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Introduzione

Peroxisome proliferator activated receptor

| “peroxisome proliferator activated receptors” AAZ) sono una famiglia di recettori
ormonali nucleari implicati nella regolazione dektabolismo lipidico e glucidico; sono
anche coinvolti nel controllo di fenomeni infiammat che accompagnano ['evoluzione
dell'aterosclerosi (1-7). Il nome attribuito a qtieecettori deriva dalle osservazioni iniziali
con farmaci, quali i fibrati, che portavano, neditori, alla proliferazione dei perossisomi,
corpuscoli intracellulari adibiti all'ossidazionéari xenobiotici e degli acidi grassi.

Sono stati identificati tre tipi di recettox (3/d ey), ognuno codificato da un gene specifico e
con una differente distribuzione tessutale.

Il PPARa e espresso nel fegato, nel rene, nel cuore eesslitb adiposo bruno. | primi studi
negli anni 90 ne hanno evidenziato il ruolo fondantale nella regolazione dei geni coinvolti
nei processi metabolici cellulari comeflassidazione e larossidazione.

| pit importanti ligandi naturali del PPARsono il leucotriene B4 e alcuni metaboliti delle
prostaglandine come la dPGJ2, mentre i fibratiratytto gemfibrozil e fenofibrato, sono dei
ligandi sintetici (8).

Il recettore PPAR/d e ubiquitario, il suo ruolo & ancora poco chiana e noto che la sua
espressione é fondamentale durante I'embriogehkégandi naturali per il PPAR/S sono gli
eicosanoidi, e non esistono ancora ligandi sintetic

PPARy € presente in tre diverse isoforiyle y2 ey3 (lo stesso gene viene trascritto in tre
differenti mRNA). PPARL e espresso in tutte le cellule, PRRRe implicato nella
differenziazione degli adipociti, mentre non si @scono ancora in dettaglio la localizzazione
ed il ruolo del PPAR3 (2-5). | metaboliti dell'acido arachidonico (ad: éa dPGJ2 e alcuni
eicosanoidi) e le LDL ossidate costituiscono i pipali ligandi naturali del PPAR mentre
una nuova classe di antidiabetici, i tiazolidindjoa alcuni farmaci antinflammatori non
steroidei, agiscono da agonisti sintetici.

Una volta attivati, per l'interazione con i lorgéindi, i PPARSs eterodimerizzano con un altro
recettore nucleare, il recettore X dell’acido reito (RXR), e modulano la trascrizione
genica attraverso il legame con uno specifico etemeali risposta (PPRE) localizzato
nell'area di regolazione del gene, a monte delfeamdificante (Fig. 1) (1-8).
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Figura 1. Regolazione dei “peroxisome proliferatotivated receptors” (PPARS). Una volta attivaéidettori
PPARy eterodimerizzano con il recettore X dell’aciddrreico (RXR), e si legano ad una specifica sequenza
(PPRE) sul promotore del gene bersaglio, modula@tkirascriziongfocus.hms.harvard.edu)



Peroxisome proliferator activated receptor-y metabolismo lipidico e
glucidico, inflammazione e cancerogenesi

Basi molecolari.

L’attivazione di PPAR modula importanti processi fisiologici. Metabolisnglucidico e
lipidico, differenziazione e proliferazione celltda tono vascolare, adesione leucocitaria,
coagulazione, infiammazione ed immunita, sono alcma i piu importanti processi
controllati da PPAR

Da qui ne risulta che patologie come diabete, atdeoosi, inflammazione, trombosi, fino alla
cancerogenesi, possono essere modulate daglitattidaquesto recettore.

Anche se le azioni svolte dai PPARossono essere descritte separatamente, risulta pi
organico e piu vicino alla realta fisiologica calesiarle ed analizzarle assieme. Ad esempio, il
controllo del metabolismo glucidico e esplicatonpipalmente attraverso la modulazione di
quello lipidico, mentre l'effetto antidiabetico cphassivo dipende dalle azioni appena
menzionate associate agli effetti su vasi sangugniprocessi inflammatori, coagulatori ed
immunitari.

Da un punto di vista clinico generale, I'attivaztolei PPAR comporta una riduzione
significativa dell'incidenza delle malattie cardascolari. Tale effetto € esplicato grazie al
fatto che diversi fattori di rischio cardiovasc@ar (dislipidemia, ipertensione,
ipercoagulabilita, iperinsulinemia ed un basso grddinfiammazione) sono migliorati dalla
somministrazione degli attivatori dei PPARs. Siceonuesti stessi sintomi sono spesso
raggruppati nelle condizioni cliniche di insulinesistenza (1,2), descrivere i processi
associati a questa condizione permette di inquadgaan parte delle azioni svolte dagli
attivatori dei PPAR. Infatti, uno degli effetti piu importanti consegnti all’attivazione dei
PPARy e quello antidiabetico. | tiazolidindioni, ligandintetici dei PPAR erano gia noti
come agenti antidiabetici anni prima della clonagialei PPARs. La successiva scoperta dei
PPARs ha permesso di chiarirne il meccanismo dhez(8, 25-29).
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Figura 2: Meccanismo d’azione dei Tiazolidindiomiv{v.hosppract.com/issug&oldfine).
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La sperimentazione clinica con i tiazolidindioniiréziata nel 1997 con I'immissione sul

mercato americano del troglitazone, ritirato sussesnente dal commercio nel 2000 per
gravi episodi di tossicita epatica.

Dal 1999, in alcune nazioni, sono disponibili pso elinico, il rosiglitazone ed il pioglitazone

(30). Cio ha permesso di iniziare alcuni trialsidi utili per la comprensione della reale
efficacia di tali farmaci. In ragione della lorocemte disponibilita, tali sperimentazioni

mancano ancora di dati a lungo termine. D’altroteanonostante I'innumerevole massa di
dati sinora prodotti, molti aspetti del loro medsamo d’azione sono ancora poco conosciuti.

La somministrazione di tiazolidindionici miglioraa | sensibilita all'insulina, riduce la
glicemia, migliora i livelli di emoglobina glicosita, riduce la pressione sanguigna, i livelli
circolanti di acidi grassi e di trigliceridi, auntan’attivita fibrinolitica, migliora la funzione
endoteliale, riduce i processi inflammatori e ridditcspessimento dell'intima-media a livello
delle arterie carotidi (30,36). Tutto questo serctee geni direttamente coinvolti nel
metabolismo glucidico siano direttamente attivati.

| PPARy sono prevalentemente espressi a livello integtiaalel tessuto adiposo. Sono inoltre
presenti nelle cellule della parete vascolare: mithmacrofagi, endotelio, cellule muscolari
lisce (4).
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Figura 3: Organi bersaglio del PP\Rww.nurse.org/itemplateAuwerx et al.).

Il fatto che importanti organi bersaglio dellazeonnsulinica, come fegato e tessuto
muscolare scheletrico non presentino un conterhlioradante di PPAR suggerisce che gran
parte dell’azione antidiabetica deve esplicaraltn organi e solo di riflesso agire su questi.
Inoltre, il loro effetto a livello delle cellule Ha parete vascolare puo in parte spiegare alcuni
degli effetti metabolici osservati. Infatti, sebkedal punto di vista quantitativo, fegato,
tessuto muscolare scheletrico e tessuto adipogptesentino i bersagli principali dell'azione
dellinsulina, altri organi, come [lalbero vascaar appunto, possono modulare
qualitativamente tale azione (6,7,25).

Il riscontro, in condizioni di insulino-resistenzdi, alterazioni vascolari quali ridotto utilizzo
periferico di trigliceridi, ipertensione, ridottagacita vasorilassante endoteliale, propensione
all'aterosclerosi, conferma questa analisi (37).

-3-



Mentre gli attivatori del PPAfResplicano a livello del fegato gran parte dei leffetti grazie
alla trascrizione di geni connessi con il metalmtisossidativo lipidico, I'attivazione del
PPARy, in questa sede, modula solo indirettamente ibbwitsmo glucidico (28,38).

Analogo discorso e valido per il tessuto muscosateeletrico. Esperimeriti vitro non hanno
dimostrato un’azione diretta su geni coinvolti meétabolismo glucidico. Infatti, solo in
esperimentin vivo e solo tardivamente si sono dimostrati effetti ietli. In tali condizioni si
e, infatti, riscontrato un aumento della captazidnglucosio nelle cellule muscolari ed un
aumento del loro metabolismo (38-41).

Gran parte dell’effetto degli attivatori dei PPYAR di PPAR stesso si esplica a livello del
tessuto adiposo. Essi inducono la trascrizioneetti gn grado di indurre differenziazione
degli adipociti (42), di aumentare I'assorbimentéaecumulo dei lipidi circolanti, di inibire i
processi di lipolisi. Tra i geni attivati si possomicordare, I'acil-CoA-ossidasi (14), la
fosfoenol-piruvato-carbossi-chinasi (PEPCK) (43)Jisofosfolipasi (LPL) (11) e la proteina
di trasporto degli acidi grassi (FATP) (115). Lia¢tizione di tali geni comporta un aumento
della captazione e un accumulo di trigliceridi &elio cellulare. Conseguenza invece
dell'inibizione della lipolisi e la riduzione deg#cidi grassi liberi circolanti. Dato il ruolo
degli acidi grassi liberi nella genesi dei fenomdninsulino-resistenza, risulta evidente il
ruolo benefico che tale riduzione svolge (13,44).

Il tessuto adiposo € altresi una sede importantia peoduzione del fattore di necrosi
tumorale (TNF) (45,46). Questa citochina € in grado di indur isivitro che in vivo
insulino-resistenza. L’attivazione del PPYRduce la sintesi di TNé e concorre in questo
modo a migliorare la sensibilita insulinica (47).

Discorso analogo e valido per I'ormone “resistinafdotto sempre dal tessuto adiposo e per
la leptina, che modulano in senso negativo la béiaitessutale all'insulina (48,49).

Altro meccanismo recentemente dimostrato e I'effétisulino-sensibilizzante svolto dagli
aumentati livelli plasmatici di “adipocyte-relatesbmplement protein” (30), prodotto dal
tessuto adiposo, ed indotto dagli attivatori deARP (50-52).

La modulazione del metabolismo glucidico ad opesatizolidindioni avverrebbe quindi
non per attivazione diretta di geni connessi ctanizetabolismo, ma per azione indiretta: essi
agirebbero sul tessuto adiposo modulandone alcunzidni (metabolismo lipidico, livelli
circolanti di lipidi, citochine ed altro) le quadi loro volta regolerebbero I'insulino-sensibilita
a livello del fegato e del tessuto muscolare. léagsa di effetto antidiabetico osservato in
animali privi di tessuto adiposo confermerebbe tugmtesi (53).

Il diabete aumenta di quasi 5 volte il rischio aseterotico (54) ed e opinione ormai
consolidata che l'attivazione dei processi infiartomnasia coinvolta nella genesi del danno
aterosclerotico (5). L’attivazione del PPRAR stata dimostrata essere in grado di inibire la
sintesi di importanti citochine coinvolte in quegttocesso come I'lL-2, IL-6, 1L-8, TN#,
proteina C reattiva, citochine chemiotattiche peroinociti e proteine importanti nei processi
di invasione tissutale e nella rottura della plaataosclerotica come le metalloproteinasi, ed
in particolare la MMP-9 (34,55).

L’attivazione dei PPAR inibisce inoltre l'attivita di altri fattori di &scrizione importanti nei
processi inflammatori ed immunitari, come il sisteth NF-kB (Nuclear Factor-kB), di AP-1
(activator protein-1) e STAT (signal transducer antivator of transcription) (5,56,57).

Ricerche recenti hanno dimostrato la capacitatoieabri del PPAR di inibire I'espressione
degli antigeni del complesso maggiore di istocoibygad di classe Il nelle cellule presenti
nelle placche ateromasiche, condizionando coshdgssi immunitari in tale sede (58). Tutte
queste azioni, sommate a quelle sul tessuto adipmdofegato e sul tessuto muscolare
scheletrico, sarebbero responsabili dell'effettbdaabetico osservato.
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Il meccanismo attraverso cui i tiazolidindioni absano la pressione arteriosa, non € ancora
chiaro. Alcuni studiin vitro hanno dimostrato la capacita del rosiglitazoneidirre la
disfunzione endoteliale indotta dall'angiotensina (8,59), ma il preciso meccanismo
attraverso cui il farmaco esplica tale azione naro®. Una possibile spiegazione potrebbe
essere che l'aumentata attivita della fosfatidisitolo 3-chinasi (PI-3K), osservata dopo
somministrazione di tiazolidindioni, possa influanz [lattivita del recettore
dell'angiotensina. Quest'ultima &, infatti, conree$snzionalmente con I'attivita della PI-3K
(60).

Alcune vie metaboliche connesse con la traduziglesegnale insulinico potrebbero inoltre
essere coinvolte. Pur non essendo dimostrata wmaziliretta degli attivatori del PPAR
sull’espressione genica di tali proteine, in alcusistemi cellulari il rosiglitazone
aumenterebbe il trasporto intracellulare del gliwosaumentando ['espressione del
trasportatore GLUT4 (41) e attivando PI-3K, PDK¢hifasi fosfoinositolo-dipendente di
tipol), PKB/AKT (proteina chinasi B) e PKC-I (prata chinasi C) attraverso un aumento
dell'attivita di IRS-1, IRS-2 (substrati dei reawmitinsulinici) e dell’'ubiquitina Cbl (61).

E stata altresi dimostrata la capacita del rosigibe di attivare la proteina chinasi cAMP-
dipendente (PKA) (62). Va ribadito che molte di sgge modulazioni sono conseguenza
indiretta di altri processi. A causa del fatto apan parte dell’effetto degli attivatori del
PPARy si esplica attraverso la stimolazione della deppose dei lipidi plasmatici a livello del
tessuto adiposo, si osserva frequentemente un aordepeso nei pazienti trattati (63,64).
D’altro canto, poiché un aumento di peso riducsdasibilita all'insulina, le sperimentazioni
future a lungo termine dovranno chiarire il ristdtdinale dei tiazolidindioni nei confronti
della sensibilita insulinica. Sperimentazioni a dantermine dovranno inoltre escludere
definitivamente un’eventuale tossicita epatica diesii farmaci, gia individuata per |l
troglitazone.

Inoltre, la comparsa di edemi e tra gli effettilatérali osservati con I'uso di tali farmaci,
quindi va ponderato il loro uso in pazienti conrepenso cardiaco (63,64).

Infine & opportuno menzionare che la terapia carotidindioni comporta frequentemente
un’alterazione del quadro lipoproteico con aumetebcolesterolo LDL e HDL. Tale effetto
e stato osservato piu frequentemente con il rdaigine che non con il pioglitazone
(38,63,64).

Un ultimo importante aspetto della connession®BRAR e diabete, € che alcuni polimorfismi
genetici dei PPARs o di cofattori possano esserpalche modo connessi con la genesi del
diabete mellito di tipo 2. Questa ipotesi, basatiafatto che: alcuni polimorfismi sono stati
inizialmente trovati associati a condizioni clingchon differente sensibilita insulinica, che i
tiazolidindioni esplicano attivita antidiabeticaclee i geni connessi con la genesi del diabete
di tipo 2 sono collocati nello stesso segmento asemico in cui stanno i geni per il recettore
X dell’acido retinoico (cofattore con cui i PPAR®®dimerizzano prima di legarsi ai PPRE),
non ha avuto per ora una adeguata conferma (65-67).

Esistono dei ligandi naturali di PPARhe esplicano importanti effetti sia fisiologidas
fisiopatologici. Tra questi, meritano menzionePlaJ2 e soprattutto i componenti delle LDL
ossidate, il 9- e il 13-HODE (acido idrossioctadkenoico) (25). Questi ultimi svolgono una
funzione chiave nella genesi delle cellule schiwnadivello delle placche ateromasiche. |
macrofagi svolgono un ruolo rilevante nello svilopplell’aterosclerosi. Le lesioni
aterosclerotiche contengono un elevato numero ltileeschiumose fbam cells), derivanti
dai monociti circolanti che aderiscono all’endaieditivato e migrano nella parete arteriosa. |
monociti differenziati in macrofagi esprimono casieni degliscavenger receptor A, cosi
come altri recettori che medianouptake delle ox-LDL. SR-A e CD36, espressi sulla
superficie dei macrofagi, legano e internalizzanoolesterolo LDL. Mentre questi recettori
non vengono down-regolati da alti livelli di colestlo intracellulare, un massivo accumulo di
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colesterolo esterificato nei macrofagi porta ufiedénziamento degli stessifioam cells pro-
aterogene. Si induce, quindi, differenziazione @ns® adipocitico dei macrofagi ed un
ulteriore aumento della captazione e accumulopddili I lipidi ossidati presenti attivano il
PPARy con conseguente controllo della trascrizione geriicda notare che tra i geni attivati
ve ne sono alcuni che facilitano un’ulteriore etatrdi lipoproteine ossidate, come ad esempio
il recettore scavenger CD36 (16). Questo suggetiaceiolo pro-aterogeno del PPRRa si

e visto che il recettore promuove differenti effétt aterosclerosi. Infatti, I'effetto dovuto
allincremento dell'espressione di CD36 causatd'attivazione di PPAR, € contrastato
dalla riduzione dell’espressione di SR-A e dall'amo dell'attivita di altri recettori nucleari,
quali gli LXR che sono coinvolti nel trasporto imge del colesterolo attraverso ABCAL. Cio
dimostra anche un’azione anti-aterogena del RPAR

Inoltre, la capacita di PPARIi indurre differenziazione in alcuni sistemi cddlri, cosi come
la loro capacita di influenzare sopravvivenza datkel ed apoptosi, rendono gli attivatori del
PPARy dei potenziali farmaci antitumorali (57,68).

E stato dimostrato che i tiazolidindioni sono imdp di indurre differenziazione cellulare e
riduzione della crescita di alcuni tumori, speciafte quelli del colon (69,70). Ulteriori studi
SoNo necessari per appurarne appieno l'efficacia.

In questi 10 anni di studio dei PPARs e stato otiemn numero enorme di dati che talvolta
sono risultati contrastanti. E fuori discussioneogni modo che la scoperta dei PPARS ha
rappresentato e rappresenta tuttora una delle deqme interessanti del mondo della ricerca
degli ultimi anni.



Peroxisome proliferator activated receptor-y studi clinici.

L’'uso clinico dei tiazolidindioni € iniziata nel 99 con I'immissione sul mercato americano
del troglitazone, ritirato dal commercio nel 200€r gravi episodi di tossicita epatica. Negli
ultimi anni sono stati pubblicati i risultati di gtiro studi clinici pilota con il rosiglitazone ed
il pioglitazone (63,64,71,72), che dal 1999 sorgpdnibili per le terapie.

Raskin et al. (71) hanno valutato I'efficacia esieurezza del trattamento con rosiglitazone in
pazienti diabetici di tipo 2 non adeguatamente rodlati dalla sola terapia insulinica. Sono
stati studiati 319 pazienti diabetici trattati (2 settimane con placebo o con rosiglitazone 4
o 8 mg/die, in associazione al trattamento instdinill trattamento con rosiglitazone
migliorava significativamente il controllo glicenaic riduceva i valori di HbA1C di 1.2%,
nonostante una riduzione media del 12% della dosesdlina somministrata. | valori del
colesterolo HDL e il rapporto LDL/HDL non sono stawodificati.

Khan et al. (64) hanno valutato l'effetto di pidgione o rosiglitazone sul controllo
glicemico, sui livelli di lipidi circolanti e sul gso0, in pazienti precedentemente trattati con
troglitazone. Sono stati studiati 186 pazienti tatat per 4 mesi con pioglitazone o
rosiglitazone. Non si sono dimostrate differenzgniicative tra il controllo glicemico,
I'HbALC, il peso corporeo ottenuto con pioglitazmsiglitazone rispetto a quello ottenuto
precedentemente con troglitazone. Solo il profiidico & stato migliorato dal trattamento
con pioglitazone e il colesterolo plasmatico totakesultato ridotto del 20%.

Boyle et al. (63) hanno valutato le possibili diffieze tra il trattamento con rosiglitazone
rispetto a quello con pioglitazone, sul controll@gmico e sui valori di lipidi circolanti, in
pazienti diabetici di tipo 2. Sono stati analiz&0b pazienti in terapia per 6 mesi. Il controllo
glicemico é risultato identico con i due farmadi.ploglitazone ha dimostrato un profilo
terapeutico migliore, essendo in grado di diminutregliceridi e il colesterolo.

Gomez-Perez et al. (72) hanno studiato l'efficaeida sicurezza del trattamento con
rosiglitazone in combinazione con metformina 2.59di®gin pazienti diabetici di tipo 2: 116

pazienti sono stati trattati con rosiglitazone 2 mg/die o placebo piu metformina e valutati
dopo 26 settimane di terapia. Il rosiglitazone 2 mg/die riduceva i valori di HbA1C dello

0.7 e 1.2%, rispettivamente. | valori di peptidec@si come quelli dell'insulina plasmatica
erano diminuiti. | valori di colesterolo LDL e HDEkrano aumentati mentre il rapporto
LDL/HDL era rimasto inalterato.

E evidente che ulteriori studi sono necessari gere delle conclusioni definitive sul ruolo
degli agonisti PPAR nella prevenzione e terapia delle malattie cam@Bowlari. Sara
necessario seguire con la dovuta attenzione le firoazioni dei livelli di lipoproteine
plasmatiche indotte da questi farmaci, effetti pb&ebbero controbilanciare, in alcuni casi,
quelli positivi sulla glicemia



Scopo della Ricerca

In questo primo anno il progetto si proponeva dutaae I'espressione di PPAR la sua
modulazione in monociti e macrofagi di donatoriis#io scopo di identificare PPARome
un possibile ulteriore marker di rischio cardiow@ace, per poi continuare negli anni
successivi la valutazione dell'espressione di P{PitiRmonocito/macrofagi di pazienti,
fumatori e non, affetti da coronaropatia e/o diabet

Materiali e metodi

U937: linea tumorale umana con caratteristiche morgiwti Per la coltura di queste cellule é
stato utilizzato RPMI-1640 (Sigma) completo contérel0% FCS.

J774: linea tumorale murina con caratteristiche magiafse. Per la coltura di queste cellule
e stato utilizzato DMEM (Dulbecco’s Minimum EsseahtiMedium, Sigma) completo
contenente 10% FCS.

Isolamento monaciti: i monociti (M) sono stati isolati da sangue fresdi volontari sani
mediante procedura standard (sedimentazione cdrades centrifugazione su gradiente di
Ficoll-Paque) e purificati per adesione (2h, 378% CQ); i macrofagi (MDM: monocyte-
derived macrophages) sono stati preparati dai Mvedtil per 8-10 gg in RPMI-1640 completo
arricchito con FCS 20% e cambiato ogni 2-3 gg.

Immunoblotting: le cellule, incubate con 15d-PGJ2 (M) e con ciglitazone (5QM) per 6
ore in RPMI-1640, sono state lisate con un bufielisil contenente inibitori delle proteasi.
Stesse quantita di proteina totale, determinatizzdndo il dosaggio proteico Bradford, dopo
corsa elettroforetica e blotting, sono state intellsan I'anticorpo primario monoclonale anti-
PPARy (Santa Cruz Biotechnology), che riconosce il phpticarbossi-terminale del
PPARyumano (diluizione 1:500, overnight a 4°C). |l sedario anti-mouse é stato diluito
1:5000, e mantenuto per 1h a temperatura ambidblieimmunocomplessi sono stati
evidenziati con un metodo di intensificazione del@miluminescenza (ECL, Perkin Elmer)
seguito da due distinti metodi di lettura densitoroa: con autoradiografia e programma di
analisi dellimmagine (NIH Image 1.52) oppure tréanla lettura al Versadoc (BioRad),
strumento in grado di valutare la chemiluminescedr@&ttamente dalla membrana di
nitrocellulosa. Le bande relative a PPA&B-actina sono state quantificate e I'espressione di
PPARy e stata valutata come rapporto PRARactina per correggere la quantita di proteina
cellulare.

MTT: Al termine dell’esperimento il mezzo di colturss&ato rimosso e le cellule sono state
incubate 3 ore a 37°C in medium RPMI 1640 privocdiso fenolo contenente MTT [3;5-
dimetiltiazolo-2-i]-2,5-difeniltetrazolio bromuro, Sigma, 1 mg/mL)tdist si basa sull’attivita
delle deidrogenasi mitocondriali che, nelle cellil@li sono in grado di idrolizzare il sale di
tetrazolio a cristalli di formazano viola insolubih mezzi acquosi. Per solubilizzare tali
cristalli e stato utilizzato isopropanolo e lins#& della colorazione € stata letta allo
spettrofotometro alle lunghezze d’onda: 570-6304690




Esperimenti preliminari

Sono stati condotti, finora, esperimenti preliminan linee cellulari (J774 e U937), su
monociti e MDM isolati da sacche di sangue pemrferiornite dai laboratori del Servizio
Immuno-Trasfusionale (S.I.T.) dellOspedale SS itfairdi Borgomanero, nonché su M e
MDM isolati da sangue fresco di donatori sani (ftwnae non), reclutati in ambito

universitario.

grado di incrementare I'espressione di PRABNnza alterare la vitalita cellulare. Sulle U937 e
stato quindi effettuato un time-course incubandceléule in terreno al 5% di FCS con la 15d-

PGJ2 in concentrazioneyi.

PPARy 55 kDa B actina 44 kDa
P e e
ctrl 1t6h 24h 48h ctrl 1h 6h h248h

Espressione di PPAR yin U937
n=5

0,4
0,35 -
0,3
0,25 -
0,2 1
0,15 -
0,1
0,05 -

H
H
H

H

H

PPARy/ Bactina

P < 0,001

Figura 4: espressione della proteina PRARcellule U937, fatte differenziare a macrofagiubandole con
PMA (Forbolo 12-miristato, 13-acetato) (ill) per 12 ore e poi incubate per tempi diversi leoh5d-PGJ2. Il
valore di espressione della proteina & normalizeatoil valore di espressione di una proteinafdrirnento, la

B-actina.

In presenza di 15d-PGJ2, I'espressione di PPa&iRnenta in modo non tempo-dipendente
(figura 4): gia dopo la prima ora di incubazionehsi un aumento dell’espressione della
proteina che si mantiene pil 0 meno costante fileo2d ore successive, ma che diminuisce
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alle 48h. Questo potrebbe dipendere da una dimingdigponibilita dei recettori PPAR
attivabili o da una diminuita disponibilita dei ettori RXR.

Si é quindi passati a valutare I'espressione dmgttere PPAR in cellule umane durante il
differenziamento da monociti a macrofagi. Le cellglono state incubate in RPMI 1640
arricchite di FCS al 20%, dal primo giorno dopadlamento per 8-10 giorni, rinnovandolo
ogni 2-3 giorni.

Espressione di PPAR vy durante il differenziamento

n=9
0,7
0,6 *
T
05 1
(]
£
é 0,4 *
ey T
g 03 | * 1
a T
02 - 1
0,1
0
mono mono/macro macro
1gg 499 8-10 gg
* p<0,001

Figura 5: Effetto del differenziamento dei monoaitinacrofagi, sull’espressione di PPARilutato come
rapporto fra il valore dell'espressione del reaettdspetto al valore di espressione di una pratdirriferimento,

la B-actina.

Mentre si assiste ad un cambiamento morfologicle delllule che acquisiscono mano a mano
la conformazione di macrofagi, si € parallelameydservato un incremento dell'espressione
di PPARy(figura9 di circa il 30% nei monocitiimacrofagi al quarto ogio di
differenziamento, rispetto ai monociti del primammgio dopo l'isolamento, e dell80% nei
macrofagi pienamente differenziati all’ottavo giormispetto a quelli del quarto.

L’espressione basale di PPAR minima nei monociti (rapporto PPARactina = 0.23 +
0.04; n = 9), gia importante dopo 4 gg di diffeianzento (0.33 +0.03; n = 9) e assai
rilevante negli MDM (0.55 9.04; n =9; p < 0.01 vs M e M dopo 4 gg di diéieziamento).
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% d'incremento di PPAR yin monociti % d'incremento di PPAR yin monociti
1 gg trattati con i ligandi 4 gg trattati con i ligandi
300 250
g 2501 T 2 200 | -
@ 200 L 1’ g 150 | f T
§ 150 | € 100 -
e 100 1 £ 50
S 50 E ) :
0 w w macro4gg +15d-PGJ2 + ciglitazone
mono ctrl  + 15d-PGJ2 + ciglitazone ctrl

% d'incremento di PPAR yin MDM
trattati con i ligandi

400

300 -

200 - ]

% incremento

100 ——
L |

O T T
MDM ctrl +15d-PGJ2 + ciglitazone

Figura 6: Effetto della 15d-PGJ2 e del ciglitazen#'incremento dell’espressione di PPAR

Come dimostrato in figura 6, sia nei monociti cheglh MDM, I'espressione di PPARe
significativamente aumentata quando le cellule suneentate con 15d-P@J{5 uM, 6h) o
con ciglitazone (5@M, 6h).

Risultati preliminari (n=3) indicano che l'espremst di PPAR, sia basale che indotta,
aumentata di 2.5 — 3 volte nei fumatori sani, titgpai non fumatori.

Quindi si puo affermare che il recettore PRAR un’espressione basale nei monociti che
aumenta durante il differenziamento a macrofagipressione che viene modulata
positivamente dalla presenza dei ligandi naturalsietetici. Sara, quindi, sicuramente
interessante andare a valutare I'espressione ciettoee PPAR N pazienti con coronaropatie,
fumatori e non, e osservarne differenze eventisgetto ai donatori sani.

-
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