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PREMESSA

L'oggetto di questa tesi riguarda il ruolo delle proteine cationiche
granulari degli eosinofili nell'attivazione dei macrofagi. Le basi che hanno
consentito questo lavoro sperimentale derivano dall'esperienza nel settore
della fisiopatologia degli eosinofili acquisita in precedenza. L'interesse nei
confronti degli eosinofili & sempre stato rivolto al particolare ruolo svolto da
queste cellule nel danno tissutale e nella modulazione delle funzioni di altre
cellule infiammatorie.

Gli eosinofili presenti nei tessuti, se opportunamente stimolati,
possono andare incontro ad un processo di esocitosi che comporta il
rilascio nell'ambiente extracellulare di proteine cationiche contenute nei
loro granuli. Il potenziale citotossico di tali proteine & ampiamente
documentato; in effetti esse possono rendere conto dell'azione tossica
dell'eosinofilo nei confronti di macroparassiti, cellule tumorali, cellule di
trapianti e cellule di tessuti normali. Le proteine granulari, comunque, non
sono chiamate in causa solo per il loro ruolo proinfiammatorio o per la loro
attivitad citotossica. E' possibile che agiscano quali mediatori in grado di
modificare funzioni di altre cellule. Le proteine granulari, infatti, possono
legarsi a varie cellule. In particolare, precedenti studi condotti anche nel
nostro laboratorio hanno dimostrato che la eosinofilo perossidasi (EPO) & in
grado di legarsi ai macrofagi e a vari tipi di cellule modulandone le funzioni,
come in seguito verra descritto per esteso.

Questi risultati si sono rivelati utili per la nostra ricerca in
associazione ad altre osservazioni riportate in letteratura, dimostranti che

I'infiltrazione di eosinofili, assieme a macrofagi, nello stroma di alcuni
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tumori nell'uomo & associata ad una prognosi favorevole e all'inibizione
della crescita o alla eradicazione nel caso di tumori sperimentali.

I macrofagi occupano un posto centrale nei meccanismi
dell'immunita specifica e aspecifica, nelle difese dell'organismo dagli agenti
infettivi, nella regolazione dell'infiammazione e dei fenomeni riparativi post-
necrotici. La loro funzione difensiva nel controllo della crescita tumorale &
ampiamente documentata; essa si esplica dopo che i macrofagi residenti e
quelli derivati dai monociti reclutati dal sangue vanno incontro ad un
processo di attivazione in seguito al quale diventano citotossici nei
confronti delle cellule tumorali.

Meno chiaro & invece il ruolo degli eosinofili nella difesa
antitumorale, anche se i dati ottenuti in vitro e derivanti da diverse
osservazioni cliniche fanno ipotizzare un ruolo importante di queste cellule

nel controllo della crescita neoplastica.

Lo scopo di questa tesi & quello di vedere se le proteine cationiche
contenute nei granuli degli eosinofili sono in grado di attivare i macrofagi.

| risultati indicano che cid avviene e suffragano l'ipotesi di una
cooperazione fra eosinofili e macrofagi nei meccanismi di difesa operanti in
alcuni tipi di inflammazione cronica (es. difesa contro macroparassiti) e nel

controllo della crescita tumorale.
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La stesura di questa tesi & stata organizzata nel seguente modo:
nella prima parte introduttiva verranno descritte le caratteristiche funzionali
e i ruoli piu 0 meno accertati degli eosinofili in relazione alle proprieta delle
loro proteine cationiche, riservando la parte conclusiva al significato
dell'attivazione macrofagica; seguira poi un capitolo dedicato alla
descrizione dei materiali, dei metodi e delle tecniche a cui si & fatto ricorso
per i vari approcci sperimentali; nella terza parte verranno descritti i risultati
ottenuti. Seguiranno infine la discussione globale dei risultati e le

conclusioni che potranno essere tratte dagli studi presentati.

GLI EOSINOFILI

Gli eosinofili sono wun tipo di granulociti a localizzazione
prevalentemente tissutale. Gli eosinofili circolanti nel sangue sono in
condizioni normali 1'1-3% dei leucociti totali, corrispondenti a 100-
400/mm3; il numero totale stimato (1-1.5 x 109) é significativamente
minore rispetto a quello del midollo osseo (100 x 109) o dei tessuti (150 x
109) (1). Essi rimangono in circolo per 5-7 ore e poi migrano nei tessuti
dove svolgono la loro azione prima di essere distrutti dopo 1-2 settimane di
permanenza (1). Le sedi preferenziali di migrazione tissutale 7comprendono

la cute, i polmoni, la mucosa uterina ed il tratto gastrointestinale (2).



RUOLI DEGLI EOSINOFILI

Vari sono i ruoli pill 0 meno accertati per I'eosinofilo. In questa sede
cercheremo di delineare in un primo tempo le funzioni che classicamente
vengono attribuite agli eosinofili e che fanno assumere a queste cellule un
ruolo peculiare nella difesa contro certi agenti eziologici, nelle allergie e
nella patogenesi del danno tissutale. Tali funzioni sono molto spesso
associate al potenziale citotossico di cui si parlera in seguito.

Successivamente ci soffermeremo ad esaminare i dati, per lo piu
recenti, che ci consentono di accreditare agli eosinofili anche ruoli
"collaborativi" con cellule coinvolte in processi aventi alla base un
meccanismo di immunita cellulo-mediata.

Infine, cercheremo di esaminare le informazioni che riguardano le

interessanti associazioni degli eosinofili con i tumori.

1. Funzioni associate al potenziale citotossico

a. Eosinofili e parassiti

L'eosinofilo & stato concepito primariamente come cellula effettrice
che pud portare benefici o danno all'ospite in virtd del suo stesso
potenziale citotossico.

L'evidenza dell'accumulo di eosinofili in lesioni infiammatorie causate
da macroparassiti ha fatto sospettare una loro funzione di difesa nei
confronti di questi organismi, cosa che & stata confermata con modelli

sperimentali sia /in vivo, in cui topi, depletati di eosinofili tramite uno

specifico antisiero, si dimostravano molto piu suscettibili agli effetti di



infestazioni elmintiche (3) che in vitro, in cui eosinofili isolati si sono
dimostrati efficientemente elmintotossici e protozootossici (4). Di
particolare rilevanza & I'attivita citotossica dei granulociti eosinofili nei
confronti dello Schistosoma mansoni - japonicum, hematobius -
(rappresentanti della classe dei Trematoda) in un particolare stadio del loro
ciclo, la schistosomula.

L'interazione tra eosinofili e parassiti & generalmente preceduta dalla
risposta immune ai parassiti stessi. | parassiti inducono principalmente la
produzione di IgE e di IgG che, assieme al complemento, consentono
I'adesione degli eosinofili al parassita e la loro infiltrazione sotto -il
tegumento, grazie alla presenza di recettori Fce (specificamente FceRyj), Fcr
e C3b sulla membrana degli eosinofili.

L'interazione ligando-recettore provoca l'attivazione del granulocita
eosinofilo e il rilascio del contenuto dei suoi granuli. La stretta adesione
della cellula effettrice consente ai prodotti secretori degli eosinofili di
concentrarsi in grande quantita (per il piccolo volume) sul o nel bersaglio
(5, 6).

Sebbene anche altre cellule possano uccidere gli elminti, gli eosinofili
sono particolarmente tossici per questi parassiti per diverse ragioni. In
primo luogo essi possono danneggiare direttamente i parassiti attraverso le
proteine cationiche dei granuli, depositate dopo che la cellula si & attaccata
alla superficie dei parassiti (7). Queste proteine sono la MBP (Major Basic
Protein), la ECP (Eosinophil Cationic Protein), la EDN (Eosinophil Derived
Neurotoxin) e la EPO (Eosinophil Peroxidase). In secondo luogo, i metaboliti
derivati dall'ossigeno (ione superossido, radicale idrossile, perossido di

idrogeno e ossigeno singoletto), generati in seguito all'attivazione del



metabolismo ossidativo ("burst" respiratorio), possono a loro volta mediare
I'elmintotossicita di per sé (7-10) o in associazione con altri prodotti
dell’eosinofilo. In particolare I'azione citotossica della EPO pud essere
potenziata dalla presenza di H2O2 e di un alogenuro. Dalla perossidazione
dell'alogenuro ad opera della EPO si genera acido alogenoso, letale per il
parassita (11).

L'attivita antielmintica implica comunque la partecipazione di altre
cellule inflammatorie effettrici, come i neutrofili che possono contribuire
all'uccisione dei vermi, e di cellule produttrici di mediatori come le mast-
cellule, che secernono ECF-A (Eosinophil Activating Factor of Anaphilaxis)
e istamina, i linfociti T, che liberano EAF (Eosinophil Activating Factor) ed i
neutrofili stessi che producono PAF (Platelet Activating Factor). Tutti questi
fattori sono in grado di amplificare I'espressione dei recettori per Fce, Fcr e

C3b sugli eosinofili (12).

Gli eosinofili, anche se sono molto efficienti nell'uccisione dei
macroparassiti, non possiedono un'elevata capacita fagocitante. Infatti,
anche se in vitro possono fagocitare batteri, funghi, micoplasmi, particelle
inerti, complessi antigene-anticorpo, per altro con efficienza di gran lunga
inferiore a quella dei neutrofili, non sembra che tale funzione abbia
rilevanza in vivo ai fini delle difese contro le infezioni (13). Lo si &
dimostrato in condizioni di neutropenia indotta da farmaci e nella sindrome
di deficienza di adesione leucocitaria (LAD) (14). Soprattutto in
quest'ultima condizione, la migrazione dei neutrofili (ma non degli eosinofili)
nei tessuti infiammati & praticamente assente e cio rende gli individui affetti
da tale sindrome particolarmente suscettibili all'insorgenza di infezioni

ricorrenti gravi.



b. Eosinofili e reazioni allergiche

Una tipica reazione allergica o d'ipersensibilita di tipo | (anafilattica)
prevede una prima fase di sensibilizzazione, in cui |'organismo viene in
contatto con I'allergene: quest'ultimo stimola la produzione di IgE
specifiche che si depositano sulla membrana di mastcellule e basofili dotati
del recettore ad alta affinita per il frammento Fc delle IgE (FceR)). L'evento
centrale di questo fenomeno allergico & la degranulazione delle mastcellule
e dei basofili provocata dal successivo contatto con I'antigene. Vengono
rilasciati mediatori quali I'istamina, potente vasodilatatore, le SRS-A (Slow
Reacting Substance of Anaphilaxis), una miscela di leucotrieni che provoca
contrazione della muscolatura liscia, il PAF e I'ECF-A. Tutti questi prodotti
sono fattori di richiamo e di attivazione per gli eosinofili (2). Richiamati
nella sede d'inflammazione, gli eosinofili determinano I'andamento delle
reazioni tardive della fase di scatenamento liberando a loro volta dei
mediatori che prolungano, intensificano ed, entro certi limiti, attenuano le
reazioni precoci e contribuiscono all'insorgere del danno tissutale.

Alla loro attivazione consegue, infatti, un forte effetto
proinfiammatorio ed un blando effetto antiinfiammatorio:

- il primo é& mediato dall'innesco del metabolismo dell'acido
arachidonico, da cui si originano i leucotrieni C4, D4 ed E4 e il PAF, che
amﬂlificano I'inflammazione, e dal rilascio delle proteine granulari
citotossiche (MBP, ECP ed EPO), che sono in grado di stimolare la
degranulazione delle mastcellule ed il rilascio di istamina) (12);

- il secondo & dovuto ad altri prostanoidi quali le prostaglandine E
ed E2 (bloccano la degranulazione dei basofili), dal sistema EPO-H202-

alogenuro (inibisce I'azione vasocostruttiva del LTC4 trasformandolo in un



isomero inattivo del LTB4 e determina I'ingestione da parte degli eosinofili
dei granuli rilasciati dalle mastcellule), da MBP ed ECP che sopprimono
I'effetto dell'eparina e da alcuni enzimi non granulari quali istaminasi e

fosfolipasi D che inattiva il PAF (2).

c. Eosinofili e danno tissutale.

Alla genesi del danno tissutale partecipano in parte i prodotti del
métabolismo ossidativo, gia ricordati in precedenza (7-10). Sembra,
tuttavia, che le sostanze in assoluto maggiormente tossiche per i tessqti
dell'ospite siano le proteine granulari. Elevate concentrazioni di tali proteine
possono essere misurate nello sputo di pazienti asmatici (15). Eosinofili e
proteine cationiche si rinvengono nel lavaggio broncoalveolare di persone
affette da asma durante le reazioni polmonari tardive scatenate
dall'inalazione dell'antigene (16). Similmente, una ricca infiltrazione di
eosinofili con evidente degranulazione & osservabile nella mucosa nasale in
seguito ad inalazione dell'antigene. Nei liquidi di lavaggio della mucosa
nasale si ritrovano in effetti aumentati livelli di ECP, MBP e EDN (17,18). In
pazienti con malattie correlate a certi tipi di eosinofilia, I'impiego di
tecniche di immunofluorescenza ha permesso di individuare in vari tessuti
quali la cute, il cuore e nell'apparato respiratorio e gastrointestinale la
presenza di proteine cationiche granulari (15,19). Altri dati indicano che gli
eosinofili, attraverso le proteine cationiche liberate in risposta alla
degranulazione o alla citolisi, possono contribuire in maniera rilevante ai
processi degenerativi che si accompagnano all'infiammazione. E' stato
infatti dimostrato che le proteine cationiche possono essere tossiche per

diversi tipi di cellule; ad esempio la EPO e la MBP possono danneggiare



I'epitelio nasale (20), la MBP pud far aumentare la contrazione della trachea
indotta da acetilcolina (21), la MBP, I'ECP, I'EPO e, in modo minore, la EDN
danneggiano I'epitelio tracheale inducendo immobilizzazione delle ciglia,
formazione di bolle ed esfoliazione (22).

Queste ultime osservazioni ci consentono un'ulteriore precisazione
sull’attivita citotossica degli eosinofili che viene intesa non esclusivamente
come difensiva ma anche come meccanismo di offesa in grado di
provocare lesioni a tessuti e cellule normali e di associarsi alla attivita di
altre cellule. Ricordiamo, a titolo esemplificativo, il rigetto dei trapianti di
rene e di fegato (23), dove la presenza di una marcata eosinofilia tissutale

sembra essere associata ad un pil precoce rigetto (24).

2. Ruoli collaborativi

Dati recenti sembrano indicare che gli eosinofili svolgono ruoli di
"collaborazione"” con linfociti e altre cellule coinvolte nella risposta immune
e di derivazione mesenchimale.

La scoperta che gli eosinofili posseggono caratteristiche antigeniche
comuni a cellule della risposta immunitaria (macrofagi e linfociti) e che in
certe condizioni possono secernere citochine fa pensare ad una possibile
relazione tra eosinofili e risposta immunitaria cellulo-mediata.

E' stato dimostrato che gli eosinofili possono comportarsi come
cellule presentanti I'antigene (APC), in quanto attivano la proliferazione di
linfociti T dopo I'elaborazione dell'antigene (25). Questa capacitad sarebbe
perd effettiva non tanto per gli antigeni di derivazione microbica, che

devono essere elaborati, quanto per i superantigeni degli Stafilococchi (26).



In ogni caso la capacita di presentare I'antigene & minore se paragonata a
quella dei macrofagi (25,26). Gli eosinofili, comunque, potrebbero
funzionare come interazione con citochine. e' stato dimostrato, infatti, che
il trattamento con GM-CSF induce I'espressione di antigeni del complesso
maggiore di istocompatibilita (MHC) di classe |l (25) e la subunita p55 del
recettore per I'lL-2 (CD25) (27). Sempre in seguito al trattamento con GM-
CSF, gli eosinofili possono esprimere il CD4 (28), ritenuto fino a poco
tempo fa presente unicamente su cellule della linea monocito-macrofagica e
sui linfociti T-helper.

Gli eosinofili possono produrre e rilasciare citochine, soprattutto in
seguito all'aggiunta di vari agenti stimolanti. Oltre a dati iniziali riguardanti
la produzione di TGF-B (29) e TGF-a (30), recentemente si & dimostrato
che gli eosinofili possono rilasciare IL-6 (31) e produrre, sempre dopo
attivazione, IL-1 (32), IL-3, GM-CSF (33,34), IL-5 (35), IL-8 (36), TNF e

MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein 1a (37).

a. Eosinofili__associati _a_macrofagi in_patologie implicanti processi
inflammatori di tipo cronico

Una intensa infiltrazione tissutale di eosinofili si osserva in flogosi
granulomatose da parassiti, funghi ed altri agenti eziologici. Il ruolo svolto
da queste cellule non & stato ancora definito con certezza.

Nei granulomi originatisi in seguito ad una reazione infiammatoria
contro parassiti, in particolare contro gli elminti, gli eosinofili sono molto
numerosi e rappresentano la componente cellulare predominante assieme ai
macrofagi e alle altre cellule normalmente presenti nelle infezioni croniche

granulomatose (38).
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Nei granulomi epatici, risultanti dalla reazione contro le uova di
Schistosoma, si osservano una proliferazione e differenziazione di eosinofili
determinate, molto probabilmente, dalle citochine prodotte dai macrofagi
(39). Si é visto inoltre che in topi infettati da Schistosoma mansoni la
deplezione degli eosinofili con un siero specifico anti-eosinofili causava la
riduzione delle dimensioni del granuloma ed una ritardata distruzione delle
uova del parassita (38).

Per quanto riguarda le reazioni granulomatose dovute a materiale
considerato come "corpo estraneo”, lo studio istologico su granulomi
derivanti da peritoniti causate dall'introduzione accidentale del talco dei
guanti utilizzati in sede chirurgica aveva gia dimostrato che il numero di
eosinofili presenti era notevole (40).

Nei granulomi eosinofilici dell'osso, gli studi immunoistochimici ed
ultrastrutturali hanno evidenziato notevoli segli di degranulazione degli
eosinofili (41). In particolare, in un paziente affetto dal morbo di Hand-
Schiller-Christian, & stato documentato il rilascio extracellulare di eosinofilo -
perossidasi ed il legame di questa proteina alle cellule coinvolte nella
reazione granulomatosa e presenti nel midollo osseo (41). Un altro studio
effettuato su due pazienti con granulomi eosinofilici del tessuto osseo ha
dimostrato la presenza di MBP, ECP ed EPO all'interno dei fagolisosomi dei
macrofagi circostanti, suggerendo un'interazione tra eosinofili e cellule
fagocitiche durante lo stadio distruttivo della malattia (42).

Per concludere le esemplificazioni che ci permettono di dare
collocazione all'eosinofilo anche nel quadro delle reazioni infiammatorie di

tipo cronico, ricordiamo che recentemente & stato dimostrato che infezioni
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da Micobatteri provocano il rapido reclutamento di un elevato numero di

eosinofili, in grado di ingerire i microorganismi (43).

3. Eosinofili e tumori

La presenza di numerosi eosinofili & stata dimostrata in molti tumori
di diversa origine. La componente cellulare dello stroma della maggior parte
dei tumori & costituita prevalentemente da macrofagi e linfociti. Tuttavia, in
alcune neoplasie si osserva anche un intenso infiltrato di eosinofili, oltre
alla presenza di queste cellule.

Proponiamo nella Tabella 1 un quadro riassuntivo delle associazioni
di vari tipi di neoplasie con eosinofilia sia tissutale che periferca.

Una marcata eosinofilia tissutale & stata riscontrata ad esempio nel
carcinoma del colon (44,45), nel cancro del retto (46), dello stomaco (47),
del polmone (48,49), in adenocarcinomi mammari (50), nel carcinoma
naso-faringeo (51), nel carcinoma della cervice uterina (52-54), nel
carcinoma squamocellulare della cavita orale (55), del capo e del collo (56)
e nel morbo di Hodgkin (57,58). In molti di questi tumori, I'intensa
infiltrazione di eosinofili & stata associata ad una prognosi piu favorevole
(44,47,48, 49,52,54) e, nel caso del carcinoma del colon con I'assenza di
metastasi al fegato e ai linfonodi (44,45). Anche per quanto riguarda il

cancro polmonare (il tipo istologico non viene specificato dagli autori), si &

notata assenza di metastasi (48,49).
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Tabella 1. Eosinofilia tissutale e periferica associata a diversi tipi di tumore.

TIPO DI TUMORE eosinofilia prognosi metastasi rif. bib.
favorevole infausta

carcinoma del colon tissutale + assenza 44,45
cancro del retto tissutale ? ? 46
carcinoma gastrico tissutale + 47
carcinoma naso- tissutale ? ? 51
faringeo
carcinoma squamo- tissutale + ++ 95
cellulare della cavita
orale
carcinoma squamo- tissutale + assenza 56
cellulare del capo e
del collo
carcinoma della tissutale + 52,53,54
cervice uterina
carcinoma squamo- periferica + 64
cellulare del
polmone
microcitoma* * periferica + 63
cancro polmonare* tissutale + assenza 48,49
adenocarcinoma tissutale ? ? 50
mammario
tumori della periferica + 61
mammella*
cancro della periferica + 62
vescica**
morbo di Hodgkin tissutale + 57,58
(primario)

(*) il tipo istologico del tumore non viene specificato dagli autori
(**) I'osservazione @ stata condotta su pazienti trattati con IL-2

In un recente studio effettuato su un numero elevato di pazienti (120

casi), I'eosinofilia tissutale associata al tumore @& risultata un indicatore

prognostico favorevole per il carcinoma squamo-cellulare del capo e del
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collo ed & stata associata all'assenza di metastasi distali (56). Anche se
non riportato nella Tabella, vogliamo ricordare ugualmente uno studio
eseguito da alcuni autori su tumori di tipo vascolare (di origine epitelioide),
i quali hanno osservato che nelle situazioni di benignita l'infiltrato &
composto prevalentemente da linfociti ed eosinofili (59). Un simile infiltrato
non & presente negli angiosarcomi, che sono invece delle neoplasie maligne
(59).

Altri studi suggeriscono invece che l'infiltrazione di eosinofili si
correla ad una prognosi sfavorevole. E' il caso del morbo di Hodgkin (58),
del carcinoma gastrico (47) e del carcinoma squamo-cellulare della cavita
orale (55). Addirittura, in quest'ultimo caso, il numero delle mestastasi
sembra aumentare (55) rispetto a tumori simili non infiltrati da eosinofili. In
effetti sembrerebbe che gli eosinofili producano una gelatinasi,
immagazzinata poi dai neutrofili e rilasciata da questi in base alla richiesta.
Questa metallo-proteinasi potrebbe essere coinvolta nel processo di
invasione tumorale (60). In tutti questi studi non c'é comunque alcuna
indicazione sull'eventuale presenza o meno di altri tipi cellulari importanti
nella difesa antitumorale.

Anche gli studi sull'eosinofilia periferica associata ai tumori non
danno indicazioni precise sulla prognosi. Si & osservato che in tumori
primitivi della mammella, una elevata eosinofilia nel sangue periferico si
accompagna ad una ridotta probabilitd di recidive dopo asportazione
chirurgica del tumore (61). L'eosinofilia periferica nel cancro della vescica,
forse conseguenza della somministrazione di IL-2, indica prognosi
favorevole (62); cosi avviene anche nel microcitoma (63) ma non nel

carcinoma squamocellulare del polmone (64).
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Tutte queste osservazioni cliniche non sono pero sufficienti per
chiarire il significato dell'eosinofilia associata a condizioni neoplastiche.
Infatti, non sempre & possibile concludere che I'infiltrazione degli eosinofili
nei tumori rappresenti una situazione vantaggiosa per la prognosi né lo puo
essere in assoluto I'eosinofilia periferica riscontrabile in alcuni pazienti
neoplastici.

L'analisi della Tabella ci permette di ricavare altre informazioni: il tipo
istologico del tumore non sembra determinante (non tutti i carcinomi
infiltrati da eosinofili hanno una prognosi favorevole) né il distretto di
sviluppo del tumore (per esempio, a livello polmonare, ['infiltrazione
tissutale consente un esito favorevole, mentre |'eosinofilia periferica &
vantaggiosa per il microcitoma ma non per il carcinoma squamocellulare).

A questo punto appare dunque molto probabile che I'azione degli
eosinofili nei tumori debba essere coordinata o potenziata da altri tipi

cellulari che potrebbero avere un ruolo antitumorale determinante.

Accanto alle osservazioni di tipo clinico, esistono diversi dati che
provengono da studi sperimentali.

Si & evidenziata ad esempio un'attiva degranulazione di eosinofili su
cellule tumorali intestinali di pazienti trattati con IL-2 (62), ad ulteriore
indicazione che gli eosinofili attivati sono coinvolti nella risposta
antitumorale indotta dall'interleuchina-2. Da studi effettuati in vitro,
dimostranti che gli eosinofili attivati da cellule LAK (Lymphokine-Activated
Killer) preincubate con IL-2 diventano citotossici nei confronti di linee
tumorali, si & giunti alla conclusione che questi granulociti possono
effettivamente giocare un ruolo antitumorale importante nella terapia che

impiega cellule LAK in associazione ad [L-2 (65). Eosinofili provenienti da
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pazienti neoplastici trattati con somministrazione sottocutanea di IL-2
risultano citotossici nei confronti di cellule tumorali allogeniche,

probabilmente dopo essere stati attivati indirettamente con IL-5 (63).

Oltre a questi studi condotti sia in vivo che in vitro, anche altri
modelli sperimentali indicano un possibile ruolo degli eosinofili nella difesa
antitumorale. In uno di questi, ad esempio, si & visto che l'inibizione della
crescita di un tumore scarsamente immunogeno, indotto con
metilcolantrene, era associata con l'infiltrazione di fagociti mononucleati e
di eosinofili (66).

Pit recentemente si & visto che cellule tumorali maligne di topo
transfettate con il gene dell'lL-4 non crescono, rispetto a quelle non

transfettate, se iniettate in topi singenici. Questa azione inibente la crescita

(¢»2

del tumore dipende dall'lL-4 prodotta dalle cellule tumorali transfettate ed

(oY

associata ad una reazione infiammatoria la cui componente cellulare
costituita quasi esclusivamente da eosinofili e macrofagi (67). Altri autori
hanno dimostrato che I'iniezione di IL-4 nei linfonodi di drenaggio della
massa tumorale causava la regressione del tumore e contemporaneamente
la formazione di un anello periferico di eosinofili, macrofagi, neutrofili e
linfociti che circondavano le cellule neoplastiche (68). Infine & stato
dimostrato che |'azione antitumorale dell'lL-4 poteva essere bloccata da un
anticorpo monoclonale che impediva il reclutamento dei granulociti nella
reazione infiammatoria associata al tumore. Questi risultati hanno indotto
gli autori di questo studio a concludere che I'azione antitumorale, mediata
dall'lL-4, era dovuta agli eosinofili (69).

Dati ancora pit recenti sembrano comunque rafforzare I'ipotesi che

gli eosinofili, potenzialmente dotati di capacita antitumorale, devono essere
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coadiuvati dall'azione di altre cellule. D'altra parte, anche i macrofagi, il cui
potere citotossico nei confronti delle cellule tumorali & stato piu volte
documentato (70-72), non sono sufficienti, da soli, per esplicare
ottimamente le loro funzioni.

Si & dimostrato, infatti, che, nonostante la marcata infiltrazione di
eosinofili determinata da cellule tumorali transfettate con il gene per I'IL-5,
la crescita del tumore rimaneva inalterata (73).

Parallelarmente & stato studiato |'effetto dell'infiltrazione macrofagica
in seguito all'azione del GM-CSF prodotto da cellule tumorali transfettate
con tale gene (74). Anche in questo caso la sola infiltrazione di macrofagi
non & sufficiente a far rallentare la crescita tumorale.

Questi risultati portano alla conclusione che deve essere necessaria
una cooperazione tra eosinofili e macrofagi affinché si possa verificare in

vivo un'attivita inibente la crescita neoplastica.

LE PROTEINE CATIONICHE

Gli eosinofili contengono in una delle sottopopolazioni di granuli
presenti nel citoplasma, i granuli specifici, una serie di proteine che, per il
loro carattere basico, vengono definite proteine cationiche (13).

Dal punto di vista strutturale i granuli specifici presentano un "core”,
il cristalloide, generalmente elettrondenso immerso in una matrice amorfa
ed eterogenea. Il core contiene la MBP, mentre nella matrice troviamo la

ECP, la EDN e la EPO (75,76).
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Le principali proprieta delle proteine granulari degli eosinofili sono

riportate nella Tabella 2.

Tabella 2. Proprieta e funzioni delle proteine cationiche degli eosinofili.

Proteina

Sito

PM (Kd)

pl

1g/108
eos

attivita

MBP

core

14

10.9

9

-potente elminto e citotossina
-causa rilascio di istamina da
basofili e mastcellule
-neutralizza I'eparina

-& battericida

-aumenta la reattivita bronchiale
alla metacolina nei primati
-potente antagonista pistrinico
-provoca broncospasmo

-attiva i neutrofili

ECP

matrice

18-21

10.8

-potente elminto e neurotossina
-inibisce proliferazione di linfociti
-causa rilascio di istamina da
mast cellule

-ha debole attivita RNasica

-& battericida

-neutralizza I'eparina e altera la
fibrinolisi

EDN

matrice

18-19

8.9

-potente neurotossina
-inibisce la proliferazione di
linfociti )

-ha potente attivita RNasica
-& una debole elmintotossina

EPO

matrice

66

10.8

12

-in presenza di

H207 +alogenuro:

uccide microorganismi e cellule
tumorali, causa rilascio di
istamina e degranulazione di
mast cellule, inattiva leucotrieni
-in assenza di H»O> +alogenuro:
uccide microfilarie di Brugia;
danneggia I'epitelio respiratorio

Adattata da: Gleich GJ, Abu-Ghazaleh RI, Glitz DG. 1994. Eosinophil granule proteins:
structure and function. In: Gleich GJ, Kay AB (eds). Eosinophils in allergy and
inflammation. Marcel Dekker, Inc.
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Appare chiaro come le proteine cationiche condividano tra loro non
soltanto proprieta chimiche ma molto spesso anche ['attivita biologica.
Sembra che, soprattutto la tossicitd nei confronti di parassiti e di cellule di

mammiferi, sia correlata alla cationicita delle proteine.

1. Major Basic Protein (MBP)

La MBP rappresenta il 55% delle proteine granulari totali ed &
caratterizzata da un punto isoelettrico di 10.9, dovuto all'alto contenuto in
arginina (13%) (15,77).

La MBP, che non ha alcuna attivita enzimatica nota, & dotata di una
potente azione antiparassitaria e citotossica.

Uccide infatti larve di elminti e cellule tumorali ed ha un'azione
tossica dose-dipendente su molte cellule umane (determina alterazione delle
cellule dell'epitelio bronchiale di cui blocca il movimento ciliare) (15).

Si trova a concentrazioni elevate nei liquidi biologici di pazienti affetti
da malattie associate ad eosinofilia (vedi pag. 8). Attiva i neutrofili,
potenziando il rilascio di acqua ossigenata (13) e di anione superossido
(78), I'espressione di molecole di adesione di membrana (13) e la fagocitosi
di E. coli non opsonizzato (79). Recentemente & stato individuato sui
neutrofili un recettore specifico per la MBP (80). Altre funzioni non
citotossiche attribuite alla MBP riguardano il rilascio di istamina da basofili
e mast cellule (81), I'attivazione delle piastrine (82) e l'inibizione della
produzione di anione superossido, in seguito a stimolazione con PMA, da

parte di macrofagi alveolari (83).
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Il potere citotossico della MBP si basa, senza dubbio, sull'alta carica
positiva che facilita I'attacco alle membrane cellulari. Esistono dati
sperimentali che confermano questo meccanismo di tossicita per la MBP.
Alcuni poliaminoacidi acidici agiscono infatti come potenti inibitori

dell'effetto citotossico della MBP su cellule di linee tumorali (84).

2. Eosinophil Cationic Protein (ECP)

L'ECP, localizzata nella matrice del granulo, ha un punto isoelettrico
pari a 10.8. Appartiene alla superfamiglia delle RNasi, della quale fanno
parte anche la EDN e I'angiogenina (85). Si distingue dalla EDN per il piu
alto pl e per il suo potere citotossico piu elevato. L'ECP & citotossica per
batteri, parassiti e vari tipi cellulari (13). Sembra che questa azione sia
correlata alla sua attivita perforinica. L'ECP & in grado di formare pori ionici
voltaggio-sensibili, come & stato dimostrato in un modello in cui si
utilizzavano strati bilipidici planari (86). Risulta coinvolta nella patogenesi di
lesioni cardiache con ipereosinofilia e nei processi flogistici attraverso la
modulazione dei sistemi della coagulazione, della fibrinolisi e delle chinine
(87). Svolge diverse altre funzioni biologiche: riduce la risposta dei linfociti
T agli antigeni (87), inibisce la produzione di immunoglobuline e la
proliferazione in vitro di plasmacellule umane (88) ed attiva le piastrine

(82).
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3. Eosinophil-Derived Neurotoxin (EDN)

L'EDN é stata inizialmente identificata per la sua capacitd nel
provocare quella reazione neurotossica nei conigli denominata fenomeno di
Gordon. L'azione tossica della EDN si esplica sulla mielina del midollo
spinale, ponte e cervelletto (15,85). Questo effetto neurotossico &
condiviso in parte anche dalla ECP. Le due proteine presentano una
notevole omologia nella sequenza aminoacidica (85). L'EDN ha un'attivita
RNasica molto simile a quella della RNasi pancreatica e
approssimativamente cento volte pit elevata di quella della ECP (85).
Recenti studi effettuati su diversi tipi di proteine con attivita ribonucleasica
(RNasi epatica, per esempio) hanno dimostrato che questa azione
enzimatica & necessaria ma non sufficiente per I'effetto neurotossico (86).
L'EDN & considerata meno tossica per cellule e parassiti rispetto alla ECP.
Se confrontata con le altre proteine cationiche, la EDN ha una attivita
battericida ed elmintotossica minore. Anche il suo punto isoelettrico &

meno elevato (8.9).

4. Eosinophil Peroxidase (EPO)

La EPO & una proteina formata da due subunita di 15 e 55 Kdalton,
contenente un gruppo eme. E' localizzata, come la ECP e la EDN, nella

matrice dei granuli secondari; il suo contenuto & stato valutato in 12

ug/106 eosinofili (86). Anche il suo punto isoelettrico &€ molto alto (10.8).
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Le diverse funzioni svolte dalla EPO sono correlate alla sua attivita
enzimatica. Esistono vari tipi di perossidasi che prendono il nome dai
particolari tessuti o dal particolare tipo cellulare in cui & stata rilevata la
loro presenza. La EPO ha un alto grado di omologia (70% circa) con la
mieloperossidasi (MPO), la perossidasi dei leucociti neutrofili (89). Queste
due proteine sono state percid paragonate dal punto di vista enzimatico e
si & visto che le loro attivitd presentano piccole differenze. La EPO & in
grado di funzionare ad un pH inferiore a quello della MPO (90,91) e utilizza
preferibilmente il bromuro anziché il cloruro, come alogenuro (92).

Le funzioni biologiche della EPO sono state studiate soprattutto
come attivita del sistema EPO-H202-alogenuro, che porta alla formazione
di ipoalogenuri, potenti agenti ossidanti.

Il sistema EPO-H2092-alogenuro & un potente agente tossico nei
confronti di batteri come lo Staphylococcus aureus e |'Escherichia coli
(93,94), di protozoi come il Toxoplasma gondii e il Trypanosoma cruzi (95),
di micobatteri come il Mycobacterium leprae e di trematodi come lo
Schistosoma mansoni (96). Si riconosce un'attivita citocida anche nei
confronti di mast-cellule, di pneumociti e di cellule tumorali di mammifero
(97).

Quando I'enzima si trova legato a parassiti, questo legame potenzia
la loro uccisione da parte dei fagociti mononucleati (98). E' molto
interessante che il legame della EPO a cellule tumorali renda suscettibile la
lisi alla H202. Le cellule tumorali rivestite di EPO sono infatti lisate da
macrofagi; la lisi & inibita dalla catalasi e dall'azide, suggerendo la necessita
dell'H202 e della proteina enzimaticamente attiva (99). Tutto cid fa

pensare che ci sia un'azione sinergica tra la citofilia della EPO, dovuta
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probabilmente alla sua alta cationicita, e I'H202, rilasciata spontaneamente
dai macrofagi, nella distruzione delle cellule tumorali.

L'EPO interagisce anche con le mast cellule: la formazione di
complessi di EPO con i granuli & piu efficiente dell'EPO da sola nello
stimolare la secrezione delle mast cellule stesse (100). Va inoltre ricordata
I'attivazione delle piastrine da parte della EPO (82).

Alla EPO viene riconosciuto anche un ruolo antinfiammatorio: essa &
in grado di inattivare il leucotriene B4, che ha attivita chemiotattica, e di
convertire i leucotrieni C4 e Dg4 in due isomeri del LTB4, cento volte meno
attivi del LTB4 (15).

La possibilita per questa proteina di svolgere svariate funzioni
biologiche e la dimostrazione che essa & in grado di legarsi a vari tipi
cellulari presenti nel focolaio inflammatorio (101-103) sono stati motivi
fondamentali della nostra iniziale ricerca. | primi studi effettuati nel nostro
laboratorio riguardavano il legame della EPO con linfociti, neutrofili,
monociti e neutrofili (101). | risultati suggeriscono I'ipotesi che I'EPO, quale
agente ad elevato potere citotossico, venga eliminata dal sito
d'infiammazione per sequestrazione in alcune cellule infiammatorie, e cio&
neutrofili, monociti, linfociti e mast-cellule.

Nella Figura 1 si mostra il legame della EPO con monociti evidenziato
da tecniche di microscopia elettronica.

Lo studio diretto successivamente alle caratteristiche morfologiche
del legame e avente come bersaglio cellulare il neutrofilo ha messo in
evidenza che |'attacco dell'enzima alla membrana ha elevate caratteristiche
di specificita (104). Il probabile recettore non & stato comunque ancora

caratterizzato.

23



Figura 1. Immagine al microscopio elettronico di un monocita umano colorato per la
reazione perossidasica dopo 10 minuti di incubazione in assenza di
perossidasi esogena (a) e dopo 10 minuti di incubazione con EPO (1 UG/mi)
{b). Si noti in b la presenza del prodotto della reazione perossidasica

associato alla membrana ed a strutture vescicolari intracitoplasmatiche (v). (x
11.200)






Si sono inoltre indagati gli effetti biologici che questo legame
comporta per i neutrofili. E' stato dimostrato, in effetti, che I'EPO & in
grado di stimolare I'aggregazione dei neutrofili e I'adesione alle cellule
endoteliali (104,105).

Infine, altri autori hanno dimostrato che macrofagi e basofili legano
alla loro plasmamembrana I'EPO rilasciata nell'ambiente extracellulare, la
internalizzano in vescicole endocitiche e la immagazzinano rispettivamente
nei fagolisosomi e nei granuli secretori (106).

Per I'ECP e I'EDN non si hanno dati precisi sul loro legame con vari
tipi cellulari.

Esistono studi molto interessanti perd che, ancora una volta, ci
permettono di considerare il significato di una probabile collaborazione tra
eosinofili e macrofagi.

In uno di questi, rivolto all'attivazione e citolisi di eosinofili in
polmoniti croniche eosinofiliche, la presenza di ECP, assieme a quella della
MBP, & stata evidenziata in strutture citoplasmatiche di macrofagi alveolari
(107). Anche in questo caso si pud supporre che la sequestrazione operata
dai macrofagi sia un sistema per I'eliminazione di agenti potenzialmente
dannosi o che le proteine segregate possano in qualche modo far rilasciare

al macrofago prodotti nocivi risultanti da un processo di attivazione.

Alla luce di tutti questi dati, vista la grande varieta di effetti biologici
che le proteine granulari degli eosinofili possono esercitare su altri tipi di
cellule e considerando il fatto che in molte situazioni patologiche c'é una
stretta associazione tra macrofagi ed eosinofili, abbiamo ipotizzato che
I'azione protettiva degli eosinofili in varie patologie potesse esercitarsi

anche indirettamente e cioé attraverso un'azione sui macrofagi. Se cid
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avvenisse, si verrebbe a configurare per gli eosinofili un duplice ruolo nelle
reazioni difensive in cui sono coinvolti: uno diretto, mediato dai prodotti di
riduzione dell'ossigeno e dalle proteine cationiche rilasciate e agenti
direttamente sul bersaglio, ed uno indiretto, dipendente dall'azione

attivante sui macrofagi da parte delle proteine granulari.

| MACROFAGI

| macrofagi costituiscono una popolazione eterogenea di cellule
(108) presenti in quasi tutti i tessuti. Derivano da una cellula circolante, il
monocita, che a sua volta proviene da una cellula staminale presente nel
midollo osseo (109).

Nonostante le molteplici e distintive caratteristiche fenotipiche e
funzionali che il monocita-macrofago pud assumere in base alla
localizzazione tissutale e alla funzione cui & deputato, sara sufficiente, per il
nostro studio, fare una sommaria distinzione tra macrofagi residenti e
macrofagi infiammatori.

| primi, derivati da monociti del sangue e, in parte, dalla
proliferazione di macrofagi presenti nei tessuti, acquisiscono caratteristiche
biochimiche, funzionali e strutturali che dipendono dal microambiente in cui
maturano e dove svolgono funzioni altamente specializzate. Per esempio,
nel fegato, dove sono denominati "cellule di Kupffer”, svolgono un'azione
"disintossicante”; nel polmone (macrofagi alveolari) hanno un ruolo di
difesa principalmente contro microorganismi e sostanze di diversa natura

inalate con I'aria e contro gli effetti dannosi dei radicali liberi dell'ossigeno;
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nell'osso (osteoclasti) hanno la funzione di rimaneggiamento della matrice
ossea (110).

| macrofagi infiammatori derivano per la maggior parte da monociti
circolanti reclutati nei tessuti da mediatori che si formano nel corso della
reazione infiammatoria ed in piccola parte anche da macrofagi residenti.

I macrofagi, sia residenti che appena reclutati nella sede della
reazione infiammatoria, presentano bassa attivitd microbicida, citocida e
fagocitica, scarse attivita secretorie e metaboliche.

Nel corso della reazione infiammatoria, in seguito all'interazione con
I'agente eziologico stesso e con fattori liberati dai linfociti, i macrofagi -si
modificano profondamente sia dal punto di vista strutturale che funzionale
assumendo quelle caratteristiche per cui vengono definiti macrofagi
attivati. Il concetto di attivazione macrofagica si & sviluppato negli anni
sessanta sulla base degli studi di Mackaness e collaboratori, i quali
notarono che macrofagi derivati da animali resi resistenti all'infezione di
parassiti intracellulari facoltativi dimostravano un'aumentata attivita
microbicida nei confronti di diversi organismi (111). Successivi studi hanno
confermato I'esistenza di differenze morfologiche, metaboliche e funzionali
tra macrofagi "resting” e macrofagi attivati (112-117). Questi ultimi
presentano una elevata attivitd di sintesi proteica che si riflette in una
maggiore attivita secretoria e talvolta in un aumento delle dimensioni
cellulari, hanno un citoplasma con superficie ricca di estroflessioni, un
numero maggiore di mitocondri e livelli elevati di enzimi idrolitici e
lisosomiali, nonché una maggiore attivita di membrana con aumentata

endocitosi.
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Numerosi sono gli agenti capaci di attivare i macrofagi. | piu
importanti dal punto di vista fisiologico sono alcuni componenti della parete
batterica (muramildipeptide e lipopolisaccaride), componenti del tessuto
connettivo (fibronectina) o del siero (complemento) e prodotti liberati dai
linfociti (117). Durante I'infezione [I'attivazione dei macrofagi &
caratterizzata dal rilascio di particolari linfochine da parte dei linfociti T,
sensibilizzati in modo specifico dagli antigeni degli organismi infettivi.
L'interferone 7 e il GM-CSF sono certamente le linfochine piti importanti per
I'attivazione macrofagica (117).

Nel senso ormai pit largamente accettato, il termine "attivazione" -si
riferisce alla cellula che ha aumentato la sua capacita di uccidere
microorganismi intracellulari e, soprattutto, cellule tumorali. | parassiti
maggiormenlte coinvolti sono il Mycobacterium tuberculosis, la Listeria
monocytogenes, la Leishmania donovani, il Toxoplasma gondii e alcuni
funghi (116). | macrofagi sono anche in grado di eliminare alcuni
microorganismi extracellulari come i pneumococchi.

L'attivita dei monociti-macrofagi nei confronti dei tumori nell'uomo &
stata ed € ampiamente studiata, anche se ancora non del tutto compresa.
Si pensa, perd, che i macrofagi inibiscano la crescita spontanea di alcune
neoplasie. Questa funzione di controllo non coinvolge la fagocitosi. |
macrofagi, piuttosto, uccidono le cellule tumorali per mezzo di prodotti di
secrezione, quali enzimi lisosomiali, metaboliti dell'ossigeno come I'H202,
proteasi citolitiche e il TNF (117-120). Si deve, comunque, sottolineare il
fatto che solo in seguito al processo di attivazione il macrofago & in grado
di esplicare al meglio quelle funzioni che lo rendono cellula fondamentale

nel ruolo difensivo e nell'azione antitumorale.
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La Tabella 3 offre un sommario delle principali funzioni nei
meccanismi di difesa e dei cambiamenti che avvengono nel macrofago in

seguito alla sua attivazione.

Tabella 3. Principali funzioni dei fagociti mononucleati e loro modificazioni
in seguito al processo di attivazione.

Attivita microbicida (1)
Attivita tumoricida (?t)
Chemiotassi (1)
Fagocitosi (dipendente dalle particelle)
Pinocitosi (1)
Trasporto e metabolismo del glucosio (*) ’
Burst respiratorio associato alla fagocitosi (1)
Presentazione dell'antigene (1)
Secrezione
lisozima (NC)
prostaglandine, leucotrieni ({)
apolipoproteina E, lipoprotein lipasi (4)
elastasi (¥)
componenti del complemento (* o NC)
idrolasi acide (*)
collagenasi (1)
attivatore del plasminogeno (1)
proteasi citolitiche (1)
argininasi (1)
fibronectina (1)
IL-1 (1)
TNF (1)
IFN-a e IFN-RB (1)
fattore angiogenetico (1)

t indica che I'attivita o i prodotti aumentano nel macrofago attivato, ¢ indica diminuzione
e NC nessun cambiamento. Questo elenco & basato principalmente su studi fatti con
macrofagi di animali o umani infettati con parassiti intracellulari; in alcuni casi i dati sono
stati confermati dall'aggiunta di IFN-7 in vitro.

Da: Johnston R.B. 1988. "Current concepts: Immunology - Monocytes and macrophages”,
The New England Journal of Medicine, 318; 747-752.
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MATERIALI E METODI



1. ISOLAMENTO DI MONOCITI DA SANGUE UMANO PERIFERICO.

| monociti sono stati purificati da concentrati di leucociti (buffy
coats) preparati dalla Banca del Sangue di Trieste. Questi concentrati di
leucociti sono ottenuti eliminando dal sangue il plasma e gran parte dei
globuli rossi mediante semplici tecniche di centrifugazione.

Nella Figura 2 viene rappresentato schematicamente il procedimento
adottato che qui di seguito descriviamo.

Dopo diluizione con un uguale volume di PBS (NaCl 137 mM, KCI
2.7 mM, NagHPO4°'2H20 8.1 mM, KHo2POg4 1.47 mM, pH 7.4) addizionato
con EDTA (etilendiaminotetraacetato tetrasodico) 1 mM e glucosio 5mM
(PBS-EDTA-glucosio) i concentrati di leucociti vengono centrifugati a 250xg
per 10 minuti a 4°C per allontanare gran parte delle piastrine che in questi
preparati sono molto numerose. Dopo aver eliminato il supernatante, il
fondello, costituito da eritrociti e leucociti, viene risospeso nella soluzione
PBS-EDTA-glucosio. Circa 35 ml della sospensione vengono stratificati su
15 ml di Lymphoprep (Nycomed Pharma AS, Oslo, Norvegia) in provette
tipo "Falcon™ da 50 ml. Segue una centrifugazione a 800xg per 25 minuti a
4°C che porta alla formazione di una banda all'interfaccia tra PBS e
Lymphoprep, contenente linfociti, monociti e piastrine contaminanti. Dopo
aver prelevato e risospeso la banda in PBS-EDTA-glucosio, si centrifuga a
250xg per 10 minuti a 4°C. Seguono due ulteriori lavaggi in PBS-EDTA-
glucosio per eliminare il pit possibile le piastrine. Le cellule vengono infine
risospese in un volume noto di RPMI-1640 addizionato a Hepes 25 mM pH

7.4 (Whittaker M.A., Bioproducts, Inc., Walkerville, MA).
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Il numero delle cellule ottenute viene determinato con un contatore
elettronico (Coulter Counter Mod. ZBI, Coulter Electronics Ltd, Luton,
Inghilterra). Le cellule vengono poi diluite alla concentrazione di 1.5x108
monociti/ml. Il numero dei monociti viene calcolato sulla base della formula
leucocitaria di un citocentrifugato colorato con una soluzione per preparati
ematologici Diff-Quik (Harleco Philadelphia, PA).

Aliquote di 100 ul della sospensione di cellule (150.000 monociti)
vengono aggiunti nei pozzetti di micropiastre per colture cellulari (Costar,
Cambridge, MA) ed incubate per 90 minuti in termostato a 37°C in 5%
C02-95% di umidita. Successivamente i linfociti, che sono cellule non
aderenti, vengono eliminati mediante tre cicli di lavaggio con 150 ul di PBS.
Ai monociti adesi si aggiungono 200 ul di medium di coltura costituito da
RPMI-1640 Hepes 25 mM pH 7.4, arricchito con 100 U/ml di penicillina,
100 ug/ml di streptomicina (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO), 2 mM
glutamina (Sigma) e 10% siero umano (proveniente da almeno 20 donatori
diversi) non scomplementato e conservato a -80°C fino al momento
dell'uso. Il mezzo di coltura viene sostituito con mezzo di coltura fresco

ogni quattro giorni.
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<+— BUFFY COAT
diluito 1:1

LYMPHOPREP —»

|

centrifugazione

«+—— PLASMA
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L

&Y «—— ERITROCITI,GRANULOCITI

lavaggi per eliminare le piastrine

| ———SOSPENSIONE in RPMI-1640 +hepes 25 mM

adesione su piastre da 96 pozzetti

|

lavaggi per eliminare linfociti

aggiunta medium di coltura arricchito con 10 % siero umano

Figura 2. Rappresentazione schematica del metodo impiegato per la purificazione di
monociti a partire da concentrati di leucociti (buffy coats)
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2. ISOLAMENTO DI MACROFAGI MURINI PERITONEALI.

Topi appartenenti ai ceppi Balb/c, C3H/HeN e C3H/Hed vengono
trattati con una iniezione intraperitoneale di tioglicollato allo scopo di
ottenere un essudato ricco di macrofagi (121). La soluzione di tioglicollato
(Brewer Thioglycollate Medium, Difco Laboratories, West Molesely, Surrey,
Regno Unito) al 10% viene prima autoclavata, raffreddata e conservata al
buio per almeno due mesi prima dell'uso. Per ogni topo si inietta circa 1 ml
della soluzione. Dopo 5 giorni, i topi vengono uccisi per dislocazione
cervicale e dalla cavita peritoneale si estre I'essudato per mezzo di una
siringa dopo aver introdotto circa 2 ml di PBS sterile per agevolare
I'operazione. Le cellule cosi raccolte (> 95% macrofagi, a giudicare dalla
conta differenziale su citocentrifugati) vengono lavate con PBS, risospese
in RPMI-1640 arricchito con siero fetale bovino (FCS) al 10%, contate e
poste in piastre per colture cellulari (80.000 cellule per pozzetto). Questi
macrofagi possono essere utilizzati dopo 24 ore di incubazione in un

termostato a 37°C in 5% C02-95% di umidita.

3. ISOLAMENTO DI GRANULOCITI EOSINOFILI DA SANGUE UMANO
PERIFERICO.

| granulociti sono stati purificati secondo il metodo pubblicato da
Cramer et al (122). Brevemente, al sangue raccolto in A.C.D. (Laboratori
Don Baxter Spa, Trieste) come anticoagulante, viene aggiunto EDTA 1TmM

finale e destrano (Dextran T-500, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
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Svezia) al 4.5% in soluzione fisiologica in rapporto di 1 ml per ogni 5 ml di
sangue per far sedimentare i globuli rossi. Dopo circa 30 minuti di
sedimentazione a temperatura ambiente, il plasma ricco di leucociti
(supernatante post-destrano) viene raccolto e diluito 1:1 in una soluzione di
PBS-citrato-BSA. Questa soluzione & costituita da PBS arricchito con citrato
trisodico 13 mM, portata a pH 7.4 e a 290 + 2 mosm/I. L'osmolarita viene
controllata con un osmolimetro crioscopico (Osmomat 030, Gonotec,
Berlino). Alla soluzione di PBS-citrato si aggiunge albumina serica bovina
(BSA) (frazione V, Miles Scientific, Naperville) allo 0.5% finale. Il plasma
ricco di leucociti, cosi diluito, viene centrifugato a 250xg per 7 minuti.” ll
fondello di cellule viene lavato una volta con PBS-citrato-BSA a 250xg per
7 minuti e quindi risospeso ad una concentrazione di 20-25x106 cellule/ml
in una soluzione di Percoll (Pharmacia) portata alla densita di 1.0853 g/ml
con PBS-citrato-BSA. La densitd viene controllata con un densitometro
(modello DMAA45, Paar, Graz). Aliquote di 4 ml di questa sospensione
vengono stratificate in provette monouso da 10 ml su un cuscino di Percoll
di densita 1.1275 g/ml e su ciascuna di esse si stratifica 1 ml circa di PBS-
citrato-BSA. Dopo centrifugazione a 1000xg per 20 minuti a 18°C, si
ottengono, in ciascuna provetta, due bande ben distinte: una all'interfaccia
tra PBS e Percoll 1.0853 e una tra Percoll 1.0853 e cuscino, separate da
una zona intermedia (Fig. 3).

Gli eosinofili, presenti all'interfaccia tra Percoll 1.0853 ed il cuscino
vengono raccolti, diluiti in PBS-citrato-BSA e centrifugati a 250xg per 7
minuti a 4°C. |l supernatante viene eliminato e gli eritrociti che
contaminano il fondello contenente gli eosinofili vengono eliminati con una

lisi ipotonica. Per far cid, il fondello viene risospeso in 3 volumi di soluzione
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ipotonica costituita da tampone fosfato 1 mM pH 7.4 e, dopo 30 secondi,
si ripristina Il'isotonicita del mezzo aggiungendo 7 volumi di soluzione
ipertonica (NaCl 1.3% in tampone fosfato 1TmM pH 7.4). La concentrazione
della sospensione cellulare viene determinata utilizzando un contatore
elettronico. La popolazione cellulare ottenuta viene caratterizzata sulla base
della conta differenziale dei citocentrifugati colorati con Diff-Quik. Di solito
i granulociti eosinofili costituiscono il 92-98% della popolazione, il

rimanente 2-8% & costituito da granulociti neutrofili.

e
S 4

Figura 3. Purificazione degli eosinofili. Schema della stratificazione della sospensione (a)
e della distribuzione degli anelli dopo centrifugazione (b). SC = sospensione
cellulare in Percoll 1.0853 gr/ml. A1 = anello tra PBS-citrato-BSA e Percoll
1.0853 gr/ml. INT = zona intermedia. A2 = anello tra Percoll 1.0853 e
cuscino
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4. PURIFICAZIONE DELLE PROTEINE CATIONICHE

Per la purificazione delle proteine cationiche eosinofiliche da noi
utilizzate, il materiale di partenza era rappresentato da un pool di
popolazioni di eosinofili ottenuti seguendo il metodo appena descritto e
conservate a -20°C. Sono state utilizzate circa 2x109 cellule con una
percentuale media di eosinofili pari al 97.5%.

Dopo scongelamento, le cellule vengono prima sonicate e
successivamente omogenizzate in un omogenizzatore tipo Potter. Si
effettua poi una prima estrazione con tampone acetato 20 mM pH 4.0 per
1 ora a 0°C. Con la successiva centrifugazione a 100.000xg per 30
minuti, gran parte delle proteine solubili e delle proteine non integrali di
membrana vengono eliminate. Il pellet risultante viene nuovamente estratto
con tampone acetato 0.1 M pH 4.7 contenente NaSO4 0.1 M e
cetiltrimetilammonio bromuro (CTAB) (BDH Limited Poole, Inghilterra)
0.05% a 4°C per 2 ore. Il supernatante, derivato da un'ulteriore
centrifugazione a 100.000xg pér 30 minuti, viene mantenuto in ghiaccio,
mentre il pellet subisce una seconda estrazione sempre per mezzo dello
stesso tampone per 60 minuti. Con una successiva centrifugazione si
ottiene un supernatante che viene aggiunto al primo. Cosi riuniti, i
supernatanti derivati dalle due estrazioni vengono dializzati per 5 ore contro
tampone fosfato 25 mM pH 7.4, NaCl 0.1 M. Il materiale dializzato,
centrifugato per 30 minuti a 100.000xg, viene quindi caricato su una
colonna a scambio cationico MONO S HR5/5 (Pharmacia LKB Biotecnology

Inc.) utilizzando un sistema FPLC (Fast Protein Ligquid Chromatography)
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(Pharmacia) ed eluito con un gradiente lineare di NaCl in tampone fosfato
25 mM pH 7.4.

Su tutte le frazioni eluite vengono successivamente dosate |'attivita
ribonucleasica (RNasi) e I'attivita perossidasica (i metodi sono descritti qui

di seguito).

5. MISURA DELL'ATTIVITA' PEROSSIDASICA.

Questo saggio si basa sulla valutazione spettrofotometrica
dell’ossidazione del guaiacolo per opera della perossidasi in presenza di
H202. Il saggio & costituito da fosfato 100 mM pH 7.4 contenente
guaiacolo 30 mM a cui vengono aggiunti il campione, tampone Krebs-
Ringer Fosfato (KRP) (NaCl 122 mM, KCI 4.9 mM, NasHPO4 16.7 mM,
MgClo2 1.2 mM) e CTAB 0.02% fino ad un volume di 1 ml. Dopo una
preincubazione a 25°C per 1-2 minuti, la reazione di ossidazione del
guaiacolo catalizzata dalla perossidasi viene fatta partire aggiungendo alla
miscela H202 (0.11 mM finale). La formazione di guaiacolo ossidato
(tetraguaiacolo) viene monitorata seguendo I'incremento di densita ottica a
470 nm per un minuto. L'attivitd perossidasica viene espressa in unita
guaiacoliche (UG) corrispondenti alle umoli di tetraguaiacolo formate per

minuto di reazione (0.01 ymoli TG/ml assorbono 0.266 D.0O)
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6. MISURA DELL'ATTIVITA' RIBONUCLEASICA.

Il saggio viene effettuato mediante tecniche spettrofotometriche. Le
ribonucleasi catalizzano I'idrolisi dell’'RNA, portando alla formazione di
prodotti il cui massimo di assorbimento & spostato verso lunghezze minori
di quelle del composto non idrolizzato (123).

E' possibile, dunque, sfruttando questo principio, misurare l|'attivita
ribonucleasica valutando nel tempo il decremento di densita ottica a 300
nm. Il volume del saggio & di 1 ml, di cui 0.5 ml sono rappresentati dal
tampone substrato costituito da acido ribonucleico (RNA) estratto da
fegato di vitello (Sigma) 1 mg/ml, disciolto in una soluzione di acetato di
sodio 0.1 M pH 5.5. Il campione, aggiunto al tampone substrato, viene
diluito con acqua e portato a 0.5 ml. L'attivita dei campioni viene

paragonata con uno standard di RNasi pancreatica bovina (Sigma).

7. DOSAGGI IMMUNOENZIMATICI (ELISA) SULLE FRAZIONI OTTENUTE
DALLA CROMATOGRAFIA A SCAMBIO CATIONICO.

Per questi dosaggi sono stati impiegati anticorpi policlonali specifici
(anti ECP, anti EDN ed anti MBP) sviluppati in coniglio e gentilmente forniti
dal Prof. G. Gleich della Mayo Clinic and Mayo Foundation, Rochester, MN.
Aliquote delle frazioni vengono distribuite nei pozzetti di una piastra per
ELISA (MaxiSorp, Nunc, Danimarca) dopo essere state diluite nel tampone
Na2CO3/NaHCO3 50 mM pH 9.6. Dopo incubazione per 18 ore in una

stufa a secco a 37°C per permettere I'adsorbimento sulla plastica delle
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proteine contenute nelle frazioni, la piastra viene incubata per 1 ora a 4°C
con PBS arricchito con BSA 3% per saturare i siti di legame aspecifico. Si
fanno quindi tre lavaggi con PBS-T (PBS addizionato a Tween-20 0.05%),
seguiti dall'aggiunta del primo anticorpo diluito 1:400 nel tampone usato
per i lavaggi. Dopo un'incubazione di 1 ora a 4°C e tre successivi lavaggi,
la piastra viene trattata con una soluzione di eparina 20 U/ml per 25
minuti, lavata e quindi incubata per 45 minuti sempre a 4°C con il secondo
anticorpo anti-immunoglobuline di coniglio, ottenuto nella capra, coniugato
con fosfatasi alcalina e diluito 1:500 in PBS-T arricchito con siero di capra
al 2%. Dopo tre lavaggi viene aggiunto il substrato per I'enzima coniugato
all'anticorpo, costituito da p-nitro-fenil-fosfato (PNPP) 1 mg/ml sciolto nella
seguente soluzione: glicina 0.1 M, MgCl2 1 mM, ZnClz 1 mM pH 10.4. Le
letture si effettuano a 405 mm, utilizzando un lettore per micropiastre

(Titertek Muitiskan MCC/340, Labsystem, Finlandia).

8. ELETTROFORESI IN GEL DI POLIACRILAMIDE (SDS-PAGE).
L'elettroforesi & stata eseguita secondo il metodo proposto da
Laemmli (124). Per caratterizzare I'EPO si & utilizzato il sistema BRL V1517
Vertical Electrophoresis Unit (BRL Life Technologies, Inc., Gaithersburg,
MD). Le corse elettroforetiche per ECP ed EDN sono state fatte con il
sistema Mighty Small (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco,
California). | campioni sono stati diluiti 1:1 in un tampone TRIS-HCI 0.1 M
pH 6.8, urea 4 M, glicerolo 20%, sodiododecilsolfato (SDS) 2% e B-

mercaptoetanolo 1%, bolliti per 10 minuti e caricati infine su un gel di
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poliacrilamide al 15% (pH 8.8) con uno "stacking" gel al 4% (pH 6.8). La
corsa elettroforetica & stata condotta a 20 mA per gel, collegando il
sistema elettroforetico ad un bagnetto termostatato a 4°C. Dopo
I'elettroforesi, i gels sono stati colorati con il Blu Coomassie o con i

reagenti per la rivelazione argentica (125).

9. VALUTAZIONE DEL NUMERO DI CELLULE NELLE COLTURE.

Il numero dei macrofagi presenti nei pozzetti & stato determinato
secondo il metodo descritto da Nakagawara e Nathan (126). In breve, dopo
aver lavato i pozzetti per tre volte con PBS, si aggiungono 100 ul di una
miscela costituita da acido citrico 0.1 M pH 2.2, contenente CTAB 1% e
Amido Black 0.05%. Questa miscela solubilizza le membrane delle cellule
aderenti, lasciando intatti i nuclei che possono venir rimossi e contati.
Dopo circa 1 ora il contenuto dei pozzetti viene prelevato, diluito in Isoton

(Coulter Scientific, Milano) ed i nuclei contati con un contatore elettronico.

10. DOSAGGIO DEL CONTENUTO PROTEICO.

Il contenuto delle cellule nei pozzetti & stato determinato con il
metodo descritto da Bradford (127), apportando delle lievi modifiche. |
pozzetti vengono lavati tre volte con PBS e le cellule contenute in essi
vengono prima solubilizzate con 50 ul di NaOH 0.15 N. Dopo 60 minuti di

incubazione a temperatura ambiente, si aggiungono 200 ul di miscela
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"Bradford"”, contenente Coomassie Brilliant Blue G250 0.04% w/v, etanolo
4.7% v/v, H3PO4 8.5% v/v. L'assorbimento del colore blu che si sviluppa
pud essere subito registrata a 620 nm con un lettore di piastra per ELISA.
La quantita di proteine viene calcolata sulla base di uno standard di

albumina serica bovina (BSA).

11. DETERMINAZIONE DEL RILASCIO DI H02 DA MACROFAGI.

L'H202 prodotta dai macrofagi viene misurata utilizzando un metodo
che si basa sull'ossidazione dell'acido omovanillico (4-idrossi-3-metossi
fenil acetico)(HVA, Sigma) da parte della perossidasi di rafano di tipo VI
(HRP, Sigma). L'HVA & un composto non fluorescente che in presenza di
H202 ed HRP viene ossidato in un composto fluorescente. L'intensita della
fluorescenza risulta proporzionale alla quantita di H202 presente nel mezzo
di incubazione (128).

Dopo tre lavaggi con PBS, i macrofagi aderenti nei pozzetti vengono
incubati con 100 wul di una miscela contenente KRP, CaClyo 0.5 mM,
glucosio 5 mM, HVA 0.4 mM, HRP 10 ug/ml, NaN3 1 mM in presenza o
meno dell'agente stimolante che, nel nostro caso, & un estere del forbolo,
pit precisamente il forbolo-12 miristato-13 acetato (PMA, Sigma). Dopo 45
minuti di incubazione a 37°C, le miscele vengono prelevate dai pozzetti,
centrifugate e diluite 10 volte in un tampone glicina/NaOH 25 mM pH 11
contenente EDTA 25 mM allo scopo di amplificare la fluorescenza. |
campioni vengono cosi letti in uno spettrofotofluorimetro modello 650-10S

(Perkin Elmer Corp., Norwalk, CT) ad una lunghezza d'onda di eccitazione
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di 315 nm e ad una lunghezza di emissione di 425 nm. | valori di
fluorescenza vengono convertiti in nanomoli di HpO02 sulla base di una

curva standard costruita impiegando quantita note di H202.

12. DETERMINAZIONE DEL TNF.

La misura del TNF viene fatta mediante un saggio biologico. Esso
prevede I'utilizzo della linea cellulare WEHI-164, subclone 13, costituita da
cellule di un fibrosarcoma murino, particolarmente sensibile all'azione
citotossica del TNF, come riportato da Espevik e Nissen-Meyer (129). La
citotossicita viene valutata sulla base della capacita che le cellule vive e
quindi metabolicamente attive hanno di ridurre il composto 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il 2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT, Sigma). Questo sale
solubile viene ridotto ad opera degli enzimi della catena respiratoria
mitocondriale. In seguito alla riduzione, I'MTT precipita sottoforma di
cristalli color viola associati alle cellule.

Le cellule WEHI utilizzate per il dosaggio vengono coltivate in
bottiglie per colture (PBI International, Milano) con RPMI-1640 arricchito
con FCS al 10%. Vengono fatte crescere a 37°C in un termostato a
CO2/95% di umidita e utilizzate quando raggiungono la confluenza. Le
cellule vengono quindi staccate con PBS contenente EDTA 5 mM, lavate,
risospese nel medium di coltura e contate con un contatore elettronico.
Aliquote di 100 ul della sospensione cellulare, diluita a 2x105 cellule/ml,
vengono aggiunte a pozzetti di micropiastre (Costar) e dopo 4 ore di

incubazione nel termostato per permettere alle cellule di aderire, vengono
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Figura 4. Esempio di una tipica curva di dose-risposta nel saggio di citotossicita con
cellule del clone 13 della linea WEHI-164. In ascissa vengono riportate IQ
diluizioni di un supernatante ottenuto da colture di macrofagi. Il 50 % di
mortalita cellulare (coincidente con la meta del valore massimo di densita
ottica) permette di ottenere le unita arbitrarie di TNF che corrispondono al
reciproco della rispettiva diluizione.

aggiunti 100 ul dei supernatanti provenienti dalle colture di macrofagi,
conservati a -20°C fino al momento dell'uso e diluiti sequenzialmente (da
1:10 a 1:108) in RPMI-1640-Hepes con siero umano al 10%. Dopo
un‘incubazione di circa 18 ore a 37°C, si aggiunge I'MTT, sciolto in PBS,
alla concentrazione finale di 0.28 mg/ml e si incuba per altre 4 ore durante
le quali avviene la riduzione del composto. Al termine di questa
incubazione, il medium viene aspirato e i cristalli di MTT ridotto associati

alle cellule vengono dissolti in 200 yl di DMSO.
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La gquantita di MTT  ridotto  viene quindi valutata
spettrofotometricamente la reazione mediante un lettore di micropiastre alla
lunghezza d'onda di 550 nm. | valori di densita ottica, corrispondenti alle
varie diluizioni dei supernatanti vengono utilizzati per costruire una curva
ad andamento sigmoide dalla quale si ricava la diluizione in cui si osserva il
50% della citotossicita (LDgq) (Fig. 4). |l reciproco di questa diluizione
viene assunto come numero di unitad (arbitrarie) di TNF presenti nei
supernatanti. Durante ogni esperimento la sensibilita della linea cellulare al
TNF & stata controllata impiegando uno standard di TNF a ricombinante
prodotto da gene umano nel lievito Pichia pastoris (Bissendorf

Biochemicals, GMBH, Hannover, Germania).

13. DOSAGGIO DEL NITRITO (NO2%).

La produzione di NOp" & stata misurata seguendo il metodo
pubblicato da Migliorini et al (130). Brevemente, 100 ul di supernatanti
provenienti dalle colture di macrofagi murini, conservati a -20°C fino al
momento dell'uso, vengono trasferiti nei pozzetti di micropiastre (Nunc,
Danimarca). Immediatamente prima del saggio, uguali volumi di una
soluzione di naftiletilendiamino diidrocloruro 0.1% in acqua distillata e di
una soluzione di sulfanilamide 1% in H3PO4 al 5%, vengono mescolati in
modo da ottenere il cosiddetto "reattivo di Griess". Questo reattivo viene
aggiunto (100 ul) ai vari pozzetti. e dopo 10 minuti a temperatura ambiente
I'assorbimento del composto colorato formato dall'interazione NO2™-

reattivo di Greiss viene misurato con un lettore per micropiastre utilizzando
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una lunghezza d'onda corrispondente a 5650 nm. Come standard, viene

utilizzato NaNO».

14. ANALISI STATISTICA.
La significativitd dei dati & stata calcolata utilizzando il test t di

Student su dati appaiati.

15. ALTRI REAGENTI UTILIZZATI.

Dalla Sigma Chemical Co sono stati ottenuti i seguenti materiali:

- lipopolisaccaride (LPS) da E. co/i 055:B5 (estratto fenolico)

- polimixina B solfato

- catalasi

- eparina (purificata dalla mucosa intestinale di maiale)

- acido poli-L-glutamico

- acido poliaspartico

- papaina

- tripsina

- proteinasi K
Il lisozima proviene dalla Societa Italiana Antipiotici (SPA, Milano).
La mieloperossidasi (MPQO) & stata gentiimente fornita dal Dr. R.

Menegazzi.
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L'IL-5 & stata donata dal Dr. G. Plaetinck (Roche Research Gent,
Ghent, Belgio).

L'IFN-7 ricombinante umano & stato fornito dalla Genentech (San
Francisco, CA).

Tutte le soluzioni sono state preparate usando acqua distillata

apirogena (Laboratori Don Baxter Spa, Trieste)
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"RISULTATI



1. PURIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE DELLE PROTEINE CATIONICHE.

Le proteine cationiche, utilizzate nel nostro studio (EPO, ECP ed
EDN), sono state purificate partendo da un omogenato di cellule (97.5%
eosinofili), dopo solubilizzazione e cromatografia su una colonna a scambio
cationico. Le frazioni sono state eluite con un gradiente di NaCl (0-2 M)
(vedi Materiali e Metodi).

Nel profilo di eluizione proteica riportato nella Figura 5, possono
essere identificati tre picchi principali ben delimitati, corrispondenti a tre
gruppi di frazioni. Il primo picco, eluito ad una concentrazione ionica tra 0.2
e 0.4 M, e costituito dalle frazioni 27-34, il secondo dalle frazioni 37-42
(NaCl 0.5-0.65 M) ed il terzo dalle frazioni 70-76 (NaCl 1.4-1.7 M).

Questi picchi del profilo cromatografico sono distinguibili anche
sulla base dell'attivita enzimatica. Nella Figura 6 vengono rappresentate
graficamente I'attivita RNasica (in blu) e perossidasica (in rosso) delle
frazioni. L'attivita RNasica & quasi completamente localizzata nei primi due
picchi della cromatografia, mentre quella perossidasica caratterizza
principalmente ii picco corrispondente al gruppo di frazioni 70-76.

Sulla base della distribuzione dell'attivita enzimatica ( & noto,
infatti, che ECP, ed in particolare, EDN, posseggono attivitd RNasica) e del
profilo di eluizione che, essendo funzione della forza ionica, dipende dalle
caratteristiche fisico-chimiche delle nostre proteine (pl, densita di carica), &
possibile quindi postulare che I'EDN sia localizzata nel primo picco, I'ECP nel

secondo e I'EPO nel terzo.
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Figura 5. Profilo di eluizione dell’omogenato derivato da 2x109 cellule (97.5% eosinofili)

ottenuto con un gradiente di NaCl in tampone fosfato 25 mM pH 7.4
utilizzando una colonna a scambio cationico MONO S HR5/5. La
concentrazione di NaCl & rappresentata dalla linea tratteggiata.

47

frazioni

N



0c

|Juoizedy U

)4

T
= e e

B ey
e es st
S eseesaTaran
S ereeseeaTan
Se e TasTete

09

|w/6ri

Figura 6. Attivitd RNasica (in blu) e perossidasica (in rosso) delle frazioni eluite con la

tratteggiata rappresenta il profilo di

inea

. Lal

ionico

colonna a scambio cat

ig. 5).

(ved

izione

elu

48



Le indagini immunoenzimatiche eseguite utilizzando tre anticorpi
policlonali (anti-ECP, anti-EDN ed anti-MBP), mostrano che EDN ed ECP sono

presenti nei picchi in cui & localizzata I'attivita RNasica (Tabella 4).

Tabella 4. Indagine immunoenzimatica sulle frazioni ottenute dalla
cromatografia a scambio cationico.

frazioni anti-ECP anti-EDN anti-MBP
27-34 +/-- +4+++ -
37-42 + + +/- -
45-48 + - +/-
52-55 - - +/-
57-65 - - -
70-76 - - -

La positivita agli anticorpi, indicata con il segno +, & espressa secondo un cyite_rio
arbitrario di valutazione basato sulla densita totale del pool di frazioni. II segno - indica
reazione negativa, il simbolo +/- corrisponde ad una reattivitd molto bassa all'anticorpo.

La Figura 7 riporta lo spettro di assorbimento del pool delle
frazioni 70-76, contenenti I'attivita perossidasica. L'analisi dello spettro ci
permette di aggiungere altre importanti informazioni sulle caratteristiche e
sulla purezza del materiale proteico in esse contenuto. Lo spettro riportato
nella figura & quello tipico della EPO. Come ogni altra proteina contenente il

gruppo prostetico eme, anche la EPO possiede un picco caratteristico di
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Figura 7. Spettro di assorbanza del pool delle frazioni 70-76.

di massimo assorbimento nella banda di Soret, localizzabile tra i 412 ed i
415 nm (131,132). Lo spettro della Figura 7 mostra un picco di
assorbimento avente un massimo a 413 nm. |l rapporto tra I'assorbanza a
413 e quella a 280 nm (rz = reinheit zahl) viene normalmente usato come
indice di purezza per la EPO. Si considera pura una proteina che ha un rz
pari @ 1. Nel nostro caso I'rz delle frazioni 70-76 & uguale a 0.975,

indicando un alto grado di purezzz della nostra preparazione di EPO.
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A questo punto l'analisi elettroforetica si € rivelata necessaria
per completare la caratterizzazione del nostro materiale proteico e per
escludere la presenza di eventuali contaminanti. La presenza di un singolo
picco di proteine nel profilo di eluizione non da garanzia dell'esistenza di una
singola proteina: I'elevata carica positiva di EPO, ECP ed EDN rende infatti
possibile la formazione di aggregati e complessi con altre proteine che
potrebbero essere coeluite con le proteine di nostro interesse. La Figura 8

mostra le proprieta elettroforetiche dell'EPO utilizzata nel nostro studio.

b
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Figura 8. Analisi elettroforetica (SDS PAGE) delle frazioni 70-76 (EPQ). L'elettroforesi &
stata effettuata in condizioni riducenti. | gels sono stati colorati con il blu
Coomassie (a) e con i reagenti per |'impregnazione argentica (b). Per ogni
condizione vengono riportati i pesi molecolari degli standards.
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Nei due gels, colorati sia con il Coomassie (Fig. 8a) che con i
reagenti per I'impregnazione argentica (Fig. 8b), si possono osservare due
distinte bande di 55 e 15 KDa. Queste corrispondono ai noti pesi molecolari
delle subunita pesante e leggera dell'EPO purificata (132).

Le proprieta elettroforetiche del'ECP e del’lEDN sono
rappresentate nella Figura 9. Entrambe le colorazioni a cui sono stati
sottoposti i gels indicano la presenza di una sola banda sia per ECP che per

EDN (133).

Il pool di frazioni contenenti la EPO & stato sottoposto a dialisi
per ripristinare le condizioni fisiologiche del medium che corrispondono ad
una concentrazione di NaCl pari a 0.154 M. Questo procedimento non &
stato necessario per le altre due proteine: la diluizione nel mezzo di coltura
dei macrofagi & stata sufficiente per eliminare gualsiasi effetto derivante

dalla loro concentrazione salina.

Abbiamo voluto escludere che le preparazioni di proteine
cationiche contenessero citochine. E' noto infatti che gli eosinofili, dopo
attivazione, possono produrre diverse citochine e queste, agendo sui
macrofagi, potrebbero interferire con le attivita delle proteine cationiche,

oggetto di questo studio.

La fonte del materiale da cui siamo partiti e la modalita di
preparazione potevano far escludere a priori la presenza di citochine. Infatti,
sono stati utilizzati eosinofili di soggetti normali e la solubilizzazione delle

proteine cationiche & stata fatta sulla componente particolata

dell'omogenato dopo eliminazione della parte solubile (citoplasma), in cui si
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Figura 9. Analisi elettroforetica (SDS PAGE) delle frazioni 27-34 (EDN) e 37-42 (ECP).
L'elettroforesi & stata effettuata in condizioni riducenti. | gels sono stati
colorati con il blu Coomassie (a) e con i reagenti per I'impregnazione
argentica (b). Per ogni condizione vengono riportati i pesi molecolari degli
standards.



localizzerebbero le citochine. Abbiamo comunque dosato una delle probabili
citochine prodotte dagli eosinofili attivati e cio& il TNF che, sulla base di dati
di letteratura, ha un effetto attivante i macrofagi (134). Utilizzando un test di
tipo ELISA fornito dalla Genzyme Corporation (Cambridge, MA}, non e stato

possibile rilevarne alcuna traccia nei nostri campioni (dati non mostrati).

2. SCELTA ED OTTIMIZZAZIONE DEL SISTEMA SPERIMENTALE.

La scelta di utilizzare macrofagi umani, fra i diversi tipi di
macrofagi che avremmo potuto impiegare, & stata determinata

fondamentalmente dalle seguenti ragioni:

1. le proteine granulari, oggetto del nostro studio, sono state isolate da
eosinofili umani e quindi ci & sembrato pil ragionevole usare macrofagi

umani come cellule bersaglio della loro azione;
2. i risultati ottenibili da un tale modello possono essere piu facilmente
estensibili all'interpretazione di quei fenomeni fisiopatologici che riguardano

innanzitutto I'uomo e in cui sono coinvolti gli eosinofili;

3. i macrofagi umani si possono agevolmente ottenere coltivando "in vitro"

monociti purificati da sangue periferico.
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Inizialmente abbiamo voluto ottimizzare il sistema di coltura dei
monociti e verificare se era possibile ottenere da essi cellule aventi
caratteristiche assimilabili a quelle dei macrofagi tissutali.

Il primo \passo riguardava la fonte di approvvigionamento.
Anziché utilizzare sangue intero non sempre disponibile, abbiamo cercato di
impiegare "buffy coats" che derivano sempre da donazioni ma che vengono
scartati dalle banche del sangue dopo la separazione del plasma e dei globuli
rossi. Questi buffy coats contengono la maggior parte dei leucociti
dell'intera donazione. | monociti ottenuti dai buffy coats sono
morfologicamente e funzionalmente indistinguibili da quelli isolati dal sangue
intero (dati non mostrati).

Quando vengono posti in coltura, i monociti vanno incontro ad
una serie di modificazioni che riguardano le caratteristiche morfologiche
(forma e dimensioni cellulari), il contenuto di proteine, I'attivita degli enzimi
lisosomiali, I'espressione di recettori di membrana e la capacita di produrre
H202 e O2™ (135). Si ritiene che questi cambiamenti che si osservano /in
vitro corrispondano a quella sequenza di eventi che in vivo conducono i
monociti, dopo migrazione nei tessuti, a differenziarsi e ad assumere le
caratteristiche dei macrofagi. Affinché cid avvenga sono necessarie
adeguate condizioni di coltura ed in particolare la presenza di fattori di
crescita che normalmente sono contenuti nel siero. Alcuni autori utilizzano
siero fetale bovino (FCS) (136), altri siero umano (137). Abbiamo preferito
seguire il modello che piu si avvicina alle condizioni "fisiologiche", cioé
quello che prevede I'impiego di siero umano, la cui concentrazione ottimale

si aggira attorno al 10% (137).
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La Figura 10 mostra I'aspetto di monociti a vari giorni di coltura
(2, 4 e 6) in presenza di siero umano alla concentrazione dell'1% (Fig. 10 a,
c, e) e del 10% (Fig. 10 b, d, f). Le differenze morfologiche osservabili
coltivando i monociti alle due diverse concentrazioni di siero sono gia
evidenziabili a tempi brevi di coltura e diventano, comunque, pit accentuate

il 6°giorno.

La Figura 11, in cui le cellule sono viste ad un ingrandimento
maggiore, rende pit facilmente evidenti tali differenze. Vengono mostrati
monociti appena purificati (Fig. 11a) e dopo sei giorni di coltura (Fig. 11b e
c). Le dimensioni delle cellule coltivate per 6 giorni sia all'1% (Fig. 11b) che
al 10% (Fig. 11c) sono senz'altro maggiori rispetto a quelle dei monociti
appena isolati. In presenza di siero al 10% le cellule sono fondamentalmente
rotondeggianti, voluminose e con un citoplasma intensamente basofilo.
L'accentuata basofilia del citoplasma & una caratteristica delle cellule attive
dal punto di vista dei processi di sintesi. Utilizzando il siero all'1%, le cellule

assumono forma prevalentemente fibroblastica, sono meno voluminose e il

loro citoplasma, meno abbondante, presenta una basofilia meno accentuata.
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Figura 10. Monociti a 2 (a, b), 4 (c, d) e 6 (e, f) giorni di coltura. Le cellule sono state
coltivate in medium contenente sieroc umano all’1% (a, ¢, e) o al 10% (b,
d, f) su dischetti di plastica per colture (Thermanox, Nune, Inc), fissate con
metanolo e colorate con Diff-Quik. Ingrandimento: 218x



Figura 11. Monociti al 1° (a) e al 6° (b, c) giorno di coltura. Le cellule sono state
coltivate in medium contenente siero umano all’'1% (b) o al 10% (c) su
dischetti di plastica per colture (Thermanox, Nunc, Inc), fissate con
metanclo e colorate con Diff-Quik. Ingrandimento: 520x



3. SCELTA DEI PARAMETRI DI ATTIVAZIONE.

Da un punto di vista funzionale, i macrofagi residenti sono
cellule poco attive metabolicamente (cioé@ producono quantitd poco
significative di O2™ e H202), possiedono bassa attivita secretoria, scarsa o
nulla attivita citotossica e scarsa capacita di cooperare nella risposta
immunitaria (presentazione dell'antigene) (109,118,119). In presenza di
fattori specifici di origine non immunologica (per es. il lipopolisaccaride) ed
immunologici (per es. I'IFN-7), questi macrofagi si modificano dal punto di
vista morfologico, metabolico e funzionale. Presentano un aumento di sintesi
proteica e di espressione degli antigeni di istocompatibilitda di classe Il, una
piu alta capacita battericida e citocida, secernono citochine come I'IL-1 e il
TNF, producono grandi quantita di H2O02 (110,112-117). | macrofagi cosi
modificati vengono indicati come macrofagi attivati e corrispondono a quelli
dell'ipersensibilita ritardata, direttamente coinvolti nell'uccisione di
microorganismi intracellulari facoltativi, parassiti ed eventualmente cellule

tumorali (116,117).

Per lo studio del ruolo delle proteine cationiche nell'attivazione
dei macrofagi, abbiamo deciso di misurare parametri che risultassero di
semplice interpretazione e significativi per le possibili implicazioni funzionali.
Come indice del potenziale citotossico dipendente dai prodotti di riduzione
dell'ossigeno abbiamo misurato la produzione di H202, mentre come indice
dell'attivitd citotossica dipendente dalle citochine abbiamo registrato la
secrezione di TNF. A questi parametri sono stati poi affiancati il dosaggio del

contenuto proteico e I'analisi delle modificazioni morfologiche.
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Figura 12. Rilascio di H903 indotto da PMA da parte di monociti-macrofagi in funzione
del giorno di coltura. Viene rappresentato anche |'effetto dell'IFN-r aggiunto
al 4° giorno di coltura (linea tratteggiata).

4. EFFETTO SULLA PRODUZIONE DI H205.

La Figura 12 mostra il profilo di secrezione di Ho02, indotta dal
PMA, da parte di monociti coltivati per diversi periodi di tempo in presenza
di siero umano al 10%. Il PMA, che & un estere del forbolo, con un
meccanismo non recettoriale, stimola in maniera massimale la produzione di

H202 mediante I'attivazione della protein-chinasi C.
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Come si pud osservare dalla figura, la capacita delle cellule di
produrre H2O2 diventa massima al terzo giorno di coltura. Al quarto giorno
si osserva un rapido decremento che si stabilizza a partire dal giorno 6-7 su
valori appena rilevabili e corrispondenti al 5-10% di quelli osservati al terzo
giorno di coltura (135).

Sempre nella stessa figura viene mostrato |'effetto di un noto e
potente attivatore dei macrofagi, I'interferone 7 (138). Questa citochina,
aggiunta al quarto giorno di coltura, ristabilisce la capacita di produrre H202

e la mantiene elevata nel tempo.

4a. Cinetica di produzione di Ho02

Le Figure 13, 14 e 15 mostrano I'andamento della produzione
di H2O02 in funzione del tempo di esposizione dei macrofagi alle proteine
granulari, aggiunte al quarto giorno di coltura. | dosaggi sono stati effettuati,
dopo tempi diversi di incubazione, su colture di macrofagi lavate dal medium
contenente le proteine e poi stimolate con PMA per 45 minuti. Per ogni
grafico sono riportati i risultati ottenuti con due diverse popolazioni di
macrofagi, impiegando le proteine cationiche alla concentrazione di 50 nM.

La massima stimolazione con EPO si ottiene dopo 24 ore di
incubazione, quando la quantita di HpO» prodotta risulta 2-4 volte superiore
a quella dei macrofagi di controllo (Fig. 13). Dopo le 24 ore il rilascio di
H202 diminuisce progressivamente ma resta comunque a valori sempre pid
elevati, rispetto a quelli di controllo, per almeno 70 ore.

Gli effetti di ECP ed EDN differiscono sostanzialmente da quelli

della EPO. Infatti, la produzione massima di H2O2 si ottiene dopo 72 ore di
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Figura 13. Cinetica di produzione di HyO, indotta da PMA da parte di macrofagi
incubati con EPO 50 nM a partire dal 4° giorno di coltura. Vengono riportati
i dati ottenuti con due diverse popolazioni di macrofagi. | risultati sono stati
espressi in base al numero di cellule (a) e al contenuto proteico (b). linea

tratteggiata = macrofagi di controllo; linea continua = macrofagi trattati
con EPO
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Figura 14. Cinetica di produzione di H50,
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indotta da PMA da parte di macrofagi

incubati con ECP 50 nM a partire dal 4° giorno di coltura. Vengono riportati
i dati ottenuti con due diverse popolazioni di macrofagi. | risultati sono stati
espressi in base al numero di celiule (a) e al contenuto proteico (b). linea

tratteggiata =
con ECP

macrofagi di controllo; linea continua = macrofagi trattati
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Figura 15. Cinetica di produzione di H 05 indotta da PMA da parte di macrofagi incubati con
EDN 50 nM a partire dal 4 giorno di coltura. Vengono riportati i dati ottenuti con
due diverse popolazioni di macrofagi. | risultati sono stati espressi in base al
numero di cellule (a) e al contenuto proteico (b). linea tratteggiata = macrofagi di
controllo; linea continua = macrofagi trattati con EDN
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incubazione (Figg. 14 e 15) e la quantita prodotta & di piu di 50 volte
superiore a quello rilasciata dai macrofagi non trattati.

Altre considerazioni emergono dall'analisi dei grafici. Si nota
che esiste una certa variabilita di risposta fra le due popolazioni cellulari. Cid
é dovuto al fatto che le popolazioni di monociti sono molto eterogenee (108)
e questa eterogeneita si riflette in una diversa velocita di differenziamento ed
intensita di risposta metabolica. Questo diverso comportamento si ha anche
impiegando altri agenti stimolanti. Dopo l'incubazione con IFN-r o LPS, per
esempio, si assiste ugualmente a risposte variabili per intensita (dati non
mostrati). Nonostante questa variabilita dal punto di vista quantitativo, il
fenomeno dell'attivazione da EPO, ECP ed EDN & stato osservato in tutti gli

esperimenti.

4b. Dose-risposta

La Figura 16 riporta i dati relativi alla produzione di H202 da
parte di macrofagi incubati con diverse concentrazioni di proteine cationiche.
| risultati sono stati riuniti in un unico grafico per mettere a confronto diretto
I'effetto delle tre proteine anche se la produzione di H2O02 & stata misurata
dopo 24 ore per la EPO e dopo 72 ore per ECP ed EDN.

Ancora una volta & molto evidente la maggior potenza di ECP
ed EDN rispetto alla EPO. La concentrazione alla quale si ha la massima
risposta & comunque uguale per le tre proteine. La secrezione di H202
aumenta all'aumentare della concentrazione delle proteine granulari e
raggiunge la saturazione a partire dalla concentrazione di 50 nM. Non

vengono riportati i dati relativi a concentrazioni superiori a 200 nM, poiche
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Figura 16. Produzione di Hy0, indotta da PMA da parte di macrofagi incubati con dosi
diverse di ECP, EDN ed EPO. Le curve derivano dai dosaggi eseguiti dopo
24 ore di incubazione con EPO e dopo 72 con ECP ed EDN. | risultati,
espressi in base al numero di cellule (a) e al contenuto proteico (b), sono la

media di due esperimenti.
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queste erano tossiche per le cellule. Infatti, con dosi superiori a 200 nM si

osservava un massivo distacco dei macrofagi inizialmente aderenti.

Alla luce di questi risultati, abbiamo deciso di usare le proteine

cationiche nei successivi esperimenti alla concentrazione di 50 nM.

4c. Comparazione dell'effetto delle proteine cationiche con quello del

lipopolisaccaride e dell'interferone 7.

L'IFN-r e il lipopolisaccaride sono i piu noti attivatori dei
macrofagi per quanto riguarda il potenziamento del metabolismo ossidativo

respiratorio (respiratory burst) (138,139).

60
® controllo
o SO 4 IFN-y 100U/ml
) ®m LPS 50 ng/ml
S 40}
0
=
\N 30t
(@)
N
b 20}
E
c 10
Y
o d 1

0 10 20 30 40 50 60 70
tempo di incubazione (ore)

Figura 17. Cinetica di produzione di H,0, indotta da PMA da parte di macrofagi
incubati con LPS 50 ng/ml e IFN-r 100 U/ml a partire dal 4° giorno di
coltura. | risultati sono la media + ES (errore standard) di dati ottenuti con
4 diverse popolazioni di macrofagi.
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Abbiamo percid confrontato gli effetti di EPO, ECP ed EDN sulla
produzione di Hp02 con quelli di unesti due attivatori.

La Figura 17 rappresenta il profilo di produzione di H202
indotto con PMA da parte di macrofagi esposti a IFN-r ed LPS per vari
periodi di tempo.

La Tabella 5 mostra che la quantita di H202 prodotta da
macrofagi incubati per 24 ore con EPO & paragonabile a quella rilasciata da

macrofagi incubati con LPS o IFN-7 per lo stesso periodo di tempo.

Tabella 5. Effetto di EPO, LPS e IFN-7 sul rilascio di H2O2 da macrofagi
umani indotto da PMA.

nmoli/45'/10 cellule nmoli/45'/mg
controllo 43 :09 (14) 19.1 + 4.3 (14)
EPO 50 nM 14.1 + 2.8* (14) 41.2 + 8.9** (14)
LPS 50 ng/ml 18.4 + 3.9*** (6) 46.3 + 14.9* (6)
IFN-7 100 U/mi 10.5 = 1.0%*** (12) 37.7 + 6.1% (12)

| dosaggi per il rilascio di H)O2 sono stati effettuati su macrofagi incubati con EPO, LPS ed
IFN-7 per 24 ore come descritto nei Materiali e Metodi. La produzione basale di HyO2 (in
assenza di PMA) non era dosabile in tutte le varie condizioni. | risultati sono la media + ES
del numero degli esperimenti indicato in parentesi. La significativitd delle differenze tra i
macrofagi di controllo e quelli trattati & espressa come segue:

*  p<0.001
**  p<0.01
*** p<0.005

*¥*** p<0.0001
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La Tabella 6 riassume i risultati dell'effetto di ECP ed EDN

ottenuti in diversi esperimenti e quelli relativi all'effetto di IFN-r ed LPS.

Tabella 6. Effetto di ECP, EDN, LPS ed IFN-r sul rilascio di H202 da
macrofagi umani indotto da PMA.

nmoli/45'/1 06 cellule nmoli/45'/mg
controllo 2.92 + 0.47 (16) 3.563 + 0.58 (16)
ECP 50 nM 49.47 + 8.30* (7) 149.8 + 40.86* (7)
EDN 50 nM 22.34 + 4.90* (6) 58.7 + 23.47* (6)
LPS 50 ng/m'I 49.18 + 8.52* (8) 122.5 + 43.30* (8)
IFN-7 100 U/ml 25.67 + 4.14* (10) 31.16 + 3.75* (10)

| dosaggi per il rilascio di HpO9 sono stati effettuati su macrofagi incubati con ECP, EDN,
LPS ed IFN-7 per 72 ore come descritto nei Materiali ¢ Metodi. La produzione basale di
H209 (in assenza di PMA) non era dosabile in tutte le varie condizioni. | risultati sono la
media + ES del numero degli esperimenti indicato in parentesi. La significativitd delle

differenze tra i macrofagi di controllo e quelli trattati & espressa come segue:
* p<0.0001

Dai risultati riportati nelle due tabelle si nota che [|'ordine di
potenza delle proteine granulari & il seguente: ECP>EDN>EPO. L'entita di
stimolazione della ECP é paragonabile a quella dell'LPS e maggiore di quella
dell'lFN-7; I'EDN ha invece un effetto molto simile a quello dell'lFN-7 e

decisamente minore dell'LPS; I'EPO determina la stessa risposta di IFN-7 ed
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decisamente minore dell'LPS; I'EPO determina la stessa risposta di IFN-7 ed
LPS quando il rilascio di HpO2 viene misurato dopo 24 ore di incubazione,
mentre dopo tempi pit lunghi di incubazione la risposta all'EPO risulta

minore della risposta all'LPS e all'IFN-7.
5. EFFETTO SUL CONTENUTO PROTEICO.

La Tabella 7 riassume i dati ottenuti in diversi esperimenti,
relativi al contenuto proteico dei macrofagi. Anche in questo caso la
valutazione & stata effettuata dopo 24 ore di incubazione con EPO e dopo
72 ore dall'aggiunta di ECP ed EDN.

Tabella 7. Effetto delle proteine cationiche sul contenuto proteico dei
macrofagi.

n® esperimenti pg/106 cellule

controllo 16 308 + 29.3
EPO 50 nM 16 416 + 28.9*
LPS 50 ng/ml 5 347 + 29.5NS
IFN-7 100 U/ml 13 360 + 41.1NS

controllo 8 552 + 58

ECP 50 nM 8 391 + 40**
EDN 50 nM 7 556 =+ 79NS
LPS 50 ng/ml 6 564 + 6aNS
IFN-r 100 U/ml 6 570 + 37NS

Il contenuto proteico delle cellule aderenti & stato misurato dopo 24 ore di incubazione con
I'EPO e dopo 72 con I'ECP e I'EDN, come descritto nei Materiali e Metodi. | risultati sono la
media + I'ES degli esperimenti effettuati. La significativita delle differenze tra le cellule di
controllo e le cellule trattate vengono indicate come segue: * p<0.01; ** p=0.02;

NS, non significativo

70



In seguito a stimolazione con EPQO, i macrofagi vanno incontro
ad un aumento di circa il 30% del loro contenuto proteico (+ 108 ug/106
cellule) rispetto ai macrofagi di controllo. Questo aumento non & ascrivibile
all'EPO aggiunta nel pozzetto. In effetti la quantita di EPO aggiunta in ogni
pozzetto corrisponde a 0.7 yg. Ammettendo che tutta I'EPO si leghi alle
cellule o venga internalizzata senza essere degradata, I'aumento del
contenuto proteico dovrebbe essere al massimo di 14 ug/1 O6 cellule.

LPS, IFN-r ed EDN non causano variazioni apprezzabili nel
contenuto proteico dei macrofagi. Invece con ECP il contenuto proteico delle
cellule aderenti diminuisce in modo significativo. Questi risultati

suggeriscono che I'azione attivante di queste proteine coinvolge meccanismi

di modulazione della sintesi proteica distinti.

L'effetto appena mostrato delle proteine cationiche sul
contenuto proteico dei macrofagi spiega le discrepanze che si potevano
osservare sulla produzione di H202 espressa in termini di attivita per mg di
proteina o di attivita per 1()‘6 cellule. Analizzando le Tabelle 5 e 6, appare
chiaro come l'indice di attivazione per I'EPO risulti minore e quello dell'ECP

maggiore se riferito ai mg di proteine, anziché al numero di cellule.

6. EFFETTO SULLA PRODUZIONE DI TNF

I macrofagi sono stati incubati, sempre dal quarto giorno di
coltura, con varie concentrazioni delle proteine granulari e il TNF prodotto é

stato misurato su supernatanti di macrofagi esposti per 24 ore alla EPO e
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Figura 18. Produzione di TNF da parte di macrofagi incubati a partire dal 4° giorno di
coltura con diverse quantitd di ECP, EDN ed EPO. Il dosaggio & stato
effettuato su supernatanti prelevati dopo 24 ore dall’aggiunta dell’EPO e
dopo 72 dall’aggiunta di ECP ed EDN.

per 72 alla ECP e alla EDN, i tempi di incubazione cio& in cui si aveva la
massima attivita di produzione di H202.

La Figura 18 mostra che le curve dose-risposta per la
produzione di TNF sono abbastanza simili a quelle gia viste per il rilascio di
H202. Anche in questo caso la dose ottimale di stimolazione & per tutte e
tre le proteine 50 nM.

L'attivita citotossica dei supernatanti dei macrofagi, utilizzati nei
notri esperimenti, viene totalmente abolita da un anticorpo monoclonale
diretto contro il TNF-a di derivazione umana (mAb Wi-AT-4 Bissendorf

‘Biochemicals gmbh, Hannover, Germania). Questo indica che il saggio
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biologico per il TNF da noi impiegato mette in evidenza in maniera specifica
I'at;ivité di questa citochina.

La Tabella 8 mostra i risultati ottenuti con pit popolazioni di
macrofagi incubati con le dosi ottimali delle proteine cationiche.

Tabella 8. Effetto delle proteine cationiche, LPS ed IFN-7 sulla produzione
di TNF da parte di macrofagi umani.

UrnF/1 06 cellule n. esp.
controllo 401 + 60 6
EPO 50 nM 4975 + 1168* 6
LPS 50 ng/ml 10062 + 3805** 4
IEN-7 100 U/ml 522 + 114NS 4
controllo 47 + 21 6
ECP 50 nM 26600 + 11000** 6
EDN 50 nM 15650 + 5470** 6 )
LPS 50 ng/ml 32550 + 14400** 6
IFN-7 100 U/ml 60 + 31NS 6

| supernatanti per il dosaggio del TNF sono stati prelevati dopo 24 ore di incubazione con
I'EPO e dopo 72 con I'ECP e I'EDN. | risultati sono la media + I'ES degli esperimenti
effettuati. La significativita delle differenze tra le cellule di controllo e le cellule trattate
viene riportata come segue:

* p<0.01

**p<0.05
NS, non significativo

Nonostante I'elevato valore dell'errore standard, indice della
notevole variabilita delle diverse popolazioni di macrofagi, la quantita di TNF
nei supernatanti delle colture trattate con le proteine cationiche e con il
lipopolisaccaride & significativamente superiore rispetto a quella presente nei
supernatanti di macrofagi di controllo. Come per il rilascio dell'H202, anche
per la produzione di TNF, I'ordine di potenza delle tre proteine & il seguente:

ECP>EDN>EPO. Va inoltre sottolineato che la quantita di TNF prodotto da
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ECP ed EDN potrebbe essere sottostimata rispetto a quello della EPO, in
quanto durante le 72 ore di incubazione la degradazione o l'inattivazione
della citochina da parte dei macrofagi e di diverse sostanze nel mezzo di
coltura potrebbe essere non del tutto trascurabile. Le proteine granulari,
dunque, sono anche potenti induttori della produzione di TNF. Esse si
dimostrano almeno efficaci quanto I'LPS e certamente differiscono dall'|lFN-r
che, pur favorendo la produzione di H202, non stimola, o stimola molto

poco, la secrezione di TNF.

7. MODIFICAZIONI MORFOLOGICHE DEI MACROFAGI ESPOSTI ALLE
PROTEINE CATIONICHE.

E' noto che le alterazioni funzionali, caratteristiche del processo di
attivazione, si accompagnano spesso a modificazioni della morfologia
cellulare (113).

La forma dei macrofagi non stimolati & tipicamente rotondeggiante. |
macrofagi attivati invece presentano processi citoplasmatici allungati, che li
fanno assomigliare molto spesso a cellule fibroblastiche, ed una
pronunciata "estensibilita" ("spreading”) del citoplasma. Questi aspetti
sono molto evidenti nelle colture incubate con endotossina e meno marcati
con I'IFN-r, dove prevale invece una tendenza all'aggregazi(;ne cellulare
(dati non mostrati) (140).

Le Figure 19 e 20 mostrano gli aspetti di colture di macrofagi non
stimolati (Fig 19a, Fig. 20a) e trattati rispettivamente con EPO (Fig. 19b),
ECP (Fig. 20b) ed EDN (Fig 20c).
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Figura 19. Immagini al microscopio ottico rovesciato, in contrasto di fase, di colture di
macrofagi non stimolati {(a) ed incubati per 24 ore con EPO 50 nM (b).
Ingrandimento: 400x






Figura 20. Immagini al microscopio ottico rovesciato, in contrasto di fase, di colture di
macrofagi non stimolati (a) ed incubati per 72 ore con ECP 50 nM (b} ed
EDN 50 nM (c). Ingrandimento: 400x






Le cellule non trattate mostrano il fenotipo caratteristico dei
macrofagi non stimolati: hanno dimensioni forse maggiori delle cellule
esposte alle proteine cationiche e sono rotondeggianti, anche il loro nucleo
ha forma circolare e il citoplasma & abbondante e granuloso. Dopo 24 ore
di incubazione con EPO, sono visibili alcune cellule allungate ad una o due
estremita del nucleo che assumono una forma simile ad una pera o ad un
fuso.

Anche tra i macrofagi coltivati con ECP c'é una buona percentuale di
cellule con aspetto fibroblastico e le rimanenti cellule, nonostante siano
rotondeggianti, hanno dimensioni minori rispetto a quelle di controllo.
L'EDN determina un effetto simile a quello dell'ECP, anche se la

percentuale di cellule fibroblastiche sembra inferiore.

8. ATTIVAZIONE DI MACROFAGI IN COCOLTURA CON EOSINOFILI
INTERI.

| risultati presentati indicano che le proteine granulari degli eosinofili
sono in grado di attivare i macrofagi.

Per vedere se questo effetto pud essere rilevante anche in condizioni
che riproducano piu da vicino quanto avviene nei tessuti, dove eosinofili e
macrofagi possono trovarsi contemporaneamente presenti, abb:iamo deciso
di stabilire se i macrofagi venivano attivati quando coltivati insieme agli
eosinofili. Alla base di questi esperimenti sta I'osservazione che gli
eosinofili possono secernere spontaneamente proteine dei loro granuli e

che queste possono legarsi a vari tipi di cellule, compresi i macrofagi:

questo fenomeno & stato osservato nel midollo osseo ed in colture di
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eosinofili in presenza di IL-5 (41,106). Questa secrezione spontanea
darebbe ragione della presenza, anche nel sangue di individui normali, di
proteine eosinofiliche (141).

Abbiamo pertanto allestito delle colture di macrofagi e ad esse sono
state aggiunte popolazioni pure (> 95 %) di eosinofili umani normali in
assenza ed in presenza di IL-5, una citochina che permette la
sopravvivenza degli eosinofili in coltura ed & in grado di indurre una
modesta secrezione di proteine granulari degli eosinofili.

| risultati di due di questi esperimenti sono riportati nella Tabella 9.

Tabella 9. Produzione di HpO2 da parte di macrofagi coltivati in presenza di
eosinofili.

24 ore 48 ore
nmoli Hy0,/10° cellule |  nmoli Hy02/108 cellule
Pop. A Pop.B Pop. A Pop. B )
Macrofagi 1.31 5.03 0.47 1.61
Macrofagi + 2.75 3.69 1.25 2.36
IL-5 2 ng/ml
Macrofagi + 9.39 14.12 446 4.78
eosinofili
Macrofagi +
eosinofili + 5.97 9.07 2.53 4.53
IL-5 2 ng/ml s

Ad ogni pozzetto di macrofagi al 4° giorno di coltura sono stati aggiunti 30.000 eosinofili.
Dopo 24 o 48 ore di incubazione, i pozzetti sono stati lavati e incubati con la miscela per la
misura dell'Hp05.

E' evidente che in entrambe le popolazioni la presenza degli eosinofili

aumenta la capacita dei macrofagi di produrre H202. L'azione attivante
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sembra piu marcata per i macrofagi coltivati con eosinofili in assenza di IL-
5.

E' da escludere che I'aumento registrato dipenda dalla presenza degli
eosinofili (noti produttori di H202) poiché, prima del dosaggio, le colture
vengono lavate accuratamente e gli eosinofili, che non sono aderenti,
vengono eliminati insieme al medium di incubazione. La conferma che in
seguito al lavaggio tutti gli eosinofili vengono eliminati dai pozzetti, & stata
ottenuta dosando in alcuni pozzetti I'attivita perossidasica, impiegando
come substrato la tetrametil benzidina (TMB) (142). Questa attivita era

completamente assente nei pozzetti delle cocolture dopo i lavaggi.

9. STUDI SUL PROBABILE MECCANISMO IMPLICATO NELL'ATTIVAZIONE.

Gli esperimenti successivi sono stati rivolti alla comprensione del
meccanismo(i) implicato(i) nell'attivazione dei macrofagi da parte delle
proteine cationiche. Gran parte di questi studi sono stati effettuati
sull'attivazione intesa in senso metabolico, cioé come effetto sulla
produzione di H202. Abbiamo privilegiato questo parametro rispetto alla
secrezione di TNF per la minore variabilita della risposta. Gli esperimenti in
cui & stata misurata anche la produzione di TNF verranno pgntualmente
indicati. ‘

Per la nostra indagine sul possibile meccanismo d'azione delle

proteine granulari ci siamo chiesti se gli effetti osservati potessero

dipendere:
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1) dalla loro attivita enzimatica, considerato il fatto che la EPO & una

perossidasi e la ECP e la EDN hanno attivitd RNasica;

2) dalla loro cationicita, dal momento che tutte e tre hanno un punto

isoelettrico maggiore di 8.9.

9a. Attivita enzimatica.

Inizialmente abbiamo esaminato la possibilita che I'EPO potesse agire
attraverso la sua attivita enzimatica. Il cosubstrato richiesto dalla EPO &
I'H202. Nei nostri saggi non veniva aggiunta esternamente H202; tuttavia
non si poteva escludere che I'enzima potesse utilizzare piccole quantita di
acqua ossigenata prodotta dagli stessi macrofagi, anche se non stimolati.
Abbiamo allora effettuato degli esperimenti di attivazione dei macrofagi,
aggiungendo assieme all'EPO della catalasi, un enzima che converte
I'H202 in H20. La Figura 21a mostra che la catalasi non ha alcun effetto
sulla stimolazione da EPO, facendo cosi escludere che I'EPO stessa possa
agire con un meccanismo enzimatico.

Un altro dato, sia pure indiretto, ci permetterebbe di concludere che
I'attivazione determinata dalla EPO sia indipendente dalla sua attivita
enzimatica. La mieloperossidasi (MPQO), presente nei neutrofili, & omologa
per il 75% circa all'EPO, anche se da essa geneticamente disti:nta e la sua
attivita enzimatica & per molti aspetti simile a quella della EPO (143). La
Figura 21b mostra che la mieloperossidasi non esercita alcun effetto
attivante la produzione di HpO02 sui macrofagi (Fig. 21b). Inoltre, la MPO,

aggiunta per 24 ore ai macrofagi, non determina alcun rilascio di TNF nei

supernatanti delle loro colture (dati non mostrati).
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Figura 21. Indagini sul possibile coinvolgimento dell’attivitd enzimatica delle proteine
cationiche nell’effetto del potenziamento del rilascio di Hy05. | dosaggi
sono stati effettuati dopo 24 ore di incubazione (a, b) e dopo 72 (cC). | dati
sono la media dei risultati ottenuti in esperimenti il cui numero & riportato in
parentesi. Le barre in ¢ rappresentano 'ES.

Come per I'EPO, anche per I'ECP e I'EDN non sembra importante
I'attivita enzimatica per il loro effetto attivante i macrofagi. Infatti,

I'aggiunta alle colture di macrofagi di una ribonucleasi pancreatica bovina
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in quantita enzimaticamente paragonabile a quelle di EDN ed ECP non fa
aumentare il rilascio di H202 (Fig. 21c). Inoltre la bollitura non interferisce

con |'effetto di queste due proteine cationiche (Tabella 10).

Tabella 10. Effetto della bollitura sull'azione attivante di EPO, ECP ed EDN.

nmoli/45'/108 cellule nmoli/45'/mg
Pop. A Pop. B Pop. A Pop.B
controllo 400 12.10 11.80 40.25
EPO 50 nM 20.20 15.00 35.40 52.45
EPO 50 nM 1.80 11.10 12.30 37.70
bollita
controllo 1.22 1.95 1.78 2.1%
ECP 50 nM 40.79 42.49 71.25 103.75 ~
ECP 50 nM 39.71 48.99 51.51 115.15
bollita
EDN 50 nM 30.60 23.86 44.56 33.68
EDN 50nM 30.24 19.07 49.29 25.26
bollita

Le proteine cationiche sono state bollite per 10 minuti, centrifugate e poi diluite alla
concentrazione di 50 nM nel medium di coltura. La produzione di HyO9 & stata misurata
dopo 24 ore dall'aggiunta dell'EPO e dopo 72 dall'aggiunta di ECP ed EDN. -

Al contrario I'attivita della EPO viene abolita dalla bollitura. Questa
diversa sensibilita alla bollitura potrebbe dipendere dal fatto che la EPO &
un dimero con un peso molecolare relativamente elevato (circa 70 KDa),
formato da due subunita. La bollitura, oltre che denaturare le subunita,

scinde il dimero, ed altera quindi profondamente la capacita dell'EPO di
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interagire con i macrofagi. Il dato sulla denaturazione attraverso il calore
suggerisce, quindi, che I'azione attivante dell'EPO si pud esplicare solo se
viene mantenuta I'integritd conformazionale della proteina.

La ECP e la EDN sono monomeri di peso molecolare relativamente
basso, rispettivamente 21 e 18-19 KDa. La bollitura potrebbe avere solo
effetti marginali sulla loro conformazione e quindi alterare |'azione attivante

i macrofagi.

9b. Cationicita

Le Figure 21b e 22 mostrano rispettivamente che la mieloperossidasi

(pl 10.5) e il lisozima (pl 11) non hanno alcun effetto stimolatorio sui
macrofagi.
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Figura 22. Effetto del lisozima sul rilascio di H,0, indotto da PMA da parte di
macrofagi. | dosaggi sono stati effettuati dopo 72 ore di incubazione. | dati
sono la media + ES dei risultati ottenuti da quattro esperimenti.
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Cid suggerisce che il meccanismo d'azione delle proteine granulari
non & necessariamente aspecifico, dovuto cioé alla carica elettrica.

Tuttavia, non si pud escludere che la cationicita abbia un qualche
ruolo nell'interazione di queste proteine con la membrana cellulare dei
macrofagi. Se cid fosse vero, la presenza di altre proteine cationiche
dovrebbe interferire con I'effetto stimolante sui macrofagi. | dati mostrati
nella - Tabella 11 sembrano escludere questa possibilita. Infatti,
aggiungendo contemporaneamente lisozima ed ECP ai macrofagi, non si ha

alcun effetto competitivo sulla produzione di H202 e di TNF.

Tabella 11. Effetto del lisozima sul rilascio di HoO2 da parte di macrofagi
incubati con ECP.

nmoli Hy05/mg Utne/108 cellule
Pop. A Pop.B Pop. A Pop.B
controllo 0.92 0.56 ND ND
Lisozima 100 nM 0.85 0.48 ND ND
ECP 50 nM 57.14 16.26 22800 11900
ECP + lisozima 51.94 13.61 7900 11150

| dosaggi per la produzione di H»O- sono stati effettuati dopo 72 ore di incubazione:
Anche i supernatanti per la misura del TNF sono stati prelevati dopo lo stesso tempo di
incubazione.

Infine l'attivitd di ECP ed EDN non viene inibita, anzi risulta

addirittura potenziata, dall'eparina, un polisaccaride solforato dotato di alta
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Figura 24. Effetto degli acidi poliglutammico e poliaspartico sul rilascio di HpO5 da parte
di macrofagi incubati con ECP 50 nM ed LPS 50 ng/ml. | dosaggi sono stati
effettuati dopo 72 ore di incubazione. | risultati sono la media dei dati
ottenuti da due diverse popolazioni di macrofagi.

potenziano, anziché inibire, |'effetto attivante dell’ECP sui macrofagi,
mentre non alterano quello dell’LPS (Fig. 24).

Questo dato, per certi versi inaspettato, depone ulteriormente a
sfavore di un ruolo importante della cationicita delle proteine granulari degli
eosinofili nell'azione attivante i macrofagi.

10. EFFETTO DELLA POLIMIXINA B SULL'ATTIVAZIONE INDdTTA DALLE
PROTEINE CATIONICHE.

Poiché gli effetti sin qui descritti dell'lEPO, ECP ed EDN sulla

stimolazione della produzione di H»05 e di TNF sono simili a quelli prodotti

dall'LPS, é stato necessario escluderne la presenza nei nostri campioni.
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Figura 25. Effetto della polimixina B sul rilascio di H20- da parte di macrofagi incubati
con EPO 50 nM e varie dosi di LPS. | dosaggi sono stati effettuati dopo 24
ore di incubazione.

Per quanto riguarda I'EPO, I'ipotesi di un'eventuale contaminazione &
stata subito scartata perché, in seguito a bollitura (vedi Tabella 10), la
proteina perdeva il suo effetto attivante. L'LPS & invece resistente
all'effetto del calore. Questo studio & stato comungue esteso e completato
da esperimenti condotti con la polimixina B, considerata uno dei piu
importanti inibitori dell'endotossina. L'EPO e I'LPS sono stati preincubati
con la polimixina B (5 yg/ml) prima dell'aggiunta ai macrofagi. Dopo 24 ore

sono stati effettuati i dosaggi dell'HpO5. La polimixina B abolisce la

produzione di H202 indotta da 100 pg/ml e 1 ng/ml di LPS e riduce del

50% quella determinata da 10 ng/ml di LPS, ma non ha alcun effetto sul

rilascio di HpO2 causato dalla EPO (Fig. 25). Anche I'effetto stimolatorio
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Figura 26. Effetto della polimixina B sul rilascio di H&Oﬁ' (a) e TNF (b) da parte di
n

macrofagi incubati con ECP 50 nM, EDN 5 ed LPS 50 ng/ml. | dosaggi
sono stati effettuati dopo 72 ore di incubazione.
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dell’ECP & insensibile alla polimixina B (Fig. 26). L'inibizione da parte

dell'antibiotico & invece notevole nella stimolazione dell'H202 e del TNF da

parte dell'EDN (Fig. 26).
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Figura 27. Attivita citotossica di supernatanti ottenuti da colture di macrofagi murini
incubati con ECP 50 nM e diverse quantita di LPS per 4 (a) e ?4 {b) ore.

11. EFFETTO DELL'ECP SU MACROFAGI MURINIL.
Volendo mettere in evidenza possibili differenze nel meccanismo di

azione tra ECP ed LPS, abbiamo pensato di utilizzare un modello cellulare

diverso ricorrendo all'utilizzo di macrofagi peritoneali di topo. Dopo aver
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incubato questi macrofagi con ECP e varie quantitd di LPS per diversi
intervalli di tempo, abbiamo misurato la secrezione di TNF. Anche in questo
caso l'effetto del’lECP (50 nM) & molto simile a quello dell'LPS e
quantitativamente risulta paragonabile a quello causato da 1 wug/ml di
lipopolisaccaride (Figura 27).

Risultati simili si sono ottenuti anche con macrofagi derivanti da un
ceppo di topi insensibili all'LPS (C3HeJ). Questi macrofagi non producono
TNF in seguito all'incubazione con LPS o con ECP (Tabella 12).

Tabella 12 . Produzione di NO2™ e TNF da parte di macrofagi di topi
C3HeN/C3Hed.

nmoli NO5 /pozz. UTne/1 06 cellule

C3HeN  C3HeJ C3HeN  C3HeJ
controllo 0.86 0.81 ND ND
ECP 50 nM 3.48 0.76 1100 ND
EDN 50 nM 3.41 0.75 300 ND
LPS 1 ug/ml 2.75 0.76 720 ND

I supernatanti delle colture di macrofagi murini sono stati prelevati dopo 24 ore
dall'aggiunta delle sostanze stimolanti e dosati per la misura di N02' e di TNF come
descritto nei Materiali e Metodi.

ND = non dosabile

Con queste cellule abbiamo misurato anche la secrezione di N02',

che non viene invece prodotto dai macrofagi umani (144). La produzione di

questo metabolita & considerato un valido parametro dell'attivazione
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macrofagica (145). Dopo 24 ore, la risposta intermini di produzione di
NO2™ & qualitativamente simile a quella ottenuta misurando il TNF (Tabella

12).
12. EFFETTO DELLA DIGESTIONE ENZIMATICA.

La conformazione della proteina & fondamentale nell'attivazione
determinata dall'EPOQO: lo dimostra |'effetto della bollitura che, provocando
la sua denaturazione, abolisce completamente la produzione di H2O02 e di
TNF.

Sembra invece che per ECP ed EDN non sia necessario il
mantenimento dell'integrita conformazionale. Questo dato suggerisce che
I'effetto stimolatorio di queste proteine dipenda da regioni sequenziali delle
molecole che rimangono inalterate in seguito alla bollitura. -

Siamo dunque ricorsi ad un processo di digestione -enzimatica,
utilizzando tre proteasi con diversi siti di azione: tripsina, papaina e
proteinasi K. Prirha del trattamento enzimatico, ECP ed EDN (e LPS e IFN-7)
sono state autoclavate. Successivamente sono state incubate a 37°C per
10 minuti con tripsina 9 ug/ml (finale 0.15 ug/ml), poi per altri 10 minuti
con papaina 12 ug/ml (finale 0.2 ug/ml) ed infine per ancora 1(_} minuti con
proteinasi K 15 ug/ml (finale 0.25 wug/ml). Dpo questo trattamento, le
proteine cationiche e le proteasi sono state diluite nel mezzo di coltura e
aggiunte ai macrofagi.

La Figura 28 mostra che la sola miscela di proteasi, usata come

controllo, non altera la produzione di H202 dei macrofagi, dopo Ia
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Figura 28. Effetto di tripsina, papaina e proteinasi K (proteasi) sul rilascio di HyO9 da
parte di macrofagi incubati con ECP 50 nM, EDN 50 nM, LPS 50 ng/ ml ed
IFN-r 100 U/ml. | dosaggi sono stati effettuati dopo 72 ore di incubazione
con gli agenti stimolanti. | risultati sono la media dei dati ottenuti da due
diverse popolazioni di macrofagi.

la digestione enzimatica, I'effetto di ECP ed EDN viene rafforzato, quello

dell'LPS diminuisce, mentre quello dell'IFN-7 & abolito completamente.
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Nella parte introduttiva di questa tesi, si € cercato di mettere in
rilievo l'importanza degli eosinofili in particolari condizioni patologiche.
Sembra che I'azione difensiva degli eosinofili sia dipendente dall'interazione
delle proteine cationiche granulari rilasciate nei tessuti durante la reazione
inflammatoria con i loro bersagli.

L'ipotesi da cui & nato il presente lavoro ha avuto qrigine
considerando da una parte la molteplicita dei ruoli svolti dalle proteine
cationiche e dall'altra dalle osservazioni dimostranti come in molte
patologie ci sia una stretta associazione tra macrofagi ed eosinofili.

Abbiamo infatti ipotizzato che I'azione "difensiva" degli eosinofili,
mediata principalmente dalle proteine cationiche granulari, potesse
esercitarsi non solo direttamente ma anche indirettamente, attraverso il
potenziamento delle funzioni difensive dei macrofagi. Si configurerebbe,
quindi, per questi prodotti degli eosinofili un'attivitd immunomodulante, con
azione cioé simile a quella delle citochine.

| dati presentati in questa tesi suffragano questa ipotesi,
identificando una nuova modalita attraverso cui gli eosinofili possono
partecipare alle difese dell'organismo. Si dimostra, infatti, che le proteine

cationiche sono in grado di attivare i macrofagi.

L'effetto attivante delle proteine cationiche & stato valutato sulla
base della secrezione di prodotti di riduzione dell'ossigeno (misurati nei
nostri esperimenti come produzione di H202), della produzione di citochine
(misurata come secrezione di TNF), dell'effetto sul contenuto proteico e

delle modificazioni morfologiche.
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La prima parte del lavoro ha riguardato la purificazione e la
caratterizzazione del materiale utilizzato in questo studio e la messa a
punto del modello cellulare da noi adottato (ottenimento e caratterizzazione

di macrofagi da monociti di sangue periferico).

La dimostrazione della purezza delle nostre proteine si basa,
fondamentalmente, sui risultati ottenuti con I'elettroforesi (SDS-PAGE). Le
proprieta elettroforetiche non possono essere, in assoluto, prova della
purezza di una proteina (nel nostro caso le proteine granulari degli
eosinofili). In effetti, perd, qualsiasi altro approccio sperimentale & da solo
e di per sé limitativo per un giudizio insindacabile sulla purezza.
Considerando comunque il fatto che I'elettroforesi & ormai accettata come
indice soddisfacente di purezza, valutando inoltre la simmetria dei picchi di
eluizione, I'assenza di citochine contaminanti, lo spettro di assorbimento
(per I'EPO) e le indagini immunoenzimatiche (per ECP ed EDN), le proteiﬁe

da noi utilizzate possono senz'altro essere giudicate "pure".

La messa a punto del sistema per il differenziamento dei monociti in
macrofagi ci ha consentito di standardizzare un metodo di coltura per
ottenere facilmente per le nostre proteine cationiche un bersaglio di cellule
umane. Il metodo si & dimostrato molto pratico e soprattutto adatto al

nostro scopo.

Riassumendo, i risultati chiave ottenuti, riguardanti I'attivazione dei

macrofagi, sono stati i seguenti:

- tutte e tre le proteine cationiche utilizzate, cioé EPO, ECP ed EDN

1) potenziano il rilascio di H202 indotto da PMA,
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2) sono potenti stimolatori della produzione di TNF,

3) modificano I'aspetto morfologico delle cellule in coltura;

- I'EPQ, inoltre, induce un incremento del contenuto proteico dei macrofagi,
I'ECP una diminuzione, mentre I'EDN lo mantiene inalterato;

- la presenza di eosinofili normali nelle colture dei macrofagi potenzia il

rilascio di H2O2 da parte di questi ultimi.

Questi risultati indicano che le proteine. cationiche sono potenti

attivatori dei macrofagi e che agiscono con meccanismi tra loro diversi.

Un aspetto discriminante riguarda il tempo di incubazione richiesto
per ottenere una risposta ottimale per il rilascio di HpO2 da parte dei
macrofagi. L'EPO determina il suo effetto massimo di stimolazione dopo 24
ore di incubazione, mentre ECP ed EDN dopo 72. | dati ottenuti da questo
studio sulla cinetica di produzione di HoO2 accostano ECP ed EDN all'lFN-r
e all'LPS, mentre da questo punto di vista I'EPO differisce dai due piu noti
attivatori dei macrofagi. Pur agendo per tempi piu lunghi della EPO, I'ECP e
I'EDN attivano la produzione di HoO2 a livelli simili a quelli della EPO gia
alle prime ore di incubazione e successivamente in quantita molto piu
elevate. L'entita della stimolazione & in effetti molto diversa per EPO e per
ECP ed EDN. Nei risultati & stato indicato un ordine di "effica;:ia" che qui

riproponiamo: ECP>EDN > EPO.

Le tre proteine cationiche hanno, perd, in comune la concentrazione
alla quale determinano il loro massimo effetto di stimolazione sui
macrofagi. Questa concentrazione (50 nM) & minore di quella che si

osserva nei liquidi di secrezione in situazioni patologiche in cui la presenza
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di queste proteine & associata al danno cellulare (15-19). Le dosi superiori
a 200 nmoli/litro si sono dimostrate tossiche per le nostre cellule, a
giudicare dal distacco massivo dei monociti-macrofagi inizialmente aderenti.
L'effetto citotossico della EPO, studiato precedentemente nei confronti dei
neutrofili (104), era gia evidente alla concentrazione 50 nM. Cio fa
supporre che i macrofagi siano cellule piu resistenti dei neutrofili, forse
perché dotate di sistemi di neutralizzazione piu efficaci per mediatori

potenzialmente tossici.

L'effetto sul contenuto proteico dei macrofagi consente di mettere in
evidenza come lI'azione attivante di queste proteine possa coinvolgere
meccanismi di modulazione distihti della sintesi proteica. L'incremento del
contenuto proteico si ha solo in seguito all'incubazione con I'EPO: questo
fenomeno non viene osservato con nessun altro agente stimolante da noi
considerato (LPS e IFN-7). L'entita dell'incremento (30% circa) potrebbe far
pensare ad un aumento della sintesi di proteine "strutturali” e quindi ad un
aumento delle dimensioni cellulari. Questa supposizione sembra perd in
contrasto con quanto emerge dallo studio sulle modificazioni morfologiche:
le cellule incubate con EPO non appaiono pit voluminose delle cellule non
trattate. A questo punto, anche se ulteriori indagini sono necessarie per
chiarire tale effetto, ci sembra lecito avanzare l'ipotesi che I'EPO condizioni
un differenziamento specifico, anche se non ancora individuato, della linea
monocito-macrofagica.

Non siamo in grado di dare un preciso significato alla diminuzione
determinata invece dall'ECP, anche perché potenti attivatori come I'LPS o
I'lFN-7, che per efficacia di stimolazione possiamo ritenere abbastanza sim}ili

alla nostra proteina, non hanno alcun effetto in questo senso.
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| risultati ottenuti sulla secrezione di TNF da parte di macrofagi
esposti alle proteine granulari riconfermano I'ordine di efficacia che
abbiamo individuato valutando la produzione di H202. In questo studio,
inoltre, & stato visto che I'IFN-r non fa produrre TNF ai macrofagi, pur
rimanendo sempre un potente attivatore del metabolismo ossidativo.
Questo risultato & in accordo con i dati di letteratura che dimostrano che
I'IFN-7 induce la secrezione di TNF da macrofagi umani solo se questi sono
prettrattati con LPS (146). EPO, ECP ed EDN, percid, si dimostrerebbero
attivatori addirittura pit completi dell'lFN-r in quanto stimolano sia la
produzione di TNF che di H20».

Secondo dati di letteratura, in altri modelli sperimentali, il TNF puo
stimolare nei monociti la produzione di H202 (134). Nel nostro caso, il
rilascio di H2O2 non & certamente ascrivibile alla possibile contaminazione
da TNF nelle proteine purificate in quanto I'assenza di questa citochina &
stata confermata nello studio sulla purezza (vedi pag. 54). In secondo
luogo, il TNF rilasciato abbondantemente nel mezzo di coltura per
esposizione alle proteine non risulta in grado di attivare i macrofagi.
Abbiamo infatti incubato le nostre cellule con diverse quantita di TNF
ricombinante senza osservare alcun effetto sul potenziamento del
metabolismo ossidativo (dati non mostrati). Le differenze con i dati di

letteratura sono probabilmente dovute al diverso modello sperimentale e

alla diversa fonte di cellule da noi utilizzate rispetto agli altri autori.

Gli effetti sulla produzione di TNF e H202 sono accompagnati anche
da alterazioni morfologiche che, come per gli altri parametri studiati, sono
piu accentuate con ECP ed EDN rispetto a EPO. | macrofagi incubati con

ECP ed EDN presentano un aspetto simile a quello indotto dall'LPS, mentre
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I"'effetto dell'EPO & paragonabile a quello dell'lFN-r. E' difficile fare una
precisa correlazione tra intensita di stimolazione e modificazioni
morfologiche. Sembrerebbe, comunque, esclusa la possibilita di una
associazione tra metabolismo ossidativo e alterazioni della forma cellulare:
I'IFN-r, attivatore potente per la produzione di H20p, non altera in modo
evidente |'aspetto delle colture. D'altra parte anche la secrezione di TNF
non é direttamente proporzionale ai cambiamenti osservati: le colture
incubate con EPO, che stimola un'abbondante produzione di TNF, hanno
un aspetto simile a quelle trattate con IFN-7, in cui la quantita di citochina
prodotta & minima.

Esistono probabilmente molte vie di attivazione, solo alcune delle
quali si associano a modificazioni morfologiche. D'altra parte, questi
cambiamenti potrebbero essere osservati solo se la sostanza stimolante ha
molti effetti sulle cellule. In questo senso I'attivatore piu completo tra le

nostre proteine potrebbe essere I'ECP.

| risultati ottenuti con le proteine cationiche sono stati
successivamente estesi allo studio sull'attivazione dei macrofagi coltivati
con eosinofili normali interi. La presenza degli eosinofili aumenta in effetti
la capacita dei macrofagi di produrre H20»5. L'effetto & pil marcato in
assenza di IL-5. Questa citochina era stata aggiunta in alcune qocolture allo
scopo di aumentare la sopravvivenza degli eosinofili e favorire IJna modesta
secrezione di proteine granulari. Il dato ottenuto sembra contradditorio
rispetto alle suddette proprieta dell'lL-B, ma pud essere spiegato
ammettendo che nelle colture senza IL-5 ci sia una piu elevata mortalita

degli eosinofili. Di fatto, quindi, nelle colture senza IL-5, i macrofagi

risulterebbero esposti a quantita maggiori di proteine cationiche.
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Come & gid stato ricordato, esistono diversi dati sul legame delle
proteine cationiche a diversi tipi cellulari (41,42,101-104,106,107), ma
non & mai stata descritta |'esistenza di un recettore specifico sulle cellule
interessate. Anche la nostra indagine non & stata approfondita in questo
senso, per cui non possiamo sapere se gli effetti che abbiamo studiato
siano dovuti a segnali generati in seguito al legame delle proteine a
recettori specifici presenti sui macrofagi o se €& necessaria
I'internalizzazione delle proteine affinché venga inviato il messaggio
indispensabile per I'attivazione. Lo studio sul probabile meccanismo

coinvolto nell'attivazione ci permette comunque di ricavare alcune utili

informazioni su cui impostare future ipotesi di lavoro.

Per quanto riguarda la EPO, i nostri dati suggeriscono che la
stimolazione dei macrofagi, probabilmente, non richiede un'attivita
catalitica intatta della proteina, perlomeno ad un livello extracellulare.
Infatti,

1) I'EPO é attiva in assenza di H202 aggiunta esternamente e
2) la sua attivita & interamente mantenuta anche in presenza di catalasi, un
enzima che rimuove I'H202.

Questo fatto, perd, non esclude che I'EPO internalizzata dalle cellule
possa interagire con I'H202 prodotta all'interno dei macrofagi,” generando
cosi quei segnali richiesti per la loro attivazione.

Inoltre, la mancanza di un effetto stimolante i macrofagi della
mieloperossidasi € un'ulteriore indicazione, sia pure indiretta, della non
necessita dell'attivita perossidasica nell'azione della EPO. |l risultato

ottenuto con la MPO non & in accordo con i dati riportati da altri autori che

hanno dimostrato che la mieloperossidasi umana ricombinante stimola la
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produzione di TNF nei macrofagi murini (147). Tale discordanza pud
derivare, oltre che dalla diversa fonte di macrofagi (murini anziché umani),
dal diverso tipo di MPO utilizzata. La MPO ricombinante & costituita da una
singola catena polipeptidica di 84 kDa, mentre la MPO nativa & un
tetramero di 150 kDa composto da due catene leggere e due catene
pesanti. L'enzima ricombinante &, inoltre, piu ricco in residui di mannosio
rispetto alla MPO naturale (148).

Un'ulteriore considerazione da aggiungere per spiegare le differenze
osservate & che la MPO ricombinante & stata usata ad una concentrazione
(5680 nM) che & piu di 5 volte superiore rispetto alla dose di MPO impiegata
nel nostro studio. Gli autori che hanno condotto lo studio sulla MPO
ricombinante attribuiscono gli effetti osservati all'attivita perossidasica.
Anche utilizzando altri tipi di perossidasi (MPO di origine canina,

perossidasi di rafano e lattoperossidasi), gli stessi autori hanno infatti

sempre dimostrato un effetto stimolatorio sui macrofagi (149).

Gli effetti della EPO da noi osservati differiscono, quindi, per il
meccanismo d'azione dalla stimolazione della secrezione delle mast cellule
descritta da Henderson et al. (100) e da diverse altre funzioni della EPO,
come la distruzione di funghi (150), batteri (93,94), schistosomula (96),
toxoplasma (95) e cellule tumorali (97), dal momento che tutti questi effetti
dipendono dall'attivita catalitica della EPO e richiedono I'aggiunta di H202
esogena. In letteratura sono stati descritti finora solo due casi in cui
I'azione dell'EPO & indipendente dall'attivita enzimatica della proteina:
I"attivazione delle piastrine (82) e la stimolazione per |'aggregazione e

I'adesione alle cellule endoteliali dei neutrofili (105).
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ECP ed EDN hanno attivita ribonucleasica. Non si hanno notizie
sull'attivazione dei macrofagi da parte di RNasi. Poiché, impiegando nel
nostro sistema RNasi pancreatica bovina, non abbiamo ottenuto alcun
effetto sulla produzione di Hp0p, possiamo dedurre, sempre
indirettamente, che, anche in questo caso, l'attivitd enzimatica sembra

importante per |'attivazione indotta da queste due proteine.

Diversi approcci sperimentali indicano poi che ['effetto sulla
produzione di H202 o sulla secrezione di TNF non & dovuto alla cationicita
delle proteine granulari.

Alla luce dei risultati ottenuti dallo studio sull'attivita enzimatica e
sulla cationicita, non & possibile trarre conclusioni definitive sul probabile

meccanismo d'azione. Possiamo perd affermare che

1) le caratteristiche enzimatiche delle proteine non sono coinvolte,
2) l'effetto stimolatorio non @& inibito da sostanze altamente
cationiche quali il lisozima,

3) la neutralizzazione della carica non & in grado di alterare la loro

capacita di attivare i macrofagi.

Poiché alcuni effetti delle proteine cationiche erano molto simili a
quelli dell'LPS, si & presentata la necessita di escludere la presenza del
lipopolisaccaride dai nostri campioni proteici. Per I'EPO la mancanza di una
contaminazione & stata dimostrata sia attraverso il dato ottenuto dalla
bollitura che per mezzo degli esperimenti con la polimixina B. La prova
dell'assenza dell'LPS nell'ECP ci viene offerta in modo convincente solo
dalla polimixina. Si pud comunque prendere in considerazione anche il fatto

che nel modello murino I'effetto stimolatorio dell'lECP 50 nM & paragonabile
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a quello di 1 pg/mi di LPS, mentre con macrofagi umani bastano 50 ng/ml
di LPS per ottenere una stimolazione simile a quella della proteina, usata
sempre alla stessa concentrazione. Se |'azione della ECP fosse veramente
dovuta al lipopolisaccaride contaminante, allora avremmo dovuto osservare
sui macrofagi murini un effetto in termini quantitativi diverso da quello
visto sui macrofagi umani. Per I'EDN non si & potuta escludere la
contaminazione da LPS con nessuno dei due approcci sperimentali
considerati. Anche se tecnicamente non ci & dato modo di dimostrare in
modo diretto I'assenza del lipopolisaccaride, riteniamo che anche
nell'effetto dell'EDN non sia coinvolto I'LPS per le seguenti ragioni:

1) innanzitutto le soluzioni adoperate per la purificazione del materiale
proteico, a partire dalla raccolta delle cellule, erano apirogene;

2) il processo cromatografico & stato effettuato dopo un lavaggio della
resina con polimixina B; -

3) & poco probabile che I'LPS, eventualmente presente, si sia complessato
con I'EDN e non con le altre due proteine cationiche;

4) le frazioni eluite tra il picco dell'ECP e quello dell’'EDN, utilizzate quale
controllo, non possiedono alcuna attivitda stimolante. Quest'ultimo
risultato ci offre una prova indiretta dell'assenza di endotossina nelle
soluzioni adoperate per la cromatografia e nelle frazioni raccqlte durante
I'eluizione. ‘

Si potrebbe, infine, anche ipotizzare che I'inibizione da polimixina B
derivi da una sua interferenza con I'EDN nel legame alla cellula. Infatti,

essendo ambedue cationiche, esse potrebbero competere per un probabile

sito recettoriale "anionico" comune sulla superficie dei macrofagi.
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Questo fenomeno non si verificherebbe per la ECP, dotata di una piu

elevata carica positiva e avente forse un sito recettoriale piu specifico.

| risultati ottenuti suggeriscono la possibilita che le proteine
cationiche agiscano in maniera differenziale. Se consideriamo I'LPS un
termine di paragone per l'effetto stimolatorio, allora dobbiamo riconoscere
che I'EPO esercita un tipo di attivazione molto diverso, mentre I'ECP ha un
comportamento molto simile all'LPS in termini sia qualitativi che
quantitativi. Ammettendo inoltre che I'EDN agisca, come probabile,
indipendentemente dall'LPS, anche per questa proteina si possono fare le

stesse conclusioni avanzate per I'ECP.

Si sono fatte diverse prove per mettere in evidenza possibili
differenze nel meccanismo di azione di ECP ed EDN rispetto a quello
dell'LPS. Per esempio, volendo agire sulla carica delle proteine, abbiamo
visto che la neutralizzazione della carica, ottenuta in due diversé condizioni
sperimentali, potenziava |'effetto di ECP ed EDN. Utilizzando ['eparina
anche la stimolazione da parte del lipopolissacaride veniva rafforzata,
mentre con I'acido poliglutammico e poliaspartico non si osservava alcuna

alterazione nel comportamento dell'LPS.

La digestione enzimatica, oltre a suggerire che |'azione “attivante di
ECP ed EDN potrebbe essere dovuta a particolari sequenze peptidiche che,
dopo trattamento enzimatico, risultano maggiormente disponibili per
interagire con i macrofagi, mette in evidenza una diversita rispetto
all'effetto del lipopolisaccaride. Il trattamento enzimatico fa infatti diminuire

3

I'attivazione da LPS. Quest'ultimo risultato & inaspettato, in quanto gli
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effetti biologici dell'LPS sono dovuti essenzialmente alla frazione lipidica e

non proteica del lipopolisaccaride.

L'effetto dell'ECP sui macrofagi peritoneali di topo & invece molto
simile a quello dell'LPS. | risultati inoltre sembrano rafforzare I'ipotesi che
sia implicata proprio la stessa via di attivazione (vedi Tabella 12).
Resterebbe da chiarire perd come mai I'ECP sia attiva sui macrofagi murini
alla stessa dose impiegata nei macrofagi umani, mentre la sensibilita all'LPS
sia diversa nei due tipi di cellule.

Abbiamo percid pensato all'effettiva possibilita che soprattutto per
ECP la via di attivazione fosse in comune con quella dell'LPS, ma che il
recettore coinvolto potesse essere diverso. Cido avrebbe potuto spiegare in
parte le differenze registrate. Abbiamo percid impiegato un anticorpo
monoclonale (MEM-18) diretto contro I'antigene CD14, il recettore per il
complesso LPS-LBP (LPS Binding Protein), noto per inibire il legame di tale
complesso al suddetto recettore e l|'azione attivante dell'LPS (151). |
risultati non sono stati purtroppo informativi perché ['anticorpo
monoclonale esercitava di per sé un effetto attivante, monitorato sia come
produzione di Hp02 che di TNF, sui macrofagi.

| nostri approcci sperimentali non ci consentono, quindi, di chiarire il
meccanismo che permette alle tre proteine di agire. Sono necessarie senza

dubbio indagini pit approfondite.

Le considerazioni conclusive che possiamo fare riguardano il
significato biologico degli effetti esercitati dalle proteine cationiche. Il fatto

che EPO, ECP ed EDN stimolino due funzioni che nei macrofagi sono
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correlate alla citotossicita ci fa supporre che esse possano agire da
modulatori endogeni della capacita tumoricida e citocida dei macrofagi.

La capacita tumoricida degli eosinofili in vitro &€ ben documentata e si
basa essenzialmente su due meccanismi effettori: 1) un meccanismo EPO-
H202-alogenuro "ossigeno-dipendente” (97) e 2) un meccanismo
"ossigeno-indipendente” mediato dalle proteine cationiche EPO, ECP, EDN
ed MBP (152). Tuttavia la rilevanza in vivo di questi meccanismi non &
stato ancora ben definito. Infatti il primo dipende in modo assoluto da
H202, che non sempre pud essere disponibile alla concentrazione
rischiesta dal sistema, mentre il secondo & operativo in vitro a
concentrazioni di proteine basiche (1-100 uM), difficilmente ottenibili in
Vivo.

Considerando il fatto che sia gli eosinofili che i macrofagi sono
presenti in diversi tipi di tumore in strettissima prossimita e che
concentrazioni molto basse di EPO, ECP ed EDN (nM) sono richieste per
stimolare i macrofagi,v i nostri risultati suggeriscono un terzo meccanismo
basato sulla cooperazione tra eosinofili e macrofagi, operante attraverso
una via di attivazione della capacita tumoricida dei macrofagi controllata
dagli eosinofili. Si viene percid a configurare un nuovo gruppo di proteine
che singolarmente sono in grado di modulare finemente I'attivita di altre
cellule (nel nostro caso i macrofagi), forse indipendenter;wente dalle
proprieta fisiche (es. la cationicita) ed enzimatiche per le quali sono state

finora maggiormente conosciute e studiate.

Gli effetti biologici svolti dalle proteine, che potremmo far rientrare
quindi nel gruppo delle sostanze simili alle citochine, non devono far

dimenticare I'altro importante significato dell'interazione con la membrana
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cellulare. In effetti il legame delle proteine cationiche con la membrana dei
macrofagi potrebbe essere il primo ingranaggio di un processo il cui fine
ultimo sarebbe I'inattivazione di un agente potenzialmente dannoso
nell'ambiente extracellulare. Si sa che i macrofagi sono in grado di
sequestrare la collagenasi dei neutrofili e di riusarla successivamente per
degradare la matrice extracellulare (153). Ancora, i macrofagi legano sulla
propria membrana altri enzimi granulari quali la lattoferrina (154), I'elastasi
e la catepsina G (155).. E' possibile che questo accada anche per le
proteine cationiche eosinofiliche e che durante questa fase di
"sequestrazione"” dall'ambiente extracellulare esse riescano a modificare la
funzionalita dei macrofagi.

Il "sequestro" di una sostanza potenzialmente dannosa & senz'altro
utile per autolimitare la reazione infiammatoria, ma |'attivazione
conseguente di cellule che a loro volta possono produrre agenti tossici in
sedi specifiche, come i metaboliti dell'ossigeno, pud risultare pomunqué in
un beneficio per I'ospite.

Considerando le situazioni patologiche in cui la componente cellulare
é rappresentata principalmente da macrofagi ed eosinofili, |'attivazione dei
macrofagi pud costituire un supplettivo sistema di difesa per I'uccisione di
parassiti ma anche una fonte di danno tissutale dovuto alla produzione di
metaboliti reattivi dell'ossigeno e di citochine. Nelle situazioni-neoplastiche
I'attivazione dei macrofagi potrebbe avere delle conseguenze contrastanti:
se alla stimolazione, ad esempio, conseguisse una maggior produzione di
fattori di crescita verrebbe favorita I'espansione ed eventualmente la
metastatizzazione del tumore; se risultasse, invece, aumentato il potenziale

citotossico dei macrofagi sarebbe prevalente I'azione antineoplastica.
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