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. INTRODUZIONE. . .

| Le fosfolipasi Ag (PLA;) sono enzimi che catalizzano P’idrolisi
dell’acido  arachidonico (AA) dai fosfolipidi di membrana,
determiﬁando_ la formazione di acido arachidonico libero e di
lisofosfolipidi [1, 2]. L’AA viene successivamente metabolizzato
at‘traverso due vie enZimatiché: la via delle liposs.igenasi, che conduce
alla sintesi dei léucofriéni e la via delle cicloossige_nasi, che determina
la formazione di _. prostaglandine ¢ trombossani [3]. Leucotrieni,
prostaglandine e trombossani nel loro insieme costituiscono gli
eicosanoidi, una famiglia di molecole con attivita proinfiammatoria e
regolatrice‘ su mqlteplici_ funzioni cellulari e d’organo {4, 5]. Queste
- molecole intervengono, éd eéserﬁpioS nella regolazione del tono
\}ascolare, agendo coni¢ Vasodilatatéri (PGI;) o vasocostrittori (TxA;),
nella modulaz_ioﬁe' dell’aggregazione piastrinica (PGl " come
antiaggregante e TxA, come proaggregante), nella regolazione del
tono bronchiale (PGD; e cisteinil-leucotrieﬁi come broncocostrittori e
PGE, come bronéodilatatofe) e del flusso ematico renale [4, 5].
Negli ultimi anni molteplici PLA, sono state carattérizzate e
clonate (Tabella I). Le PLA, sono classicamente distinte in forme

citosoliche (CPLAZ),.presenti all’interno della cellula, e secretorie



_(sPLA,), contenute nei_granuli intracellulari e secrete nell’ambiente =

extracellulare in seguito ad attivazione cellulare. Le cP.LAz SONo
attivate da concentrazioni micromolari di célcio quali quelle presenti
all’interno delle cellule attivate [6].

Le sPLA, sono enzimi a basso peso molecolare (12-16 kD)
localizzati nei granuli cifoplasmatici e secreti, dopo stimolazione
cellulare, nell’ambiént_e extracellulare. Qui le sPLA; sono attivate
dalla presenza di concentrazioni di calcio millimolari necessarie per la
loro attivitd enzimatica [7]. Secondo la classificazione corrente le
SPLA; sono identificate da un acronimo formato da una 1¢ttera
‘minuscola che rappreseﬁté la specie di. provenienza (h: human; m:
mouse) _seguita dalla lettera “‘G*’ e dal numero fomano indicativo del
gruppo ed, eventualmente, dal sottogruppo. Ad esempio,. la sPLA,
umana di gruppo IB ¢ indicata dall’acronimo hGIB. Gli isoenzimi
delle sPLA, sbno distinti in gruppi e sottogruppi che differisconq tra
loro per sequenza aminoacidica, localizzazione cellulare e
concentrazioni di_Ca2+ necess.arie all’attivazione [8]. |

Numerose cellule inflammatorie umane sono in grado di liberare
sPLA,. Elevati iivelli di.'s.PLAzs sono stati riscontrati sia nei fessuti
sede di infiammazione [9]. Queste._osservazioni implicano .che

"inflammazione sistemica o locale ¢ associata al rilascio di sPLA;s in



__vivo e consentono_di ipotizzare che le sPLA; possano avere un ruolo

importante neﬂa flogosi.

L’espressione delle sPLA,; pud variare da fessuto a tessuto e,
nello stesso tessuto, pud modificarsi a seconda | delle condizioni
fisiopatologiche [10-12]. Nell’uomo, sia cel.iule residenti nei téésuti
(mastoéiti, ,rﬁacrofagi, cellule \epite.liali', cellule endoteliali e cel.lule‘
muscolari lisce) che cellule circolanti ..(basoﬁli, neutrofili, eosinofili,
monociti, linfociti) possonosint_etizzare. differenti isoforme di sPLA,
(Tabella I).

Le sPLA; ~sono  state. iniz_iélmente isolate nelle. secrezioni
digestive di rettili (gruppo 1A, GIA) ed insetti (GIII) e nel secreto
pancreatico_di. mammiferi (GIB) [13, 14]. Oltre alle funzioni digestive,
alcuni di questi enzimi esplicano effetti neurotossici (danﬁo neuronale
diffuso) e miotossici (necrosi delie fibrocellule muscoléri) [15].. Nel
1989 fu isolata e cafatterizzata sir_nultanearﬁente, dalle pi.astr'ine umane
[16] e dal liquido sinoviale di pazienfi affetti da artrite reumatoide
[17], una éPLAz diversa da quella pancreatica ed identificata come
sPLA, di gruppo IIA (hGIIA). Studi successivi hanno dimostrato che
le sSPLA; vengono s;:crete in quantitd elevate in numerosi altri ﬂuijdi
infiammatori [9]. Infatti, le SPL.A; sono presenti non soltanto a livéllo

sinoviale nei pazienti con artrite reumatoide [17], ma anche nel



_ plasma _di pazienti affet_‘;_i_ da_ patologie infiammatorie a carattere
sistemico, quali PARDS [18], I’insufficienza multiorgano (MOF) -
[19], la pancreatite acuta [20], lo _shock .s.ettic_:o 21] e le ustioni estese
[22] (Tabella II). T livelli sierici di sPLA; in queste patologie sono
significativamente correlati con la seveﬁté, la prognosi e la mortalita
[19-24]. Indagini recenti hanno dimostrato che alcune sPLA; sono
presenti nel lavaggio broﬁcoalveolare (BAL) sia di individui normali
[25] che di ?azienti asmatici € nel lavaggio nasale di pazienti con
rinite [26-28]. Il test di broncoprovocaiione speciﬁéo nei pazienti
asmatici induce un incremento da 3 a 5 volte dei livelli di sPLA2 nel
BAL [26, 27]. Una ovvia implic.azione della presenza di sPLA; nelle |
vie aeree & la possibilitd di generare alte concentrazioni di acido
arachidonico libero disponibile per la conversione in eicosanoidi da
parte delle cellule infiammatorie residenti (mastociti, macrofagi, etc.)
o reclutate (eosinofili) nello spazio alveolare dei pazienti con asma.
Inolire, le sPL:Az secrete nello Spazio alveolare .dei pazienti asmaticl
sono in grado di degradare il surfactante e di generare li‘sofosfolipidi
[27, 29], molecole dotate di attivita citotossica sulle cellule epiteliﬁli
[30] ed in grado di1 esercitare numerosi effetti sulle cellule

inflammatorie interagendo con specifici recettori di membrana [31].



_L’osservazione che le sPLA, vengono. prodotte e secrete in

.e'levate ql_iantité. in corso | di reazioni. infiammatorie ha condotto
all’ipotesi che esse possano svolgere un lmolo rilevante nei
meccanismi della flogosi. Alcuni sfudi ini.ziali_.condotti iﬁ modelli
sperimentali énimali hanno dimostrato che diverse sPLA; (GIA, GIB,
GIIA, GIII) sono in.grado di attivare alcune funzioni cellulari [8] quali
1.’esocitosi, la. produzione di citochine, di chemochine e di ossido
nitrico, I’espressione di molecole di superficie e 1’aumento della
sopravvivenza delle cellule inﬁammatorie [32].
Uno dei meccanismi pit conosgiuti con cui la sPLA; partecipa
alle reazioni infiammatorie & legato alla sua intrinseca capacitd di
generare acﬁdo arachidonico e lisofosfolipidi disponibili per la sintesi
- dei fnediatori lipidici dell’inflammazione (eicosanoidi e Platelet-
Activating Factor, PAY). Tuttavia, numerose evidenze sperimentali
hanno suggerito che Dattivitd enzimatica non sia 'unica responsabile
del meccanismo proinfiammatorio delle sPLA; [33]. In particolarc &
stato osservato éhe:
[§ I’iniezione intraarticolare o intradermica di sPLA;
enzimaticamente ina&ive in animali da esperimento riproduce,
anche se in maniera attenuata, le reazioni infiammatorie

causate dagli isoenzimi attivi [34, 35];



2)_ non ,,tutte,,le,,,sPLAg,,,ur'nan,e,‘,_do,t__a,t,e_:,,di,,attiyi,té,,pr,oinﬁammatoria,, S

sono in grado.d.i fnobilizzare ’acido arachidonico dalle cellule

| intatte (Tabella I) [36];

3) sPLA, prive di attivitd enzimatica riproducono, in vitro, gli
stessi effetti delle sPLA; cétaliticarnénte attive [37, 38];

4y gl inibitori_ dell’attivita enzimética‘ delle - sPLA, non .
aboliscono gli effetti proinfilammatori di queste molecole sia_in
vitro che in vivo [33].

Studi condoﬁi nell’uvltimo decennio indicano che le sPLA,
possiedono la capacitd di interagire con diverse molecole presenti
sulla membrana cellulare. Studi iniziali hanno dimostrato che le
sPLA; possono indurre. diverse risposte biologiche attraverso
I’interazione con siti di legame presenti sulle cellule bersaglio [39-41].
B stato 'diﬁlostrato che alcune- sPLA; possono legarsi a siti di
" membrana rappresentati da proteoglicani contenenti eparan-solfato
(Heparan- Sulphate ProteoGlycans: HSPG) [42] ed alcuni recettori di
membrana [43]. E stato quindi ipotizzato che le sPLA, possano
partecipare al proéesso inflammatorio ~ interagendo con queste
molecole di superficie. In realté,Astudi recenti hanno dimostrato che il
legame delle sPLA, .con gli HSPG consente alle sPLA, di essere.

internalizzate in domini ad alto contenuto di acido arachidonico [44,



45]._Pertanto, le sPLAg,,,Verrebb,erQ_M,Yei_col_ate____in___arﬁe____cellul_ari dovee

disponibile una elevata quantitd di substrato per la formazione di
eicosanoidi. Resta, tuttavia, da stabilire il ruolo dei recettori delle
sPLA, nelle reazioni infiammatorie.

I macrofagi sono cellule immunitarie ampiamente rappresentate

in diversi organi e tessuti umani (ad es. polmone, fegato, midollo,

sinovia, etc.) dove svolgono un ruolo fondamentale nella induzione e
mantenimento delle risposte inflammatorie ed immuni [46]. In
particolare, 1 méorofagi rappresentano  le .c.ellule immunitarie
predominanti nelle vie aeree sia degli individui normali che dei.
soggetti con patologie inflammatorie a carico deﬁ’apparato
respiratorio [47]. Peftanté queste cellule sono esposte in vivo ad
clevate concentrazioni di sPLA, secrete nel corso di malatfcie
respiratorie 'a carattere inﬁaﬁlmatorio. Nel polmone i macrofagi -
svolgono un ruolo predominahte in tutte le fasi della risposta immune
attraverso 1a. produzione di numerose molecole (preférmate 0
sintetizzate de novo) tra le quali ehzimi lisosomiali, mediatori lipidici,
metalloproteinasi, citochine e chemochine [48].

Gran parte dell.e malaﬁie associate ad elevati li{/elli di sPLA,

hanno, come caratteristica comune, la presenza di elevate

concentrazioni di citochine proinfiammatorie quali TNF-a,, IL-1 e IL-
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.6, nel circolo ematico [49]. T macrofagi tissutali costituiscono. la .. . .. _ .

principale _cellula d’origine di queste citOc.:'hine..E’. stato reéenfemente
disztrato che la sPLA, isolata dal veleno di. Naja mossambica
mossaméica (svGIA) e la sPLA; umana GIIA (hGIIA) stimolano la
produzione di IL-6 dai macrofagi polmonari umani attraverso un
meccaﬁismo indipendente dalla loro attivita enzifnatica [50]. Studi
condotti in bidpsie bronchiali e nei lavaggi broncoalveolari di asmatici
hanno dimostrato che, oltre alla GIIA, nel polmone umano $ono
espresse anche altfe sPLA; come la GIB, la GV, la GX e la GXIIl
(Tabella D). | | |
L’obiettivo di questo progetto ¢’ stato quello di identificare e
caratterizzare la presenza di sPLAz e di altri mediatori
dell’infiammazione nei lavaggi brqnchiali dei paéi.enti sottoposti ad
intubazione tracheale. Mediante 'uso di sPLA; ricombinanti umane,
abbiamo inoitrevalutato gli effetti di diverse isoforme di sPLA, sulla

sintesi di citochine e chemochine dai macrofagi polmonari umani

(HLM).
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MATERIALI E METODI. . .

"Reagenti e Tahéponi

I seguenti materiali sono stati acquistgti: il lipopolisaccaride
(LPS) da Escherichia coli sierotipo 026:B6, 1’a1bumina sierica umana.
| (HSA), l’albumina sierica bovina (BSA), la piperazina—N,N'-bis—2—
acido etansulfonico (PIPES), il Percoll®(densité1: 1,077), lé L-
glutammina, la soluzione antibiotico—antimicoticé (10.000 Ul/ml
penicillina, 10 mg/ml streptomicina e 25 pg/ml amfotericina B) ed il
Triton X-100 da Sigma (S‘;. Louis, MO). L’RPMI-1640, il
broméfenacilbromide .(B_PB), il diﬁotreitolo (DTT) ed il siero bovino
fetale (FCS) da ICN (Costa Mesa, CA). Gli anticorpi di coniglio anti—
fosfd—ERKl/2 (Thr202/Tyr204), anti—fosfo—p38 (ThrlSO/TyTISZ),
anti-fosfo-IxBa (Ser32), anti-IkB ed il composto PD98039 da Cell
Sigﬁaling, New England Biolabs = (Beverly, MA). L’ anticorpo di
coniglio aﬁti—ERK2 (C-14), anti-p38 (C-20), I’anticorpo di qapré anti-
GAPDH (V~18), gli anticorpi secondari coniugati a perossidasi dé
ﬂ Santa Cruz (Santa Cruz, CA). Il composto S]‘3203580' da_Calbchhem
| (La Jolla, CA). L’ TFN-y e l’IL;4 da PeproTéch (London, UK). Tutti

gli altri prodotti sono stati acquistati da Carlo Erba (Milano, Italia).
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Le _SPLAZ umane ric_ombinanti,__di__;gmppo 1B (hGIB), III (hGII),
V (hGV) e X (hGX), il mutante HA8Q della hGIB (hGIB-H48Q) e
I’anticorpo anti-recettore di tipo M di coniglio sono stati donati dal
Prof. Gerard Lambeau (IStifuto di. Farmacologia Molecolare e
Cellulare, Centro Nézionale di Ricerca Scientifica, Frahcia)_. Le sPLA,
- umane di gruppo | [TA (hGHA), XITA .(hGXIIA),. I’anticorpo anti-
recettore di tipo M di topo e il composto Me-Indoxam, sono stati
donati dal Préf. Michael H. Gelb (Dipartimento ‘.di Chimica e
Biochimica, Uhivérsité di Washington, Seattle USA). Le sPLA, hGIB
inaftivate cbn bromofenacilbromide (BPB) o con diitiotreitolé (DTT)'
sono state preparéte come descritto precedentemente [51, 52]. In
breve, 1é sPLA, hGIB é stata incubata per 4 oré a 37°C cqn I mM di
BPB Oppure per 2 ore a 50°C con DTT 10 mM Iprima dell’aggiunta
alle colture di maéfofagi. |

Il tampone PIPES & composto di 25 mM piperazina-N,N'-bis—2—
acido etansulfoﬁico (PIPES), 110 mM NaCl e 5 mM KCIl, pH 7,4 [53].
1l tampone PCG ¢ comp'osto da PIPES contenente 1 mM CaCl, ed |
g/l D—glucosio, pH 7.4. Il buffer di .lisi (LB) per il Western Blot ¢
composto di 20 mM Tris pH 7,5, 5 mM EDTA, ImM PMSF, 2 mM
benzamidina, 1.0 ng/ml leupeptina, 10 mM NaF, 150 mM NaCi, 1 mM

Na;VO,4, 1% Nonidet P40 ¢ 5% glicerolo. Il tampone TBST ¢
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___c_omp__qst_o 20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, e 0.1% Tween 20, pH.7.6._.. ..
11 tampone PBS & composto da 136 mM NaCl, 373 mM KCl, 681 mM

di KH,PO,, 123 mM Na,HPO, , pH 7,3.

Lavaggiq Bronchiale

. Appena re.clutato‘ il pazienfe, e quando possibile con .la sua

collaborazione, viene compilat.a una scheda anamnestic’a (Tabella

III). Nel caso in cui il paziente fosse gia intubato la scheda viene

compilata sulla base dellé documentazione clinica disponibile. In-
particolare vengono fiportati eventuali segni clinici o reperti di BPCO

supp'ortati. da Rx, infezioni delle alte o basse vie respiratorie, ARDS,

asma ed enfisema polmonare. Una \}olta terminata la compilazione

della scheda si procede al lavaggio bronchiale secondo il protocollo

standard. Il lavaggio bronchiale viene eseguito sempre in terapia

intensiva (UTI) cardiochirurgica, in pazienti intubaﬁ, collegati al

respiratore automatico volumetrico in modalita controllata (CMV).

La pfocedura viene effettuata secondo una stessa metodologia valida
per tutti i pazienti e consiste nell’utilizzazione di soluzione fisiologica

(NaCl 0;5 %) aspirata in una siringa da 20 ml. Conterr;poraneamente

si preﬁara un sondino di aspirazione sterile, siliconato e quindi molto

malleabile, lungo 60 cm con diametro 16 mm & alla cui estremita
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‘prossimale si  trova un _ contenitore sterile. Il paziente viene .. . .

temporaneamente scollegato dal respiratore nel punto in cui il tubo
_ oro-trache.ale (o riaso-trachealej e cormésso al filtro dél tubo coﬁugato_
e sl Ipro.cede Aal. lavaggio immetténd_o nel il tubo che va in trachea la
soluzione fisiologica éontenuta nella siringa; in que.sto modo il
lavaggio 'raggiunge faéilmente bronchi principali e brbnchioli.
Successivamente si ricollega il paziente al respiratore per 907", un
tempo utile.per far si che i muchi pit distali si distacchino, ed allo
scadere del tempo si disconnette di nuovo il paziente per permettere
l’intfodﬁzione del sondino sterile, a sua volta connesso al bocchettone
‘del vuoto, per tuita lla sua lunghezza .(~ 10 cm sono persi nel tubo) ¢
l’aépirazione della fisiologica mista a muchi che proce.donb
direttamente all’interno del contenitore sterile. Al termine si fa
riprendere al paziénte la respirazione assistita ed il contenitore col
lavaggio | _chiﬁso e catalogat;) si trasferisce nei laboratori
dell’ Allergologia ed Immunologia Clinica.

In léb_oratorio il lavaggio bronchiale viene centrifugato (8 min.,
4°C, 1500 rpm),.per' permettere la separazione .del fluido dal contenuto
cellulare. Al '.termi.ne della centrifugazione il surnatante (fluido
.bron.chiale) viene prelevato e sottoposto-a 2 centriﬁlgazioni. 11 pellet

cellulare viene risdspeso_in PIPES e sottoposto a ripetuti lavaggi
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_mediante centrifugazione. Al termine dei lavaggi le cellule vengono .

contate in camera di Burker e per valutare la p.er.centuale dei diversi
tipi cellulari. Le cellule vengono fissate con tecnica di Cytospin,
colorate e Visuali!zz.ate al microscopio. Successivamente nel fluido del
lavaggio bronchiale viene valutata la concentrazioné_ di proteine, i
livelli .di diverse citocﬁine proinfiammatorie e l’aftivité; .de.lla.

fosfolipasi A, secretoria (SPLA,).

Isolamento e purificazione dei Macrofagi Polmona?i Umani
(HLM )

I mac_rofagi sono stati isolati dal parenchima polmonare di
pazienti sottoposti ad interventi di chirurgia toracica, con una tecnica
utilizzata nel nostro laboratorio da molti anni. [501. 11 tessuto,
macroscopicamente sano ¢ stato tagliato in .piccoli frammenti e
sottoposto a filtrazione su strato .di Nytex (con pori di 120 pm di
diametro) mediante ripetuti lavaggi con PIPES. La sospensione
cellulare ottenuta ¢ stata centrifugata in gradienti discontinui di
Percoll. Le cellule sono state quindi risospese (10%ml) in RPMI |
contenente 5% di FCS, 2. mM di L-glutammina, e 1% di soluzione
antibiotica—ahtimicotica ed infine incubate .in piastre di polietilene a

37°C in un’atmosfera contenente il 5% di CO,. Dopo 12 ore il mezzo

16



_di coltura. ¢ stato rimosso ed i macrofagi aderenti sono stati lavaticon =

RPMI ed utilizzati per gli esperimenti.. Con questa procedura pit 'dél
98% delie cellule a'_derenti erano macrofagi cbme dimostrato dalla
positivita al test dell’o naftil-acetato esterasi 26 [50]..

In esperimenti che utilizzano i macrofagi non aderenti, le cellule
sono state eentrifugate ripetutémente su gradienti di Percoll fino ad
ottenere una purczza >95% come dimostrato dalla (ioppia positivita

per CD71/HLA DR valutata mediante citometria a flusso [38].

Incubazioni cellulari

I macrofagi aderenti s0”no stati incubati (37°C, 2 - 24 ore) in
RPMI-1640 contenenti concentrazioni crescenti (0,1 - 1.0 pg/ml) di
diverse SPLAz_.- Tutte le preparazioni di sPLA, s0no state
routinariamente testate per una possibile contaminazione da LPS
mediante un test speciﬁco (Limulus Amebocyte Test, INC) e scartate
se la concentrazione di LPS risultava superiore al limite di rilevazione
del saggio‘(0,125 EU/mD. .In esperimenti selezionati, le cellule sono
state preincubate (37)°C,.1 oraj con o senza [FN-y (1000 U/ml) e poi
incubate (37°C, 24 ore) con concentrazioni ottimali di sPLA, (10
ug/mi), LPS (10 pg/ml) o TL-4 (50 ng/ml). In altri esperimenti, i

macrofagi sono stati incubati con hGIB inattivata con BPB o DTT e
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con il mutante H48Q (hGIB-1148Q). In ulteriori esperimenti le sPLA, ..

sono state incubate (15 min, 37°C) con varie concentrazioni di Me-
indo.xam (0,01 - 10 pM), prima della stimolazione delle cellule.

Infine, negli esperimenti .con gii inibitori delle chinasi
intracellulafi i HLM sono stati preincubati (37°C, 1 ora).con diverse
concentrazioni di PD98059, SB203580, e poi stimolate (37°C, 6 ore)
con la sPLA,. Al termine delle incubazioni, i sopranatanti sono stati
recupefati, centrifugati .due volte .(.1.000 x g, 4°C, Smin.) e conservati
a -80°C i)er la successiva determinazione di citochine (TNF-OL, 11.-6,
[L-10, IL-12) e chemochine (CCL2, CCL4, CCL22, CXCLS). Le
cellule sono state, quindi, lisafe con Tryton X-100 0,1% per la
- successiva detefminazi(ﬁhe_ del contenuto totale di proteine [54]. La
percentuale di cellule vitali & stata valutata al termine di ogni
esperimento mediante la tecnica di esclusione del #rypan blue [50]. In

tutti gli esperimenti la vitalita cellulare & rimasta superiore al 95%.

Dosaggi ELISA di citochine e chemochine
La secrezione di citochine e chemochine nei sopranatanti delle
colture di macrofagi & stata misurata usando kit ELISA per TNF-a,

IL-6, IL-10,IL-12 e CXCLS da Euro Clone (Devon, UK) e per CCL2,
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CCL4, CCL22 da R&D_System (Minneapolis, MN). Il range. di_.___.

' linearita dei dosaggi'era tra 20 e 800 pg/ml per il TNF-q, tra 6 ¢ 200
pg/ml per I'IL-6 e I'1L-12, tra 12 e 460 pg/nﬂ_per II’IL_-IO, tra 15,6 e
1'000_ be/ml per la CCL2 e la CCLA4, tra 7,8 e 500 pg/ml per la CCL22
e tr.a 30 e 2000 pg/ml per la CXCLS. I risultati sono stati normalizzati
per il contenuto. totale di proteine in ciascun campione.. La |
concentrazione di proteine viene Valﬁtata utilizzando il metodq di

Lowry.

Determinazione attivita enzimatica delle sPLA 2

L’attilvité delle sPLAQ & stata misurata utilizzando membrané di
Escherichia Coli marcate con [PHJAA (New England Nuclear, Boston,
MA). L’attivitd delle sPLA; ¢ stata deteﬁninéta in Tri.s HCI 50 mM
(pH .7.4) e CaCl; 10 mM in un volume totale di 1.,0 ml. La reazio.ne &
stata innescata .dall’aggiunta di 0,1 pCi (97nmol) di membrane di
E.Coli marcate con ["HJAA. Alla fine dell’incubazione (90 min, |
37°C), la reazione & stata fermata mediante estraziéne dei lipidi con il
metodo di Bligh and Dyer .[5.)5]. Gli acidi grassi liberi sono stati isolati
dai fosfolipidi mediante crométbgraﬁa su strato sottile (Thin Layer
Chrbmatography, TLC) su. gél di silice G sviluppato in miséela di

esano/etiletere/acido formico (90/60/6, v/v). L’[P’HIAA & stato
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~ determinato. attraverso. I’analisi _delle lastre TLC plate con il sistema
Bi_osCaﬁ 200 (Canberra Packard, Milan, Italy) e {’area corrispondente
¢ stata isolate e grattata direttamente nelle vials per determinare la
radi_oattivité attraverso liquido scintillante. L’attivifél delle PLAZ &

stata calcolata ed espressa come nmoli di ["H]AA rilasciato/min.

Analisi Statistica
I risultati sono espressi come media &= ES di un numero variabile
da5a8 esperimenti. 11 valore di p & stato determinato con il test ¢ di

Student per campioni accoppiati [56].
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e RISULTATI

Standardizzazioné delle procedura del lavaggio bronchidle_

La.prima fase di questo studio ha consentito di standardizzare la
procedura e di mettere a punto il profocollo per il lavaggio bronchiale
vero e proprio. In quesfo studio sono stati selezionati tutti i pazienti
afferenti al reparto di cardiochirurgia ed incubéti per: diversi motivi:
intubazione pre—opgratoria, | pazienti cronici gia opefati o in fase
scompenso da operare. I pazienti esaminati sono stati raggruppati in 3
gruppi: pazienti con asma bronchiale (n=14) e pazienti con fibrosi
polmonare (n=14). Come gruppo di controllo ¢’ stato utilizzato un
gruppo di pazienti con patologie valvolari cardiéche sottoposti ad
intubazione pre-operatoria (n=19). In tutti i pazienti, al momento del
lavaggio bronchiale, non erano evidenti segni clinici, radiografici o di
laboratorio indicativi di infezidne pdlmonare. Nei pazienti' del gruppo
di controllo era presente una ipertensione polmonare secondaria di
grado lieve-medio (PAP stimata con metodica ecografica o mediante
cét_eterismo destro compresa tra 40 e 55 mmHg). In ogni caso , in
questi pazienti Qi controllo erano assenti segni d’inﬁammazibng delle
vie aeree ril.evabili alla'citologia del lavaggio. In particolare, non
risultavano aumentate le cellule totali del lavaggio e 'lé pefcenfuale di

neutrofili, eosinofili e linfociti.
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_______Ll.'_lzel.l_i__d.i___pmte_ine___e__Q_i_.toc_h_ine_nel Zavaggio,,broncoalfeolare -

In un primo gruppo di espérimenti ¢ stata valutata la pre.se_r.lza. di
citochine proinﬁammatéri-e nel fluido del lavaggio broncoalveolare. In
una prima fase, mediante il metodo di Lowry, sono stati misﬁrati i
valori medi di proteine nei liavaggi (n=10) che sono riéultati pari a 125
+ 25 pg/ml (controllo); 138 i 45 pg/ml (asmatici); 175 & 45 pg/ml
(pazienti con fibrosi). La differenza tra i pazienti noﬁ ¢ fisultata
signiﬁcaﬁva. Successivamente, con una tecnica ELISA sono stati
determinati i livelli di citochine proinfiammatorie (IL-6, TNFOL:ed IL-
8) nel lavaggio bronchiale. Il ra:r._);ge di linearita di questi d_osagg.i era :
12,5—206 pg/ml (IL-6), 25-800 pg/ml (TNF-at) e 125-2000 pg/ml (IL-
8). I livelli medi (+ ESM)-riscontrati nei lavaggi bronchiali. dei
pazienti di controllo sono stati 15,5_ + 7.3 pg/ml (IL-6), 32,1 £ 6,8
pg/ml (TNFe),175 £ 22 pg/ml. (IL-S). Non sono state rilevate
differenze sigﬁiﬁcatiyé nei livelli di IL-G, TNF-a, IL-8 tra pazienti

con asma o fibrosi polmonare ed individui di controllo.
Livelli disPLA; nel lavaggio broncoalveolare

In un secondo gruppo di esperimenti ¢’ stata valutata ’attivita’

totale della PLA, secretoria nei liquidi di lavaggio bronchiale
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. mediante il _dosaggio funzionale su membrane di E.coli radiomarcate

con acido arachidonico triziafo. In_particolarg, SOno staﬁ eséminaﬁ 28
| campioni di BAL prelevato da pazienﬁ con asma.bronchiale (n=14)0
ﬁbroéi polmonare (n.=‘ 14)._Questi risultati hanmo evidenziato che
P’attivita’ di sPLA, é’ significativamente aumentata nei pazienti con
asma bronchiale (41.5 £ 12.6). e één..ﬂbrosi polmonare (44.7 * 8.0)
rispetto al gruppo di controlio (10\.8 + 3.6) (Figura 1). 1 livelli di
SPLA;_ Sono stati quindi messi in'_reiazione él contenuto totale_di
protein¢ nel lavaggio. Questi dati indicano che esiste una correlazione
significativa (p<0.01) tra 1 livelli di sPLA; ed il contenuto di proteine
nei lavaggi del gruppo di controllo e dei pazienti coﬁ fibrosi
polmonafe (p<0.05). Non esiste invece alcuna correlazione tra i livelli
di sPLA; e di proteine nei lavaggi di pazienti con asma bronchiale.

Nel loro insierﬁe questi dati indicano che i livelli di sPLA, sono
signiﬁcativamente aumentati nelle vie aeree dei pazienti con malattie
infiammatorie croniche del polmbne 'quali I’asma e la fibrosi
polmonare ma non nei paziehti con -ipertensione polmonare
secondaria. L’osservazione che i livelli di SPLA, non sono correlati ai
livelli di proteine nei lavaggi di pazienti con asma suggerisce che in

questa patologia vi sia una secrezione attiva di questo enzima nelle vie
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__aeree, presumibilmente da parte delle cellule inflammatorie reclutate a

livello bronchiale.

' Isoforme di sPLA; nel lavaggio broncoalveolare

Successivamente abbiamo esteso queste osservazioni esaminando
le specifiche isoforme di sPLA, présenti nei BAL. di pazienti con
diverse pﬁeumopatie inﬁamﬁlatorie. In questo gruppo di esperimenti
sonb stati  esaminati pazienti con broncopn'eurnopatia cronica
ostruttiva (BPCO), polmonite da ipersénsibﬂité, fibrosi o sarcoidosi.
Gli stessi campioni sono stati analizzati lzﬁediante western blot con
anticorpi specifici dir¢tti contro le varie isoforme uﬁiane di sPLA,. I
risuﬁati indicano che le isoforme di sPLA, preéenti nel BAL sono
quelle di gruppo IB, III, V e X (Figura 2). Viceversa, ndn sono state
rilévate le isoform_e ITA, ITD, IIE, IIF, XIIA e XIIB. _QueSti dati ancora
preliminari indicano éhe le isoforme di SPLA, rilevabili nel BAL non
sono in _relazioné al tipp di malattia. Sebbene il nufnero di 'campiohi_
limitato non consente ancora una analisi statistiéa completa, questi
dati costituiscono la prirﬁa cgratterizzaziqhe delle isoforme di QPLA2

presenti nelle vie aeree dei pazienti con malattie infiammatorie

croniche del polmone.
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_Eﬁ”ertb della sPLA; sulla prod_uzione__di_____c_i_z:_o_c__h_ina____e__l_,c_hemochiné,ne,if,, B

mab#ofagi polmonari

Sulla base dei risultati ottenuti che di_mdstrano la presenza di
1ivéili. elevati di sPLA, né_l BAL di paZienti affetti da asma bronchia_le
¢ fibrosi, abbiamo voluto analizzare gli effetti di queste molecole
proinﬁammato-rie sui macrofagi polmonari che, nélle. vie respiratofie,.
rappresentano le cellule immunocompetenti }‘..)il‘l. numerose. In un
primo gruppo di esperimenti abbiamo Val-utato I’effetto di diverse
sPLA; ricémbinanti umane sulld produzibné del TNF-o. e della
CXCLS8/IL-8 dai niacrofagi polmonart umani (HLM). Queste
molecéle rap?resentano la principale citochina e chemochina proddtte
dai IILM. Le cellule sono state incubate’ (6 ore, 37°C) con
concentrazioni crescenti (0,1 — 10 pg/ml) di hGIB, hGIIA, hGIII,
hGV, hGX e hGXIIA. Le sPLA, hGIB, hGIIA, hGV e hGX
inducevano la secre_zion.e di TNF-a (Figura .3) e CXCLS (Figura 4)
in maniera concentrazione dipendente. Leffetto di queste sPLA,

risulta .signiﬁcativo alla concentrazione di 1 pg/ml e raggiunge il
massimo effetto a 10 pg/ml. Viceversa, le sPLA, hGIIl ¢ hGXIIA non

inducono la secrezione di TNF-ao e CXCL anche se Ia
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—.__concentrazione .viene aumentata fino a 20 pg/ml o se I’incubazione._.._ .

“viene prolungata per 24 ore (dati non fnostrati).

In uné serie successiva di esperimenﬁ abbiamo esaminato il
profilo di_ citochine e chemochine prod.otte dai .macrofagi polmonari
uﬁlani stimolati con la hGX. Questa sPLA2 & I’isoforma umana piu
efﬁéace nell’indurre 1’attivazione delle cellule infiammatorie. La
Figura 5 mostra 'effetto della hGX sulla secrezione delle piu
importahti citochine e chemochine ﬁrodotté dai macrofagi polmonari
umani. -La hGX induce la secrezione concentfaz_ione—dipendenté di IL-
6 e IL-10 dai HLM. In questi esperimenti, la sPLA; non induceva la

: .prodﬁzione di IL-12 anche quando le cellule venivano preincubate
(37°C, 1 ora) con IFN—V (1000 U/ml). L’TL-12 & efficacemente
prodotta dai HLM quando le cellule soné stimolate con LPS (10
ng/ml) .do.po preincubazione con IFN-y (LPS: 122 + 16 pg/mg di
proteine; cellule non stimolate: 22 + 3 pg/mg di pr'oteilne; p < 0,01).
L’incubazione dei HLLM con la hGX determinava anche la produzione
di diverse chemochine come MCP-1/CCL2 e MIP-1B/CCL4 (Figura
6). Al contrario, nessun effetté era rilevabile sulla segrézione di
MDC/CCL22, sebbene i HLM siano in grado di produrre tale
cher.nochina' quando vengono stimolati con. 50 ng/ml di IL-4 (IL-4:

7,73 £ 1,79 ng/mg di proteine; cellule non stimolate 2,22 + 0,54
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_..ng/mg di proteine; p < 0,01). I risultati di questi esperimenti indicano

- che alcune sPLA., ma non tutte, sono in grado di attivare la

produzione di diverse citochine (TNF-a > IL-6 > IL-10) e chemochine

(CXCIL8 >> CCL4 > CCL2) nei HLM .

Attivita enzimatica delle sPLA; presenti nel lavaggio broncoalveolare

In un altro gruppo di.espe'rimenti abbiamo iniziato a valutare la
capacita‘l delle sSPLA, di Iﬁobilizzare_l’AA determinando la capacita di
quattro | sPLA, di idrolizzare I’AA .da' _macrdfagi polmonari -
radiomarcati con "H-AA. Le sPLA; di gruppo IA é I, .ma non quelle
di gruppo IB e IIA, mobilizzano efficacemente I’AA dai macrofagi,
nonostante tutte le SPLAZ utilizzate dimostrino éttiﬁité enzimatica
sovrapponibile ﬁel il test standard che utili.zza le _membraﬁe di E. Coli
radiomarcate come substrato. Questi risultati indicano che alcune ma
non tutte le SPLA2 sono in grado di mobilizzare AA dalle cellule

infiammatorie umane.
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_Ruolo__dell attivita ,enzimarica, delle sPLA, nella_produzione di

cz"tochine. e chemochine dai mdcrofagi polmonari |

| E noto che le .SPLAQ pbsson'o indurre effetti biologici sia con -
meccanismi dipendenti dall’attivita enzimatica sia iﬁ maniéra'
indipendente da quest’ultima [32, 33]. Per comprendere se la diversa
éapacité delle SPLAZ di indurre .la produzione ‘delle citochine e.
chemochine dai macrofagi polmonari fosse correlata all’attivita
enzimatica della molecola, i maqrofagi Veniva:r;o incubati (6 ore,
37°C) con concentrazioni crescenti di hGIB la cui attivita enzimatica
era stata inattivata in maniera irreversibile cdn tre diverse metodiche.
In particolare, abbiamo utilizzato: 1) una hGIB inattivata dal
trattamento .farmacologico con bromofenacilbromide (BPB), un
inibitore selettivo del sito catalitico [57]; 2) una hGIB inattivata dal
trattamento con ditiotfeitolo (DTT), che altera la struttura secondaria
della sPLA; riducendo i ponti disolﬁ;ro [58]; 3) uﬁa variante della
hGIB in cui il residué di istidina in posizione 48 nel sito catalitico era
stato sostituito da un residuo di glutammina (hGIB-H48Q) mediante
mutagenesi Sito-diretfa [59]._ A questo proposito, ¢ importante
sottolinear_e che la mutazione H48Q delle ;PLAZ provoca la perdita
quasi totale 'dell’atti\}itz‘t.enz-imatica (~ 0,01% dell’attivita enzimatica

residua), ma determina solo. minime variazioni nella struttura
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_tridimensionale ¢ nella stabilita e non modiﬁc_a_.l.'a._capacité,,di,,legars_i,al e

recettore di tipo M [37, 59]'. Esperiménﬁ di controllo indicavano che
le sPLA, inattivate con BPB e DTT poésédevano rispettivam.ente
soltanto 1,9 e 1,6% dell’attivitél enzimatica mentre il mutaﬁte hGIB-
H48Q possedeva meno dell’1% dell’attivitd enzimatica residua. I
HLM stimolati con la sPLA, inaftivata con BPB o con hGIB—H48Q
rilasciavano quantita di TNF-a (Figura 7) comparabili a quelle
indotte dalle sPLA, attive. Viceversa,_ il .trattamento coﬁ DTT aboliva
corhpletamente la capacita della sPLA, di indurre la secrezione di
TNF-a. Analoghi risultati sono stati ottenuti quando ¢ stata valutata la
capacita délle sPLA,; enzimaticamente inattive di indurre la secrezione
di CXCLS (dati non mostrati). In queste condizioni sperimentali il
DTT non élterava la 'secrezione_ di TNF-a ¢ CXCLS indotta dall’LPS
(dati non mostrati), il che dimostra ché il DTT non influenza
aspe.ciﬂcamente la .capacité dei HLM di produrre citochine e
chemochine.

Que.sti risultati indicano che [’inibizione selettiva dell’attivita
eonzimatic'a (BPB e hGIB-H48Q) non altera gli effet“d indotti dalla
sPLA,; viceversa l’alferazione della struttura sec.ondaria (DTT)

abolisce la capacita della sPLA; di attivare i macrofagi.

29



Effetto di Meéindoxaiﬁ sulla produzione di citochine e chemochine
indotta dalla sPLA; nei macrofagi polmonari

Studi recenti hanno dimbstrato che Indoxam ed il éompo_sto ad
esso correlato Me-indoxa.m. s';)no le uniche molecole in grado di
bloccare simﬁltaneamente |’attivita enzimatica dell_e sPLA, [36, 60] ¢
il legame al recettore di tipo M [61, 62]. Infatti, queste molecole sono
staté inizialmente sintetizzate come inibitori dell’attivitd enzimatica
diretti contro il sito catalitico delle sPLA, [60]. Tut_tavié, studi di
mutagenesi sito-diretta | hanno dimostrato che aicuni residui sulla
7 superficie della sPILA; situati nelle VicinaHZe del sito catalitico sono
coinvolti ngll-’interalz_i.o.ne con il .rec.ettore di tipo M [63]. ?oiché 'lé
struttura a raggi XI del complesso hGX-Me-indoxam mostra che.una
porzione dell’inibitore. legato nel sito attivo della sPLA, & esposto
sullé superficie dell’enzima [39], & verosimile che il'legame. di questt
inibitori al sito catalitico delle sPLA, possa interferire anche con il
legame della sPLA2 al recettore di tipo M.

In un gruppo successivo di esperimenti abblamo valutato l’effetto
di Me-indoxam sulla secrezione di TNF-ot ¢ CXCL8 dai HLM. Me-

indoxam (0,01 — 10 pM) non alterava la secrezione basale di TNF-o. ¢

di CXCL8 dai HLM (dati non mostrati). La preincubazione (15 min,
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.37°C) _della . hGX_(1._pg/ml).con..concentrazioni. crescenti di Me-
indoxam, prima dell’aggiunta ai macrofagi, irﬁbiva in maniera dose
dipendente la secrezioﬁe di CXCL8 (Figufz; 8) e di TNF-a (dati non
mostrati). Il.valore di ICs, del Me-indoxam era di 320 &+ 87 nM. Per
esaminare se Me-indoxam bloccasse la produzione di citochine
attraverso un mecc;anismo non correlato al legame con la hGX,
abbiamo valutato ’effetto di questo compdsto sulla secrezione di
TNF-o. ¢ CXCL8 indotta dall’LPS. Neile. stesse | condizioni
sperimentali in cui la secrezione di citochine indotta.dalla hGX ¢
completamente soppressa, Me-indoxam non modificava la secrezione
di TNF-o. e CXCLSI indotta dall’LPS (TNF-a.: 1 pg/ml LPS, 14,58 =
3,25 ng/mg di protéine; 10 uM Me-indoxam f)iﬁ 1 pg/ml LP.S, 15,13 =
4,06; CXCL8: 1 pug/mi LPS_, 8_,54 + 1,62 ng/mg di proteine; 10 uM
Me-indoxam pit 1 pg/m! LPS, 7,93 = 1,86). Pertanto, Me—indoxam.
bloqca la produzione di citochine indofta dalla SPLAZI, ma non quella
attivata dall’LPS. Questi risultati éuggeriscono, inoltre, che 'l.a
produzione di citochine indofta dalla hGX non sia dovuta a
contaminazione con endotossina eventualmente presente  nella

proteina ricombinante prodotta in un sistema di espressione batterica.
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Come accennato in precedenza, Me-indoxam blocca non solo il
legame delle sPLA; al recettofe tipo M, ma anche D’attivita catalitica
di tutte le.sPLAg [36]. Per verificare che I'effetto inibente del Me-
indoxam fossg: realmente dovuto alla inibizione = del legame
sPLA,/recettore di tipo M abbiamo valutato se.questo composto fosse
in grado di bloccare la produzione di citochine indotta dal mutante
hGIB—H48Q ché & completamenfe privo di attivita enzimatica [59]. In
questi esperimenti la hGIB wild ype (WT) e la hGIB—H48Q (1 ug/ml)l
erano preincubate (15 min, 37°C) con una concentrazione ottimale (10
uM) di Me-indéxam e poi utilizzate per la stimolazione dei macrofagi.
Me-indoxam bloccava completamenté la S-,ecrezioned di TNF-a indotta
dalle due sPLA, (Figura 9). Risultati analoghi sono stati ottenuti sulla
produzioﬁe. di CXCL8 (dati non mostrati). Pertanfo Me—indoxafn
~ blocea la produ.zione. di citochine .in'dott_a dal mutanté hGIB—H48Q
cataliticamente inattivo. Queste osservazioni sono compatibili con
I’ipotesi che Me-indoxam inibisca la produzione di citochine e di
chemochine indotta dalle sSPLA, bloccando il legame della sPLA, al

recettore di tipo M.
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. DISCUSSIONE. ...

L’obiettivo primario di questo studio & stato la messa a punto di
una metodica per la determinazione _d_i mediatori proinfiammatori nel
BAL di pazieflti sottopqst.o' ad intubazione endotracheale.
L intubazione é. comunemente utilizzata é Scopo _terapeutico. in
pazienti';ottoposti ad intervanti di chirurgia cardiaca. I ﬁostri risultati
dimostrano che con questa metodica ¢ possibile ottenere una quantita
di ﬂuidolproveniente daﬂe .vie. aeree ade;guaté per sfudi cellulari e
molecolari. Un’osservazione origingie scaturita da questo studio &
stata l’identiﬁcézione di enzimi appartenenti alla classe delle PLA, nei
BAL di pazienti con diverse patologia croniche dell’apparato
respiratorio.

Le PLA; sono enzimi chiave per la formazione di mediatori
lipidici dell’infiammazione deriyati dall’acido arachidonico .[1]. La
presenza di questi enzimi fluido broncoalveolare rivesf_e quindi una
notevole importanza per la produzione locale di molecole .coim}olte
nello sviluppo dell’infiammazione. 1 nostri risultati indicano che
livelli misurabili -di PLA?~ sono presenti nel BAL di individui di
controllo. Questi livelli sono significativamente aumentati in BAL di

pazienti con asma bronchiale o fibrosi polmonare. Nel caso dell’asma,
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i livelli di PLA, nor_l.__a_orre.lano, con i livelli di proteine nel BAL il che .
suggeri_sce che vi sia una s.ecrezione in situ di questi | enzimi
Verosi.rni_lmente aa parte di c¢llule inﬁanﬁr_iatorie residenti (mastociti, -
macrofagi, cellule epiteliali, étc..)_. Esperimenti di western blot
dimostrano che lattivita PLA, rilevabile nel BAL di pazienti con
malattic inﬁammatorie polnionari e pressoc_hé totalmente dovuta alla
presenza di PLAz secretorie. Il nostro studio identifica iaer la prima
volte le isoforme di sPLA, secrete nelle vie aeree in pazienti con
infiammazione polmonare.

I risultati della seconda parte dello studio dimostrano che diverse
sPLA,; umane (GIB, GIIA, GV e GX) determinano la secrezione di
TNF-_(X,' e CXCL8 dai macrofagi polmonari umani (hGX > hGV >
- hGIB > hGH_A)'. In particolare, la hGX, l’isofofma umana piu attiva
sui HLM, induce la produzione di numerose citochine (TNF-c, 1L-6 ¢
IL-10) e chemochine (CCL2, CCL4 e CXCLS). L’attivazione dei
macrofagi polm.onari da parte delle sPLA, ﬁon ¢ correlata alla loro
attivitd enzimatica ed ¢ verosimilmente mediata daHa interazione con
un recettore specifico (é“ecettore‘M).

Lo spettro di molecole indbtte.dallelsPLAz nei HLM comprende
citéchine proinﬁammatorié (TNF—QL e IL-6), immunoregolatorie (IL-

10). e chemochine sia di tipo CC (CCL2, CCL4) che di tipo CXC
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(CXCLS). 11 profilo di citochine e chemochine indotto nei macrofagi .

polmonari umani indicé che le sPLA, possono avere un ruolo
importante nell’induzione e nella modulazione dell’infiammazione
polmonare e sulle risposte immunitarie locali. in particolafe, le elevate
quantit_ﬁ di TNF-a e CXCLS secrete dai macrofagi stimolati con le
sPLA; suggeriscono che questi r;lediatori possano potenziare le
risposte inﬁammatori.e a. livello pqlm(jnare. L’induzione di CXCLS,
CCL2e CCL4 suggeri_sce ché le sPLLA; contribuiscano al reclutamento
preferenziale di neutrofili e monociti nei siti dell’_inﬁammaziong:.
Qu_este osservazioni oftenute i vitro consentono di comprgndere
i risultati di precedenti esberiinenti ottenuti in vivo che dimostrané che
la somminisﬁrazione di sPLA, per via intradermica [35],. inalatoria
[64] od intraarticolare [34] induce un’intensa reazione inflammatoria
carattérizzata da una marcata inﬁltrazioné di neutrofili e di monociti.
E interessante sbttolincare che Ieffetto della hGX sulla sintesi di
cit_ochiné e chemochine appare relativamente seleﬁivo.' Non tutte le
citochine ¢ chemochine prodotte dai mécrofagi sono mdotte da questa
sPLA,. Ad esempio, la hGX non influenza la produzione di IL-12 e di
MDC che sono, invece, indotte rispettivamente dall’LPS e dall’[L-4.
Un ulteriore livello di selettivita & dimostrato dall’osservazione che

non tutte le sPLA; sono efficaci nell’indurre la produzione di
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~citochine. I risultati_di esperienze condotte dal nostro gruppo coni

macrofagi dimostrano infatti che Que_sta' rispost_a é. indotta dalla sPLA,
hGIB, hGITA, hGV e hGX, ma non da hGIII e hGXIIA (dati non
mostrati). Dal momento che queste sPLA; possiedono una attivita
enéimatica comparabile. [36], questo risultato suggerisce che
I’attivazione della secrezione di citochine ¢ chemochine non sia uné
caratteristica comune delle sPLA, ma sia limitata solo ad alcuhe
isoforme. Questo risultato suggerisce che I'idrolisi dei fosfolipidi di
membrana e la liberazione di AA non sia il meccanismo principale
responsabile dell’induzione delle citochine. Altri risultati dellnostro
studio confermano questa ipoteéi. Infatti, due differenti isoforrhe di
GIB (hGIB inatfivata da BPB e il mutante H48Q della hGIB), prive
dell’attivita catalitica, inducono la produzione di | citOchine e
chemochine dai HLM con efficacia sovrapponibﬂe a quella della
forma enzimaticamente attiva. D’altro canto se l’attivitél enzimatica
non ¢ coinvolta, i nostri dati dimostrano, tuttavia, che la struttura
secondaria e terziaria della sPLA; & essenziale per Dattivazione dei
macrofagi dal momento che la preincubazione della sPLA, con il
‘DTT,_ un composto che Nriduce | 1 ponti disolfuro, abolisc¢
completamente la capacita delle S.PLAz' di indﬁrre la secrezione di

citochine/chemochine.,
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.. Nel loro insieme questi risultati escludono I'ipotesi che Pattivitd -

idrolitica sia il meccanismo principale con cui le sPLAz inducono la
pr.oduzione. di citochine e chemochine nei macrofagi polmonari umani
e éostituisdéno un’ulteriore prova éhe le. sPLAz regolano alcune
funzioni cellulari mediante l’intera'.zi.o'ne con molecole di membrana.
quali, ad esempio, 1 recettori di tipo M o di tipo N. L’ipptesi che le ..
sPLA, deterrninino la secrezione di citochine e cherﬁochine nei HLM
attraverso l’interazione con il recettore di tipo M, ¢ sostenuta dai
risultati ottenuti negli esperimenti con Me-indoxam, ’unico agente
farmacologico finora disponibile 1n grado di bloccare il .legame tra le
sPLA; ed il recettore tipo M '[61, 62]. Ih questo studio abbiamo
dimostrato che Me-indoxam blocca la produzione di citochine indotta
sia dall’isoforma attiva che.. dal mutante cataliticamente inattivo della
hGIB (hGIB-H48Q). Poiché queste due isoforme di sPLA, hanno la
steséa capacita di interagire con il recettore di tipo M ’effetto inibente
del Me-indoxam ¢ verosimilmente dovuto al blocco del legame della
sPLA, al recettore di tipo M. Infine, il Me-indoxam non interferisce |
con la secrezione basale di TNF-o.e di CXCL8 dai macrofagi ¢ non
funge da inibitore aspecifico della produzione di citochine e
chemochiﬁe in queste cellule, dal momento che non blocca I’effetto

dell’LPS.
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In conclusione, i nostri dati dimostrano che le sPLA; sono potenti
stimoli in grado di indurre la produzione di citochine ¢ chemochine
nei macrofagi polmonari attraverso un meccanismo indipendente

dall’attivita enzimatica.

Implicdzioni fisiopatologiche

L’attivazione recettoriale dei macrofagi indotta dalle sPLA,
potrebbe avere importanti ripercussioni ﬁsiopatologiche in diverse
malattie inflammatorie dell’apparato respir'atorio'sia acute (pbl’moniti,
ARDS) che croniche (ad es. asma, BPCO, fibrosi). In queste patologie
la prodﬁzibne di citochine e chemochiﬁe attivate déile sPLA, potrebbe
conti"ibuire all’induzione ed al 'mantenimento della flogosi, a
promuoveré il reclutamento di celluie inflammatorie e a determinare il
rimodellamento tessutale. Le ISPLAZ possono svolgere un ruolo
nell’infiammazione attraverso meccanisfni multipli che comprendono
gli effetti mediati dalla interazione "con i recettori di membrana
(produzione di citochine € chemochine). Questi due fneccanismi delle

sPLLA, sono strettamente integrati e contribuiscono in eguale misura al
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ruolo proinfiammatorio delle sSPLA,. Per tale motivo & ipotizzabile che

farmaci in grado di bloccé.re gli effetti in vivo delle SPLAQ .debban'o
interferire con entrambe le attivita di queste molecolé (enzimatica e
recettoriéle). Questo scenario & confermato dai dati ottenuti in vivq
sugli inib.itori delle sPLA, che bloécano esclusivamente [’attivita
enzimatica. della sPLA,. Pur avendo questi inibitori prodotto dei-
risultati iiicoraggianti in diversi modelli sperimentali [65—68], essi si
sono rivelati assolutamente inefficaci nei #rials clinici-in pazienti con
diverse malattie infiammatorie croniche (artrite reumatoide, asma)
[69-71]. Pertahto,_ appare lecito prospettare che nuove molecole in
.gradd di interferire contemporaneamente con P’attivitd enzimatica e
con quella recettore-mediata delle sPLA,, potrebbero, in futuro,
rappresentare efficaci strumenti terapeﬁtici ‘per.- il trattamento delle

malattie inflammatorie.
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- —LEGEND ADELLEFIGURE - .. ..

FIG. 1: Live-lli'di sPLA;, nel BAL. Le sPLA, sono presenti nel
lavaggio broncoalveolare (BAL) sia di individui normali

. che di paziéntfasmaﬁci e con fibrosi. In questi ultimi, i

livelli di sPLA; sono circa tre volte piu elevati rispetto ai

pazienti di controllo. Analogamente, livelli di SPLAz piu

elevati rispetto agli individui normali si rilevano nel BAL

di pazienti con fibrosi polmonare idiopatica.

FIG. 2 Isoforme di sPLA, nel BAL. Nel lavaggio broncoalveolare
(BAL) di pazienti con COPD, Fibrosi e Sarcoidosi sono |

presenti le isoform_e IB,ITeV di sP_LAz.

FIG. 3: Effetto di diverse sPLA, sulla secrezione di TNF-o dai

HLM. Le cellule sono state incubate (37°C, 6 ore) con la

_hGIB, hGIIA, bvGII, hGV, hGX e hGXII alle
concéntrazioni indicate, La secrezione di TN_F—OL: & ‘stata

determinata nei sopranatanti mediante ELISA. I dati sono
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e Ja media = ES di sei esperimenti. %, _p < 0,05 vs verso.il.

gruppo di controllo

FIC. 4: Effetto di diverse sPLA; sulla Secrezioﬁe di CXCL-8 dai
HLM. Le cellule sono state incubate (37°C, 6 ore) con la
hGIB, hGIIA, vaIII, hGV, hGX e hGXII alle
concentraz.ioni indicate. La .secrezione di CXCL-8 e stata
determinaté nel sopranatanti mediante ELISA. I dati sono
la media = ES di sei esperimenti. *, p < 0,05 vs verso il

gruppo di controllo

FIG. 5: Effetto della hGX sulla secrezio_ne di citochine dai HLM.
Le cellule sono state incubate (37°C, 6 0 24 ore) con le
concentrazioni di hGX indicate. La secrezioﬁe di
citochine (IL-6, IL-10 e IL—12) ¢ stata determinata nei
sopranatanti rriediant_e ELISA. T valori sono espressi
come ng/mg di proteine. I dati sono la media £ ES di sei

esperimenti. * p < 0,05 vs. verso il ruppo di controllo
P : _ g

FIG. 6: Effetto della hGX sulla secrezione di chemochine dai

HLM. Le cellule sono state incubate (37°C, 6 o 24 ore)
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_.con le concentrazioni di hGX indicate. La secrezione di

chemochine  (CCLMCP-1,  CCLAMIP-IB o
CCL22/MDC) e stata determinata nei sopranatanti
mediante ELISA. T valori sono espressi come ng/fng di
proteine. I dati sono la media = ES di sei. esperimenti. * p

< 0,05 vs. verso il gruppo di controllo

FIG. 7: Ruolo dell’attivita enzimatiga sulla secrezione di TNF-a
dai HLM. Le cellul¢ sono state incubate (37°C, .6 ore) con la
hGIB enzimaticamente attiva (wild type), la hGIB inattiv.ata
con BPB (1 mM, 4 ore, 37°C), o con DTT (10 mM, 2 ore, 50
°C)econ il mutante hGIB-HéiSQ., La secrezione di TNF-u &
stata determinata nei sopranaf;anti mediante ELISA. T valori
SONo espreési comé ng/mg di prbteine. I dati sono la media
di quattro esperimenti + I’ES. *p < 0,05; § p < 0,01 vs il

gruppo di controllo

FIG. 8: Effetto di Me-indoxam sulla secrezione di CXCLS indotta
dalla hGX dai HLM. La hGX (1 ng/ml) & stata incubata
(37°C, 15 min) con o senza Me-indoxam prima di essere

aggiunta ai HLM. La secrezione di CXCL8 ¢& stata
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~ determinata nei sopranatanti mediante ELISA. I risultati

S0N0 espressi come percento di inibizione della risposta
massima indotta dalla hGX. I dati sono la media + ES di

quattro esperimenti. *p < 0,05 vs la hGX

FIG. 9: Effetto di Me-indoxam sulla éeérezione di TNF-a indotta.
dalla hGIB e dal hGIB-H48Q HLM. La hGX
enzimaticamente attiva (wild type) e il mutante hGIB—H48Q
(1 pg/ml) sono state incubate (37°C, 15 min) con o senza 10
pM  Me-indoxam prima deil’aggiunta agli HLM. La
secrezione di TNF-o ¢ stata determinata nei sopranatanti
mediante ELISA. I valori sono espressi ‘come ng/mg di
protein’é. I dati sono la media £ ES di quaftro éspgrimenti. *D
< 0,05; §, p < 0,01 vs i rispettivi gruppi di éontrollo non’

trattati
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