ABSTRACT

Leptin is involved in the lung epithelial homeossadts role in the nasal tract is
largely unknown. Allergic rhinitis (AR) is inducelly the allergen exposure
leading to a consequential structural abnormalitigbe nasal epithelium. Topical
corticosteroids are recommended as first-line thera AR. Parietaria pollen is
one of the most important allergenic sources insttvgthern Europdn vitro on

human nasal epithelial cell line RPMI 2650, we aime determine whether
allergen stimulation acts on leptin/leptin receppathway and how Fluticasone
Furoate (FF) influences this pathway. The effetthe major allergen rPar j 1, of
FF, of leptin and ofTGFS; on cell proliferation and on leptin/leptin recepto
expression and modulation (by clonogenic test, by-gRRT-PCR, by

immunocytochemistry and by flow-cytometry, respesly) and on STAT-3

activation (assessing nuclear translocation by evestblot analysis) were
assessed. We found thaPajl and TGFp; significantly decreased cell
proliferation and down-regulated the leptin/lepeeptor pathway whereas leptin
and FF reverted them, alone and together combk@athermore, rPar j 1 reduces
while leptin and FF increases STAT-3 activationcémclusion, leptin and FF are
able to preserve nasal epithelial homeostasis riegtthe leptin/leptin receptor

pathway altered by rParj 1 exposure.



1. INTRODUZIONE

Nell'ultimo decennio, nei paesi industrializzati & verificato un rapido
incremento di prevalenza di patologie allergichaitg ed asma) e dell'obesita.
Diversi studi sperimentali dimostrano una stretierelazione tra rinite allergica,
asma e obesita grazie ad un modello inflammatanoune. Infatti, 'aumento del
tessuto adiposo potrebbe determinare una condiziofiemmatoria tale da
influenzare anche la fisiologica funzionalita delle aeree, peggiorando una
malattia allergica preesistente o stimolando I'ezane di una sensibilizzazione
a una forma di allergia respiratoria (Ciprandi Gale2011).

L’aumento dell’indice di massa corporea, potrebbedninare cambiamenti nella
meccanica delle vie aeree e nell’inflammazionesgigta.

Nel soggetto obeso si riscontrano nel circolo seymguuna serie di mediatori,
conosciuti come adipochine, che possono indurrestatm di infammazione in
organi distanti dal tessuto adiposo. Tra questergone la leptina, con funzione
prevalentemente inflammatoria e I'adiponectina, éonzione prevalentemente
anti-inflammatoria. In particolare, € stato dimasir che nelllasma queste
adipochine rilasciano fattori chemio tattici petlge infammatorie, oltre ad altri
mediatori, inclusi il TNFe (Tumor Necrosis Factor alphal’lL-6 (Interleuchina

6) e I'lL-10 (Shore SA, et al, 2008; 2006).

La leptina, considerata all'inizio della sua scoperome I'ormone “anti-obesita”,
il cui ruolo principale era quello di segnalarestato nutrizionale all'ipotalamo,

inducendo il senso di sazieta, nel corso degli ,aattraverso molteplici studi



sperimentali, & stata rivalutata come una molega&otropica in grado di
svolgere funzioni regolatorie in diversi organiigtemi (Matarese G, et al, 2010).
Nellapparato respiratorio, € coinvolta nella maiibne dello sviluppo
polmonare ed €& considerata un marcatore fisiologicanaturita polmonare
(Vernooy JH, et al, 2013); regola l'omeostasi e riparazione tissutale
dell’epitelio bronchiale (Goren |, et al, 2003; BwA, et al, 2005; Bruno A, et al,
2009; Bruno A, et al, 2011); ed é coinvolta neigassi inflammatori a carico
delle vie aeree superiori (Taildeman J, et al, 20P@rtanto la leptina svolge un
ruolo chiave nei processi patologici a carico dall® e basse vie respiratorie
come broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPC®@)r{B A, et al, 2005), asma
bronchiale (Bruno A, et al, 2009), poliposi nagdlaildeman J, et al, 2010; Song

SY, et al, 2010) e adenocarcinoma polmonare (BAjret al, 2011).

In particolare e stato identificato il ruolo delleptina nel mantenimento
dellomeostasi e della proliferazione epiteliale ofwhiale. Infatti, studi
sperimentali caso-controllo condo#ix-vivo su biopsie bronchiali di pazienti
affetti da BPCO (Bruno A, et al, 2005) e da asmaadie entita (Bruno A, et al,
2009) dimostrano che il pathway leptina/leptinaettmre € diminuito nell’epitelio
di questi pazienti rispetto alle categorie controlNell’epitelio del paziente
asmatico, lI'espressione sia della leptina che del ecettore si ripristina in
presenza del trattamento farmacologico con coticogli ed € inversamente
correlato con la presenza di marker del rimodell@méTransforming Growth

Factor beta- TGF-£; e spessore della lamina basale) (Bruno A, et &9R0



La relazione fra asma e rinite allergica neglimitanni € diventata sempre piu
evidente. Si ritiene che il 20-50% dei pazienti conite allergica hanno I'asma e
oltre I'BO % dei pazienti con I'asma hanno ringpesso non diagnosticata e non
trattata (Bousquet J, et al, 2012). Queste duelquasp presentano similitudini
anatomiche, fisiologiche, immunopatologiche, fisitqdogiche e terapeutiche.

E’ stato inoltre dimostrato che I'infiammazione al@se bronchiale si influenzano
a vicenda attraverso un effetto sistemico (Bradms®l, et. Al 2003). Per tutte
queste ragioni, € stato coniato il termingnited Airway DiseaségUAD) per
sottolineare la presenza di una continuita fraoicpssi patologici a carico delle
alte (naso e seni paranasali) e delle basse (almenmachiale) vie respiratorie

(Passalacqua G, et al, 2001).

Sebbene la relazione fra patologie allergiche exbitdn, asma e leptina e fra asma
e rinite siano note, resta inesplorato il ruoldalidptina nella rinite allergica.
Attualmente, recenti studi sperimentali dimostréa@resenza della leptina e del
suo recettore nelle cavita nasali, sia nella mucespiratoria (Taildeman J, et al,
2010) che in quella olfattiva (Lacroix MC, et aD14) suggerendo un possibile
ruolo di questa adipochina nei processi patologicarico delle prime vie aeree.
Tuttavia, ad oggi risulta ancora inesplorato il loudella leptina nell’epitelio

nasale dei soggetti affetti da rinite allergica.

Obiettivo di questo studio sperimentale e statdlgud dimostrare un possibile
ruolo del pathway leptina/leptina recettore sullemstasi dell’epitelio nasale

umano.



1.1 Laleptina

Identificata per la prima volta nel 1994,
seguito di clonazioni posizionali, come
prodotto del gene ob localizzato sul

cromosoma 6 di topo, la leptina (dal Gre:

“Mmtoc” che significa “magro”) funziona
principalmente da molecola segnale che, in rela&zairdepositi di grasso ed allo
stato nutrizionale dell’organismo, limita a liveld@ntrale I'assunzione di cibo ed
aumenta a livello periferico il dispendio energetisvolgendo quindi un ruolo
chiave nel mantenimento di un peso corporeo stalliigéazioni genetiche nella
espressione di tale proteina o del suo recettdezrdaano I'insorgenza di obesita
ed infertilita nei roditorob/ob(Zhang Y, et al, 1994).

La leptina dei mammiferi € un ormone proteico di7 l&minoacidi con una
sequenza segnale secretoria di 21 aminoacidi.dstottazione della leptina verso
I'esterno della cellula € mediata dal taglio prétem della sequenza segnale e
dalla successiva immissione nel circolo sanguiggitagroteina (Zhang Y, et al,

1994; Considine RV, et al, 199 igura 1).
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La leptina circola nel plasma come peptide liberassociato ad altre proteine
plasmatiche, o legato alla forma solubile del seettore (Horn R, et al, 1996;
Houseknecht KL, et al, 1996).

Nelluomo la leptina e prodotta dal geoe localizzato sul cromosoma 7g31.3
costituito da tre esoni e due introni. Viene secmincipalmente dagli adipociti

del tessuto adiposo bianco (Zhang Y, et al, 199%fféilM, et al, 1995; Leroy P, et
al, 1996; Friedman JM, et al, 1998; Ahima RS, eRaD0) svolgendo il ruolo di

molecola segnale nel controllo neuroendocrino @al$unzione di cibo. La leptina
infatti insieme all'isulina e in grado di stimolareircuiti ipotalamici responsabili

del bilancio trafood intakee dellenergy expendituré§Wauman J, et al, 2011)

(Figura 2).
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Figura 2: Controllo neuroendocrino dell assunzione di albgoarte della leptin

Nelluomo la leptina € prodotta dalla mucosa gaat(iMix H, et al, 2000)dalle
cellule dell’epitelio intestinale (Barrenetxe J,agt2002), dal colon (Sitaraman S,

et al, 2004), dalla placenta (Masuzaki H, et a@7)9dall’epitelio della ghiandola



mammaria (Smith-Kirwin SM, et al, 1998), dal muscsktheletrico (Ur E, et al,
2002), dall'ipotalamo (Morash B, et al, 1999), dadfisi (Jin L, et al, 2000),
dall'osso (Reseland JE, et al, 2001), dal mido#isem (Laharrague P, et al, 1998),
dalle cellule epiteliali bronchiali (Bruno A, et &011), dagli pneumaociti di tipo Il
(Vernooy JH, et al, 2009), dai lipofibroblasti (Hay JS, et al, 2002).

La struttura terziaria della leptina, é caratteatazda ureft twisted helical bundle
formato da 2 coppie dia-eliche antiparallele stabilizzate da un unico pont
disolfuro tra le porzioniC-terminali delle eliche. Struttura di questo tipo e
caratteristica comune alleitochine di classe | a catena lungaome:
I'interleuchina (IL)-6, I'lL-11, I'IL-12, il LIF) (Taga T, et al, 1997Fgura 3).

Inoltre, & stato dimostrato, che il ponte disolfuche coinvolge due residui di
cisteina (Cys96 e Cys146) del C-terminale delldin@pe la parte iniziale di uno
degli anelli, e fondamentale per la formazione aeliorretta struttura
tridimensionale della proteina oltre che per ildeg al recettore. La mutazione di
uno dei due residui di cisteina rende infatti l@atpina biologicamente inattiva

(Prolo P, et al, 1998).

Figura 3:
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Gli effetti biologici della leptina sono mediati dgpecifici recettori localizzati
sulle membrane citoplasmatiche delle cellule degjani bersaglio.
Il recettore della leptina € espresso nei tessrifgici e nelle cellule compreso:
polmone, rene, ghiandola surrenale, precursoriededlllule ematopoietiche e
midollo osseo, neutrofili, monociti, e linfociti TFantuzzi G, et al, 2000).
Nellapparato respiratorio, il recettore della lept € stato individuato: nelle
cellule epiteliali bronchiali (Bruno A, et al, 2002009; 2011); nelle cellule
muscolari lisce (Nair P, et al, 2008); netiellule epiteliali alveolari, compresi gli
pneumocitidi tipo Il (Tsuchiya T, et al, 1999; Vernooy JH, @t 2009); nella
mucosa nasale di pazienti sani e affetti da polipasale (Taildeman J, et al,
2010); nella mucosa olfattiva (Lacroix MC, et a12). Il recettore della leptina
(Ob/R) é stato isolato come prodotto del gelte(Tartaglia LA, et al, 1995).
Questo recettore consta di un singolo motivo trambrana che presenta una
stretta omologia con alcuni recettori delle citoeéhidi classe | come la
componente gp-130 del recettore dell’lL-6. Sonoen6t diverse isoforme del
recettore della leptina ottenute glicing alternativo del gendb (Lee GH, et al,
1996): Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, i
- G0 GD B B N
Ob-Re, Ob-Rf. ES-c B 5 B B8 &8
In base alla lunghezza del domini &= &% &9 =9 &8 @9
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isoforma solubile (OB-ReHgura 4).

Figura 4: rappresentazione schema
dele diverse isoforme del recett
della leptina.



Tutte le isoforme hanno in comune uno dominio edilalare di oltre 800
amminoacidi e un dominio transmembrana di 34 anuidbad eccezione della
forma solubile che é formata dal solo dominio ecetlare e costituisce il
carrier della leptina circolante.

Le isoforme brevi e lisoforma lunga condividonopiimi 29 aminoacidi del
dominio intracellulare, definitdbox], tale dominio, ricco in prolina, € necessario
per linterazione e l'attivazione con le tirosinimasi JAKs (anus Kinasge
L’isoforma lunga, possiede altre due sequenzedelidari consensdyox 2e box

3 responsabili dell'attivazione della principale vt trasduzione del segnale
mediato dalla leptina, la VilAK/STAT(Baumann H, et al, 1996; Bahrenberg G, et
al, 2002; Pathak RR, et al, 2013). L’isoforma lungapressa a livelli elevati
nell'ipotalamo, ma anche a livello periferico neftdlza, nelle cellule CD34 nei
linfociti CD4" e CD8, nelle piastrine, nelle cellule endoteliali, nehe, nelle
cellule B del pancreas, negli adipociti bianchi e bruni, Inegterociti, nella
ghiandola mammaria (durante la gravidanza e lallaénto) e nella placenta e
polmone (Jensen MD, et al, 1999) é stata consalepar lungo tempo, I'unica
variante funzionalmente attiva. Recentemente, te siianostrato che le isoforme
brevi, predominanti nei tessuti periferici, nonoggamanchino di una parte del
dominio intracellulare, sono in grado di trasdutreegnale mediato dalla leptina
(Russo VC, et al, 2004; Cirillo D, et al, 2008; Wsan J, et al, 2011). La leptina
infatti € in grado di attivare dei pathway altetmatome quello delle MAPKs
(Mitogen-Activated Protein Kinayee del PI3K Phosphoinositide 3- kinases

(Wauman J, et al, 2011).



La via di trasduziond AK/STATcomprende quattro tirosine chinasi JAKar{us
Kinase e sette fattori di trascrizione STATSignal transducer and activators of
trascription) i quali sono regolati dalla fosforilazione in spei residui di serina
e tirosina. In assenza del legame tra la leptind gdo recettore, quest’ultimo si
presenta come un omodimero non funzionale. La feiona di un dimero, in
seguito all'interazione con la leptina, e fondamaéntper I'attivazione delle
diverse vie di trasduzione del segnale. Infattarglo la leptina interagisce con il
suo recettore, causa un cambiamento conformazialehleecettore che espone |l
dominio di legame per la tirosinchinasi JAK2 che lsga al recettore, si
autofosforila e fosforila il recettore su due resitirosinici essenziali: Y985 e
Y1138. Alla tirosina fosforilata in posizione 1138 lega STAT3 che viene
fosforilato da JAK2, dimerizza, trasloca nel nuckewa ad attivare I'espressione
di numerosi geni deputati alla regolazione di dtascdifferenziazione,
proliferazione, sopravvivenza e apoptosi celluladda tirosina fosforilata in
posizione 985 si lega la tirosin fosfatasi SHP2 eHesforilata da JAK2 e va ad
attivare la via di segnale delle MAP chinasi atm®o ['attivazione di Ras
(Bjorbaek C, et al, 2001). Inoltre STAT3 nel nuclemluce la trascrizione di
STAT stesso e delle SOCSSuppressor of Cytokine Signaling Protgjngna
famiglia di regolatori afeedbacknegativo, indotti da segnali citochinici. Le
SOCSS3, legandosi al sito di fosforilazione del texe sulla tirosina in posizione
1138, inibiscono la trasmissione del segnale mediatla leptina tramite la via
JAK/STAT(Bjorbak C, et al, 2000) controllando un eccesstimolazione che
potrebbe portare ad un’attivazione inappropriata SIAS ed ad un suo

conseguente comportamento da oncogEigei(a 5).
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Figura 5: rappresentazione schematica delle due princimlili trasduzione del segnale
attivate dal pathway leptina/ leptina recettore FoiB.

La leptina, sin dalla sua scoperta e stata oggkttaumerosi studi sperimentali
che dimostrano la presenza del pathway leptinagihkepecettore in diversi organi

e sistemi come polmone, sistema inflammatorio edhumtario. Le diverse
evidenze sperimentali attribuiscono a questa adiipacun ruolo proliferativo,
anti-apoptotico, e di mantenimento dellomeost&siutale.

In un recente studio sperimentale sugli effetti flaonoide apigenina sul
pathway leptina/leptina recettore in cellule di magarcinoma polmonare umano
(A549), e stato dimostratin vitro che da un lato la leptina, se associata
all'apigenina come stimolo in coltura ne potentiauolo anti-proliferativo e pro-
apoptotico, anche in presenza del liquido pleuridio pazienti affetti da

adenocarcinoma polmonare, dall’altro la leptin@®sente come unico stimolo in

11



coltura svolge un ruolo proliferativo su questaeéincellulare (Bruno A, et al,
2011).

Diversi studi sperimentali sottolineano il ruolafierativo di questa adipochina,
infatti la leptina promuove anche la crescita dilube vascolari endoteliali
(Bouloumie A, et al, 1998; Parck HJ, et al, 20@E}Jule muscolari (Oda A, et al,
2001), cellule neoplastiche del colon (Zou H, et1#97; Hardwick JC, et al,
2001), e della mammella (Dieudonne MN, et al, 200&;d K, et al, 2002) e
cellule epiteliali bronchiali (Bruno A, et al, 2009n cellule normali e tumorali
infatti la leptina € in grado di promuovere prai#ggione, crescita e migrazione
cellulare, insieme a meccanismi di neo-angiogersgjgerendo un’azione pro-
cancerogena di questa adipochina (SomasundaaP2602).

Negli ultimi anni, l'interesse dei ricercatori sulolo svolto dalla leptina sul
sistema respiratorio € cresciuto in maniera espoaken Infatti, numerosi sono gli
studi sperimentali che hanno dimostrano il ruold pathway leptina/leptina
recettore sui vari disordini delle alte e bassergspiratorie. In particolare, studi
sperimentali condottex-vivo su biopsie bronchiali di pazienti affetti da BPCO
(Bruno A, et al, 2005) o da asma severo di varize(Bruno A, et al, 2009) e
soggetti controllo, dimostrano che il pathway Ieatieptina recettore € diminuito
nell’epitelio dei pazienti rispetto ai soggetti tatio. Nell’epitelio del soggetto
asmatico, I'espressione sia della leptina che delrecettore é ridotta, mentre si
ripristina in presenza del trattamento farmacologion il Fluticasone Propionato,
suggerendo un ruolo protettivo del pathway lepkamdina recettore nel

mantenimento dell’'omeostasi dell’epitelio broncki@Bruno A, et al, 2009).
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A supportare ulteriormente questa ipotesi, nellessd studio sperimentale, e
I'espressione del pathway leptina/leptina recettdre correla inversamente con
I'espressione della citochina fibrogenid&FS (Transforming Growth Factor
betg. Il TGRS esiste in tre isoforme pleiotropiche differentiGFSs:;, TGRS,
TGFp3) ognhuna delle quali svolge un ruolo importantd’inémmazione, nella
crescita cellulare e nel differenziamento cellulaféell’ asma bronchiale
I'espressione delfGFp; e correlata ad un rimodellamento ed ispessimeeltia d
lamina basale. Infatti, I'espressione epiteliald T&FS; aumenta in maniera
significativa in pazienti asmatici rispetto a satjgeontrollo (Vignola AM, et al,
1997), nei quali invece la sua espressione si eidignificativamente in seguito al
trattamento con i corticosteroidi (Profita M, et 2004).In vitro, su cellule
epiteliali bronchiali (16 HBE) é stato dimostrateedl TGFf, riduce I'espressione
del recettore della leptina e la leptina riduceildscio spontaneo delGFS,
supportando ulteriormente I ipotesi di un possiliolo protettivo del pathway
leptina/leptina recettore nel mantenimento dell’ostasi dell’epitelio bronchiale
(Bruno A, et al, 2009).

| numerosi studi sperimentali sul ruolo della laptinei processi patologici delle
basse vie aeree pongono le basi per un possibdk i questa molecola
pleiotropica nei processi patologici a carico dellacosa nasale. Infatti, mentre
nell’'uomo I'epitelio e le ghiandole della mucosdattiva e nasale rappresentano
un potenziale sito di produzione della leptina,sjmecifico ruolo del pathway
leptina/leptina recettore sullomeostasi dell’epitenasale umano € ancora
sconosciuto. Nel ratto invece, e stato dimostramla mucosa olfattiva controlla

la trascrizione del pathway leptina/leptina reaettattraverso lo stato nutrizionale
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(Baly C,et al, 2007). In particolare, uno studis@&ontrollo, su pazienti affetti da
rinosinusite cronica con poliposi nasale, ha dimabstla presenza del recettore
della leptina nella mucosa nasale dei soggetti sar@i polipi nasali dei soggetti
affetti da rinosinusite cronica (Song SY, et all@p

I medesimo studio, ha messo in evidenza un aumeldb il pathway
leptina/leptina recettore nei pazienti con polipoasale rispetto alle categorie
controllo, suggerendo un possibile ruolo dellaitepnella poliposi nasale (Song

SY, et al, 2010).

Tuttavia, ad oggi il ruolo della leptina nell’editenasale in un contesto di rinite

allergica, patologia oggi in costante aumento,@eminesplorato.
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1.2 Larinite allergica

La rinite allergica € una patologia in costar p
E
e N.1'.-l.lt&|'l[>l:
'\ allergic rhinitts

aumento, colpisce 400 milioni di persone in tutto
mondo (Greiner AN, et al, 2011). Su base clinice
definita come un disturbo sintomatico del nas
provocato da un’inflammazione IgE-mediata, ¢
segue al contatto della mucosa nasale

I'allergene, il quale determina [attivazione d

pathwaydelle celluleT helper 2
La risposta IgE-mediata, € stata osservata comsgallocalizzazione al tessuto
linfoide della mucosa nasale senza evidenza dettgponente sistemica (Rondon
C, et al, 2012). | sintomi classici di tale inte@asento, reversibili
spontaneamente o in seguito a terapia farmacolagica: rinorrea, starnutazione,
prurito e ostruzione nasale. Questi hanno grawrcipssioni sulle prestazioni
scolastiche, lavorative e sulla vita sociale deigrate (Brozek JL, et al, 2010) e
costi socio sanitari rilevanti. La rinite si asso@pesso all’lasma e costituisce
fattore di rischio per la sua insorgenza. La foratlargica € quella associata al
rischio maggiore. Cio si verifica con maggiore @eza nella sensibilizzazione
ad allergeni perenni rispetto a quella ad allergstaigionali. Oltre allasma
possono associarsi alla rinite numerose altre cdifita come sinusite,
congiuntivite, poliposi nasale e otite media. Laité allergica era definita, sulla
base dell’esposizione all’allergene, coperenneg stagionale od occupazionale

(Dykewicz MS, et al, 1998; Van-Cauwemberge P, €2@0D0).
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Larinite perenne € principalmente causata da allergadioor come acari, muffe,

scarafaggi, epiteli di animali; mentifa rinite stagionale € associata ad una

grande varieta di allergenutdoor, come ad esempio i pollini.

Tuttavia, tale classificazione é risultata spessoddisfacente, poiché:

in alcune zone geografiche pollini e muffe soncepar (le Graminacee in
California e florida e la Paritaria nelle zone ntedanee) (Bucholtz GA, et
al, 1991; D’Amato G, et al, 1992);

i sintomi di rinite perenne possono non essereepteger tutto l'arco
dell’anno;

la maggior parte dei pazientisensibilizzata a multipli allergeni e quindi
puo avere sintomi durante tutto I'anno(Sibbald B3le1991);

I pazienti con rinite perenne spesso hanno riebazemi stagionali dovute
a pollini;

molti pazienti allergici ai pollini sono anche afiei alle muffe, pertanto
risulta difficile stabilire la stagionalita;

a causa delffetto priminge della inflammazione minima persistente
(Ciprandi G, et al, 1995) mantenuti anche da camaeioni minime di
allergeni, i sintomi possono comparire in modo estremamente correlato

alla stagione pollinica.

Per tutti questi motivi, un comitato internaziondla rivisitato la tradizionale

classificazione della rinite allergica distinguendulla base della durata, la rinite

in “intermittente” o “persistente”e , sulla base della gravita della sintomatologia,

in “lieve” o“moderata/grave”(Figura 6).
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Intermittente

<4 die/sett o < 4settimane

Lieve

sonno conservato
nessuna limitazione delle attivita quotidiane
Normale attivita lavorativa/scolastica

Sintomi non fastidiosi

Persistente

=ddie/sett 0 >4 settimane

Lieve

Sonno conservato
Nessuna limitazione delle attivita quotidiane
Normale attivita lavorativa o scolastica

Sintomi non fastidiosi

Intermittente

<4dig/sett o <4settimane

moderata grave
(uno o piu dei seguenti)
Alterazioni del sonno
Limitazione delle attivita quotidiane
Riduzione delle prestazioni lavorative/scolastiche

Sintomi gravi

Persistente

>d4die/sett o =4 settimane

moderata-grave
(uno o piu dei seguenti)
Alterazioni del sonno
Limitazione delle attivita quotidiane

Riduzione delle prestazioni lavorative o

scolastiche

Sintomi gravi

Figura 6: nuova classificazione della rinite allergica setmil comitato
internazionale A.R.I.A. 2008.

Tale documento, in sintonia con le linee guida lfEsma, redatto sotto I'egida
del’OMS con I'acronimo di A.R.I.AAllergic Rhinitis and its Impact on Asthina
sottolinea I'importanza di una visione anatomofonaile unitaria tra alte e basse
vie respiratorie permettendo un approccio terapeuta gradini” adeguando il
trattamento alla gravita della patologlaa rinite oltre a presentare probleti
comorbilita con I'asma, ne costituisce anche utofatdi rischio. E stato infatti
dimostrato che il rischio di sviluppare asma nejgsidti rinitici € circa 3 volte
superiore ai soggetti normali indipendentementéadalesenza o meno di atopia
(Guerra S, et al, 2002); in realta non tutti i tidiisvilupperanno asma per cui e

importante individuare i fattori predittivi per it@girare un maggior controllo nei
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soggetti a maggior rischio, tenendo presente chstoes evidenze che il
trattamento della rinite nel soggetto asmatico mshuce la gravita delle
manifestazioni cliniche, e che il trattamento prerodella rinite potrebbe
prevenire la comparsa di asma. Rinite allergicasmaapresentano similitudini
anatomiche, fisiologiche, immunopatologiche, fisitdogiche e terapeutiche.
Infatti, I'epitelio ciliato pluristratificato cheiveste l'intero albero respiratorio € lo
stesso dalle cavita nasali fino ad i bronchiolinterali; il naso ed i bronchi
condividono la stessa innervazione adrenergicalieetrgica; gli stipiti cellulari
che infiltrano le vie aeree superiori ed inferigoino gli stessi (mastociti, linfociti
T, eosinofili) (Casale TB, et al, 2001); la riduaéodel flusso aereo € la principale
caratteristica fisiopatologica sia della riniteeadfica che dell’asma bronchiale; gli
antistaminici, antileucotrienici, i corticosteroigil'immunoterapia possono essere
prescritti con dimostrata efficacia sia della eni@llergica che delllasma
bronchiale. Per queste ragioni, qualche anno fadPasqua ha coniato il termine
“United Airway Diseases” (UAD) per sottolineare paesenza di una continuita
fra 1 processi patologici a carico delle alte (nasseni paranasali) e delle basse
(albero bronchiale) vie respiratorie ( Passalacguet al, 2001).

Fattori di rischio per lo sviluppo di rinite allecg sono: la genetica e la familiarita
(Barne K, et al, 1998; Bahama SL, et al, 1992kqliinamentamutdoor e indoor
(Lebowitz MD, et al, 1996), la classe sociale etativa (Frosh AC, et al, 1999) e

I'esposizione all’allergene (Boulet LP, et al, 1997

Gli allergeni, sono antigeni che inducono la pradoe di IgE e con queste

reagiscono. Dal punto di vista chimico sono praesnglicoproteine contenute in

18



allergeni inalatori,veleni di insetti, cibi e farmall nome degli allergeni deriva
dalla tassonomia della sua sorgente di origine.ofdi allergene della stessa
specie viene attribuito un numero secondo I'ordir@ologico di identificazione.
Inoltre gli allergeni vengono definiti “maggiori” 6éminori” in base alle IgE
prodotte contro di esso. Un allergene e definitmaggiore” se almeno il 50%

degli individui testati ha specifiche IgE controediso (King TP, et al, 1995).

Gli allergeni inalatori sono ritenuti una delle maripali cause di rinite allergica
(Platts-Mills TA, et al, 1998) e sono rappresengssenzialmente da acari della
polvere, i pollini, epiteli animali. | pollini sonstati i primi allergeni ad essere
identificati. Il granulo pollinico e, nelle speciegetali il gametofita maschile e
asseconda di come vengono trasportati si distinguo@anemofili (trasportati dal
vento) e entomofili (trasportati dagli insetti). Leoncentrazione dei pollini
nell’atmosfera dipende dal tipo di vegetazione dauweterminata zona, cio
determina notevoli differenze regionali. | pollipiu frequentemente causa di
rinite allergica sonoGraminacee, Urticacee, Betullacee, Oleae€aupressacee.
Le specie appartenenti alla famiglia dellaticacee inducono reazioni IgE
mediate in circa 10 milioni di persone. Tra quedte,Parietaria judaica é
considerata la piu frequente causa di allergiarattyto nell’area mediterranea
dove é considerata un allergene perenne (ColombbdP, 2003).

L’identificazione di allergeni per mezzo di straegndipendenti suggerisce che
I'allergene della Parietaria judaica, oltre ad essdtamente cross-reattivo, mostra
un peso molecolare compreso tra 10 e 14 kD. L'aniochimica e la clonazione

molecolare hanno permesso l'isolamento e la caratgzione immunologica dei
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due principali allergeni del polline di Parietajuaaica,Parjl e Parj2 ( Colombo
P, et al, 2006). L’analisi immunologica ha dimogiraheParjl e Parj2 sono in
grado di impegnare la maggior parte delle IgE Ranige Judaica-specifiche,
attivando la relativa risposta immunitaria. AllengeicombinantiParjl e Parj2
hanno dimostrato di possedere proprieta immunabegiequivalenti alla
controparte naturale e la loro disponibilita ragerdga uno strumento
fondamentale per la diagnosi e terapia dell'aleergl polline di Parietaria

(Colombo P, et al, 2006).

I momento iniziale della reazione allergica eahtatto della mucosa nasale con
I'allergene. Tale meccanismo determina lattivaeiodi una serie di eventi
biochimici a catena che culminano con il rilascioislamina e altri mediatori
(leucotrieni, prostaglandine e prostacicline). tdimina e in grado di generare tutti
I segni ed i sintomi tipici della reazione riniticprurito, starnuti, rinorrea e
ostruzione a livello nasale; iperemia, prurito eril@azione a livello oculare.
Nella fase precoce della reazione allergica, suie riduzione del flusso nasale,
starnuti e un’'infiltrazione inflammatoria estremantee eterogenea (chinine,
molecole di adesione, citochine). Nella fase tadiehe in genere si manifesta
dopo 4-5 ore dall’esposizione all’allergene, prevdlostruzione nasale e
I'infiltrato inflammatorio € costituito da neutrdifi eosinofili, basofili, cellule T
CD4+, macrofagi, citochine e chemochine. Se lo ainallergenico si ripete nel
tempo od e continuo la fase tardiva del processaoicizza e si determina un
danno inflammatorio cronico della mucosa nasaletaR® la rinite allergica,

come l'asma, deve essere considerata una malafteammatoria cronica. Su
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questi presupposti fisiopatologici si fonda la t&tgea terapeutica del soggetto
affetto da rinite allergica.

La diagnosi di rinite allergica comprende: l'anainelel paziente, esame
obiettivo dei sintomi e segni clinici; prick testdpsaggio dell'lgE sieriche, e

analisi della citologia nasale.

L’approccio terapeutico alla rinite allergica € mioato su piu livelli in base alla
natura dell’allergene in causa e alla gravita dsifdomatologia. Comunemente
prevede, laddove possibile, una profilassi ambieriesa a ridurre il contatto con
I'allergene in causa, e ligiene nasale come irgrtg coadiuvante la terapia
farmacologia, che riconosce negli antistaminiciyaarorale e negli steroidi nasali
topici e sistemici i due cardini principali dellerapia(Greiner AN, et al, 2011). Si
predilige la somministrazione intranasale poichéest@ presenta numerosi
vantaggi: elevata concentrazione di farmaco nal dit azione; ridotti effetti

collaterali sistemici; piu rapida insorgenza di cas; Tuttavia esistono dei
problemi connessi con la somministrazione intraleaséistribuzione intranasale
del farmaco non ottimale; effetto tossico o irntat sulle ciglia dovuto agli

additivi, conservanti e propellenti presenti nell®rme di dosaggio;

sanguinamento e raramente perforazione del setsegnito all'uso prolungato
dei corticosteroidi; impossibilita di somministrame quando il naso é
completamente ostruito; la compliance del pazientequale preferisce la
monosomministrazione orale rispetto alle diversenmmistrazioni topiche

nell'arco della giornata.
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1.3 Il Fluticasone Furoato
| corticosteroidi nasali sono considerati
farmaci di elezione per il controllo de

sintomi nasali della rinite allergice

intermittenteo persistentg da moderataa

grave specie quando il sintomo principal o

e lostruzione nasale (Brozek JL, et ¢ F
Figura 7. Formula di struttura d
2010). Fluticasone Furoato

Le prerogative farmacologiche e farmacocinetichgudiste molecole coniugano,
infatti, una potente attivita antinflammatoria &elio della mucosa nasale alla
virtuale assenza degli effetti collaterali tipiogidcorticosteroidi a fronte di un
ridotto assorbimento sistemic®ra questi il Fluticasone Furoat&igura 7) si
contraddistingue per la sua efficacia terapeutica.

Questi farmaci sono noti in letteratura per la gmecazione sulla componente
immunoflogistica della rinite allergica (Ciprian@i, et al, 2001; Cassano P, et al,
2002) infatti, diversi studi sperimentali dimostoahattivita dei corticosteroidi
nasali nella cura delle piu frequenti rinopatie (fider EO, et al, 1994; Fokkens
WJ, et al, 1998; Petty DA, et al, 2013).

Grazie all’elevata lipofilia, il corticosteroide petra all'interno della cellula e si
lega a specifici recettori inattivi presenti neltoplasma Glucocorticoid
ReceptofGR). Questi, presenti in elevate concentrazioni apltelio nasale
(Pujols L, et al, 2001) una volta complessati cdn gieroidi cambiano
conformazione, staccandosi dalle molecole chapedree li mantengono nel

citoplasma e migrano nel nucleo cellulare dove iempb il loro effetto
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farmacologico a livello molecolare attivando o emlglo la trascrizione dei geni
che codificano per mediatori infammatori e citowhi tramite processi di
transattivazione e transrepressione. La transaitima € causata dal legame del
complesso steroide-recettore ad una specifica sequéi DNA Glucocorticoid
Receptor Elements/GREsON conseguente aumento o riduzione della trasoe

di alcuni geni.

La transrepressione € mediata invece da interannditorie tra il complesso
steroide-recettore e specifici fattori di trasaie che codificano per mediatori
inflammatori e citochine (Salter M, et al, 2007).

Tutto ci0 determina una diminuzione della progmssi della cascata
inflammatoria grazie alla riduzione: del richiamelld cellule infiammatorie;
delle citochine e chemochine; della proliferaziaiee fibroblasti e della sintesi di
proteine della matrice extracellulare. Gli steraidisali sono in grado di ridurre
anche il rilascio di mediatori preformati come Iogtaglandine ed i leucotrieni
cosi come inibiscono il rilascio di istamina. Tpfoprieta di azione si traducono
in una riduzione della sintomatologia rinitica, iedparticolare della congestione
nasale (Barnes PJ, 2005).

Purtroppo molti pazienti non sono soddisfatti desfo trattamento farmacologico
(Volovirta E, et al, 2008) e di conseguenza soteraterca di un nuovo farmaco.
Tra i vari corticosteroidi nasali, il Fluticasoneopionato emerge in letteratura
oltre che per la sua attivita antinfiammatoria, lengper la sua attivita di
riparazione del danno tissutale in risposta aléol@ dovute all’ infiammazione
cronica. Infatti, & stato dimostrato che il tratearto con Fluticasone Propionato

per 1 anno aumenta lo spessore dell’epitelio nasalen genera atrofia (Baroody
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FM, et al, 2001). Dal Fluticasone Propionato deghamicamente il Fluticasone
Furoato, nuovo corticosteroide per inalazione masahpiamente utilizzato nella
terapia farmacologia della rinite allergica e dedtha bronchiale (Salter M, et al,

2007) Figura 8).

Fluticasone furoate Fluticasone propionate

BECH,F
O-C0 CH,CH

Propionate

Figura 8: Formule di struttura del Fluticasone Furoato leFdigticanone Propionato.

Questo farmaco presenta proprieta farmacodinanecfi®ochimiche innovative
che lo contraddistinguono dagli altri corticosteioe lo rendono il farmaco di
elezione nel trattamento della rinite allergicafatt, rispetto a Budesonide,
Flunisolide e Fluticasone Propinato, possiede lmata lipofilia, una prolungata
permanenza a livello della mucosa nasale e unaastéodisponibilita sistemica
che ne riduce al minimo gli effetti collaterali.

L’'attivita farmacologica del Fluticasone Furoato, differenza degli altri
corticosteroidi, dipende dall' intera molecola, chestra elevata affinita e
selettivita nei confronti del recettore dei glucdimwidi. E noto, infatti, che
I'attivita di uno steroide dipende dall’affinita kal recettore, mentre la sua durata
d’azione dipende dal tempo di dissociazione e dalk capacita di rimanere nel

tessuto bersaglio. Studi sperimentali su celluleekali respiratorie umane, hanno
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permesso di evidenziare come il Fluticasone Furbatana maggiore affinita per
il tessuto bersaglio rispetto a Mometasone FuroBtoticasone Propionato e
Budesonide (McCormack PL, et al, 200Questo dettaglio e particolarmente
importante poiché cio puo prolungare il tempo dinpgnenza nel tessuto stesso e
aumentare la durata degli effetti antinfammatdrsito di destinazione. Inoltre,
una maggiore affinita per il tessuto permette, atptto a livello nasale, di ridurre
la perdita di steroide dovuta all’elevata elimiram di fluidi presenti nel naso del
paziente con rinite allergica (McCormack PL, et &@007). Tra tutti i
corticosteroidi, € considerato il piu potente itobé del fattore di trascrizione NF-
Kb (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of actec B cells)principale
responsabile della sintesi di un elevato numeraitichine pro-inflammatorie
(Karin M, et al, 2004) ed e risultato particolarrteerattivo nel preservare la
funzione di barriera dell’epitelio respiratorio uickndo la permeabilita epiteliale
indotta dagli stimoli pro-inflammatori (Salter Mt al, 2007). Tuttavia, ad oggi
risulta poco chiaro se l'efficacia clinica del RFt#isone Furoato sia dovuta al
blocco del processo pro-infiammatorio innescatdalergene o all'induzione di

specifici processi riparativi.
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2. DISEGNO E OBIETTIVO DELLO STUDIO

Diversi studi sperimentali dimostrano il ruolo debkthway leptina/leptina
recettore nel mantenimento dellomeostasi dell&mt bronchiale. Tuttavia
risulta ancora inesplorato il ruolo svolto dallptlea sul’'omeostasi e i processi di

rimodellamento delle cellule epiteliali nasali aelinite allergica.

Obiettivo di questo studio sperimentale e statdlgu dimostrare un possibile
ruolo del pathway leptina/leptina recettore sullaosatasi dell’epitelio nasale
umano in presenza di stimoli allergici (Parietajiedaica) e farmacologici

(Fluticasone Furoath

Lo studio, é stato svolto presso il Consiglio Naaie delle Ricerche di Palermo,

all'interno dell'lstituto di Biomedicina e Immunalia Molecolare ed e stato

articolato in due fasi:

m} in vitro su cellule epiteliali nasali umane in cui & stadtutato

. espressione di base della leptina e del suo reegtto

. modulazione dell’espressione della leptina e deld secettore in
presenza di stimoli allergici (allergene maggiore Marietaria
judaicafParjl), farmacologici e antinflammatori Fluticasone
Furoatg); marker di rimodellamento epitelial@ GFp;); e della stessa

leptina;
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. proliferazione cellulare in presenza di stimolieadiici (allergene
maggiore di  Parietaria  judaicRarjl), farmacologici e
antinfiammatori Fluticasone Furoaty marker di rimodellamento
epiteliale TGFB,); e della stessa leptina;

. modulazione dei livelli di m-RNA del recettore delleptina in
presenza stimoli allergici (allergene maggiore diari€aria
judaicafParjl), farmacologici e antinflammatori Fluticasone
Furoatg); marker di rimodellamento epitelial&@ GFp5;); e della stessa
leptina;

. studio del meccanismo d’'azione della leptina e Bhlticasone
Furoato mediante la valutazione dell’espressioné fddore di

trascrizione STAT-3 tramite analisi Western Blaitin

m} ex vivosu bhiopsie di turbinati nasali di soggetti allerggcnon allergici in

Cui e stato valutato

. espressione della leptina e del suo recettore.
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3. DESCRIZIONE DELL’ATTIVITA DI RICERCA SVOLTA

3.1 MATERIALI E METODI

3.1.1 Colture Cellulari

Come modello sperimentaile vitro sono state usate le RPMI 2650 (ATCC-CCL-
30; Rockville, Md), cellule epiteliali nasali uman@uman nasal septum
carcinoma cell ling

La coltura primaria di RPMI 2650 fu isolata e sliakata nel Giugno del 1962 da
G.E. Moore e A.A. Sandberg (Moore et al 1964) datsamento pleurico di
paziente affetto da tumore maligno del setto nagale essendo cellule tumorali,
in letteratura le RPMI 2650 vengono considerate ea®llule epiteliali nasali,
poiché mantengono molte delle caratteristiche dedibule epiteliali normali:
crescono in adesione formando colture monostratéic presentano una
morfologia fusiforme, crescono e si duplicano metlubatore ad una temperatura

di 37°C, in un’atmosfera con il 90% di umidita e S9C0..

Il terreno di coltura utilizzato per questo tipo adillule € ilMinimum Essential
Medium (MEM) addizionato con: siero fetale bovino FCF @0V/V); HEPES
1% (acido 4-2-idrossietil-1-piperazinil-etansolfon); MEM aminoacidi non
essenziali 0,5 %; glutammina 2 mM; gentamicina S@mh esodio piruvato 1nM,

tutti forniti dalla Gibco, Life Technologies.
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Le colture cellulari delle RPMI 2650 sono stateesdite in fiasche da 75 ére
incubate a 37°C, in un’atmosfera con il 95% di uthie 5% di CQ.

Le cellule sono state controllate giornalmentaratlértoscopio al fine di cambiare
il terreno di coltura, qualora fosse necessario,glieninare le cellule morte non
adese e assicurare i nutrienti necessari alla wapenza cellulare. Quando la
coltura cellulare ha raggiunto la confluenza, |kub® sono state tripsinizzate dal
substrato e contate con il metodo @gfpan Bluetramite il quale e stata valutata
anche la vitalita, che e stata sempre maggioreuvalacal 90 %. IlTrypan Blue
infatti € un colorante vitale che penetra all'imrdelle cellule morte e le colora,
consentendone la loro identificazione ed esclusiaii& conta cellulare. Per lo
svolgimento di questo studio sperimentale occorraptiure separate in cui
analizzare le diverse condizioni di stimolazionertgnto le cellule sono state

seminate in piastre da 6 e 12 wells.

3.1.1.2 Conta cellulare

La conta delle cellule consente di determinare ¢acentrazione di una
sospensione cellulare. Per effettuare la conta senessari: l@aamera diBurker,

il Trypan Blue0,5% (Euroclone), e umicroscopio otticoLe cellule sono state
diluite secondo la seguente proporzionail&D colorante per 2d di sospensione
cellulare (diluizione 1:5). Tenendo conto che lmeea di conta ha un volume pari
a 0.1mn (= 10* cn) e che 1cmé uguale ad 1ml, per ottenere il numero di
cellule/ml ¢ stato effettuato il seguente calcolo:

Concentrazione cellulare/m# n° di cellule contate in 3 campi dekamera di

Burker/3 x 5 x 10.
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3.1.1.3 Trattamenti cellulari

Le cellule RPMI 2650, sono state seminate in terfdiEM completo con FBS al
10% alla densita di 0,15 x 30ml e sono state poste in incubatore ad una
temperatura di 37°C, in un’atmosfera con il 95%udiidita e 5% di C@ Cio
permette alle cellule di aderire al substrato, esmersi e moltiplicarsi. Dopo 24
ore, la coltura cellulare raggiunge un grado diflcemza pari al'80% che
permette di procedere con i diversi trattamentudagdi.

In questo studio sperimentale si sono volute rreréa vitro le condizioni che
promuovono la comparsa della rinite allergicavivo al fine di valutare I'effetto
della leptina sul’'omeostasi e sui processi di tieltamento delle cellule epiteliali

nasali nella rinite allergica. Pertanto sono sthlizzati come stimoli:

. Recombinant Par | 1(rParjl):

[Parj 1.0201 EMBL accession number X85012 (Bonurat/l, 20134)

In letteratura sono note due diverse isoforme d#rgene maggiore di Parietaria
judaica: Parj 1.0101 (139 AA) e Parj 1.201 (102 AA), la cui composizione
amminoacidica differisce principalmente per la pres, nella regione carbossi-
terminale della prima isoforma, di una sequenz&damminoacidi denominata
PAR 37 dotata di LPS-binding activity (Bonura Aa¢2013a).

In questo studio sperimentale é stato utilizzatmeastimolo allergico ilParj
1.201 purificato presso i laboratori dellIBIM-CNR di Ramo. Questo ha un
contenuto di endotossine endogeno quasi imperitetifp LPS 0.003 ng/g di
proteina ricombinante) (Bonura A, et al, 2013b) @noando della coda

aminoacidica PAR 37 non puo essere attivato dalagmza del LPS.
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Il Parj 1.201¢é stato fornito dalla Dott.ssa Bonura alla coneaine madre di
1lug/ul ed é stata conservata-20°C. Per gli studi sperimentali e stata utilizZata

concentrazione finale diug/ml.

. Fluticasone Furoato(FF):

[GlaxoSmithKline, GW685698X
Il Fluticasone Furoato é stato fornito come polvdadla GlaxoSmithKline. La
polvere e stata risospesa in N,N dimethyl-acetanfitigs11 Sigma Aldrich) in
modo da ottenere una soluzione madré MOche & stata aliquotata e conservata
in contenitori in vetro a20°C. La concentrazione ottimale é stata ottenuta a
partire dalla soluzione madre con diluizioni intexe in terreno MEM attraverso
prove di tossicita cellulare e dose-risposta.
Sono state testate diverse concentrazioni di Ristice Furoato (10M; 107 M;
108 M) e diversi diluenti (dimetilsulfossido; dimetileramide e acido acetico). Le
concentrazioni testate, dopo 24 ore di stimolazia@aano il medesimo effetto
sul pathway leptina/leptina recettore; pertantda¢asscelta come concentrazione
ottimale, la pili bassa, ovverod®; e come diluente la dimetilacetamide poiché
non e stata tossica per le cellule e non ha mosalatun effetto sull’espressione

del pathway leptina/leptina recettore.

. Recombinant Human Leptin (Leptin):

[R&D systems, 398-LP-01M/QF
La leptina, e stata fornita dalla R&D systems, copoévere (1 mg) ed e stata

risospesa in 1 ml di una soluzione sterile 20 mMre&i-HCI a pH 8.0, in modo da
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ottenere una soluzione madre di concentrazione |#4,5che € stata aliquotata e
conservata a80°C. Per gli studi sperimentali e stata utilizzataoncentrazione

finale di 0,5 uM (Bruno A, et al, 2009).

. Recombinant Human TGF{f3; (TGF-$1):

[R&D systems, 240-B-002/GF
I TGF4, € stato fornito dalla R&D systems, come polvereud ed e stato
risospeso in 1ml di una soluzione sterile 4 mM dlHontenente lo 0,1 % di
siero albumina bovina modo da ottenere una solezioadre di concentrazione
20 ug/ml, che é stata aliquotata e conservat8G@fC. Per gli studi sperimentali €

stata utilizzata la concentrazione finale di 2 Adgfnuno A, et al, 2009).

Tutte le soluzioni sono state sterilizzate medidifitazione con filtri da 0,22um

(CelbioS.r.l., Milano).

3.1.2 Biopsie incluse in paraffina

Come modello sperimentaéx vivosono state usate biopsie di turbinati nasali di
soggetti allergici e non allergici incluse in pdired. Queste sono state fornite dal
Prof. Lipari, dalla Dott.ssa Gallina e dalla DatasBallacchino dell’Azienda
ospedaliera Universitaria Policlinico “Paolo Giasebdi Palermo.

Le biopsie incluse in paraffina, dopo il tagliomaicrotomo e la colorazione delle
sezioni con ematossilina ed eosina sono statepsst® ad una prima analisi

microscopica al fine di valutare e selezionare &ziani di biopsie che
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possedevano uno strato epiteliale integro e pertaalutabile ai fini del nostro

studio sperimentale.

3.2 VALUTAZIONE DELLESPRESSIONE E MODULAZIONE DEL

PATHWAY LEPTINA/LEPTINA RECETTORE

La valutazione dell'espressione e modulazione dathyay leptina/leptina

recettore sulle RPMI 2650 é stata effettuata tmxmiitnmunocitochimicae

citofluorimetriaimpiegando gli stessi anticorpi primari

3.2.1 Valutazione dell’ espressione della leptinadel suo recettore mediante

immunocitochimica.

L’immunocitochimica e una tecnica immuno-enzimatte si basa sul principio
del legame di uno specifico anticorpo ad uno specintigene, il tutto rilevato

da un sistema enzimatico-colorimetrico sulla bas#affinita delle molecole

biotina-streptavidina. Questo metodo di rivelazi@enbasato sulla capacita della
streptavidina di legare in maniera non immunolodgcaitamina biotina. Pertanto,
I'anticorpo secondario coniugato con biotina legaticorpo primario specifico

per l'antigene di interesse. Il complesso strepliag-fosfatasi alcalina si lega
all'anticorpo secondario tramite i siti liberi dellmolecola di streptavidina,
permettendo la visualizzazione dell’antigene concribmogeno fucsina che
produrra una colorazione rosso vivo permanentee rigiimediate vicinanze del

punto in cui € avvenuta la reazione.
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Per realizzare questa metodica, € necessario prepdei vetrini con delle cellule
adese: i citospin. Questi ultimi si ottengono m#éndo dei vetrini portaoggetti
coattati con polilisina che permette una maggidesamne delle cellule ad esso. In
una microcentrifugaShandon Il citocentrifugasono stati posizioni i vetrini con
100 plI di sospensione cellulare contenente 100.000 leetial proprio terreno di
coltura (cellule RPMI 2650 non trattate). Quindi stata avviata una
centrifugazione a 700 giri per 5 minuti. Successigate, | preparati dopo breve
asciugatura sono stati fissati, prima con una smhezdi paraformaldeide al 4%
per 15 minuti e, dopo lavaggio in tampone, con@auetfreddo (-2€0C ) per 10
minuti. Dopo 40 minuti, quando i preparati sono ptetamente asciutti Si
procede con |'esperimento.

Le cellule, sono state idratate con un tamponefogpH 7.6) e incubate:

. overnighta 4°C con l'anticorpo primario policlonale anti-ettore della
leptina (diluizione 1:50)polyclonal goat anti-leptin receptor®l§-R, M-
18:sc-1834, Santa Cruz, Biotechnology, USgbecifico sia per I'isoforma
lunga che per I'isoforma breve del recettore deltdina;

. 1 h a temperatura ambiente con 'anticorpo primpaliclonale anti- leptina
(diluizione 1:40) [polyclonal rabbit anti-leptin @b, A-20:sc-842, Santa
Cruz, Biotechnology, USA specifico per la porzione C-terminale della

leptina.

Per controllo negativo sono stati utilizzati i gipan delle cellule incubate solo con

il diluente degli anticorpi primari.
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Per rilevare I'eventuale marker presente nelle RR&BO, ovvero la reazione
antigene-anticorpo avvenuta, e stato utilizzatosistema Labelled avidin
streptavidin biotifi (LSAB KIT phosphatase methbDAKO Glostrup, Danimarca)
che utilizza un sistema enzimatico in fosfatasa énlew fucscih come substrato
cromogeno. Il colore ottenuto, laddove c’e stateekzione antigene-anticorpo, e

il rossa

Dopo breve lavaggio in tampone, le cellule soneestacubate con l'anticorpo
secondario biotinilato, per 10 minuti a temperatamzbiente. Dopo il lavaggio in
tampone, avviene l'incubazione con il sistema eatitn avidina-fosfatasi, per
10 minuti a temperatura ambiente, quindi seguon@ggio in tampone e
incubazione con il substrato cromogen@ew fucsifi (30 minuti a temperatura
ambiente). Quindi segue lavaggio in acqua corremtgua distillata e contro-
colorazione dei nuclei cellulari, che vengono calorcon ematolissina (un
colorante acidofilo affine con il DNA che confergsal nucleo un colore violetto).
Infine e stato effettuato il montaggio del vetriportaoggetti con il vetrino
coprioggetto e successiva analisi al microscopiocmfLeica, Wetzlar, Germaiy

ingrandimento finale 100 X.

Le immagini vengono acquisite con il sistema diliamatore di immagine,

collegato al microscopiduantimet 500 MGoftware, Leica).
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3.2.2 Valutazione della modulazione di espressiorgella leptina e del suo

recettore mediante citofluorimetria a flusso

La citofluorimetria a flusso € una tecnica di maione multiparametrica che
permette di valutare alcuni parametri fisici e clsindi particelle contenute in una
sospensione all'interno di un fluido di trasporte cellule passano allineate
attraverso un sistema di rilevazione ottico/eleiico.

Il tipo di parametri attualmente rilevabili in citoorimetria a flusso € molto
ampio: volume e complessita morfologica delle dellicontenuto di pigmenti,
DNA, RNA, proteine, flussi di G4, antigeni di superficie ed intracellulari, pH.
Aspetto peculiare della citofluorimetria a flusssirettamente connesso alla
possibilita di analizzare contemporaneamente puoréscenze, e quello di
raccogliere e memorizzare molti parametri per agingola cellula analizzata,
parametri che correlati tra loro permettono di wtliare e studiare
sottopopolazioni (anche rare) di cellule.

All'interno della cella a flusso, grazie al prinmpdi focalizzazione idrodinamica,
le particelle vengono messe in fila una dietrotd&l grazie alla differenza di
pressione tra il campione e il fluido di trasporte particelle cosi disposte
passano davanti al raggio laseiforma ellittica, focalizzato in modo da colplee
cellule al centro del canale di conta formato tlatlb di trasporto.

Colpite dal laser le particelle emettono divergjredi: FS relativo alle dimensioni
e SS relativo alla granularita.

Se le particelle sono marcate con una sostanzeefioente emettono un colore; in

caso di impiego di piu di una sostanza fluorescdatdiverse emissioni di colore
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vengono separate attraverso un sistema di filticiptn modo da poter analizzare
separatamente tutte le diverse fluorescenze (ALA, A3, FL4).
L’ampiezza del segnale viene misurata in voltsda 10), per dare una visione
grafica il voltaggio viene trasformato in canali @bnta (da 0 a 1023). Questo
passaggio viene definito come conversione analedjgitale. Gli impulsi cosi
convertiti incrementano la conta per ogni canaléiaigramma delle conte rispetto
ai canali fornisce l'istogramma.
Le sostanze fluorescenti o marcatori, hanno la atpadi assorbire certe
lunghezze d’onda quando vengo eccitate, e di ereatt@altra lunghezza d’onda
diversa da quella di assorbimento.
Tra le sostanze piu diffuse in citofluorimetria &bbo i fluorocromi, con i quali
vengono coniugati gli anticorpi monoclonali in moda poter identificare una
determinata popolazione.
Originariamente si lavorava prevalentemente con dwerocromi, FITC
(isoticianato di fluorescina) e PE (ficoeritrina)cuali si sono aggiunti in tempi
recenti i fluorocromi Tandem ECD (energy couplece)dg PC5 (ficoeritrina
cianina). Tutti questi fluorocromi vengono eccitadn un laser ad Argon con una
lunghezza d’onda di 488 nm.
Le rispettive emissioni sono:

FITC =525 nm

PE =575 nm

ECD =620 nm

PC5 =675 nm
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Nel nostro caso il fluorocromo utilizzato e I'isuinato di fluorescing=ITC) che

€ coniugato all’anticorpo secondario: quest'ultimee trova nel campione
I'anticorpo primario legato (il che indica la prega del marker) vi si lega, ed
emette il segnale come intensita di fluorescenza.

Questo segnale viene prima raccolto e poi conedrtitin segnale elettronico e

rappresentato in grafico.

3.2.2.1 Stimolazione delle RPMI 2650

Per la valutazione della modulazione della lepandel suo recettore sulle RPMI

2650 sono state usate piastre a 12 pozzetti. $tuwmapozzetto sono state piastrate

150.000 cellule in 1 ml di terreno MEM completo ceBS al 10%. Le piastre

sono stata poste in incubatore a 37°C, in atmosfendificata con il 5% C@e

95 % di Q. Dopo 24 ore, quando la coltura cellulare ha nagmi un grado di

confluenza pari all'80%, & stato possibile procedson la stimolazione secondo

lo schema seguente:

. Pozzetto 1 Controllo): cellule RPMI 2650 non trattate, da queste é stata
valutata I'espressione di base della leptina esdelrecettore;

. Pozzetto 2 (rParjl): alla coltura viene aggiunta Parietaria judaica
ricombinante alla concentrazione di 1 pg/mi;

. Pozzetto 3 Fluticasone Furoato/FF): alla coltura viene aggiunto
Fluticasone Furoatalla concentrazione di TOM;

. Pozzetto 4 [eptina/Leptin): alla coltura viene aggiunta leptina

ricombinante umana alla concentrazione di 0,5 uM,;
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. Pozzetto 5 FF + rParjl): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di 10° M e Parietaria judaica ricombinante alla
concentrazione di 1 pg/mi;

. Pozzetto 6 FF + Leptin): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di 10® M e Leptina ricombinante umana alla
concentrazione di 0,5 uM;

. Pozzetto 7 TGF#,): alla coltura viene aggiuntfoGFf; alla concentrazione
di 2 ng/ml

. Pozzetto 8 Bianco): cellule RPMI 2650 non trattate. Al momento della
marcatura alle cellule non verra aggiunto nessum di anticorpo poiché il
campione verra utilizzato per settare i paramesicif delle cellule e per
escludere I'autofluorescenza intrinseca delle t=Htesse.

. Pozzetto 9 Controllo negativ): cellule RPMI 2650 non trattate. Al
momento della marcatura, alle cellule marcate @ervalutazione del
recettore della leptina verra aggiunto al postd’atglcorpo primario un
anticorpo che riconosce immunoglobuline aspecifidheapra (Goat Serum
IgG); alle cellule marcate per la valutazione délatina verra aggiunto un
anticorpo che riconosce immunoglobuline aspecifidheoniglio (Rabbit
Serum 1gG). | due anticorpi verranno usati allass&e concentrazione
dell'anticorpo primario al fine di eliminare eveatuaspecificita di legame

dovute all’anticorpo secondario.

Per impedire il rilascio della leptina endogena netzzo di coltura, dopo

I'aggiunta dei vari stimoli, alle cellule che samantrattate per la valutazione del

39



rilascio di leptina, &€ stata aggiunta una soluzianeM di MonensinaNI-5273
Sigma.

Le cellule dopo la stimolazione sono state postedunbatore per 24 ore.

3.2.2.2 Marcatura extracellulare

Una volta scadute le 24 ore necessarie per la lstmome si procede con la

marcatura. Dopo la tripsinizzazione delle coltusdlutari presenti nei diversi

pozzetti, sono state prelevate 300.000 cellule quardizione che sono state

trasferite nei rispettivi tubi da citofluorimetritgvate con in 1 ml di PBS 1X e

centrifugate a 1100 rpm per 5 minuti. Dopo avemglato il surnatante, si e

proceduto con la marcatura per la valutazione delb@ulazione di espressione

del recettore della leptina seguendo il seguerdtpollo sperimentale:

. Risospendere tutti i campioni, escluso bianco etieg (nei quali devono
essere messi 50 di PBS 1X freddo) in 48 ul di PBS 1X freddo;

. Aggiungere in ogni campione, escluso bianco e mega? pl di anticorpo
primario anti-recettore della lepting®b-R, M-18:sc-18134, Santa Cruz,
Biotechnology, USA)

. Vortexare delicatamente;

. Incubare per 1 h a4 °C;

. Aggiungere in ciascun campione 1 ml di PBS 1X freedd

. Centrifugare i campioni a 4 °C per 5 minuti a 1106,;

. Risospendere tutti i campioni, escluso il biancel (quale devono essere

messi 5Qul di PBS 1X freddo) in 48 ul di PBS 1X freddo;
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Aggiungere in ogni campione, escluso il bianco gatigo, 5 pl di anticorpo
secondario anti-goafPoliclonal swine anti-goat immunoglobulins Fitc,
DAKO),

Vortexare delicatamente;

Incubare per 30 minuti a 4 °C al buio;

Lavare con 1 ml di PBS 1X freddo;

Risospendere ciascun campione in 300 pl di PBSdddb;

Procedere con la lettura dei campioni e successadisi citofluorimetrica
(FACScalibufM/FACStation FACStar Plus, Becton Dickinson, Mountai

View, CA, USA).

3.2.2.3 Marcatura intracellulare

Una volta scadute le 24 ore necessarie per la simome si procede con la

marcatura. Dopo la tripsinizzazione delle coltuedlutari presenti nei diversi

pozzetti, sono state prelevate 300.000 cellule qmardizione che sono state

trasferite nei rispettivi tubi da citofluorimetritgvate con in 1 ml di PBS 1X e

centrifugate a 1100 rpm per 5 minuti. Dopo avemglato il surnatante, si e

proceduto con la marcatura intracellulare per lataaione della modulazione di

espressione della leptina

| reagentinecessari sono:

]

Staining buffer: utilizzato per i lavaggi; 100 ml di soluzione ¢emgono
90ml di PBS 1X, 10ml di siero di vitello fetale (BB al 10%, 100mg di
sodio azide (NaB) 0.1%; La soluzione, una volta preparata deveresse

filtrata e conservata a 4°C.
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a Paraformaldeide al 4%: utilizzata per la fissazione delle cellule sotsig
alla marcatura. Preparata solubilizzando 4g difperaldeide in 100 ml di
PBS 1X a 50°C; La soluzione, una volta pronta, @iéltrata e conservata a
4°C al riparo dalla luce.

a Permeabilization buffer: utilizzato per la permeabilizzazione delle cadlul
100 ml di soluzione contengono 90ml di PBS 1X, l@msiero di vitello
fetale (FBS) al 10%, 100 mg di sodio azide (Mal.1%, 100 mg di
saponina 0.1% (agente permeabilizzante). La salezpyesenta un pH 7.4-

7.6, una volta preparata deve essere filtrata sezvata a 4°C.

E stato seguito il seguente protocollo sperimentale

. Fissare le cellule con 1Q0 di paraformaldeide al 4%;

. Incubare per 20 minuti al buio 4@&;

. Effettuare due lavaggi con 1 ml di permeabilizatinrifer centrifugando a
1100 rpm per 5 minuti &°€;

. Risospendere tutti i campioni, escluso bianco eatmnagy (nei quali devono
essere messi 50| di permeabilization buffer) in 48 pl di permeaation
buffer,;

. Aggiungere in ogni campione, escluso bianco e mega? pl di anticorpo
primario anti-leptina ovvero(b, A-20:sc-842, Santa Cruz, Biotechnology,
USA);

. Vortexare delicatamente;

. Incubare per 1 h a4°C;

. Aggiungere in ciascun campione 1 ml di stainingdauper il lavaggio;
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. Centrifugare i campioni a 4°C per 5 minuti a 1106y

. Eliminare il surnatante;

. Risospendere tutti i campioni, escluso il biancel (quale devono essere
messi 5Qul di staining buffer) in 48 pl di staining buffer;

. Aggiungere in ogni campione, escluso il bianco enegativo, 2 ul di
anticorpo  secondario  anti-rabbit Pdliclonal swine anti-rabbit
immunoglobulins Fitc, DAKD

. Vortexare delicatamente;

. Incubare per 30 minuti a 4°C al buio;

. Lavare con 1 ml di staining buffer;

. Risospendere ciascun campione in 300 pl di staipurfgr;

. Procedere con la lettura dei campioni e successadisi citofluorimetrica
(FACScalibuf/FACStation FACStar Plus, Becton Dickinson, Moumtai

View, CA, USA

3.2.24 Analisi citofluorimetrica

Una volta acceso il citofluorimetro e aperto il tsafre CELL QUEST per la
visualizzazione e I'analisi dei risultati, si prdeecon I'acquisizione dei campioni.
Il primo campione ad essere acquisito e il biarf@aesto, serve per settare i
parametri fisici delle cellule e per escludere tidlworescenza intrinseca delle
stesse.

Per I'acquisizione dei campioni si procede nel se¢gel modo: si inserisce il tubo
da citofluorimetria nell’apposito supporto collegala camera di flusso e tramite

il software si creano due finestre, una relatival@l plot avente come ascisse |l
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forward scatter (FSC) e come ordinate il side sca(6SC) e l'altra € un
istogrammache ha come ascisse l'intensita di fluorescenzaree ordinate il
numero di cellule. Si seleziona come canale peiularescenza FL1, che ¢ il
canale della fluorescenza verde poiché i fluorocromiizzati sono FITC e
pertanto emettono ad una lunghezza d'onda di 525 Wna volta settati i
parametri corretti, si crea sdbt plot una finestra che racchiude la popolazione
piu omogenea in modo da escludere dall’acquisiziordetriti cellulari che
possono interferire con I'analisi successiva. ®icpde con il controllo negativo,
che ci consente di escludere la fluorescenza dowutdegami aspecifici
dell'anticorpo secondario. Di seguito vengono asitjui campioni diversamente
stimolati. Per ogni campione si ha un istogramnppmsentante la curva della
fluorescenza del nostro campione su cui viene ppasta la curva del controllo

negativo.

3.3 VALUTAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE CELLULARE:
SAGGIO CLONOGENICO

Per osservare la crescita a lungo termine dellaleedpiteliali nasali RPMI 2650
e stato eseguito il saggio clonogenico. Questopesnette di seguire la crescita
di cellule che sono state precedentemente trattateopportuni stimoli. Il saggio
clonogenico viene eseguito in piastre da coltua@ozzetti (diametro 35 mm).
Ogni pozzetto viene precedentemente coattato conl @i terreno di coltura
arricchito dal 10% di siero e allo 0.5% di Agar. @@osolidificazione vengono
aggiunti 2 ml della sospensione cellulare di cuiule valutare la proliferazione.

Ogni esperimento €& stato condotto in triplicator BEefinizione una colonia
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cellulare e quella composta da almeno 40 cellutesttumento d’indagine per la
conta delle colonie é I'invertoscopiphase-contrast microscope Leitz, Wetzlar,

Germany.

3.3.1 Stimolazione delle RPMI 2650

Per la valutazione della proliferazione cellularellel RPMI 2650, occorrono

colture separate in cui analizzare le diverse o di stimolazione. Quindi le

cellule, appena staccate dalla fiasca di manterionepno state seminate in

piastra a 12 pozzetti. In ciascun pozzetto sone gtiastrate 150.000 cellule in 1

ml di terreno MEM completo con FBS al 10%. Le piastono stata poste in

incubatore a 37°C, in atmosfera umidificata cos?d CQ e 95% di Q. Dopo 24

ore, quando la coltura cellulare ha raggiunto @wagrdi confluenza pari all’'80% é

stato possibile procedere con la stimolazione sBrémschema seguente:

. Pozzetto 1 Controllo): cellule RPMI 2650 non trattate, da queste é stata
valutata I'espressione di base della leptina esdelrecettore;

. Pozzetto 2 (rParjl): alla coltura viene aggiunta Parietaria judaica
ricombinante alla concentrazione di 1 pg/mi;

. Pozzetto 3 Fluticasone Furoato/FF): alla coltura viene aggiunto
Fluticasone Furoatalla concentrazione di T0M;

. Pozzetto 4 [eptina/Leptin): alla coltura viene aggiunta leptina
ricombinante umana alla concentrazione di 0,5 uM,;

. Pozzetto 5 FF +rParjl): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di IO M e Parietaria judaica ricombinante alla

concentrazione di 1 pg/mi;
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. Pozzetto 6 FF + Leptin): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di 1D M e Leptina ricombinante umana alla
concentrazione di 0,5 pM;

. Pozzetto 7 TGF#,): alla coltura viene aggiuntoGFf; alla concentrazione
di 2 ng/ml;

. Pozzetto 8 FF +rParjl + TGFf,): alla coltura viene aggiunto Fluticasone
Furoatoalla concentrazione di TOM, Parietaria judaica ricombinante alla
concentrazione di 1 pg/ml&sFS; alla concentrazione di 2 ng/ml;

Le cellule dopo la stimolazione sono state postedanbatore per 24 ore.

3.3.2 Preparazione dell'agar

Per coattare i pozzetti € stata preparata una isokizmadre di Agar al 3%
sciogliendo in autoclave (Temperatura: A2 Pressione 1 atm) 6 g di Bacto-
Agar DIFCO in 200 ml di acqua distillata. Poich@szun pozzetto, deve essere
coattato con 2 ml di terreno di coltura al 10%idre e allo 0.5% di Agar, e stata
effettuata una diluizione 1:6 della soluzione madreAgar al 3% con MEM
completo con FBS al 10%. Le piastre preparate sstate opportunamente
sigillate, al fine di mantenere la sterilita, e {@oa 4C per 24 ore per favorire la

solidificazione dell’Agar.

3.3.3 Semina delle cellule
Una volta scadute le 24 ore necessarie per la lstmone, si procede con la
semina delle RPMI 2650 sui pozzetti coattati cdkxgér. Per prima cosa é stata

effettua la tripsinizzazione delle colture cellulpresenti nei diversi pozzetti. Le
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sospensioni cellulari ottenute da ogni pozzettmsgiate raccolte nei falcon sterili
da 15 ml. | tubi sono stati centrifugati a 1100 rper 5 min, dopodiché e stato
eliminato il surnatante e le cellule sono statespese in 1 ml di PBS 1X. Per
effettuare il saggio clonogenico sono necessari@080cellule per condizione di
stimolazione in 2 ml di terreno di coltura al 108S-allo 0,3% Agar. Pertanto e
stata effettua la conta cellulare di ogni condigioRoiché e necessario ottenere
una soluzione di Agar allo 0,3% partendo da unazsohe madre di Agar al 3%, e
stata effettuata una diluizione 1:10 della solugiomadre di Agar al 3%. Prima
della solidificazione dell’Agar, si dispensano peondizione 2 ml della
sospensione cellulare allo 0,3% di Agar (50.000ut=)l nel rispettivo pozzetto
coattato. Avvenuta la solidificazione dell’Agar, feastre sono state incubate a
37°C, in atmosfera umidificata con il 5% €©il 95% Q per 21 giorni. Alla fine
del periodo, € stata effettuata, da due investigatdipendenti in cieco, la conta

delle colonie cellulari formatesi.

3.4 REAL-TIME QUANTITATIVE RT-PCR DELLA LEPTINA E D EL

SUO RECETTORE

La modulazione di espressione della leptina e del ecettore nelle cellule
epiteliali nasali & stata valutata a livello di mRRedianteReal-time quantitative
RT-PCR(reverse transcription polymerase chain reacjion

Quest’ultima é una tecnica di amplificazione genicaui la quantificazione della

sequenza target viene eseguita nel momento stessa avviene la reazione di

a7



amplificazione, che viene seguita e monitoratater@po. Nella PCR in real-time,
il segnale che va monitorato e la fluorescenza.

La real-time quantitative PCR del gene della leptndel suo recettore € stata
realizzata utilizzando la chimica TagMan che siaevdell'impiego di sonde
oligonucleotidiche (specifiche per una parte indedella regione che si vuole
amplificare) marcate alle due estremita con duerdfori e dell'attivita 5-3’

esonucleasica della Taqg DNA polimerasi.

3.4.1 Stimolazione delle RPMI 2650

Per I'estrazione dell’'RNA totale le cellule sonatstseminate in dischi da coltura

di 10 cnf di superficie; in ciascun disco sono state pisst890.000 cellule in 2

ml di MEM completo con FBS al 10%. Successivamdateellule sono stata

poste in incubatore a 37°C, in atmosfera umidificain il 5% CQe 95% di Q.

Dopo 24 ore, quando la coltura cellulare ha raggium grado di confluenza pari

all'80% e stato possibile procedere con la stimole secondo lo schema

seguente:

. Pozzetto 1 Controllo): cellule RPMI 2650 non trattate, da queste é stata
valutata I'espressione di base della leptina esdelrecettore;

. Pozzetto 2 (rParjl): alla coltura viene aggiunta Parietaria judaica
ricombinante alla concentrazione di 1 pg/mi;

. Pozzetto 3 Fluticasone Furoato/FF): alla coltura viene aggiunto
Fluticasone Furoatalla concentrazione di T0M;

. Pozzetto 4 [eptina/Leptin): alla coltura viene aggiunta Leptina

ricombinante umana alla concentrazione di 0,5 uM,;
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. Pozzetto 5 FF + rParjl): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di IO M e Parietaria judaica ricombinante alla
concentrazione di 1 pg/mi;

. Pozzetto 6 FF + Leptin): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di 1D M e leptina ricombinante umana alla
concentrazione di 0,5 uM;

. Pozzetto 7 TGF#,): alla coltura viene aggiuntfoGFf; alla concentrazione
di 2 ng/ml;

Dopo 8 ore dalla stimolazione, 'RNA totale e stastratto direttamente dal

monostrato di cellule epiteliali nasali.

3.4.2 Estrazione del’RNA totale

L’'RNA totale é stato estratto mediante I'utilizzel &kit RNAzol B Biotech ltalia,
Roma, Italig, seguendo le istruzioni della ditta fabbricatrioe accordo con il
metodo di Chomczynski e Sacchi (Chomczynski P,l,el@87). L'RNAzol B,
contenente tiocianato di guanidinio e fenolo, pedsila proprieta di promuovere
la formazione di complessi di RNA con il guanidimiacon le molecole di acqua e
di abolire le interazioni idrofiliche del DNA e delproteine.

Dopo la rimozione del terreno di coltura, il momast cellulare e stato lavato due
volte con PBS 1X e le cellule sono state lisatettimente nel disco di coltura,
mediante I'aggiunta del’lRNAzol B (1 ml per ogni £&7 di superficie del disco
di coltura) pipettando ripetute volte. Dopo averogieneizzato i campioni, questi
sono stati trasferiti nei rispettivi eppendorf da inl e a ciascun omogenato sono

stati aggiunti 10Qul di cloroformio Merck, Gibbstown, N.)J. Ogni campione &
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stato agitato vigorosamente per 15 sec, lasciatghiaccio per 5 minuti e
successivamente centrifugato a 12.000 g per 15tnamfC. Dopo l'aggiunta del
cloroformio e la centrifugazione, 'omogenato forohee fasi: una fase inferiore di
colore blu, contenente fenolo e cloroformio, edaef superiore acquosa incolore,
contenente I'RNA. Il DNA e le proteine sono inveeell'interfase e nella fase
organica. La fase acquosa superiore € stata ftasfeun nuovo eppendorf da 1,5
ml e 'RNA ¢ stato precipitato mediante I'aggiumtiaun volume di isopropanolo
(Merck, Gibbstown, N.Juguale al volume di fase acquosa raccolta. llgane é
stato incubato per 15 minuti a 4°C e successivanesgritrifugato a 12.000 g per
15 minuti a 4°C. L'RNA precipita nel fondo dell'eppdorf come pellet gelificato
di colore bianco-giallo. Il surnatante é stato rasm delicatamente ed eliminato, i
pellet contenenti 'RNA sono stati lavati aggiundenl ml di etanolo al 75%
(Merck, Gibbstown, NJI. Ciascun campione € stato quindi vortexato e
centrifugato a 7.500 g per 8 minuti a 4°C. Allaefidella centrifugazione, il
surnatante e stato scartato e il pellet di RNAagosasciugato all’aria e risospeso
vortexando in 25 di acqua bidistillata trattata con DEPC (dietit@arbonato)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, Y@l fine di prevenire le contaminazioni da
RNasi. L'RNA totale estratto e stato quantificatasmmando l'assorbanza del
campione diluito, a 260 nm di lunghezza d’ondayno spettrofotometrd(U-65;
Beckman Coulter, Inge applicando la seguente formula:

RNA (png/ul) =A x 40 x 200/1.000
doveA e l'assorbanza del campione misurata a 2604@hspno ipng di RNA che

presentano un coefficiente di estinzione corrispoibel a 1 unita di assorbanza;
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200 e il fattore di diluizione della soluzione di lath; diviso1.000 al fine di
ottenere la concentrazione di RNAgig/ul.

Dalla lettura spettrofotometrica, per stimare laegaa dei campioni, si ottiene
anche il rapporto (A260/A280), ovvero il rapporta tassorbanza del campione
misurata a 260 nm e quella misurata a 280 nm.

La principale fonte di contaminazione del campios@no le proteine che
assorbono a 280 nm. Una preparazione di RNA purarhg&alore A260/A280
vicino a 2. Tutti i campioni, come aspettato, pdes@no un valore A260/A280
vicino a 2. In fine lintegrita dellRNA estratto &tata analizzata mediante
visualizzazione delle bande di RNA ribosomiale 852 18S, dopo elettroforesi
di aliquote di RNA su un gel di agarosio all'1% v/ denaturante, con il 5%
(v/v) di formaldeide. LURNA totale estratto, non ilizizato subito, e stato

conservato a - 80°C.

3.4.3 Trascrizione inversa

La trascrizione inversa permette di ottenere mdéech DNA complementari
(cDNA) ad una specifica popolazione di RNA. L'enairchiave € la Trascriptasi
Inversa, di origine virale, che permette la sintegiservativa di DNA, utilizzando
come stampo I'RNA. Come innesco della reazionetiBzzano degli Oligo(dT)
primers i quali si ibridano alle estremita poliadenilatella maggior parte degli
MRNA, il cDNA ottenuto dalla reazione risulta commientare alla popolazione
degli mRNA.

Dettagliatamente, 4g di RNA totale per ogni campione sono stati reasxdritti a

cDNA. La trascrizione inversa e stata effettuat8B7C per 1 ora, in un
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termociclizzatore Rerkin Elmer Gene Amp PCR System 2400 eppendorf da
0,2 ml, in una miscela di reazione dal volume #ndi 25ul, contenente 4g di
RNA totale per campione, 250 ng di Oligo(gil)sprimer, 10 mM di Ditiotreitolo
(DTT), 20 U di Rnasina inibitore della ribonucleasD.5 mM di
trifosfodesossiribonucleotidi (ANTPs) e 200 U Mbloney-Murine Leukaemia
Virus Reverse Transcriptag®-MLV RT) in tampone, previo riscaldamento a
70°C per 10 minuti del’lRNA totale e degli Oligo(d3.1s primer, al fine di
permetterne I'ibridazione. La miscela di reaziongtata quindi riscaldata a 98°C
per 5 minuti al fine di inattivare la trascripttasversa, e poi raffreddata a 4°C. Il
cDNA ottenuto, non utilizzato subito, & stato coxma® a -20°C. Tutti i reagenti

sono stati acquistati alla Dittavitrogen SRL, Milano, Italia

3.4.4 Real-time quantitative PCR

La real-time quantitative PCHel gene della leptina e del gene del recettolta de
leptina e stata realizzata utilizzando la chimiegMan che si avvale dell'impiego
di sonde oligonucleotidiche (complementari allausgga bersaglio che si vuole
amplificare) marcate alle due estremita con duerdfori (il reporter e il
quenchey e dell'attivita 5’-3’ esonucleasica della Taq Ddalimerasi.

Sono stati usafprimers (senso e antisenso) e una sonda TagMan speafidap
leptina ed il recettore della leptin@gplied Biosystems, TagMan Assays on
Demand. La sonda TagMan conteneva: il fluorofaeporter (R) 6-FAM legato
all'estremita 5’; unquenchemon fluorescente (NFQ) legato all’'estremita 3'aun
codina MGB (inor groove bindérin corrispondenza dell’estremita 3’, che si

lega specificamente al solco minore della doppieaeti DNA, permettendo
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'impiego di temperature dannealing piu elevate, a favore di una maggiore
specificita. Durante I'amplificazione, la sondaesiibridata specificamente alla
sequenza complementare compresa tra i siti pishers senso e antisenso
Quando la sonda € intatta, la vicinanza reporter e quencherdetermina lo
spegnimento della fluorescenza detporter (principio del trasferimento
dell’energia di Forster). Infatti, teporter & un fluorocromo ad alta energia che
emette fluorescenza, guenchere un fluorocromo a bassa energia che assorbe la
fluorescenza deteporter. Quandoreporter e quenchersi trovano vicini, |l
guencherspegne la fluorescenza daeporterperché I'energia emessa deporter
viene assorbita dguencher.

Durante l'estensione dell'amplificato da parte detipli Taqg Gold DNA
polimerasi (P), I'enzima incontra la sonda TagMagrazie alla sua attivita 5’-3’
esonucleasica, staccadporterche libera la sua fluorescenza. Questo processo si
verifica ad ogni ciclo di amplificazione. Alllaumtare dei cicli di amplificazione,

il segnale fluorescente & sempre maggiore, finmggiungere la soglia prefissata.
L’amplificazione e stata effettuata in uno Step thes Real-time PCR System
(Applied Biosystemg)Haslett JN, et al, 2002), in piastre a 96 porzettuna
miscela di reazione dal volume finale di ©Q contenente, oltre il cDNA (circa il
10% del prodotto dell'RT) e la miscela costituit@ drimers (0,9 uM ognuno) e
dalla sonda (0,25uM), la TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystemsgontenente I'enzima Ampli Taq Gold DNA polimerasi AmpErasi
UNG. La miscela di reazione é stata portata a velwwon acqua bidistillata
sterile. Per I'amplificazione e stato adottatoegigente profilo: una fase iniziale di

2 minuti a 50°C, per attivare 'AmpErasi UNG, sdguida una fase di
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denaturazione di 10 minuti a 95°C; quindi la reaei@ andata avanti per 40 cicli,
ognuno dei quali costituito da una fase di denataree a 95°C per 15 sec e da
una successiva fase di ibridazione/estensione@ pér 1 minuto.

I livelli di mRNA sono stati calcolati con un mewdi quantizzazione relativa, il
metodo comparativo deitJcicli soglia). Per ciclo soglia si intende un renm
frazionario di cicli di amplificazione in cui laaeione di PCR supera una soglia
prefissata di fluorescenza. La relazione quanidgagsiste tra numero di cicli
soglia e quantita di sequentaget presente nel campione. Piu sequeiazget &
presente nel campione, prima si avra il raggiungbmeéel ciclo soglia.

Come controllo endogenméne Housekeepihgper la normalizzazione e stata
usata I'espressione del gene della GAPDH (glicerdkl3-fosfato deidrogenasi)
espressa costitutivamente nelle cellule.

Per ogni campione, e stato calcolato il valorexie} (Cr del target meno {del
controllo endogeno) e dAAC: (ACy del campione in esame mend&; del
campione di riferimento).

| livelli di mRNA sono stati quindi determinati con la formul&*3" (Livak KJ e
Schmittgen TD, 200Q% rappresentati graficamente con@d-changé del livello

di mRNA in ogni condizione sperimentale rispettle aellule non trattate, scelte
come campione di riferimento.

Ogni campione € stato testato in triplicato. Laidrdl di questo metodo é stata
confermata amplificando diluizioni seriali (di uattore 10) del target (recettore
della leptina e leptina) e del controllo endogeGAPDH). Utilizzando questo
approccio, l'efficienza di amplificazione dei geella leptina/leptina recettore e

GAPDH e risultata uguale.
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3.5 VALUTAZIONE DEL PATHWAY LEPTINA/LEPTINA
RECETTORE SU SEZIONI DI BIOPSIE DI TURBINATI NASALI DI

SOGGETTI ALLERGICI E NON ALLERGICI

La prima fase della valutazione del pathway lepl@mpdina recettoreex vivo

prevede: taglio al microtomo delle biopsie (dipgn di spessore fissate in
paraformaldeide ed incluse in paraffina), di tudtimasali inferiori di soggetti

allergici e soggetti controllo non allergici; degHiinizzazione e reidratazione
mediante passaggio delle sezioni prima in Xylenefié di allontanare la
paraffina e successivamente in una scala decresadintalcoli per ridare

gradualmente acqua; colorazione delle sezioni otéercon ematossilina ed
eosina; analisi microscopica al fine di valutargekezionare le sezioni di biopsie
che possedevano uno strato epiteliale integroaNglbsi totalita delle biopsie in
nostro possesso e stata riscontrata la presenanodstrato epiteliale integro e

pertanto valutabile ai fini del nostro studio.

3.5.1 Immunoistochimica

L’immunoistochimica € una tecnica immuno-enzimatiba si basa sul principio
del legame di uno specifico anticorpo ad uno speciintigene rilevato da un
sistema enzimatico-colorimetrico sulla base ddih@h delle molecole biotina-

streptavidina.

Dopo il processo di deparaffinizzazione e reidratee, i vetrini sono stati

asciugati con carta assorbente e le sezioni s@te delimitate con la pap-pen.

Prima di incubare le sezioni con gli anticorpi painmanti-leptina e anti-recettore
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della leptina, queste sono state poste in un bagnaun appropriato tampone, il
Tris Buffer Saline 1X (TBS 1X) per 10 minuti. llrntgone e stato preparato
mescolando 100 ml di TRIS-HCI 10X 0,05 M pH 7,609 Inl di NaCIl 10 X 1,5
M, portando la soluzione al volume di 1 litro congaa distillata. Dopo la
rimozione dei vetrini dal bagno di lavaggio, peritane l'essicazione dei
campioni, i vetrini sono stati adagiati in posizoarizzontale con il campione
rivolto verso l'alto in una camera umida allestisslando dei contenitori per vetrini
porta oggetto con coperchi sulla cui base é stastapdella carta assorbente
inumidita con dell’'acqua distillata. Prima di in@b le sezioni con gli anticorpi
primari, sono stati saturati i siti di legame asfi@c al fine di evitare una
colorazione positiva del campione che non deriMdetmme antigene-anticorpo.
Pertanto, dopo il lavaggio in TBS 1X, le seziomaatate incubate per 30 minuti
a temperatura ambiente con la proteina bloccabtaraha bovina (soluzione 0,5
% di BSA in TBS 1X). Eliminato I'eccesso di protaimerte le sezioni sono state
incubate:

. overnighta 4°C con l'anticorpo primario policlonale anti-ettore della
leptina (diluizione 1:50)polyclonal goat anti-leptin receptor®i§-R, M-
18:sc-1834, Santa Cruz, Biotechnology, USgpecifico sia per I'isoforma
lunga che per I'isoforma breve del recettore deltdina;

. 1 h a temperatura ambiente con I'anticorpo primpabiclonale anti-leptina
(diluizione 1:40) [polyclonal rabbit anti-leptin @b, A-20:sc-842, Santa
Cruz, Biotechnology, USA specifico per la porzione C- terminale della

leptina.
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Per il controllo negativo della seduta sono stadiezzate due sezioni di biopsie
incubate con il solo diluente degli anticorpi primaPer rilevare I'eventuale
marker presente nell’epitelio, ovvero la reaziomégene-anticorpo avvenuta, é
stato usato il sistema Dako Universalabelled avidin streptavidin biotinkit
(Universal LSAB™+ Kit/HRP, Rabbit/Mouse/Goat: KO68@&kao. Un kit per
immunocitochimica e immunoistochimica che utilizza sistema enzimatico in
fosfatasi e la Hew fucsciih come substrato cromogeno che colora in rosso le
cellule nelle quali c’'é stata la reazione antigangeorpo. Dopo breve lavaggio in
tampone, le sezioni, poste in camera umida, saate stcubate con l'anticorpo
secondario biotinilato per 15 minuti a temperatmsbiente. E stato effettuato un
lavaggio in tampone, e dopo aver asciugato i vietgrsezioni sono state incubate
per 15 minuti a temperatura ambiente con il sistemAamatico avidina-fosfatasi.
Seguono lavaggio in tampone e incubazione con bbktsato cromogenonéw
fucsirt.

La colorazione specifica piu intensa e lintensitafondo piu bassa e stata
ottenuta, dopo 15 minuti di incubazione a tempesatimbiente con il substrato
cromogeno, per la valutazione del recettore delpdina, e dopo 25 minuti per la
valutazione del della leptina. Segue lavaggio iquaccorrente, acqua distillata e
contro-colorazione dei nuclei cellulari, che vengaolorati con ematolissina (un
colorante acidofilo affine con il DNA che confergsal nucleo un colore violetto).
Infine si effettua montaggio del vetrino portaodigeon il vetrino coprioggetto e

successiva analisi al microscopio ottiteitca, Wetzlar, Germainy
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3.6 VALUTAZIONE DELL ESPRESSIONE DEL FATTORE Dl
TRASCRIZIONE STAT-3 TRAMITE WESTERN BLOTTING

Allo scopo di valutare la presenza di proteine gpbe coinvolte nelpathwaydi
proliferazione cellulare, sono stati condotti egpenti di Western blottingche
prevedono una serie di procedure sperimentali:

a Preparazione degli estratti cellulari;

a Dosaggio proteico;

a Elettroforesi su gel di poliacrilammide con immutaib

3.6.1. Stimolazione delle RPMI 2650

Per preparare gli estratti cellulari, occorronotw@ separate in cui analizzare le

diverse condizioni di stimolazione. Quindi le c@luappena staccate dalla fiasca

di mantenimento sono state seminate in fiasché&dar®. In ciascuna fiasca sono

state piastrate 1 x i@ellule in 6 ml di terreno MEM completo con FBS18%.

Le fiasche sono stata poste in incubatore a 3#@tmosfera umidificata con il

5% CQ e 95% di Q. Dopo 24 ore, quando la coltura cellulare ha nagg un

grado di confluenza pari al’'80% é stato possibitecedere con la stimolazione

secondo lo schema seguente:

. Pozzetto 1 Controllo): cellule RPMI 2650 non trattate, da queste e stata
valutata I'espressione di base della leptina esdelrecettore;

. Pozzetto 2 (rParjl): alla coltura viene aggiunta Parietaria judaica
ricombinante alla concentrazione di 1 pg/mi;

. Pozzetto 3 Fluticasone Furoato/FF): alla coltura viene aggiunto

Fluticasone Furoatalla concentrazione di TtM:;

58



. Pozzetto 4 [eptina/Leptin): alla coltura viene aggiunta leptina
ricombinante umana alla concentrazione di 0,5 uM;

. Pozzetto 5 FF + rParjl): alla coltura viene aggiunto Fluticasone Furoato
alla concentrazione di IO M e Parietaria judaica ricombinante alla
concentrazione di 1 pg/mi;

Le cellule dopo la stimolazione sono state posteaabatore per 24 ore.

3.6.2 Preparazione degli estratti cellulari nucle/citoplasma

Dopo incubazione per 24 ore con ledndizioni sperimentali prima descritte, e
dopo trattamento con tripsina e lavaggio, sonoi gbaeparati gli estratti
nucleo/citoplasma mediante l'utilizzo del kit ditrezioneNE-PER Nuclear and
Cytoplasmic Extraction Reagentlhermo Scientific; Waltham, MA-USA)
seguendo le istruzioni della ditta fabricatrice eQuo kit € composto da:

a CER | (Cytoplasmic Extraction Reagent I)

a CER Il (Cytoplasmic Extraction Reagent )

a NER (Nuclear Extraction Reagent)

Al fine di impedire la degradazione enzimatica elgiroteine alla soluzione di
CER | e di NER sono stati aggiunticbcktail degli inibitori di proteasi e fosfatasi

(Roche).

| pellet asciutti sono stati risospesi in 1A0di soluzione di CER I, sono stati

vortexati alla massima velocita per 15 secondi &ipo ghiaccio per 10 minuti.

Sono stati aggiunti 5,8l di CER 1l in ogni eppendorf, i pellet sono stabirtexati
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per 5 secondi e posti in ghiaccio per 1 minuto. c8ssivamente sono stati
vortexati per 5 secondi e centrifugati a 16.000eg % minuti a 4C. | surnatanti,
contenenti I'estratto di proteine citoplasmaticloacs stati trasferiti nei rispettivi
eppendorf conici da 1,5 ml, posti in ghiaccio e pamservati a — 8C. A ciascun
pellet, sono stati aggiunti 5@ di soluzione di NER, sono stati vortexati alla
massima velocita per 15 secondi e messi in ghiapgp 10 min. Questo
trattamento é stato ripetuto per altre 3 volte.ampioni in fine sono stati
centrifugati a 16.000 g per 10 minuti &4e i surnatanti, contenenti I'estratto di

proteine nucleari, sono stati trasferiti nei rispeteppendorf conici da 1,5 ml,

posti in ghiaccio e poi conservati a <80

3.6.3 Dosaggio delle proteine

La quantificazione delle proteine presenti nediiadt citoplasmatici e nucleari, &
stata eseguita utilizzando il metodo Hradford Questo metodo utilizza il
colorante Coomassie Bludl quale forma composti colorati in “blu” con le
proteine, tramite legami elettrostatici proteinaggpi sulfonici del colorante in
soluzione acida.

Per valutare la concentrazione proteica incogniiacampioni si & costruita una
curva di taratura, utilizzando concentrazioni ceedic di Albumina di Siero

Bovino 0,1% (BSA).

Tutte le misurazioni, compresa la curva di targtigano state compiute in
duplicato. Le aliquote dei campioni sono state itdililcon acqua distillata e a
ciascuno di essi é stata aggiunta una aliquotaO@i rRicrolitri di reattivo di

Bradford che reagisce con le proteine a temperatura angbient
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La presenza di proteine viene indicata dallo sytupdi un colore blu,
direttamente proporzionale alla concentrazione eicat e analizzata allo
spettrofotometro, tramite lettura dell’assorbaniialanghezza d’onda di 595 nm.
La quantita di proteine da caricare nel gel di goilammide, pari a 4Qug di
proteine per condizione, é stata calcolata medi#intdizzo di un foglio di

calcolo Excel.

3.6.4. Elettroforesi su gel di poliacrilammide co Immuno blot

E stata effettuata una separazione proteica medilattroforesi in verticale su
gel di poliacrilammide, in presenza del detergart®mnico sodio dodecil solfato
(CHs-(CH,)10-CH,OSQOs-Na', SDS). L'SDS si lega a ciascuna proteina. Poiehé |
cariche negative del’SDS si respingono, le praemultimeriche si dissociano
nelle loro subunita e tutte le catene polipeptidisono forzate in conformazioni
estese con carica simile.

Poiché il trattamento con SDS elimina le differedidorma, la lunghezza della
catena polipeptidica, che riflette la massa, eit¢ometerminante della velocita di
migrazione.

Il saggio viene condotto utilizzando un sistemacaliginuo, costituito da due
diversi gel di poliacrilammide: il gel di impaccame, ostacking ge(upper ge),

e il gel di corsa, ounning gel(lower ge). Lo stacking gek posto al di sopra del
running geled in esso si formano i pozzetti, nei quali vergyearicati i lisati
cellulari contenenti le proteine. Il suo scopo eelbu di permettere la
concentrazione delle proteine in una banda softiliena che entrino nel gel di

separazione (o di corsa). Questo risultato sirwtiatilizzando una forza ionica e
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un pH differente tra il tampone elettroforetico legel di impaccamento. Lo
stacking gelpresenta pori molto grandi, dato che la concernazdi acrilamide
in esso usata € bassa, ci0 consente alle protéineualversi liberamente e di
impaccarsi. Inoltre va ricordato che nei campioprésente un colorante, il blu di
bromofenolo, e il glicerolo, che rendono la solmeadel campione piu densa in
modo da facilitarne la stratificazione sul fondd dezzetto di caricamento. Nel
running ge] la concentrazione di acrilammide e maggiore, p@&mette la
separazione delle proteine in base al loro pesacotdre apparente. Ai lisati
cellulari vengono aggiunti ip-mercaptoetanolo, che riduce i ponti disolfuro e
I'SDS, carico negativamente, che si lega ogni 2idtesamminoacidici,
permettendo la migrazione elettroforetica dellegiree.
L’ammonio persolfato (APS) e [I'N,N,N’,N’,tetrametihdiamina (TEMED)
vengono utilizzati rispettivamente come iniziatawecome catalizzatore della
polimerizzazione del gel. In base ai diversi pesilenolari delle proteine di
interesse, si possono usare differenti concentmadigoliacrilammide.
In questo studio sperimentale, & stata analizzatgprésenza del fattore di
trascrizione STAT-3 negli estratti proteici nuciearcitoplasmatici delle RPMI
dopo 24 h di stimolazione. Questa proteina esistdue diverse isoforme, STAT
3 a con un perso molecolare di 91 kDa e STAP 8i 86 kDa pertanto é stato
utilizzato un gel al 10%.

La composizione dei due gel € la seguente:
o  Stacking gel(upper)

. 0,5 M Tris HCI pH 6,8 $igma-Aldrich

. 10% SDS $igma-Aldrich

62



30% Acrilamide mix Fluka BioChemika

10% APS (ammonio persolfatdijroClong

TEMED (Sigma-Aldrich
= Hzo

a Running gel(lower).

1,5 M Tris HCI pH 8,8 Sigma-Aldrich

. 10% SDS $igma-Aldrich

. 30% Acrilamide mix Fluka BioChemika6 mL
. 10% APS EuroClong

. TEMED (Sigma-Aldrich

= Hzo

La camera per l'elettroforesi e stata riempita dotampone di cors&unning
Buffer 10 X (soluzione acquosa contenente: glicina, &dsSDS) e collegata ad
un impianto di raffreddamento.

Gli estratti citoplasmatici e nucleari sono staricati, alla concentrazione di 40
ug di proteine per pozzetto. Come marcatore deéimekecolari & stato utilizzato
lo standard della BIORAD. Alla camera elettrofatatie stato applicato un
amperaggio di 90 V per ogni gel per 15-20 minuti, fime di favorire
'impaccamento delle bande neBtacking gek, successivamente, una corrente di
150 V per 1 ora e 30 minuti, allo scopo di induarseparazione delle proteine nel
running gel

Il trasferimento delle proteine dal gel alla menmaradi nitrocellulosa é stato

effettuato mediantelettro-blotting ovvero un sistema continuo assemblato in un
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apposito apparatdSemi-dry Protein Blotter System, Pharmacia LKB Mulbr
).

E stato allestito usandwichcostituito, nell'ordine: dall’anodo al catodo, da u
foglio di carta da filtro Electrode Paper Novablot PKG/500, Pharmacidal gel
di poliacrilammide, dalla membrana di nitrocelldoglrans-Blot® Transfer
Medium, BioRajle da un altro foglio di carta da filtro.

| fogli di carta da filtro, il gel e la membranargostati precedentemente immersi
per qualche minuto nel tampone di trasferimentditi® da: 10% ditransfer-
buffer (Trizma base e glicina) al 20% metanolo. La procadli trasferimento
viene eseguita applicando una corrente di 400 ntALpma e 30 minuti circa. La
membrana, alla fine della corsa, viene incubataagitazione per 1 ora a
temperatura ambiente nelBlocking Solution questa soluzione e costituita dal
tampone T-TBS (0.5 M Trizma base, 3 M NaCl + 1% Tveen 20
poliossietilene-sorbitanmonolaurato, Sigma) cd&?4l di latte in polvere.

Questo tampone di blottaggio € una soluzione chingtte la fissazione delle
proteine sulla membrana, prevenendo la formazieregdmi aspecifici da parte
dell'anticorpo primario.

Successivamente, la membrana e stata posta adamecab4 Cc°overnightin
agitazione con I'anticorpo primario monoclonaledetg la porzione N-terminale
di STAT-3 [mouse monoclonalStat-3, F-2sc-8019; Santa Cruz Biotechnology,
USA)] diluito 1:100 inblocking solution

Il giorno successivo la membrana, dopo 3 lavaggiTtd BS, e stata incubata con
'anticorpo secondario anti-mouse (Amersham Biosmes, Piscataway, NJ)

diluito 1:1000 inblocking solution per 1 ora in temperatura ambier®po altri

64



3 lavaggi di 10 minuti in T-TBS, i complessi antigeanticorpo vengono
analizzati per mezzo della reazione di chemilundaeza.

Questa reazione avviene al riparo dalla luce bafmda membrana con una
soluzione di ECL PlusAmersham, USAI prodotti chemioluminescenti di questa
reazione sono stati visualizzati tramite autoragifg su lastr&kodak® BioMax
LightFilm.

Come controllo delle quantita di proteine caricatal gel si valuta la
concentrazione di proteine cellulari costitutivex B-actina per gli estratti
citoplasmatici e la lamina Bl per gli estratti reari. Per valutare cio, la
membrana € stata sottopostas#ripping’ (per allontanare il precedente legame
antigene-anticorpo) ponendo la membrane a 65° G@eninuti nellastripping
solution una soluzione costituita da: TBS 1X ( Tris-HCIén, NaCl 137 mM e
H,0); B-mercaptoetanolo e . Successivamente, la membrana € stata incubata
prima con l'anticorpo monoclonale anti-actina dibull:500 inblocking solution
[mousemonoclonal antj-actina Ac-15(Signa-Aldric]) e dopo con Il'anticorpo
monoclonale anti-lamina diluito 1:200 ocking solutionfmousemonoclonal
anti-lamin B1 Ac-11(Santa Cruz Biotchnologl)Infine, & stata effettuata una
seconda incubazione con un anticorpo second&ib mousdgG (HRP-Linked

NA931, GE Healthcarg
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3.7 ANALISI STATISTICA

| dati ottenuti sono riportati come la media ragprdativat SD (standard

deviation) e sono il risultato di test effettuatmano in triplicato per ogni

condizione sperimentale. La significativita stat@stdei dati € stata calcolata
applicando il test non parametritimpareid t-test(StatView program 5.0.1). Un

valore di p < .05 é stato considerato significativo
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4. RISULTATI

4.1 Espressione della leptina e del suo recettorelte cellule epiteliali nasali
RPMI 2650 e nelle biopsie di turbinati nasali di sggetti allergici e non

allergici

| dati in vitro relativi agli studi di immunocitochimicae citofluorimetria

sull’espressione della leptina e del suo recettake cellule epiteliali nasali e
nelle biopsie di turbinati nasali di soggetti ajier e non allergici sono riportati
nelle Figure 9 e 10. | risultati ottenuti indicano che questa linefiutare esprime

il recettore della lepting={gura 9) e produce leptina{gura 10).

Espressione del recettore della
leptina

FL 1-O8-1

Figura 9: Espressione del recettore della leptina nelle RRM50. Immagine &):
immunocitochimicaingrandimento 1000 X della condizione controllme riquadro i
basso a destra, il controllo negativo della sedmtaagine b): citofluorimetria a flussp
istogramma relativo albverlay dell'intensita di fluorescenzaFI1) della condizion
controllo (grigia) rispetto al controllo negativialy).
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Espressione della leptina

Figura 10: Espressione della leptina nelle RPMI 2650. Immagife):
immunocitochimicaingrandimento 1000 X della condizione controlloes riquadro i
alto a destra, il controllo negativo della seditamagine b): citofluorimetria a flussp
istogramma relativo albverlay dell'intensita di fluorescenzaF[1) della condizion
controllo (grigia) rispetto al controllo negativiolif).

Le Figure 11 e12riportano i datex vivorelativi agli studi dimmunoistochimica
sulle biopsie nasali di turbinati inferiori di te®ggetti controllo non allergici sani
e tre pazienti affetti da rinite allergica cronica.

| risultati ottenuti hanno dimostrato la presengHladleptina e del suo recettore sia
nei controlli che nei pazienti affetti da rinitdeajica cronica. L'analisi ottenuta
mediante I'analizzatore di immagine dello stratdediale ha messo in evidenza
un trend di riduzione dell'espressione del pathway leptimatiha recettore

nell’epitelio dei pazienti allergici rispetto aimiwolli.
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Espressione del recettore della
leptina

Figura 11: Espressione del recettore della leptina neleioni di biopsie nasali
turbinati inferiori di soggetti allergici e non athici. Immagine &): immunoistochimica
ingrandimento 400 X di un soggetto sano; Immagitd: (mmunoistochimica
ingrandimento 400 X di un soggetto con rinite @liea cronica. Le frecce indicanc
cellule epiteliali.
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Espressione della leptina

Figura 12: Espressione della leptina neBeziom di biopsie nasali di turbinati inferiori
soggetti allergici e non allergidimmagine §): immunoistochimicaingrandimento 400 X
un soggetto sano; Immagink){ immunoistochimicaingrandimento 400 X di un sogge
con rinite allergica cronica. Le frecce indicana@étlule epiteliali.
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4.2 Effetto dei trattamenti cellulari sull'espressone del recettore della

leptina nelle cellule epiteliali nasali

| dati relativi agli studi dicitofluorimetria sull’espressione del recettore della

leptina nelle cellule epiteliali nasali RPMI 265@ne riportati nelleFigura 13.

| risultati ottenuti mostrano:

O  unaumento statisticamente significativo dell’espressione réekettore della
leptina, rispetto al controllo, in seguito al testtento con:

. Leptina ricombinante umana<j®3);
. Fluticasone Furoato a concentrazioni terapeutipk€(06);
. Leptina in associazione con il farmace . (p001).

a una riduzione statisticamente significativa dell’espressione ckgettore
della leptina, rispetto alla condizione controlio, seguito al trattamento
con:

. il icombinanterParjl (p<.002);
. il TGFS; (p<.0006);

O  unaumento statisticamente significativo dell’espressione réekettore della

leptina, rispetto alla condizione controllo, n@$sociazione del Fluticasone

Furoato con il ricombinantéarjl (p<.003).
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Figura 13: Effetto dei trattamenti cellulari sulla modulaziodell’espressione del recett
della leptina. In alto, istogramma di citometria a flusso, relativo edérlay dell’ intensit:
di fluorescenzgFL1) della condizione controllo (grigia) rispettoteattamenti cellulari. |
basso, gli istogrammi rappresentano |lay&ted positivadell’analisi citofluorimetrica. | da
riportati sono la media di otto esperimenti indigenti + DS. Valori di significativiti
rispetto al controllo * : p < .0%ufpaired t-test
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4.3 Effetto dei trattamenti cellulari sull'espressone della leptina nelle

cellule epiteliali nasali

| dati relativi agli studi dicitofluorimetria sull’espressione della leptina nelle

cellule epiteliali nasali RPMI 2650 sono riportagillaFigura 14.

| risultati ottenuti mostrano:

a

un aumento statisticamente significativo dell’espressione laddeptina,
rispetto al controllo, in seguito al trattamentm:co

. Leptina ricombinante umana<j®3);

. Fluticasone Furoato a concentrazioni terapeutiph€4);

. Leptina in associazione con il farmace.(2).

una riduzione statisticamente significativa dell’espressioneladééptina,
rispetto al controllo, in seguito al trattamentadb ricombinanterParjl
(p<.0007).

un aumento statisticamente significativo dell’espressione réekettore della
leptina, rispetto al controllo, nell’ associaziotel Fluticasone Furoato con
il icombinanterParjl (p<.02).

nessun effetto statisticamente significativo sedlpressione della leptina in

seguito al trattamento conTiGFS,.
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Figura 14: Effetto dei trattamenti cellulari sulla modulazédell’espressione della leptina. Gli
istogrammi rappresentano taeanlineare dell’analisi citofluorimetrica. | dati iptati sono la
media di otto esperimenti indipende#tDS. Valori di significativita rispetto al controll : p <
.05 (unpaired t-test

4.4 Effetto dei trattamenti cellulari sulla proliferazione a lungo termine

delle cellule epiteliali nasali

| dati relativi alla conta delle colonie celluladi RPMI 2650 del saggio
clonogenico a 21 giorni sono riportati nefura 15.
| risultati ottenuti mostrano:
O un aumento statisticamente significativo della proliferaziorellulare,
rispetto al controllo, in seguito al trattamentm:co
. Leptina ricombinante umana<j©4);
. Fluticasone Furoato a concentrazioni terapeutipk€(9);
. Leptina in associazione con il farmace.@007).
a una riduzione statisticamente significativa della proliferazionellulare,

rispetto al controllo, in seguito al trattamentmco
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. il icombinanterParjl (p<.002);
. il trattamento con iITGFS; (p<.0007);
O un aumento statisticamente significativo della proliferaziorellulare,
rispetto al controllo, in seguito al trattamentm:co
. Fluticasone Furoato in associazione con il ricorabia rParjl
(p<.0003);
. Fluticasone Furoato in associazione conGIFS; (p<.03);

. Fluticasone Furoato in associazione con il ricorabiarParj1l e con

il TGFB, (p<.03).

oo

!

«00,00 _|

RPMI2650 Colo

S00,00 —

200,00 —

To0,00

0,008 —

CONTROL PRIl 1pgml = FF105M 'LEPTINO.SuM FF {rPRJL TGE B, 2 ng/ml FELT:

Figura 15: Effetto dei trattamenti cellulari sulla proliferanie a lungo termine delle RPMI
2650. Gli istogrammi rappresentano il numero doog cellulari. | dati riportati sono la media
di cinque esperimenti indipendeatiDS. Valori di significativita rispetto al controlf : p < .05
(unpaired t-test
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4.5 Effetto dei trattamenti cellulari sulla modulazone dell’'espressione della
leptina e del suo recettore attraverso la valutazite dei livelli di mMRNA

nelle cellule epiteliali nasali

| dati relativi agli studi diReal-time quantitative RT-PCRell’'effetto dei

trattamenti cellulari sulla modulazione di espressi della leptina e del suo

recettore sono riportati neligura 16.

| risultati ottenuti mostrano:

O  un aumento statisticamente significativo dei livelli di mRNAowelati
all'espressione del recettore della leptina, rigpat controllo, in seguito al
trattamento con:

. Leptina ricombinante umana<{}©03);

. Fluticasone Furoato a concentrazioni terapeutipk€006);

. Leptina in associazione con il Fluticasone Furgpto0002)

. Fluticasone Furoato in associazione con il ricorabia rParjl
(p<.02).

o  nessun effetto statisticamente significativo ecstagservato sui livelli di
MRNA correlati all'espressione del recettore ddéatina in seguito al
trattamento con il ricombinant@arjl e con IITGFSy ;

a gli stimoli testati non sono stati in grado di mtzda i livelli di mRNA

correlati all'espressione della leptina.
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Figura 16: Effetto dei trattamenti cellulari sull’ espressiodel recettore della leptina a live
di mRNA. | livelli di mRNA sono stati determinati con il metodo comparativo @¢ €
normalizzati utilizzando la GAPDH comeomtrollo endogeno. L'istogramma rappres:
graficamente i livelli di mMRNA comef6ld-changé del livello di mRNA in ogni condizior
spermentale rispetto alla condizione controllo. | dgtiortati sono la media di tre esperimi
indipendentit DS. Valori di significativita rispetto al controlf : p < .05 (npaired t-tegt

4.6 Effetto dei trattamenti cellulari sulla traslocazione nucleare del fattore

di trascrizione STAT-3 nelle cellule epiteliali naali

| dati relativi all'analisiWestern Blottingsull’effetto del trattamento delle RPMI
2650 con leptina, Fluticasone FuroatarRarjl a 24 ore sull’'espressione del
fattore di trascrizione STAT-3 sono riportati nefigura 17.

| risultati ottenuti mostrano:

o un aumento dell’espressione di STAT-3, nelle cellule trattat®n
Fluticasone Furoato a concentrazioni terapeutiche;
o  unariduzione dell’espressione di STAT-3, nelle cellule trattata leptina;

o  una riduzione dell’'espressione di STAT-3, nelle cellule trattaten il

ricombinanteParjl;
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o un ripristino dell’espressione di STAT-3, nelle cellule trattat®n

Fluticasone Furoato in associazione con il ricorabiarParjl.

| dati relativi all’analisi Western Blottingsull'induzione dell’espressione di
STAT-3, dopo trattamento con leptina a 4 ore, soportati nellaFigura 18 e

mostrano un aumento dell'espressione di STAT-Zra#llule epiteliali nasali.

Cytoplasmatic STAT3 Nuclear STAT3
100 kDa
D . — —— e —— P S ——
75 kDa
2 kDa 62 kDa
| | | —————
Beta-actin . Lamin Bl =
= E = = -~ S £ = =
= & = = B ' o i3
= b ; I = = = S o
2 -~ 2 2 E e o 2 B 5
o g c £ + ¥ = = T =
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Figura 17: Effetto dei trattamenti cellulari, valutati medta Western Blotting sulla
traslocazione nucleare del fattore di trascriziSRAT-3 nelle RPMI 2650 dopo 24 ore di
stimolazione.
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Figura 18: Effetto tempo-dipendente della leptina, valutatediante Western
Blotting, sulla traslocazione nucleare del fattore di wiaeme STAT-3 nelle
RPMI 2650 dopo 30 min, 1 h e 4 h di stimolazione.




5. DISCUSSIONE

Numerosi studi sperimentali dimostrano il ruolo tetobvo della leptina nel
mantenimento dellomeostasi dell’epitelio bronceigBruno A, et al, 2005;
Bruno A, et al, 2009; Bruno A, et al, 2011). Subase di queste evidenze
sperimentali, abbiamo ipotizzato un ruolo protettidella leptina anche
nell’epitelio nasale in un contesto di rinite afjea.

La rinite allergica e un disturbo sintomatico dedlée vie aeree, che segue al
contatto della mucosa nasale con l'allergene. Oggarticosteroidi nasali sono
considerati 1 farmaci di elezione per il controltiei sintomi nasali di questa
patologia, specie quando il sintomo principaleostfuzione nasale (Brozek JL,et
al, 2010; Greiner AN, et al, 2011). Infatti, lagpia inalatoria € legittimata da una
fiorente letteratura internazionale che dimostrenedl trattamento topico offra
diversi vantaggi: elevata concentrazione del faomaella sede della flogosi e
minore concentrazione sistemica; rapidita d’aziondtte dosi terapeutiche e
minori effetti collaterali.

Gli effetti antinflammatori esercitati da questqadi di terapia includono:
diminuzione di eosinofili e basofili negli infiltta cellulari; riduzione dei
mediatori pro-infammatori e della permeabilita s@lare; riduzione della
produzione di muco (Fokkens WJ,et al, 2012).

Inoltre, questi farmaci possono anche esercitarattivita immunomodulatoria
poiché sono in grado di ridurre il numero di lintod'h2 coinvolti nella risposta
immunitaria che segue al contatto della mucosal@ase I'allergene (Malmhall

C, et al, 2007).
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Oltre a contrastare i sintomi della rinite alleggic corticosteroidi nasali svolgono
un ruolo rilevante nel migliorare l'istologia dedpitelio nasale. Il Fluticasone
Propionato, infatti possiede una potente attivittndiammatoria, e svolge anche
un’attivita di riparazione del danno tissutaleisposta alle lesioni provocate dalla
inflammazione cronica (Baroody FM, et al, 2001).

Inoltre, il trattamento con Fluticasone Propionpés 1 anno aumenta lo spessore
dell'epitelio nasale e non genera atrofia (Baroddyl, et al, 2001). Dal
Fluticasone Propionato deriva chimicamente il Ehgbne Furoato, nuovo
corticosteroide per inalazione nasale, ampiameniézzato nella terapia
farmacologia della rinite allergica e dell’asmarnmbiale (Salter M, et al, 2007).
Questo farmaco, per le sue caratteristiche chimecf@rmaceutiche, ha mostrato
di essere piu efficace rispetto ad altri corticasté nelle somministrazioni
topiche sulla mucosa respiratoria.

Studi recenti dimostrano che la terapia farmacobgion Fluticasone Furoato per
un anno, oltre a ridurre la flogosi locale aumeldapercentuale di epitelio
colonnare della mucosa nasale (Fokkens WJ, é&Cdl2).

Ad oggi, in letteratura mancano prowe vitro sul ruolo della leptina e del
Fluticasone Furoato nelllomeostasi epiteliale rgsat presenza o assenza di
allergeni; e noto, invece, il ruolo protettivo diegta adipochina sul mantenimento
dell’omeostasi dell’epitelio bronchiale (Buno A,adt 2009).

Pertanto, I'obiettivo di questo studio sperimentlstato quello di dimostrare un
possibile ruolo della leptina e del Fluticasonedatm sul’omeostasi e | processi

di rimodellamento delle cellule epiteliali nasadilla rinite allergica ricreando
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in vitro le medesime condizioni che determinano la compde#a rinite allergica
in vivo.

Questo e il primo studio sperimentatevitro, che valuta il ruolo della leptina e
del Fluticasone Furoatcsulla proliferazione cellulare a lungo termine e
sull’espressione del pathway leptina/leptina recethelle cellule epiteliali nasali

umane.

L’allergene maggiore di Parietaria judaica utilizzaome stimolo allergico in
questo studio € iParj 1.201 Sono note due diverse isoforme dell’'allergene
maggiore di Parietaria judaicBarj 1.0101(139 AA) eParj 1.201(102 AA), la
cui composizione amminoacidica differisce prinaipahte per la presenza, nella
regione carbossi-terminale della prima isoforma, uha sequenza di 37
amminoacidi denominata PAR 37 dotata di Ussding activity(Bonura A, et al,
2013a). La presenza di questa coda amminoacidicaehte tradursi
nell’attivazione di diversi segnali intracellulache porterebbero all’attivazione
del pathway leptina/leptina recettore (Kim SJ. ét 2012). Pertanto, |l
ricombinante utilizzato nel nostro studio sperinadmté I[fParj 1.201 il quale
manca della sequenza PAR 37 ed ha un contenutaddiassine endogeno quasi
impercettibile € LPS 0.003 ng/g di proteina ricombinante) (BonuraeA al,

2013b).

Sulla base di studi precedenti, che avevano indatl il recettore della leptina

nelle cellule epiteliali bronchiali (Bruno A, et,aP009) e nelle cellule di

adenocarcinoma polmonare umano (Bruno A, et al1R0Oder la prima volta
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abbiamo dimostrato che le cellule epiteliali nadgaPMI 2650 esprimono la
leptina ed il suo recettore. Questo dato ci ha pssm di utilizzare queste cellule
come modello sperimentaie vitro per studiare il ruolo svolto dalla leptina e del
Fluticasone Furoato sull’omeostasi e sui procesantbdellamento delle cellule
epiteliali nasali nella rinite allergica.

Inoltre, negli studiex vivoabbiamo dimostrato la presenza della leptina el
recettore nelle biopsie di turbinati nasali di seitjcallergici e non allergici.

Negli studi in vitro abbiamo dimostrato per la prima volta che leptama
Fluticasone Furoato sono coinvolti nellomeostapitediale nasale anche in
presenza di stimoli allergiciRarj1) e di rimodellamentoT(GFSy).

In particolare, abbiamo dimostrato, attraverso #utazione citofluorimetrica
della modulazione di espressione della leptinal sulzrecettore sulle RPMI 2650
in relazione alle condizioni di stimolazione, un nanto statisticamente
significativo del pathway leptina/leptina recettorgspetto alla condizione
controllo, in seguito a trattamento con: Fluticasdrauroato a concentrazioni
terapeutiche; leptina; e leptina in associaziomeikcfarmaco.

Abbiamo invece messo in evidenza una riduzionéstitatmente significativa del
pathway leptina/leptina recettore sulle RPMI 26%Bpetto alla condizione
controllo, in seguito a trattamento cdarjl, dimostrando per la prima volta che
il icombinanterParj 1.201¢é in grado di indurre, nel nostro modello speritakn
in vitro, una specifica modulazione del pathway leptindifi@p recettore,

diminuendo gli effetti protettivi dell’adipochinaptina.
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La riduzione statisticamente significativa dell’s=gsione del recettore della
leptina nelle RPMI 2650, rispetto al controllo, seguito al trattamento con |l
TGFf,, mostra un possibile coinvolgimento di questaadtitna anche nei processi
di rimodellamento dell’epitelio nasale in seguitbiasulti di tipo inflammatorio.

Il ruolo del TGFp, € rilevante nella proliferazione a lungo terminegesta linea
cellurare. Infatti, abbiamo dimostrato che questachina contrasta I'azione
proliferativa della leptina e del Fluticasone Fuopasercitando quindi un azione
anti-proliferativa. La conta delle colonie cellulalel saggio clonogenica 21
giorni mette in evidenza un aumento statisticamesignificativo della
proliferazione cellulare rispetto al controllo,saguito al trattamento con leptina ,
Fluticasone Furoato e con la loro associaziorteatlamento comParjl e TGFS,
mostra invece una riduzione statisticamente sicatifra della proliferazione
cellulare.

Infine, l'associazione del Fluticasone Furoato damcombinanterParjl, con il
TGFg,, e con entrambi, determina un aumento statistinggnggnificativo della

proliferazione cellulare rispetto al controllo.

Questi dati dimostrano che il farmaco € in gradocaltrastare gli effetti del
TGFp, e dellarParjl, agendo sulla recettivita della cellula alla lepte sulla sua
produzione endogena, favorendo quindi il ripristidellintegrita di barriera

dell’epitelio nasale.

La leptina ed il Fluticasone Furoato sono in grddmodulare i livelli di mRNA

correlati sia all’espressione della leptina chestel recettore.
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Infatti, i risultati ottenuti, dimostrato un aumergtatisticamente significativo dei
livelli di mRNA del recettore della leptina, rispetal controllo, in seguito ai
trattamenti con: Fluticasone Furoato a concentrazierapeutiche; leptina;
associazione leptina con il farmaco; associazialeFtuticasone Furoato con il
ricombinantePrjl.

Tutti gli stimoli testati, singolarmente e in asisatone, non sono stati in grado di
modulare i livelli di mRNA per la leptina, suggedenche 'aumentata espressione
della proteina leptina potrebbe dipendere da eyadi- trascrizionali o da elevato

turnover del suo mMRNA.

Questi risultati, suggeriscono un possibile ruolmeostatico del Fluticasone
Furoato sull’epitelio nasale umano tramite [|'atdvme del pathway
leptina/leptina recettore. La leptina, infatti, aggi puo essere considerata un
mediatore fondamentale di ripristino dell'integritdi barriera dell’epitelio

respiratorio in seguito a processi inflammatori.

Studi sperimentali caso-controllo cond@t-vivosu biopsie bronchiali di pazienti
affetti da broncopneumopatia cronico ostruttiva @&P (Bruno A, et al, 2005) o
da asma di varie entita (Bruno A, et al, 2009) ggstti controllo, dimostrano che
il pathway leptina/leptina recettore e diminuitollepitelio di questi pazienti
rispetto alle categorie controllo.

Nell’epitelio del soggetto asmatico, I'espressimia della leptina che del suo
recettore si ripristina in presenza del trattaméatmacologico con corticosteroidi

ed e inversamente correlato con la presenza diendet rimodellamentol(GFS,
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e spessore della lamina basale) (Bruno A, et &19RMNel medesimo studiin
vitro e stato dimostrato che le cellule epiteliali biwiat (16 HBE) esprimono sia
la leptina che il suo recettore e che il FluticasoRropionato aumenta
I'espressione del recettore della leptina. Quegideaze sperimentali dimostrano
un possibile ruolo protettivo del pathway leptieptina recettore nel
mantenimento dell’omeostasi dell’epitelio bronchiéBruno A, et al, 2009).

Sulla base di queste evidenze sperimentali, neltramostudio, mediante
immunocitochimica e I'analisi all'analizzatore anmagine dello strato epiteliale
di sezioni di biopsie nasali di turbinati inferiodi tre soggetti controllo non
allergici sani e tre pazienti allergici, abbiamandstrato che vi € un trend di
riduzione di espressione del pathway leptina/leptiacettore nell’epitelio dei
soggetti allergici rispetto ai controlli, supportianulteriormente I'ipotesi della
leptina come marker dell’integrita dell’epiteliosse umano.

La carenza di leptina potrebbe portare ad una azitmme delle risposte
immunitarie dell’organismo. Infatti, € stato dim@go, che ridotti livelli di leptina
nel plasma determinano una riduzione della rispastanunitaria protettiva,
caratterizzata da ualterazione delle attivita T-linfocitariegpporto CD4/CD8
ridotto, linfociti T iporesponsivi). Inoltre, taleondizione e caratterizzata da una
riduzione dei livelli dilFN-y (interferon gammpe di citochine (IL-10 e IL-4), e
da un aumento dei livelli dIGFS (Farooqi IS, et al, 2002).

La terapia sostitutiva con leptina, invece, detaeamia un lato il ripristino delle
attivita T-linfocitariee dei livelli del’lFN-y, dall’altro la riduzione deTGFS che

torna ai livelli normali Farooqi IS, et al, 2002)
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Sulla base di tutte queste evidenze sperimenthbjamo effettuato ulteriori
esperimenti, al fine di valutare i meccanismi disttuzione del segnale della
leptina e del Fluticasone Furoato attraverso lidieazione del fattore di
trascrizione STAT-3 nelle cellule epiteliali nasathane.

E’ noto in letteratura che la leptina, mediantealag all'isoforma lunga del suo
recettore attiva la vidAK2/STAT-3Baumann H, et al, 1996; Bahrenberg G, et al,
2002; Pathak RR, et al, 2013).

Poiché questa via e responsabile dell’espressiomeirderosi geni deputati alla
regolazione della crescita, della differenziaziomglla proliferazione, della
sopravvivenza e dell'apoptosi cellulare (Li Z, df 2012) abbiamo valutato,
mediante analisi Western Blotting, gli effetti vitro di leptina, Fluticasone
Furoato eParjl sull’espressione del fattore di trascrizione STAT-

| dati ottenuti mostrano, dopo 24 ore di trattarognin aumento dell’espressione
di STAT-3 nelle cellule esposte al Fluticasone Btwped una riduzione in quelle
esposte allaParjl o alla leptina. Quando il Fluticasone Furoato gi@ssociato
allo stimolo allergico, l'attivita del corticostad® prevale e contrasta attivamente
la riduzione mediata datParjl.

La riduzione dell’espressione di STAT-3 indottaladeptina dopo 24 ore di
stimolazione, potrebbe essere spiegata analizantercanismo di regolazione a
feed-backnegativo esercitato dalle SOCS3, una famiglia dolaori della via
JAK/STATche legandosi al sito di fosforilazione del remettsulla tirosina in
posizione 1138, inibisce la trasmissione del segnmeddiato dalla leptina (Li Z, et

al, 2012).
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Pertanto abbiamo ipotizzato che questa riduzioneepbe essere la conseguenza
dell'azione delle SOCS3, gia attive nel citoplasma.

Questa nostra ipotesi e stata confermata dalleessis@ analisi Western Blotting,
nella quale abbiamo valutato I'espressione debrfattdi trascrizione STAT-3
dopo trattamento delle cellule con leptina a tetmevi (30 minuti, 1 h e 4 h).
L’analisi dei risultati mostra un incremento pragg®o dell’espressione di STAT-

3 nell'intevallo considerato.
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6. CONCLUSIONI

Il presente studio fornisce nuove evidenze speriatiesull’attivita della leptina e
del Fluticasone Furoato in un contesto di rinitergica.

| risultati fino ad oggi ottenuti mostrano che &ptina e il Fluticasone Furoato
potrebbero rappresentare due molecole chiave nelstasi epiteliale nasale.
Questi dati sottolineano I'importanza dell'impiedel Fluticasone Furoato come
farmaco d’elezione nella terapia della rinite @iea non soltanto per la sua
azione sulla componente immunoflogistica gia nota, per il ruolo di ripristino
dell'integrita di barriera dell’'epitelio nasale maxte l'attivazione del pathway
leptina/leptina recettore.

Studi ulteriori sono necessari per approfondimeiccanismo di azione attraverso
cui la leptina ed il Fluticasone Furoato aumentfiespressione del fattore di

trascrizione STAT-3.
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