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INTRODUZIONE 

 

I mastociti sono cellule che esprimono recettori ad elevata affinità per le 

immunoglobuline di tipo E (FcRI). La loro attivazione avviene 

principalmente attraverso l’interazione di un antigene multivalente con 

specifici anticorpi IgE legati alla membrana cellulare mediante il 

recettore FcRI
1
. Tale processo promuove l’aggregazione dei recettori 

FcεRI e determina il rilascio di mediatori preformati (amine vasoattive, 

proteasi, proteoglicani, citochine e fattori di crescita) e, successivamente, 

la sintesi de novo e la liberazione di mediatori lipidici pro-infiammatori 

(prostaglandine e leucotrieni). 

Per la loro capacità di rilasciare potenti mediatori biologici in 

risposta alla stimolazione IgE-mediata, i mastociti sono considerati le 

cellule effettrici nelle reazioni di tipo allergico
2
, così come nelle risposte 

nei confronti dei parassiti
3, 4

. 

Studi condotti negli ultimi anni hanno definito un ruolo specifico 

per tali cellule anche nelle reazioni infiammatorie di tipo non allergico: 

esse sono verosimilmente coinvolte in molteplici condizioni patologiche 

quali alcune malattie infiammatorie croniche
5
, l’aterosclerosi

6
 ed i 
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processi neoplastici
7
. A conferma di questa ipotesi, vari gruppi di 

ricercatori hanno dimostrato che i mastociti umani sintetizzano, oltre ai 

classici mediatori della risposta allergica, numerose citochine tra cui IL-

4, IL-5, IL-8, IL-16, TNF-α e diverse chemochine come MIP-1α, MCP, 

CCL1. Tali osservazioni suggeriscono che tali cellule
 
possano svolgere 

una rilevante funzione immunoregolatrice
8
 (Figura 1). 

 

Mastociti 

I mastociti sono cellule tessutali residenti, derivanti da specifici 

precursori ematopoietici che si rinvengono in circolo in forma immatura 

e migrano nella maggior parte dei tessuti vascolarizzati, dove, 

completando la loro differenziazione, risiedono in stretta prossimità dei 

vasi sanguigni
9
. Essendo localizzati in siti anatomici esposti all’ambiente 

esterno (cute, vie aeree, tratto gastrointestinale) i mastociti rappresentano, 

insieme alle cellule dendritiche, i primi componenti del sistema 

immunitario ad interagire con antigeni ambientali, agenti patogeni, 

tossine e radiazioni
10

. 
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I mastociti esprimono il recettore c-kit, attivato dallo Stem Cell 

Factor (SCF)
11

, un’importante citochina che ne regola la maturazione, la 

chemiotassi e la degranulazione. 

L’ipotesi che i mastociti si siano evoluti principalmente per 

rispondere ai parassiti è in qualche modo riduttiva. Infatti, in aggiunta 

alle IgE, esistono numerosi altri stimoli capaci di attivarli, inducendo il 

rilascio di molteplici prodotti con attività sia pro-infiammatoria che 

antinfiammatoria e/o immunosoppressiva
12

. A questo proposito, i 

mastociti vengono attivati dalle IgG attraverso il recettore Fc, oltre che 

da diverse citochine, chemochine, peptidi endogeni ed esogeni, agenti 

chimici o stimoli fisici
13

. 

Pertanto, i mastociti sono stati paragonati a “sentinelle” del sistema 

immunitario
14

, localizzate in prima linea per rispondere ad infezioni ed 

altri stimoli: una conferma importante a questa ipotesi viene dalla 

dimostrazione che topi privi di mastociti risultano incapaci di rispondere 

adeguatamente ad infezioni batteriche
15, 16

. In realtà, se da una parte i 

mastociti, nella loro funzione di orchestrare le risposte ad agenti 

patogeni, rappresentano un anello di collegamento tra l’immunità innata 

e quella adattativa, dall’altra recenti evidenze sperimentali avvalorano 



 7 

l’ipotesi di un loro coinvolgimento nella patogenesi di molteplici malattie 

autoimmunitarie. A questo proposito, in un modello sperimentale di 

malattia autoimmune, l’artrite indotta da collagene, è stato dimostrato che 

topi privi di mastociti, in quanto knock-out per il gene codificante lo Stem 

Cell Factor (SCF), sviluppano una forma di artrite molto più lieve 

rispetto ai controlli sani. Ricostituendo il pool di mastociti è possibile 

ripristinare la normale risposta infiammatoria ed il decorso della 

malattia
17

. Esistono ulteriori evidenze, sia in vivo che in vitro, circa 

l’implicazione dei mastociti in altre malattie autoimmuni, quali la 

sclerosi multipla
18

, il lupus eritematoso sistemico, il diabete mellito di 

tipo 1, la sindrome di Guillan-Barrè, la sindrome di Sjögren, la sclerosi 

sistemica ed alcune vasculiti
19

. 

Osservazioni simili sono emerse riguardo alle malattie neopastiche, 

a proposito delle quali è stato recentemente dimostrato che, in modelli 

animali, i mastociti appaiono indispensabili per la crescita di tumori 

pancreatici: la loro inibizione, sia mediante un trattamento farmacologico 

(cromoglicato) che mediante una tecnica genetica, rallenta 

l’accrescimento della neoplasia
20

. Dati comparabili sono stati ottenuti 

nell’uomo relativamente ai tumori della tiroide: si è osservato che, in 
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biopsie di tumori tiroidei, l’infiltrato mastocitario è aumentato in maniera 

direttamente proporzionale all’aggressività istologica e clinica del 

tumore. In una serie di esperimenti in vitro è stato inoltre dimostrato che 

il sovranatante dei mastociti è capace di indurre la proliferazione delle 

cellule tumorali e che, viceversa, il sovranatante delle cellule tiroidee 

promuove, in maniera specifica, la mobilizzazione e l’attivazione dei 

mastociti [dati non pubblicati]. 

Diverse osservazioni sperimentali hanno inoltre individuato un 

ruolo chiave dei mastociti anche nell’induzione 

dell’immunosoppressione mediata da ultravioletti. Da tempo è nota 

infatti la capacità delle radiazioni ultraviolette di interferire a più livelli 

del sistema immunitario
21,22

. Sembrerebbe che il mastocita intervenga in 

questa interazione amplificando i meccanismi di immunosoppressione 

UV-indotti. Recenti studi dimostrano che topi geneticamente privi di 

mastociti non sviluppano immunosoppressione a seguito dell’esposizione 

ai raggi ultravioletti
23,24

. 

Del resto le radiazioni UV intervengono con molteplici 

meccanismi nella risposta immunitaria orchestrata dai mastociti, 

influenzando in maniera diretta il rilascio di numerosi mediatori. Alcuni 
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autori ipotizzano un ruolo determinate dei mastociti nella carcinogenesi 

foto-indotta
25

. Uno dei meccanismi alla base della fotocarcinogenesi 

potrebbe essere proprio l’immunosoppressione mediata dai mastociti.  

Nel caso delle neoplasie, la duplice natura dei mastociti è piuttosto 

evidente: sin dagli studi pionieristici di Paul Ehrlich, il quale per primo 

documentò il loro incremento nei carcinomi
26

, i mastociti sono stati 

considerati quali fattori sia di resistenza che di suscettibilità alle 

neoplasie
27

. I mastociti, invero, si accumulano a livello dello stroma che 

circonda i tumori, dove partecipano alla risposta immunitaria alla 

neoplasia, producendo citochine capaci di favorire l’eliminazione delle 

cellule tumorali. D’altra parte, i mastociti hanno la potenzialità di 

favorire nello stesso tempo l’espansione del tumore, promuovendo la 

degradazione della matrice extracellulare e la vascolarizzazione della 

neoplasia.  

 

Angiogenesi 

Tra i molteplici meccanismi implicati nella crescita tumorale nonché 

nella cronicizzazione dell’infiammazione, risulta fondamentale la 
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formazione di nuovi vasi sanguigni a partire da precursori endoteliali, 

processo che va sotto il nome di angiogenesi
28

. 

Angiogenesi e linfoangiogenesi (quest’ultima intesa quale processo 

specifico di sviluppo dei vasi linfatici
29

) sono di fondamentale 

importanza in molte condizioni fisiologiche, quali la normale crescita dei 

tessuti, lo sviluppo embrionale, la cicatrizzazione delle ferite ed il ciclo 

mestruale, fenomeni caratterizzati dalla formazione di nuovi vasi per il 

rifornimento di O2 e sostanze nutritive e per l’eliminazione dei residui 

metabolici
30

. L’angiogenesi e linfoangiogenesi sono fondamentali anche 

in processi patologici quali la crescita tumorale
31

 e la flogosi cronica
32

. E’ 

noto che l’angiogenesi neoplastica rappresenta una tappa fondamentale 

per la crescita tumorale e la formazione delle metastasi. Inoltre, 

l’angiogenesi si associa al rimodellamento tessutale che si osserva in 

corso di diverse malattie infiammatorie croniche tra cui l’artrite 

reumatoide, la psoriasi, la malattia di Crohn, la retinopatia diabetica e 

l’asma bronchiale. In tali disordini si verifica un’alterazione 

dell’equilibrio tra fattori stimolanti e fattori inibenti la formazione di 

nuovi vasi, con una conseguente attivazione costante dell’angiogenesi. 
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Esempio caratteristico è la formazione del panno sinoviale in corso di 

artrite reumatoide
33

. 

L’angiogenesi risulta essere un processo altamente coordinato e 

complesso, che richiede l’attivazione sequenziale di una serie di recettori 

da parte di numerosi ligandi
34

. Tra questi, il fattore di crescita 

dell’endotelio vascolare (VEGF)
35

, originariamente identificato per la sua 

capacità di indurre la permeabilità vascolare
36

, è il più potente mediatore 

pro-angiogenico conosciuto
37

. Oltre a modulare la migrazione e la 

proliferazione delle cellule endoteliali, il VEGF esplica altre attività pro-

angiogeniche: esso induce nelle cellule endoteliali l’espressione di 

proteasi (collagenasi, uPA e tPA) in grado di liberare le cellule 

dall’ancoraggio alla matrice permettendone la migrazione; il VEGF 

aumenta inoltre la permeabilità dell’endotelio mediante la formazione di 

vacuoli e fenestrazioni, oltre a causare vasodilatazione mediante 

l’induzione di nitrossido sintasi (eNOS). Il VEGF non è attivo soltanto 

sulle cellule endoteliali, esso è in grado di indurre la mobilizzazione delle 

cellule staminali ematopoietiche dal midollo, l’attivazione degli 

osteoblasti, la chemiotassi dei monociti e la regolazione dell’omeostasi 

neuronale
38

. 
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Il principale regolatore della sintesi di VEGF è la pressione di O2: 

l’mRNA per il VEGF, infatti, è fortemente indotto dalla esposizione a 

basse concentrazioni di ossigeno, condizione che si verifica in una ampia 

varietà di circostanze fisiopatologiche
39

. Molte citochine e fattori di 

crescita (PDGF, TNF-α, TGF-α, TGF-β, FGF, EGF, IL-1α, IL-1β, IL- 6 

ed IGF-1) stimolano la sintesi di VEGF. Infine, alcune mutazioni geniche 

presenti nelle cellule neoplastiche possono aumentare la produzione del 

VEGF: mutazioni attivanti p53, mutazioni oncogeniche ed amplificazioni 

di RAS. 

La famiglia del VEGF comprende diversi membri, tra i quali 

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e PlGF (Placental Growth 

Factor). Il VEGF-A ed il VEGF-B regolano la crescita dei vasi sanguigni, 

il VEGF-C ed il VEGF-D sono implicati nell’angiogenesi linfatica
40

, 

mentre il PlGF sembra mediare principalmente l’arteriogenesi         

(Tabella 1). 
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Tabella 1 
Vengono mostrate le caratteristiche delle differenti isoforme di VEGF 

Gene 
Omologia di 

sequenza 

Localizzazione 

cromosomica 

Varianti di 

splicing 

Dimensioni 

della 

proteina 

(kDa) 

VEGF-A 
 

6p23.1 121, 145, 165, 21 

   
183, 189, 206 

 

VEGF-B 
45% di omologia 

con il VEGF-A 
11q13 167, 186 21, 30 

VEGF-C 

30% di omologia 

con il VEGF-

A165 

4q34 – 20–21 

VEGF-D 
61% di omologia 

con il VEGF-C; 
Xp22.31 – 20–21 

 31% di omologia 

con il VEGF-

A165 

   

PlGF 
42% di omologia 

con il VEGF-A 
14q24 131, 152, 219 38, 30 

 

Alcuni di questi fattori presentano varie isoforme derivanti da 

meccanismi di splicing alternativo con differente potenziale pro-

angiogenico. Il gene umano del VEGF-A è organizzato in 8 esoni e 7 

introni. Lo splicing alternativo genera almeno 6 isoforme: VEGF-A121, 

VEGF-A145, VEGF-A165, VEGF-A183, VEGF-A189, e VEGF-A206 
41

. Il 

VEGF-A165 è la isoforma biologicamente più attiva.  

Il VEGF-A esplica la sua azione mediante l’interazione con due 

principali recettori con attività tirosino-chinasica: VEGFR-1/Flt-1 e 



 14 

VEGFR-2/KDR (Figura 2)
42

. Il VEGFR-1/Flt-1 è una glicoproteina di 

~180 kDa, che pur avendo maggiore affinità per il VEGF-A, lega anche 

VEGF-B e PlGF. Poiché la fosforilazione in tirosina del VEGFR-1/Flt-1 

è difficile da rilevare ed induce soltanto un debole segnale mitogenico, 

Park et al. ipotizzarono che VEGFR-1/Flt-1 potesse svolgere il ruolo di 

decoy receptor in grado di regolare in senso negativo l’attività del 

VEGF
43

. Il VEGFR-2/KDR è un recettore di 200-230 kDa con una 

minore affinità per il VEGF-A rispetto a VEGFR-1/Flt-1. Il VEGFR-

2/KDR viene fosforilato molto più efficacemente del VEGFR-1/Flt-1 

dopo il legame del ligando ed è quindi in grado di indurre efficaci segnali 

mitogenici e chemiotattici. Il VEGFR-3/Flt-4 attivato da VEGF-C e 

VEGF-D; la sua espressione è infatti limitata all’endotelio dei vasi 

linfatici, dove regola in maniera specifica il processo di 

linfoangiogenesi
42

. 

Un importante meccanismo che regola l’attività del VEGF prevede 

la produzione per splicing alternativo di una variante solubile del 

VEGFR-1/Flt-1: sVEGFR-1/Flt-1
44

. Questa forma è praticamente 

identica a quella di membrana, differendo da essa per l’assenza della 

porzione transmembrana necessaria all’ancoraggio del recettore alla 
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membrana citoplasmatica e per l’assenza della porzione intracellulare 

necessaria per la trasduzione del segnale. sVEGFR-1/Flt-1 lega il VEGF-

A con elevata affinità e sequestrandolo ne impedisce il legame con i 

recettori di membrana in grado di trasdurre il segnale; sVEGFR-1/Flt-1 

inoltre, è in grado di formare eterodimeri non funzionali con VEGFR-

2/KDR
45

. 

Esperimenti di cross-linking con l’utilizzo di VEGF radio-marcato 

indicano che i siti di legame del VEGF sulla membrana plasmatica non 

corrispondono esclusivamente ai VEGFRs.  

Soker et al. identificarono questi siti sui recettori NRP1 ed NRP2 

(neuropiline)
46

. Le neuropiline legano le semaforine di classe 3 e sono 

normalmente implicate nei processi di trasmissione dei segnali lungo gli 

assoni. Questi recettori legano il dominio codificato dall’esone 7 del gene 

del VEGF-A e quindi riconoscono il VEGF-A165, ma non il VEGF-A121. 

Il legame del VEGF a queste molecole non induce di per sé segnali di 

trasduzione. La NRP1 agisce come co-recettore per il VEGF-A165 

rafforzandone il legame al VEGFR-2/KDR ed aumentandone l’attività. 
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Mastociti ed angiogenesi 

Le evidenze esposte suggeriscono un ruolo centrale per i mastociti
 
in 

diverse malattie infiammatorie e neoplastiche.  

I mastociti, localizzati fisiologicamente in prossimità dei vasi 

sanguigni, sono capaci di favorirne la crescita mediante la sintesi e il 

rilascio di diversi fattori angiogenici (istamina, triptasi, TGF-β, IL-8, 

VEGF
47-48

 and I-309/CCL1
49

). In particolare, la sintesi di VEGF da parte 

dei mastociti è aumentata dalla PGE2 e da altri agenti che incrementano i 

livelli di cAMP
50

.  

Nei pazienti asmatici l’incremento della densità dei mastociti 

bronchiali correla con l’aumento del numero dei vasi
51

; elevati livelli di 

VEGF e di bFGF (fibroblast growth factor) si rinvengono nella 

sottomucosa bronchiale di pazienti asmatici rispetto al gruppo di 

controllo
52

 e le concentrazioni di VEGF misurate nello sputo ottenuto da 

soggetti asmatici sono più elevate rispetto a quelle osservate nei controlli 

53
. L’insieme di tali osservazioni suggerisce che i mastociti, attraverso il 

rilascio di VEGF, sostengano l’angiogenesi in corso di asma bronchiale. 

Analogamente, nell’artrite reumatoide la formazione del panno 

sinoviale è un momento patogenetico fondamentale, per il quale 
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l’angiogenesi rappresenta un processo indispensabile. In tali condizioni i 

mastociti risultano implicati per la loro capacità di indurre 

neovascolarizzazione.  

Nella carcinogenesi foto-indotta, l’angiogenesi, come in tutti 

processi neoplastici, rappresenta una tappa essenziale per la crescita 

tumorale; la possibilità dei mastociti di modulare l’angiogenesi lascia 

ipotizzare il coinvolgimento di tali cellule nel processo patogenetico.  

Al di là delle evidenze fin qui esposte, tra le quali l’osservazione 

che i mastociti sono capaci di liberare VEGF in risposta a differenti 

stimoli
48

, il sistema del VEGF e dei suoi recettori non è mai stato 

caratterizzato a fondo nei mastociti. 

In questo studio abbiamo valutato l’espressione delle diverse 

isoforme del VEGF da parte dei mastociti nonché la loro capacità di 

sintetizzare e rilasciare VEGF dopo attivazione immunologica. E’ stata 

studiata l’espressione dei recettori per il VEGF e gli effetti del VEGF-A 

sulla chemiotassi di tali cellule.  

Al fine di approfondire il ruolo dei mastociti nell’angiogenesi 

associata a malattie infiammatorie croniche, è stato messo a punto un 

protocollo
54

 per isolare i mastociti primari dalla sinovia di pazienti affetti 
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da artrite reumatoide che andavano incontro ad intervento di 

sinoviectomia, onde caratterizzare l’espressione e le funzioni del VEGF e 

dei suoi recettori. 

Infine abbiamo studiato gli effetti dei raggi UV (in particolare 

degli UVA) sul rilascio di mediatori proangiogenici dai mastociti.  
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MATERIALI E METODI 

Reagenti 

Sono stati utilizzati i seguenti reagenti: HClO4 60% (Baker Chemical 

Co., Deventer, The Netherlands); albumina sierica umana (HSA), PIPES 

buffer ed inibitori delle protease, cicloesamide ed anti-VEGFR2/KDR 

(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); Hanks' balanced salt solution 

(HBSS); FCS, RNAqueous™-4PCR (Ambion Ltd., Huntingdon, UK); 

Superscript III (Invitrogen Ltd. Paisley, UK); RPMI 1640 (GIBCO, Life 

Technologies Gaithersburg, MD, USA) con Hepes buffer 25 mM; Eagle's 

minimum essential medium (MEM) (Flow Laboratories, Irvine, 

Scotland); Destrano 70 e Percoll (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 

Sweden); anticorpi IgG anti-coniglio HRP-coniugati (Amersham 

International, Amersham, England), saggio colorimetrico per proteine 

(Biorad, Richmond, CO, USA); anticorpi anti-IgE PE (Caltag 

Laboratories, Burlingame, CA, USA); VEGF-A165 ricombinate umana, 

VEGF-A121 ricombinate umana, anticorpi monoclonali anti-VEGFR-1, 

anti-VEGFR-2 ed anti-VEGF (R&D System, Minneapolis, MN); 

anticorpi IgG antitopo FITC (Becton & Dickinson, San Fernando, CA); 
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kit per ECL (Amersham International, Amersham, England); filtri di 

fluoruro di polivinilidene (PVDF) (Millipore, Windsor, MA, USA); Ex-

Taq (Takara Bio Europe S.A., 14 Gennevilliers, France); filtri per 

chemiotassi (Neuroprobe, Cabin John, MD, USA).  

Tamponi 

Il tampone utilizzato in questi esperimenti è composto da PIPES 25 mM, 

pH 7,4, NaCl 110 mM, KCl 5 mM. Esso è designato dalla lettera “P”. Il 

tampone PCG contiene, oltre a P, CaCl2 5 mM e 1 g/L di D-glucosio
55

. Il 

tampone PACGM contiene, oltre a P, albumina sierica umana al 3%, 

CaCl2 1 mM, 1 g/L di destrosio e 0,25 g/L di MgCl2·6H2O, pH 7,4; il 

PGMD contiene, oltre a P, 0,25 g/L di MgCl2·6H2O, 10 mg/L di DNase, 

e 1 g/L di gelatina, pH 7,4. Il PBS contiene 8 g/L di NaCl, 1,15 g/L di 

Na2HPO4, 200 mg/L di KCl, e 200 mg/L di KH2PO4, pH 7,4.  

Colture di linee mastocitarie 

La linea mastocitaria umana HMC-1 è stata gentilmente donata dal Dr. 

J.H. Butterfield (Mayo Clinic, Rochester, MN); le cellule sono state 

mantenute in coltura ad una densità di 3-9 x 10
5
 cellule/ml di IMDM 



 21 

supplementato con 10% FCS, 2 mM L-glutamina, 1.2 mM 

monotioglicerolo, 1% penicillina/streptomicina. La linea mastocitaria 

umana LAD2 è stata generosamente donata dal Dr. D.D. Metcalfe (NIH, 

Bethesda, MD); le cellule sono state mantenute in coltura con una densità 

di 2-5 x 10
5
 cellule/ml di StemPro

®
34 SFM medium contenente 100 

ng/ml SCF, 2 mM L-glutamina e 1% soluzione antibiotica. 

Isolamento, purificazione e colture dei mastociti sinoviali 

Per l’utilizzo di tessuto umano, il protocollo dello studio è stato 

approvato dal Comitato Etico dell’Università di Napoli Federico II ed i 

pazienti hanno firmato un consenso informato. Colture primarie di 

mastociti sinoviali umani (HSyMC) sono state ottenute dal tessuto 

sinoviale di pazienti affetti da artrite reumatoide sottoposti ad intervento 

di sinoviectomia. Il tessuto sinoviale microscopicamente sano è stato 

finemente tagliato con le forbici. I frammenti sono stati dispersi nei loro 

elementi cellulari attraverso incubazione sequenziale con pronasi (2 mg/g 

di tessuto), chimopapaina (0,5 mg/g di tessuto), collagenasi (1 mg/g di 

tessuto) ed elastasi (10 U/g di tessuto). Le cellule sono state risospese in 

PGMD ed ulteriormente purificate attraverso elutriazione controcorrente. 



 22 

Dopo questa procedura, le frazioni contenenti le maggiori percentuali di 

mastociti (15-20%) sono state selezionate ed ulteriormente purificate 

(>80%) attraverso centrifugazione su gradienti di densità. Le cellule sono 

state purificate (>97%) attraverso selezione immunomagnetica positiva 

utilizzando il CD117 Microbead Kit (Miltenyi Biotec) ed utilizzate per 

gli esperimenti. Il numero e la purezza dei mastociti sono stati 

determinati attraverso una colorazione toluidina/Alcian blue.  

Analisi citofluorimetrica 

L’analisi citofluorimetrica delle molecole presenti sulla superficie 

cellulare è stata condotta come descritto di seguito. Dopo la saturazione 

dei siti di legame non specifici con IgG di coniglio, le cellule sono state 

incubate (20 minuti a 4 °C) con anticorpi specifici o con controlli 

isotipici. Per la marcatura indiretta a questa fase è seguita una seconda 

incubazione per 20 minuti a 4°C con un anticorpo anti-isotipo marcato 

con un fluorocromo. Infine, le cellule sono state lavate ed analizzate con 

un citofluorimetro FACSCalibur utilizzando il software Cell Quest 

(Becton & Dickinson, San Fernando, CA). In tutte le analisi 
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citofluorimetriche eseguite è stato acquisito un totale di 10
4
 eventi per 

ogni campione. 

RT-PCR 

L’RNA cellulare totale dei mastociti è stato isolato mediante 

RNAqueous™-4PCR (Ambion) in accordo con il protocollo fornito dal 

produttore. L’RNA è stato quantizzato mediante spettroscopia. 2 μg di 

RNA totale sono stati retrotrascritti a cDNA utilizzando 200 U di 

Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen). 2 μl di DNA 

retrotrascritto è stato poi amplificato utilizzando primers specifici per 

VEGF-A121-165, VEGF-A189, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-

1/Flt-1, VEGFR-1/KDR, sVEGFR-1/Flt-1, e per GAPDH, utilizzato 

come controllo (Tabella 2). I prodotti della reazione sono stati analizzati 

mediante elettroforesi su un gel al 2% di agarosio contenente bromuro di 

etidio. La rilevazione è stata eseguita con luminescenza UV. 
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Specificità  Oligonucleotide senso (5’-3’) Oligonucleotide antisenso (5’-3’) 

VEGF-A121-165  GTGAATGCAGACCAAAGAAAG  AAACCCTGAGGGAGGCTC 

VEGF-A189  GTATAAGTCCTGGAGCGT  AAACCCTGAGGGAGGCTC 

VEGF-B  GTCCCTGGAAGAACACAGCC  VEGF-B 

GCCATGTGTCACCTTCGCA 

VEGF-C  ATGTTTTCCTCGGATGCTGGA  CATTGGCTGGGGAAGAGTTT 

VEGF-D  GTATGGACTCTCGCTCAGCAT  AGGCTCTCTTCATTGCAACAG 

VEGFR-1/Flt-1 

(coppia 1) 

 

ATCAGAGATCAGGAAGCACC  GGAACTTCATCTGGGTCCAT 

VEGFR-1/Flt-1 

(coppia 2) 

 

CTATGGAAGATCTGATTTCTT  GGTATAAATACACATGTGCTT 

VEGR-2/KDR  GACTTCAACTGGGAATACCC  CATGGCCCTGACAAATGTG 

sVEGFR-1  ACAATCAGAGGTGAGCACTG  CTGCTATCATCTCCGAACTC 

GAPDH  GCCAAAGGGTCATCATCTC  GTAGAGGCAGGGATGATGTTC 

Tabella 2. Primers utilizzati per PCR. 

Chemiotassi 

La chemiotassi dei mastociti sinoviali è stata effettuata utilizzando la 

tecnica della camera di Boyden. In sintesi, 25 μl di tampone (PACGM) o 

di concentrazioni variabili degli stimoli da testare, sono stati posti in 

triplicato nel compartimento inferiore di una camera per micro-

chemiotassi costituita da 48 pozzetti (Neuroprobe, Cabin John, MD). Il 

compartimento inferiore è stato ricoperto da una membrana in 
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policarbonato con pori di 8 μm (Nucleopore Corp., Pleasanton, CA). 

Successivamente 50 μl (5 x 10
4
 cellule/pozzetto) della sospensione in 

PAGCM sono stati aggiunti in ogni pozzetto del compartimento 

superiore. La camera per la chemiotassi è stata posta per 3 ora a 37°C, in 

un incubatore umidificato con CO2 al 5% (Automatic CO2 Incubator, 

Model 160 IR, ICN Flow). Al termine dell’incubazione la membrana di 

policarbonato è stata rimossa, lavata con PAGCM nella parte superiore, 

fissata e colorata con May-Grunwald/Giemsa. La chemiotassi è stata 

valutata mediante la conta al microscopio del numero di cellule che sono 

rimaste adese alla membrana con pori da 8 μm
56

. Per ogni esperimento 

sono stati contati 10 campi per ciascuno dei pozzetti in triplicato ad un 

ingrandimento di 40x. L’analisi di controllo è stata eseguita per 

discriminare la migrazione spontanea (chemiochinesi) dalla chemiotassi 

indotta dagli stimoli. I mastociti sono stati posti nei pozzetti del 

compartimento superiore della camera mentre concentrazioni ottimali 

degli stimoli o del tampone PAGCM sono state aggiunte nel 

compartimento superiore, inferiore o in entrambi. La chemiochinesi è 

stata definita in assenza di stimoli chemiotattici o quando questi erano 

presenti sia nel compartimento superiore che in quello inferiore della 
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camera di Boyden. Da questi esperimenti è risultato che i mastociti 

migrano in risposta agli stimoli prevalentemente per chemiotassi e non 

per chemiochinesi. 

ELISA 

Il rilascio del VEGF-A nei sovranatanti dei mastociti umani è stato 

determinato in duplicato utilizzando un kit commerciale per ELISA 

(R&D System, Minneapolis, MN).  

Irradiazione e fonte dei raggi ultravioletti A 

L’irradiazione dei campioni è stata ottenuta con una banca di tre tubi 

fluorescenti (Philips TL09, 40 W) di cui lo spettro di emissione era 

compreso tra i 320 e 400 nm. L’irradianza di 3.0 mW/cm
2
 alla distanza di 

10 cm, è stata misurata prima di ogni irradiazione con un UVA meter 

(Spectrolyne Model DM-365H, Spectronies Corporation, Westbury, NY, 

USA). I campioni sono stati irradiati in piastre di plastica con le seguenti 

dosi di raggi ultravioletti A (UVA): 5 J/cm
2
, 25 J/cm

2
, 50 J/cm

2
 per la 

valutazione del rilascio di VEGF-A; 0.5 J/cm
2
, 1.5 J/cm

2
, 2.5 J/cm

2
, 5 

J/cm
2
, 15 J/cm

2
, 25 J/cm

2
, per la valutazione della mortalità cellulare; e 5 
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J//cm
2
 per l’analisi dell’mRNA. Per eliminare le lunghezze d’onda al di 

sotto dei 320 nm, è stato utilizzato un filtro di vetro dello spessore di 5 

mm. 

Analisi statistica 

Il risultati corrispondono alla media ± ES. I valori dei gruppi sono stati 

sottoposti a test t di Student
57

. La significatività è stata definita come 

p<0.01. 
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RISULTATI 

Valutazione dell’espressione dell’mRNA per il VEGF nei mastociti 

umani  

In una prima serie di esperimenti abbiamo valutato l’espressione 

dell’mRNA per il VEGF nei mastociti, utilizzando le cellule di due linee 

mastocitarie umane (HMC1 e LAD2). Le cellule sono state lisati in un 

tampone per la preparazione dell’RNA totale. L’RNA è stato 

retrotrascritto e poi amplificato con la PCR in presenza di primers 

specifici per le differenti isoforme di VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, 

VEGF-D e per la GAPDH, utilizzata come controllo. L’analisi dei 

prodotti della PCR mediante elettroforesi in gel di agarosio ha rilevato 

l’espressione di tre isoforme del VEGF-A (VEGF-A121, VEGF-A165, e 

VEGF-A189) e due isoforme del VEGF-B (VEGF-B167 e VEGF-B186) da 

parte dei mastociti. Inoltre è stato individuato l’mRNA per VEGF-C e 

VEGF-D, due mediatori dello sviluppo linfatico
29

 (Figura 3).  
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Determinazione del VEGF-A nei mastociti umani 

Successivamente abbiamo esaminato l’espressione proteica di VEGF-A 

nei mastociti umani. A tale scopo, i mastociti sono stati lisati con 1% 

Triton X-100/PBS in presenza di inibitori delle proteasi. Il contenuto 

totale di VEGF-A è stato misurato mediante saggio ELISA. La Figura 4 

mostra come i mastociti contengano effettivamente il VEGF-A a livello 

proteico. 

Espressione dei recettori per il VEGF nei mastociti umani 

I recettori per il VEGF, VEGFR-1/Flt-1 e VEGFR-2/KDR, sono 

costitutivamente espressi sulle cellule endoteliali
37

 e su diverse cellule 

del sistema immunitario
58-59-60

. Questi due recettori presentano una 

notevole analogia strutturale; tuttavia, differiscono per le loro 

caratteristiche biochimiche. Abbiamo analizzato l’espressione a livello di 

mRNA di VEGFR-1/Flt-1, VEGFR-2/KDR e sVEGFR-1/Flt-1 nei 

mastociti umani. L’analisi dei prodotti della PCR mediante elettroforesi 

in gel di agarosio ha rilevato l’espressione costitutiva dell’mRNA per 

VEGFR-1, VEGFR-2, e sVEGFR-1 (Figura 5). 
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Valutazione citofluorimetrica dei recettori per il VEGF nei mastociti 

sinoviali umani.  

Al fine di confermare l’espressione dei recettori per i VEGFR anche in 

cellule primarie isolate da tessuti umani, abbiamo condotto una serie di 

esperimenti di citofluorimetria su preparazioni di mastociti isolati dalla 

sinovia di pazienti che andavano incontro a sinoviectomia in quanto 

affetti da artrite reumatoide. 

Abbiamo valutato l’espressione dei recettori per il VEGF nei mastociti 

sinoviali umani. Le cellule sono state incubate con anticorpi monoclonali 

anti-VEGFR1, anti VEGFR2, anti-VEGFR3 coniugati con il fluorocromo 

PE e con anti-IgE coniugate con il fluorocromo FITC o con controlli 

isotipici. La Figura 6 mostra che la maggior parte dei mastociti sinoviali 

esprime tali recettori.  

Effetto del VEGF-A165 sulla chemiotassi dei mastociti sinoviali umani 

Il VEGF-A stimola la migrazione delle cellule endoteliali
61

 ed è 

chemiotattico per alcune cellule del sistema immunitario umano
62, 63

. Tra 

le isoforme del VEGF-A, il VEGF-A165 rappresenta l’isoforma più 

studiata per il suo effetto angiogenico e mitogenico sulle cellule 
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endoteliali. In questo gruppo di esperimenti abbiamo valutato gli effetti 

in vitro di un ampio intervallo di concentrazioni (10-500 ng/ml) di 

VEGF-A165 sulla chemiotassi degli HSyMC. La Figura 7 mostra i 

risultati di due esperimenti che dimostrano che il VEGF-A165 induce la 

chemiotassi degli HSyMC in maniera concentrazione-dipendente, 

raggiungendo un plateau a 500 ng/ml. È stata inoltre effettuata un’analisi 

di controllo per verificare se la migrazione dei mastociti indotta dal 

VEGF-A165 fosse provocata dalla chemiotassi o dalla chemiocinesi. I 

risultati di tale analisi indicano che il VEGF-A165 provoca la migrazione 

dei mastociti in maniera concentrazione-dipendente quando aggiunto nel 

compartimento inferiore della camera di chemiotassi, mentre una 

concentrazione ottimale di VEGF-A165 (500 ng/ml) aggiunta alle cellule 

nei pozzetti superiori o in entrambi i compartimenti della camera di 

chemiotassi non induce la migrazione direzionale dei mastociti (dati non 

mostrati). Quindi, la migrazione dei mastociti indotta dal VEGF-A è un 

risultato della chemiotassi e non della chemiocinesi.  

Questi esperimenti confermano che i mastociti sinoviali esprimono i 

recettori per il VEGF e che questi ultimi sono attivi nell’indurre la 

migrazione direzionale. 
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Effetto dei raggi ultravioletti A sul rilascio di VEGF-A dai mastociti 

umani 

Nell’ultima serie di esperimenti abbiamo studiato le variazioni del 

rilascio di mediatori proangiogenici dai mastociti (HMC-1) a seguito 

dell’esposizione a raggi UVA. E’ noto infatti, che nella carcinogenesi 

foto-indotta l’angiogenesi rappresenta una tappa essenziale per la crescita 

tumorale. Questi esperimenti intendono verificare il coinvolgimento di 

mastociti ed UVA nel processo di cancerogenesi.  

Le HMC-1 sono state irradiate in piastre di plastica ad una distanza di 10 

cm dai tubi fluorescenti e con una dose crescente di raggi ultravioletti A 

(UVA): 5 J/cm
2
, 25 J/cm

2
, 50 J/cm

2
. Al termine dell’irradiazione metà 

dei campioni sono stati stimolati con lo ionoforo del calcio A23187 (200 

nM) e con phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA 25 ng/ml) ed incubati 

in mezzo supplementato per 24 ore a 37° C. Al termine dell’incubazione, 

il sovranatante delle colture cellulari è stato raccolto ed il contenuto 

totale di VEGF-A immunoreattivo è stato misurato mediante ELISA. I 

risultati hanno mostrato che la stimolazione con ionoforo e PMA induce 

un forte rilascio di VEGF-A dalle HMC-1. Inoltre, abbiamo potuto 

osservare che l’irradiazione con UVA inibisce significativamente ed in 
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maniera dose-dipendente il rilascio di VEGF-A nei mezzi condizionati 

(Figura 8). 

Al fine di verificare che gli effetti inibitori degli UVA non fossero 

dovuti ad un’aumentata mortalità cellulare, abbiamo analizzato le cellule 

mediante colorazione con tripan blue (per la valutazione della mortalità) 

e mediante analisi citofluorimetrica dopo marcatura con propidio ioduro 

(per la valutazione dell’apoptosi). Le cellule sono state irradiate con 

UVA a dosi crescenti: 0.5 J/cm
2
, 1.5 J/cm

2
, 2.5 J/cm

2
. 5 J/cm

2
, 15 J/cm

2
, 

25 J/cm
2 

e successivamente stimolate con lo ionoforo
 
del calcio e PMA. I 

risultati, come si vede nella Figura 9, mostrano che la percentuale di 

cellule in necrosi o in apoptosi rispetto al campione non irradiato era al di 

sotto del 10 % per le dosi di UVA di 0.5 J/cm
2
, 1.5 J/cm

2
, 2.5 J/cm

2
, tra il 

15 ed il 20 % per la dose di UVA di 5 J/cm
2
 e tra il 20 ed il 30 % per la 

dose di UVA di 15 J/cm
2
 e 25 J/cm

2
. Poiché alla dose di 5 J/cm

2 

osserviamo già una forte inibizione del rilascio di VEGF in assenza di 

mortalità cellulare significativa, abbiamo deciso di continuare i nostri 

esperimenti irradiando le cellule con questa dose ottimale di UVA.  
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Valutazione dell’espressione dell’mRNA per il VEGF-A165 nei mastociti 

umani dopo esposizione a radiazioni ultraviolette A 

Negli esperimenti successivi abbiamo valutato l’espressione dell’mRNA 

per il VEGF-A nelle HMC-1 irradiate con UVA a 5 J/cm
2
 e 

successivamente stimolate con ionoforo e PMA. Dopo amplificazione 

con PCR in presenza di primers specifici per VEGF-A e per la GAPDH, i 

prodotti di PCR sono stati separati mediante elettroforesi. L’analisi 

dell’RNA ha dimostrato che l’irradiazione con UVA inibisce 

significativamente l’espressione del VEGF-A165 rispetto al controllo 

(Figura 10). 

Questi risultati mostrano un’azione inibitoria dose-dipendente dei 

raggi UVA sul rilascio e sulla espressione di VEGF-A dalle cellule 

HMC-1, sottolineando come i mastociti possano essere influenzati dalle 

radiazioni UV nella secrezione di mediatori proangiogenici, importanti in 

diverse situazioni patologiche.  
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DISCUSSIONE 

 

Il sistema VEGF/VEGFR è considerato il principale sistema che regola 

l’angiogenesi, la linfoangiogenesi ed il rimodellamento tessutale nelle 

malattie infiammatorie e nei tumori
30, 32

. Infatti, è sempre più evidente il 

ruolo che questo complesso sistema biologico può svolgere nelle reazioni 

immunitarie ed infiammatorie
64-65-66 

Tra le varie isoforme del VEGF, il VEGF-A, oltre ad essere il più 

potente, esplica importanti effetti regolatori in diversi processi infiamma 

tori
37

. 

Nel nostro studio abbiamo identificato un nuovo meccanismo 

attraverso il quale i mastociti regolano l’angiogenesi mediante la sintesi e 

la secrezione di differenti isoforme di VEGF-A.  

Tra i diversi sistemi disponibili in vitro per studiare la biologia dei 

mastociti umani, l’isolamento di mastociti primari purificati da tessuto 

umano rappresenta senza dubbio la metodica che più di ogni altra 

consente di avvicinarsi alle condizioni fisiopatologiche in vivo. A tal 

scopo è stata messa a punto una metodica per isolare mastociti primari 

dalla sinovia di pazienti affetti da artrite reumatoide che andavano 
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incontro ad intervento di sinoviectomia. Considerate le difficoltà tecniche 

e di resa correlate a tale metodica, abbiamo utilizzato a scopo 

comparativo le linee mastocitarie HMC-1 e LAD2.  

Nei nostri esperimenti abbiamo dimostrato che i mastociti umani 

esprimono costitutivamente l’mRNA per le tre principali isoforme di 

VEGF-A (121, 165, and 189) e per le due isoforme di VEGF-B (167 and 

186) che giocano un ruolo essenziale nell’angiogenesi. I mastociti 

esprimono inoltre l’mRNA per il VEGF-C e -D
67

, i principali fattori che 

regolano la linfoangiogenesi. Abbiamo inoltre confermato la presenza di 

VEGF-A a livello proteico. 

Gli esperimenti successivi sono stati eseguiti su mastociti sinoviali 

umani, i quali rappresentano un modello particolarmente interessante, 

considerate le forti evidenze riguardanti il ruolo dei mastociti in diverse 

forme di artrite, tra cui spicca il lavoro nel quale Lee et al. hanno 

dimostrato come la presenza dei mastociti risulti essenziale nello 

sviluppare una forma di artrite sperimentale nel topo
17

. 

Abbiamo determinato, mediante analisi citofluorimetrica, 

l’espressione dei recettori per il VEGF sulla superficie cellulare dei 

mastociti sinoviali. Tali esperimenti hanno mostrato che i mastociti 
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sinoviali esprimono costitutivamente sulla membrana plasmatica i 

recettori per il VEGF. 

Successivamente abbiamo valutato dal punto di vista funzionale il 

sistema del VEGF e dei suoi recettori sui mastociti. Gli esperimenti di 

chemiotassi hanno confermato l’ipotesi che il VEGF rappresenti un forte 

stimolo chemiotattico per le cellule. In base a questi dati, è possibile 

tracciare uno scenario nel quale il VEGF, liberato nei siti di 

infiammazione ed angiogenesi, funge da fattore chemiotattico per i 

mastociti. Tali cellule risultano a loro volta capaci di produrre VEGF, 

amplificando pertanto la risposta angiogenica e promuovendo l’ulteriore 

reclutamento di cellule infiammatorie.  

Queste evidenze definiscono inoltre un nuovo ed interessante loop 

autocrino, che comprende il rilascio immunologico del VEGF-A da parte 

dei mastociti e l’espressione dei suoi recettori sulla loro superficie.  

Tali osservazioni rafforzano la significatività del sistema 

VEGF/recettori da noi individuato sui mastociti soprattutto in 

considerazione di eventuali applicazioni farmacologiche. I risultati di 

questo studio potrebbero avere importanti implicazioni in questo senso: è 

possibile ipotizzare che un efficace antagonismo del sistema 
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VEGF/recettore, ottenuto utilizzando un inibitore a peso molecolare della 

tirosina-chinasi associata ai VEGFRs
68

, un anticorpo monoclonale 

umanizzato anti-VEGF
69

, un decoy receptor solubile per il VEGF
70

 o 

proteine di fusione che sequestrano il VEGF, possa essere utilizzato nella 

pratica clinica per controllare alcune patologie, come l’artrite reumatoide, 

nelle quali i mastociti giocano un ruolo rilevante. D’altro canto è noto 

che i mastociti, strategicamente localizzati intorno e vicino ai vasi 

sanguigni e linfatici
71, 72

, sono aumentati in diversi tumori umani
73, 74

, nei 

quali la loro presenza è correlata all’angiogenesi ed alle metastasi
7576

. 

Inoltre, i mastociti ed i loro mediatori sono implicati nella patogenesi 

dell’asma bronchiale
77

 e di diverse malattie infiammatorie croniche
78

. A 

questo proposito, recentemente è stato ad esempio dimostrato che, in un 

modello sperimentale di artrite indotta da collageno, l’utilizzo di un 

inibitore della tirosina kinasi (imatinib mesilato) previene e riduce in 

maniera significativa l’artrite
79

. Poiché l’imatinib mesilato è capace di 

bloccare, insieme ad altre vie di segnale dipendenti da tiroxina-kinasi, il 

fattore di sopravvivenza c-Kit espresso in maniera specifica sui mastociti, 

gli autori hanno ipotizzato che l’effetto protettivo nei confronti 

dell’artrite fosse dovuto ad una inibizione dei mastociti. Il meccanismo 
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alla base di queste osservazioni potrebbe essere almeno in parte 

riconducibile agli effetti di tale farmaco sul rilascio di VEGF da parte dei 

mastociti.  

Nell’ultima serie di esperimenti abbiamo infine considerato 

l’influenza che i raggi ultravioletti (UVA) hanno sul rilascio di mediatori 

proangiogenici dai mastociti. Tali cellule sono localizzate in siti 

anatomici esposti all’ambiente esterno (cute, vie aeree, tratto 

gastrointestinale) ed i raggi UVA penetrano in profondità fino al derma, 

per cui potrebbero direttamente interagire con i mastociti. I nostri risultati 

dimostrano che gli UVA inibiscono in maniera dose-dipendente il 

rilascio di VEGF dai mastociti. Questo potrebbe in parte spiegare 

l’effetto benefico dei trattamenti fototerapici in alcune dermatosi 

croniche. I livelli di VEGF sono aumentati in diverse malattie 

infiammatorie della cute; emblematica è la psoriasi dove l’angiogenesi 

sostiene lo stato flogistico e favorisce l’iperplasia tissutale
80,81

. La 

capacità dei raggi ultravioletti di modulare l’angiogenesi mediata dai 

mastociti, potrebbe rappresentare un nuovo target terapeutico, applicabile 

in diverse condizioni morbose autoimmunitarie.  
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In conclusione, i risultati descritti in questo studio hanno 

dimostrato che i mastociti umani rappresentano una importante fonte di 

VEGF-A, principale fattore angiogenico. L’identificazione dei recettori 

del VEGF sulla superficie dei mastociti ha individuato un nuovo ed 

importante loop autocrino. Queste evidenze convalidano l’ipotesi che il 

rilascio di fattori angiogenici, insieme alla capacità di rispondere ad essi, 

rappresenti un meccanismo importante attraverso il quale i mastociti sono 

implicati in molteplici condizioni patologiche. Inoltre gli esperimenti 

eseguiti dimostrano che la modulazione dell’angiogenesi da parte dei 

mastociti può essere condizionata da agenti fisici esterni; questo dato 

aggiunge un ulteriore tassello alla comprensione della complessa 

interazione tra ambiente esterno e cellule del sistema immunitario.  
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FIGURE 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 1. Mediatori sintetizzati e liberati da mastociti umani 
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Figura 2. Recettori del VEGF 

 

I recettori VEGFR-1/Flt-1 e VEGFR-2/KDR sono espressi sulla superficie cellulare 

della maggior parte delle cellule endoteliali e su diverse cellule del sistema 

immunitario. Il VEGFR-3/Flt-4 è principalmente coinvolto nei processi di 

angiogenesi linfatica, infatti ad esso si legano il VEGF-C ed il VEGF-D. Il VEGF-A 

lega sia VEGFR-1  che VEGFR-2. Al contrario, il PlGF e il VEGF-B interagiscono 

soltanto con il recettore VEGFR-1/Flt-1. Numerose evidenze in letteratura 

attribuiscono al recettore VEGFR-2/KDR il ruolo di principale mediatore degli effetti 

mitogenici ed angiogenici del VEGF nelle cellule endoteliali. Viceversa, il recettore 

VEGFR-1/Flt-1 non media un effettivo segnale mitogenico nelle cellule endoteliali 

ma può, specialmente durante lo sviluppo embrionale, esercitare un ruolo inibitorio 

attraverso il sequestro del VEGF bloccando la sua interazione con il VEGFR-2/KDR. 

Lo stesso ruolo inibitorio (“decoy receptor”) sarebbe esercitato anche dall’sVEGFR- 

1/Flt-1. 
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Figura 3. Espressione dell’mRNA per il VEGF nei mastociti 
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Figura 4. Espressione del VEGF nei mastociti umani  
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Figura 5. Espressione dell’mRNA per i recettori del VEGF nei mastociti umani 
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Figura 6. Valutazione citofluorimetrica dell’espressione  

dei VEGFRs nei mastociti sinoviali 
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Figura 7. Effetto del VEGFA165 sulla chemiotassi dei mastociti sinoviali 
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Figura 8. Effetto degli UVA sul rilascio di VEGF-A dalle cellule HMC-1 
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Figura 9. Valutazione della mortalità cellulare delle HMC-1  

dopo esposizione a differenti dosi di UVA 
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Figura 10. Espressione dell’mRNA per il VEGF nelle HMC-1 

dopo esposizione a raggi UVA 
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