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INTRODUZIONE

Le tachichinine sono una famiglia di neuropeptidipgamente distribuiti nell’'organismo, e sono
coinvolte nella regolazione del tono muscolare,ladelocicezione, della risposta flogistico-
immunitaria etc. (Severini et al., 2002). Le tatimine, sostanza P (SP), neurochinina A (NKA) e
neurochinina B (NKB), presentano una struttura primanaloga nei mammiferi con una sequenza
pentapeptidica C-terminale comune (Phe-X-Gly-Leu-MHE,). Il loro nome sta per indicare
I'azione veloce con cui agiscono e le distingudedetinine ad azione lenta sulla muscolatura liscia
dette appunto bradichinine.

Specie Tachichinina Sequenza

Mammifero Sostanza P Arg-Pro-Lys-Pro-GIn-GIn-Ph@he-Gly-Leu-Met.NH2
Mammifero Neurochinina A His-Lys-Thr-Asp-Ser-Ph##al-Gly-Leu-Met.NH

Mammifero Neurochinina B Asp-Met-His-Asp-Phe-Ph¥al-Gly-Leu-Met.NH:
Ratto/Topo Emochinina-1 Arg-Ser-Arg-Thr-Arg-GIn-Phe-Tyr-Gly-Leu-Met.NH

Umana Emochinina-1  Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met.NH

Umana Endochinina C  Lys-Lys-Ala-Tyr-GIn-Leu-Glu-His-Thr-Phe-GIn-Gly-Lelieu.NHe
Umana Endochinina D  val-Gly-Ala-Tyr-GIn-Leu-Glu-His-Thr-Phe-GIn-Gly-Lelieu.NH

Le tachichinine di mammifero derivano da due gewppotachichininici comuni: il gene PPT-A
che codifica per SP e NKA, ed il gene PPT-B cheifmad per NKB. L'mRNA precursore
sintetizzato dal gene PPT-A pu0 a sua volta eggemessato alternativamente in tre diversi mRNA
(Nawa et al., 1984), indicati come, -, v-PPT mRNA. Dallt-PPT mRNA origina solo SP,
mentre dal - e y-PPT mRNA originano sia SP che NKA. Il significdimlogico dello splicing
alternativo di PPT-A non €& ancora ben chiaro, mabsa essere correlato con una diversa
espressione e distribuzione dei peptidi sintetizzaitdiversi tessuti (Nakanishi, 1987). La famagli
delle tachichinine & molto piu estesa e questiigepbno presenti in tutte le specie animali, dagli
invertebrati inferiori ai mammiferi (Severini et.,aR002). La loro distribuzione va dal sistema
nervoso centrale, dove agiscono come neurotrasameii neuromodulatori, a quello periferico,
dove regolano I'attivita di molteplici tipi cellula Nel sistema nervoso centrale la SP € in genere
co-sintetizzata, co-localizzata e co-secreta cobHKa\ raggiungendo concentrazioni dell’ordine
nanomolare nell’amigdala, nel nucleo caudato, ipeltalamo, nellasubstantianigra, nelle corna
dorsali del midollo spinale (Kanazawa and Jes4élV,6; Douglas et al., 1982). La NKB e stata
individuata nel bulbo olfattivo, in alcune regiooorticali, in diversi nuclei ipotalamici, nella
substantia nigranel nucleo caudato esterno (Kanazawa et al., ;1id@4chenthaler et al., 1992),
ma anche nel midollo spinale (Ogawa et al., 1985).

A livello periferico, la SP induce proliferazionafbcitaria (Payan et al., 1983), aumenta il rilasc
di immunoglobuline dalle cellule di linfoma B (Past et al., 1991), degranula i mastociti (Mousli
et al., 1989), modula l'attivita di eosinofili e uteofili (lwamoto et al., 1993; Brunelleschi et.al
1991), stimola i monociti a produrre anione supsidis (Brunelleschi et al., 1998) e a liberare
citochine inflammatorie tra cui interleuchina-1 {1, IL-6, IL-12 ed Tumor Necrosis Factor alfa
(TNF-a) (Lotz et al., 1988; Ho et al., 1996; Lavagnalet2001).

L'azione biologica delle tachichinine e mediatasgacifici recettori a proteine G, identificati come
NK1.3. Ognuna delle tre tachichinine presenta un’afiimtaggiore per un recettore specifico, pur
agendo a concentrazioni appropriate su tutti eltierdine di affinita del recettoré&NK; per le
tachichinine e il seguente: SP>NKA>NKB; per il rtdoee NK; e invece: NKA>NKB>>SP; mentre
per I'NK3 é: NKB>NKA>SP.



Studi di biologia molecolare e di farmacologia teamhale (utilizzo di agonisti ed antagonisti
selettivi) hanno permesso di caratterizzare idoettori. L' NK; € stato isolato e clonato da cervello

e ghiandole salivari di ratto, da polmone umana @k linea cellulare linfoblastica umana. L'NK

e stato isolato e clonato da Masu ed altri nel 1@88tomaco di bue e successivamente da stomaco
di ratto, da trachea e digiuno umani e dal genoint@pe. Infine I NK; € stato isolato da cervello di
ratto e successivamente anche umano.

A livello polmonare, NKA e un potente bronco-castrie, mentre SP induce soprattutto secrezione
di muco ed essudazione plasmatica; numerosi stairdentano I'efficacia di antagonisti selettivi
delle tachichinine in modelli animali di asma brbiae, ma meno nelluomo (Fahy et al., 1995;
Joobs et al., 1996; Lagente and Advenier, 1998)slaad Pauwels, 2001).

Le infezioni respiratorie sono associate ad auntidivalli di tachichinine nelle vie aeree (Tripes

al., 2000), nonché ad un aumento delle risposteagalalle tachichinine stesse (Saban et al., 1987;
Yamawaki et al., 1995), effetto, quest’ultimo, alroein parte dovuto ad una diminuita attivita
dell’endopeptidasi neutra, enzima chiave nella @égzione delle tachichinine (Dusser et al., 1989).
Un altro enzima importante nella degradazione dattbichinine)’Angiotensin Converting Enzyme
(ACE), viene rilasciato in maggiori quantita neifatori e in pazienti affetti da sarcoidosi (Hinman
et al., 1979). Inoltre, elevati livelli di SP somwesenti nei lavaggi bronco-alveolari (BAL) di
pazienti con fibrosi polmonare idiomatica o sarosid(Takeyama et al., 1996), cosi come
nell’espettorato indotto in pazienti asmatici o dowonchite cronica (Tomaki et al., 1995). E’ stato
inoltre dimostrato che il recettore NI€ altamente espresso nell’epitelio di soggetticdgine nei
fumatori (Chu et al., 2000). La sua rapida desmizazione € probabilmente dovuta alla
fosforilazione intracitoplasmatica dell'estremita -t€@minale (Helke et al.,1990) o alla
internalizzazione del recettore (Bowden et al., 4)98’espressione del gene per il recettore, &K
livello di mRNA) e stata trovata aumentata di guattolte in pazienti asmatici, di tre volte in
fumatori e di due volte in soggetti affetti da agione polmonare cronica (COPD) rispetto ad
individui non fumatori sani (Bai et al., 1995), &euore conferma del ruolo di NKA nella
broncocostrizione..

I macrofagi alveolari (AM), la popolazione cellidapredominate nei BAL, derivano in larga
misura da monociti circolanti: rappresentano unanip linea” di difesa contro gli agenti patogeni
inalati e giocano un ruolo importante nei proce$sgistico-immunitari locali che sottendono
svariate condizioni patologiche a livello polmona@tre a fagocitare il materiale corpuscolato,
gueste cellule, una volta attivate, liberano nspazio extracellulare enzimi lisosomiali, metalbolit
dell’acido arachidonico, citochine, radicali libedell’ossigeno etc. che contribuiscono a
determinare la risposta tissutale all’agente patogdrovandosi in un ambiente molto ricco di
ossigeno, gli AM presentano una attivita respitiatar riposo piu intensa di altri leucociti: circa 3
volte quella dei monociti e un ordine di grandeZmapiu rispetto ai granulociti neutrofili
(Brunelleschi et al., 1998). Il loro metabolismosiogtivo, variabile in base al loro stato di
attivazione, porta alla produzione di radicali fibelell’ossigeno, primo fra tutti, I'anione
superossido (). L'enzima chiave di questa via metabolica & lalNMMd-ossidasi, enzima in grado
di trasferire elettroni dal NADPH all’ossigeno moddare, con produzione di,O Precedenti
osservazioni del Laboratorio di Farmacologia docutiam@o che monociti e AM di donatore sano o
di paziente, cimentati in vitro con tachichinineépgucono significative quantita di radicali liberi
dell’ossigeno (Brunelleschi et al., 1996, 2000).

Inoltre, differenti osservazioni sperimentali, ¢ftate con utilizzo di antagonisti selettivi del
recettore NK (Pothoulakis et al., 1994; Stucchi et al., 2000 knock-out per questo recettore
(Bozic et al., 1996; Bhatia et al., 1998), dimastr&zhe il legame della SP al recettore;NKedia
risposte inflammatorie che coinvolgono, tra glrialil fattore nuclear&B (NF-kB) e MAP chinasi
(Lieb et al., 1997; Castagliuolo et al., 1997; kbtet al., 2000).



La presenza di recettori NKn monociti e macrofagi & stata dimostrata siateaddo gli effetti di
agonisti ed antagonisti selettivi su specifici paetri funzionali (Brunelleschi et al., 1998), sia
mediante tecniche di biologia molecolare e di bimita. Tecniche dibridazionein situ e di RT-

PCR sono state utilizzate per identificare 'mRNANK ; in monociti e macrofagi (Ho et al., 1996)
ma poco si sa della sua espressione a livelloatepra. La sua espressione come proteina é stata
dimostrata da Marriott e Bost (2000) e Simeonidiglte (2003) in cellule THP-1, una linea
cellulare murina di macrofagi peritoneali. Inolt&&meonidis et al. (2003) hanno evidenziato che
I'espressione del recettore Niq cellule THP-1 € aumentata dopo esposizioneLat3le TNF4,
effetto, quest’ultimo, in parte mediato dal fattalietrascrizione NFB, che lega il promotore del
gene NK, regolandolo.

Il fattore di trascrizione N&B € un importante regolatore della risposta imnauidt ed
inflammatoria nelle cellule di mammifero (Thanosakt 1995; Ghosh et al., 2002). E’ costituito da
cingue subunita: NkB1 (p105-p50), NF«B2 (p100-p52), RelA (p65), RelB e cRel, dove pl105 e
p100 sono i precursori di p50 e p52, rispettivamemutti questi fattori contengono una sequenza
omologa conservata, il “dominio di omologia Rel'HR), che contiene un dominio di legame per il
DNA, un dominio di dimerizzazione ed un segnaltdalizzazione nucleare.

Come noto, in assenza di stimoli adeguati, Ki-e localizzato, in forma inattiva, nel citoplasma,
ancorato ad una proteina inibitrice, IkB (di cuisezno differenti isoforme, tra cui IkB-e IkB
sono le meglio caratterizzate). MB- pu0 essere attivato da svariati stimoli, inclpsbdotti
batterici (LPS), proteine virali, citochine infianamorie, fattori di crescita, radiazioni, stress
ossidativi etc.
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I meccanismi molecolari coinvolti in tale attivaag sono meglio precisati nel caso di recettori di
membrana per le citochine, quali IL-1 e TNF-a. teve, la stimolazione di questi recettori innesca
una cascata di eventi che determinano I'attivazohiri&K (proteinchinasi specifica per le 1kB), che
fosforila  1kB a livello delle serine 32 e 36. Qteesfosforilazioni promuovono la
poliubiquitinazione di IkB e la sua rapida degradae. Liberato dall'inibitore, il dimero NF-kB
puo migrare nel nucleo dove, legandosi alle sueispgige sequenze di DNA, induce la trascrizione



di geni bersaglio (molti dei quali codificano peofeine importanti nella risposta inflammatoria).
Sono stati individuati piu di 150 geni regolatiM&-kB, tra cui alcuni che codificano per citochine,
chemochine, molecole di adesione e fattori di ¢t@sc

SCOPO DEL PROGETTO

Considerato il ruolo svolto dalla SP nel sistemapmatorio, nonché I'importanza dei
monocito/macrofagi, abbiamo deciso di verificarespressione del recettore NKei macrofagi
alveolari (AM) isolati da BAL di pazienti con diffenti affezioni polmonari e di confrontarla con
guella osservata nei volontari sani, fumatori e.non

Inoltre, ci siamo proposti di valutare la funziatealdel recettore NK1, misurando la produzione di
anione superossido fQpevocata,in vitro, dalla SP e da agonisti selettivi per il recetfdke, quali
[Sa’Met(0,)]SP e PrdSP, e di confrontarla con quella indotta da stirstdindard, ad es. forbolo
miristato acetato ( PMA), un potente attivatoreladg@rotein chinasi C, e I'endotossina batterica
LPS. Infine, considerato che EQunziona anche da regolatore di fattori di tragorig, ci siamo
proposti di valutare I'attivazione, o0 meno, detda¢ di trascrizione NkB.

MODELLI SPERIMENTALI E METODICHE

I modelli sperimentali utilizzati sono rappresentiti macrofagi alveolari (AM), isolati dal liquido
di lavaggio broncoalveolare (BAL) di pazienti dvatari sani, e da una linea macrofagica murina,
le cellule J774.A1.

| BAL sono stati effettuati presso la Divisione #isiopatologia Respiratoria dell’Azienda
Ospedaliera Maggiore della Carita di Novara, presoasenso informato del paziente. Il BAL (di
norma, 60 — 80 ml) viene filtrato attraverso duatstdi garza sterile e centrifugato per sedimentar
le cellule. Il “pellet” viene poi lavato due volie tampone fosfato (PBS), risospeso in RPMI 1640
addizionato di siero al 5% e piastrato. Dopo aigedi adesione a 37°C in atmosfera umidificata al
5% CQ, le cellule non adese (per lo piu linfociti) vengoeliminate, e gli AM adesi utilizzati per
gli esperimenti. Data la scarsita dei campioniratte alcuni esperimenti sono stati effettuati su
macrofagi ottenuti per differenziamento dai mornig@tDM: monocyte-derived macrophages) di
donatore sano o di paziente, secondo una procesipgamentale largamente utilizzata nel
laboratorio di Farmacologia.

La valutazione dell’espressione del recettore ;NK stata condotta con metodologie di
immunoblotting e immunofluorescenza, utilizzando amticorpo policlonale commerciale (Santa
Cruz), che riconosce la regione C-terminale det¢ttece. Gli esperimenti di Western blotting sono
condotti su estratti proteici totali di AM e di kde J774.A1: I'anticorpo utilizzato, in accordo a
quanto dichiarato dalla casa produttrice, riconaswebanda da 68 kDa.

La produzione di anione superossideJOvalutata spettrofotometricamente a 550 nm misioa

la riduzione superossido-dismutasi (SOD) sensitéé citocromo C presente nel “medium” di
incubazione, & stata espressa in nmoli di citoordnridotto/16 cellule/30 min., usando un
coefficiente di estinzione di 2.1 x1® min™ (Brunelleschi et al., 1998). Per evitare intexfera
nella lettura spettrofotometrica, gli esperimemigono condotti in RPMI 1640 senza rosso fenolo.
Infine la valutazione del fattore NEB attivato e, quindi, traslocato nel nucleo viermdotta
mediante “electrophoretic mobility shift assay” (BM) utilizzando I'oligonucleotideconsensus
per NFKB e gli estratti nucleari delle cellule opportunanteestimolate.



RISULTATI E DISCUSSIONE

Abbiamo valutato I'espressione del recettore;Sl&a nella linea macrofagica murina (J774.A1) che
negli AM isolati da pazienti affetti da varie paigle polmonari e da donatori sani, fumatori e non.
Come riportato in Fig. 1, gli esperimenti di Westélotting effettuati con I'anticorpo policlonale
anti-NK1 commerciale, rivelano tre bande, a 68 kB@&,e 42 kDa. Secondo le indicazioni della
Ditta produttrice, I'anticorpo da noi utilizzatacanosce una proteina di circa 68 kDa. Come noto
dalla letteratura, i recettori NK1 presentano défi siti per acetilazione e fosforilazione e mrgs
essere presenti come forme tronche (Li et al., 1P8ge e Bell, 2002; Caberlotto et al., 2003). Nei
nostri esperimenti, si puo osservare una banda pngéno marcata a circa 68 kDa, per il recettore
NK; (come indicato dalla Ditta produttrice) e due i 0 meno espresse, di 53 kDa e 42 kDa .
Va inoltre ricordato che, utilizzando anticorpi neafonali non commerciali, differenti gruppi
hanno identificato, in differenti tessuti, umaman, una proteina di 46 kDa (nello stomaco umano:
Smith et al., 2000), di 53 kDa (nelle cellule THPdha linea monocito/macrofagica; Simeonidis et
al., 2003) o di 42 kDa (nei macrofagi peritoneaiirmi; Marriott e Bost, 2000). Pur con tutte le
cautele del caso e in attesa di verificare il data utilizzo di un anticorpo monoclonale (non
commerciale, in arrivo), queste osservazioni cilz@mo indicative della presenza di recettori NK1
(valutati come proteina — il dato non é presentietiteratura) nei AM. Inoltre, la banda a 68 kDa é
decisamente piu intensa nei fumatori, rispettaai fumatori, ed & particolarmente presente nei
fumatori con cancro (Figura 1). Questo suggeriseel'espressione del recettore NK1 possa essere
potenziata dal fumo di sigaretta..
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Fig. 1: Western blotting anti-NiR su estratti proteici totali di AM da pazienti fatari (F) e non
fumatori (NF) e da pazienti con differenti patolegespiratorie.

Nelle cellule di linea J774.A1 sono state riscaeti@tre alla banda a 68 kDa altre due bande una a
53 kDa ed una a 45 KDa. Tali osservazioni son@@oalo con quanto osservato da altri autori, che



La presenza del recettore €& stata indagata natlea licellulare J774.A1 anche mediante
immunofluorescenza, con utilizzo dello stessocantio impiegato in Western blotting. Questi
esperimenti dimostrano che il recettore NK1 é pevamente localizzato a livello della membrana
cellulare. L’analisi funzionale del recettore étattatta valutando la capacita della SP e di agjonis
selettivi del recettore NKdi indurre la produzione di anione superossido M Arovenienti da
pazienti fumatori e non fumatori

A) B)
AMS FUMATORI AMS NON FUMATORI
3,5 7
3.2 —e—SP —e—SP
3 1 —o—Sar 9 31 |——sar9
2 —&—Pro 9 s 55| |®Pro9
o = s ’
- ¥
O e © -
o E g g 2
5 2 521,51
g < g
5 3 1
0,5 ~
: ¢
0 T T 1 O Er_ T 1
0,001 0,1 10 1000 0,001 0,1 10 1000
[sostanza] nM [sostanza] nM
n=4
<) D)
AMS FUMATORI AMS FUMATORI
4 - —e—SP 4 -
—e—Sar 9
3,5 - —o0—+CP 96,345 10-9 M 3,5 4 LCP 96345 10-9 M
8 o 3 N
£ °
iz 5 3
0% o &
o = £ =
o o
o = E
S £ s =
s~ =
0 T T )
0,001 0,1 10 1000 0,001 0,1 10 1000
[SP] nM [Sar9] nM
n=4

Fig. 2: A) eB): Produzione di @ in AM stimolati di soggetti fumatori e non fumagtor
C) eD): Produzione di @ in AM di fumatori: effetto dell’antagonista specd per NKR



Come riportato nella Figura 2, la SP induce, in iexan dose-dipendente (1b- 10° M), la
produzione di @, sia nei fumatori che nei non fumatori, una piavata produzione essendo
osservata nei fumatori. Come ampiamente documeirtdtiteratura, AM di fumatori producono
spontaneamente elevate quantita glii€rca 13 nmoli citocromo C ridotto /@M) rispetto ai non
fumatori (circa 0.8 nmoli citocromo C ridotto FLAM): questi valori di produzione basale sono
stati sottratti da tutte le determinazioni conagiinoli. Gli agonisti selettivi NK, [SarMet(O,)*]SP

e PrdSP, nell'intervallo di concentrazione 10 10° M, pur meno potenti di SP, inducono un
significativo “burst” respiratorio, sia nel fumagche nel non fumatore (Figura 2, A e B). Inoltre,
gli effetti della SP e degli agonisti selettivi ocompetitivamente antagonizzati da CP 96,345, qui
utilizzato alla concentrazione di 1 nM, antagongbettivo non peptidico del recettore Nfkigura
2,CeD).

Infine é stato valutata, mediante EMSA, la capaiitita SP e dell’agonista selettivo N#i indurre

la traslocazione nucleare del fattore KiB- @
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Fig. 3: EMSA diNF-«B nucleare in lisati nucleari di MDM trattati con dérenti stimoli e con
'antagonista CP 96,345.

In questi esperimenti, che richiedono un elevatmeno di cellule (circa 5 x £@per campione),



abbiamo utilizzato MDM e non AM, per il fatto cinen abbiamo avuto sufficiente materiale per
farlo. In ogni caso gli MDM, in guanto anch’essi enafagi derivanti da monociti circolanti,
dovrebbero mimare quanto accade negli AM.

Come si pud osservare nella Figura 3, il PMAljaztaito a 1M come stimolo di riferimento
(essendo la sua capacita di indurre l'attivaziondg-kB assai ben documentata in differenti
modelli cellulari), induce una importante trasloiome nucleare del fattore NF-kB. La SP, qui
utilizzata a 10M, si dimostra ancora pill efficace di PMA. L'agdaiselettivo del recettore NK
riproduce gli effetti della SP. La capacita deltagonista selettivo CP96,345 di revertire
I'attivazione del fattore NF-kB indotta da SP (FigwB) rappresenta una ulteriore conferma del
fatto che, a livello macrofagico, le azioni dellB Sono mediate dalla sua interazione con recettori
NK1.
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