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INTRODUZIONE

La vasculogenesi rappresenta un paradigma di importanza critica
per lo sviluppo dell’embrione ma e un concetto solo di recente
introduzione nell’adulto. In eta adulta infatti, € secondaria ala
migrazione di cellule staminali emopoietiche (HSC) e di progenitori
delle cellule endoteliali* (EPC) di origine midollare verso i siti di
neovascolarizzazione, dove esse s differenziano in cellule
endoteliali, contribuendo alla organogenes vascolare. Fino a pochi
anni fa s pensava che la vascolarizzazione di tessuti ischemici
nell’ adulto fosse ristretta alla migrazione ed alla proliferazione di
cellule endoteliai mature, processo noto con il nome di
“angiogenesi”?. Tuttavia, crescenti evidenze suggeriscono che
progenitori di cellule endoteliali circolanti giungano ai siti di
ischemia e contribuiscano alla formazione di nuovi vasi sanguigni®
°>. Tale processo @ noto come “vasculogenesi”®’. Asahard® e
collaboratori hanno per primi descritto, nel sangue periferico di
individui adulti, un tipo di cellule circolanti, derivanti dal midollo
0sseo, con proprieta simili a quelle dedl’emo-angioblasto
embrionale. Tali cellule sono state isolate mediante selezione con

microsfere magnetiche eseguita sulla base dell’ espressione di un



particolare antigene di superficie, il CD34", che rappresenta un
potente marcatore fenotipico che identifica cellule ematopoietiche
agli stadi primordiali di sviluppo. Tali cellule hanno la proprieta di
assumere le caratteristiche fenotipiche delle cellule endotdliali, se
coltivate su piastre ricoperte da fibronectina, ed inoltre, di
proliferare e differenziars in celule endoteliali mature. Per tae
motivo sono state denominate Progenitori di Cellule Endoteliali
(EPC). Particolari stimoli (ad es. fattori di crescita) o condizioni
patologiche (ad es. ischemia) sono in grado di mobilizzare le EPC,
che sono cellule circolanti in piccole quantita nel torrente ematico,
capaci di impiantarsi nel Siti di neovascolarizzazione fisiologica e
patologica 0 nei tessuti danneggiati e di differenziarsi in cellule
endoteliai® Studi recenti, condotti sianell’ animale che nell’ uomo,
hanno dimostrato che le EPC sono in grado di migliorare lafunzione
del tessuti ischemici, siainducendo e modulando la vasculogenesi e
I’angiogenesi, in aree con ridotto apporto di ossigeno, che
stimolando la re-endotelizzazione di vasi ematici danneggiati®’.
Successivamente, sono stati identificati i markers che caratterizzano
funzionalmente le early EPC: il CD34, il vascular endothelial
growth factor receptor-2 (VEGF-R2)®° ed il CD133 che & un

marcatore precoce di celule staminali ematopoietiche e viene



espresso su cellule staminali e progenitori ematopoietici di midollo
osse0 umano, fegato fetdle e sangue periferico’™®. L’ origine
embrionale di tali cellule e tuttora controversa. Si ritiene che esse

originino nel midollo da un precursore emoangioblasto™**

, anche se
atri studi riportano che anche precursori mesenchimali non
ematopoietici possano differenziarsi in EPC in coltura™. Con
I'immissione in circolo tali cellule cominciano a perdere
I’espressione di CD133, e ad acquisire |’espressione di marcatori
caratterizzanti le cellule endoteliali. Tra questi, il CD31, che gioca
un ruolo importante nell’interazione adesiva tra cellule endoteliai
adiacenti cosi come tra i leucociti e le cellule endotdiali, la VE-
Cadherin, molecola fondamentale per I’ organizzazione di nuovi vas
ed il VWF, proteina multimerica che media |’ adesione piastrinica in
prossimita del danno endoteliale.

In definitiva EPC circolanti mature mostrano positivita per
CD34/VEGF-R2/CD3V/VE-Cadherin/VWF™.  Altri  studi  hanno
riportato che cellule della linea mieloide monocitica CD14" possono
differenziarsi in cellule con caratteristiche delle EPC'™®Y. Cog, le
EPC circolanti sembrano essere un eterogeneo gruppo di cellule

originanti da un precursore comune, I’emoangioblasto, localizzato

nel midollo osseo, e presenti nel sangue periferico in differenti stadi



di differenziazione endoteliale™. L’immissione in circolo delle EPC
dal midollo osseo € regolato da una grande varieta di fattori di
crescita, enzimi, ligandi e recettori di superficie’. Grande
importanzariveste in tal senso la sintasi di ossido nitrico endoteliale
(eNOS)™. L’ischemia’ tissutale induce produzione di fattori come
VEGF, che agendo sul suo recettore KDR attiva via-Akt la
fosforilazione di eNOS. La produzione di NO e essenzide per
|’ attivazione di MMP-9"°, enzima chiave, in virtu del rilascio di kit-
ligand da essa mediato, per la mobilizzazione di cellule staminali e
progenitrici®, incluso I’emoangioblasto. La concentrazione ematica
di EPC é bassa in condizioni normali. Uno studio riporta che il
numero di EPC in individui adulti ammonta a circa lo 0,002% del
totale delle celule mononucleate del sangue periferico,
corrispondenti a un numero di cellule che va da 70 a 210 per mi®.
Vasa e collaboratori®* hanno dimostrato che il numero e I’ attivita
migratoria delle EPC circolanti e inversamente correlato con i fattori
di rischio per CAD. Gli stess hanno dimostrato che il numero delle
EPC era un predittore indipendente della funzione endoteliae
rispetto alla presenza o meno de tradizionali fattori di rischio
cardiovascolari, suggerendo che I’ abbondanza delle EPC puo essere

un utile marker della funzione vasale e ddl rischio cardiovascolare.



Il fumo é il maggior predittore indipendente per la riduzione dei
livelli delle EPC, mentre una loro ridotta migrazione €
principalmente correlata ad ati vaori pressori. Tra gli effetti

pleiotropici delle statine®®?

, S annovera quello di mobilizzare EPC
atraverso il pathway di PI3k/Akt. Heiss e coll® hanno studiato la
disfunzione endoteliale correlata dl’eta, evidenziando una
danneggiata attivita delle EPC in individui anziani rispetto ai
giovani, che potrebbe esserne il substrato fisiopatologico.
L’iperglicemia colpisce in maniera importante la funzione delle
EPC, riducendone la sopravwivenza e adterandone il
funzionamento®™. Gli estrogeni inducono mobilizzazione delle EPC
e, invitro, sl sono dimostrati in grado di ridurre |’ accelerazione della
senescenza indotta dall’ azione dell’ angiotensina Il sull’ AT1IR®. Le
EPC giocano quindi un ruolo fondamentale nell’omeostas
vascolare. Uno del regolatori principali della funzione cardiaca e
vascolare e rappresentato dal sistema adrenergico. Tae sistema
controlla la vasodilatazione endoteliale attraverso i recettori
adrenergici o, e B (BARs). In particolare, B,AR, il pit abbondante
BAR nei vasi®’, modula il rilascio di NO, causando la dilatazione

endotelio dipendente®. T recettori B adrenergici sono “G protein

coupled receptors’ che regolano una serie di pathway intracellulari,



avviando numerose risposte specifiche in relazione a tipo di cellule
che li esprimono® . Recentemente il nostro gruppo ha dimostrato
che il B,AR gioca un ruolo critico nella proliferazione e nella
funzione delle cellule endoteliali, inclusa la neovascolarizzazione.
Infatti in un modello animale, |'overespressione indotta da un
vettore virale del recettore AR aumenta la neoangiogenesi in vivo,
documentata mediante angiografia digitale®. Scopo di questo studio
e valutare il ruolo del recettore B, adrenergico nella regolazione

della funzione angiogenetica EPC mediata.



MATERIALI EMETODI.

| solamento e car atterizzazione delle EPC

Le EPC sono state isolate in maniera analoga nel ratto e nell’ uomo.
In breve, le cellule mononucleate, estratte da 2ml di sangue ottenuto
da 10 ratti WKY mediante puntura cardiaca immediatamente prima
del loro sacrificio, e nell’'uomo da 120ml di sangue venoso
periferico prelevato da 3 volontari sani, sono state isolate mediante
gradiente di densitd ottenuto con Histopaque-1077 (Sigma)
centrifugando a 1300rpm per 30 minuti. La frazione di cellule
mononucleate € stata raccolta, lavata in “Dulbecco’s phosphate-
buffered saline” (DPBYS), i globuli rossi lisati con una soluzione di
ammonio cloruro (Stemcell Technologies) e purificata con 3
successivi lavaggi. Un totale di 2.5x10° cellule mononucl eate/cm?
sono state coltivate su piastre ricoperte da fibronectina (Biocoa®).
Le cellule sono state coltivate in Endothelial Basal Medium-2
(Clonetics) supplementato con EGM-2 Bullet Kit e 20% FBS. Dopo
5 giorni di coltura, il supernatante & stato rimosso e le cellule
aderenti lavate 2 volte. Le cellule adese sono state selezionate per la
captazione di lipoproteine a bassa densita (LDL) acetilate marcate

con 1,1'-dioctadecile-3,3,3',3'-tetrametilindocarbocianina (Dil-Ac-



LDL) (Molecular Probes) e per la lectina da Banderaea
Smplicifolia BS4 Isolectina B4 FITC-coniugata (Sigma). Le
cellule sono state prima incubate con Dil-Ac-LDL a 37°C per 3 ore
e poi fissate con formaldeide al 2% per 10 min. Dopo lavaggi
successivi, le cellule sono state fatte reagire con lectina per 1h. Le
cellule sono state quindi quantizzate mediante esame di 15 campi
random a microscopio a fluorescenza e le cellule positive per
entrambi i marcatori sono state identificate come EPCs. E' stata
effettuata anche |a RT-PCR per confermare ulteriormente

I’ espressione delle proteine marker endoteliali eNOS e VEGFR2.

Citometria di flusso

Le cellule in coltura sono state prelevate dalla piastra mediante
incubazione con tripsina per 5 min a 37°C. Un totale di 1x10°
cellule sono state utilizzate per I'analiss FACS. Gli anticorpi per il
recettore del VEGF (FIk-1) sono stati usati come anticorpi primari
(PE-coiugated VEGF-R2; BD Pharmigen). Come controllo isotipico

e stato usato un anticorpo anti-1gG.
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Western Blot

Le celule sono state stimolate con isoproterenolo a una
concentrazione di 10° M per 30 min, 1-2-4-6h e quindi raccolte
mediante buffer dedicati: MLB per il WB su B2AR e RIPA-SDS
buffer per pAKT e GRK2. Le proteine sono state analizzate
mediante elettroforess su gel SDS/PAGE e trasferite su PDVF.
B-AR, Serina 473 pAKT, GRK2, ERK totale sono stati visualizzati
con anticorpi specifici (Santacruz), anticorpi secondari anti-rabbit e
anti-mouse HRP-coniugati (Santacruz) e la chemioluminescenza

standard (Pierce).

Matrigel

| saggi Matrigel sono stati effettuati in six-well ricoperte con growth
factor-reduced Matrigel (10mg/mL;M Becton Dickinson, Bedford,
MA, USA) in accordo con le istruzioni del produttore. La
formazione della rete € stata osservata usando un microscopio a
contrasto di fase invertito, fornito di microscopio digitale (Nikon).
Sono stati presi i campi rappresentativi, e lamedia del numero totale
di tubi completi formati dalle cellule e stata calcolata mediante la

contadi 2 investigatori indipendenti in 15 campi pres acaso .
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Costrutti Adenovirali

Abbiamo utilizzato contrutti adenovirali codificanti per il gene wild
type del B,AR umano (B,AR-wt). Abbiamo amplificato geni f,AR
da DNA genomico attraverso PCR usando specifici primers e
subclonato in un vettore pcDNA3.2/V5/GW/D-TOPO (Invitrogen)
contenente il promotore del citomegal ovirus umano (hCMV). Sono
stati sequenziati DNAs plasmidici a fine di confermare il corretto
orientamento, il frame e I’identita. Cassette di espressione sono state
escisse e inserite nel sito Ascl del plasmide pShuttle-linker e il
plasmide risultante € stato usato per generare la prima generazione
di vettori adenovirali B,-wt come precedentemente descritto. Le
cellule sono state infettate ad un MOI di 100 PFU per cellula, in

presenza di siero per 3 ha 37°C.

Animali e Procedure Chirurgiche

Gli studi su animali sono stati effettuati in accordo con le linee
guida dell’ Universita Federico Il di Napoli. Ratti WKY di 12
settimane sono stati  anestetizzati con tiletamina (50mg/kg) e
zolazepam (50 mg/kg), I'arteria femorale comune destra € stata

isolata e chiusa permanentemente con sutura non riassorbibile
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mentre la vena femorale € stata campata. Attraverso un incisione
sull’ arteria eseguita distalmente alla sutura un totale di 1x10” EPCs
precedentemente transfettate con I’ adenovirus B,AR-wt sono state
iniettate per via intravenosa, @ momento della legatura chirurgica
dell’arteria femorale comune, mediante una cannula di plastica
Successivamente, la cannula e stata rimossa e la ferita chiusa per

strati.

Angiografiedigitali e determinazione del flusso ematico

Gli animali sono stati anestetizzati e la carotide comune di sinistra
esposta. Un catetere 50 PE e stato fatto avanzare in aorta
addominale appena prima della biforcazione iliaca, sotto visione
fluoroscopica (Advantix LCX, Genera Electrix). La vasodilatazione
massimal e e stata ottenuta con nitroglicerina (20ug i.@). Un iniettore
regolato elettricamente (ACIST Medical Sistem INC) e stato usato
per rilasciare a pressione costante (900 psi) 0.2 ml di mezzo di
contrasto (lomeron 400, Bracco). || numero di cine-frames per la
valutazione del “timi frame count” € stata misurata con un frame

counter digitale sul monitor adatto alla cine visione. Tutti gl

angiogrammi sono stati filmati con 5 frame/sec e sono St
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analizzati in doppio cieco da 2 investigatori. Il TIMI frame count
stato valutato dal primo frame nel quale s vedeva il mezzo di
contrasto entrare in arteria iliaca fino a frame in cui veniva

interamente visualizzata la prima biforcazione dell’ arteria del piede.
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Risultati

Caratterizzazione delle Endothelial progenitor cells

| progenitori circolanti delle cellule endoteliali si caratterizzano per
I’ espressione di marcatori tipici delle cellule endoteliali adulte. Al
fine dunque di caratterizzare le nostre cellule, abbiamo utilizzato
una marcatura immunoistochimica cui sono positive le cellule
endoteliali quali il Dil-Acl-LDL e lalectina. Cellule umane estratte
dal sangue in toto come precedentemente esposto®, sono state
coltivate su piastre rivestite da fibronectina e raccolte mediante
tripsinizzazione dopo 5 giorni. Le cellule cosi raccolte sono state
incubate rispettivamente con Dil-Ac-LDL e Isolectina B4 FITC-
coniugata. Le cellule sono state quindi anadlizzate mediante
microscopia e le cellule positive per entrambi | marcatori
identificate come EPC®. La figura 1 riporta la captazione dei due
fluorocromi da parte delle cellule. In particolare, il pannelo A
mostra I'immagine delle cellule in microscopia a contrasto di fase,
mentre i pannelli successivi mostrano, rispettivamente, le cellule

positive per Dil-Ac-LDL (B) e Isolectina (C). Mediante sovra-

15



imposizione delle immagini e possibile verificare la positivita per

entrambe i marcatori (pannello D) cheidentificale EPC.

Espressione di eNose VEGF R2

Le EPC s caratterizzano inoltre per I'espressione di proteine
endoteliali quali eNOS e VEGF-R2. Abbiamo quindi vautato
I’espressione di tali proteine mediante la RT-PCR in cdlule
coltivate per 5 (early EPC) o 21 (late EPC) giorni. Il pannello A
della figura 2, riporta I’espressione di eNOS e KDR nelle early-
EPC, mentre il pannello B mostral’espressione di tali markers nelle
late EPC. E' da notare come, in accordo con i dati esistenti in
letteratura, le early EPC mostrino una significativa maggior

espressione di VEGF-R2.

Espressione del recettore B, Adrenergico nelle “early” e nelle

“late” EPCs

Dopo aver caratterizzato le EPC, abbiamo valutato |’ espressione del
recettore B,AR, su tali cellule. Come riportato nella figura 3, il

recettore [, adrenergico risulta espresso sia nelle early (pannello A)
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che nelle late EPC (pannello B). Abbiamo dunque dimostrato per la
prima volta che il recettore 3, Adrenergico viene espresso sin dal
progenitori circolanti delle cellule endoteiai (early EPC)
confermando |’importante ruolo che tale recettore svolge nella

regolazione delle cellule endoteliali.

Effetto della stimolazione con isoproterenolo su B,AR, p-AKT e

GRK?2

L’ isoproterenolo € un potente agonista del recettore [, adrenergico.
Al fine di valutare funzionalmente il recettore 3, Adrenergico sulle
EPC, abbiamo effettuato una curva dose risposta utilizzando
concentrazioni da 10° a 10° M di isoproterenolo e vautando poi
| attivazione del recettore mediante analisi western blot della forma
attivata della chinasi del recettore adrenergico (p-AKT). Le
concentrazioni pit ate (10°) risultavano tossiche per le cellule
mentre quelle pitl basse (10°) risultavano inefficaci. L’ optimum di
risposta in termini di attivazione recettoriale era rappresentato da un
concentrazione di isoproterenolo di 10°M. Abbiamo dunque
condotto gli esperimenti successivi utilizzando sempre la stessa

concentrazione di isoproterenolo a divers intervali di tempo. La
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figura 4 mostra i risultati della stimolazione con isoproterenolo, a
tempi crescenti (controllo, 1, 2, 4 e 6 ore), di B.AR, p-AKT e GRK2.
E possibile notare come la stimolazione con isoproterenolo non
induca un aumento dell’espressione del recettore [, adrenergico
(figura 4 pannello A e B) né nelle early, né nelle late EPCs.
Tuttavia, tale stimolazione induce un aumento significativo
dell’ attivazione del ,AR come indicato da un significativo aumento
della concentrazione della forma attiva di Akt (pAKT). Tale
comportamento era evidente sia nelle early che nelle late EPC ed e
sovrapponibile alla risposta delle cellule endotelide adulte™.
Abbiamo infine esplorato I'effetto della stimolazione con
isoproterenolo  su  GRK2, wuna proteina coinvolta nella
desensitizzazione del recettore B, adrenergico. Come riportato nella
figura 4, I’agonista BAR isoproterenolo induceva una significativa
riduzione dell’attivazione di GRK2 sia nelle early che nelle late

EPC.
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L a stimolazione del recettore B,AR induce differenziazione delle

EPC

L’ espressione del recettore per il VEGF rappresenta una
caratteristica tipica delle cellule endoteliali. Tale recettore risulta
inoltre fondamentale per il processo di angiogenesi. Abbiamo
dunque studiato |’ effetto della stimolazione del recettore f,AR con
isoproterenolo sull’ espressione del VEGF-R2. Come riportato nelle
figure 5 e 6, la stimolazione del recettore f,AR con isoproterenolo
induce una differenziazione delle EPC come confermato dal
significativo aumento dell’ espressione del recettore per il VEGF.
Tale risultato era evidente sia nelle early- (figura 5) che nelle late-

(figura 6) EPC.

Effetto della stimolazione del ,AR sull’angiogenesi in vitro

Come precedentemente riportato, le EPC svolgono un importante
ruolo nella modulazione della angiogenesi. Il nostro gruppo ha
inoltre dimostrato come il recettore 3, Adrenergico svolga un ruolo

importante nell’angiogenesi. Abbiamo quindi valutato in vitro,
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mediante saggi di Matrigel, I'effetto sulla capacita angiogenetica
delle EPC della stimolazione del recettore 3, Adrenergico. Cellule
coltivate su piastre rivestite di fibronectina venivano prelevate
mediante tripsinizzazione e piastrate su 6 well rivestite con
Matrigel. Le cellule venivano poi stimolate per 1, 2, 4 e 6 ore con
isoproterenolo 10-° M ed andizzate al microscopio a contrasto di
fase. In queste condizioni venivano fotografati 5 diversi campi su
ogni piastra e determinata la lunghezza di ciascun tubulo
considerando come tale un segmento che mostrava una lunghezza
pari a 4 volte la sua larghezza. Come riportato in figura 7 la
stimolazione del recettore B,AR con isoproterenolo risulta in un
significativo incremento del numero di tubi formati rispetto al

controllo.

Effetto della stimolazione del B,AR sull’angiogenesi in vivo

Nostri precedenti studi dimostrano che |'overespressione del
recettore B,AR miglioral’ angiogenesi in vivo indottadall’ ischemia
Abbiamo quindi valutato il ruolo dell’ attivazione di tale recettore.
Tutti | ratti sono sopravvissuti dopo induzione chirurgica di

ischemiadell’ arto destro. Le angiografie effettuate nel ratti dopo 28
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giorni dalla legatura dei vasi femorali hanno mostrato un aumento
significativo dell’angiogenes nei ratti in cui venivano infuse le
EPC. Tale incremento era inoltre potenziato quando si infondevano

EPC transfettate con |’ adenovirus B,AR (figura 8)
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Discussione

In questo studio abbiamo dimostrato per la prima volta che le EPC
esprimono il recettore B,AR. Inoltre, la stimolazione del recettore
B-AR potenzia la capacita angiogenetica delle EPC in vivo ed in
vitro.

L’identificazione da parte di Asahara e collaboratori® nel torrente
ematico un particolare tipo cellulare, derivanti dal midollo osseo con
proprieta simili a quelle dell’ emoangioblasto embrionale, capaci di
assumere caratteristiche fenotipiche delle cellule endoteliae di
proliferare e differenziarsi in cellule endoteliali mature, ha aperto
nuovi ed interessanti orizzonti per laricerca scientifica. | progenitori
delle cellule endotelilai (EPC) hanno la capacita, tipica delle cellule
staminali, di contribuire ala vasculogenesi. Recenti studi hanno
dimostrato che le EPC sono in grado di migliorare la funzione dei
tessuti ischemici inducendo sia la vasculogenesi che I’angiogenesi e
stimolando la re-endotelizzazione di vasi ematici danneggiati™
giocando quindi un ruolo fondamentale nell’omeostas vascolare. |l
sistema beta adrenergico rappresenta uno dei principali regolatori

26-28 Il

del sistema vascolare nostro gruppo ha recentemente
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dimostrato che |’ overespressione indotta da un vettore virale del
recettore P,AR aumenta la neoangiogenesi in vitro ed in vivo®.
Poiché ad oggi hon sono noti dati sul ruolo del recettore B,AR nelle
EPC, abbiamo valutato in questo studio, I’ espressione ed il ruolo del
recettore B,AR alivello delle EPC. | nostri risultati dimostrano per
la prima volta che tale recettore € presente nelle cellule endoteliali
fin ddle prime fas del ontogenes come confermato
dall’espressione sia nelle early che nelle late EPC (figura 3),
sottolineando I'importante ruolo che tale recettore svolge nella
regolazione delle cellule endoteliali. Abbiamo quindi vautato
I"attivazione di tale recettore mediante stimolazione con
Isoproterenolo, un potente agonista del sistema adrenergico. La
stimolazione del recettore B,AR induceva un significativo aumento
dell’ espressione della forma attiva di AKT (figura 4) una proteina
che svolge un ruolo fondamentale nella crescita e nella
sopravvivenza cellulare promuovendo la differenziazione e la
progressione del ciclo cellulare e riducendo |’ apoptosi. L'aumento
di espressione del recettore per VEGF-R2 (figure 5 e 6) sia nelle
early che nelle late EPC conferma il ruolo determinante che la
stimolazione del recettore B,AR gioca nella differenziazione

cellulare mediante I’ attivazione di AKT. Inoltre, tale risultato €
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sovrapponibile a quanto gia riscontrato nelle cellule endoteliali
adulte. Nel'esplorare GRK, la proteina determinante la
desensitizzazione del recettore, abbiamo riscontrato che, a
differenza di quanto avviene nelle cellule endoteliali adulte, la
stimolazione del recettore B,AR provocava una significativa
riduzione di GRK2. Tale comportamento € stato gia dimostrato in
cuori fetali e neonatali di ratto da Zeiders e collaboratori®. |
progenitori delle cellule endoteiai quindi presentano un
comportamento tipico delle cellule endoteliali neonatali e fetali.
Avendo dimostrato I’ espressione del recettore B,AR nelle EPC, ne
abbiamo quindi valutato il ruolo nell’angiogenesi. E' interessante
notare come la stimolazione del recettore B,AR induca un
significativo aumento della capacita delle EPC di formare nuovi vasi
siain vitro che in vivo. Infatti, lo stimolo con isoproterenolo induce
un aumento significativo della formazione di network vascolare in
vitro (figura 7). Abbiamo infine esplorato se I’aumento funzionale
in vivo corrispondesse ad un aumento della capacita funzionale delle
EPC in vivo. In un modello animale di ischemia riperfusione, le
EPC sono state iniettate dopo overespressione adenovirus mediata,

del recettore B,AR. Come s evince dai filmati in figura 8, in queste
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condizioni |’ overespressione del recettore B,AR sulle EPC induce
un significativo miglioramento del flusso nell’ arto ischemico.

In conclusione, il nostro studio dimostra per la prima volta che il
recettore B,AR risulta espresso nelle EPC e che I’ overespressione di
tale recettore potenzia la funzione angiogenetica delle EPC.

La comprensione dei meccanismi di regolazione della funzione
angiogenetica delle EPCs e la possibilita di modularne la funzione
mediante farmaci /o tecniche di ingegneria genetica, apre la strada
ad interessanti prospettive terapeutiche nel campo cardiovascolare

ed oncologico.
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L egenda

Figura 1. Caratterizzazione delle Endothelial progenitor cells

Il pannello A riporta un’immagine a microscopio a contrasto di fase
in cui sono evidenziate EPC a 5 giorni di coltura dalla caratteristica
morfologia fusiforme (frecce). Nel pannelli B e C € mostrato lo
stesso campo microscopico dopo marcatura, rispettivamente, con
Dil-Ac-LDL e con Isolectina FITC-coniugata. Nel pannello D la
sovraimposizione di B e C evidenziale cellule positive per entrambi

I marcatori, identificate come EPC.

Figura 2. Espressione di eNose KDR nélle early elate EPCs

| pannelli A e B riportano I'espressone di eNOS e KDR

rispettivamente nelle early- e late-EPCs.

Figura 3. Espressione del recettore g, Adrenergico EPCs

Espressione di ,AR nelle Early (pannello A) e nelle Late (pannello
B) EPC. Ne riquadri inferiori € mostrata la normalizzazione con

ERK totale.
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Figura 4. Effetto della stimolazione con isoproterenolo su 2AR,
p-AKT e GRK?2

Sono mostrati i risultati della stimolazione con isoproterenolo, a
tempi crescenti (controllo, 1, 2, 4 e 6 ore), di B,AR, p-AKT e GRK2
nelle early (A) e nelle late (B) EPC. La stimolazione con
isoproterenolo non induce aumento dell’ espressione del recettore 3,
adrenergico né nelle early, ne nelle late EPCs. Tae stimolo induce
tuttavia un aumento significativo dell’ attivazione di Akt, mentre si
riduce I’attivazione di GRK2. Ne pannelli C e D é riportata la
rappresentazione istografica dei risultati suddetti. N= 3 per ciascun

esperimento, *<0.05 vs controllo; 8<0.05 vsisoproterenolo

Figura 5. Effetto della stimolazione con Isoproterenolo

sull’espressione di KDR nelle early EPC.

La stimolazione del recettore B,AR induce aumento di espressione
di KDR, come evidenziato dai grafici dell’analss FACS (pannello
A). Il pannello B riporta la rappresentazione istografica dei risultati
suddetti. N= 3 per ciascun esperimento, *<0.05 vs controllo 8<0.05

VS isoproterenolo
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Figura 6. Effetto della stimolazione con Isoproterenolo

sull’espressione di KDR nellelate EPC.

La stimolazione del recettore B,AR induce aumento di espressione
di KDR, come evidenziato dai grafici dell’anals FACS (pannello
A). Il pannello B riporta |la rappresentazione istografica dei risultati
suddetti. N= 3 per ciascun esperimento, *<0.05 vs controllo 8<0.05

VS isoproterenolo

Figura 7. Effetto della stimolazione con Isoproterenolo sulle

capacita angiogenetiche delle EPC in vitro.

Le immagini mostrano la formazione di tubuli su Matrigel dopo
stimolo con isoproterenolo. E' evidente come la stimolazione del
B>AR induca un aumento nella capacita delle EPC di formare tubuli.
| pannelli mostrano campi microscopici del controllo (A) e delle
cellule stimolate per 1 h (B), 3h (C) e 6h (D). Il pannello E riportala
rappresentazione grafica della conta dei tubuli. N= 3 per ciascun

esperimento, *<0.05 vs controllo
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Figura 8. Effetto della stimolazione con |soproterenolo sulle

capacita angiogenetiche delle EPC in vitro.

Le tre immagini riportano lo sviluppo di circoli collaterali nei ratti
sottoposti a resezione della arteria femorale destra. L’ immagine A e
riferitaa controllo. In B € mostrata un’immagine angiografica di un
ratto a cui sono state infuse EPC dopo chirurgia. Infine, in C e
riportata |’ immagine angiografica dell’ arto del ratto in cui sono state
infuse, @ momento della chirurgia, EPC che overesprimevano il
BAR. Il pannello D riporta il timi frame count per ciascuna
angiografia. N= 3 per ciascun esperimento, *<0.05 vs controllo

§<0.05 vs isoproterenolo
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Figura 1. Caratterizzazione delle Endothelial proge

A)

EPCs al microscopio a contrasto di fase Colora
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Figura 2. Espressione di eNos e VEGF R2
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Figura 3. Espressione del B2AR nelle “early” e nelle

B2-AR
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Figura 4. Effetto della stimolazione con isoproterenc
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Figura 5. Effetto della stimolazione del B2AR sull’espressic
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Figura 6. Effetto della stimolazione del B2AR sull’espressic

A)
40
B) 8 a0 * .
20
10
0

45



Figura 7. La stimolazione del recettore B,AR migliorala ce
EPCs in vitro
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Figura 7. La stimolazione del recettore B,AR migliorala ce
EPCs in vitro
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Figura 7. La stimolazione del recettore B,AR migliorala ce
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Figura 8. La stimolazione del
EPCs in vivo

A)

recettore B,AR migliorala ce
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