ed MDMs#ato
estratto utilizzzando il sistema di isolamento B&A totale SV96
(Promega, Milano, lItalia), e trattato con DNasi haRi-free. La
trascrizione inversa e stata effettuata con 5 mMCMgoligod(t)16
primer e la trascrittasi inversa MuLV secondo ldrumoni
dell’azienda produttrice (Applied Biosystems, NolkyaCT) nel
thermocycler (GeneAmp PCR System 2400; Applied Yitems).
Il cDNA é stato poi normalizzato con [Bactina. L’espressione del
recettore H per listamina e stato valutato mediante PCR
semiquantitativa e real-time. Negli esperimenti perRT-PCR
semi-quantitativa, campioni equivalenti di cDNA estuti da
monociti, HLM e DC sono stati amplificati usandoprimer
specifici per il recettore Hpreparati come gia descritto (63)
(forward primer 5’-CATTCTGGGGCCTGGTTTCTCT-3’ erewer
primer 5-CTTGGGGGTTTGGGATGGTGACT-3). Il protocall
di amplificazione consisteva di 35 cicli come segienaturazione,
1 min a 94°C; annealing, 1 min a 62°C ed 1 minrestee dei

primer a 72°C. Infine é stato effettuato un allumgato finale a
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72°C per 10 min. | prodotti PCR, insieme ad un &d®NA
utilizzato come standard, sono stati separati sgalinli agarosio al
2%, colorato con etidio bromuro e sviluppato metliahsistema di
analisi di immagine ChemidocXRS (Biorad, Hercul€s)). Le
lunghezze attese delle bande erano 600 bp geatdina e 400 bp
per il recettore i La misura semiquantitativa dell’espressione
dellmRNA del recettore IHe stata ottenuta mediante analisi
densitometrica effettuata con il software Quanbtye (Biorad). La
normalizzazione e stata ottenuta calcolando il sdppH,/3-actina.

La PCR Real-time quantitativa é stata effettualél it&ycler
(Bio-Rad, Hercules, CA) usando il kit PE SYBR GreBCR
(Applied Biosystems, Foster City, CA). | primer siiei per la3-
actina e per il recettore Htilizzati per la PCR real-time sono stati
disegnati dalla Beacon Designer 3.0 software (BaobR{3-actina
forward: 5'- TGC GTG ACA TTA AGG AGA AG -3, e revse:
5- GCT CGT AGC TCT TCT CCA -3’ H forward: 5'-
CACACTGAACCCCCTCATCT -3, e reverse: 5'-

GGCCTTCGTCCTCTATTTCC -3’). Dopo un'iniziale step di
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denaturazione a 95°C per 10 minuti, 'amplificago® stata
ottenuta con 40 cicli di denaturazione (95°C) pérsgcondi e
annealing (60°C) per 1 minuto. L'efficienza dellW® & stata
esaminata mediante diluizioni seriate del campairgbNA e sono
stati ottenuti i dati della melting curve per catltare la specificita
della PCR. Ogni campione di cDNA é stato triplicaed il
corrispondente campione no-RT mRNA e stato inclasone
controllo negativo. Il livello di mRNA di ogni cangne per |l
recettore H in ogni campione € stato normalizzato con quello
dellmRNA della B-actina. | dati sono stati analizzati con |l
software di analisi iCycler iQ (Biorad) e I'incremte dellmRNA

del recettore I e stato espresso come fold increase rispetto ai

monociti.

Western blot per il recettore dell'istamina H

HLM (2 x 10° per campione) e monociti (5 x %LQer
campione) sono stati lisati in LB immediatamentepalola
purificazione. | monaociti purificati posti in colta per 7 (MDM7) o

10 (MDM10) giorni sono stati staccati dalla piastmaubando le
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cellule (2h, 37°C) con 10 mM di EDTA e successivatadavati e
lisati in buffer di lisi. | lisati cellulari ottertusono stati lasciati in
ghiaccio per 20 minuti e poi microcentrifugati (@€ min a 4°C. |
sopranatanti contenenti gli estratti proteici saostati diluiti in
loading buffer LDS (LSB, Novex, Invitrogen, Milandialia)
contenente 2.5% dimercaptoetanolo (Biorad) fino a un volume
finale di 100pul. I campioni sono stati bolliti per 5 minuti e
conservati a -80°C. Una aliquota di estratto pooteprima
dellaggiunta di LDS é stata utilizzata per la nnémione delle
proteine. Estratti proteici di uguale contenutotgico (da 5 a 2Qg
per campione) sono stati separati su 4-12% di gelTBs
(NUPAGE®R, Novex) e trasferiti su una membrana di nitrodeia
(Biorad) insieme ad un ladder proteico biotinilatee membrane
sono state bloccate (4°C, 2h) in TBST (20 mM TriSEHL50 mM
NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5) contenente il 4% ®AB
successivamente sono state lavate con TBST e pabate (4°C,
overnight) con anticorpi di coniglio antijHumano. Al termine

dell'incubazione, le membrane sono state lavateiedqgincubate
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(22°C, 1 h) con anticorpi IlgG anti-coniglio di capmsieme ad
anticorpo anti-biotina coniugato a perossidasi. peoteine
immunoreattive sono state visualizzate con P'ECLm@ksham
Biosciences) con un sistema di acquisizione di igim&a

ChemidocXRS (Biorad).

Dosaggio dell’'lL-8

La secrezione dell'lL-8 nei sopranatanti € statsumita in
duplicato mediante ELISA (Euro Clone, Devon, UK)rdnge di
linearita di questi dosaggi era compreso tra 6200@pg/ml. Dal
momento che il numero delle cellule aderenti nedzetti poteva
variare nellambito dello stesso esperimento e ttraliversi
esperimenti, i risultati sono stati normalizzatr peontenuto totale
di proteine determinato nei campioni cellulari fiseon Tryton

0.1% utilizzando il metodo di Lowry (62).

Dosaggio del calcio intracellulare [C4];

La concentrazione di calcio intracellulare e stataurata con

tecnica microfluorimetrica (64). In breve, le c&lusono state
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incubate su vetrini copri-oggetto cou® di FURA-2AM in RPMI
1640 pH 7,4 per un‘ora a temperatura ambiente. Ailee
dell'incubazione il vetrino e stato posto sotto mmcroscopio a
fluorescenza invertita Nikon Diaphot (Nikon, Meleil NY, USA).
Le cellule sono state mantenute in soluzione saliu@ante
I'esperimento. Tutti i farmaci testati sono stajgaunti alle cellule
con una rapida iniezione. Una lampada 100 watt Kef@@srom,
Berlino, Germania), con un filtro rotante avente dlifferenti filtri
di interferenza (340 e 380 nm) e connesso ad unpctan
illuminava il campo del microscopio con luce UVieahando la
lunghezza d’'onda ad un intervallo di 500 ms. L'ma&dlo tra
ciascun paio di illuminazioni é stato di 3s e kEntallo tra
movimenti del filtro & stato 1s. Di conseguenzadacentrazione di
calcio intracellulare é stata misurata ogni 3slucg emessa veniva
fatta passare attraverso uno specchio dicroicddinin, filtrata a
510 nm e raccolta da un apparecchio connesso atnphficatore
(Photonic Science, Robertsbridge, UK). Le immagonho state

digitalizzate e analizzate con processore d'immaglnMagiscan

(Applied Imaging, Dukesway, UK) mediante il softwar
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AUTOLAB (RBR Altari, Firenze, Italia) che calcolavda
concentrazione intracellulare di calcio corrisparidea ciascun
paio di immagini utilizzando il rapporto tra l'imeita di luce
emessa quando le cellule sono state illuminate0ae3380 nm. Le
oscillazioni di C&' intracellulare sono state definite come
variazione di calcio per valori oltre la media + Egjistrata come
baseline. La frequenza delle oscillazioni e statfnda dal numero
di picchi registrati in un minuto e 'ampiezza atat determinata
dalla differenza tra il valore massimo del picco dalcio
intracellulare e il valore minimo prima del ragggimento del
picco stesso. | valori radiometrici sono stati awdticamente
convertiti dal software in calcio intracellulariarglo una curva di

calibrazione ottenuta in precedenti esperiment).(65

Analisi Statistiche

| risultati sono stati espressi come media + ESmanero di
esperimenti ed il valore ¢ € stato determinato con il testdi
Student per campioni indipendenti usando la caoorezi di

Bonferrani (66). Il limite di significativita staiica e stato stabilito
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con una p <0.05. | dati soggetti ad un’analisidireedi regressione
sono stati calcolati con la seguente equazioneay+=bx in cui a
rappresenta l'intercetta dellasse y e b la pendeatedla linea. Per
ciascun trattamento farmacologico negli esperimesoti calcio
intracellulare sono state valutate almeno 5 celinleminimo tre

sessioni sperimentali.

28



RISULTATI

Effetto dell'istamina sulla secrezione delj@gglucuronidasi nei
HLM

In una prima serie di esperimenti condotti sui rotagi
polmonari umani € stato valutato I'effetto delléistina sulla
secrezione diB-glucuronidasi, un marker di esocitosi (67). La
figura 1 mostra i risultati di 6 esperimenti nei quali famina ha
indotto la secrezione dellap-glucuronidasi in maniera
concentrazione-dipendente. Dopo due ore di incobazsi osserva
un effetto significativo dell'istamina ad una contrazione di 18
M con il massimo rilascio dellg-glucuronidasi alla concentrazione
di 10” M con un EG, di 8.2 + 3.5 x 18 M. Inoltre, abbiamo
osservato che la piu alta concentrazione dell'isiaml0’ M
induceva un rilascio 2.4 volte maggiore di queli@outo da cellule
non stimolate (7.2 + 0.5 verso 3.0 £ 0.3 % del eoato totale
cellulare p < 0.01). Concentrazioni di istamina pite di 10' M
non aumentano ulteriormente il rilascio deflalucuronidasi. La

vitalita dei macrofagi e stata abitualmente misuratla fine
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dell’'esperimento mediante I'esclusione del trypareled e sempre
stata superiore al 95%.

La figura 2 mostra la cinetica del rilascio dell@-
glucuronidasi indotta dallistamina (IOM) sui macrofagi. Tale
effetto era relativamente rapido, con inizio 30 wtindopo
'aggiunta dello stimolo. | dati indicano che cont@zioni
submicromolari di istamina inducono una rapida esgone di3-

glucuronidasi dai macrofagi.

Effetto dell'istamina sulla secrezione dell’ ILnhéi HLM

| macrofagi sono un’importante fonte di citochindec
regolano risposte inflammatorie ed immuni nel patmoln questi
esperimenti abbiamo valutato l'effetto dell'istamirsull’'lL-6, la
maggiore citochina prodotta dai macrofagi umani.(68nacrofagi
sono stati incubati con concentrazioni crescenistaimina ( 10 a
10°® M) per 6 ore a 37°C. L'istamina incrementa la eene di
IL-6 nei macrofagi in maniera concentrazione-digarid Figura

3) inducendo un rilascio 2 volte superiore a quditie cellule di
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controllo alla concentrazione di 20 (1.6 + 0.3 verso 0.8 + ng di
IL-6/mg di proteine).

L’istamina € meno efficace nell'indurre la secremadi IL-6
rispetto a quella dellaB-glucuronidasi. Infatti, I'EG, sulla
secrezione di IL-6 (9.3 = 2.9 x TOM) era circa dieci volte
superiore a quella delfglucuronidasi (8.2 + 3.5 x TtM).

La figura 4 mostra la cinetica del rilascio di IL-6 di tre
preparazioni di macrofagi polmonari umani stimotath 10° M di
istamina. L'incremento massimale della secrezior#adlL-6 é
stata ottenuto tra 2 e 6 ore di incubazione.

Per stabilire la potenza dell'istamina nell'indulaesecrezione
di IL-6 dai macrofagi polmonari umani abbiamo comf@ato il
rilascio indotto dall'istamina con quello indotta tfre noti agonisti
dei macrofagi, quali la fosfolipasi.Asecretoria (SPL4, Platelet-
activating factor (PAF) e LPSigura 5). | risultati indicano che
'istamina € uno stimolo meno potente degli altrducendo una
secrezione che e approssimativamente la meta diaginelotta

dagli altri attivatori.
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Effetto degli agonisti ed antagonisti l¢ H sulla secrezione della
IL-6 e dellagglucuronidasi nei HLM

Per determinare il tipo di recettore attivato dstiémina nei
macrofagi, le cellule sono state incubate (37°Cpr2 per 3-
glucuronidasi e 6 ore per IL-6 ) con HTMT, un agaiselettivo
H, (69) o con dimaprit, un agonista selettivo(B1).

La tabella 1 mostrache HTMT ma non dimaprit induce la
secrezione sia @-glucuronidasi che di IL-6 dai macrofagi. HTMT
ha un effetto paragonabile a quello dell'istamin&pe incrementa
di circa 2 volte il rilascio basale sia delfglucuronidasi che
dell’lL-6.

Questi dati indicano che [lattivazione del recedtad; e
coinvolta nell’esocitosi e nel rilascio di IL-6 iode dall’istamina.
Per confermare questi dati, i macrofagi sono gtaincubati con
fexofenadina, un antagonista del recettorq & seconda
generazione (70) o con ranitidina, un antagoniskeitsvo H, (51).
La figura 6A mostra che concentrazioni crescenti di fexoferadin

(107-10* M) inducono uno spostamento a destra della cuose-d
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risposta dellistamina sulla secrezione d-glucuronidasi.
L'effettiva inibizione della fexofenadina si ridugeogressivamente
allaumentare delle concentrazioni dell’agonisttginina). Questa
osservazione suggerisce che Ila fexofenadina agiscme
antagonista competitivo a livello recettoriale. A&bntrario la
ranitidina (100 M) non ha alcun effetto sul rilascio delp
glucuronidasi indotta dall'istamina.

| risultati degli esperimenti mostrati nefigura 6A sono stati
usati per I'analisi Schild Plot. In caso di antagom competitivo,
I'analisi Schild plot prevede una linea retta comauintercetta
sull'ascissa corrispondente al logaritmo di K

La figura 6B mostra la retta di regressione ottenuta con i dati
di 4 esperimenti separati. La media + ES dellalkfexofenadina é
89.2 £ 22.6 nM, un valore che € vicino a quell&driportato per la
fexofenadina nel legame con il recettorenidl tessuto cerebrale di
ratto (160 nM; (71)).

Un altra serie di esperimenti e stata eseguitag@dicare se la
fexofenadina inibiva anche la secrezione di IL-6doitta

dall'istamina. La figura 7 mostra che la preincubazione dei
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macrofagi con fexofenadina per 15 minuti inibisce maniera
concentrazione-dipendente la secrezione dell’lL-@&dotta
dallistamina alla concentrazione di I0 M. L'inibizione della
fexofenadina & significativa alla concentrazione 1i°® M e
massima ad una concentrazione dif M. Nell'insieme questi dati
indicano che sia la secrezione defalucuronidasi che di IL-6

sono mediati dall’attivazione del recettoredtii macrofagi.

Effetto dell'istamina sul calci@itosolico [C&']; nei HLM
L'attivazione del recettore H+& associata all’attivazione della

fosfolipasi C e alla produzione di inositolo 1,4rBesfato. Questi
ultimi inducono un aumento delle concentraziontalicio [C&" ];
(72). | risultati riportati nei paragrafi precedemtdicavano che i
macrofagi umani esprimevano un recettore fhihzionalmente
attivo. Per tale motivo in un altro gruppo di espenti abbiamo
verificato se l'istamina induceva in queste cellule aumento di
[Ca’™ ]; utilizzando la tecnica microfluorimetrica a liveltli singola
cellula. Quando i macrofagi sono stati esposti @lacentrazione di

107 M dell'istamina, si osservava in circa il 45 % deltellule
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esaminate un incremento del fC. Inoltre, i macrofagi responsivi
presentavano tre differenti patterns dell'increroedel [C&" ];
(Figura 8A). Il 65% delle cellule presentavano un rapido e
prolungato incremento dei livelli basali di [€h (Figura 8A,
pannello superiorg. In un secondo gruppo di cellule (23%) la
risposta all'istamina € caratterizzata da un leatgrogressivo
incremento del [C4]; (Figura 8A, pannello intermedio) e nel
rimanente 11% si osservava un pattern oscillatffigura 8A,
pannello inferiore). In queste cellule le oscillazioni del calcio
intracellulare indotte dall'istamina erano caratterizzate da una
frequenza di 1-3/min ed un ampiezza che andavalda @0 nM.
L'incremento del [C&]; indotta dallistamina nei macrofagi
responsivi era concentrazione-dipendente e presemnta massimo
incremento pari all’'80% rispetto ai livelli basalla concentrazione
di 10° M (Figura 8B).

La preincubazione (37°C, 1 min) dei macrofagi con
fexofenadina (1® M) inibiva tutti i tipi di incremento del [C4,
indotti dalla successiva aggiunta di"1M istamina Figura 9A).

La curva concentrazione-dipendente dell’effettobitente della
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fexofenadina sui livelli di [CH]; indotti dall'istamina & mostrata

nellafigura 9B.

Influenza del C& sulla secrezione dell’lL-6 indotta dall'istamina
nei HLM

| dati riportati indicano che listamina induce $&&crezione
dellIL-6 ed incrementa il calcio intracellulare inenacrofagi
polmonari umani. Per comprendere se lincrementb aidcio
intracellulare fosse necessario per la secrezioekllLd6 dai
macrofagi, le cellule sono state stimolate cormsta in assenza od
in presenza di un agente chelante del calcio, EQT® mM).
L’incubazione dei macrofagi con EDTA inibisce coetpimente la
secrezione di IL-6 in risposta all’istamina ma ndnrilascio
spontaneoTabella I1). In altri esperimenti abbiamo esplorato se lo
ionoforo del calcio A23187 induceva il rilascio diL-6 nei
macrofagi. In tre esperimenti, A23187 Cl0M) incrementava
significativamente il rilascio dell’lL-6 dai macradgi polmonari
umani (2.51 + 0.26 ng/mg di proteine) rispetto @ntcolli (0.92 +

0.19) , (p< 0.05). Questi dati confermano l'ipotelse I'incremento
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del calcio intracellulare € necessario per la stone dell'lL-6

indotta dall'istamina.

Effetto dell'istamina sull’espressione dell’ IL-@irHLM

Numerose evidenze sperimentali indicano che diftesegnali
del C&" attivano in maniera selettiva alcuni fattori dadcrizione
nucleare (73, 74).

Per verificare lipotesi che [istamina possa &ty la
trascrizione genica dell'lL-6, abbiamo valutatospeessione del
MRNA per la IL-6 nei macrofagi incubati con buff@ontrollo) o
con istamina (18 M). La figura 10A mostra i prodotti specifici di
amplificazione mediante RT-PCR per IL-6 di un eBpento
rappresentativo di tre. La corretta normalizzazioed’ RNA per
ciascun campione e stata eseguita confrontando oftrodi
amplicato RT-PCR con If-actina, gene costitutivamente espresso
(prima fila). L’istamina incrementa I'espressionentRNA per IL-6
dopo 3 e 6 ore di incubazione. Leura 10B mostra l'analisi

densitometrica delle bande dell'lL-6 espressa corapporto

dellintensita di segnale in cellule stimolate cdiistamina
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confrontato con quelle non stimolate. L’effettartremento indotto
dall'istamina non e piu evidente dopo 9 ore di bezione. Questi
dati indicano che listamina incrementa la secmzidi IL-6 nei

macrofagi aumentando I'espressione del suo speciiRNA.

Espressione dellmRNA del recettore kei monociti, nei HLM e
nelle cellule dendritiche

Esperimenti successivi sono stati eseguiti per rooidre
'espressione genica del recettorq Hei monociti del sangue
periferico, nei macrofagi polmonari e nelle celldlendritiche. La
figura 11 mostra i prodotti di amplificazione per il recettdH, e
per il gene costitutivo dell@-actina ottenuti in un esperimento
rappresentativo di quattro. Piccole quantita di mMRder H, sono
stati rilevati nei monociti del sangue periferi€@uantita maggiori
di mRNA per il recettore Hsono stati consistentemente rilevati nei
HLM e nelle cellule dendritiche. L’analisi densitetrica di quattro
esperimenti rivela che il rapporto del segnale whplficazione

H./B-actina e stato 0.3# 0.09 nei monociti, 0.62 0.18 nei HLM,
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e 0.81+ 0.11 nei cellule dendritiche. Questi risultatiizaho che i
macrofagi polmonari e le cellule dendritiche immmataontengono
quantita maggiori di mMRNA per il recettorg Hspetto ai monociti
del sangue periferico e suggeriscono che la difl@ezione dei
macrofagi o delle cellule dendritiche induce l'upstazione del

recettore H.

Differenziazione dei macrofagi dai monociti in gitr

Per valutare l'ipotesi che la differenziazione haicrofagi fosse
associata all'incremento dell’espressione del tesetdell'istamina
H, abbiamo usato un modelio vitro di macrofagi derivati dai
monociti. Inizialmente abbiamo verificato che i rooiti in coltura
in presenza di 20% FCS avessero acquisito le eastithe
morfologiche, fenotipiche e biochimiche di macrofagaturi. La
figura 12 mostra l'analisi citofluorimetrica delle caratsticthe di
forward e side scatter dei monociti appena isotatiei macrofagi
derivati dagli stessi monociti (MDM) dopo 10 giomti cultura. La
popolazione di MDM presenta un omogeneo incremdatsegnali

di forward e side scatter, indicando un aumentdeddiimensioni
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cellulari e del contenuto granulare. Inoltre, glDM presentano
un’incremento dell’espressione di CD11c, CD86 e HRR, marker
di superficie specifici dei macrofagi maturi. Irdincome illustrato
nella figura 13, il contenuto cellulare dellenzima lisosomigke
glucuronidasi, che era minimo nei monociti (0.4Q.@3 Unitd/mg di
proteine) iniziava ad aumentare dopo 7 giorni diuca (1.84 = 0.05
Unitd/mg di proteine) e raggiungere il massimo ddpogiorni di
coltura (3.32 £ 0.16 Unitda/mg di proteine). Quesultati indicano
che i monociti incubati per 7 e 10 giorni con 20F%S acquisiscono
le caratteristiche morfologiche, fenotipiche e biatche dei

macrofagi maturi.

Espressione genica del recettorené¢i MDM

In un primo gruppo di esperimenti abbiamo esaminato
I'espressione dellmRNA per il recettorg Hopo 7 giorni (MDM?7)
e 10 giorni di differenziazione mediante PCR quatiia. Lafigura
14 mostra i risultati ottenuti in 4 differenti preparoni cellulari.
L’espressione del recettorg khcrementava di 5 volte negli MDM7

(4.92 + 1.33) e 15 volte negli MDM10 (15.0@ 5) rispetto ai
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monociti autologhi. La PCR quantitativa confermaaache che

I'espressione del gene per kegli HLM era significativamente piu
grande (3.00+ 1.33 volte) rispetto ai monociti. Questi dati
confermavano che l'espressione del geneeHsignificativamente

upregolata quando i monociti si differenziano incroféagi siain

vitro che nel polmona vivo.

Western blot per il recettore;H

Per verificare che I' mRNA per il recettore, fbsse tradotto
nella proteina abbiamo analizzato lisati di mornoeitmacrofagi
(HLM e MDM) mediante Western blot usando un anfcor
specifico policlonale contro il recettore umang Bome controllo
positivo abbiamo utilizzato le JAR, cellule di lametumorale
(corioncarcinoma) trasfettate con il gene del tecetH umano. La
figura 15 mostra i risultati ottenuti in due preparazionnabnociti e
MDM ed una preparazione di HLM.'anticorpo riconosce una
banda principale approssimativamente a 60 Kd, sfgmndente alla
classica forma del recettore,.HNessun segnale del recettore é4

stato rilevato nelle preparazioni di monociti ancuando 25ug di
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estratto proteico sono stati caricati sui gel, suggdo che la quantita
del recettore Hin queste cellule era inferiore al limite di rigelone
del blot.Al contrario, la banda di 60 Kd era chiaramentelente in
MDM7 ed in misura maggiore, negli MDM10. Questa dman
comigrava con la banda rivelata nei lisati di JAlRati come
standardUna banda di appropriata grandezza per il receHoera,
inoltre, chiaramente presente negli HLM. Bande @agfgre sono
state ottenute con l'anticorpo anti-Hiusato nel Western blot
approssimativamente a 48, 72 e 95 Kd. Queste benade evidenti
nei lisato di MDM, MDM;, HLM e nelle JAR, ma non nei
monociti. Se queste bande rappresentino variafairoe glicosilate
del recettore lHe ancora da definire (75, 76). In ogni caso inmost
risultati indicano che l'upregolazione dell’'espiesg del gene per |l
recettore H e associata ad un incremento della sintesi dedizipa

del recettore Hnei macrofagi differenziati.
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Effetto dell'istamina sulla secrezione della IL-8ei monociti e
negli MDM

Studi precedenti hanno dimostrato che listaminduae la
secrezione dell'IL-8 in varie cellule tra le queaillule endoteliali e
cheratinociti (77, 78). Per verificare se I'upregobne del recettore
H, determinasse un incremento di risposta all’istamiabbiamo
confrontato la secrezione di IL-8 indotta dall'rsiaa nei monociti
del sangue periferico e negli MDM10. lfegura 16 mostra che
l'istamina induceva una secrezione di IL-8 conaitme-
dipendente in entrambe le popolazioni cellularittdvia, la risposta
degli MDM era significativamente maggiore rispettoquella dei
monociti. Infatti, la produzione massimale dell8.-indotta
dall'istamina era 5 volte maggiore rispetto alléute non stimolate
negli MDM ma lo era solo 2 volte nei monociti. Laaggiore
secrezione di IL-8 prodotta dagli MDM non era davwdd un
aumentata capacita di queste cellule di produrghémochina, dal
momento che la secrezione dell'lL-8 era praticamemjuale nei

monociti e negli MDM attivati da LPS.
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Effetti degli antagonisti anti-Hed anti-H sulla secrezione di IL-8
indotta dall’istamina negli MDM

Per comprendere se I'aumentata produzione di IegdiMDM
stimolati con [listamina fosse dovuta all'overegsiene del
recettore H abbiamo preincubato gli MDM con la levocetirizina
(79) o con la ranitidina prima dell’'aggiunta deitamina. Ldigura
17 mostra che la levocetirizina, un antagonista eekettore H
inibiva la secrezione di IL-8 indotta dall’istamin@ maniera
concentrazione-dipendente negli MDM consd@i 847 £ 304 nM.
L’antagonista anti-g ranitidina, non influenzava la secrezione
indotta dall'istamina negli MDM. Questi risultatindostrano che la
secrezione di IL-8 indotta dall'istamina negli MDM mediata

dall’'upregolazione del recettorg Hinzionalmente attivo.

Effetti dellistamina sul calcio intracellulare [C&; nei
monociti e negli MDM

Per valutare l'attivita funzionale del recettore i monociti e
negli MDM sono stati condotti esperimetri di miduafrimetria a

singola cellula con FURA-2 AM utilizzando la tecaidella video-
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immagine. L'istamina (1® M) non era in grado di indurre alcun
segnale del calcio (121.5 + 10 prima dell'istamneaso 121.46 + 12
dopo listamina) in monociti caricati con Fura-Figura 18,
pannello A), mentre il PAF (10 M) come controllo positivo, era in
grado di indurre un significativo incremento delcaaintracellulare
(121 + 4.7 prima del PAF verso 165 + 7.9 dopo PAED.01)
(Figura 18, pannello B. E’ importante, tuttavia, sottolineare che in
piccolo gruppo di cellule (4.5%) l'istamina (1M) era in grado di
indurre un incremento del calcio intracellulare (12 4.7 prima
dellistamina verso 165 + 7.9 dopo l'istamina). @wefenomeno é
probabilmente dovuto alla spontanea differenziaziomlla presenza
di una piccola percentuale di cellule contaminagtia preparazione
di monociti. Quando i monociti si differenziano macrofagi, le
cellule diventano responsive all’azione dellistami dal momento
che questo mediatore era in grado di indurre urremento
significativo del calcio intracellulare (126 £ 208ima dell'istamina
verso 173.8 = 4.7 dopo listamina, p<0.01) in dellgaricate con
Fura-2. Negli MDM, il PAF (10 M) riproduceva lo stesso effetto

sul calcio intracellulare osservato nei monocitiifferenziati (133.4
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+ 4.2 prima verso 196 + 6.1 dopo PAF, p<0.0Ejggra 19,
pannello A). Per verificare la specificita dell’azione datamina sui
recettori H, gli MDM sono stati preincubati con levocetirizift0”
M). In queste condizioni sperimentali, I'istamir0f M) non era in
grado di indurre alcun segnale di calcio (135 xithp verso 135.5 +
3.5 dopo istamina) Higura 19, pannello B. Le stesse cellule
risultavano, al contrario, ancora responsive al PRFO + 2 prima
verso 149 = 2 dopo PAF, p<0.0Bidura 19, pannello B. | dati
cumulativi di 3 esperimenti sono riportati nefimura 19, pannello

C.
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DISCUSSIONE

In questo studio abbiamo esaminato gli effetti di
concentrazioni fisiologiche di istamina sui macgdfgpolmonari
umani in vitro. | nostri dati indicano che [lincubazione dei
macrofagi con concentrazioni submicromolari di nstza attiva
'esocitosi, la produzione di IL-6 ed incrementa dalcio
intracellulare con tre differenti patterns di rispen Questi effetti
dellistamina sono tutti mediati dall’attivazioneldecettore K

Evidenze cliniche e sperimentali suggeriscono classib
livelli di istamina sono cronicamente rilasciatilaevie respiratorie
di pazienti asmatici anche in assenza di sinto®42). Il livello di
istamina dosata nel BAL di asmatici e approssinaatente 1-2
ng/ml (40, 42). Considerando la diluizione del BALlo stretto
contatto tra mastociti e macrofagi nelle vie aeleeoncentrazioni
di istamina che raggiungono i macrofagi polmonanccomprese
tra 10° a 10° M. | nostri risultati dimostrano che queste
concentrazioni di istamina sono efficaci nell'intentare

I'esocitosi e la secrezione di IL-6 dai macrofagi.
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| nostri risultati forniscono la prima evidenza che
concentrazioni fisiologiche di istamina induconespressione ed il
rilascio di IL-6 dai macrofagi umani isolati dalanpgnchima
polmonare. L’istamina potenzia la produzione di6llattivando
I'espressione del suo specifico mMRNA. Comunqueasitm dati non
escludono la possibilita che [listamina aumenti d$tabilita
del’mRNA per IL-6.

La IL-6 e una citochina multifunzionale coinvolteelie
risposte inflammatorie ed immuni (68). Precedentidis hanno
dimostrato che i livelli di IL-6 sono aumentati nglasma e nel
BAL di pazienti con asma (80-82) e che questa bitar &
maggiormente espressa nella mucosa bronchiale editigpazienti
rispetto agli individui normali (83). Sebbene iloswolo non sia
stato completamente chiarito, la IL-6 puo parte@paall’
inflammazione allergica in vari modi. La IL-6 € uattore di
crescita cellulare ed un fattore di proliferaziomedi attivazione
delle cellule B (68). Per esempio, la IL-6 € coit&onella
proliferazione e differenziazione dei mastociti,(88), puo favorire

risposte T2 e la produzione di IgE (86) e stimola le cellule
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epiteliali delle vie aeree a rilasciare IL-8 (8Queste osservazioni
supportano l'ipotesi che I' IL-6 pud avere un imjamte ruolo nel
modulare I'inflammazione allergica nell'asma.

| nostri risultati concordano con precedenti dag enostrano
che l'istamina induce la produzione di IL-6 nellellgle epiteliali
bronchiali (88), nelle cellule endoteliali (89) elle cellule B (90).
Quindi, I'istamina appare attivare un comune pattecrementando
I'espressione di IL-6 in tutte le maggiori cellidsprimenti questa
citochina nel polmone umano.

La conclusione che [listamina induce [I'esocitosi la
secrezione di IL-6 attraverso l'attivazione dei attari H; sui
macrofagi € supportata da due evidenze: i) questitesono indotti
da HTMT, un agonista selettivo ;Hna non dall'agonista H
dimaprit e ii) sono inibiti dall’antagonista;Hfexofenadina ma non
dall’antagonista K ranitidina. Nel nostro studio inoltre abbiamo
osservato che i macrofagi, a differenza dei monecitelle cellule
dendritiche immature, esprimono il recettore (8, 25, 36).

Studi successivi hanno messo in evidenza la cosifdeseqgli

effetti dell'istamina sul network di citochine neltellule umane a
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seconda del tipo di recettore attivato. Per esenifativazione
della secrezione di IL-6 generalmente avviene \atiso i recettori
H; (88-90) mentre l'inibizione della secrezione dill TNFu e
IL-12 da parte di monociti umani stimolati dalla®&R mediata da
recettori H (30, 33, 91). Inoltre, I'attivazione dei recettéti e H;
stimola il rilascio di IL-10 dai monociti umani eatrofagi (21, 25).

Queste indagini suggeriscono che il rilascio lochlistamina
nei tessuti, sede di infammazione, possa giocarguolo nella
modulazione del network citochinico piu complessogdanto
finora ritenuto. Ancora piu interessante é l'ipoteBe I'istamina
possa modulare in maniera differente la sintesicitbchine a
seconda del tipo di recettore espresso prevalentemgttualmente
sono in corso studi per definire se i macrofadaisaa pazienti con
asma bronchiale esprimano un pattern di recetteliisfamina
differenti da quello dei soggetti non asmatici.

La stimolazione dei macrofagi con istamina induce u
aumento del calcio intracellulare. Questo effetto irgbito
dall’antagonista competitivo Hfexofenadina. Questi risultati sono

in linea con la osservazione generale che I'atioreez del recettore
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H, & associata al flusso di €451) ed indicano che tale segnale di
trasduzione e attivo anche nei macrofagi umani.

Diversi  studi  sostengono lipotesi che  esistano
sottopopolazioni di macrofagi con differenti praggd morfologiche,
biochimiche e funzionali nel polmone umano (92). Geeste
differenze siano legate ad un differente stato diumazione o di
attivazione dei macrofagi non € al momento definitdpotesi
dell’'eterogeneita dei macrofagi polmonari e sosteridalla nostra
osservazione che le stesse concentrazioni di istapussono indurre
tre distinti profili di risposta del calcio in ques cellule: un
incremento lento, un incremento rapido ed un andé&mne
oscillatorio. Questi differenti profili della rispta del C& possono
riflettere da una parte, l'attivazione di diversepplazioni di
macrofagi e, dall’altra, differenze qualitative Ifedpressione dei
recettori dell'istamina sui macrofagi. In ogni casomacrofagi
polmonari presentano una significativa eterogenditarisposta
all'istamina. Questa osservazione acquista ulteriotportanza alla
luce della recente dimostrazione che differentfiprdel segnale del

Cd" possano selettivamente attivare fattori di tragmne nucleare
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come NF-kB, c-Jun N-terminal chinasi e NF-AT (73).7Pertanto,
linduzione delle differenti risposte del €apud essere un
meccanismo con cui listamina modula I'espressiatie varie
citochine nei macrofagi polmonari.

L’antagonista H di seconda generazione fexofenadina inibisce
I'esocitosi, la secrezione di IL-6 ed il segnalel @& indotti
dall'istamina. L'osservazione che la fexofenadinaré antagonista
competitivo a livello del recettore ;Hlell’'istamina sui macrofagi
polmonari umani con una gKconfrontabile con quella ottenuta in
altri tessuti € interessante per una serie di ragRrimo, il recettore
H, sui macrofagi presenta caratteristiche farmacolagisimili al
recettore H espresso su altri tessuti. Secondo, I'osservazibeela
K4 della fexofenadina sia vicina alla Kdica che I'effetto inibitorio
di questo farmaco sia un evento farmacologicoellbwecettoriale e
non rappresenti una interazione aspecifica dekafémadina con la
membrana cellulare. Infine, la fexofenadina anta&gan non solo
I'effetto dell'istamina sull’esocitosi ma anche lsukintesi di IL-6.
Tale osservazione ha un ruolo fondamentale dal opuintvista

clinico. Infatti, essa suggerisce che la sommiamtme di questo
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farmaco nei pazienti con malattie allergiche puderfierire non
soltanto con i sintomi acuti ma anche con alcuni rdeccanismi
coinvolti nell'inflammazione cronica e nel dannestitale associato
all’attivazione dei macrofagi.
Nel loro insieme i nostri dati dimostrano che Histina attiva
I macrofagi polmonari umani attraverso il recettéte In queste
cellule, listamina aumenta il rilascio di mediat@reformati 3-
glucuronidasi) e I'espressione ed il rilascio didL Questi effetti
dell'istamina sono associati ad un incremento deblecentrazioni
del calcio citosolico. Questi nuovi effetti deltanina su una
cellula che svolge un ruolo centrale nelle malattimmmatorie del
polmone forniscono un meccanismo aggiuntivo con @questo
mediatore contribuisce a mantenere [linflammazioonica
nellasma bronchiale. La capacita della fexofenadinun
antagonista H selettivo, di inibire l'attivazione dei macrofagi
umani indotta dall'istamina apre nuove prospettie#’'uso a lungo
termine di questi farmaci nel trattamento delle atied allergiche

ed inflammatorie del polmone.
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Gli effetti biologici dell'istamina mediati dall’avazione del
recettore H sembrano essere importanti non solo nella pategene
dei disordini allergici ma anche nella modulaziatedle risposte
cardiovascolari (76, 93) e del sistema nervosorakn(94). Quindi,
la regolazione del livello di espressione del recetH, potrebbe
essere un importante mezzo per modulare la respEnsi
all'istaminain vivo. La modulazione dell’espressione del recettore
H, nelle cellule umane é stata poco studiata sebtiesiano alcune
evidenze che suggeriscono che lattivita di quest®ettore possa
essere finemente regolata.

Monociti, macrofagi e cellule dendritiche sono itutt
componenti del sistema monocito macrofagico (MPX),(un
sistema cellulare ampiamente diffuso che e il maggieffettore
dellimmunita innata. Si pensa che queste celleléviho da cellule
midollari CD34+ che nel sangue si differenzianononociti (95).

In questo studio dimostriamo che I'espressionerdeéttore H é
aumentata nei macrofagi polmonari e nelle celluendiitiche
rispetto ai monociti del sangue periferico. Questservazione € in

linea con i precedenti risultati che mostrano dsemina induce la
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produzione di IL-6 nei macrofagi polmonari ma nag monociti
attraverso il recettore H(34). | monociti sono le cellule MPS
predominanti nel sangue e si differenziano in magictissutali e
cellule dendritiche quando migrano in tessuti eiti. L’ipotesi
alla base del nostro studio era che la differemanezdei macrofagi
dai monociti poteva indurre l'upregolazione delattare H. La
differenziazione dei macrofagi vitro e stata confermata con criteri
biochimici (secrezione dB—glucuronidasi) e fenotipici (aumento
del forward- e del side-scatter e upregolazioné@ilc, CD86 and
HLA-DR mediante analisi citofluorimetrica). L'inameento
dell’espressione del recettore; Hichiede almeno 7 giorni di
differenziazione ed € massima dopo 10 giorni. Lagmlazione del
recettore H puo essere dimostrata sia a livello di mRNA (meftdia
PCR quantitativa) che a livello proteico (mediamtestern blot),
indicando che l'overespressione del recettore ra@rafagi richiede
la trascrizione de novo del gene.

Precedenti studi che hanno valutato I'espressieheedettore
H; in cellule o tessuti inflammatori hanno esaminatprattutto

I’'mRNA. Il recettore H € maggiormente espresso sui linfociti Thl
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che sui linfociti Th2 ed e upregolato dall'lL-3 (Q6E’ stato
riportato inoltre che lo shock settico indotto d®3. aumenta
I'espressionen vivo dei recettori H e H, nei tessuti cardiaci (97).
Successivi studi hanno dimostrato un incrementonBNA del
recettore H nella mucosa nasale di pazienti con rinite altxgi
rispetto a soggetti normali ma nessuna informaziersata data
sulle cellule in grado di upregolare il recettore (98, 99). L’
incubazione delle cellule epiteliali della mucosasale con
particolato diesel incrementava I'espressione dekttore H ed
aumentava la produzione di IL-8 e GM-CSF indottd'ideamina
(100, 101). La IL-4 induceva l'espressione di mRN& recettore
H, nelle cellule endoteliali (102) per quanto alttudi nei
cheratinociti umani non hanno riprodotto questanssione (103).
Uno switch dall’espressione dit H; a livello di mRNA é stato
dimostrato in cellule U937 differenziate in macgifan seguito ad
esposizione a esteri del forbolo. Lo switch del etewre
dell'istamina risultava in una upregolazione dghaduzione di
TNF-a indotta dall'istamina (104). | nostri dati dimaatio per la

prima volta che anche nelle cellule umane il recetH aumenta
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in seguito a differenziazione cellulare. L'overesgsione del
recettore H nei macrofagi si associa ad una incrementata tapac
di produrre IL-8 in risposta all'istamina, indicam@he il recettore
H, espresso de novo e funzionalmente attivo. | nostitati non
indicano se l'affinita del recettore espresso sucrofagi
differenziati € diverso da quello espresso dai miholLa
possibilita che il recettore espresso dai macrof@gisa avere una
affinita piu bassa rispetto a quello espresso danauiti o sia
accoppiato in maniera meno efficiente ai trasduttovrebbe essere
presa in considerazione poiche l'espressione delN@ ed il
segnale del western blot sono da 10 a 15 volte reupenei
macrofagi se comparati ai monociti mentre l'incraetoe della
produzione di IL-8 € aumentato solo di 2.5 volte.

L’istamina viene rilasciata soprattutto dai magiaoei tessuti
periferici come il polmone (105), il tratto gastit@stinale e la cute
(4). L'osservazione che mentre i monociti si diieziano in
macrofagi upregolano il recettore; 18 in linea con l'ipotesi che
queste cellule diventino iperresponsive all'infiaamione allergica

polmonare indotta dall'istamina. La capacita dei nowti di
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rispondere all’attivazione del recettorg khediante il rilascio di
citochine proinfliammatorie e chemochine rinforza nliolo
potenziale di queste cellule nellasma bronchial®&0)(
L'osservazione che l'espressione del recettore pdssa essere
modulata sostiene l'ipotesi che I'overespressioakrdcettore H
possa essere coinvolta nella patogenesi di aldaardini allergici
come la rinite, I' asma o |’ orticaria cronica (18)nostri risultati
suggeriscono che monociti/macrofagi potrebberorease modello
utile per studiare la regolazione del recettore i pazienti
allergici. Sono in corso studi per verificare sadtettore H sia
upregolato nei monociti del sangue o nei macrofatgnuti dal
lavaggio broncoalveolare di pazienti con orticacranica o con

asma bronchiale.
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LEGENDE

Figura 1

Effetto di concentrazioni crescenti di ishmina sulla
secrezione dellg3-glucuronidasi

Le cellule sono state incubate (37°C, 2 h) con le
concentrazioni indicate di istamina. Alla fine
dell’incubazione, il sopranatante € stato raccadto
centrifugato (1,00@, 4°C, 5 min). La secrezione della
B-glucuronidasi e stata determinata con una tecnica
colorimetrica (40). | valori sono stati espressimeo
percentuale del contenuto totale di cellule deteata

su cellule lisate con 0.1% Triton X-100. | dati eda
mediat+ ES di sei esperimenti.

*  p<0.05vs. controllo

** p<0.01vs. controllo
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Figura 2

Figura 3

Cinetica della secrezione dB-glucuronidasi indotta
dall'istamina

Le cellule sono state incubate con RPMI 1640 (itas
spontaneo® ) o con istamina (I0M; @). In ciascun
punto del tempo della cinetica, i sopranatanti sstat
raccolti e centrifugati (1,000y, 4°C, 5 min). Il
dosaggio dell@-glucuronidasi nei sopranatanti e stato
determinato con tecnica colorimetrica (40). | valor
sono espressi come percentuale del contenuto tditale
cellule eseguito su cellule lisate con 0.1% Triddn

100. | dati sono la mediaES di 5 esperimenti.

Effetto di concentrazioni crescenti di istamina sua
secrezione dell’'IL-6

Le cellule sono state incubate (37°C, 6 h) con le
indicate concentrazioni di istamina. Alla fine
dell'incubazione, il sopranatante e stato raccadto

centrifugato (1,000g, 4°C, 5 min). La secrezione
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Figura 4

delllL-6 €& stata determinata con metodo ELISA. |
valori sono stati espressi come ng di IL-6/mg di
contenuto totale di proteine. | dati sono la mediaS

di sei esperimenti.

*  p<0.05vs. controllo

Cinetica della secrezione di IL-6 indotta
dall'istamina

Le cellule sono state incubate con RPMI (rilascio
spontaneo;O), o con istamina (10° M; @ ). In
ciascun punto del tempo della cinetica, i soprarnata
sono stati raccolti e centrifugati (1,0004°C, 5 min).

Il dosaggio delllL-6 nei sopranatanti €& stato
determinato secondo metodo ELISA. | valori sono
espressi come ng di IL-6/mg del totale cellulare di

proteine. | dati sono la medtaES di 5 esperimenti.
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Figura 5

Figura 6A

Secrezione di IL-6 indotta dall'istamina, PLA
secretoria, PAF e LPS.

Le cellule sono state incubate (37°C, 6 h) con RPMI
(controllo), istamina (1® M), PLA, gruppo IA
secretoria (18 M), PAF (10° M) o LPS (1pg/ml).
Alla fine dell'incubazione, il sopranatante e stato
raccolto e centrifugato (1,009, 4°C, 5 min). La
secrezione di IL-6 e stata determinata secondodueto
ELISA. | valori sono espressi come ng of IL-6/md de
totale cellulare di proteine. | dati sono la meti&S di

5 esperimenti.

*  p<0.05vs. controllo

Effetto dell’antagonista recettoriale H,
fexofenadina, e dell’antagonista recettoriale K
ranitidina, sulla secrezione della (3-glucuronidasi
indotta dall’istamina

Le cellule sono state preincubate (37°C, 15 min) co

RPMI (H) o con concentrazione crescente di
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Figura 6B

fexofenadina (10M, O; 10°M, A; 10° M, O; 10™

M, @) o ranitidina (1d M, A) e sono state poi
incubate (2 h, 37°C) con istamina (1M). Alla fine
dell’incubazione, il sopranatante € stato raccadto
centrifugato (100®, 4°C, 5 min). La secrezione della
B-glucuronidasi e stata determinata secondo tecnica
colorimetrica (40). | valori sono espressi come la
percentuale del contenuto totale di cellule deteata

in aliquote di cellule lisate con 0.1% Triton X-100

dati sono la media = ES di 5 esperimenti.

Schild plot per I'antagonismo della fexofenadina
sulla secrezione della g-glucuronidasi indotta
dall'istamina

| dati sono stati ottenuti da esperimenti mostrati
figura 6A. La linea di regressione € stata ottemmota i
dati di 4 esperimenti separati e le barre verticali

indicano deviazione standard. La pendenza del&alin
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Figura 7

e 0.79. La K ottenuta dal valore del lgg

(fexofenadina) in cui log (dose-ratio 1) = 0 € 89 nM.

Effetto della fexofenadina sulla secrezione di IL-6
indotta dall’istamina

Le cellule sono state preincubate (37°C, 15 mim) co
crescenti concentrazioni di fexofenadina (16 10 ™
M) e sono state poi incubate (37°C, 6 h) con istami
(10" M). Alla fine dell'incubazione, il sopranatante &
stato raccolto e centrifugato (10904°C, 5 min). Il
rilascio dell’lL-6 & stato determinato secondo ndeto
ELISA e i valori sono espressi come ng di IL-6/med d
totale di proteine cellulari. | dati sono la medi&S di

5 esperimenti.

* p < 0.05 vs. controllo

8 p < 0.05 vs. istamina sola
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Figura 8

Figura 9

Effetto dellistamina (10®° - 10° M) sulle
concentrazioni intracellulari del Ca**

A: Tracciati ottenuti da cellule rappresentativi
dell’effetto dell'istamina (13 M ) sul [C&"]. Gli
esperimenti sono stati eseguiti con un acquisizione
effettuata ad intervalli di 2 second..

B: Effetto di differenti concentrazioni di istamina
sullincremento del [Cd]; espresso come la % di
incremento dei valori basali. Ciascun punto rapgmes

la mediax ES di 6-10 cellule studiate al minimo in tre
differenti sessioni sperimentali. Le barre di eeroon
sono mostrate quando anche sono troppo piccole

graficamente. * p < 0.05 vs. cellule non stimolate.

Effetto dell’antagonista recettoriale H fexofenadina
(107-10° M) sullincremento del [Ca®]; indotto
dall'istamina

A:. Tracciati ottenuti da cellule rappresentativi

dell’effetto dell'istamina (18 M ) sul [C&". in
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assenza (controllo) o in presenza di °1QV
fexofenadina. Gli esperimenti sono stati eseguithe
descritto in Figura 9. Il periodo di incubazionenco
I'istamina € indicato dalla barra. La freccia iralit
tempo di aggiunta della fexofenadina.

B: Effetto delle differenti concentrazioni della
fexofenadina (10-10° M) sul [C&*]; espresso come %
di incremento dei valori basali indotti da 10 di
Istamina.

Ciascun punto rappresenta la mediaES di 6-10
cellule studiati in minimo tre differenti sessioni
sperimentali. Le barre di errore non sono mostrate
guando sono troppo piccole graficamente. * p < 0.05

vs. cellule trattate con solo istamina.

Figura 10A Effetto dell'istamina sull’espressione @l'mRNA
dell’'lL-6
Prodotti di amplicazione RT-PCR specifici perfia

actina (prima riga) e per IL-6 (seconda riga) da un
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esperimento rappresentativo in cui i macrofagi sono
stati messi in cultura da 1 a 9 ore con RPMI solo
(controllo) o istamina (1® M). Un ladder di 100 bp

DNA é stato usato come standard. La normalizzazione
di RNA per ciascun campione € stata eseguita
confrontando prodotti di amplificato RT-PCR defla

actina. | dati sono rappresentativi di 3 esperiment

simili.

Figura 10B Analisi Densitometrica dell’espressione del’lmRNA
dell’ IL-6 indotta da istamina
Analisi densitometrica della banda dell'lL-6 esps@s
come il rapporto tra cellule trattate con®1® di
istamina e cellule non trattate a differenti tenapi
incubazione. | dati sono la media + ES di tre

esperimenti.
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Figura 11

Figura 12

Espressione basale del recettori dell'istamina Hsui
monociti, macrofagi polmonari e cellule
dendritiche.

Prodotti di amplificazione RT-PCR per il recettbtee
per il gene costitutivo dell@-actina in monociti del
sangue periferico, macrofagi polmonari (HLM) e
cellule dendritiche. L’analisi densitometrica diadfino
esperimenti rivela che il rapporto tra il segnale d
amplificazione H/-actina € 0.34: 0.09 nei monaociti,
0.62 £ 0.18 negli HLM e 0.81+ 0.11 nelle cellule

dendritiche.

Analisi citofluorimetrica degli MDM

Cambiamenti in forward- e side scatter, caratierist
dei monociti appena isolati e degli MMD10.
L’espressione dei vari marcatori di superficie qual
CD45, CD11lc, CD86 e HLA-DR in entrambe le
popolazioni cellulari. L’analisi citofluorimetreica

stata effettuata come descritta in materiali e heto
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Figura 13

Figura 14

Tutti 1 dati mostrati sono la media + ES di 5 sihg

esperimenti.

Analisi morfologica e biochimica degli MIM

Durante la differenzzazione le cellule diventana pi
grandi, allungate e tra il settimo ed il decimorgm di
cultura confluenti. Inoltre, il contenuto cellulare
dell’enzima lisosomial@-glucuronidasi che era minimo
nei monociti (0.41 + 0.03 Unita/mg di proteine),
significativamente aumentava dopo 7 giorni di galtu
(1.84 £ 0.05 Unita/mg di proteine) e raggiungeva un
picco massimo dopo 10 giorni di cultufa32 + 0.16

Unitd/mg di proteine).

Espressione del gene del recettore;Hegli MDM

Nei macrofagi differenziati per 7 (MDM7) e 10
(MDM10) giorni da monociti del sangue periferico
abbiamo esaminato laccumulo di mRNA per |l

recettore H mediante RT-PCR quantitativa.
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Figura 15

L'espressione del recettore, ldumentava 5 volte negli
MDM- (4.92+ 1.33) e 15 volte negli MDM (15.00+
5) rispetto ai monociti autologhi da sangue padter
Inoltre l'espressione del gene;Hiegli HLM era
significativamente piu alto (3.08 1.33 fold) che nei

monociti. | dati sono la medES di 4 esperimenti.

Western blot per il recettore dell’istamna H,

| lisati da monociti e macrofagi (HLM e MDM) sono
stati analizzati mediante Western Blot usando un
anticorpo specifico contro il recettore umang. H
recettore H presentava 4 bande corrispondenti a distinte
varianti del recettore H La banda maggiore correva
approssimativamente a 60 Kd, e corrisponde alla
classica forma del recettore .H Una banda
dellappropriata dimensione per il recettore Era

chiaramente valutabile negli HLM. La banda del
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Figura 16

recettore H era valutabile anche negli MDM ed era

molto piu evidente negli MDM che negli MDM.

Produzione di IL-8 indotta da istamina né monociti

e negli MDM

Le cellule sono state incubate (37°C, 6-18 h) c®n |
indicate concentrazioni di istamina o con LPS (1
png/ml). Al termine dell'incubazione, i sopranatanti
venivano rimossi e centrifugati due volte (1,008,

5 min). Il rilascio di IL-8 €& stato determinatonco
metodo ELISA (Euro Clone, Devon, UK). Il range di
linearita del saggio era tra 62 e 2.000 pg/ml.igpasta
degli MDM era significativamente aumentata rispetto
guella dei monociti (5 voltes 2 volte il rilascio indotto
in cellule non stimolate), rispettivamente alla piia
concentrazione di istamina (10). Il rilascio di IL-8

indotto da LPS non differiva tra monociti e macgfa
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Figura 17 Effetto degli antagonisti recettoriali ari-H ; ed anti-
H, sul rilascio dell'lL-8 indotto dall'istamina negli
MDM
Le cellule sono state preincubate (37°C, 30 min) co
RPMI o con crescenti concentrazioni di levocetnzi
(107 M-10° M) e successivamente stimolate (6 h,
37°C) con listamina (18M). Alla fine
dell’incubazione, i sopranatanti venivano rimossi e
centrifugati due volte (1,000 g, 4°C, 5 min). lhscio
di IL-8 e stato determinato con metodo ELISA (Euro
Clone, Devon, UK). La levocetirizina inibiva la
secrezione di IL-8 indotta dall'istamina in maniera
concentrazione dipendente negli MDM cony|Gi 847
+ 304 nM. L'antagonista anti-H ranitidina, non
influenzava la secrezione indotta dall'istamina Ineg
MDM. | dati sono la media di ES dei tre esperimenti.
*  p<0.05vs. istamina

**  p<0.01vs. istamina
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Figura 18

Figura 19

Effetto dell'istamina (10° M) sulle concentrazioni
intracellulari del Ca®* nei monociti

Il pannello A mostra l'effetto dell’istamina su gmle
cellule caricate con Fura-2. Durante gli esperimknt
cellule sono state risospese in RPMI senza siar@(@e
secondi; poi la perfusione e stata continuata deNR
con istamina (1®M) e, alla fine, le cellule sono state
perfuse con PAF (1OM), come indicato dalle barre.
La traccia riportata e rappresentativa di 75 cellul
registrate in tre differenti esperimenti. Il parlaeB
raffigura la quantificazione dell’'effetto dell'istana e
del PAF sulle concentrazioni intracellulari nei
monociti. | dati sono espressi come media dei valior

calcio intracellularit ES. * p < 0.01.

Effetto dell'istamina (10° M) sulle concentrazioni
intracellulari del Ca®" negli MDM
Il pannello A mostra I'effetto dell’istamina su gwle

cellule caricate con Fura-2. Durante gli esperimkent
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cellule sono state risospese in RPMI senza siar@(e
secondi; poi la perfusione € stata continuata deMR
con istamina (1®M) e, alla fine, gli MDM sono stati
perfusi con PAF (16 M), come indicato dalle barre.
La traccia riportata € rappresentativa di 70 cellul
registrate in tre differenti esperimenti. Il parloeB
raffigura l'effetto dell'istamina dopo preincuban®
con l'antagonista recettoriale anti-Hlevocetirizina
(10° M), sulle concentrazioni intracellulari negli
MDM. Le cellule sono state risospese in RPMI senza
siero per 60 secondi; poi la perfusione € stata
continuata con RPMI supplementata con levocetaizin
(10° M). Dopo 300 secondi, I'istamina (£01) & stata
aggiunta alle cellule, come indicato dalle barrdaA
fine dell'esperimento, gli MDM sono stati perfusinc
PAF (10" M). La traccia riportata & rappresentativa di
80 cellule registrate in tre diversi esperimenti. |
pannello C mostra la quantificazione dell'effetto

dellistamina e dellistamina (10 M) piu la
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levocetirizina (16 M) sulle  concentrazioni
intracellulari negli MDM. | dati sono espressi come
media dei valori di calcio intracellulatt ES. * p <

0.01.
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Tabella |

Effetto degli agonisti H; and H, sulla secrezione dp-glucuronidasi e di IL-6 nei macrofagi polmonari unmani

Simolo S-Glucuronidasi IL-6
(% del contenuto cellulare) (ng/mg di proteine)
Mezzo 3.4+£05 0.58 £0.12
HTMT 10" M 6.9 + 1.6* 0.98 + 0.10*
10° M 7.1+1.9* 1.30 + 0.20*
Dimaprit 10" M 3.1+£0.8 0.55 £ 0.07
10°M 2.9+0.9 0.63 +0.09

Le cellule erano incubate (37°C, 2 h fileglucuronidasi e 6 h per IL-6) con le concentrarionicate di HTMT (agonista del recettorg)rb di
dimaprit (agonista del recettore;)HAlla fine dell'incubazione, il sopranatante eegcolto e centrifugato (1,00 4°C, 5 min). Il rilascio dellg-
glucuronidasi era eseguito con tecnica colorimat(#0) ed il dosaggio dell'lL-6 era eseguito contade ELISA. | valori del rilascio dellds-
glucuronidasi erano espressi come la percentudleodéenuto totale cellulare determinato su celligigte con 0.1% Triton X:00. | valori del rilascic
dell'lL-6 erano espressi come ng di IL-6/mg del tsonuto totale di proteine. | dati erano la metliaS di 4 esperimenti. * p > 0.05 vs. controllo



Tabella Il
Effetto dellEDTA sulla secrezione dell’'IL-6 indotta dall'istamina nei macrofagi polmonari umani

IL-6 (ng/mg di proteine)

Mezzo di coltura Mezzo di coltura + EDTA 10 mM
Controllo 0.92+£0.19 0.82£0.16
Istamina (16 M) 1.11 +0.21 0.86 +0.15
Istamina (10 M) 1.42 +0.28* 0.88 +0.16
Istamina (16 M) 1.69 + 0.27* 0.92+0.18

Le cellule erano incubate (37°C, 6 h) con le cotregioni indicate di istamina in RPMI o RPMI contenEDTA (10 mM). Ala fine
dell'incubazione, i sopranatanti erano raccolteatafugati (1,000 g, 4°C, 5 min) ed il rilasciollde- 6 era misurato con metodo ELISA. | dati er:
la media £ DS di 3 esperimenti.

*p < 0.05 vs. controllo
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