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La disfunzione endotelidle gioca un ruolo importante nella patogenesi di malattie
metaboliche e cardiovascolari. La misurazione indiretta della ridotta biodisponibilita di
ossido nitrico (NO) e il piu frequente parametro vautato come indice di disfunzione
endoteliale in pazienti con ipercolesterolemia, diabete mellito, ipertensione, e malattie
cardiovascolari. Inoltre, I’endotelio vascolare media numerosi process patologici e
fisiologici mediati dall’NO.

L’inflammazione, le funzioni dinamiche de vas e |'angiogeness sono moduldti
dell’endotelio vascolare attraverso il passaggio tra stati quiescenti e stati attivati.
Solitamente le funzioni non vasomotorie dell’ endotelio vascolare non vengono valutate e
cio e principamente dovuto a fatto che vi sia una scarsa accessibilita al’endotelio
vascolare. La limitata biodisponibilita di tessuto endoteliale € la maggior limitazione
guando si vuole studiare “in vivo® i meccanismi cellulari che caratterizzano la disfunzione
endoteliale in pazienti con malattie metaboliche o cardiovascolari. A questo scopo il
gruppo di ricerca del prof. Colombo ha introdotto un nuovo approccio che accoppia una
metodica minimamente invasiva, come la biopsia venosa superficiale, ala valutazione
dell’ espressione del profilo proteico e genico in soggetti sani e pazienti diabetici. Questa
tecnica e stata messa a punto alo scopo di collezionare un numero sufficiente, anche se
limitato, di cellule endoteliali fange da 200 a 1000). La misurazione dell’ espressione
proteica viene valutata utilizzando un’analisi di immunofluorescenza quantitativa che
richiede solo un piccolo numero di cellule per poter quantificare accuratamente i livelli
proteici intracellulari di interesse.

Basandoci sulla ricerca dei meccanismi molecolari della disfunzione endoteliale in
pazienti con insufficienza cardiaca cronica e diabete abbiamo iniziamente testato
differenti anticorpi che riconoscono phospho eNOS, EGR-1 (early growth response
protein 1), RAGE (receptor advanced glycosylation end product-specific) e MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1). E' stato dimostrato che un alterato profilo
trascrizionale di tali geni gioca un ruolo fondamentale nel coordinare gli eventi cellulari

che avvengono a livello della lesione vascolare.



Inizialmente, gli anticorpi sono dati testati su cellule HUVEC (Human umbilical vein
endothelial cells) per valutare la corretta concentrazione da utilizzare (Figura 1). Le cellule
sono state trattate con LPS o0 PMA per upregolare i processi trascrizionali e traduzionali
del geni di nostro interesse (Tabella 1). Le cellule sono state staccate meccanicamente
utilizzando lo stesso strumento utilizzato per le biopsie (J-shaped wire) cercando cosi di

riprodurre “in vitro” le medesime condizioni a cui le cellule vengono sottoposte attraverso

labiopsia
Tabella 1.
Gene Controllo Trattamento T-Test Diluizione
media+ dev.st. media+ dev.st. anticorpo
MCP-1 169,7 + 777,6 91084,4 + 38567,3 * 1:100
EGR-1 411+ 1314 46632,5 + 48713,7 * 1:100
RAGE 74+314 1095+ 2734 / 1:300
Phospho eNOS 1317,1 + 2122.7 10239,0 + 11340 ** 1:300

| valori sono riferiti al numero di pixel. Immagini analizzate con il programma
Photoshopa . Numero di immagini per slides: 25 + 10. Analisi statistica: T-Test. **, P<
0.01.

Figura 1.

Immunofluorescenza quantitativa. Cellule HUVEC, staining per phospho eNOS
Diluizione utilizzata 1:100. Le immagini s riferiscono al nucleo (blu, 1A e B) e
all’espressione del gene di nostro interesse in cellule controllo (figura 1A, B e C) ein

cellule trattate con PMA 10 mM per stimolarne I’ espressione (figura 2A, B e C). Le



Immagini sono riferite alla medesima cellula. Per I'analisi, le immagini sono state

digitalizzate e processate ed é stato utilizzato il programma Photoshopa .

In presenza di disfunzione endoteliale, studi dimostrano come in modelli animali di infarto
miocardico e ischemia le cellule endoteliali progenitrici siano coinvolte nel process di
riparazione del danno vascolare mostrando un loro potenzide effetto terapeutico sia
incorporandosi nell’area del danno vascolare, provvedendo cellule endoteliali per la
crescita del nuovi vasi sia stimolando la secrezione di fattori di crescita che attivano le
cellule vicine. Inoltre Hill et al. hanno dimostrato che la presenza di EPC circolanti €
inversamente proporzionae a numero di fattori di rischio cardiovascolare.

Abbiamo peraltro paragonato differenti metodi descritti in letteratura per la crescita “in
vitro” delle EPC da sangue di volontari. La giovane eta, la razza caucasica e I’ utilizzo
della fibronectina come substrato utilizzato per la coltura hanno dato i migliori risultati in
termini  di isolamento dalle celule polimorfonucleate e crescita delle EPC.
L’ ottimizzazione della metodiche per |a separazione e coltivazione delle EPC pud porre la
bas per I' utilizzo delle stesse per fini terapeutici.
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