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INTRODUZIONE

E’ noto chel'obesita rappresenta uno dei principali fattori di
rischio per lo sviluppo di patologie cardiovascpldr,2]. Recenti
evidenze sperimentali hanno dimostrato come ilutesadiposo non
sia soltanto impegnato nella regolazione del mdisho energetico
ma svolgerebbe anche un ruolo piu complesso, agead® una
sorta di organo endocrino [3, 4]. Questa funzioegebbe esplicata
attraverso la produzione di molecole dotate dvisdtibiologica come
il fattore di necrosi tissutale (TNF), linterleuoa 6 (IL-6) e
I'inibitore dell’attivatore del plasminogeno di ol (PAI-1), oltre ad
una classe di molecole note com “adipochine”, @paatengono la
leptina, la resistina e I'adiponectina [5]. Tra sig I'adiponectina
eserciterebbe un ruolo protettivo nei confronti dprocessi
aterosclerotici [6], mentre non esistono dati univoirca il ruolo
relativo della resistina e della leptina nei mecsan di tale

patologia.



La leptina € un polipeptide formato da 167 ammindia
codificato dal geneb, implicato nella regolazione del peso corporeo
e del bilancio energeticf¥]. Negli ultimi anni, numerose evidenze
sperimentali e cliniche hanno dimostrato che taptide potrebbe
essere coinvolto nella patogenesi della sindroretalbolica8-13.
Infatti, elevati livelli plasmatici di leptina songolitamente dosabili
nel plasma di pazienti obesi. Inoltre, € stato ditraio che tal
pazienti presenterebbero una spiccata resistertatogale per la
leptina[14,15.

In particolare, Soderberg et al. hanno osservabtezentrazioni
plasmatiche di leptina significativamente piu etevaispetto al
normale in pazienti con infarto acuto del miocardicon ictus [16-
18]. Inoltre, Wallace et al. hanno evidenziato cdiagsociazione tra
elevati livelli sierici di leptina ed ipercolestéemia si correli ad un
aumentato rischio di andare incontro ad infarto ohebcardio e

procedure di rivascolarizzazione coronarica [19].



In questo contesto, particolarmente interessante laé
correlazione esistente tra obesita, elevati liy@lsmatici di leptina e
patologia cardiovascolare aterosclerotica.

La fisiopatologia della malattia aterosclerotigaonosce un
ruolo estremamente importante al reclutamento delédlule
mononucleate circolanti sulla parete vasale ed lalia successiva
migrazione nello spazio subendoteliale. Le cellnggrate nel
subendotelio andrebbero poi incontro a trasfornmezion “cellule
schiumose”, responsabili a loro volta della cogtdoe delle
cosiddette strie lipidiche. Queste ultime rapprémem il nucleo
Iniziale su cui si strutturerebbero poi le placchteromasiche
propriamente dette, caratterizzate da un nuclemlidp centrale
[20,21].

La migrazione cellulare attraverso I'endotelio alase mediata
dalle molecole di adesione cellulare (CAMs), nomehte non
espresse dalle cellule endoteliali. L'espressiartaldmolecole sulla
superficie luminale avviene infatti soltanto in sgg a stimol

inflammatori ed aterogeni [22,23].



Tra le varie molecole di adesione cellulare, lalevola di
adesione intercellulare di tipo 1 (ICAM-1) e la mobla di adesione
cellulare vascolare di tipo 1 (VCAM-1), sembraneestire un ruolo
cardinale nella mediazione di tali fenomg2i2-24.

In fasi piu avanzate della malattia ateroscleaptiesposizione
al flusso di sangue circolante della tromboplastiisautale, nota
anche come fattore tissutale (Tissue Factor, TF)deermina il
legame con il fattore VIl della coagulazione (FYkpn conseguente
formazione del complesso TF/FVlla, in grado di scere fenomeni
di trombosi intravascolare, come si verifica nel@ndromi
coronariche acute [25].

I TF €& una glicoproteina di membrana responsabile
dell’attivazione della via estrinseca della coagulae: essa, infatti,
legandosi al fattore VII (FVII), lo trasforma nelta forma attiva,
FVlla. Il complesso TF/FVlla esercita quindi att&vienzimatica sul
fattore X e sul fattore IX, trasformandoli nellspettive forme attive,
FXa e FIXa. La via estrinseca prosegue quindi \&tso la

cosiddetta via comune fino alla formazione di tramal2q].



Nella parete vascolare il TF e ampiamente rapptaten
nell’avventizia e nella tonaca media, laddove evd@no numerose
cellule muscolari lisce[27]. Al contrario, tale molecola non e
espressa sulla superficie delle cellule endoteliadirmalmente in
contatto con il sangue circolante in cui € veianlatFVII. In tali
cellule la trascrizione del RNA messaggero (MRNA&y g TF e
virtualmente assente in condizioni fisiologiche,ntne pud essere
attivata dall’esposizione a specifici stimoli, corhépopolisaccaride
batterico (LPS), alcune citochine, ed i radicdbeli dell'ossigeno,
con la conseguente espressione del TF sulla scigedelle cellule
endoteliali [28,29. Tale evento determina infine non soltanto
I'attivazione della via estrinseca della coagulagiocon conseguenze
deleterie per la pervieta vasale, ma e responsdeilattivazione di
diversi meccanismi di traduzione del segnale resgoh di
fenomeni quali la proliferazione cellulare e l'immlone di nuovi
pattern di espressione genica, con effetti proinimboni [30,31].

Negli ultimi anni, un crescente numero di evidenza

evidenziato la presenza di un forte legame tra lalatha



aterosclerotica ed i processi inflammatori nellaega vascolare.
Parallelamente, il ruolo della proteina C-reattifBCR) quale
predittore di futuri eventi cardiovascolari e stepwrtato in numerosi
studi, sia in soggetti apparentemente sani cheamepti con note
patologie cardiovascolaf32-34. In seguito a tali osservazioni, la
ricerca su questa molecola ha subito un notevgbeliso portando ad
una crescente mole di evidenze sperimentali suib ictale proteina
nella fisiopatologia dell’aterotrombosi, laddove egia veniva

tradizionalmente considerata un semplice indiceladekazione
inflammatoria di fase acutd35-37. La PCR €& abitualmente
sintetizzata nel fegato, in seguito alla stimolagioda parte di
citichine quali I'interleuchina-1 (IL-1), I'intenehina-6 (IL-6) ed il
fattore di necrosi tumorale (TNFE38]. In aggiunta, recenti evidenze
suggeriscono come la PCR possa essere sintetiaaatee da altre
popolazioni cellulari, tra cui le cellule muscoldisce [39 e gli
adipociti [40]. Inoltre, livelli elevati di PCR sono stati ripatt in
arterie [41] ed in bypass venos[42] di soggetti affetti da

aterosclerosi. Infine, elevati livelli plasmatici €CR sono stati



riscontrati in soggetti obep#3], suggerendo un potenziale legame tra
| processi metabolici, 'inflammazione e la makatiterosclerotica.
Gli inibitori dell'idrossimetil-glutaril coenzima-Areddutasi
(HMG-CoA), noti comunemente come “statine”, rappréano
attualmente uno dei cardini della prevenzione oaaBcolare
primaria e secondaria, grazie alla notevole quandit evidenze
sperimentali accumulate nel corso degli gdd47. In particolare, e
stato dimostrato come questi farmaci esercitinoloilo effetto
protettivo riducendo l'incidenza di eventi cardisealari maggiori
non solo in pazienti ipercolesterolemiegi5], ma anche in pazienti
con normali livelli plasmatici di colesterola@6]. Inoltre, numerose
evidenze sperimentali hanno evidenziato, sia inetiodnimali che
nel’'uomo, come tali farmaci siano in grado di agstabilizzando la
placca ateromasica, antagonizzandone la progressi@ontrastando
lo sviluppo della proliferazione neointimgk8-57. Tali effetti sono
evidentemente indipendenti dalla semplice riduziahe livelli

plasmatici di colesterolp47-5Q, tuttavia i meccanismi coinvolti nel



modulare tali effetti cosiddetti “pleiotropici” reso in gran parte
sconosciuti.

In tale contesto, scopo del nostro studio € dat@lutare - in
vitro - gli effetti della leptina sull’espressiodel Tissue Factor, delle
molecole di adesione VCAM-1 ed ICAM-1 e della pmo#e C-
reattiva in cellule endoteliali coronariche umamegagandone i
meccanismi molecolari. Inoltre, sono stati valutgibtenziali effetti
protettivi esercitati dagli inibitori dellHMG-CoAreduttasi sulla

sintesi e I'espressione leptina-indotta di tali ecalle.
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MATERIALI E METODI

Gli esperimenti sono stati condotti utilizzando |del
endoteliali coronariche umane (HCAECs, Cambrex Biaence,
Walkersville, USA), coltivate in mezzo di colturadothelial Growth
Medium-2 (EGM-2; Cambrex Bio Science, WalkersvilldSA)
arricchito con un pool di fattori di crescita pezilale endoteliali e
siero fetale bovino al 10%. Le cellule sono stdikzmate tra il 2° ed
il 5° passaggio al 90% venivano utilizzate peregperimenti. E’ stata
utilizzata leptina ricombinante umana (Sigma Chami€o., St
Louis, USA).

Al fine di escludere eventuali contaminazioni deatemiali e
dei reagenti utilizzati con endotossina battericRS), che avrebbe
potuto mimare 'azione della leptina sulle cellgledoteliali, e stato
utilizzato un saggio specifico, il limulus assayq®&hittaker), che ha
riscontrato bassi livelli di contaminazione conelivdi endotossina

<0.125 EU/mL (<12.5 pg/mL).
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Effetti della leptina sul m-RNA specifico per il TF

Gli effetti della leptina sulla trascrizione del MR del TF
sono stati valutati tramite Real-Time PCR (PolymeraChain
Reaction), dopo trascrizione inversa degli estrdte HCAECs
venivano incubate per 30 minuti con leptina (10miYy/ livello di
concentrazione comprendente la concentrazione mediptina
osservata nel plasma dei pazienti a piu alto risgier patologie
cardiovascolari [10-15]. Le cellule venivano quinavate con PBS
ed incubate nuovamente con mezzo fresco (EGM-2¢cbb siero).
L'mRNA totale veniva estratto al tempo zero ed g 80 e 120
minuti dopo stimolazione con leptina.

| campioni cosi ottenuti venivano retrotrascritir pttenere un
pool di cDNA che venivano successivamente analizzegdiante
“Real Time” Polimerase Chain Reaction. Cellule grtiali incubate
per 30’ con LPS (50ug/ml), stimolo noto per induespressione del
TF, servivano da controllo positivo. Viceversa,uel non stimolate

venivano utilizzate come controllo negativo.
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Cento nanogrammi di RNA totale per ogni singolo pame
venivano amplificati in triplicato in un volume d@azione di 5Qu
utilizzando il sistema “ABI PRISM 5700 sequence edéir”
(Applied Biosystems, Foster City, USA), secondo protocollo
messo a punto in precedenza, incubando i campid&ti°aC per 2
minuti, poi a 95° C per 10 minuti e poi sottopa@sti40 cicli articolati
come segue: 15" a 95°C ed 1’ a 60°C. Gli specdigonucleotidi
per GAPDH e TF umani venivano disegnati sulla lwhdle sequenze
pubblicate, utilizzando il software PRIMER EXPRES$8&pplied
Biosystems) e convalidati per la loro specificlta. rilevazione della
fluorescenza e la quantificazione veniva effettuatdizzando |l
sistema “SYBR-green chemistry” (Applied Biosystersster City,

USA), utilizzando uno standard interno.

Effetti della leptina sull’espressione e sull'atita del TF.
Cellule endoteliali coronariche umane venivano loata con
concentrazioni crescenti di leptina (10, 20, 50mpper sei ore, al

termine delle quali si procedeva alla valutazioe#'@spressione del
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TF attraverso un’analisi FACS. In breve, le celluémivano staccate
dal fondo della piastra di coltura al termine detlubazione con 10
mmol/L di EDTA in PBS in assenza di tripsina edubate con
anticorpo monoclonale coniugato con R-phicoeryridiretti contro
TF. 1l controllo era rappresentato da anticorpiettir contro
I'appropriato isotipo IgG. L'intensita della flusoenza veniva
valutata utilizzando un analizzatore FACSCalibur ect®n-
Dickinson, Franklin Lakes, USA).

Al fine di investigare se le molecole di TF espeessilla
superificie cellulare dopo stimolazione con la ie@t fossero
funzionalmente attive, in esperimenti aggiuntiviniv@ dosata
I'attivita procoagulante del Tissue Factor, medtanin substrato
cromogenico. Al termine del periodo di incubazione, cellule
endoteliali coronariche umane venivano lavate cB& Bd incubate
con PBS/albumina 1% a 37°C per 60’, al fine di béoe i siti di
legame aspecifici, successivamente queste veniwacubate con
FVlla (20nM Novo Nordisk A/S Gentofte, Denmark) pnesenza di

ioni calcio (5mM CaG) a 37°C per 10'. Le cellule venivano quindi
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lavate abbondantemente con PBS, per rimuovereliBR\on legato,
e successivamente incubate per 30’ con FX (175n\bi&dem-
Novobiochem, La Jolla, CA, USA) substrato per Rdth catalitica
del complesso TF/FVlla. La quantita di FXa prodp#gpressione
del Tissue Factor di superficie espresso dalleuleelendoteliali
coronariche umane, veniva misurato tramite l'ag@umli uno
specifico substrato cromogenico per il FXa (CronmzyX,
Boheringer Mannheim). Le variazioni di densita a@tia 405 nm
venivano quantificate tramite metodica spettrofattima e
convertite in unita di attivita del Tissue Factoaniite una retta di
taratura ottenuta con diluizioni standard di Tisdtector umano
ricombinante. In un altro set di esperimenti, akfdi investigare se
'aumento dell’attivita del TF sulla superficie kdare indotta dalla
leptina fosse dovuta a sintede novodella proteina oppure allo
smascheramento di un pool di TF gid sintetizzato pnesente
all'interno della cellula in forma inattiva (crigt) [51], le cellule
venivano pre-incubate con cycloeximide, un inimtatella sintesi

proteica, o con 5,6-diclorof#-D-ribofuranosilbenzimidazolo (DRB,
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10pg/ml), un inibitore della trascrizione del DNpsima di essere
stimolate con leptina (10 ng/ml). Infine, in altset di esperimenti,
sono stati investigati i potenziali effetti protettesercitati dalla
lovastatina, un inibitore della HMG-CoA reduttasel prevenire gli
effetti della leptina sullinduzione del TF. Cekul endoteliali
coronariche umane venivano coltivate in mezzo ttucd completo
ed arricchito con lovastatina (LuM). Giunte al 96&tla confluenza,
le cellule venivano stimolate con leptina e proagssome sopra

indicato.

Effetti della leptina sull’'espressione di VCAM-1IEAM-1.

Cellule endoteliali coronariche umane venivanabate per 12
ore con concentrazioni crescenti di leptina (10, 20 ng/ml) e
successivamente processate come descritto soprdicovun
monoclonali diretti specificamente contro VCAM-1 006),
ICAM-1 (CD54) venivano utilizzati per valutare Iessione delle

molecole di adesione presenti sulla superficiautzai.
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Anche in tal caso lintensita della fluorescenzanivae valutata
utilizzando un analizzatore FACSCalibur (Bectonineson,
Franklin Lakes, USA).

HCAECs stimolate con LPS (50ug/ml) per 12 ore, vand
utilizzate come controllo positivo; viceversa, addl non stimolate
rappresentavano il controllo negativo.

Al fine di valutare se le molecole di adesione espe sulla
superficie cellulare a seguito della stimolazionge ta leptina fossero
funzionalmente attive, in un ulteriore set di espenti abbiamo
investigato gli effetti della leptina sull’ades#@&itdei leucociti sulle
cellule endoteliali coronariche umane. In un primmmento, i
leucociti del sangue periferico sono stati sepadati sangue di
volontari sani attraverso centrifugazione secondalignte di densita
Histopaque. Poi i leucociti sono stati lavati dustey, risospesi in
mezzo preformato EGM-2 e sono stati in fine aggi(in® x 10°%ml)
ad un monostrato di cellule endoteliali coronaricimeane cresciute
In piastre da 24 pozzetti e prestimolate con Igptiame descritto in

precedenza. In un ulteriore set di esperimeniiel&one leucocitaria

17



e stata valutata in cellule endoteliali preventieate incubate con
lovastatina prima di essere stimolate con la leptidopo essere state
incubate per 60 minuti a 37C, le HCAECs sono state lavate con
EGM-2 precostituito al fine di rimuovere i leucaciton adesi,
mentre le cellule adese venivano contate manuaémeonh un
microscopio a contrasto di fase. Tutti gli espenthesono stati

effettuati in triplicato.

Effetti della leptina sull’espressione di N&B.

Al fine di investigare i meccanismi molecolariirelti
nell’espressione del Tissue Factor, ICAM-1 e VCANRtlotti dalla
leptina, in un altro set di esperimenti sono staisurati i livelli di
attivazione del fattore di trascrizione nucleare-#8- utilizzando
I'electrophoretic mobility shift assay (EMSA). HCAE venivano
coltivate come descritto in precedenza. GiunteGdb @i confluenza
le cellule venivano messe in quiescenza in mezdz@aato di siero
a basse concentrazioni per 12 ore. Tale passagmi@s0 necessario

per annullare l'attivazione del fattore di trasmie NF«xB, che

18



risulta essere coinvolto normalmente in moltephoeccanismi di
regolazione cellulare. Le cellule venivano quinatubate con dosi
differenti di leptina (10, 20, 50 ng/ml) per 30 min

Gli estratti nucleari venivano poi analizzati med& metodica
EMSA utilizzando I'oligonucleotidedouble strandcodificante la
sequenza di NkB marcata con B (5'-

ACTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3') [562]. Cellule endoteliali
guiescenti incubate con LPS (50 pg/ml) servivanmeaontrollo
positivo.

Inoltre, al fine di investigare il ruolo svolto dmllovastatina nella
modulazione di tale fenomeno, in un ulteriore setesperimenti
cellule endoteliali coronariche umane venivanoicale in EGM-2
arricchito con lovastatina (10uM) per 24 ore e pbimolate con
leptina (10 ng/ml) per 30 minuti. Le cellule venma quindi

processate come prima descritto per valutare llilidieattivazione di

NF-«xB.
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Effetti della leptina sul mMRNA specifico per la pi@ina C-reattiva

Gli effetti della leptina sulla trascrizione del MWR della
proteina C-reattiva (PCR) sono stati valutati ttemianalisi Real-
Time PCR dopo aver effettuato una trascrizionersevelLe HCAECs
venivano incubate per 48 ore con leptina (5 e Unhglivello di
concentrazione comprendente la concentrazione meidiptina
osservata nel plasma dei pazienti a piu alto risgier patologie
cardiovascolari [10-15]. Le cellule venivano quinavate con PBS
ed incubate nuovamente con mezzo fresco (EGM D¢ siero) e
I’'mRNA totale veniva estratto.

| campioni cosi ottenuti venivano retrotrascritir pttenere un
pool di cDNA che venivano successivamente analizzegdiante
“Real Time” Polimerase Chain Reaction. Cellule grtiali incubate
con LPS (50ug/ml) servivano da controllo positivdiceversa,
cellule non stimolate servivano da controllo negati

Cento nanogrammi di RNA totale per ogni slnogoampione

venivano amplificati in triplicato in un volume deazione di 5Qu
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utilizzando il sistema “ABlI PRISM 5700 sequence edétr’
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Gli spegifoligonucleotidi
per la PCR umana venivano disegnati sulla basee agmbuenze
pubblicate, utilizzando il software PRIMER EXPRES$8&pplied
Biosystems) e convalidati per la loro specificitas'-
GTGTTTCCCAAAGAGTCGGATACT-3’ e 5'-
CCACGGGTCGAGGACAGTT-3.. La rilevazione della
fluorescenza e la quantificazione veniva effettuatdizzando |l
sistema “SYBR-green chemistry” (Applied Biosystersster City,
USA), utilizzando uno standard interno. Tre espentindipendenti

venivano effettuati per ogni condizione.

Effetti della leptina sulla produzione di protein@-reattiva

Cellule endoteliali coronariche umane venivanoticale in
piastre da coltura con 6 pozzetti fino al raggiomgnto del 90% della
confluenza totale. La stessa densita veniva udile&Zzzper ogni
condizione sperimentale (1,5 x°1€ellule per pozzo di coltura). Le

cellule venivano incubate per 48 ore con conceiunazrescenti di
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leptina (5, 10, 20 ng/ml) oppure LPS (50 pg/ml). #&rmine
dell'incubazione, i sopranatanti venivano racce@ticoncentrati di
dieci volte (10x) mediante il sistema di concernitag Amicon Ultra
(Millipore, Billerica, Mass. USA). La concentrazemi PCR veniva
quindi determinata mediante un kit ELISA specifiper la PCR
umana (DSL Inc., Webster, Tex. USA), secondo lecamoni del
produttore.

In esperimenti anaoghi, le cellule venivano prelbata con
cicloesimide (10 ng/ml), noto inibitore della sisitgproteica, prima
della stimolazione con leptina allo scopo di valeitse la produzione
di PCR osservata fosse dovuta a nuova sintesi ahellacola. Inoltre,
essendo stato suggerito che lo stress ossidatis®apessere uno dei
mediatori degli effetti della leptina sulla sintesii PCR, in
esperimenti aggiuntivi, le cellule venivano preibate con
superossido dismutasi (SOD, 500 U/ml) prima dellacdazione.

Inoltre, allo scopo di valutare i meccanismi moladaalla base
deqli effetti della leptina sulla sintesi della @ma C-reattiva, in

ulteriori esperimenti le cellule venivano incubatkernativamente
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con pirrolidin-ditiocarbammato ammonio (PDTC, 10M)L un

inibitore dell’attivazione del fattore di trasciamie NFxB, U0126 (10
KM), un inibitore delle extracellular signal regielch kinases (ERKS),
G06-6983 (200 nM), inibitore della proteina kinasi(RKC), oppure
con Y-27632 (1 uM), inibitore di Rho kinasi.

Infine, allo scopo di valutare se le statine fogser grado di
modulare gli effetti della leptina sulla sintesi BCR, le cellule
venivano incubate in mezzo arricchito di sola loaasa (5 uM)
oppure con lovastatina (5 pM) in combinazione cavaonato (19

mol/l).

Meccanismi molecolari dell"azione della leptina fal PCR

Attivazione di Rho

L"attivazione di RhoA veniva valutata mediante @aggo di
attivita simil-ELISA (G-LISA; Cytoskeleton, Denvetolo. USA). In
breve, cellule endoteliali coronariche umane vemweoltivate come
descritto precedentemente ed incubate con lepifang/ml). In

esperimenti di controllo, HCAECs venivano coltivaite mezzo
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arricchito di sola lovastatina (5 uM) oppure covdstatina (5 utM) in
combinazione con mevalonato {lénol/l) prima della stimolazione
con leptina. Infine, in ulteriori sperimenti le kéé venivano
preincubate con G6-6983 (200 nM) oppure con SODD (BOmMI)

prima della somministrazione di leptina. Al termuhell’incubazione,
le cellule venivano risciacquate con con soluzi@adina “TRIS

bufferate” refrigerata e quindi lisate con i reagéorniti assieme al
kit di dosaggio. | lisati venivano quindi incubatipozzetti di ELISA
sul cui fondo era legato il dominio di legame ddRhotekina. La
concentrazione di RhoA veniva quindi valutata metia
immunofluorescenza sequita da una reazione colticae
misurando l'assorbanza a 490 nm. Sei esperimedipandenti

venivano effettuati per ogni singola condizionerspentale.

Attivazione di PK@
HCAECSs venivano coltivate in piastre da coltural@@ mm e
raggiunto il 90% della confluenza totale, venivaimgubate con

leptina (10 ng/ml) o con LPS (50 pug/ml) quale colhdr positivo. In
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ulteriori esperimenti, la valutazione dell’attiviti PKC veniva
valutata in cellule pretrattate con G6-6983 (200) ndppure con
I"inibitore del pathway di Rho Y-27632 (1 uM) primdella
stimolazione con leptina.

Le cellule venivano quindi lisate mediante un bufte lisi
(Tris-Hcl 50 nM, NaCl 100 nM, MgGI10 mM, EDTA 1 mM, NP-40
1%, Triton X100 0.1%, cocktail di inibitori dell@$fatasi, DTT, pH

7.5).

Western Blotting

Uguali quanita di estratto proteico (50 pg/campjorenivano
tenute ad ebollizione per 5 minuti dopo aggiuntasdiuzione di
Laemmli contenente il 5% @-mercaptoetanolo (vol/vol). | campioni
venivano quindi sottoposti a separazione elettaticat in un gel
SDS-PAGE al 7.5% e quindi trasferiti su una meméresh
nitrocellulosa. | filtri di cellulosa contenenti lproteine estratte
venivano quindi incubati per una notte a 4°C in swuzione

bloccante (20 mM Tris, pH 7.5, NaCl 500 mM, latte polvere
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scremato al 5%). Le stesse membrane venivano gunodbate con
un anticorpo monoclonale isotipo-specifico direttontro PK@

/Transduction Laboratories, Lexington, Ky USA) diu in una
soluzione bloccante (1:5000) per 1 ora a tempexaiumbiente e
quindi sciacquate con soluzione di lavaggio (Tris @M, pH 7.5,
NaCl 500 mM, Tween-20 0.2%). Infine, le membranaivano

incubate con IgG anti-mouse coniugati con per ass$idl:3000,
Amersham Corp, Louisville, Colo. USA) per 1 oraemperatura
ambiente e sciacquati per 30 minuti. Le bande spondenti a PKE

venivano quindi  visualizzate mediante chemilumieeza

intensificata.

Saggio di attivita di PK@

HCAECs incubate come riportato precedentementevaani
processate per la valutazione dell attivita di BKI mediante uno
specifico kit per il saggio di chinasi TruLight (Bechem,
Darmstadt, Germany), in base alle indicazioni debdpttore.

L attivita di PK@3 veniva valutata mediante analisi del segnale
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colorimetrico generato dalla fosforilazione in saridi uno specifico

peptide substrato (RFARKGSLRQKNYV).

Analisi statistica.

| dati sono presentati come media = DS. Le difieestra
gruppi sono state determinate mediante analisiamaita ANOVA
seguita da un test t di Student con correzioneotif@roni. L'ipotesi

nulla é stata rigettata per un valore di p<0.05.
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RISULTATI

Effetti della leptina sul TF-mRNA.

Cellule endoteliali coronariche umane in condizibasali non
esprimevano livelli misurabili di RNA messaggeralizante per il
Tissue Factor. Trenta minuti dopo l'aggiunta di tiep alla
concentrazione di (10 ng/ml), era apprezzabilazZiale incremento
dei livelli di mRNA per il TF rispetto a quelli mentrabili in cellule
in condizioni basali, raggiungendo il picco a 60nuti per poi

cominciare a decrescere a 120 minuti (Figura 1).

Effetti della leptina sull’espressione del TF.

Le cellule endoteliali coronariche umane non espviamo
livelli misurabili di TF in condizioni basali, qudn perdo queste
venivano esposte alla leptina i livelli di TF vailtitcon analisi FACS
aumentavano in maniera dose dipendente (FigurdAlR). stesso
modo, l'attivita procoagulante del TF non era indiabile in
condizioni basali e I'esposizione alla leptina ioeva un incremento

significativo e dose dipendente dell’attivita dél {Figura 3A).
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Analoghi esperimenti, in cui la valutazione deielivdi TF veniva
effettuata dopo aver incubato le cellule con umcanto monoclonale
“bloccante” diretto contro il TF, confermavano chattivita pro-
coagulante misurata era legata effettivamente @ésenza di TF
sulla membrana plasmatica. Inoltre, I'induzione TElda parte della
leptina richiedeva la presenza di una sintesi patde novo Infatti,
Il pre-trattamento delle cellule con cicloesimide inibitore della
sintesi proteica, e con DRB, inibitore del procedstrascrizione, era
in grado di inibire quasi completamente tale fenoem@-igura 3B).
Infine, il pretrattamento con la lovastatina ridugen maniera
significativa gli effetti esercitati dalla leptirsall’espressione del TF
e, di conseguenza, sull'attivita procoagulante wiksga molecola. Il
pretrattamento delle cellule endoteliali con PDirhitore specifico
del fattore di trascrizione NkB (100 umol/L), aboliva gli effetti

della leptina sul TF (Figura 3B).

Effetti della leptina sulle molecole di adesione.
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Le cellule endoteliali coronariche umane non skat®
esprimevano bassi livelli di ICAM-1 e VCAM-1. L'inbazione con
leptina induceva I'espressione di entrambe le nadecsulla
superficie cellulare (Figura 2). Al contrario, itgtrattamento delle
cellule endoteliali con PDTC, inibitore dell’attmane di NFkB,
determinava una diminuzione dell’espressione taditolCAM-1
guanto di VCAM-1. Inoltre la preincubazione con dstatina, un
inibitore della HMG-CoA reduttasi, preveniva sigodtivamente
I'espressione di ICAM-1 e VCAM-1 indotta dalla leys.

Esperimenti aggiuntivi, atti a valutare la funadta delle
molecole VCAM-1 ed ICAM-1 espresse sulle HCAECs,
dimostravano l'aumento significativo dei leucociadesi alle
HCAECSs indotto dalla leptina. Come atteso, in deljoretrattate con

lovastatina e PDTC, tale fenomeno non era osse(Faiara 4)

Effetti della leptina sull’attivazione di NFB.
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Al fine di investigare i meccanismi molecolari coalti
nell’espressione di TF, ICAM-1 e VCAM-1 indotti dklleptina,
abbiamo ipotizzato che il fattore di trascrizione-kB potesse essere
responsabile di questo fenomeno. Pertanto, gliatistnucleari
ottenuti da cellule endoteliali stimolate con lepti sono stati
analizzati utilizzando la metodica nota come EM&Ame previsto,
cellule endoteliali quiescenti non presentavanwagione di NF«B.
Viceversa, I'esposizione delle cellule a concemtraizcrescenti di
leptina determinava il progressivo incremento, edipendente,
dell’attivazione di tale fattore di trascrizionadéra 5).

Il pre-trattamento delle cellule con pirrolidinidtcarbamato
ammonio (PDTC, 100 pmol/L), un inibitore non speaf
dell’attivazione di NF«B, per 30 minuti prima della stimolazione con
leptina (10 ng/ml), riduceva significativamentespeessione del TF,
sottolineando il rapporto di causa-effetto esigtemna attivazione di
NF-«B ed espressione del TF. La presenza della lovastatel
mezzo di coltura riduceva significativamente Regtzione di NF<B

indotta dalla leptina suggerendo che gli effetéiresati da tale classe
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di farmaci sull’espressione del TF dipendono didla azione sulla

via di attivazione di tale fattore di trascrizione.

Effetti della leptina sul PCR-mRNA.

Cellule endoteliali coronariche umane in condizibasali non
esprimevano livelli misurabili di RNA messaggerdaif@ante per la
proteina C-reattiva. Bassi livelli di PCR eranevibili in seguito a
stimolazione con leptina alla concentrazione dgbmni. Al contrario,
si verificava un significativo incremento dellagcaizione della PCR
in seguito a stimolazione delle HCAECs con leptidla
concentrazione 10 ng/ml, pari a quella riscontealml soggetti con
malattia coronarica aterosclerotica o a rischio futuro infarto

miocardico [10-15] (Figura 6).

Effetti della leptina sull’espressione della PCR.
Le cellule endoteliali coronariche umane non espviamo
livelli misurabili di PCR in condizioni basali. Tiatvia, quando queste

venivano esposte alla leptina si verificava espoassdi PCR, con
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picco di concentrazione a 48 ore dalla stimolazidter tale motivo,
veniva scelto tale tempo di incubazione per vadutgli effetti di
concentrazioni crescenti di leptina mediante dosadf ISA ad
elevata sensibilita della concentrazione di PCR.

In tali esperimenti, si osservava un effetto dogendente
della leptina sull'induzione della produzione dotgina C-reattiva
(Figura 7A). In particolare, si verificava un inorento significativo
della concentrazione di PCR rispetto ai livelli &lasn seguito a
stimolazione con leptina a livelli simili a quetiscontrati nel plasma
di soggetti con malattia coronarica aterosclerotj¢@-15]. La
preincubazione con cicloesimide, noto inibitordalsintesi proteica,
era in grado di prevenire tale effetto della leptsui livelli di PCR,
suggerendo che wuna sintesi de novo fosse resptsabi
dell'incremento di concentrazione di PCR riscootrdllo stesso
modo, in cellule preincubate con SOD la leptina sortiva alcun
effetto sui livelli di PCR. Tale riscontro suggeesun ruolo per i
radicali liberi dell’ossigeno nel mediare gli effetella leptina sulla

PCR (Figura 7B).
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Al fine di valutare i meccanismi molecolari convalell’azione della
leptina, HCAECs venivano preincubate alternativaimeon PDTC,
NF-kB, U0126 o G0-6983 prima della stimolazione corifep Solo
la pre-incubazione con G6-6983 (inibitore di PKEa & grado di
prevenire gli effetti della leptina, al contrarib trattamento con
PDTC o U0126 non aveva alcun effetto sulle coneerdni di PCR,
suggerendo che I'induzione di PCR da parte dghtinie sia mediata
dall"attivazione di PKC (Figura 7C). Inoltre, andhpre-trattamento
con la lovastatina, inibitore della idrossimetilglul coenzima A
(HMG-CoA), era in grado di prevenire |"azione del&ptina sui
livelli di PCR. In aggiunta, un effetto analogo wen osservato in
seguito al pre-trattameno con Y-27639, inibitore Rho Kinasi

(Figura 7D).

Meccanismi molecolari dell’azione della leptina
Attivazione di RhoA
Come €& possibile osservare nella figura 8, la idapt

determinava |"attivazione di RhoA. Il pretrattanebn lovastatina
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preveniva tale effetto. Mentre la co-incubazione d¢ovastatina e
mevalonato revertiva [effetto della lovastatinaipristinando
I"attivazione di RhoA. Inoltre, in cellule trattaten SOD, la leptina
non era in grado di indurre [|attivazione di Rhohfine, il

pretrattamento con G6-6983 non aveva alcune eféettcattivazione

di RhoA indotta dalla leptina.

Attivazione di PKC

Avendo osservato che il trattamento con GG-698Biceva
significamente gli effetti della leptina sulla pragone di PCR, in
esperimenti aggiuntivi abbiamo valutato direttareegit effetti della
leptina sulla fosforilazione di uno specifico pegtisubstrato da parte
di PKCB. La stimolazione delle HCAECs con leptina deteaaaun
significativo incremento dell attivazione di PRJincremento del
9.8% nella fosforilazione del substrato, rispettoantrollo). La pre-
Incubazione con lovastatina o Y-27632 prevenivaigativamente

|"attivazione di PK@ indotta dalla leptina, anche se tale effetto
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risultava meno pronunciato rispetto al pre-trattatmecon G6-6983

(Figura 9).
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DISCUSSIONE

| risultati del presente studio evidenziano comeldptina
eserciti un ruolo importante nella fisiopatologialld malattia
aterosclerotica e nello sviluppo delle sindromioc@riche acute. In
particolare, in cellule endoteliali umane prelevatal distretto
coronarico, abbiamo dimostrato che:

1) la leptina é in grado di indurre I'espressione dRMA specifico per
il TF;

2) a tale effetto si associa l'aumento dell'espressialel TF sulla
superficie cellulare e - dato fisiopatologicamemtaportante -
dall'incremento dell'attivita procoagulante sullgperficie cellulare;

3) la leptina induce I'espressione delle molecoleddisione, VCAM-1 e
ICAM-1, che risultano funzionalmente attive;

4) l'attivazione del fattore di trascrizione nuclead-«xB riveste un
ruolo estremamente importante nella modulaziortaldienomeni;

5) l'attivazione del fattore di trascrizione nucleaXd--«B riveste un

ruolo estremamente importante nella modulazionEadé@ne della
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leptina sull’espressione del TF e delle molecoladdisione ICAM-1
e VCAM-1,
6) la leptina induce la produzione di proteina C-eajt
7) l'attivazione di PK@ e di RhoA sono responsabili degli effetti della
leptina sulla produzione di proteina C-reattiva;
8) le statine eserciterebbero un potenziale effettdepivo riducendo
I'espressione del TF e delle molecole di adesi@®M-1 e VCAM-
1 sulla superficie delle cellule endoteliali ateeso la modulazione
del pathway di NReB, e riducendo I"espressione di PCR indotta dalla
leptina, agendo prevalentemente su RhoA.
Nonostante la rapida evoluzione delle conoscenZéatsumosclerosi,
molti aspetti fisiopatologici sono tuttora da chivar | dati
epidemiologici sulla malattia aterosclerotica sugg®no che, accanto
ai fattori di rischi noti, altri fattori tuttora moidentificati, come ad
esempio stimoli di natura pro-inflammatoria ed inmitaria, avrebbero
un ruolo fondamentale nel determinare l'inizio eplagressione della

patologia atero-trombotica [53,54].
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Infatti, dati clinici dimostrano come pazienti cdimelli di rischio
cardiovascolare simili in base ai classici fattdririschio presentino
evoluzioni cliniche della malattia profondamenteedse.

Secondo teorie emergenti, il tessuto adiposo ineddie un ruolo
rilevante in tale contesto, per la sua capacitarodurre sostanze attive
sull'apparato cardiovascolare [5]. Gli adipocitogucono una classe di
molecole note come adipochine. Tra queste, I'adiptina é dotata di
attivita protettiva sull’apparato cardiovascolaé§¢ Per altre adipochine,
come la resistina e la leptina, non & ancora cdaplente definito quale
sia I'effetto netto sul sistema cardiovascolaregshanse le evidenze
finora accumulate ascriverebbero loro un ruolo gerotrombotico [55].

Evidenze cliniche hanno dimostrato che pazientiiofarto acuto del
miocardio e pazienti con ictus, avevano concerdrazplasmatiche di
leptina significativamente piu elevate rispettmatmale [16-18]. Infatti,
Wallace et al. hanno evidenziato come I'associazia elevati livelli
sierici di leptina ed ipercolesterolemia si asgmei un aumentato rischio
di andare incontro ad infarto del miocardio e nsitas di

rivascolarizzazione coronaricgl9]. Inoltre, Wolk et al. hanno
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dimostrato che elevati livelli basali di leptinansoassociati ad un
incremento del rischio di morte di origine cardiada nuovo infarto
miocardico acuto, ictus e rivascolarizzazione carma in pazienti non
diabetici[56]. Piatti et al. hanno invece riportato che i livell leptina
predicono la restenosi dopo angioplastica coroaa(ieTCA) [57].
Infine Ciccone et al. hanno osservato che i livelasmatici elevati di
leptina sono correlati direttamente con l'entitdlalespessore medio-
intimale dell’arteria carotide comune, noto marcatdi aterosclerosi
subclinicg5§].

E inoltre di notevole rilievo I'osservazione che liptina possa
contribuire allo sviluppo di ipertensione arterios#traverso la
stimolazione del sistema nervoso simpafigd. Accanto alle suddette
evidenze cliniche, numerosi dati sperimentali suggeno un ruolo
diretto per la leptina nella fisiopatologia cardaseolare. L espressione
del recettore per la leptina e stata osservat@astrpne, macrofagi ed in
cellule della parete vascolare, come le celluleaolasi lisce e le cellule
endoteliali[60]. In base a recenti evidenze, la leptina favorieehin

sviluppo di fenomeni trombotici intravascolari agerdirettamente sulla
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componente piastrinica del trombo [60,61]. E irelstato dimostrato
che tale adipochina moduli la biosintesi di ossmtrvico attraverso
diversi meccanismi59]. Nel contesto della parete vascolare, la leptina
agirebbe inducendo la migrazione e la proliferaziaelle cellule
endoteliali e delle cellule muscolari lispg3,64. Infine, Boulouimie et

al. hanno riportato un effetto ossidante dellaiteptche si tradurrebbe
nell’attivazione del fattore di trascrizione nucle&F«B [65].

In linea con le osservazioni citate, nel preseritelis abbiamo
dimostrato come la leptina eserciti un effetto ttlirsu cellule endoteliali
coronariche uman, favorendone la conversione adeuantipo pro-
aterotrombotico.

La fisiopatologia della malattia aterosclerotic#rilatiisce un ruolo
estremamente importante al “reclutamento” dei leiicaircolanti nel
flusso ematico. Tali cellule, migrate negli spaaubandotelial,
Innescano una serie di processi che determinampuolgressione della
malattia stessa [20,21]. Questo importante procegésomediato
principalmente dalle molecole di adesione, espredake cellule

endoteliali soltanto in risposta a diversi stimaterogeni [22-24]. In
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particolare, € stato dimostrato che tali molecoleadesione sono
abbondantemente rappresentate nella placche de&raigdhe umane
[65,66]. A conferma di tale importanza, € statoeossto che la
concentrazione sierica delle molecole di adesiof@temente correlata
con lo sviluppo della malattia coronarica [67] e dbrischio di eventi
cardiovascolari [68]. In tale contesto, |'effetteercitato dalla leptina
sull’espressione di tali molecole acquisisce unlorudevante nella
fisiopatologia aterosclerotica. L'osservazione clessa induca
I"espressione dose dipendente di VCAM-1 e ICAM-poe rafforzata
dalla conferma che le molecole di adesione esprassdtano
funzionalmente attive, come indicato dall’incrensedell’adesivita dei
leucociti sulla superficie cellulare.

Accanto alle molecole di adesione, la fisiopataodella malattia
aterotrombotica riconosce un ruolo importante aslie Factor nei
processi di trombosi intravascolare, come si &ifinel corso di

sindromi coronariche acute. Nel presente studio, |&ptina,

parallelamente all’espressione delle molecole disamhe, determina
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I'espressione dose dipendente di nuove molecolE~dsulla superficie
delle cellule endoteliali coronariche umane.

Di particolare interesse fisiopatologico ¢ il ristm che tali molecole
di TF siano funzionalmente attive, come e dimostrdall’aumento
dell'attivita pro-coagulante sulla superficie dellellule stimolate.
Questa osservazione potrebbe avere importanti cupsioni
fisiopatologiche, considerando che le cellule eellt rappresentano
I'interfaccia tra la parete vascolare e i fattorlld coagulazione,
liberamente circolanti nel sangue.

Nel corso degli ultimi anni un numero crescente edidenze
sperimentali ha evidenziato il ruolo chiave deiqgassi inflammatori
nella patogenesi del aterosclerosi, ed in partieokello sviluppo di
sindromi coronariche acute [32, 33]. In numerosdstlinici la proteina
C-reattiva si e dimostrata un fattore predittivoesienti cardiovascolari
maggiori, tanto in pazienti affetti da coronaropatterosclerotica che in
soggetti apparentemente sani [32-34]. In seguitce@enti evidenze
sperimentali, & stato inoltre suggerito che la R@R sia un semplice

marcatore infiammatorio ed un predittore di eveatdiovascolari, bensi
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un attore diretto nel contesto della fisiopatolodél aterosclerosi [35-
37].

Recenti studi hanno dimostrato come la PCR possaesintetizzata
non soltanto in cellule epatiche ma anche in gtpolazioni cellulari,
come ad esempio cellule muscolari lisce ed adipd88-40]. A
conferma di tali evidenze, la produzione locald’@R é stata riportata
da altri gruppi di ricerca in placche coronaricherasclerotiche ed in
bypass venosi aortocoronarici [41-42]. Nel presesttedio, abbiamo
osservato come la leptina, a concentrazioni sieitjuelle rilevate in
soggetti a rischio di sviluppare eventi cardiovémcpin pazienti con
nota coronaropatia aterosclerotica o infarto midicar acuto, sia in
grado di determinare la produzione di proteina &tnea in cellule
endoteliali coronariche umane, suggerendo un npatenziale legame
tra il metabolismo energetico ed i processi infisaton vascolari.
L"aumento locale della concentrazione di PCR pb&efivere notevoli
ripercussioni, essendo stato dimostrato che taléecola induce la
proliferazione delle cellule muscolari lisce, coamhe |'espressione di

Tissue Factor in cellule endoteliali [37]. In talodo la leptina
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indurrebbe, attraverso |'espressione di PCR, lgrpssione dei processi
aterosclerotici promuovendo inoltre la trombosramascolare.

| meccanismi molecolari responsabili degli effeiéilla leptina sono
soltanto in parte definiti. Nel presente studio iabim dimostrato che
uno dei possibili meccanismi di azione di tale adipna
sull’espressione del TF e delle molecole di adesi@ontempla
|"attivazione del fattore di trascrizione nucledlie-kB. Infatti, I'effetto
della leptina sull’espressione delle suddette notdegiene inibito dal
trattamento con PDTC, un inibitore di NiB-.

Il fattore di trascrizione NkB e presente in forma inattiva nel
citoplasma di molte cellule come i linfociti, i moaiti, cellule
endoteliali e muscolari lisce. La sua attivazioneesifica in seguito ad
esposizione a vari stimoli ed & responsabile dgifessione di numerose
proteine che contribuiscono alla progressione deiocgssi
aterotrombotic{71]. E stato infatti riportato che NiEB & attivato nelle
placche instabili dei pazienti con sindromi corociae acute[72,73,
suggerendo che esso sia coinvolto nei processirnigi@nti la

conversione delle placche da stabili ad instabili.
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Al contrario di quanto osservato per il TF e le ewnlle di adesione,
NF-kB non influenza |'espressione di proteina C-reattimdotta dalla
leptina in cellule endoteliali coronariche umane.guesto caso, la leptina
esercita il proprio effetto sulla PCR attraversattivazione di PK@,
similarmente a quanto osservato in altre popolazefulari [74]. Inoltre,
anche lo stress ossidativo sembra avere un rudlonodulare gli effetti
osservati. Infatti, il pretrattamento con supemssdismutasi riduceva
significativamente gli effetti della leptina sulRCR attraverso ['inibizione
dell"attivazione di RhoA indotta dai radicali libetell’ossigeno. In effetti,
I"azione della leptina sull’espressione della PCR eserciterebbe
prevalentemente attraverso |"attivazione di Rh@Aquiale determinerebbe
|"attivazione di PK@, attraverso la sua traslocazione. La leptina &ranm
grado di attivare tale via di trasduzione anchepeadentemente da RhoA,
come osservato nei nostri esperimenti. Tuttaviaguesto ultimo caso la
risultante attivazione di PKC é inferiore, suggei@emrche RhoA eserciti un
effetto additivo rilevante.

Un altro risultato del presente studio particolamteeinteressante e

rappresentato dalla capacita della lovastatinaninitore della HMG-CoA
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reduttasi, di ridurre in maniera significativa gffetti esercitati dalla leptina
sulle cellule endoteliali coronariche umane. In tipatare, abbiamo
investigato l'ipotesi che tale statina potesse @veell'ambito degli effetti
cosiddetti pleiotropici tipici di questa classe fdrmaci, anche un ruolo
protettivo nei confronti degli effetti pro-aterotnbotici della leptina
osservati negli esperimenti qui riportati. Studeqgedenti hanno dimostrato
che le statine, oltre ad un effetto diretto suellivplasmatici di colesterolo,
esercitano effetti protettivi sulle cellule endak] essendo in grado di
ripristinarne le normali funzioni [57]. | meccanismesponsabili di tale
effetto protettivo devono essere ancora chiariaéttaglio; tuttavia alcune
evidenze sperimentali suggeriscono che le statoteelpbero esercitare un
effetto sul pathway di attivazione di NdB [58]. | dati del presente studio
risultano essere in linea con le osservazioni geae e, soprattutto,
mettono in risalto il potenziale utilizzo di questlasse di farmaci nella
prevenzione degli eventi atero-trombotici nei patiiehe presentano elevati
livelli sierici di tale molecola.

La lovastatina si € dimostrata inoltre capacealime significamente

la produzione di PCR indotta da leptina. Tuttawaadifferenza di quanto
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osservato per il TF e le molecole di adesione,uestp caso la lovastatina
esercita i propri effetti attraverso la modulaziated! attivazione di RhoA.
E noto come lattivazione di RhoA richieda il suocaraggio alla
membrana plasmatica, attraverso l’isoprenilazion®, [76]. Le nostre
osservazioni suggeriscono come la lovastatina agpoprio su questo
fenomeno, inibendo la via biosintetica del gergeitaniolo pirofosfato,
essenziale per l'isoprenilazione di RhoA. Infatigntre il trattamento con
lovastatina impedisce | attivazione di RhoA, ridude di conseguenza la
produzione di PCR, I"'aggiunta di mevalonato — midio metabolico della
sintesi di geranil-geraniolo pirofosfato - riprisdi I"attivazione di RhoA,
scavalcando il blocco biosintetico operato dalkiisd. Tale meccanismo
consentirebbe potenzialmente di interferire farn@gioamente con gli
effetti deleteri della leptina sull’espressionePdlR, attraverso la semplice
somministrazione di una statina.

In conclusione, nel presente studio abbiamo evidemzche la
leptina, molecola bioattiva prodotta dal tessutap@sb, € in grado di

alterare le normali caratteristiche fisiologichellelecellule endoteliali

coronariche umane in vitro, favorendone la coneessiad un fenotipo pro-
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aterotrombotico. Tali risultati contribuirebbercspiegare, almeno in parte,
In meccanismi responsabili della peggiore prograssiervata in pazienti
con documentata evidenza di aterosclerosi corameent elevati livelli

plasmatici di leptina. Le statine potrebbero rappntare uno strumento

utile nell’inibire tale fenomeno.
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LEGENDA ALLE FIGURE

Figura 1.

Effetti della Leptina sull’espressione di m-RNA sifieo per il TF in
HCAECs. HCAECs in condizioni basali non esprimevalnelli
misurabili di RNA messaggero codificante per ilslis Factor. Trenta
minuti dopo l'aggiunta di leptina alla concentragodi 10 ng/ml, era
apprezzabile un incremento dei livelli di mRNA pefMF rispetto a
guelli riscontrabili in cellule in condizioni basataggiungendo il picco
a 60 minuti per poi decrescere a 120 minuti. Oglorina rappresenta la

media £ SD di tre differenti esperimenti.

Figura 2.

Effetti della leptina sull’espressione del TF elel@holecole di adesione
iIn HCAECs (FACS analysis). Dosi crescenti di leati(l0, 20, 50
ng/ml) determinavano incremento dose dipendentéesietessione del

TF e delle molecole di adesione ICAM-1 e VCAM-1 lausuperficie
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delle HCAECs in coltura. Ogni colonna rappreseatmédia £ SD di sei

differenti esperimenti.

Figura 3.

A. Effetti della Leptina sull'attivita del TF in HCAEC valutata
mediante saggio colorimetrico basato sulla natucapacita del
complesso TF/FVlla di attivare il FXa. La leptinaterminava
incremento della attivita procoagulante del TF séloouna curva
dose rispostaOgni colonna rappresenta la media + SD di sei
differenti esperimenti.

B. Effetti dei vari inibitori sull'attivita del TF indtta dalla Leptina in
HCAECs. La pre-incubazione con cicloesimide (CE,pdml) o
DRB (10 pg/ml), preveniva 'aumento dell’attivitaldTF, indotto
da leptina, suggerendo in coinvolgimento di unaesirde novodel
TF. La lovastatina (inibitore della HMG CoA-redwitab uM) ed il
pirrolidin di-tiocarbammatoammonio (PDTC, 10 uM) tnibitore

di NF«B, riducevano significativamente gli effetti dellaptina
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sull'espressione del TEgni colonna rappresenta la media £ SD di

sei differenti esperimenti.

Figura 4.

Effetti della leptina sull’adesione dei leucocitin seguito alla

stimolazione di cellule HCAEC con leptina, si veidva un incremento
del numero di leucociti adesi alla superficie delnmstrato endoteliale.
Viceversa, il pre-trattamento con lovastatina (5)dvton pirrolidin di-

tiocarbammatoammonio (PDTC, 10 uM) riduceva sigaifvamente
tale fenomeno. Ogni colonna rappresenta la me@® i tre differenti

esperimenti. L inserto riporta i risultati un tipiesperimento.

Figura 5.

Effetti della leptina sull’attivazione di NkB. Estratti nucleari ottenuti
da HCAECs non stimolate (Base) o da HCAECs incubeade
concentrazioni crescenti di leptina (5, 10, 50ngpat 30) o con LPS

(controllo positivo). L’attivazione di NikB veniva valutata mediante
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electrophoretic mobility shift assay (EMSA). La fie@a determinava

I'attivazione di NFkB secondo una modalita dose-dipendente.

Figura 6.

Effetti della Leptina sull’'espressione di m-RNA sjfieo per la proteine
C-reattiva (PCR) in HCAECs. HCAECs in condizionishh non
esprimevano livelli misurabili di RNA messaggerodificante per la
PCR. Al contrario, dopo l'aggiunta di leptina atlancentrazione di 10
ng/ml, era apprezzabile un incremento dei livéillmRNA per la PCR
rispetto a quelli riscontrabili in cellule in cozdni basali. Ogni colonna

rappresenta la media £ SD di tre differenti espenin

Figura 7.
A. Effetti della Leptina sulla produzione di PCR in NECs valutata
mediante hs-ELISA. La leptina determinava incremedella
produzione di PCR attivita secondo una curva dsgp®sta. Ogni

colonna rappresenta la media £ SD di sei differespierimenti.
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B. Effetti dei vari inibitori sulla produzione di PCRdotta dalla
Leptina in HCAECSs. La pre-incubazione con cicloedanCE, 10
Hg/ml) o DRB (10 pug/ml), preveniva I'aumento dgdieduzione
di PCR indotto da leptina, suggerendo che unassideenovosia
responsabile dell'incremento dei livelli di PCR es&to. Anche
Il pretrattamento con l'enzima superossido dismuf&&OD)
preveniva l'effetto della leptina, suggerendo urneolgimento
delle specie reattive dell’ossigeno nel meccanidimazione della
leptina.

C. Il pretrattamento con G06-6983, inibitore di PKCa @én grado di
inibire significativamente la produzione di PCR ottd dalla
leptina. Al contrario, nessuno effetto veniva ogatr dopo
pretrattamento con PDTC o con U0126. Tali risukatigeriscono
un coinvolgimento della chinasi PKC nei meccanigittiaverso
cui la leptina induce la produzione di PCR.

D. Anche l'inibitore della chinasi ROCK (Y-27632), me anche I
lovastatina (inibitore della HMG CoA-reduttasi) uitbvano

significativamente gli effetti della leptina sulpressione della
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PCR. L'effetto della lovastatina sull’azione del&ptina veniva
per0 neutralizzato dall’aggiunta di mevalonato, tabhelita
intermedio della via metabolica degli isopreno@igni colonna

rappresenta la media £ SD di sei differenti espeniim

Figura 8.

La leptina determinava | attivazione di RhoA, menirpretrattamento
con lovastatina o con superossido dismutasi (SORyvemiva tale
effetto. L’aggiunta mevalonato (Meva) revertiva fiedo della
lovastatina (Lova), ripristinando I"attivazione BhoA. Ogni colonna

rappresenta la media £ SD di sei differenti espeniim

Figura 9.

La stimolazione con leptina determinava un sigatfi® incremento
dell"attivazione di PK@ (dati espressi in % rispetto al controllo). La
pre-incubazione con lovastatina (Lova) o Y-27632evpniva
significativamente I attivazione di PHdndotta dalla leptina, anche se

tale effetto risultava meno pronunciato rispettoped-trattamento con
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G06-6983. L’'inserto Ogni colonna rappresenta la metliSD di sei
differenti esperimenti effettuati mediante saggioattivita di PK(.

L’inserto in alto riporta il risultato di un westeblot rappresentativo.
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