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Introduzione

Macrophage Stimulating Protein (MSP), identificato nel 1976 come fattore capace di indurre cambio di forma , migrazione e fagocitosi di macrofagi peritoneali murini (Leonard et al., 1976) , circola nel sangue come pro-MSP, a concentrazioni sieriche pari a 2-5 mM. Sintetizzato da epatociti, tale precursore si presenta come proteina a singola catena, biologicamente inattiva. In seguito a clivaggio tra Arg 554 e Val 555, si ha la formazione di MSP maturo. La proteina attiva è un eterodimero composto da una catena α, con peso 60 kDa, ed una catena β di 30 kDa, legate da ponte disolfuro. Il sito di legame per il recettore si trova sulla catena β, in un dominio “serine protease-like” la cui attività enzimatica è silenziata a causa della sostituzione di tre aminoacidi nel sito catalitico. Durante i processi di coagulazione ematica e di infiammazione locale avviene la conversione da pro-MSP a MSP attivo, grazie all’azione di proteasi a serina appartenenti alla cascata intrinseca di coagulazione: callicreina, fattore XIa e XIIa. Il cleavage può anche essere mediato da proteasi tissutali, quali EGF-binding protein o NGF-γ, oppure proteasi macrofagiche di superficie (Wang et al., 2002) 
MSP attiva il recettore a tirosina chinasi RON (recepteur d’origine nantais) nell’uomo ed STK (stem cell-derived tyrosine kinase) nel topo. Tale recettore viene sintetizzato come forma inattiva a catena singola, che mediante proteolisi genera la forma matura ed attiva composta da una catena α interamente extracellulare ed una catena β transmembrana, legate da ponte disolfuro (Gaudino et al.,1994). L’espressione di STK è generalmente considerata un marker di differenziamento di macrofagi murini.(Wang et al., 2002)
Per quanto riguarda macrofagi peritoneali murini MSP inibisce la produzione di NO, iNOS (NO sintetasi inducibile) (Wang et al.,1994) e COX-2( Zhou et al, 2002)  indotte da LPS e da citochine, quali IL-2 e TNF-α.  
I macrofagi  peritoneali murini sono diversi da quelli umani riguardo alla produzione di NO: questi ultimi infatti, pur esprimendo il gene per la iNOS, non producono grandi quantità di NO in seguito alla stimolazione con LPS o citochine, a differenza dei macrofagi peritoneali murini (Albina, 1995). 

Nel 2001, Brunelleschi et al. hanno dimostrato come macrofagi umani di varia origine, siano essi peritoneali, alveolari oppure derivanti da monociti, esprimano il recettore RON e   producano “burst” respiratorio con produzione di importanti mediatori di infiammazione, come ad esempio O2- se stimolati con MSP. Inoltre, MSP è stato evidenziato a livello dello spazio alveolare, dove gli AM sono prevalentemente localizzati( Sakamoto et al., 1997), e in campioni di sputo indotto, in soggetti sani non fumatori (Takano et al, 2000).
Scopo del lavoro

Allo scopo di meglio evidenziare il ruolo di MSP in differenti patologie polmonari, abbiamo valutato la capacità, o meno, di questo fattore di indurre burst respiratorio, liberazione di citochine pro ed antinfiammatorie, attivazione del fattore di trascrizione NF-κB in macrofagi alveolari isolati da soggetti sani e da pazienti affetti da fibrosi polmonare idiopatica e da sarcoidosi. Per ogni gruppo sono stati presi in considerazione pazienti fumatori e non fumatori.
Materiali e metodi

Pazienti 

I macrofagi alveolari umani vengono isolati dal liquido di lavaggio broncoalveolare (BAL) effettuato per finalità diagnostiche e di validazione presso il reparto di Pneumologia dell’Ospedale Maggiore della Carità di Novara. 
Sono stati esaminati 47 soggetti, 25 maschi e 22 femmine, di età compresa tra 45 e 68 anni; tra di essi vi sono 23 fumatori e 24 non fumatori. I soggetti sani sono 18, i pazienti con fibrosi polmonare idiopatica 15 ed i pazienti con sarcoidosi 14. Le caratteristiche sono indicate in tabella 1.
Isolamento di AM da BAL

I pazienti, previo consenso informato, sono trattati con atropina solfato per via parenterale; le vie aeree sono anestetizzate mediante lidocaina al 2%. Il BAL viene effettuato con circa 200 ml di soluzione salina a 37°C, iniettata in aliquote da 20 ml subito recuperate. Il fluido ottenuto viene filtrato per 2 strati di garza sterile e centrifugato (400g, 30min). Il pellet ottenuto viene lavato 2 volte in PBS sterile, risospeso in opportuno terreno (RPMI 1640, 5% FBS, glutamina 2mM, HEPES 10mM, streptomicina 50µm, penicillina 5U/ml) per la conta cellulare (vitalità al test del blu tripano >98%) e quindi piastrato. Dopo 2 ore di incubazione (37°C, 5% CO2) le cellule non adese, prevalentemente linfociti, vengono eliminate mediante delicato lavaggio ed aspirazione, mentre i macrofagi adesi usati per gli esperimenti.  (Brunelleschi et al., 2001; Bardelli et al.,2005).
In alcuni casi si è reso necessario preparare MDM (Monocyte-Derived Macrophages), partendo da monociti umani isolati con le metodiche standard di sedimentazione con destrano e separazione mediante gradiente di Ficoll-Paque (Histopaque®, Sigma). Le cellule così ottenute vengono coltivate per circa 7-10 giorni in RPMI 1640 arricchito da FBS al 20%. Dopo tale periodo si assiste a cambiamento conformazionale delle cellule, che vengono riconosciute come macrofagi valutando la diminuzione della presenza del marcatore di superficie CD14 (Brunelleschi et al., 2001).
Produzione di anione superossido (O2-)

La produzione di anione superossido è stata valutata su AM adesi (0.5 – 1x106  cellule/pozzetto), stimolati con MSP a concentrazioni crescenti (3-500 ng/ml), o con stimoli standard quali PMA 
10-7M ed FMLP 10-6M, per 30 minuti. Lo studio è stato condotto mediante valutazione spettrofotometrica (λ=550 nm) della reazione di riduzione superossido dismutasi (SOD)-sensibile del ferricitocromo C presente nel medium. I dati sono espressi come nmol citocromo C ridotto / 1x106cells / 30min, usando un coefficiente di estinzione di 21.1 mM (Brunelleschi et al., 2001; Bardelli et al., 2005). Per evitare interferenze in sede di lettura spettrofotometrica, gli AM sono incubati in terreno RPMI senza rosso fenolo (Brunelleschi et al. 1996). Gli esperimenti sono stati effettuati in duplicato o triplicato.

Liberazione di citochine

Macrofagi alveolari (0.5x106 cell/pozzetto) sono stati stimolati con MSP (3 - 200 ng/ml) o con  PMA (10-7M), LPS (10 ng/ml), FMLP (10-6M) per 24h a 37°C (Bardelli et al.,2005). I surnatanti, prelevati e conservati a -20°C,  sono stati testati mediante kit ELISA (Pelipair, Sanquin, Olanda) per la valutazione di TNF-α, IL-1β, IL-10, secondo le istruzioni del produttore. I limiti di sensibilità per i test ELISA sono stati 1.4 pg/ml, 1.5 pg/ml and 1.3 pg/ml per TNF-α, IL-1β, IL-10 rispettivamente. IL-10 è stata valutata in quanto principale citochina antinfiammatoria. Non è stata osservata reattività crociata con altre citochine. 
Attivazione di NF-κB
L’attivazione di NF-κB è stata valutata sia mediante analisi della migrazione di dimeri attivati nel nucleo, con metodiche EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay),  che della quantità delle subunità p65 e p50, con metodiche ELISA.  Considerata l’elevata quantità di cellule necessarie (5-10 x 106 cellule/campione), gli esperimenti EMSA sono stati condotti su MDM ottenuti dai medesimi soggetti sottoposti a BAL. Estratti nucleari (5µg) sono stati incubati con poli (dI-dC) e con una sonda oligonucleotidica marcata con [32P]-ATP, per 30 minuti in opportuno tampone di binding. Il complesso oligonucleotide-proteina viene separato su gel e le bande radioattive valutate per autoradiografia ed analisi densitometrica. (Bardelli et al., 2005)
Minori quantità di estratto nucleare (1µg) sono state utilizzate per l’analisi delle subunità p50 e p65 presenti nel nucleo mediante test ELISA (Trans-Am™ Chemi Kits , Active Motif, Belgio) secondo le istruzioni del produttore. I kit usati legano su piastra la subunità in analisi grazie alla presenza nel pozzetto del rispettivo oligonucleotide di consenso. I dati vengono ottenuti mediante letture in chemiluminescenza ed espressi in RLU (Relative Luminescence Unit). 
Risultati
Produzione di anione superossido da AM
AM isolati da donatori sani, fumatori o non , e da pazienti con patologie interstiziali (vedi tabella 1) presentano una produzione spontanea di O2-: la produzione maggiore si osserva in AM da fumatori sani (circa 15 nmol citocromo C ridotto/1x106cells, figura 1). Come noto, fumatori sani possono presentare piccoli problemi respiratori, bronchite cronica e ridotta funzionalità polmonare: tali condizioni rispecchiano un’infiammazione nelle vie aeree centrali e non in quelle periferiche, da dove vengono prelevati gli AM (Ekberg-Jansson et al, 2000). 

PMA, alla concentrazione di 10-7M, ha prodotto 36 + 2 (n = 10) e 19.5 + 1.5 (n = 8; p < 0.001) nmol citocromo C ridotto/106 AM, rispettivamente in fumatori e non fumatori sani (figura 1A) e quantità ancora maggiori in pazienti con sarcoidosi (figura 1B) o fibrosi (figura 1C). L’effetto massimale (46 + 2.2 nmol citocromo C ridotto/106 AM; n = 6) è stato osservato in fumatori con fibrosi polmonare idiopatica (figura 1C).
Anche FMLP, pur meno potente di PMA, libera significative quantità di O2- ; in ogni caso, i fumatori presentano una maggior produzione (figura 1).
MSP, (3 - 500 ng/ml), ha indotto produzione di O2- in maniera concentrazione-dipendente, con effetto significativamente (p<0.05) maggiore nei fumatori di tutti i gruppi. L’effetto massimale si ottiene a concentrazioni di 300 - 500 ng/ml, e MSP si è dimostrato particolarmente attivo in fumatori “sani” (circa 35 nmol citocromo C ridotto, figura 1A) ed in pazienti con fibrosi (circa 45 nmol citocromo C ridotto, figura 1C). 
Nei pazienti affetti da sarcoidosi e non fumatori, la liberazione di O2- indotta da MSP è più alta di quella osservata nei non fumatori sani (figura 1B).
Liberazione di citochine da AM
Il “release” di citochine proinfiammatorie, ad esempio TNF-α e IL-1β, ed antinfiammatorie come IL-10, è stato valutato in AM cimentati con MSP e con stimoli standard , quali PMA, LPS ed FMLP.

Come può essere osservato in figura 2, AM di soggetti dei vari gruppi liberano spontaneamente apprezzabili quantità di  TNF-α. Come noto, questa citochina è prodotta e liberata in prevalenza da monocito-macrofagi (oltre che da altri tipi cellulari) e gioca un ruolo chiave nei processi flogistico-immunitari.

MSP (3-200 ng/ml) induce, in maniera concentrazione-dipendente, la liberazione di TNF-α: gli effetti sono particolarmente rilevanti nei fumatori sani, circa 400 pg/ml alla dose massima utilizzata, e nei fumatori affetti da fibrosi polmonare, con un “release” di circa 600 pg/ml (figure 2A e C). Inoltre, nei pazienti affetti da sarcoidosi l’effetto di MSP è indipendente dal fumo (figura 2B).
MSP induce anche la liberazione di IL-1β, pur a livelli quantitativamente minori rispetto a TNF-α (figura 3): in questo caso, MSP è particolarmente efficace in AM ottenuti da fumatori affetti da fibrosi polmonare (figura 3C)
Valutando la liberazione di IL-10 (figura 4), la principale citochina antinfiammatoria, abbiamo evidenziato che MSP (3-200 ng/ml) ne stimola la liberazione con un effetto significativamente (p<0.001) aumentato nei soggetti sani non fumatori (figura 4A). Non si osservano differenze significative, dipendenti dal fumo, nei pazienti degli altri 2 gruppi (figure 4B e C).
Attivazione di NF-κB
Nostre precedenti osservazioni indicano che la traslocazione del fattore NF-κB è maggiore nei fumatori sani rispetto ai non fumatori, e che p50 è la subunità più presente.(Bardelli et al., 2005); altri studi riportano elevata attività in pazienti con sarcoidosi (Culver et al.,2004) ed alveolite fibrosante (Conron et al., 2002). Come noto, il dimero p65-p50 è la forma predominante di questo fattore di trascrizione, tra le diverse descritte in letteratura (Baldwin, 1996).
A causa del gran numero di cellule richieste per la metodica EMSA (5-10 x 106 cellule per campione),  gli esperimenti sono stati condotti su MDM; gli AM (2-3 x 106cellule per campione) sono stati utilizzati per le analisi ELISA. AM ed MDM provengono dal medesimo paziente.
Come riportato in figura 5, MSP , valutato a 2 diverse concentrazioni (50 e 100 ng/ml) induce la traslocazione di NF-κB negli MDM di soggetti sani non fumatori. L’effetto di MSP è quantitativamente simile a quello di PMA, e di poco inferiore ad LPS (figura 5A).

L’effetto di MSP è specifico: infatti in presenza di un anticorpo commerciale anti-MSP (R&D anti- catena β, 2 g/ml, preincubato per 45 min,) la traslocazione nucleare di NF-κB risulta drasticamente ridotta (figura 5B). Interessante è il dato riguardante MDM di fumatori sani: la traslocazione indotta da MSP è, in questo caso, assai rilevante (simile a quella di LPS) e circa il doppio di quella documentata nei non fumatori (figura 5C). In figura 5 si può anche notare un effetto di supershift della subunità p65.
Valutando con appositi kit ELISA (in soggetti sani fumatori e non ed in pazienti con sarcoidosi e fibrosi polmonare) la traslocazione nucleare delle subunità p65 e p50, abbiamo evidenziato la capacità di MSP (100 ng/ml)  di indurre traslocazione di p65 (figura 6) ed di p50 (figura 7).
Test ELISA sono stati condotti su 3 fumatori e 3 non fumatori, per ogni tipologia di pazienti.
A conferma delle nostre precedenti osservazioni (Bardelli et al, 2005), p50 è la subunità maggiormente attivata, con un significativo incremento nei fumatori (figura 7). 
Discussione
I risultati riportati dimostrano come MSP sia in grado di attivare gli AM umani, innescando la liberazione di citochine, la produzione di O2- e l’attivazione del fattore NF-κB. Tali risultati ampliano i precedenti dati del nostro laboratorio ed evidenziano l’interazione MSP/fumo nelle patologie polmonari.
Gli effetti di MSP sono dose-dipendenti (3-500 ng/ml) e si osservano a concentrazioni più elevate (1.3-5.8 ng/ml) di quelle osservate da Sakamoto et al. (1997) nel BAL di 4 fumatori sani. Tuttavia, in accordo a Sakamoto et al. , la concentrazione di MSP negli spazi broncoalveolari, dove sono prevalentemente localizzati gli AM, può essere più alta.
Riguardo al burst respiratorio, abbiamo osservato un’aumentata produzione di O2- negli AM di fumatori sani e pazienti con fibrosi stimolati con MSP, paragonati ai rispettivi gruppi non fumatori.

Questo nostro dato originale ben si accorda con le osservazioni di Krein (2002) e Sakai (1997), relative al ruolo di altri fattori di crescita, quali Insulin Growth Factor 1 ed HGF (Hepatocyte Growth Factor, che è noto essere correlato ad MSP), nelle patologie polmonari.
Come noto, TNF-α è secreto in maggior quantità da monociti e da macrofagi, e gioca un importante ruolo nei processi di infiammazione: infatti induce l’espressione di altre citochine, modula la trasduzione del segnale e stimola la proliferazione di fibroblasti; ecco perché la sua liberazione nei macrofagi alveolari è considerata un fattore importante nell’ambito della fibrosi polmonare.  
Nei nostri esperimenti MSP ,usato a concentrazioni da 3 a 200 ng/ml, stimola la liberazione di TNF-α da AM di tutti i pazienti, inducendola in maniera più che raddoppiata in AM da fumatori sani o affetti da fibrosi. Tra gli stimoli standard usati, LPS è stato il più potente, FMLP il meno e PMA circa paragonabile ad MSP.  

MSP induce anche liberazione di IL-1β da AM, ma con minor differenza tra fumatori e non fumatori, rispetto a quanto osservato per TNF-α.

Valutando la liberazione di citochine antinfiammatorie, MSP si è dimostrato più efficace nell’indurre release di IL-10 da AM di soggetti sani non fumatori; in questa condizione PMA e FMLP sono quasi del tutto privi di efficacia.
NF-κB è un fattore di trascrizione che induce e regola l’espressione di citochine proinfiammatorie come TNF-α ed IL-1β, le quali a loro volta ne inducono l’attivazione (Baldwin, 1996).  Al contrario, IL-10 si è dimostrata in grado di inibire l’attivazione di tale fattore in AM umani stimolati con LPS (Raychaudhuri et al.,2000). 
Come noto, NF-κB si presenta, in cellule non attivate, come eterodimero composto da 2 subunità, per lo più p65 e p50, le quali sono legate nel citoplasma ad IκB, una proteina inibitoria. In seguito ad opportuno stimolo IκB viene fosforilata e si dissocia dal dimero, che può dunque traslocare nel nucleo. Tale reazione avviene mediante l’intervento del complesso chinasico IKK (IκB Kinase Complex), composto dalle subunità α e β con effetto catalitico, e γ (nota come NEMO) con funzione regolatoria; l’azione di questi enzimi permette la successiva poliubiquitinilazione di IkB e la sua degradazione ad opera del proteasoma 26S (Baeuerle, 1998).
In accordo con le osservazioni di Carter et al (1998) e Bardelli et al (2005), in estratti nucleari di MDM non stimolati si nota un’attivazione basale di NF-κB (figura 5). La stimolazione con MSP ha ulteriormente aumentato l’attivazione di NF-κB, con un’efficacia paragonabile a quella di LPS; nei fumatori sani MSP, alla concentrazione di 100 ng/ml, ha indotto un aumento di traslocazione di 2,5 volte rispetto ai non fumatori. 

Nei macrofagi alveolari di donatori sani, Carter et al. (1998) hanno evidenziato come specifici complessi di NF-κB si leghino a sequenze trascrizionali di vari geni codificanti per le citochine: essi hanno dimostrato come P50 e p65 si leghino alla sequenza per IL-6, mentre quella per TNF sia legata solo da p50; p65 sola si lega alla sequenza codificante per IL-8.

Le nostre osservazioni sono in buon accordo con le precedenti: infatti riportano come, in estratti nucleari di AM da fumatori e non fumatori, la subunità p50 sia più presente rispetto a p65; inoltre, in campioni provenienti da soggetti fumatori,  la traslocazione di tale subunità è circa il doppio di quella riscontrata in estratti nucleari di AM di non fumatori, non stimolati.
La stimolazione dei macrofagi alveolari con MSP, PMA, LPS ha causato un ulteriore incremento, da 2.3 a 3 volte, della traslocazione di p50, ed è stata particolarmente efficace su AM di fumatori sani. In pazienti fumatori con fibrosi polmonare idiopatica l’efficacia della stimolazione con MSP è stata rilevante, mentre soggetti affetti da sarcoidosi non hanno mostrato significative differenze legate al fumo; si pensa che quest’ultima osservazione sia dovuta all’elevata attivazione spontanea di NF-κB documentata in questa patologia da Culver et al. (2004).
Concludendo, abbiamo dimostrato che MSP produce anione superossido, libera citochine e attiva il fattore NF-κB nei macrofagi alveolari ottenuti da soggetti sani e pazienti con sarcoidosi e fibrosi polmonare idiopatica, fumatori e non, con alcune variazioni a seconda della patologia. 

Considerando il ruolo dei ROS (Reactive Oxygen Species) nell’attivazione di NF-κB (Finkel T., 1998), la documentata capacità di MSP di attivare il fattore di trascrizione NF-κB, così come di indurre “burst” respiratorio e liberazione di citochine, può giocare un ruolo importante nell’ambito delle patologie polmonari.  
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Tabella 1 – Caratteristiche dei soggetti esaminati
	Pazienti
	Sesso,
M/F
	Età

(anni)
	Sigarette fumate al giorno
	Anni di fumo

	Sani

Fumatori; n = 10

Non fumatori; n= 8
	6/4

4/4
	51.4 + 1.6

54.3 + 2.7
	20.3 + 2

----
	23.4 + 2.5

---

	Sarcoidosi

Fumatori; n = 7

Non fumatori; n= 8
	4/3

3/5
	55.3 + 2.2

53.4  + 2.4
	18.3 + 2.3
----
	25.4 + 2.7

---

	Fibrosi Polmonare

Fumatori; n = 6

Non fumatori; n= 8
	3/3

5/3
	52.8 + 2

53.8  + 1.5
	19.7 + 3
----
	25.3 + 3

---
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Figura 1 - Produzione di O2- da AM di fumatori e non fumatori 
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n= 10          *p < 0.05 vs non fumatori; ** p < 0.001 vs non fumatori
Figura 2 - Produzione di TNF-α da AM di fumatori e non fumatori

[image: image5.wmf]0

500

1000

1500

2000

2500

Control

LPS

500ng/ml

PMA 10-6 M

MSP

100ng/ml

p65 content (RLU)

non-smokers

smokers

[image: image6.wmf]0

500

1000

1500

2000

2500

Control

LPS

500ng/ml

PMA 10-6 M

MSP

100ng/ml

p65 content (RLU)

non smokers

smokers

 


[image: image7.jpg]A)"Healthy”

300 2000
W Smokers
0 [JNon-smokers
1500
20
e
Ewm 1000
= p
00
50
Lo oL M e
1 0 100 1000 PMA FMLP  LPS
c Log[MSPIng/mi 107M  10°M  10ng/ml
B) Sarcoidosis
300 2000
250
1500
_ 20
£
Ewm 1000
&
00
50
s
° T
1 o 100 1000 PMA FMLP  LPS
c Log[MSPIng/ml 107M  10°M  10ng/ml
C) Fibrosis
300 2000
250 i
1500
_m
e
Eis 1000
T
500
s0 - =
: il sl
] T o
1 0 100 1000
¢  aMSE PMA FMLP  LPS

07M 10°M 10ng/mi




[image: image8.wmf]0

500

1000

1500

2000

2500

Control

LPS

500ng/ml

PMA 10-6 M

MSP

100ng/ml

p65 content (RLU)

non smokers

smokers

 


Media + e.s.

n= 5          *p < 0.05 vs non fumatori; ** p < 0.001 vs non fumatori
[image: image9.jpg]Figure 5

) NON-SMOKERS B) NON.SMOKERS
pss o . . . N L At An N
[ - )

suparsitt

NEE

c Praa e wise Lrs c e
©IM  dmngm  Songh  S0Ongiml 108 Fapil

) SMOKERS

pes A - + - .

e I

supershit

;v_/;\/_)‘_v_/;v_/

ée wée 1Ps

songiml gl 500 naim



Figura 3 - Produzione di IL-1β da AM di fumatori e non fumatori
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Figura 4 - Produzione di IL-10 da AM di fumatori e non fumatori
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Figura 5 – Attivazione di NF-κB indotta da MSP in MDM da fumatori e non fumatori


Figura 6 – Traslocazione nucleare di p65 indotta da MSP in AM da fumatori e non fumatori


A) “Sani”



B) Sarcoidosi

n = 3 in duplicato

Media ± e.s.   *p<0.05 vs fumatori


C) Fibrosi


Figura 7 – Traslocazione nucleare di p50 indotta da MSP in AM da fumatori e non fumatori
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