
UNIVERSITA' DEGLI STUDI DI PADOVA

Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale

SCUOLA DI DOTTORATO DI RICERCA in Scienze Mediche Cliniche e Sperimentali

INDIRIZZO: Reumatologia Clinica e Sperimentale

CICLO XX

Il ruolo delle HDL
nel controllo dell’infiammazione sinoviale

Direttore della Scuola: Ch.mo Prof. Silvano Todesco

Supervisore: Ch.mo Prof. Leonardo Punzi

Dottorando: Dott.ssa Anna Scanu

31 Gennaio 2008





INDICE

Pagina

RIASSUNTO……………………………………………………...............………1

SUMMARY……………………………………………………………...........…..3

INTRODUZIONE

Il processo infiammatorio………………….……………….............……...5

L’infiammazione da microcristalli...………………………..........….….…6

Le microparticelle nell’infiammazione…………………………………..12

Il controllo della risposta infiammatoria…………………………………14

SCOPO DELLA TESI………………………………………………..........….…17

MATERIALI E METODI……………………………………………..........……18

RISULTATI…………………………………………………………..........….…23

DISCUSSIONE……………………………………………………...........……...38

BIBLIOGRAFIA………………………………………………..…..........……....41





1

RIASSUNTO

Recenti studi hanno messo in evidenza che le apolipoproteine (apo) svolgono un ruolo

importante nel controllo dell’infiammazione. È stato dimostrato che le lipoproteine ad alta

densità (HDL) sono in grado di bloccare il contatto cellulare linfocita T attivato – monociti

inibendo il rilascio di IL-1ß e TNFα.

Scopo dello studio: Studiare gli effetti delle HDL sul rilascio di MCP-1 da parte di

sinoviociti stimolati con cristalli di urato monosodico (UMS) e di IL-1β, TNFα e IL-1Ra

da parte di monociti stimolati con microparticelle (MP).

Materiali e metodi: Sinoviociti ottenuti da membrane sinoviali di pazienti affetti da artrosi

sono stati stimolati in coltura con cristalli di UMS (0,01-0,25 mg/ml) in presenza o assenza

di HDL (50-100 µg/ml).

Le MP sono state isolate da linfociti T umani e HUT-78 non stimolati o attivati con

forbolo miristato acetato (PMA) (5 ng/ml) e fitoemagglutinina (PHA) (1 µg/ml) per 48 e 6

h rispettivamente e quantificate attraverso la determinazione della concentrazione delle

proteine totali. L’origine cellulare delle MP è stata determinata mediante

immunocitofluorimetria. Monociti isolati da sangue umano sono stati stimolati per 48 h in

presenza delle MP da linfociti T alle concentrazioni di 13,3 µg/ml e 26,6 µg/ml. Le MP da

HUT-78 sono state utilizzate a concentrazioni da 1,5 a 6 µg/ml in presenza o assenza di

HDL (0,2 mg/ml).

Le HDL sono state purificate da sangue periferico di volontari sani attraverso

ultracentrifugazione.

MCP-1 è stata determinata nelle cellule mediante western blotting e microscopia

confocale.

Le concentrazioni di IL-1β, IL-1Ra, TNFα e MCP-1 sono state determinate nei

supernatanti di coltura mediante ELISA.

Risultati: La microscopia confocale e il western blotting hanno evidenziato la presenza di

MCP-1 in granuli citoplasmatici nei sinoviociti in condizioni cellulari basali. Dopo 24 h di

stimolazione con cristalli di UMS si assiste ad una diminuzione di MCP-1 intracellulare e

ad un aumento della chemochina nel supernatante di coltura. Il trattamento con HDL

inibisce la liberazione di MCP-1 in maniera dose dipendente conservandone
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l’immagazzinamento nei granuli. Gli stessi risultati sono stati ottenuti pretrattando le

cellule con HDL un’ora prima dello stimolo con i cristalli.

Le MP isolate da linfociti T attivati inducono una produzione di IL-1β, TNFα e IL-1Ra

da parte dei monociti maggiore rispetto alle MP isolate da linfociti T non stimolati. È stato

osservato che la stimolazione dei monociti con MP da HUT-78 attivate induce il rilascio di

IL-1β, TNFα e IL-1Ra in maniera dose-dipendente. Il trattamento dei monociti con HDL

riporta i valori di IL-1β e TNFα a livelli basali, mentre non modifica quelli di IL-1Ra.

Conclusioni: Il pretrattamento delle cellule con le HDL mette in evidenza come l’attività

inibitoria non sia legata all’adsorbimento delle lipoproteine sulla superficie dei cristalli

bensì ad una loro azione diretta sui sinoviociti. Inibendo il rilascio di MCP-1 le HDL

possono essere coinvolte nella limitazione del processo flogistico.

La produzione di citochine dipende dal grado di attivazione delle cellule dalle quali le

MP vengono isolate. L’inibizione quasi completa dei livelli di IL-1β e TNFα da parte delle

HDL ci permette di ipotizzare un meccanismo di inibizione da contatto tra MP attivate e

HDL come dimostrato per il sistema monoliti - linfociti T attivati.
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SUMMARY

Recent reports suggest that apolipoproteins (apo) exert an important role in controlling

inflammation. It has been demonstrated that high density lipoprotein (HDL) are able to

block the contact-mediated activation of monocytes-macrophages by stimulated T

lymphocytes and inhibit the production of IL-1β and TNFα.

Aim of the thesis: To investigate the effects of HDL on MCP-1 release from monosodium

urate crystals-stimulated synoviocytes and IL-1β, TNFα and IL-1Ra release from

microparticles-stimulated monocytes.

Methods: Human synoviocytes were obtained by synovial tissue explants from patients

with osteoarthritis and stimulated with monosodium urate (MSU) crystals (0.01-0.25

mg/ml) in the presence or absence of human HDL (50 e 100 µg/ml).

Microparticles (MP) were isolated by ultracentrifugation from T lymphocytes and

HUT-78 cultures stimulated with phorbol myristate acetate (PMA) (5 ng/ml) and

phytohemagglutinin (PHA) (1 µg/ml) for 48 and 6 h respectively. The cellular origin of

MP was determined by flow cytometry. Human monocytes were activated for 48 h by MP

from T lymphocytes at concentrations of 13.3 µg/ml and 26.6 µg/ml. HUT-78-derived MP

were used at a concentration of 1.5-6 µg/ml in the presence or absence of human HDL (0.2

mg/ml).

HDL were isolated from peripheral blood of healthy volunteers by ultracentrifugation.

MCP-1 was determined in cultured cells by western blotting and confocal microscopy,

while the production of IL-1β, TNFα and IL-1Ra was measured in culture supernatants by

ELISA.

Results: Confocal microscopy and western blotting analysis revealed that MCP-1 resides

in small cytoplasmatic granules on non stimulated cells. The exposure of synoviocytes to

MSU crystals leads to a decrease of intracellular levels of the protein and an increase of

extracellular chemokine concentration. The treatment of synoviocytes with HDL causes a

dose-dependent inhibition of the release of MCP-1 which maintains its storage in granules.

The same effect was observed pre-incubating cells with HDL 1 h before crystal activation.

MP generated by stimulated T cells induce a production of IL-1β, TNFα and IL-1Ra in

monocyte cultures higher than those obtained by MP from unstimulated T lymphocytes. It
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has also been observed that monocytes stimulated with MP generated by activated HUT-78

release IL-1β, TNFα and IL-1Ra in a dose-dependent manner. The treatment with HDL

inhibits IL-1β and TNFα levels, whereas the production of IL-1Ra remains unchanged.

Conclusion: The inhibitory activity of HDL highlighted by the pre-treatment of cells is

probably due to a direct action of lipoproteins on synoviocytes rather than to their

adsorption on the surface of the crystals. By inhibiting MCP-1 release, HDL may limit the

inflammatory process.

The production of cytokines depends on the activation level of cells from which MP

take origin.

The almost complete inhibition of IL-1β and TNFα levels by HDL lead us to

hypothesize that HDL control cellular contact between MP and monocytes, as already

observed in the lymphocytes T - monocytes interaction.
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INTRODUZIONE

Il processo infiammatorio

L’infiammazione è definita come un processo dinamico comprendente l’insieme delle

modificazioni che compaiono nelle strutture vascolari e connettivali di un distretto

organico, per arginare e riparare i danni prodotti da agenti lesivi di diversa natura. Il

processo infiammatorio è caratterizzato fondamentalmente dal reclutamento e

dall’attivazione di cellule del sistema immunitario innato e acquisito che fanno seguito alle

alterazioni tessutali locali. Qualunque sia lo stimolo flogogeno la risposta infiammatoria

acuta è fondamentalmente identica, generale ed aspecifica nei suoi momenti essenziali.

Questa risposta è centrata sulla reazione vascolare, caratterizzata da essudazione di liquido

plasmatico e di leucociti, in particolare di granulociti neutrofili. Al reclutamento iniziale di

polimorfonucleati (PMN) segue quello dei monociti che, localmente, si differenziano in

macrofagi. Questa risposta é amplificata da mast cellule tessutali e da macrofagi residenti,

la cui degranulazione e attivazione portano al rilascio di una batteria di mediatori

infiammatori tra cui ammine vasoattive, citochine, chemochine e mediatori lipidici, che a

loro volta promuovono il reclutamento e l’attivazione di altre cellule infiammatorie.

L’azione di tali mediatori condiziona quattro fenomeni fondamentali dell’infiammazione

acuta:

• la vasodilatazione

• l’aumento della permeabilità dei piccoli vasi

• la migrazione dei leucociti

• il comportamento delle cellule nei tessuti infiammati.

Le molecole pro-infiammatorie rilasciate agiscono in modo sinergico con un’attività spesso

ridondante e giocano un ruolo importante nell’orchestrare la risposta flogistica (1).

Tale risposta é caratterizzata dall’attivazione coordinata di varie vie di segnale che

regolano l’espressione di mediatori sia pro- che anti-infiammatori nelle cellule residenti e

nei leucociti reclutati. Le più note e le più studiate sono quelle mediate dai recettori
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dell’interleuchina-1 (IL-1) e del tumor necrosis factor (TNF), e dai “toll-like receptors”

(TLR) che appartengono alla famiglia dei recettori dell’IL-1. L’IL-1ß e il TNFα

rappresentano l’archetipo delle citochine pro-infiammatorie rapidamente rilasciate dopo

lesioni tessutali o infezioni. I TLR riconoscono specifici pattern molecolari microbici ma

possono essere attivati anche da ligandi endogeni in assenza di infezioni (2).

In generale il legame a questi recettori porta al reclutamento di proteine adattatrici

specifiche e in un secondo momento di proteine di segnale e di varie proteine chinasi (3,4).

Queste molecole attivano diverse vie effettrici, la più importante delle quali porta

all’attivazione delle MAP (5) e delle IkB chinasi (6) con conseguente fosforilazione di

diversi fattori di trascrizione come NF-kB e AP-1 (7) che si legano ai promotori dei geni

dell’IL-1 e del TNFα. Un’altra via di segnale mediata dai recettori delle citochine

coinvolge l’attivazione della fosfoinositolo 3-chinasi (8). Complessivamente tutte queste

proteine coordinano l’espressione di un ampio numero di sostanze pro-infiammatorie che

iniziano e amplificano la risposta infiammatoria.

L’infiammazione da microcristalli

Una delle più intense reazioni flogistiche che si conoscano é rappresentata

dall’infiammazione da microcristalli. La formazione di cristalli all’interno della cavità

articolare causa infatti un abbondante accumulo di leucociti polimorfonucleati e la

liberazione di numerosi mediatori pro-infiammatori (9).

I cristalli più noti e più flogogeni sono quelli di urato monosodico (UMS) responsabili

della gotta. I cristalli di calcio, come quelli di pirofosfato (PFCD) e di fosfato basico

(BCP), nonostante siano presenti in un’elevata percentuale di LS di pazienti con artrosi,

hanno un ruolo controverso e il loro significato diagnostico e prognostico non è ancora

chiaro.

Nonostante gli effetti cellulari dei cristalli di UMS siano noti, i meccanismi attraverso i

quali essi evocano la risposta infiammatoria non sono del tutto chiari. Una delle ipotesi si

basa sulla formazione dei fagolisosomi (10).



7

Figura 1. Sequenza degli eventi che portano alla formazione del fagolisosoma e che precedono
l’infiammazione da microcristalli (11).

Quando i cristalli precipitano per eccesso di soluto, o si staccano da depositi preformati,

vengono rivestiti da molecole polipeptidiche o proteiche, in particolare IgG che ne

facilitano la fagocitosi. Il riconoscimento di queste proteine da parte di specifici recettori di

superficie nelle cellule polimorfonucleate, porta alla formazione del fagosoma

intracellulare che per fusione con i lisosomi e successiva rottura, scatena la reazione

infiammatoria (Fig. 1) (11). L’adsorbimento proteico non è però una tappa indispensabile

per l’attivazione cellulare, in quanto i cristalli sono in grado di interagire direttamente con

le membrane cellulari.

La risposta infiammatoria successiva alla fagocitosi include l’attivazione delle vie del

complemento, l’attivazione del fattore di Hageman, la lisi di neutrofili e lisosomi, la

risposta secretoria dei neutrofili, la degranulazione delle mast-cellule e la sintesi di

interleuchine proinfiammatorie da parte di monociti e sinoviociti.

Durante un attacco acuto numerosi neutrofili vengono reclutati nell’articolazione

attraverso l’interazione con l’endotelio attivato (Fig. 2). L’infiltrato viene sostenuto

ulteriormente dalla sintesi locale di fattori chemotattici quali IL-8, MCP-1, C5a e le

proteine mieloidi S100A8 e S100A9 (12,13). Le cellule mononucleate d’altra parte

producono mediatori solubili come citochine e chemochine in modo dipendente dalla

concentrazione dei cristalli (14).
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Figura 2. Schema dell’attivazione cellulare indotta dai cristalli di urato monosodico.

Le vie di segnale attivate dai cristalli sono state ampiamente caratterizzate in diversi tipi

cellulari (15) ma solo recentemente sono stati messi in luce alcuni meccanismi a monte

della cascata infiammatoria. In particolare è stato dimostrato come l’immunità innata sia

coinvolta negli eventi iniziali dell’infiammazione da microcristalli e che quindi possa

giocare un ruolo chiave nella patogenesi delle malattie ad essa correlate.

I primi ad ipotizzare un ruolo dell’immunità innata nell’infiammazione da microcristalli

sono stati Shi e coll. i quali osservarono che l’acido urico rilasciato dalle cellule
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danneggiate durante i processi metabolici forma cristalli di UMS ed è in grado di mettere

in allarme il sistema immunitario inducendo la maturazione delle cellule dendritiche,

promuovendo la presentazione dell’antigene, e stimolando i linfociti T. Secondo gli autori i

cristalli possono essere considerati degli “adiuvanti” esogeni in grado di attivare in modo

diretto la risposta immunitaria (16).

Qualche anno più tardi, Liu-Bryan e coll. hanno dimostrato per la prima volta che i

cristalli di UMS e PFCD sono in grado di interagire con i recettori dell’immunità innata

toll-like receptor (TLR) 2 nei condrociti inducendo rapidamente l’assemblaggio di ligandi

intracellulari (Rac1, PI3K, MyD88) e portando all’attivazione del fattore di trascrizione

NF-kB (17) e alla sintesi di ossido nitrico (Fig. 3).

Figura 3. Meccanismo proposto da Liu-Bryan e coll. (17) secondo il quale i cristalli di UMS e
PFCD interagiscono con i recettori TLR2 nell’induzione del segnale infiammatorio.
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Secondo uno studio successivo condotto in un modello sperimentale di infiammazione da

microcristalli, i TLR non sono indispensabili per la risposta da cristalli di UMS che viene

invece abolita in topi geneticamente difettosi per la proteina adattatrice MyD88. Nasce

l’ipotesi che l’infiammazione indotta da cristalli di UMS sia mediata dal recettore dell’IL-1

(IL-1R) che trasmette via MyD88 e che sia responsabile dell’amplificazione del processo

infiammatorio (18).

La prova definitiva che l’immunità innata e l’IL-1β sono direttamente coinvolte

nell’infiammazione da microcristalli viene fornita da Martinon e coll. con la dimostrazione

che i cristalli di UMS sono in grado di attivare l’inflammasoma NALP3, complesso

costituito da recettori intracellulari dell’immunità innata chiamati NOD-like receptor

(NLR) (Fig. 4) (19). La successiva attivazione della caspasi-1, la maturazione del

precursore dell’IL-1β e la secrezione della citochina nello spazio extracellulare, innescano

poi il processo infiammatorio attraverso la via di segnale IL-1R/MyD88. Gli autori

propongono un modello di infiammazione che avviene in due fasi:

1- L’attivazione dell’inflammasoma da parte dei cristalli fagocitati da monociti con il

successivo rilascio di IL-1β.

2- L’attivazione del complesso recettoriale IL-1R/MyD88 in altri tipi cellulari, quali i

sinoviociti (18), che porta alla produzione di chemochine e mediatori pro-

infiammatori e all’accumulo di neutrofili nell’articolazione, evento primario di

questo tipo di infiammazione.

La scoperta di questi nuovi meccanismi molecolari non solo chiarisce la patogenesi delle

artriti da microcristalli ma permette di prendere in considerazione nuove strategie

terapeutiche basate principalmente sull’inibizione del segnale dell’IL-1β (20).
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Figura 4. Fasi sequenziali che portano all’attivazione dell’infiammasoma NALP3 da parte dei
cristalli di UMS (19).
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Le microparticelle nell’infiammazione

Le microparticelle (MP) sono piccole vescicole liberate dalla superficie di membrana di

diversi tipi di cellule in condizioni sia fisiologiche che patologiche. Nel sangue le MP

originano dalle piastrine mentre in altri fluidi organici si possono trovare elevate quantità

di MP derivate anche da macrofagi, linfociti, monociti, neutrofili, eritrociti, cellule

endoteliali, cellule epiteliali e linee cellulari tumorali (21). Sia la stimolazione che la morte

cellulare, in particolare l’apoptosi, aumentano la liberazione di MP. L’esatto meccanismo

di questo processo rimane ancora sconosciuto, ma è stato osservato che durante

l’attivazione cellulare si assiste ad un aumento della concentrazione del Ca2+ intracellulare

(22) e alla riorganizzazione del citoscheletro (23) seguiti dal rimodellamento della

membrana plasmatica e dalla formazione di “bleb” (vescicole) (Fig. 5).

Figura 5. Modello della formazione delle microparticelle proposto da Gasser secondo il quale esse
derivano dal budding di vescicole dalla superficie cellulare. Si differenziano dagli esosomi in
quanto questi ultimi sono rilasciati da vescicole preformate (28).

Il “blebbing” e la regolazione della distribuzione asimmetrica dei fosfolipidi di membrana

coinvolgono alcuni enzimi, come l’amminofosfolipid-translocasi o la flippasi, responsabili

del mantenimento dell’asimmetria della membrana cellulare. Nelle cellule non stimolate

questi enzimi distribuiscono i fosfolipidi privi di carica come la fosfatidilcolina e la

Ectosomi
Budding delle vescicole dalla superficie cellulare

Piastrine
Leuco / Eritrociti
Fibroblasti
Cellule tumorali

Esosomi
Rilascio da vescicole

Linfo-T 
Linfo-B 
Cellule
dendritiche
Reticolociti
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sfingomielina nel lato esterno del bilayer, mentre quelli carichi negativamente come la

fosfatidilserina e la fosfatidiletanolammina, nel lato interno (24). Quando la concentrazione

di calcio nel citosol aumenta, questo stato stazionario viene modificato e si osserva come

conseguenza l’espressione della fosfatidilserina nella superficie esterna della membrana

(25). La comparsa di questo fosfolipide nel lato esterno permette alle MP di legare

l’annessina V, che è largamente usata per identificare e quantificare le MP. Oltre

all’alterata superficie lipidica, un’altra caratteristica delle MP è quella di essere in grado di

esporre componenti citoplasmatiche e elementi della superficie cellulare, tra le quali

proteine, recettori e antigeni specifici delle loro cellule di origine (Fig. 6).

Figura 6. Esposizione dei residui di fosfatidilserina sulla superficie delle microparticelle. Queste
contengono anche componenti citoplasmatiche e elementi della superficie cellulare, delle loro
cellule di origine.

I meccanismi che stanno alla base della formazione delle MP e la loro eterogeneità nelle

dimensioni (0,1-1 µm) e nella composizione in proteine e lipidi le differenziano da altre

strutture subcellulari come i corpi apoptotici (1-4 µm) e gli esosomi (0,03-0,09 µm) (26). I

corpi apoptotici sono generati nello stadio finale della morte cellulare programmata,

mentre le MP in una fase preliminare (27). Gli esosomi invece sono conservati a livello

Annessina V

Cellula Cellula

MP
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intracellule in corpi multivescicolari e sono secreti quando questi si fondono con la

membrana cellulare (28) (Fig. 5).

Grazie alle loro piccole dimensioni le MP sono in grado di circolare nel sangue ed

interagire con vari tipi di cellule attraverso ligandi di superficie. In questo modo possono

“mettere in comunicazione“ cellule distanti tra loro e trasferire tra di esse molecole di

superficie e recettori (29,30).

Nonostante non sia chiaro se le MP siano la causa o la conseguenza del processo

infiammatorio, esse possono direttamente attivare e stimolare le cellule a produrre sostanze

infiammatorie. È stato dimostrato che le MP sono in grado di attivare la via classica del

complemento (31), di stimolare la produzione di molecole di adesione da parte delle cellule

endoteliali (32), di aumentare la secrezione di IL-1β da parte dei monociti attivati (33), di

indurre l’apoptosi dei macrofagi (34) e di indurre l’espressione di metalloproteasi nei

fibroblasti sinoviali promuovendo la degradazione cartilaginea e l’erosione dell’osso (35).

Il controllo della risposta infiammatoria

Tutte le vie di segnale intracellulari che contribuiscono allo scatenamento della risposta

infiammatoria sono soggette ad una regolazione negativa. In particolare, fosfatasi e

proteine soppressive limitano l’attivazione di specifiche vie di segnale; tra queste le PTEN,

le MAPK, le SOCS, le A20 e le IKK (36-40).

Le vie di segnale pro-infiammatorie sono in grado di indurre in parallelo l’espressione di

mediatori anti-infiammatori. Molto spesso l’equilibrio tra la sintesi di mediatori pro-

infiammatori e anti-infiammatori dipende dall’espressione delle proteine adattatrici, che

quindi sono in grado di interferire con la risoluzione dell’infiammazione. L’assenza di

questi regolatori negativi può essere responsabile dello sviluppo di un’infiammazione

cronica o di una risposta infiammatoria esagerata ed aggressiva.

Nonostante i recettori e le vie di segnale che iniziano e promuovono la risposta

infiammatoria siano state ben caratterizzate, poco si sa di come si risolva l’infiammazione

acuta e come quella cronica venga prevenuta.

Si può affermare, in generale, che l’infiammazione termina con la neutralizzazione e la

rimozione dell’agente scatenante e la riparazione del danno, seguito dall’eliminazione delle

cellule infiammatorie (41).



15

Questa fase rappresenta un momento critico per la difesa dell’organismo e per

l’omeostasi tessutale e deve essere pertanto finemente regolata. Quando infatti la reazione

difensiva supera largamente le necessità locali di risposta agli insulti produce essa stessa

un danno. Recentemente si è sviluppata l’idea che le malattie infiammatorie croniche siano

il risultato di una mancata risoluzione della flogosi piuttosto che dell’induzione del

processo infiammatorio (42). In quest’ottica un ruolo importante é svolto dalla clearance

delle cellule infiammatorie da parte dei monociti-macrofagi.

L’IL-6 e il suo recettore solubile sIL-6R rappresentano lo stimolo principale responsabile

della risposta macrofagica che segue quella dei PMN (43). In particolare, il complesso IL-

6/sIL-6R é in grado di promuovere l’espressione delle chemochine CC (come MCP-1) e di

sopprimere la sintesi delle chemochine CXC indotte dall’IL-1 e dal TNFα favorendo

l’influsso di cellule mononucleate.

Un altro meccanismo coinvolto nel controllo dello switch PMN - monociti/macrofagi é

rappresentato dalla famiglia delle lipossine (LX) che esercitano azioni specifiche sui

leucociti quali l’inibizione della chemotassi, dell’adesione e della transmigrazione dei

PMN attraverso l’endotelio (44).

É estremamente importante che l’azione dei PMN sia controllata in maniera efficiente

soprattutto a causa del loro contenuto proteolitico ed ossidante. La loro apoptosi e la

successiva rimozione da parte dei macrofagi permette il rilascio di molecole anti-

infiammatorie come IL-10 e TGFβ (45) che conducono alla risoluzione

dell’infiammazione. É stato dimostrato che le molecole di adesione svolgono un ruolo

importante nel promuovere la clearance finale dei macrofagi infiammatori attraverso la

circolazione linfatica (46). La mancata regolazione della fagocitosi delle cellule

apoptotiche può essere pertanto coinvolta nello sviluppo dell’infiammazione cronica.

Altre sostanze implicate nel controllo della mobilitazione leucocitaria sono rappresentate

da alcuni fattori solubili endogeni. Tra questi i metaboliti attivi delle prostaglandine PGD2

che legandosi al recettore PPARγ (peroxisome proliferators-activated receptor gamma)

sono in grado di sopprimere le vie di segnale pro-infiammatorie, il traffico leucocitario e di

indurre apoptosi, e i metaboliti degli acidi grassi ω-3, resolvine e docosatrieni, potenti

inibitori della migrazione transendoteliale dei PMN (47).

In questi ultimi anni particolare attenzione è stata rivolta al ruolo antinfiammatorio delle

lipoproteine ad alta densità (HDL) nel controllo della risposta infiammatoria.
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È stato dimostrato che l’apoproteina A-I (apo A-I) associata alle HDL è in grado di

ostacolare il contatto cellulare linfocita T attivato – monocita, evento di primaria

importanza per la produzione di IL-1ß e TNFα (48) (Fig. 7). L’attività inibitoria di apo A-I

presente nel plasma controlla l’attivazione contatto-mediata dei monociti circolanti. In

corso di infiammazione l’aumentata permeabilità vascolare permette alle lipoproteine di

diffondere nel compartimento extra-vascolare e di interferire con il contatto cellula-cellula.

L’attività dell’apo A-I legata alle HDL, potrebbe spiegare le fluttuazioni delle condizioni

cliniche osservate nei pazienti con malattie croniche infiammatorie. Recentemente

abbiamo dimostrato che i liquidi sinoviali di pazienti con artropatie infiammatorie

presentano aumentati livelli di lipoproteine che correlano positivamente con la flogosi

locale e in modo inverso con quella sistemica (49).

Il ruolo delle HDL nella risposta infiammatoria è sottolineato anche dal fatto che queste

lipoproteine riducono la produzione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) indotta nei

PMN dopo contatto con i linfociti T attivati (50). Tutte queste osservazioni supportano il

ruolo emergente delle HDL come immunomodulatori nelle malattie infiammatorie.

Figura 7. Modello di azione di apo A-I proposto da Burger e coll. In condizioni normali i livelli di
HDL nel circolo sono sufficienti ad inibire il rilascio di citochine da parte dei monociti, mediato dal
contatto cellulare diretto con i linfociti T. Le apo A-I associate alle HDL legano un fattore X posto
nella superficie dei linfociti T impedendo il legame di quest’ultimo con i recettori specifici dei
monociti, inibendo così la produzione di TNF-α e IL-1β (51).
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SCOPO DELLA TESI

La risposta infiammatoria è condizionata da molti elementi nel suo sviluppo e nella sua

persistenza. La prevalenza di questi o di sostanze da questi generate può alterare gli

equilibri fisiologici e fare in modo che l’infiammazione da risposta fisiologica diventi un

evento patologico.

Fra le sostanze che negli ultimi anni vanno sollecitando più attenzione vi sono le HDL, le

quali possono essere, da un lato condizionate dal tipo di risposta infiammatoria, dall’altro

possono esse stesse modulare questi eventi. Un’osservazione cruciale che abbiamo ritenuto

di dover assumere come ipotesi di base del nostro studio è stata la constatazione che le

HDL possono influenzare la reazione infiammatoria indotta dal contatto cellulare linfocita

T attivato – monocita.

A partire da questa dimostrazione abbiamo ritenuto che potesse essere interessante

analizzare se risposte di questo tipo potessero anche verificarsi in un tipo d’infiammazione

come quella sinoviale.

Per valutare questa ipotesi ci siamo serviti dei seguenti modelli:

1- sinoviociti isolati da membrane sinoviali stimolati con cristalli sintetici di urato

monosodico;

2- monociti isolati da sangue periferico stimolati con microparticelle derivanti da

linfociti T attivati.

Abbiamo studiato l’effetto delle HDL sul rilascio di MCP-1, chemochina che riveste un

ruolo importante nel reclutamento di cellule mononucleate che caratterizzano l’infiltrato

leucocitario; IL-1ß e TNFα, citochine pro-infiammatorie coinvolte nell’amplificazione del

processo flogistico; IL-1Ra, antagonista del recettore dell’IL-1ß implicato nella risoluzione

dell’infiammazione.
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MATERIALI E METODI

Le metodiche utilizzate sono state le seguenti:

Isolamento dal siero delle HDL

Le HDL sono state isolate mediante ultracentrifugazione a partire da sangue periferico di

volontari sani (48). Il siero è stato centrifugato per 45 min a 20.000 rpm per rimuovere i

chilomicroni e poi per 24 h a 50.000 rpm. Delle due fasi formatesi, quella superiore,

contenendo un’elevata quantità di lipoproteine a bassissima densità (VLDL) è stata

eliminata, mentre quella inferiore è stata centrifugata per 24 h e 37 min a 50.000 rpm dopo

aver aggiunto del NaBr solido per portare la densità a 1,063 g/ml. La fase superiore

contenente un’elevata quantità di lipoproteine a bassa densità (LDL) è stata eliminata,

mentre quella inferiore è stata centrifugata per 60 h e 47 min a 45.000 rpm. NaBr solido è

stato infine utilizzato per regolare la densità della soluzione ottenuta a 1,23 g/ml. Le HDL

sono state recuperate nella fase superiore e dializzate utilizzando del tampone sodio-

fosfato. La quantità di proteine è stata determinata utilizzando il metodo di Bradford (52).

Sintesi dei cristalli di urato monosodico

I cristalli sintetici di UMS sono stati preparati usando il metodo descritto da Denko (53).

Una soluzione satura di acido urico a 60°C e pH 8,9 è stata fatta raffreddare a temperatura

ambiente. Dopo 12 h i cristalli sono stati recuperati per centrifugazione. La loro forma e

birifrangenza è stata verificata al microscopio a luce polarizzata e compensata. Prima di

ogni esperimento i cristalli sono stati triturati e sterilizzati a 180°C per 2 h. L’assenza di

contaminazioni da endotossine è stata verificata usando il Limulus test.

Colture di fibroblasti sinoviali

I campioni di tessuto sinoviale sono stati raccolti da pazienti con osteoartrosi sottoposti

ad operazioni chirurgiche. Da questi i fibroblasti sono stati isolati tramite la tecnica

dell’espianto. Le frange della membrana sinoviale sono state asportate e tagliate fino ad

ottenere pezzi di tessuto di circa 1 mm. Successivamente sono state fatte aderire in capsule

Petri in presenza di terreno DMEM addizionato di penicillina-streptomicina 1%, glutamina
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1% e di siero bovino fetale (FCS) 10%. L’origine delle cellule sinoviali è stata confermata

tramite colorazione immunocitochimica con gli anticorpi, anti-CD90, anti-CD55 e anti-

prolil-4-idrossilasi (Chemicon). I fibroblasti sono stati utilizzati dal terzo al sesto passaggio

al 70 % di confluenza. Prima di ogni esperimento le cellule sono state lasciate aderire in

piastra per 24 h in terreno DMEM completo a 37°C e 5% di CO2 e infine trattate con i

diversi stimoli in terreno al 2% di siero.

Test di citotossicità

La tossicità dei cristalli alle concentrazioni utilizzate è stata determinata mediante il test

colorimetrico di proliferazione e vitalità cellulare (MTT, Chemicon International) che

misura l’attività mitocondriale delle cellule.

Il test è stato condotto su fibroblasti sinoviali (10.000 cellule/pozzetto/200 µl) stimolati per

24 h con concentrazioni crescenti di cristalli di UMS fino a 0,25 mg/ml e lisati prima della

lettura spettrofotometrica a 570 nm.

Stimolazione dei fibroblasti sinoviali

I sinoviociti sono stati incubati in presenza o in assenza di cristalli di UMS (0,01-0,25

mg/ml) e di HDL (50 e 100 µg/ml) per un periodo di tempo variabile dalle 0 alle 24 h. Il

trattamento con le HDL é stato effettuato contemporaneamente alla stimolazione con i

cristalli. In alcuni esperimenti le cellule sono state preincubate per 1 h con le HDL e lavate

con terreno fresco prima dell’aggiunta dei cristalli. Al termine di ogni esperimento, le

cellule e i supernatanti sono stati raccolti e conservati per la determinazione di MCP-1. 

 

Isolamento delle microparticelle

Le MP sono state isolate da supernatanti di coltura di linfociti T e di cellule HUT-78.

I linfociti sono stati isolati dal sangue periferico di volontari sani per gradiente di

centrifugazione (Ficoll-Hystopaque). Le cellule recuperate sono state lavate per tre volte

con PBS, raccolte mediante centrifugazione a diverse velocità (7 min a 1.500 rpm, 7 min a

1.200 rpm e 10 min a 900 rpm), risospese in terreno RPMI 1640 addizionato di FCS 10%,

streptomicina (1%), penicillina (1%), glutamina (1%) e polimixina B solfato alla

concentrazione di 1 µg/ml e incubate in piastre di plastica per 1 h a 37°C. Il supernatante di

coltura è stato poi centrifugato a 1.200 rpm per 10 min e il pellet ottenuto, risospeso ancora
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una volta in terreno. I monociti rimasti nella sospensione cellulare sono stati eliminati

mediante l’utilizzo di colonne in nylonwool.

La linea di cellule T umane HUT-78 è stata fornita dall’ATCC e mantenuta in terreno

RPMI-1640 completo.

I linfociti T (4x106 cellule/ml) e le cellule HUT-78 (2x106 cellule/ml) sono state

stimolate con forbolo miristato acetato (PMA) (5 ng/ml) e fitoemagglutinina (PHA) (1

µg/ml) per 48 e 6 h rispettivamente (54). I supernatanti di coltura, ottenuti dopo

centrifugazione a 800 g per 5 min, sono stati centrifugati a 7.000 g per 5 min per eliminare

i detriti. Dopo un’ulteriore centrifugazione a 20.000 g per 45 min, le MP sono state lavate

2 volte con PBS e risospese in PBS. Come indice quantitativo di MP è stata utilizzata la

concentrazione delle proteine totali (52).

Analisi citofluorimetrica

L’origine cellulare delle MP, il legame con l’annessina V e il loro numero sono stati

determinati mediante immunocitofluorimetria (FACS) (BD Facscalibur, BD Biosciences)

utilizzando due metodiche diverse. La prima ha previsto l’uso di biglie in latex con un

diametro di 4 µm (aldehyde/sulfate latex beads) che sono state miscelate con le MP

(MP:biglie, 1:3) (55). La reazione é stata condotta in PBS sotto lenta agitazione per 2 h, ed

è stata fatta terminare con l’aggiunta di glicina. La sospensione è stata centrifugata a

10.000 rpm e il precipitato è stato risospeso in tampone per FACS. Il legame con

l’annessina V e l’espressione del CD69 sono stati determinati usando le tecniche standard

con annexin V-FITC (BD Biosciences) e l’anticorpo per CD69-FITC o PE (BD

Biosciences). Come controllo negativo sono state utilizzate sole biglie e supernatante

privato delle MP.

La seconda metodica ha previsto invece l’utilizzo del protocollo descritto da Combes

(56). Questo ha permesso di ottenere maggiori informazioni sulla quantità e sulla

grandezza delle MP. Il limite di grandezza è stato fissato usando delle biglie in latex con

un diametro di 0,8 µm.
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Microscopia elettronica

MP derivate da cellule HUT-78 stimolate e non stimolate sono state fissate con

glutaraldeide in tampone cacodilato 0,1 M pH 7,2-7,4, postfissate con tetrossido di osmio

nello stesso tampone e disidratate mediante soluzioni a concentrazioni crescenti di etanolo

(30-100%). La disidratazione è stata completata con esposizione a esametildisilazano.

Per la microscopia a scansione elettronica (SEM), i campioni sono stati essiccati mediante

punto critico di CO2, montati sugli appositi supporti e ricoperti con una sottile lamina di

oro.

Per la microscopia a trasmissione elettronica (TEM), i campioni sono stati inclusi in una

resina epossidica, sezionati e contrastati con una soluzione di acetato di uranile (10 min) e

citrato di piombo (5 min).

Isolamento dei monociti

I monociti sono stati isolati dal sangue periferico di volontari sani tramite gradiente di

concentrazione con Ficoll-Hystopaque (57). Le cellule, una volta recuperate, sono state

lavate con PBS e risospese (50x106 cellule/ml) in terreno RPMI 1640 addizionato del 10%

di FCS, 50 µg/ml di streptomicina, 50 U/ml di penicillina, 2 mM di L-glutamina e 1 µg/ml

di polimixina B solfato. La sospensione cellulare è stata incubata per 40 min a 4°C sotto

lenta agitazione e in seguito per 10 min in ghiaccio. I monociti aggregati sono stati separati

dalle cellule non aggregate utilizzando un gradiente di FCS e un’ulteriore incubazione di

10 min in ghiaccio e infine separati da linfociti T e NK presenti mediante l’uso di globuli

rossi di pecora trattati con bromuro di S-(2-aminoetil) isotiouronio (AET-SRBC). Per

evitare l’attivazione cellulare da parte di eventuali endotossine, è stata aggiunta della

Polimixina B in tutte le soluzioni durante la procedura di isolamento dei monociti (2

µg/ml) e gli esperimenti (5 µg/ml) (58).

Stimolazione dei monociti

I monociti (5x104 cellule/pozzetto/200 µl) sono stati stimolati per 48 h in presenza delle

MP ottenute da linfociti T alle concentrazioni di 13,3 µg/ml e 26,6 µg/ml. Le MP da HUT-

78 sono state utilizzate a concentrazioni da 1,5 a 6 µg/ml in presenza o assenza di HDL

(0,2 mg/ml).



22

Western Blotting

I fibroblasti sinoviali sono stati incubati per diversi intervalli di tempo (0-2-24 h) in

assenza o in presenza di cristalli di UMS (0,05 mg/ml). Le cellule sono state poi raccolte e

lisate in tampone di lisi contenente 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7,4, e

0,5% (v/v) Triton X-100 e il lisato ottenuto è stato sottoposto a western blotting analysis.

30 µg di proteine sono stati separati mediante elettroforesi su gel di poliacrilammide (SDS-

PAGE) e trasferite su un foglio di nitrocellulosa. Le membrane sono state bloccate

overnight in una soluzione di BSA all’1% in tampone TBS con Tween 20 (TBS-T),

sottoposte a trattamento prima con l’anticorpo monoclonale anti-MCP-1 (dil. 1:1.000,

Biosurce), poi con l’anticorpo secondario (dil. 1:5.000, Amersham) e infine visualizzate

mediante chemiluminescenza.

ELISA

La produzione di MCP-1 è stata misurata nei supernatanti di coltura dei fibroblasti

sinoviali mediante kit ELISA a coppie di anticorpi (RayBiotech Inc).

La produzione di IL-1Ra, IL-1β e TNF è stata misurata nei supernatanti di coltura dei

monociti mediante i kit immunoenzimatici per IL-1β (Immunotech), TNF e IL-1Ra

(Quantikine, R&D).

Microscopia confocale

I fibroblasti sinoviali (15.000 cellule/pozzetto slide chamber/200 µl) sono stati stimolati

per 24 h con una sospensione di cristalli di UMS (0,05 mg/ml) in presenza o in assenza di

HDL (50-100 µg/ml). Dopo aver raccolto i supernatanti, le cellule sono state fissate con

paraformaldeide al 4% per 10 min, permeabilizzate con una soluzione di Triton X 100

0,5% per 4 min e lavate in PBS. I sinoviociti sono stati incubati per 1 h con l’anticorpo

monoclonale anti-MCP-1 (dil. 1:40, Biosurce) e per 30 min con l’anticorpo secondario (dil.

1:150; Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, Molecular Probes). La fluorescenza è stata

quindi rilevata nelle varie sezioni cellulari al microscopio confocale.
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RISULTATI

Effetto dei cristalli sulla proliferazione e vitalità cellulare

La tossicità dei cristalli è stata valutata a diverse concentrazioni di UMS in coltura dopo

24 h di stimolazione. Come si può osservare nella figura 8 i cristalli di UMS alle

concentrazioni utilizzate riducono in modo non significativo l’attività mitocondriale delle

cellule. La vitalità cellulare viene lievemente diminuita con concentrazioni superiori a 0,05

mg/ml.

Figura 8. Effetto dei cristalli di UMS sull’attività mitocondriale dei fibroblasti sinoviali
dopo 24 h di stimolazione. Citotossicità valutata attraverso il test MTT.
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Effetto dei cristalli di UMS sul rilascio di MCP-1 

 La stimolazione dei fibroblasti sinoviali con i cristalli di UMS provoca un aumento di

MCP-1 nei supernatanti di coltura che è dipendente dalla concentrazione dei cristalli

utilizzata (fig. 9). Questi risultati, insieme a quelli del test di citotossicità, ci hanno indotti

ad utilizzare una concentrazione di cristalli pari a 0,05 mg/ml in tutti gli esperimenti

successivi.

A tale concentrazione la cinetica di rilascio di MCP-1 nel tempo ha messo in evidenza

che i livelli più alti della chemochina vengono osservati dopo 24 h di stimolazione (fig.

10).

Lo studio della presenza di MCP-1 a livello intracellulare condotto con la metodica del

western-blotting ha messo in evidenza che all’aumento di chemochina extracellulare

corrisponde una diminuzione di MCP-1 intracellulare (fig. 11).

Questo è stato confermato dalla microscopia confocale, che ha inoltre rilevato la

presenza di MCP-1 in granuli citoplasmatici in condizioni cellulari basali. Tali granuli

diminuiscono nei sinoviociti stimolati con i cristalli (fig. 12 e 13).

Figura 9. Rilascio di MCP-1 da parte dei sinoviociti stimolati per 24 h con i cristalli di
UMS (0,01-0,5 mg/ml). Le colonne rappresentano le medie di tre esperimenti separati.
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Figura 10. Cinetica di rilascio di MCP-1 da parte dei sinoviociti stimolati con cristalli di
UMS 0,05 mg/ml. La chemochina è stata determinata sul supernatante di coltura dopo 1,
2, 3, 6, 9, 18, 24 h dallo stimolo.
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DENSITOMETRIA

MCP1 ACTINA
1 30031 14510
2 23313 9947
3 20389 22424

MCP1/ACTINA
2,069676085
2,343721725
0,909249019

Figura 11. Analisi western blotting per MCP-1 dei lisati cellulari di sinoviociti stimolati
con cristalli di UMS 0,05 mg/ml e in condizioni basali (A). Livelli di MCP-1 determinati
nei supernatanti dello stesso esperimento (B).
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Figura 12. Espressione di MCP-1 intracellulare evidenziata alla microscopia confocale in
condizioni basali (A) e dopo stimolazione (B). In A sono visibili i granuli citoplasmatici di
immagazzinamento della chemochina che diminuiscono in B, dopo la stimolazione con i
cristalli.
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Figura 13. Analisi quantitativa dei granuli secretori di MCP-1 osservati alla microscopia a
fluorescenza. Le cellule sono state osservate in condizioni basali e dopo 24 h di
stimolazione con cristalli di UMS (0,05 mg/ml)
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Effetto delle HDL sul rilascio di MCP-1 indotto dai cristalli di UMS

Il trattamento dei sinoviociti con le HDL alle concentrazioni di 50 e 100 µg/ml inibisce

in maniera dose dipendente il rilascio di MCP-1 indotto dai cristalli di UMS (fig. 14). Lo

stesso effetto è stato osservato dopo pretrattamento delle cellule con HDL e seguente

stimolazione con i cristalli (fig. 14).

Nella figura 15 è riportata l’espressione intracellulare di MCP-1 alla microscopia

confocale dopo stimolo con i cristalli e trattamento con le HDL. Come si può osservare

l’aggiunta delle HDL permette ai fibroblasti sinoviali di conservare l’immagazzinamento

della chemochina nei granuli. L’analisi quantitativa dei granuli è riportata nella figura 16.
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Figura 14. Livelli di MCP-1 nei supernatanti di coltura dopo 24 h di stimolazione con
cristalli di UMS in presenza o assenza di HDL. Le colonne scure rappresentano i livelli
della chemochina ottenuti dopo pretrattamento cellulare di 1 h con HDL seguito da
lavaggio con PBS e successiva stimolazione con cristalli.

UMS 0,05 mg/ml - + + + + + - - - -
HDL 50 µg/ml - - + - - - + - - -
HDL 50 µg/ml (pretratt.) - - - + - - - + - -
HDL 100 µg/ml - - - - + - - - + -
HDL 100 µg/ml (pretratt.) - - - - - + - - - +
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Figura 15. Espressione di MCP-1 intracellulare evidenziata alla microscopia confocale
dopo stimolazione con i cristalli di UMS in assenza (A) e in presenza (B) di HDL 100
µg/ml.
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Figura 16. Analisi quantitativa dei granuli secretori di MCP-1 osservati alla microscopia a
fluorescenza. Le cellule sono state osservate in condizioni basali e dopo 24 h di
stimolazione con cristalli di UMS (0,05 mg/ml) in presenza o assenza di HDL.
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Caratteristiche delle MP

Le MP sono state isolate dai supernatanti di coltura di linfociti T e della linea cellulare

HUT-78 non stimolati o attivati con PMA e PHA per 48 e 6 ore rispettivamente e

analizzate mediante microscopia elettronica e citofluorimetria. Nelle figure 17 e 18 sono

riportate le immagini, alla SEM e alla TEM rispettivamente, delle MP ottenute.

MP da cellule stimolate o non stimolate presentano una grandezza simile con un

diametro compreso tra 0,1 e 0,8 µm. L’espressione dell’antigene CD69 ha confermato

l’origine cellulare delle MP (fig. 19), mentre il legame con l’annessina V ha dimostrato che

la fosfatidilserina è stata esposta in superficie (fig. 20). Le biglie e i diversi supernatanti

non hanno riportato alcun tipo di positività né per il CD69 né per l’annessina V.

Per quanto riguarda la produzione di MP, è stato osservato che le cellule HUT-78 attivate

sono in grado di produrre quantità di MP 200 volte superiori rispetto a quelle non attivate

(tab. 1). Risultati simili sono stati ottenuti per le MP da linfociti T da sangue periferico

attivati, 50 volte superiori rispetto a quelli non attivati (tab.1).

Come evidenziato dai valori riportati, la produzione di MP da linfociti T isolati da sangue

periferico richiede un numero piuttosto elevato di cellule. Di conseguenza, per avere

quantità di MP sufficiente per stimolare i monociti, negli esperimenti sono state utilizzate

quelle provenienti da cellule HUT-78. Inoltre é stato dimostrato che questo tipo di cellule è

in grado di attivare i monociti in maniera simile ai linfociti T (54).

È stata determinata anche la quantità di proteine totali, ed è stato osservato che MP da

linfociti T e cellule HUT-78 attivate e non attivate contengono una quantità simile di

proteine pari a 19.6 ± 4.8 µg proteine/106 MP.

HUT-78
(MP/106 cellule)

Linfociti T
(MP/106 cellule)

Attivate 11,5 ± 2.3 x 106 1.6 ± 0.4 x 106

Non attivate 0.07 ± 0.03 x 106 0.03 ± 0.02 x 106

Tabella 1. Microparticelle ottenute dalle cellule HUT-78 e dai linfociti T attivati e non
attivati. La quantità è espressa come n. di MP rilasciate da 106 cellule.
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Figura 17. Immagini alla microscopia a scansione elettronica delle microparticelle
rilasciate dalle cellule HUT-78. Ingrandimento 95.800x (A) e 104.000x (B).

Figura 18. Immagini alla microscopia a trasmissione elettronica delle microparticelle
rilasciate dalle cellule HUT-78. Ingrandimento 30.000x (A) e 25.000x (B).
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Figura 19. Analisi citofluorimetrica per il CD69 delle microparticelle isolate da linfociti T
da sangue periferico (A) e dalla linea HUT-78 (B).

A

B
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Figura 20. Analisi citofluorimetrica per l’annessina V delle microparticelle rilasciate dalle
cellule HUT-78.
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Effetto delle HDL sul rilascio di citochine pro- e anti-infiammatorie indotto dalle MP

Le MP isolate da linfociti T attivati inducono una produzione di TNF, IL-1β e IL-1Ra da

parte dei monociti in maniera dose dipendente. La stimolazione con le MP provenienti da

linfociti T non attivati non ha alcun effetto sul rilascio di citochine (fig. 21).

Come mostrato in figura 22, le MP generate dalle cellule HUT-78 inducono la produzione

di citochine nei monociti umani in modo simile alle MP da linfociti T attivati. Le HDL

inibiscono la produzione di citochine proinfiammatorie da parte dei monociti, mentre non

hanno alcun effetto sul rilascio di IL-1Ra (fig. 22).

Figura 21. Livelli di TNF, IL-1β e IL-1Ra nei supernatanti di coltura dei monociti
stimolati per 48 h con le microparticelle isolate da linfociti T stimolati (MPs) e non
stimolati (MPns), in presenza o assenza di HDL (0,2 mg/ml).
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Figura 22. Livelli di TNF, IL-1β e IL-1Ra nei supernatanti di coltura dei monociti
stimolati per 48 h con le microparticelle isolate da HUT-78 attivate, in presenza o assenza
di HDL (0,2 mg/ml).
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DISCUSSIONE

I risultati del nostro studio dimostrano che le HDL sono in grado di diminuire la

liberazione di citochine pro-infiammatorie indotta da differenti meccanismi di stimolazione

e sono pertanto potenzialmente in grado di contribuire alla risoluzione della risposta

infiammatoria.

Per dimostrarlo abbiamo utilizzato un modello di infiammazione acuta e uno di

infiammazione cronica in vitro che riproducono alcuni degli elementi caratteristici della

flogosi sinoviale.

Il primo è stato realizzato stimolando delle colture primarie di fibroblasti sinoviali con

microcristalli sintetici di urato monosodico. La fagocitosi di questi cristalli è in grado di

favorire il rilascio della chemochina MCP-1 da granuli citoplasmatici preformati, messi in

evidenza grazie alla microscopia confocale, aumentandone i livelli extracellulari. La

diminuzione di MCP-1 nei supernatanti di colture trattate con HDL e la conservazione dei

granuli secretori intracellulari indicano un chiaro effetto antinfiammatorio di queste

lipoproteine. Abbiamo quindi ipotizzato che le HDL vengano adsorbite sulla superficie dei

cristalli diminuendone la capacità flogogena. Tuttavia gli esperimenti condotti pretrattando

le cellule con le HDL hanno portato agli stessi risultati. Sulla base di questi dati riteniamo

che le HDL possano interagire con dei recettori di superficie attivando delle vie di segnale

antinfiammatorie o interferire con il legame dei cristalli ai loro recettori o con le membrane

cellulari impedendo la trasduzione del segnale.

Nel secondo modello l’infiammazione cronica è stata riprodotta stimolando colture

primarie di monociti con microparticelle generate a partire da linfociti T attivati e dalla

linea cellulare HUT-78. Abbiamo osservato che la produzione di citochine dipende dal

grado di attivazione delle cellule dalle quali le MP vengono isolate. L’inibizione della

produzione di IL-1β e TNFα da parte dei monociti e gli inalterati livelli di IL-1Ra hanno

messo in evidenza l’effetto antinfiammatorio delle HDL.

Studi precedenti hanno dimostrato che il contatto diretto con i linfociti T attivati è

fondamentale per l’induzione nei monociti di citochine pro-infiammatorie e dei loro

inibitori e che questo meccanismo può rendere conto della sbilanciata produzione di

citochine responsabile della cronicizzazione del processo infiammatorio che caratterizza
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alcune malattie croniche quali l’artrite reumatoide (59,60). In questo studio le MP rilasciate

dai linfociti T stimolati mostrano effetti infiammatori inducendo nei monociti la

produzione di IL-1β e TNFα. Le MP sono in grado però di indurre anche la secrezione di

IL-1Ra, specifico inibitore dell’IL-1β. Il fatto che le HDL non abbiano effetto sui livelli di

IL-1Ra mette ancor più in evidenza le loro proprietà antiflogistiche.

L’attività antinfiammatoria delle HDL è stata ampiamente descritta in letteratura. Le

HDL sono in grado di diminuire l’espressione delle molecole di adesione indotta dalle

citochine nelle cellule endoteliali (61). Questa potente attività è stata osservata anche nel

modello animale di infiammazione vascolare acuta dove le HDL diminuiscono

l’infiltrazione dei neutrofili nella parete delle arterie. Questa azione coinvolge l’inibizione

di alcuni enzimi attivati dal TNFα, responsabili dell’espressione delle molecole di adesione

nelle cellule endoteliali (62). Nelle stesse cellule le HDL attenuano anche la produzione di

IL-6 da parte di stimoli pro-infiammatori (63). Le HDL, inoltre, svolgono un importante

ruolo antiossidante attraverso l’inibizione dell’ossidazione dei fosfolipidi e la riduzione

dell’attività delle LDL modificate (64). I componenti che contribuiscono a questo effetto

sono rappresentati dall’apo AI e dagli enzimi paraossonasi e lecitin-colesterolo

aciltransferasi. Infine, le HDL promuovono la riduzione del colesterolo nei macrofagi

vascolari limitando la formazione delle foam-cells (65).

In un nostro recente studio abbiamo osservato che i livelli di lipoproteine tendono ad

aumentare nel LS di pazienti con artropatie infiammatorie rispetto a quelli riscontrati

nell’artrosi.

Il confronto fra tre modelli di artropatia, l’artrite reumatoide, l’artrite psoriasica e

l’artrosi, caratterizzate da un livello decrescente di flogosi sistemica ed articolare, ha

confermato che l’infiammazione determina una riduzione dei livelli sierici di

apolipoproteine, lipoproteine e lipidi. Tali sostanze presentano inoltre una correlazione

negativa con gli indici di flogosi sistemici e positiva con quelli sinoviali. L’aumentata

concentrazione delle apolipoproteine nel compartimento articolare, probabilmente dovuto

all’aumentata permeabilità della membrana sinoviale, potrebbe contribuire all’evoluzione

della risposta infiammatoria, in particolare nell’artrite psoriasica, malattia a carattere più

autolimitante e meno aggressivo.
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Nell’artrite reumatoide la stimolazione della sintesi delle proteine della fase acuta, in

particolare della proteina siero amiloide A (SAA), è in grado di diminuire la produzione di

apolipoproteine e favorire la progressione della flogosi e della distruzione articolare.

Durante il processo infiammatorio si assiste ad un aumento delle proteine della fase acuta

associato ad una modificazione della composizione e della concentrazione plasmatica delle

lipoproteine. In particolare le HDL circolanti si arricchiscono in colesterolo libero,

trigliceridi, acidi grassi e SAA perdendo il loro effetto protettivo. Questo è dovuto, almeno

in parte, agli effetti dell’IL-1β e TNFα che limitano la produzione di apo AI. I diminuiti

livelli di apo AI favoriscono così l’attivazione dei monociti/macrofagi attraverso il contatto

con i linfociti T attivati e aumentando a loro volta la produzione delle citochine (66).

Il processo infiammatorio che si manifesta nelle artriti presenta numerose analogie con

quello che conduce alla formazione della placca aterosclerotica (67). Le statine, largamente

usate nella prevenzione delle malattie cardiovascolari, sono in grado di controllare la

risposta infiammatoria attraverso la riduzione dell’attività di malattia, della tumefazione

articolare e degli indici di flogosi sitemica, VES e PCR, nei pazienti con artrite reumatoide

(68). Recentemente è stato dimostrato che le modifiche del profilo lipidico indotte dalle

statine comprendono anche la modulazione della composizione delle HDL che

acquisiscono una maggior capacità anti-infiammatoria (69).

Questa osservazione e i risultati del nostro studio giustificano ampiamente l’utilizzo di

strategie terapeutiche volte sia al ripristino dell’attività anti-infiammatoria delle HDL, sia

all’aumento della loro concentrazione.

Infine riteniamo che, analogamente a quanto proposto per le patologie cardiovascolari, i

peptidi sintetici che mimano apo A-I (70), possano rappresentare una strategia terapeutica

emergente nelle malattie infiammatorie croniche articolari.
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