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INTRODUZIONE

La sostanza P (SP) ¢ un peptide di undici aminoacidi che appartiene alla famiglia delle neurochinine
(tachichinine) (Pernow, 1983).

Struttura chimica della sostanza P:

Arg-Pro-Lys-Pro-Glu-Glu-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NH

Tale neuropeptide ¢ distribuito sia nei tessuti periferici, dove € per lo piu mediatore di alcuni stati di
malattia tramite la sua influenza su cellule coinvolte nell’infiammazione e nella risposta immune
(McGillis et al., 1990; Payan, 1989), sia nel sistema nervoso centrale (SNC), dove ¢ stato
localizzato nei gangli basali, nell’ipotalamo e nel sistema limbico (ippocampo ed amigdala) (Pioro,
1990). Nel sistema immune 1’interazione di SP con i linfociti ¢ stata ben caratterizzata: il
neuropeptide induce la proliferazione dei linfociti T anche a concentrazioni molto basse (10™° M)
(Covas et al., 1994) ed aumenta la secrezione di immunoglobuline dalle cellule B umane e di IL-2
da cellule T umane e murine (Bost e Pascual, 1992; Calvo et al., 1992). Inoltre, SP ¢ un importante
regolatore dell’attivita di monociti e macrofagi umani (Lotz et al,1988; Peck, 1987; Ruff et al,
1985a). Monociti e macrofagi umani stimolati con SP producono citochine inflammatorie come
interleuchina 1 (IL-1), IL-6, il fattore alfa di necrosi tumorale (TNF-o1) e metaboliti dell’acido
arachidonico (Laurenzi et al, 1990; Lotz et al,1988; Ho et al., 1996; Lavagno et al., 2001; O’
Connor et al., 2004; Brunelleschi et al., 1990; Brunelleschi et al., 1998). Inoltre SP induce
un’aumentata produzione di anione superossido nei monociti umani ¢ nei macrofagi alveolari e
chemotassi nei monociti (Ruff et al., 1985a; Ruff et al., 1985b; Brunelleschi et al., 1998; Bardelli et
al., 2005). Poiché i numerosi effetti indotti da SP in monociti € macrofagi sono bloccati da
antagonisti specifici di SP, McGillis et al. (1990) proposero che i monociti umani potessero
esprimere recettori per SP.

La presenza di recettori NK; (NK-1R) per SP in monociti e macrofagi ¢ stata dimostrata sia
valutando gli effetti di agonisti ed antagonisti selettivi su specifici parametri funzionali
(Brunelleschi et al., 1998), sia mediante tecniche di biologia molecolare e di biochimica. Tecniche
di ibridazione in situ e di RT-PCR sono state utilizzate per identificare ’'mRNA di NK; in monociti
e macrofagi (Ho et al., 1996). Nel nostro laboratorio, abbiamo dimostrato che, nel volontario sano,
I’espressione del recettore NK-1 (il piu affine per SP) ¢ aumentata di circa tre volte nei macrofagi
alveolari di fumatori rispetto ai non fumatori sani; analogamente TNF-a ed il fattore nucleare kB
(NF-xB) sono stati osservati aumentati di quattro e tre volte, rispettivamente (Bardelli et al., 2005).
Nel nostro laboratorio si studia da tempo la funzione di SP nei processi inflammatori in monociti e
macrofagi umani, ed ultimamente, in collaborazione con i Servizi di Psichiatria universitari e
territoriali, si sta valutando il suo ruolo in monociti di pazienti affetti da disturbi dell’umore.

Il numero di pazienti per ora reclutati ¢ piuttosto limitato e comprende sia pazienti affetti da
depressione unipolare che pazienti bipolari. Secondo la classificazione del “Manuale Statistico
Diagnostico per i disturbi mentali” (DSM-IV-TR) la depressione maggiore unipolare ¢ un disturbo
depressivo episodico grave i cui sintomi si presentano per almeno due settimane con eta media di
esordio intorno ai 40 anni ed ¢ pit comune nelle donne che negli uomini (2:1). Il disturbo bipolare ¢
invece un disturbo ciclotimico, caratterizzato dall’alternanza di episodi depressivi ed episodi
maniacali. La fase maniacale ¢ caratterizzata da sintomi che sono esattamente 1’opposto di quelli
della fase depressiva ed infatti 1’esaltazione ¢ il sintomo principale. La prevalenza nel corso della
vita varia da 0.4% a 1.6% nella popolazione generale; 1’eta media di esordio ¢ di circa 20 anni, sia
negli uomini che nelle donne.

Considerevoli progressi sono stati fatti per capire i circuiti neuronali coinvolti nella patogenesi della
depressione e tra le nuove ipotesi vi ¢ quella che coinvolge il neuropeptide SP.



Nel SNC, SP colocalizza con altri neurotrasmettitori e presenta importanti effetti neuromodulatori.
E’ stata osservata nei neuroni 5-HT nel cervello umano, dove circa il 50% dei neuroni del nucleo
dorsale del rafe (da cui originano le piu importanti proiezioni serotoninergiche) co-esprimono SP e
5-HT (Baker et al, 1991; Segeyev et al., 1999). E’ quindi possibile che, almeno in alcune
circostanze, la SP sia corilasciata con 5-HT. Secondo una delle ipotesi piu accreditate sull’origine
della depressione (ipotesi monoaminergica), nella depressione si verificherebbe un deficit di
monoamine, in particolar modo noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT), a livello di alcune sinapsi
critiche nel SNC, mentre nella mania si avrebbe un loro aumento.

Inizialmente la terapia antidepressiva ¢ stata incentrata alla modulazione di tali monoamine, senza
perd riuscire a spiegare completamente alcuni problemi, ad esempio I’elevato tempo di latenza
intercorrente fra la somministrazione di farmaci antidepressivi e 1’effetto terapeutico. L’ attenzione
si € cosi spostata sui recettori cerebrali per i neurotrasmettitori NA e 5-HT (evidenziando, ad es.,
una riduzione del numero e della sensibilita di alcuni sottotipi recettoriali in seguito a terapia
prolungata) e sul ruolo di altri neurotrasmettitori, in particolare acetilcolina, GABA, endorfine e
neuropeptidi.

Mediante tecniche immunoistochimiche ¢ stato possibile evidenziare recettori NK-1 nel “locus
coeruleus”, sede primaria di innervazioni noradrenergiche, fornendo una prova della potenziale
interazione di SP e di antagonisti della SP con il sistema noradrenergico (Santarelli et al., 2001).
NK-1R ¢ espresso ad alti livelli anche nel rafe dorsale di topo (Santarelli et al., 2001; Froger et al.,
2001), ma non nei neuroni 5-HT all’interno del rafe dorsale. Pertanto la modulazione dei neuroni
nel rafe da parte degli antagonisti NK-1 potrebbe essere mediata sia da cellule non 5-HT sia da
neuroni NK-1R positivi localizzati piu distalmente nel “locus coeruleus”, noto per modulare le
funzioni serotoninergiche (Santarelli et al., 2001; Haddjeri et al., 2000).

Fra i piu importanti studi condotti sull’uomo utilizzando antagonisti specifici per NK-1R, ’'MK-869
(Aprepitant) esibiva un’efficacia antidepressiva e ansiolitica paragonabile a quella della paroxetina,
un antidepressivo di largo impiego, cosi suggerendo un possibile ruolo della SP nella depressione
(Kramer et al., 1998).

Per questo motivo I’utilizzo di antagonisti selettivi per NK-1R potrebbe rappresentare un approccio
promettente per trattare le patologie depressive. E’ stato inoltre dimostrato che i pazienti affetti da
disturbo depressivo maggiore sono esposti ad un rischio di mortalita doppio rispetto alla
popolazione generale, per patologie di tipo organico. Questo sembra, in qualche misura, essere
dovuto al fatto che 1 disturbi depressivi maggiori sono accompagnati da una disfunzione del sistema
immunitario, con riduzione dell’attivita delle cellule natural killer ed aumentata produzione di
citochine pro-infiammatorie, quali TNF-a, IL-6, IL-1p ¢ INF-y (Connor et al., 1998; Licinio et al.,
1999). La loro produzione ed attivita pud anche essere imputata all’utilizzo di farmaci
antidepressivi che, come noto, possono interagire con il sistema immunitario (Neveu & Castanon,
1999), sebbene non sia ancora ben chiara la specifica associazione fra trattamento con
antidepressivi e livelli di citochine liberate. Alcune evidenze sperimentali e cliniche indicano che gli
antidepressivi possono attenuare i sintomi depressivi indotti da citochine, esercitando effetti
immunoregolatori negativi (Levine et al., 1999; Lanquillon et al., 2000; Tuglu et al., 2003; Hestad
et al., 2003; Frommberger et al., 1997).

Differenti osservazioni sperimentali, effettuate con utilizzo di antagonisti selettivi del recettore
NK; (Pothoulakis et al., 1994; Stucchi et al., 2000) o topi knock-out per questo recettore (Bozic et
al., 1996; Bhatia et al., 1998), dimostrano che il legame della SP al recettore NK; media risposte
infiammatorie che coinvolgono, tra gli altri, il fattore nucleare kB (NF-kB) e MAP chinasi (Lieb et
al., 1997; Castagliuolo et al., 1997; Fiebich et al., 2000). Il fattore di trascrizione NF-kB ¢ un
importante regolatore della risposta immunitaria ed infiammatoria nelle cellule di mammifero
(Thanos et al., 1995; Ghosh et al., 2002). Come noto, in assenza di stimoli adeguati, NF-xB ¢
localizzato, in forma inattiva, nel citoplasma, ancorato ad una proteina inibitrice, IkB (di cui
esistono differenti isoforme, tra cui IkB-a e IkB-P sono le meglio caratterizzate). NF-xB puo essere



attivato da svariati stimoli, inclusi prodotti batterici (LPS), proteine virali, citochine inflammatorie,
fattori di crescita, radiazioni, stress ossidativo etc.

I meccanismi molecolari coinvolti in tale attivazione sono meglio precisati nel caso di recettori di
membrana per le citochine, quali IL-1 e TNF-o. In breve, la stimolazione di questi recettori innesca
una cascata di eventi che determinano I’attivazione di IKK (proteinchinasi specifica per le IkB), che
fosforila  IxkB a livello delle serine 32 e 36. Queste fosforilazioni promuovono la
poliubiquitinazione di IkB e la sua rapida degradazione. Liberato dall’inibitore, il dimero NF-kB
puod migrare nel nucleo dove, legandosi alle sue specifiche sequenze di DNA, induce la trascrizione
di geni bersaglio (molti dei quali codificano per proteine importanti nella risposta infiammatoria).

Visto il ruolo di SP nei processi inflammatori, la nostra attenzione si ¢ rivolta anche verso la
valutazione di un possibile “cross-talk” tra SP e Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-
gamma” (PPAR-y), un regolatore chiave del differenziamento degli adipociti e del metabolismo del
glucosio e dei lipidi, per il quale ¢ suggerito un importante ruolo anti-infiammatorio (Tontonoz et
al., 1994; Chawla et al., 1994).

PPAR-y appartiene alla superfamiglia di recettori nucleari ormonali che include anche le altre
isoforme PPAR-a,p/0 ed ¢ espresso in diversi tipi cellulari fra cui monociti, macrofagi e cellule
schiumose (Ricote et al., 1998; Tontonoz et al., 1998; Amoruso et al., 2007). Pud essere attivato sia
da ligandi naturali come la 15-deossi-deltal2,14-prostaglandina (15-A-PGJ,) e le lipoproteine a
bassa densita ossidate (ox-LDL), sia da molecole sintetiche, come i farmaci antidiabetici del gruppo
dei tiazolidinedioni ed alcuni farmaci anti-infiammatori non steroidei. Diversi lavori hanno
dimostrato 1’attivita anti-inflammatoria di PPAR-y in modelli animali di artrite, di ischemia e di
inflammazione cronica delle vie aeree (Belvisi et al., 2004; Daynes ¢ Jones, 2002; Scher e
Pillinger, 2005), situazioni patologiche in cui il ruolo di SP ¢ stato piu volte evidenziato (O’Connors
et al., 2004; Keeble e Brain, 2004; Keeble et al., 2005; Maggi, 1997; Mantyh et al., 1995; Reed et
al., 2005). A supportare il potenziale anti-infiammatorio di PPAR-y ci sono alcune rilevanti
osservazioni: ad es., ligandi PPAR-y inibiscono I’attivazione di monociti e macrofagi, la secrezione
di citochine pro-inflammatorie come TNF-a, IL-6, IL-183,la produzione di nitrossido-sintasi
(INOS), gelatinasi B e COX-2, ed inducono apoptosi in macrofagi ed altri tipi cellulari (Amoruso et
al., 2007; Ricote et al., 1998; Chinetti et al., 1998). Altri lavori, al contrario, suggeriscono un effetto
pro-infiammatorio e pro-aterogeno per i ligandi PPAR-y: essi infatti inducono 1’espressione di
recettori come CD14 e CDI11/CD18, nonché¢ di CD36, che, come noto, ¢ coinvolto nella
captazione delle ox-LDL e nella formazione di cellule schiumose (Chinetti et al., 2000; Tontonoz et
al., 1998).

SCOPO DEL LAVORO

Considerato il ruolo svolto da SP a livello centrale nelle patologie depressive, nonché I’importanza
del sistema monocito/macrofagico (come maggiore produttore di citochine pro-inflammatorie, in
particolare TNF-a ed IL-6), ci siamo proposti in primo luogo di verificare I’espressione e i livelli di
recettore NK-1 nei monociti di pazienti affetti da disturbo dell’'umore, confrontandoli a quelli
ottenuti in volontari sani.

Inoltre abbiamo voluto valutare la capacita di sostanza P e dell’agonista [Sar’Met(O,)"']SP,
selettivo per il recettore NK-1, di indurre attivazione funzionale, valutata come liberazione di
citochine pro-infiammatorie ed attivazione del fattore di trascrizione NF-kB. Nostre precedenti
osservazioni (Bardelli et al., 2005) avevano documentato la presenza di recettori NK-1 in macrofagi



alveolari di donatori sani e di pazienti affetti da interstiziopatia polmonare ¢ la capacita di SP di
indurre I’attivazione del fattore di trascrizione NF-«xB.

Inoltre, considerato il possibile ruolo anti-inflammatorio di PPAR-y, abbiamo voluto valutare la la
capacita di SP, di [Sar’Met(O,)"']SP (agonista NK-1R) e¢ di GR71251 (antagonista NK-1R) di
modulare 1’espressione di PPAR-y in monociti e MDM di volontari sani, fumatori e non fumatori.

MATERIALI E METODI

Attraverso 1’utilizzo della SCID-1, un’intervista clinica strutturata in base ai criteri diagnostici del
DSM-IV TR per la diagnosi di disturbi di asse I, sono stati selezionati i pazienti afferenti alla SCDU
Psichiatria dell’ Azienda Ospedaliera Maggiore della Carita di Novara ed il DSM Nord dell’ASL 13
di Novara che presentavano una fra le seguenti diagnosi: Disturbo Depressivo Maggiore Ricorrente,
Disturbo Bipolare tipo I e Disturbo Bipolare II.

Al pazienti selezionati sono state somministrate le seguenti scale di valutazione: HAM-A (Hamilton
Rating Scale for Anxiety) ed HAM-D (Hamilton Rating Scale for Depression) e, previo consenso
informato, sono stati prelevati 30-40 ml di sangue. Sono stati inoltre reclutati donatori sani in
ambito universitario.

I monociti sono stati isolati dal sangue periferico mediante procedura standard di sedimentazione
con destrano e centrifugazione su gradiente di Ficoll-Paque e purificati per adesione (2 ore, 37°C,
5% CO2). I monociti sono stati cimentati con SP, agonisti selettivi NK-1 e/o antagonisti: 1 loro
effetti sono stati quindi confrontati con quelli indotti da forbolo miristato acetato ( PMA).

Gli MDM sono stati ottenuti dai monociti coltivati per 8-10 giorni in 5% CO2 a 37°C in RPMI
1640 medium contenente 20% FBS, 2 mM glutamina, 10 mM Hepes e antibiotici; il terreno ¢ stato
sostituito ogni 2-3 giorni.

La valutazione dell’espressione dei recettori NK-1 ¢ stata condotta con metodologie di
immunoblotting di estratti proteici di membrana cellulare, utilizzando un anticorpo policlonale
commerciale (Abcam: cod. ab466). La quantificazione del recettore ¢ stata ottenuta rapportando la
sua espressione a quella della proteina di membrana Na'/K" ATPasi.

La misurazione delle citochine liberate (TNF-a, IL-1B e IL-10), in seguito a stimolazione con SP,
agonisti selettivi per NK-1R o PMA per 24h, ¢ stata effettuata con kit specifici ELISA (Pelikine
Compact TM ELISA kit).

La valutazione del fattore NF-kB attivato e, quindi, traslocato nel nucleo, ¢ stata condotta con kit
ELISA specifici per le subunita p50 e p65 (Chemi NF-kB p50, Chemi NF-kB p65). Infine
I’espressione di PPAR-y ¢ stata determinata mediante immunoblotting di estratti totali cellulari,
utilizzando un anticorpo monoclonale commerciale (anti-human PPAR-y E-8, Santa Cruz, CA,
USA). La quantificazione di PPAR-y ¢ stata poi condotta calcolando il rapporto fra 1’espressione
proteica di PPAR-y e la B-actina, utilizzata come proteina “house-keeping” (Amoruso et al., 2007).

RISULTATI E DISCUSSIONE

1) Effetti di SP nei monociti di pazienti con disturbo dell’'umore

Lo studio ¢ stato per ora condotto su un numero piuttosto limitato di pazienti, 14 unipolari, 5
bipolari. Vista la scarsa casistica per ora non ¢ stata presa in considerazione la variabile fumo anche
se 1 monociti/macrofagi di fumatori solitamente sono piu attivati (Bardelli et al., 2005; Gunella et
al., 2000).

L’espressione del recettore NK; valutata mediante immunoblotting su proteine di membrana di
monociti isolati da pazienti unipolari e bipolari ¢ stata confrontata con quella di individui san,i
fumatori e non fumatori. Come gia osservato precedentemente (Bardelli et al., 2005), I’anticorpo
policlonale da noi utilizzato evidenzia la banda di 53 KDa, tipicamente espressa in



monocito/macrofagi umani (Simeonidis et al., 2003). Come riportato nella figura 1, i monociti
ottenuti da pazienti bipolari presentano una piu marcata espressione di recettore NK-1R rispetto agli
unipolari; il livello di espressione ¢ di entita simile a quella dei fumatori sani. Al contrario, i
pazienti unipolari presentano livelli di NK-1R inferiori a quella dei volontari sani non fumatori

(fig.1).
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Fig.1) Espressione del recettore NK-1 in monociti: confronto fra individui volontari sani e pazienti con depressione
unipolare e bipolare.

Per ottenere un’immagine quantitativa piu chiara, sono stati calcolati i rapporti di espressione fra i
livelli proteici del recettore NK-1 con quelli della proteina costitutiva di membrana, Na'/K~ ATPasi

(fig. 2).
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Fig. 2) Rapporti quantitativi d’espressione fia i livelli di recettore NK-1 e Na'/K" ATPasi.

Come si puo osservare nella Figura 2, il recettore NK-1 ¢ significativamente meno espresso nei
pazienti unipolari, sia rispetto ai volontari sani non fumatori (p<0,001) che rispetto ai pazienti
bipolari (p < 0.05). L’esiguo numero di pazienti bipolari finora reclutati (e I’ampia variabilita intra-



individuale) non consentono di effettuare un’analisi statistica approfondita: al momento non si

osserva alcuna differenza statisticamente significativa tra pazienti bipolari e volontari sani.

Per valutare I’attivita funzionale del recettore NK-1 ¢ stata misurata la capacita di SP e dell’agonista

selettivo per NK-1R, [Sar’Met(O,)'']SP, di indurre produzione di citochine pro-infiammatorie (IL-6
| e TNF-a) sia in pazienti unipolari che bipolari (fig. 3A ¢ 3B).
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Fig.3) Liberazione di IL-6 e TNF-a da monociti di pazienti con depressione bipolare (4) ed unipolare (B).

In entrambi le tipologie di pazienti, sia SP sia I’agonista selettivo sia PMA inducono produzione di
citochine, mentre I’antagonista selettivo per NK-1R, il GR71251, antagonizza competitivamente il



rilascio di TNF-a e di IL-6 indotto da SP, confermando la natura recettoriale dell’effetto.

La valutazione del fattore di trascrizione NF-xB (misurato mediante kit ELISA per le subunita p50
e p65) ha confermato ancora una volta la capacita di SP e dall’agonista selettivo di indurre la sua
attivazione, sia nei pazienti depressi che in quelli bipolari. Tale effetto, essendo inibito
dall’antagonista selettivo GR71251, dimostra il coinvolgimento di NK-1R.

In conclusione si puo dire che i pazienti depressi unipolari presentano livelli di recettore NK-1
inferiori rispetto ai pazienti bipolari e ai volontari sani. Inoltre tali recettori sono funzionalmente
attivi in quanto sia SP sia [Sar’Met(O,)'']SP producono effetti paragonabili a quelli osservati in
seguito a “challenge”con PMA, sia per quanto riguarda la liberazione di citochine sia per
I’attivazione di NF-kB. La casistica ¢ ancora un po’ limitata soprattutto per i pazienti bipolari, ed un
ulteriore aumento potrebbe permettere la valutazione di altre variabili, come il fumo, il sesso, I’eta,
lo stadio di malattia (remissione o non), trattamento farmacologico, ecc...

2) Effetti di SP sulla espressione di PPAR-y

La possibilita di un “cross-talk” tra SP e PPAR-y ci ha spinti in primo luogo a valutare la capacita
o meno di SP di indurre I’espressione di PPAR-y, sia in M che MDM di volontari sani, fumatori e
non. Precedenti osservazioni del laboratorio (Amoruso et al., 2007) documentano che 1’espressione
di PPAR-y aumenta con il differenziamento macrofagico ed ¢ piu elevata nel fumatore. Come
mostrato in figura 4, PPAR-y ¢ presente sia nei monociti che nei macrofagi di volontari sani non
fumatori ed ¢ maggiormente espresso negli MDM: questo conferma che PPAR-y ¢ un importante
regolatore del differenziamento macrofagico e ne suggerisce 1’utilizzo come possibile marker.
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Fig. 4) Effetto dose dipendente di SP sull’espressione di PPAR-y in monociti e macrofagi di individui non fumatori
sani; @) Western blotting di PPAR-y e S-actina in monociti e MDM di individui non fumatori,; b) Rapporti PPAR-y/p-
actina del WB di sopra. Le cellule sono stimolate per 6 h in assenza (C, controllo) o presenza di 15d-PGJ2 (PG, 10um)
e sostanza P (SP107'" — 10°M). Media #s.e.m.; n = 5. *¥* P<0.0001, *P <0.05 vs controllo.

SP induce, in modo dose dipendente (10"°M -10°M), I’espressione di PPAR-y, sia in monociti che
MDM (Figura 4): I’effetto massimo, pari a circa due volte il livello basale, si ottiene alla
concentrazione 10°M ed ¢ paragonabile a quello ottenuto con il ligando naturale 15d-PGIJ,
(10uM). I valori calcolati di ECsg sono simili in entrambi 1 tipi cellulari: 19nM nei monociti € 17nM
negli MDM.
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Fig. 5) Espressione di PPAR-y in monociti e MDM umani di fumatori sani, valutata come rapporto PPAR-y/S-actina.

Le cellule sono stimolate per 6h in assenza (C, controllo) o presenza di 15d-PGJ2 (PG, 10um) e SP (107°M- 10°M).
Media +s.e.m.; n = 4. *** P<0.0001, **P<0.001 *P <0.05 vs controllo .

Anche nel fumatore, SP induce, in maniera dose-dipendente e con effetto massimale alla
concentrazione 10°M, I’espressione di PPAR-y, sia in M che MDM (fig. 5).
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Fig. 6) Effetti di agonisti ed antagonisti selettivi per NK-1R sull’espressione di PPAR-y in monociti e MDM di non
fumatori (A) e fumatori (B) stimolati per 6 h con SP 10°M, [Sar9Met(02)11]SP (SAR, 10°M), GR71251 (10°M) e
nell’associazione SP + GR71251. I risultati sono espressi come rapporto PPAR-y/p-actina.

Media +s.e.m.; n = 4-5. ¥** P<(0.0001, **P<0.001 *P <0.05 vs controllo.



Come evidenziato in figura 6, gli effetti dell’agonista selettivo NK-1R, [Sar’Met(O,)''|SP, sebbene
di intensita inferiore, sono simili a quelli prodotti da SP, e I’effetto di SP ¢ completamente revertito
dall’antagonista selettivo GR71251 sia nei monociti che negli MDM di fumatori e non fumatori.
Precedenti osservazioni (Bardelli et al., 2005) avevano documentato la maggiore espressione (circa
3 volte) di recettori NK-1 nei macrofagi alveolari di fumatori rispetto ai non fumatori. Adesso
confermiamo questa osservazione anche nei monociti ¢ negli MDM di individui fumatori e non
fumatori (fig. 7): infatti, misurando i rapporti di espressione NK-1R/Na'-K~ ATPasi, possiamo
evidenziare che monociti e MDM isolati da fumatori presentano livelli di recettore NK-1R circa
due volte piu elevati rispetto ai non fumatori (fig. 7A e 7B).
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Fig. 7) Western blotting dell espressione del recettore NK-1 e della Na' /K" ATPasi in monociti e MDM di non
fumatori(4) e fumatori (B) sani. Linee 1-5 = non fumatori sani diversi, linee 6-9 = fumatori sani diversi.

Questi risultati indicano come, nel volontario sano, il fumo di tabacco influisca potentemente sia
sull’espressione di PPAR-y che sul sistema SP/NK-1R. L’aumentata espressione di PPAR-y nel
fumatore sano potrebbe essere vista come un meccanismo difensivo per contrastare la tossicita del
fumo di tabacco. Al tempo stesso, il fumo di tabacco aumenta significativamente anche
I’espressione del recettore NK-1R, il cui ruolo infiammatorio ¢ abbondantemente dimostrato. La
SP, noto fattore pro-infiammatorio, induce 1’espressione di PPAR-y nei monocito/macrofagi di
volontario sano, senza importanti variazioni tra fumatori ¢ non fumatori.

Reinke e Fabry (2006) hanno recentemente proposto che la SP possa partecipare ad un “feedback”
positivo in cui aumenterebbe, attraverso la produzione di citochine (in particolar modo TNF-a), la
secrezione di se stessa e 1’espressione di NK-1R. La contemporanea stimolazione dell’espressione
di un “fattore” potenzialmente anti-inflammatorio, quale ¢ PPARY, potrebbe contribuire a limitare i
“danni” conseguenti ad una eccessiva attivazione del “sistema” SP/NK-1R.
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