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INTRODUZIONE 
 

L’esposizione di un tessuto ad uno stress non letale rende tale tessuto resistente al danno 

prodotto da un successivo stress letale: questo fenomeno è detto precondizionamento ed il 

fegato è uno dei numerosi organi in cui è stata dimostrata la possibilità di produrre un 

“fenotipo precondizionato”
 1,2

.
 

Il precondizionamento ischemico in particolare è la capacità di un organo di sviluppare 

tolleranza ad un prolungato periodo di ischemia, se precedentemente esposto a brevi episodi di 

ischemia e riperfusione
3,4
.
 

Questo processo è stato negli ultimi anni oggetto di intense ricerche ed ha recentemente 

dimostrato la possibilità di applicazione clinica nella prevenzione del danno da ischemia 

riperfusione conseguente agli interventi di chirurgia epatica. Una breve interruzione 

dell’apporto ematico al fegato seguito da riperfusione (precondizionamento ischemico) prima 

degli interventi di resezione del fegato o di asportazione del fegato da trapianto, previene infatti 

efficacemente la necrosi epatica successiva alla resezione o al trapianto di fegato
5-7
.
 

Tale procedura chirurgica ha però la fondamentale limitazione di poter essere applicabile solo 

prima della produzione del danno. 

Studi recenti sul cuore hanno descritto il fenomeno del postcondizionamento  ischemico e 

sembrano aprire nuove prospettive: l’applicazione di episodi intermittenti di ischemia e 

riperfusione del miocardio nella fase successiva al periodo di ischemia prolungata conferisce 

infatti effetti cardioprotettivi simili a quelli del precondizionamento
8-10

. 
 

La possibilità che i mediatori molecolari responsabili dell’induzione della resistenza al danno 

cellulare indotta dal precondizionamento epatico possano essere attivati non solo prima, ma 

anche dopo la produzione di un danno sarebbe di estrema importanza per potenziare e allargare 

l’applicabilità clinica del fenomeno. La capacità del postcondizionamento di riprodurre gli 

effetti del precondizionamento non è però stata ancora investigata nel fegato, così come sono 

sconosciuti la quasi totalità dei suoi mediatori sia nel tessuto epatico che extraepatico. 
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RISULTATI PRECEDENTI 
 

Allo scopo di studiare i meccanismi responsabili degli effetti citoprotettivi del 

precondizionamento il nostro laboratorio ha messo a punto un sistema cellulare di 

precondizionamento epatico. 

Utilizzando epatociti di ratto precondizionati con una breve ipossia / riossigenazione, è stato 

iniziato l’esame della complessa rete di mediatori intracellulari che sono coinvolti nella 

attivazione di questi meccanismi citoprotettivi. (Fig.1)  

Tale sistema di mediatori coinvolge numerose vie di segnalamento intracellulare che possono 

essere stimolate da 2 agenti inizianti del precondizionamento epatico individuati negli studi “in 

vivo”: l’adenosina e l’ossido nitrico
2,11-13

. 

E’ stato osservato che le vie di segnalamento attivate dall’adenosina coinvolgono i recettori 

A2a dell’adenosina (A2aR), che in seguito a stimolazione attivano una via che coinvolge le 

proteine G stimolatorie (Gs) e inibitorie (Gi), la fosfolipasi C (PLC), le specifiche isoforme δ 

ed ε della protein chinasi C (PKC) e la MAP chinasi p38 (p38 MAPK)
13,14

.  

La via di segnalamento che si attiva a partire dalle proteine Gi coinvolge inoltre la fosfatidil-

inositolo-3-chinasi (PI3K), considerata un mediatore critico del precondizionamento epatico e 

il mediatore della sopravvivenza cellulare
15
. PI3K si attiva a seguito della congiunta 

stimolazione delle proteine Gi e della Src tirosino chinasi
15
 ed è successivamente coinvolta 

nella attivazione della PLC e della PKC
2
. 
 

Il trattamento di epatociti di ratto con donatori di NO determina invece citoprotezione grazie 

all’attivazione di due parallele vie di segnalamento: una coinvolge la proteina Ras e l’altra la 

guanilato-ciclasi (G-C) e la protein chinasi dipendente dal cGMP (cGK)
11,16

. Entrambe queste 

vie concorrono alla successiva attivazione di PI3K mentre solo la via G-C/cGK porta alla 

stimolazione della p38 MAPK
11,16

.
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Fig.1 - Induttori del precondizionamento degli epatociti e meccanismi molecolari 

coinvolti. 

 
 

 

 

SCOPO DEL LAVORO 
 

A partire da questi risultati  e dall’esperienza acquisita  in precedenza dal nostro laboratorio, le 

linee di ricerca che mi propongo di seguire in questi tre anni di Dottorato prevedono i seguenti 

obiettivi: 

 

• Verificare la produzione degli effetti citoprotettivi del postcondizionamento epatico, 

sviluppando un modello cellulare di postcondizionamento per poter valutare la capacità 

di agonisti dei recettori A2a dell’adenosina (CGS21680) o di donatori di NO (NOC-9) 

di proteggere dal danno ipossico se somministrati  successivamente all’inizio 

dell’ipossia. 

 

• Valutare la capacità del pre- e postcondizionamento di prevenire il danno cellulare 

epatico indotto da agenti eziologici diversi. Per una più larga applicabilità clinica 

sarebbe di grande interesse la dimostrazione che gli epatociti pre-, ma soprattutto post-
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condizionati siano resistenti non solo all’esposizione all’ipossia acuta, ma anche ad altri 

tipi di danno responsabili della necrosi epatica “in vivo” come l’ intossicazione da 

xenobiotici, le reazioni immuni indotte da virus e il danno post ischemico. Questa parte 

del progetto esaminerà la capacità del pre- e del postcondizionamento di bloccare la 

produzione del danno epatocitario prodotto da: 

o Riossigenazione dopo conservazione a freddo nella soluzione Wisconsin come 

modello di danno post-ischemico successivo alla conservazione dell’organo da 

trapianto 

o tetracloruro di carbonio, paracetamolo e menadione come modelli di 

intossicazione da xenobiotici 

o FasL  come modello di reazioni immuni citotossiche 

 

• Approfondire le conoscenze sui mediatori del precondizionamento e verificare 

l’eventuale coinvolgimento dei mediatori del precondizionamento nel produrre anche 

gli effetti protettivi del postcondizionamento nei diversi modelli di danno cellulare 

epatico. A tal fine sarà esaminata l’attivazione a seguito del postcondizionamento dei 

mediatori precedentemente dimostrati essere implicati nel precondizionamento degli 

epatociti e sarà valutato l’effetto della loro inibizione genica o farmacologica sulla 

citoprotezione eventualmente indotta dal postcondizionamento. 

 

In questo primo anno di Dottorato mi sono principalmente dedicata a: 

• impostare un modello cellulare di postcondizionamento epatico utilizzando epatociti 

isolati di ratto trattati con l’agonista dei recettrori A2a dell’adenosina (CGS21680) nelle 

prime fasi della riossigenazione dopo conservazione a freddo nella soluzione 

Wisconsin, normalmente utilizzata per la conservazione degli organi da trapianto.  

• iniziare la verifica dell’eventuale coinvolgimento dei mediatori del precondizionamento 

nel produrre anche gli effetti protettivi del postcondizionamento, concentrando le 

ricerche sull’interessamento di PI3K (indicato dall’attivazione di PKB/Akt) e p38 

MAPK.  

• verificare l’eventuale effetto citoprotettivo indotto dal postcondizionamento con 

CGS21680 sul modello di danno cellulare da ipossia / riossigenazione messo a punto 

mediante una analisi “time course” della vitalità degli epatociti a partire dall’inizio della 

riossigenazione, valutando il coinvolgimento di PI3K e p38 MAPK mediante l’uso di 

specifici inibitori farmacologici. 
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MATERIALI E METODI 
 

 

MATERIALI 
 

Le sostanze chimiche utilizzate sono state ottenute dalle seguenti ditte: la collagenasi (tipo I), 

l’HEPES, l’insulina, il desametasone, la wortmannina, l’SB203580, il terreno DMEM D5671 

dalla Sigma (St.Louis, MO, USA); la soluzione ViaSpan dalla Bristol-Myers Squibb S.L. 

(Madrid, Spagna); gli anticorpi anti-Akt e anti-fosfo Akt,  anti-p38 e anti-fosfo p38 MAPK 

dalla Cell Signalling Technology (Danvers, MA, USA); il Percoll dalla GE Healthcare 

BioSciences (Uppsala, Svezia); l’ECL dalla Perkin Elmer (Boston, MA, USA); tutti gli altri 

reagenti dalla Merck (Darmstadt, Germania).  

 

 

ANIMALI 
 

Sono stati usati ratti maschi di ceppo Wistar, con peso corporeo di 200-350 g (Harlan  Italy, S. 

Pietro al Natisone, Italia). 

I ratti sono stati alimentati con una dieta semisintetica con libero accesso all’acqua. 

 

 

COMPOSIZIONE DELLE SOLUZIONI USATE PER L’ISOLAMENTO E IL TRATTAMENTO 

DEGLI EPATOCITI 
 

• La soluzione tampone T1 contiene: NaCl 143 mM, KCl 7 mM ed Hepes 10 mM (pH 7,4 

con NaOH) . 

• La soluzione tampone T2 contiene: NaCl 100mM, KCl 40 mM, CaCl2 5 mM, la 

collagenasi di tipo 1 Sigma 0.05%, tampone Hepes-NaOH 50 mM (pH 7,4).  

• La soluzione tampone Krebs-Henseleit-HEPES (KHH) contiene: NaCl 118 mM, 

KH2PO4 1.2 mM, MgSO4 1.2 mM, KCl 4.7 mM, CaCl2 1.3 mM, NaHCO3 25 mM, 

Hepes 20 mM (pH 7.4 con NaOH ). 

• La soluzione ViaSpan contiene in 1 litro: poli (o-2-idrossietil) amido (50,0 g/l) 0,40-

0,50 MS1) (Pentafrazione*), acido lattobionico (come lattone) (35,83 g/l) 105 mmol/l; 

potassio idrossido 56% (14,5 g/l) 100 mmol/l; sodio idrossido 40% (3,679 g/l) 27 

mmol/l; adenosina (1,34 g/l) 5 mmol/l; allopurinolo (0,136 g/l) 1 mmol/l; potassio 
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fosfato monobasico (3,4 g/l) 25 mmol/l; magnesio solfato x 7H2O (1,23 g/l) 5 mmol/l; 

raffinosio x 5H2O (17,83 g/l) 30 mmol/l; glutatione (0,922 g/l) 3 mmol/l 1) MS = moli 

di gruppi idrossietilici per moli di unita' anidroglucosidiche. La soluzione ha 

un'osmolalita' pari a circa 320 mosmol/kg, concentrazione finale di ioni sodio: 29 

mEq/l, concentrazione di ioni potassio: 125 mEq/l e pH = 7,4 a temperatura ambiente. 

• La soluzione Belzer University of Wisconsin (UW) è composta dalla soluzione 

ViaSpan addizionata di insulina rapida (40U/l) e  desametasone (16mg/l). 

• L’SDS Sample buffer contiene: Tris HCl pH 6.8 0.25 M, SDS 10%, glicerolo 100%, 

DTT 0,3 M, Blu di bromofenolo 0,02%. 

 
 

 

ISOLAMENTO DEGLI EPATOCITI 
 

Le cellule epatiche sono state isolate utilizzando la tecnica della perfusione “in situ” del fegato 

con collagenasi secondo il metodo Berry e Friend modificato
17
. 

I ratti sono stati anestetizzati iniettando intraperitonealmente una soluzione di pentotal sodico 

(50 mg/Kg di peso corporeo) alla quale è stata aggiunta eparina (37 mg/Kg di peso corporeo). 

Agli animali è stata aperta la cavità addominale ed è stata incannulata la vena porta. Il fegato è 

stato perfuso per 5 min con il tampone salino T1 mantenuto a 37° C, con un flusso costante di 

7.4 unità di pressione, grazie all’utilizzazione di una pompa peristaltica. 

Dopo questa prima fase di lavaggio, l’organo è stato perfuso con 200 ml di tampone salino T2 

contenente la collagenasi, anch’esso mantenuto a 37° C e iniettato ad un flusso costante di 3.4 

unità di pressione. 

Il fegato così digerito, è stato rimosso dall’animale e risospeso in 50 ml di terreno Dulbecco’s 

Modified Medium Eagle (DMEM D5671), filtrato attraverso Dacron (con pori di 200 µm), 

sottoposto a 3 centrifugate da 500 rpm per 5’ per separare gli epatociti dalle cellule non 

parenchimali, frazionato attraverso gradiente di Percoll per eliminare le cellule non vitali. 

E’ stato effettuato il conteggio delle cellule utilizzando una camera Burker (il numero di 

epatociti solitamente ottenuto è di circa 300-400 milioni per fegato perfuso) ed è stata valutata 

la vitalità cellulare con il test di esclusione al Trypan blue. 

Gli epatociti ottenuti sono quindi stati risospesi in DMEM alla concentrazione di10
6
/ ml. 
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PREPARAZIONE DEL MODELLO CELLULARE PER LA VALUTAZIONE DEL DANNO DA 

RIOSSIGENAZIONE DOPO CONSERVAZIONE A FREDDO NELLA SOLUZIONE WISCONSIN 
 

Gli epatociti isolati sono stati centrifugati a 800 rpm per 2 min allo scopo di separarli dal 

terreno DMEM e risospesi nella soluzione Belzer University of Wisconsin (UW) per la 

conservazione a freddo degli organi
18,19

, preparata aggiungendo insulina rapida (40U/l) e  

desametasone (16mg/l) alla  soluzione Via Span alla temperatura di 4°C.  

La soluzione UW contenente gli epatociti alla concentrazione di 10
6
/ml così ottenuta è stata 

posta in contenitore chiuso e successivamente flussato per 2 minuti con  una miscela di 95% 

N2 – 5% CO2 per creare una condizione di ipossia, e quindi  mantenuta a 4°C per 24 ore.  

Dopo 24 ore gli epatociti sono stati riportati in ambiente normossico, risospesi nella soluzione 

tampone Krebs-Henseleit-HEPES (KHH) a pH 7,4 e a 25°C con densità cellulare finale di 

10
6
/ml. 

 

 

ANALISI DELLO STATO DI FOSFORILAZIONE DI PKB/AKT E P38 MAPK 
 

Per analizzare lo stato di fosforilazione delle diverse chinasi  sono state prelevate aliquote da 

1ml di epatociti risospesi in Krebs al fine di ricavarne degli estratti cellulari totali. Ogni 

campione è stato immediatamente posto in ghiaccio e centrifugato a 1000 rpm per 2 minuti. Il 

pellet ottenuto è stato risospeso in SDS Sample buffer, sonicato e bollito. 

Gli estratti cellulari sono stati sottoposti ad elettroforesi su gel di SDS poliacrilamide al 10% e 

successivamente ad analisi in Western Blot. 

Le proteine sono state trasferite su membrane di nitrocellulosa usando il sistema di 

trasferimento a secco. Le membrane sono state saturate con BSA al 5% e incubate prima con 

anticorpi contro la forma fosforilata della chinasi, quindi strippate e incubate successivamente 

con anticorpi contro la forma non fosforilata. Le membrane sono state in seguito incubate con 

l’anticorpo secondario coniugato con l’enzima HRP (horseradish peroxidase) e le bande 

relative alle proteine di interesse sono state rivelate con il metodo Enhanced Chemi 

Luminescence (ECL) e l’utilizzo del rivelatore di immagini VersaDoc (Bio-Rad, Hercules CA, 

USA). I risultati sono stati espressi come rapporto della forma fosforilata rispetto alla forma 

totale mediante analisi con videodensitometro. 
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VALUTAZIONE DELLA MORTE CELLULARE 
 

Il danno cellulare da riossigenazione dopo il mantenimento degli epatociti in condizione di 

ischemia fredda è stato valutato con conta al microscopio impiegando il test di esclusione al 

Trypan blue. Ad aliquote di sospensioni cellulari di 50 µl sono stati aggiunti 50 µl di  Trypan 

blue allo 0.4%. Sono state considerate morte le cellule che assumono il colorante Trypan Blue 

e il numero è stato espresso come percentuale rispetto alle cellule totali. 

 

 

ANALISI DEI DATI 
 

I dati sono stati espressi come media ± DS. 

Tutti gli esperimenti sulla vitalità cellulare sono stati ripetuti almeno quattro volte. 
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RISULTATI 
 

 

MODELLO CELLULARE DI DANNO DA RIOSSIGENAZIONE DOPO CONSERVAZIONE 

NELLA SOLUZIONE UW 
 

Gli epatociti di ratto isolati risospesi in Krebs dopo conservazione per 24 ore in condizione di 

ipossia nella soluzione UW mostrano una vitalità iniziale media del 55%, quindi parzialmente 

ridotta rispetto alla vitalità osservata subito prima di porre gli epatociti nella soluzione UW 

(79%).  

 

 

RUOLO DI PI3K NEL POSTCONDIZIONAMENTO DEGLI EPATOCITI 
 

Per analizzare il coinvolgimento di PI3K nel postcondizionamento, gli epatociti risospesi in 

Krebs dopo 24 ore di conservazione a freddo nella soluzione UW sono stati posti in bagno 

termostatico a 37°C e suddivisi nelle seguenti condizioni sperimentali: 

1 Controllo (non trattato) 

2 CGS21680 1 µM  somministrato 15 minuti dopo la riossigenazione in KHH 

3 Wortmannina 250 nM somministrata al momento della riossigenazione e seguita dopo 

15 minuti dal CGS21680 come nel campione 2 

4 Solo wortmannina 250 nM somministrata al momento della riossigenazione 

Tutte le precedenti sostanze alle corrispondenti concentrazioni sono state utilizzate in quantità 

pari a 1 µl/ ml di sospensione di epatociti.  

A 30 minuti dalla riossigenazione sono state prelevate aliquote da ogni campione per ricavarne 

estratti cellulari totali da analizzare mediante western blotting. 

E’ stata utilizzata la fosforilazione in serina
473

 della proteina chinasi PKB/Akt, effettore della 

fosfatidil-inositolo 3 chinasi (PI3K), come marker del coinvolgimento di quest’ultima nel 

processo che conduce al postcondizionamento
13,15

. 

Il postcondizionamento con CGS21680 applicato al momento della riossigenazione di epatociti 

di ratto isolati conservati per 24 ore nella soluzione UW risulta associato ad un aumento della 

fosforilazione in serina di PKB/Akt in media del  32 %. 

La presenza dell’inibitore di PI3K wortmannina abolisce completamente la fosforilazione di 

PKB/Akt. (Fig.2) 
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Fig.2 – Fosforilazione di Akt dopo riossigenazione di epatociti di ratto isolati sottoposti 

a postcondizionamento con l’agonista dei recettori A2a dell’adenosina CGS21680. Gli 

epatociti di ratto isolati, conservati per 24 ore in ipossia nella soluzione UW e risospesi 

nella soluzione KHH sono stati incubati per 15 minuti  a 37 °C con wortmannina 250 

nM  prima della somministrazione di CGS21680 1 µM. Le condizioni sperimentali sono 

state le seguenti: Controllo: Epatociti non trattati; Post: Epatociti postcondizionati con 

CGS21680; Post+Wort: Epatociti postcondizionati pretrattati con  wortmannina; 

Wort: Epatociti trattati con wortmannina. La fosforilazione di Akt è stata valutata 

mediante Western blotting usando anticorpi contro la forma fosforilata (Ser
473

) di Akt e 

contro Akt totale. L’intensità relativa delle bande fosforilate rispetto alle non fosforilate 

è stata misurata tramite videodensitometria ed è stato calcolato il rapporto tra la  forma 

fosforilata (Ser
473

) e Akt  totale. I risultati sono stati espressi come unità arbitrarie 

normalizzate a 1 per il campione Controllo. Un esperimento rappresentativo su 4. 
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RUOLO DI P38 MAPK NEL POSTCONDIZIONAMENTO DEGLI EPATOCITI 
 

 

Per la valutazione dell’interessamento di p38MAPK, mediatore centrale della via del 

precondizionamento
20
, ne è stata investigata la doppia fosforilazione (Thr

180
/Tyr

182
) in seguito 

a postcondizionamento con CGS21680 di epatociti esposti al danno da riossigenazione sopra 

descritto. Gli epatociti, conservati a 37°C in bagno termostatico, sono stati sottoposti ai 

seguenti trattamenti:  

1 Controllo (non trattato) 

2 CGS21680 1 µM  somministrato 15 minuti dopo la riossigenazione in KHH 

3 SB203580 10 µM  somministrato al momento della riossigenazione ed eliminato dopo 5 

minuti mediante centrifugazione e risospensione degli epatociti in terreno KHH fresco,  

seguito dopo 15 minuti dal CGS21680 come nel campione 2 

4 Solo SB203580 10 µM  somministrato al momento della riossigenazione ed eliminato 

dopo 5 minuti mediante centrifugazione e risospensione degli epatociti in terreno KHH 

fresco 

Le precedenti sostanze alle corrispondenti concentrazioni sono state utilizzate in quantità pari a 

1 µl/ ml di sospensione di epatociti.  

Gli estratti cellulari analizzati sono stati prelevati a 60 minuti dalla riossigenazione. 

Nel caso di p38 MAPK l’analisi in Western blotting non rivela alcun particolare effetto del 

postcondizionamento con CGS21680 sullo stato di fosforilazione. (Fig.3) 
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Fig.3 – Fosforilazione di p38MAPK dopo riossigenazione di epatociti di ratto isolati 

sottoposti a postcondizionamento con l’agonista dei recettori A2a dell’adenosina 

CGS21680. Gli epatociti di ratto isolati, conservati per 24 ore in ipossia nella soluzione 

UW e risospesi nella soluzione KHH sono stati incubati per 5 minuti  a 37 °C con 

SB203580 10 µM prima della somministrazione di CGS21680 1 µM. Le condizioni 

sperimentali sono state le seguenti: Controllo: Epatociti non trattati; Post: Epatociti 

postcondizionati con CGS21680; Post+SB: Epatociti postcondizionati pretrattati con 

SB203580; SB: Epatociti trattati con SB203580. La fosforilazione di p38 MAPK è stata 

valutata mediante Western blotting usando anticorpi contro la doppia fosforilazione 

(Thr
180

/Tyr
182

) di p38 MAPK e contro p38 MAPK totale. L’intensità relativa delle bande 

fosforilate rispetto alle non fosforilate è stata misurata tramite videodensitometria ed è 

stato calcolato il rapporto tra la doppia fosforilazione di p38 MAPKe la p38MAPK totale. 

I risultati sono stati espressi come unità arbitrarie normalizzate a 1 per il campione 

Controllo. Un esperimento rappresentativo su 4. 
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EFFETTI DEL POSTCONDIZIONAMENTO CON CGS21680 SULLA VITALITA’ 
 

Gli epatociti conservati in condizioni ipossiche nella soluzione UW per 24 ore e riossigenati 

mediante  risospensione nella soluzione KHH, sono stati suddivisi nelle seguenti condizioni 

sperimentali: 

1 Controllo (non trattato) 

2 CGS21680 1 µM somministrato 15 minuti dopo la riossigenazione in KHH 

3 Wortmannina 250 nM somministrata al momento della riossigenazione e seguita dopo 

15 minuti dal CGS21680 come nel campione 2 

4 Solo wortmannina 250 nM somministrata al momento della riossigenazione 

Le precedenti sostanze alle corrispondenti concentrazioni sono state utilizzate in quantità pari a 

1 µl/ ml di sospensione di epatociti. 

A 0, 30, 60, 90, 130 minuti dalla riossigenazione è stata determinata la vitalità dei diversi 

campioni con conta al microscopio impiegando il test di esclusione al Trypan blue. 

Il trattamento postcondizionante con CGS21680 riduce significativamente la morte cellulare 

conseguente a riossigenazione e risospensione nella soluzione KHH rispetto al controllo non 

trattato. La differenza di vitalità che inizia ad evidenziarsi a 30 minuti, diventa significativa 

dopo 60 minuti dalla riossigenazione. Dopo 2 ore il 40% circa degli epatociti postcondizionati 

risulta ancora vitale, mentre nel controllo la vitalità è ridotta intorno al 20%. 

Visto il coinvolgimento di PI3K nel postcondizionamento  è stata inoltre investigata la vitalità 

in campioni trattati con wortmannina, seguiti o meno dal CGS21680. 

Nei campioni in cui il trattamento postcondizionante è preceduto dal trattamento con l’inibitore 

di PI3K wortmannina si ottiene una  riduzione di vitalità simile al controllo.  

Il trattamento dei campioni con sola wortmannina induce una riduzione di vitalità non inferiore 

a quella osservabile nei controlli. (Fig.4) 
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Fig.4 – Valutazione del danno cellulare da riossigenazione di epatociti di ratto isolati 

sottoposti o meno a postcondizionamento con l’agonista dei recettori A2a 

dell’adenosina CGS21680. Gli epatociti di ratto isolati, conservati per 24 ore in ipossia 

nella soluzione UW e risospesi nella soluzione KHH sono stati incubati per 15 minuti  a 

37 °C con wortmannina 250 nM  prima della somministrazione di CGS21680 1 µM. Le 

condizioni sperimentali sono state le seguenti: (□): controllo; (■): epatociti 

postcondizionati con CGS21680; (■) epatociti pretrattati con wortmannina e 

postcondizionati con CGS21680. La vitalità degli epatociti è stata valutata mediante test 

di esclusione al Trypan blue a 0, 30, 60, 90, 130 minuti dalla riossigenazione. I risultati 

sono espressi come media ± DS di 4 diversi esperimenti. 
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DISCUSSIONE 
 

La dimostrazione del fenomeno del postcondizionamento nel fegato offre la possibilità di 

indurre gli effetti protettivi del precondizionamento a danno epatico già avvenuto, prospettando 

nuove applicazioni terapeutiche. 

L’analisi degli induttori e dei mediatori del postcondizionamento e dei meccanismi d’azione 

coinvolti  potrebbe essere il primo passo verso l’individuazione di un agente 

farmacologico
21,22,23  

in grado di innescare tale processo, con potenziali applicazioni cliniche in 

situazioni in cui il danno è già in atto o il precondizionamento chirurgico mediante clamping 

non è eseguibile. Oltre a quello da ischemia / riperfusione altri tipi di danno epatico, quali le 

intossicazioni da farmaci e xenobiotici o le reazioni immuni indotte da virus, in cui il fegato va 

incontro a necrosi acuta
7
, potrebbero infatti beneficiare di un trattamento farmacologico che 

inducesse una maggiore resistenza degli epatociti anche dopo l’insorgenza della 

sintomatologia. 

Poiché gli esperimenti effettuati sulla vitalità degli epatociti esposti al modello cellulare di 

danno da ipossia / riossigenazione messo a punto mostrano l’effetto benefico del CGS21680 

anche se applicato nelle prime fasi della riossigenazione dopo la conservazione del fegato in 

ischemia fredda, è ragionevole ipotizzare l’attivazione di un meccanismo endogeno di 

epatoprotezione classificabile come postcondizionamento epatico. 

Si è voluto quindi verificare se il CGS21680, somministrato a danno epatocitario già avvenuto, 

fosse in grado di attivare due fondamentali mediatori della via del precondizionamento: PI3K e 

p38MAPK
8,9,13,24,25

. I dati ottenuti sulla vitalità cellulare confermano il coinvolgimento di PI3K 

nel postcondizionamento, in quanto lo specifico inibitore di PI3K wortmannina abolisce la 

citoprotezione indotta dal CGS21680. Anche l’aumento in seguito a postcondizionamento della 

fosforilazione in serina
473 

di PKB/Akt, effettore e marker di PI3K, ne conferma il ruolo.  

Si può quindi affermare che come nel precondizionamento anche nel postcondizionamento 

sembrano avere un ruolo fondamentale i recettori dell’adenosina, specificamente attivati dal 

CGS21680, che attiverebbero una serie di segnali ancora da investigare che conducono 

all’attivazione di PI3K
25,26

.  

La possibilità che pre- e postcondizionamento possano avere gli stessi mediatori o condividere 

una stessa via di segnalamento lascia inoltre ipotizzare l’attivazione di meccanismi 

citoprotettivi simili. Nel precondizionamento PI3K induce l’attivazione e traslocazione nella 

plasmamembrana di un sistema alternativo di regolazione del pH: l’ATPasi vacuolare. Tale 

sistema protegge la cellula dall’acidosi ipossica e dal conseguente accumulo di Na
+ 
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responsabile della morte cellulare 
28,29

. Uno dei prossimi obiettivi sarà dunque verificare il 

coinvolgimento di questi meccanismi di protezione cellulare nel postcondizionamento. 

Nel postcondizionamento degli epatociti con CGS21680 l’analisi della fosforilazione di 

p38MAPK, mediatore centrale del precondizionamento sia degli epatociti che del fegato in 

toto,  non ha invece evidenziato un particolare ruolo per tale mediatore.
        

 
 

Anche nel postcondizionamento cardiaco il ruolo di p38MAPK è ancora controverso
24
 e, al 

contrario del chiaro ruolo di Akt sia nel pre che nel postcondizionamento, per p38MAPK non è 

ancora certa l’azione giocata al momento della riperfusione. Uno studio del 2006 su 

cardiomiociti di ratto in coltura
30
 attribuisce a p38MAPK un ruolo proapoptotico, mentre 

indica le chinasi Erk1/2 come modulatori della sopravvivenza cellulare dopo la riperfusione. 

Un altro studio sul cuore di coniglio isolato e perfuso riporta che l’inibizione con PD 98059 di 

Erk1/2 abolisce la riduzione della dimensione dell’infarto indotta dal postcondizionamento
31
. 

L’analisi dello stato di fosforilazione delle chinasi Erk1/2 in seguito a postcondizionamento 

con CGS21680 sarà uno dei prossimi obiettivi che si vorranno verificare nel progetto, insieme 

al ruolo di altri mediatori classici del precondizionamento quali le proteine chinasi C δ e ε  o il 

ruolo di nuovi potenziali mediatori del precondizionamento quali la fosfatasi PTEN
32
, che 

defosforila l’inositolo trifosfato antagonizzando l’effetto di PI3K, per poter definire con 

maggiore chiarezza la via di segnalamento che si attiva nel postcondizionamento. Si cercerà 

inoltre di testare il postcondizionamento su altri tipi di danno epatocitario allo scopo di 

estendere l’applicabilità clinica di tale fenomeno. 
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COMPETENZE ACQUISITE E ALTRE LINEE DI RICERCA  
 

 

In questo primo anno di dottorato mi sono inizialmente dedicata all’acquisizione delle 

conoscenze e delle tecniche per lo svolgimento delle attività di ricerca del gruppo in cui sono 

inserita: 

• Perfusione “in situ” del fegato di ratto con collagenasi 

• Colture cellulari 

• Western blotting 

• Fluorimetria 

• Citofluorimetria 

 

Oltre alla linea di ricerca da me personalmente seguita, di cui ho descritto sopra i risultati, ho  

contribuito allo sviluppo di altri progetti nell’ambito del precondizionamento epatico: 

1. Sviluppo di un modello di precondizionamento ritardato degli epatociti: attivazione 

della via di segnalamento coinvolgente i recettori A2a dell’adenosina, il fattore 

inducibile dall’ipossia HIF-1, l’anidrasi carbonica IX quali eventi chiave nella 

prevenzione dell’acidosi ipossica e dell’associato accumulo di Na
+ 
e nella induzione 

della tolleranza al danno ipossico. 

2.  Analisi dell’attivazione/aumentata espressione nel fegato precondizionato umano 

dei mediatori del precondizionamento identificati nei modelli sperimentali in 

correlazione con dati clinici e sierologici. 

3. Studio delle vie di segnalamento attivate su fegati di ratto sottoposti a 

precondizionamento “in vivo” e trapiantati. 

4. Ruolo della diacilglicerolo chinasi nello sviluppo del precondizionamento epatico. 
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